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RESUMO GERAL

SILVA, Valécia Nogueira Santos e. Adubacdo fosfatada e melatonina na agregagdo de
valor em batata-doce. 2023. p. Tese (Doutorado em Agronomia: Fitotecnia) — Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2023.

As préticas pré e pods-colheita podem alterar a qualidade de raizes de batata-doce,
influenciando sua capacidade de armazenamento. A adubacdo fosfatada é um dos fatores pré-
colheita importantes para modular alguns distlrbios fisiologicos e biossintese de compostos
bioativos na pés-colheita da batata-doce ap6s serem minimamente processadas, e a aplicacdo
da melatonina pode promover acimulo de compostos antioxidantes. O objetivo deste estudo
foi avaliar a qualidade e a conservagdo pos-colheita de raizes de batata-doce minimamente
processadas e cultivadas no semiarido nordestino com diferentes niveis de adubacgéo fosfatada
e aplicacdo de melatonina exogena. No primeiro experimento foram aplicadas doses de
Fosforo na cultivar Parana. O segundo experimento foi com aplicacdo de melatonina em
batata-doce de diferentes cores de polpa (branca e alaranjada), associando a tecnologia de
processamento minimo. Apos a colheita, as raizes foram transportadas para o PGPV na
UFRPE/UAST e submetidas ao processamento minimo e mantidas a 5 + 2 °C. Os
experimentos foram conduzidos em DBC (experimento 1) e DIC (experimento 2). O primeiro
experimento foi em esquema fatorial 5x7, sendo 5 doses de fosforo (0; 60; 120; 180 e 240
kg hal P,Os) e 6 tempos de avaliagdo (0, 4, 8, 12, 16 e 120 dias) com cinco repeticdes. O
segundo experimento foi em esquema fatorial 4x6, sendo 4 concentracdes de melatonina (0O;
10; 100 e 1000 pumol L 1) e 6 tempos de avaliacdo (0; 4; 8; 12; 16 e 20 dias) com cinco
repeticdes. O. Os resultados foram submetidos ao teste Tukey a 5% de probabilidade. O maior
aporte de P no solo aumentou o teor de P nas raizes e folhas e o rendimento agroindustrial.
Raizes cultivadas com P2Os apresentaram maior teor de peroxido de hidrogénio, compostos
fendlicos, vitamina C, flavondides amarelos, antocianinas, carotendides, capacidade
antioxidante pelo método DPPH e aumento da atividade das enzimas polifenoloxidase,
peroxidase e fenilalanina amonia-liase. A aplicacdo da melatonina exdégena manteve a
qualidade da batata-doce minimamente processada e apresentou menor indice de
escurecimento, perda de massa fresca, menor teor de compostos fendlicos, perdxido de
hidrogénio, peroxidacéo lipidica, extravazamento de eletrolitos e menor atividade das enzimas
peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina aménia liase. Alem de apresentarem maior teor de

vitamina C e atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase.



Esses resultados demonstraram o papel da melatonina na prote¢do contra danos oxidativos
devido ao acumulo de compostos antioxidantes, melhorando assim a qualidade fisico-quimica

de batata-doce de polpa branca e laranja minimamente processada.

PALAVRAS-CHAVE: Ipomoea batatas, fosforo, melatonina, conservacéo.



ABSTRACT

SILVA, Valécia Nogueira Santos e. Phosphate fertilization and melatonin in adding value
in sweet potatoes. 2023. p. Thesis (Doctorate in Agronomy: Phytotechnics) — Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2023.

Pre- and post-harvest practices can alter the quality of sweet potato roots, influencing their
storage capacity. Phosphate fertilizer is one of the important pre-harvest factors to modulate
some physiological disorders and biosynthesis of bioactive compounds in sweet potato post-
harvest after being minimally processed, and the application of melatonin to promote
accumulation of antioxidant compounds. The objective of this study was to evaluate the
quality and post-harvest conservation of minimally processed sweet potato roots cultivated in
the northeastern semi-arid region with different levels of phosphate fertilizer and application
of exogenous melatonin. In the first experiment, five doses of phosphorus (0; 60; 120; 180
and 240 kg ha P,Os) were applied to the Parana cultivar. The second experiment was with
the application of melatonin to sweet potatoes with different flesh colors (white and orange),
associated with minimal processing technology. After harvesting, the roots were transported
to the PGPV at UFRPE/UAST and subjected to minimal processing and maintained at 5 £ 2
°C. The experiments were conducted in DBC (experiment 1) and DIC (experiment 2). The
first experiment was in a 5x7 factorial design, 5 doses of phosphorus and 6 days of evaluation
(0, 4, 8, 12, 16 and 20 days) with three replications. The second experiment will be in a 4x6
factorial scheme, with 4 concentrations of melatonin (0; 10; 100 and 1000 pmol L) and 6
evaluation times (0; 4; 8; 12; 16 and 20 days) with three replications. O. The results were
subjected to the Tukey test at 5% probability. The greater input of P into the soil increased the
P content in roots and leaves and agroindustrial yield. Roots cultivated with P,Os showed a
higher content of hydrogen peroxide, phenolic compounds, vitamin C, yellow flavonoids,
anthocyanins, carotenoids, antioxidant capacity by the DPPH method and increased activity of
the enzymes polyphenol oxidase, peroxidase and phenylalanine ammonia-lyase. The
application of exogenous melatonia maintained the quality of minimally processed sweet
potatoes and showed a lower rate of browning, loss of fresh mass, lower content of phenolic
compounds, hydrogen peroxide, lipid peroxidation, extravasation of electrolytes and lower
activity of the enzymes peroxidase, polyphenoloxidase and phenylalanine ammonia lyase. In

addition to having a higher vitamin C content and activity of the enzymes superoxide



dismutase, catalase and ascorbate peroxidase. These results demonstrated the role of
melatonia in protecting against oxidative damage due to the accumulation of antioxidant
compounds, thus improving the physicochemical quality of minimally processed white and

orange pulp sweet potatoes.

Keywords: Ipomoea batatas, Phosphorus, Melatonin, Conservation.
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INTRODUCAO GERAL

A batata-doce é a Unica espécie da familia Convolvulaceae que é utilizada
tanto na nutricdo humana quanto animal, as demais espécies desta familia sdo
comumente utilizadas como plantas ornamentais na Asia, Africa e Australia (ECHER,
2015; HALL; PHATAK, 1993). Possui grande potencial econémico e social,
desempenhando um papel importante na nutricio humana, contribuindo para a
suplementacdo alimentar nos paises em desenvolvimento. O valor nutricional das raizes
da batata-doce é semelhante ao da mandioca ou da batata inglesa, porém apresenta
teores mais elevados de -caroteno, devido a algumas cultivares apresentarem coloragéo
amarela, laranja e até roxa, ricas neste precursor da vitamina A (BOVELL-
BENJAMIN, 2008).

A batata-doce tem uso culinario domeéstico e também pode servir como
matéria-prima para processos industriais, produzindo doces, farinhas, flocos e amido.
Devido ao seu alto teor de amido, apresenta potencial para ser cultivado para fins
industriais (ROESLER et al., 2008). No Brasil, o uso industrial da batata-doce ainda é
limitado, sendo a maior parte consumida cozida. Em relacdo a producéo, cerca de 40%

das raizes ndo estdo em boas condic6es para comercializacao.

Comparada a outros alimentos ricos em amido, a batata-doce apresenta maior
teor de massa seca, carboidratos, lipidios, calcio e fibras que a batata, mais carboidratos
e lipidios que o inhame e mais proteinas que a mandioca (EMBRAPA, 2008). Segundo
maior teor de carboidratos, variando entre 25% e 30%, dos quais 98% sao de facil
digestdo, acgUcares, sais minerais, vitaminas A, C e do complexo B, sendo rica fonte de
nutrientes e energia (OLIVEIRA et al., 2006) , também possui elevadas quantidades de
potassio, ferro e célcio (LUENGO, et al., 2000), além de possuir baixo indice glicémico.
Apresenta também quantidades consideraveis de metionina, um dos aminoacidos
essenciais para o bem-estar humano (MIRANDA et al., 1989). Verificou-se que cerca
de 80% da matéria seca da batata-doce sdo carboidratos, tornando-a uma importante
fonte desses macronutrientes. Tendo o amido como principal carboidrato presente, é
amplamente utilizado como matéria-prima na industria de fabricacdo de alimentos
(BOVELL-BENJAMIN, 2007). Além disso, contém aclcares como sacarose, frutose,
maltose e glicose (CEREDA et al., 2001; OLIVEIRA et al, 2006).
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A qualidade de um produto € reflexo de sua origem, condigdes de producéo,
armazenamento e comercializacdo, ou seja, quando a combinacdo de componentes
fisicos e quimicos atinge o nivel de aceitacdo do consumidor. Para isso, os cuidados
devem comecar desde o campo, pois as condi¢cdes ambientais e de cultivo influenciam
diretamente nas caracteristicas dos produtos horticolas na fase pos-colheita e
consequentemente nas tecnologias utilizadas nesta fase (CHITARRA, 1998).

O macronutriente fosforo esta presente nas plantas, principalmente na forma
de ortofosfato e tem como principal funcdo a transducédo de energia. Durante o fluxo de
elétrons na cadeia transportadora de elétrons das mitocdndrias e do cloroplasto, a
energia livre esta associada a oxidacdo dos componentes da cadeia, sendo convertida na
forma de ATP (GLASS, 1989). Segundo Song et al., (2006) o ATP extracelular
funciona como molécula sinalizadora em condic6es de alteraces associadas ao estresse
e lesbes nos tecidos vegetais.

Estudos recentes indicam que apos a aplicacdo da ferida, o ATP é liberado
das células danificadas, servindo assim como sinal primario da ferida, espalhando-se,
até se ligar a membrana plasmatica dos receptores de ATP das células adjacentes
(JACOBO-VELAZQUEZ et al., 2011) . A ligacdo do ATP a membrana celular, através
do receptor de ATP, promove aumento da concentragdo citosolica de Ca?*, que por sua
vez ativa a NADPH oxidase, resultando na producdo de moléculas sinalizadoras
secundarias (espécies reativas de oxigénio - EROS) (JACOBO-VELAZQUEZ,
GONZALEZ-AGUERO, & CISNEROS-ZEVALLOS, 2015). Tais sinais secundarios se
propagam pelo citosol, desencadeando a biossintese de compostos antioxidantes
(compostos fendlicos) como resposta tardia ao estresse (JACOBO-VELAZQUEZ et al.,
2011; CISNEROS-ZEVALLOS et al., 2014). As fontes de EROS incluem a reducdo da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, localizada na membrana
celular, e a respiracdo, que ocorre nas mitocondrias, que produzem o radical superoxido
(O%) que por sua vez é transformado em oxigénio (O?) e peréxido de hidrogénio (H20)
pela superéxido dismutase (SOD). Altos niveis de EROS sdo prejudiciais as plantas,
portanto, a atividade de enzimas desintoxicantes, como SOD, ascorbato peroxidase
(APX) e catalase (CAT) sdo de grande relevancia para a modulacdo de tais espécies
(GILL & TUTEJA 2010; TAIZ et. al., 2017).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um hormdnio conhecido que
medeia muitos processos bioldgicos em animais. Desde a sua identificagdo em plantas

por dois grupos de pesquisa em 1995, a melatonina atraiu ampla atencdo entre os
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bidlogos vegetais (DUBBELS et al., 1995; HATTORI et al., 1995). Foi demonstrado
que a melatonina estd envolvida no crescimento, desenvolvimento e respostas ao
estresse nas plantas. Como eliminadora de radicais livres, a melatonina é capaz de
eliminar EROs diretamente nos compartimentos celulares, mitigando assim o estresse
oxidativo nas plantas (REITER et al., 2015). Além disso, a melatonina protege as
plantas contra uma variedade de estresses ambientais, como frio, calor, salinidade e seca
(BAJWA et al., 2014; SHI et al., 2015; DING et al., 2017) e pode retardar a senescéncia
como estimulante bioldgico (TAL et al., 2011; ZHANG et al., 2013; WANG et al.,
2014).

Estudos demonstraram que a ingestdo de produtos melatoninicos ou de
plantas comestiveis ricas em melatonina pode ter efeitos benéficos no retardo do
envelhecimento, na regulagdo do ritmo biologico, no efeito antiinflamatorio, no
combate ao cancer e na melhora da disfuncdo fisiologica (REITER et al., 2010;
MAURIZ et al. , 2013; CARRILLO-VICO et al.,, 2013; GARCIA et al., 2015). A
melatonina tem mostrado boas perspectivas na regulacdo do amadurecimento dos frutos
e na prevencdo de doencas pds-colheita nas lavouras (ZHAI et al., 2018; LIU et al.,
2020). Foi determinado que a melatonina tem grande potencial para promover a
qualidade pds-colheita em vegetais e frutas (XU et al., 2019), como péssego (GAO et
al., 2016; CAO et al., 2016, 2018), uva (MENG et al., 2016; CAO et al., 2016, 2018),
uva (MENG et al., 2016; CAO et al., 2016, 2018), al., 2016), macd (CHEN et al., 2020),
morango (AGHDAM et al., 2017; PANG et al., 2020), repolho (ZHANG et al., 2016),
mandioca (HU et al., 2016; MA et al., 2016) e batata-doce (LI et al., 2022).

Esta pesquisa teve como objetivo estudar a utilizacdo de doses crescentes de
P.Os e a aplicacdo de melatonina exdgena, como moduladores agrondémicos e na
inducdo de compostos bioativos, respectivamente, em batata-doce minimamente

processada.
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CAPITULO |
RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE BATATA DOCE MINIMAMENTE
PROCESSADA CULTIVADA COM DOSES CRESCENTES DE
FERTILIZANTE FOSFATADO

RESUMO
O presente trabalho teve como objetivo estudar o dano e a protecdo oxidativa, o
metabolismo dos fenilpropanoides e a qualidade da batata-doce colorida minimamente
processada cultivada com incrementos na adubacdo com P2Os. A batata-doce foi
cultivada com 0, 60, 120, 180 e 240 kg ha™ de P,0s. As raizes foram colhidas e o teor
de P nas raizes e folhas foi quantificado. As raizes foram minimamente processadas e
mantidas por 20 dias a 5 °C. O maior aporte de P no solo aumentou o teor de P nas
raizes e folhas e o rendimento agroindustrial. Raizes cultivadas com P>Os apresentaram
maior teor de peroxido de hidrogénio, compostos fenolicos, vitamina C, flavondides
amarelos, antocianinas, carotendides, capacidade antioxidante pelo método DPPH e
aumento da atividade das enzimas polifenol oxidase, peroxidase e fenilalanina aménia-
liase demonstraram o papel do fésforo na protecdo contra danos oxidativos devido ao
acumulo de compostos bioativos, melhorando assim a qualidade fisico-quimica da

batata doce laranja minimamente processada.

Palavras-chave: Ipomoea batatas (L.) Lam., Fosforo, H2O3, Fenois.
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CHAPTER |
PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF MINIMALLY PROCESSED SWEET
POTATOE CULTIVATED WITH INCREASING DOSES OF PHOSPHATE
FERTILIZER

ABSTRACT
The present work aimed to study oxidative damage and protection, phenylpropanoid
metabolism and quality of minimally processed colored sweet potato cultivated through
cultivations with increments in P,Os fertilization. Sweet potato was cultivated with 0,
60, 120, 180 and 240 kg ha™! of P,Os. The roots were harvested and the P content in the
roots and leaves was quantified. The roots were minimally processed and kept for 20
days at 5 °C. The highest input of P in the soil increased the P content in roots and
leaves and the agroindustrial yield. Roots cultivated with P2Os showed higher content of
hydrogen peroxide, phenolic compounds, vitamin C, yellow flavonoids, anthocyanins,
carotenoids, antioxidant capacity by the DPPH method and increased activity of
polyphenol oxidase, peroxidase and phenylalanine ammonia-lyase enzymes.
demonstrated the role of phosphorus in protecting against oxidative damage due to the
accumulation of bioactive compounds, thus improving the physicochemical quality of

minimally processed orange sweet potato.

Key words: Ipomoea batatas (L.) Lam., Phosphorus, H20, Phenols.
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1 INTRODUCAO

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) ocupa o sétimo lugar nas
estatisticas de cultivos mundiais, superada apenas pelo trigo, arroz, milho, batata,
mandioca e cevada, tornando-se uma importante cultura alimentar que serve como fonte
de energia. e nutricio em muitos paises (LIN et al., 2007; JUNG et al., 2011). E
considerada uma cultura de seguranca alimentar devido a baixa necessidade de insumos,
facilidade de producdo e altos componentes nutricionais (CHAKRABORTY et al.,
2017; ROESLER et al., 2008). No Brasil, a batata-doce tem forte papel social, pois €
cultivada por pequenos agricultores, com méo de obra geralmente familiar. Talvez por
isso ainda seja uma cultura pouco pesquisada no pais, principalmente no que diz
respeito a novas tecnologias, informagdes sobre manejo, adubacdo e desenvolvimento
de novas cultivares adaptadas as diferentes regides brasileiras (BLOCK, 1994).

A composigdo nutricional, o potencial produtivo e a facilidade de coleta
colocam a batata-doce entre os interesses da inddstria quanto a sua utilizacdo, seja como
fonte de matéria-prima minimamente processada para obtencdo de compostos bioativos
ou para obtencéo de produtos industrializados com qualidade nutricional ou mesmo em
sua utilizar para agregar maior valor comercial a outros produtos (MITRA, 2012).
Como os cultivares de polpa pigmentada apresentam altos teores de carotenoides
(AKHTAR et al., 2013; TEOW et al., 2007) com maior potencial antioxidante, a batata-
doce apresenta uma possivel alternativa como suplemento alimentar para complementar
a caréncia de vitamina A; ¢ uma fonte abundante e de baixo custo de B-caroteno quando
comparada com cultivares de polpa branca e creme (FILGUEIRA, 2000). As raizes da
batata-doce também sdo fontes de compostos fendlicos, que sdo antioxidantes com
atividade farmacoldgica, e assim, a cultura pode potencialmente ser utilizada como
alimento funcional. Consequentemente, o conteudo fendlico nas raizes da batata-doce
pode servir como um indicador (til da sua atividade antioxidante (EMBRAPA, 1995).

A aplicacdo adequada de fosforo pode aumentar a produtividade da batata-
doce, pois a cultura é muito eficiente na absorcdo de fosforo. Devido a deficiéncia
comum nos solos brasileiros desse nutriente, ele deve ser aplicado de forma
prontamente disponivel e no momento certo (EUGENIO et al., 2021; JACOBO-
VELAZQUEZ et al., 2011). Recentemente, foi descoberto outro papel do fésforo na

indugdo do metabolismo dos fenilpropanoides e da oxidagdo de compostos fendlicos
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que causam escurecimento na mandioca minimamente processada (EUGENIO et al,
2021). Esta descoberta complementou descobertas anteriores que forneceram mais
detalhes bioquimicos sobre a participacao do trifosfato de adenosina (ATP) no processo
de sinalizacdo e transducéo intra e intercelular nos tecidos de cenouras cortadas que leva
a biossintese induzida pela ferida e ao acimulo de compostos fenélicos (ALVARES e
outros, 2013).

Os achados de Eugénio et al. (2021), questionou se 0 escurecimento evidenciado
na mandioca minimamente processada foi intensificado porque esta raiz ndo possui ou
mesmo carece de pigmentos antioxidantes, como carotendides e flavondides, entre
outros. Esses fitoquimicos também podem mascarar rea¢fes oxidativas reduzindo o
aparecimento de escurecimento (SILVA et al., 2009). Assim, isto sugere que uma raiz
contendo estes pigmentos, como a batata-doce colorida, pode ndo parecer ter
escurecimento enzimatico. Esta pesquisa teve como objetivo estudar a utilizacdo de
doses crescentes de P.Os como modulador agrondmico para inducdo de compostos
bioativos e protecdo contra danos oxidativos em batata-doce ap0s processamento

minimo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacao e gestdo da area experimental

As plantas de batata-doce foram cultivadas na Unidade Experimental da

Fazenda Rafael Fernandes, pertencente a Universidade Federal Rural do Semiérido

(UFERSA). A érea de estudo estd localizada no distrito de Alagoinha, municipio de
Mossord, estado do Rio Grande do Norte, Brasil (5°03'31,00" S, 37°23'47,57" W, e 80
m de altitude). Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima caracteristico da regido é

semidrido, do tipo BSh (seco e muito quente) (ALVARES et al., 2013) com o periodo

chuvoso ocorrendo entre fevereiro e maio. A precipitacdo média anual na regido € de

670 mm, a umidade relativa é de 68,9% e o periodo seco vai de junho a janeiro

(ALVARES et al., 2013). Os dados meteoroldgicos foram coletados ao longo do

experimento pela estagdo meteoroldgica instalada na Fazenda Experimental (Figura 1).
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Figura 1. Precipitacdo (mm), temperatura do ar (°C), umidade relativa (%) e velocidade

do vento (m s?) entre os meses de abril a agosto de 2021 no municipio de Mossord, Rio

Gande do Norte, Brasil. Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), 2021.
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O solo da éarea experimental é classificado como Latossolo Vermelho tipico-
distrofico (SILVA et al., 2009). Amostras de solo nas profundidades de 0-0,20 m e
0,20-0,40 m foram coletadas para caracterizacdo quimica (DONAGEMMA et al., 2017)
(Tabela 1).

Tabela 1. Andlise quimica do solo da &rea experimental da Fazenda Experimental

Rafael Fernandes, em Mossor6 - RN, Brasil.

Profundidade pH CE p* K* Na* Ca* Mg** APF* SB T CTC
(cm) (dgua) dS/m mg dm cmolc dm®

0-20 6.34 70.9 469 61.83 12.68 1.43 0.35 0 199 199 199

20 —40 6.03 71 457 51.64 12.68 1.36 0.89 0 244 244 244

Propagulos vegetativos de batata-doce (Ipomoea batatas) cv. Parana foi
utilizada no cultivo. Estas foram obtidas em um campo de multiplicagcdo localizado na
Fazenda Experimental Rafael Fernandes. A adubacdo fosfatada foi realizada via
fertirrigacdo com fosfato monoaménico (MAP) (61% P.Os e 12% N) nas seguintes
doses: 0, 60, 120, 180 e 240 kg ha* de maio a setembro de 2021. A adubagdo fosfatada
foi repetida nos mesmos meses de 2021. O fertilizante fosfatado foi aplicado
integralmente no plantio. A adubacdo com nitrogénio (N) e potassio (K) foi realizada
conforme manual do Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA (2008). As adubacgtes
de N e K foram parceladas em duas vezes e aplicadas via fertirrigacdo, tendo como
fonte, respectivamente, uréia (46% de N) e cloreto de potassio (KCI) (60% de K20). A
maior parte do nitrogénio (80%) foi aplicada 15 dias apds o plantio; os 20% restantes
ndo foram utilizados para desencorajar o crescimento dos rebentos. Metade do potassio
foi aplicada aos 20 dias apds o plantio e os outros 50% aos 45 dias apos o plantio. As
quantidades de N e K, respectivamente, foram de 1.677 e 1.608 kg por parcela. A
quantidade de N aplicada foi calculada a partir do MAP que disponibiliza fésforo e
nitrogénio em conjunto.

O sistema de irrigacdo foi por gotejamento, com emissores espacados em
0,30 m, aplicando-se a uma profundidade média de 11 mm. Tensibmetros foram
implantados para monitorar a umidade do solo. A irrigacdo diaria foi realizada até 30
dias apds o plantio. Dos 30 aos 75 dias ap0s o plantio, a irrigacdo foi realizada quando

o0s tensidmetros marcavam -20 kPa. Dos 75 aos 90 dias apds o plantio, a irrigacdo foi
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suspensa, sendo entdo retomada e realizada uma vez por semana até a colheita, que foi

realizada aos 154 dias apds o plantio, considerando a umidade do solo.

2.2 Colheita, processamento minimo e armazenamento

As raizes de batata-doce foram colhidas e transportadas para o Centro de Pos-
Graduacdo em Producdo Vegetal (PGPV) da Unidade Académica de Serra Talhada da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UAST/UFRPE), localizado no municipio
de Serra Talhada, no estado de Pernambuco, Brasil. As raizes foram cortadas em rodelas
para processamento minimo, seguindo o fluxograma de processo descrito por Silva et
al. (2022). As rodelas foram acondicionadas em sacos de polipropileno (150 x 150 x
0,0005 mm) e armazenadas por 20 diasa 5 + 2 °C e 90 + 5% de umidade relativa. Cada
unidade experimental foi composta por aproximadamente 150 g de rodelas, sendo
utilizadas trés repeticGes por tratamento (0, 60, 120, 180 e 240 kg ha™ de P,0s). O
processamento minimo descrito a seguir foi realizado conforme Silva et al. (2022), com

adaptacoes (Figura 1).
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SELECAO
Descarte das raizes danificadas

!

LAVAGEM
Em agua corrente

!

CORTE E DESCASQUE
Rodelasde 3 cm

!

RESFRIAMENTO
Imersdo por 10 min. em aguaa5 °C

!

SANITIZAGCAO
Imersdo em agua clorada (200 mg/L) a 5 °C por 10 min.

!

ENXAGUE
Imersdo em agua clorada (5 mg/L) a 5 °C por 10 min.

!

DRENAGEM
Escorredores domésticos (10 min.)

!

EMBALAGEM
Polipropileno (150 x 200 x 0,0005)

!

CONSERVACAO
Expositoresrefrigerados (5 °C) por 20 dias

Figura 2. Fluxograma de processamento minimo utilizado para raizes de batata-doce,
adaptado de Silva et al. (2022).

As andlises foram realizadas nos dias 0, 4, 8, 12, 16 e 20. Em cada momento

de amostragem, amostras com cértex + 2 mm de espessura foram coletadas, congeladas

em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer (-80 °C).
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2.3 Rendimento agroindustrial e teor de fosforo

O rendimento agroindustrial foi determinado em termos percentuais conforme

descrito por Freire et al. (2014), utilizando a seguinte formula:

RA—(PF) 100
—\p1/*

Onde, RA = Rendimento Agroindustrial (%); PF = Peso final (g); PI= Peso
inicial ().

Para mensurar o teor de P (g kg?) nas partes vegetativas (folha e raiz),
amostras de 0,4 g foram digeridas com &cido sulfurico (EMBRAPA, 1997). O fosforo
foi determinado por colorimetria pelo método do complexo fosfomolibdico em meio
redutor (EMBRAPA, 1997).

2.4 Avaliacgao visual (aspecto geral), perda de massa fresca e sdlidos solUveis totais

A qualidade visual foi avaliada por um painel de avaliadores treinados para
determinar a presenca ou auséncia de manchas escuras, estrias e descoloragdo na
superficie das fatias de batata-doce, além da presenca de odor, proliferacdo de
Pseudomonas spp. e branqueamento nas amostras. Pontuacdes de 5 a 1 foram atribuidas

subjetivamente, conforme descrito por Simdes et al. (2020) (Tabela 1).

Tabela 2. Escala tipo Likert com cinco pontos para analise visual de batata-doce de

polpa alaranjada minimamente processada em formato ‘rodela’.
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IMAGENS NOTAS DESCRICAO

5 Superficie laranja uniforme caracteristica, com 0% de
esbranquecimento com boa aparéncia para consumo e
comercializacéo.

Leve esbranquecimento na regiao central ndo chegando a 5% da
4 superficie, sendo ainda propria para o consumo e
comercializacdo.

Esbranquecimento moderado, e perda da coloragéo caracteristica
atingindo mais de 10% da superficie, sendo imprépria para o
consumo e comercializagao.

Moderados eshranquecimento e perda da coloragdo, em toda
2 superficie acima de 50%, sendo imprépria para o consumo e
comercializagao.

1 Esbranquecimento e perda da coloragdo intensa em toda
superficie acima de 50%, sendo impropria para o consumo.

OOE80

A perda relativa de massa fresca, expressa em termos percentuais, foi calculada pela

diferenca com a massa fresca inicial, conforme a seguinte formula:

(PFI —PFR)]
PFF | ¥

PMF=[

Onde PMF é a perda de massa fresca, PFI € o peso fresco inicial apds
processamento (g); e PFF é o peso fresco final obtido apds intervalos de 4 dias. As
embalagens foram pesadas em balanca semianalitica (ARD 110, OHAUS Adventurer,
Parsippany-EUA).

Para a determinacdo dos solidos sollveis, aproximadamente 30 g de rodelas
de batata-doce foram maceradas com auxilio de almofariz e pistilo de porcelana. O suco
obtido foi adicionado ao prisma de um refratdmetro e o resultado foi expresso em

porcentagem.
2.5 Carotenoides totais, licopeno e B-caroteno

O teor de carotenoides das amostras foi determinado segundo metodologia

analitica de separacdo e extracdo dos compostos com solventes organicos. Amostras de
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batata doce (0,25 g) foram pesadas e adicionadas a 1,25 mL de acetona, 1,25 mL de
metanol e 2,5 mL de hexano. O extrato foi entdo mantido em repouso por 24 horas ao
abrigo da luz. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 9.000 rpm por 5
min a 4 °C. Para determinac6es de licopeno foi utilizada a absorbancia lida a 470 nm e
para o [-caroteno, a absorbancia lida a 450 nm. Assim, os carotendides foram
determinados conforme a Equacdo 3 (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; RODRIGUEZ-
AMAYA & KIMURA, 20004).

Ax Vx 1.000.000
A xMx100

1cm

Carotenoides totais =

Onde: A = absorbancia da solucdo a 470 nm para o licopeno e¢ 450 nm para o f-
caroteno; V = volume final da solug¢do; € = coeficiente de extingdo molar de cada
pigmento no solvente especifico (3450 para licopeno ¢ 2592 para (-caroteno); M =

massa das amostras para analise.

2.6 Determinacéo de flavonoides e antocianinas amarelas e obtencéo de extratos
para teste in vitro de atividade antioxidante (DPPH e FRAP)

Os flavonoides e antocianinas amarelos foram quantificados conforme
metodologia proposta por Francis (1982) com pequenas modificagdes. Um grama de
batata-doce foi pesado e homogeneizado com 30 mL de solucdo de etanol-HCI (1,5 N)
por 2 min. A amostra foi filtrada e o volume ajustado para 50 mL. Em seguida, o extrato
foi transferido para tubos envoltos em papel aluminio e mantidos em repouso por 12
horas a 4 °C. O branco foi composto apenas pela solucdo etanol-HCL (1,5N). As
leituras foram realizadas em espectrofotémetro (modelo Libra S8, Biochrom) a 535 nm
para antocianinas e 374 nm para flavondides.

Os calculos foram feitos usando as seguintes formulas:

(Abss35,m x 8.000)
98,2
(AbS3747m x 8.000)
76,6

Conteudo de antocianina =

Contetdo de flavonoides =
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Os extratos para avaliagdo da atividade antioxidante in vitro foram obtidos
macerando 0,4 g de amostras frescas com 2 mL de metanol e deixados em repouso por
24 horas. Apos esse periodo, os extratos foram centrifugados a 9.000 g por 21 min a 5
°C.

A capacidade antioxidante pelo método DPPH foi determinada conforme
proposto por Brand-Williams et al. (1995), com adaptacGes. Para o ensaio, foram
combinados 840 pL de solugdo DPPH (0,1 mM) e 60 puL de sobrenadante. O ensaio
controle foi preparado adicionando 900 pL da solugdo DPPH. Ap6s 30 min de reacéo,
as leituras foram feitas em espectrofotdmetro (Biochrom, Libra S8, Cambridge, Reino
Unido) a 517 nm, a 25 °C. O declinio na absor¢cdo das amostras gerou o percentual de
sequestro de radicais livres (% FRS), que foi calculado pela seguinte equacéo:

, cal de inibica _ (Abs. controle DPPH — Abs. amostra) 100
ercentual de mmibi¢ao = Abs. controle DPPH *

A atividade antioxidante, avaliada pelo poder de reducédo do ferro, foi mensurada
conforme metodologia proposta por Benzie e Strain (1996) com adaptacGes. Para o
ensaio, uma aliquota de 900 pL de reagente FRAP (mistura contendo tampdao acetato
0,3 M pH 3,6, TPTZ 0,8 M e cloreto férrico 1,66 mM) foi misturada com 90 pL de dgua
destilada e 30 pL do sobrenadante. A solucdo foi entdo homogeneizada em agitador
tubular e mantida no escuro por 30 minutos a 37°C. Apo0s a incubacéo, as leituras foram
realizadas em espectrofotdometro (Biochrom, Libra S8, Cam bridge, Reino Unido) a 594
nm, a 25 °C. Para o branco foram utilizados 900 uL de reagente FRAP, 90 uL de agua
destilada e 30 pL de extrator (metanol). O potencial antioxidante dos extratos foi
determinado a partir de uma curva de calibracdo, tracada com sulfato ferroso
(FeSO4+7H20) em concentragdes de 0 a 1500 uM. Os resultados foram expressos em

mmol Fe?* kg™

2.7 Fendis solUveis totais e vitamina C

A extracdo e quantificacdo dos fendis sollveis totais foram realizadas
conforme método proposto por Freire et al. (2014), com adaptacGes. A vitamina C foi
quantificada para o0 mesmo extrato, conforme proposto por Sanchez-Rangel et al.

(2013). Uma porcéo (0,25 g) de batata-doce foi pesada em um almofariz contendo 1,5
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mL de metanol puro. O extrato permaneceu em repouso por 20 horas no escuro a 4°C e
centrifugado a 10.000 xg a 2°C por 21 min. Foram misturados 150 uL. do sobrenadante,
2.400 pL de agua destilada e 150 pL. de Folin Ciocalteu (0,25 N). A mistura foi
homogeneizada por 3 minutos e em seguida foi realizada a leitura da vitamina C a 765
nm. A concentracdo de vitamina C foi calculada a partir da curva padrdo de &cido
ascorbico de 0,1 a 3,0 mM, e o resultado foi expresso em mg de &cido ascorbico g FW.
Apds a leitura, foram adicionados 300 pL de carbonato de soédio (IN) a mistura
contendo a amostra e Folin Ciocalteu e mantidos no escuro em temperatura ambiente
por 2 h. As leituras foram realizadas em espectrofotdometro (Biochrom, Libra S8,
Cambridge, Reino Unido) a 765 nm, e o resultado foi expresso em mg de acido galico
100g™* MF, comparado a uma curva padrdo de acido galico para fendis sollveis.

2.8 Extravasamento de eletrolitos, deteccdo e quantificacdo de peroxido de

hidrogénio e peroxidagéo lipidica

Para determinar o extravasamento de eletrolitos, cubos de aproximadamente 2
g de batata-doce foram adicionados a tubos de ensaio contendo 15 mL de &gua ultrapura
e deixados em repouso por 30 min. Em seguida foi medido o valor inicial de
extravasamento (V1). Apds isso, 0s tubos foram mantidos em banho-maria a 95 °C por
30 min, em seguida foi realizada a leitura final do extravasamento (V2). Ambas as
leituras foram feitas com condutivimetro eletronico. Assim, 0 extravasamento de

eletrolitos foi determinado de acordo com a seguinte equacéo:
EE (%) = v 100
(%) =37 X

O peroxido de hidrogénio (H.O2) foi detectado histoquimicamente por
microscopia e pela técnica de coloracdo descrita por Olson e Varner (1993) e Repka
(1999). Fracdes da regido superficial do tecido de mandioca (2x2x5 mm) foram
infiltradas a vacuo com tetracloreto de 3,3'-diaminobenzidina (DAB) no escuro, a -25
Ba, por 5 h. Em seguida, foram lavados com hipoclorito de soédio por 1 min. As
amostras de controle foram infiltradas com &cido ascorbico (1 mM). Todas as imagens

da amostra foram gravadas com camera digital semiprofissional (Nikon D3100) (14,2

42



megapixels) e gravadas com estereomicroscopio (microscépio inocular Labomed Luxeo
4D Zoom Stereo Digital com zoom estéreo sob ampliacdo de 10X).

A quantificagdo do peroxido de hidrogénio (H20) foi realizada conforme
Kasnak & Palamutoglu (2021) com modificagdes. Amostras de 0,1 g de tecido foram
maceradas com 2,0 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 1%. O extrato foi centrifugado
a 1200 rpm por 15 min a 4°C. Para a reagdo, 0,6 mL do sobrenadante com 0,7 mL de
tampé@o fosfato de potéssio e 0,7 mL de solucdo de iodeto de potéssio foram combinados
e mantidos em repouso por 30 min, sendo entdo realizadas leituras em 390 nm. O teor
de peréxido de hidrogénio foi estimado em mg 100 g™ H.0O..

A peroxidacdo lipidica foi estimada pelo teor de substancias reativas ao &cido
tiobarbitirico (TBARS), segundo Heath e Packer (1968). Foram maceradas em
almofariz 0,1 g de amostras de tecido com 1,0 ml de &cido tricloroacético (TCA) a 6%.
O extrato foi centrifugado a 7.960 rpm por 15 min a 4°C. Em seguida, 0,5 mL do
sobrenadante foram adicionados a 1,5 mL do meio reacional contendo 20% de TCA
(p/v) e 0,5% de TBA (p/v), em tubos fechados. Os tubos foram mantidos a 95°C por 1
hora, seguido de banho de gelo a 5°C. Em seguida, foram feitas leituras em 532 e 660
nm. O teor de TBARS foi estimado utilizando o coeficiente de extingdo molar de 155

mM* cm? e expresso em nmol g MF.

2.9 Extrac0es e ensaios enzimaticos

2.9.1 Fenilalanina Amdnia Liase (PAL)

A atividade PAL foi determinada seguindo a metodologia descrita por Ke e
Saltveit (1986), com adaptaces. Amostras de 0,5 g de tecido vegetal foram coletadas e
homogeneizadas em almofariz com 3 mL de tampdo borato de sédio (0,1 M, pH 8,8),
composto por 3-mercaptoetanol (5 mM), EDTA (2 mM) e polivinilpirrolidona insoltvel
a 1%. (PVPP) (c/v). Posteriormente, o extrato enzimatico foi filtrado e centrifugado a
25.000 xg por 20 min a 4°C.

Para o ensaio, 1,5 mL de L-fenilalanina (60 mM) foram adicionados a um
tampé&o borato (0,1 M, pH 8,8), que foi mantido a 40 °C por 15 min. Em seguida, foram

adicionados 0,5 mL do extrato enzimatico. Apos 20 min de incubacdo a 40 ° C, a
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absorvancia foi medida a 290 nm com um espectrofotometro (Biochrom, Libra S8,

Cambridge, Inglaterra). A atividade da enzima PAL foi expressa como AAbs h™t g MF.

2.9.2 Polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD)

As enzimas PPO e POD foram extraidas e sua atividade testada conforme
Freire et al. (2015), com adaptagdes. Amostras de 0,25 g da regido superficial do tecido
foram maceradas e homogeneizadas em 1,5 mL de tampéo fosfato de potéssio 0,2 M
(pH 6,0). O extrato foi centrifugado a 10.000 g por 21 min a 4°C.

O ensaio de PPO foi realizado adicionando 100 puL de sobrenadante a um
meio reacional contendo 1,5 mL de tampdo fosfato de potéssio (0,2 M, pH 6,0) e 1,3
mL de catecol (0,2 M), previamente mantido a 25 °C em banho seco. As leituras foram
realizadas em intervalos de 30 segundos durante 2 minutos, com espectrofotdmetro
(Biochrom, Libra S8, Cambridge, Inglaterra) a 425 nm, a temperatura de 25 °C. A
atividade da PPO foi calculada com base no coeficiente de extingdo molar de 3400 M
cm-1 para catecol e foi expressa em pmol catecol min* g MF.

O ensaio POD foi realizado adicionando 100 uL. de sobrenadante a um meio
reacional contendo 1 mL de tampao fosfato de potassio (0,2 M, pH 6,0), 100 uL de
guaiacol (40 mM) e 100 puL de peroxido de hidrogénio (23 mM) que foi previamente
mantido a uma temperatura de 25 °C em banho seco. As absorbancias foram lidas em
intervalos de 30 segundos, durante 2 minutos, utilizando um espectrofotdmetro
(Biochrom, Libra S8, Cambridge, Inglaterra) a 470 nm. A atividade da POD foi
calculada com base no coeficiente de extingdo molar do guaiacol de 26,6 mM™* cm? e

expressa em pmol guaiacol min* g* MF.

2.10 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi instalado em delineamento em blocos casualizados (DBC),
com arranjo fatorial 5 x 6, representado por cinco tratamentos (adubacdo fosfatada: O,
60, 120, 180 e 240 kg ha de P,Os) e seis dias de avaliagcdo (0, 4, 8, 12, 16 e 20 dias),
com cinco repeti¢des. Cada unidade experimental foi representada por uma embalagem
contendo aproximadamente 150 g de raizes de batata-doce minimamente processadas. A

analise de deteccdo de H.O: foi realizada apenas nos dias 0 e 20 de conservagéo. Os
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dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade
(Levene), analise de variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o
software SAS, e os gréficos foram criados no software Sigma Plot, verséo 11.0.

3 RESULTADOS
3.1 Aparéncia, teor de fosforo e rendimento agroindustrial

A adubacio a partir de 120 kg ha de P,Os resultou em alteragGes visiveis nas
raizes, tornando-as maiores (Figura 3). Isto foi acompanhado por um maior teor de P2Os
nas folhas e raizes (Tabela 3). Para o rendimento agroindustrial em batata apos

processamento minimo, ocorreu aumento significativo com a dosagem de 120 kg ha* e
P20s (Tabela 3).
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Figura 3. (A) - Raizes de batata doce cv. Parana cultivado em diferentes niveis de
adubacdo fosfatada (0, 60, 120, 180 e 240 kg ha® de P,0s). (B) - llustragbes de
aparéncia visual e (C) Aparéncia de batata-doce minimamente processada apos 8 dias de
armazenamento, imediatamente retirada da embalagem (1) e posteriormente hidratada
(11), cultivada em diferentes niveis de adubagdo fosfatada (0, 60, 120, 180 e 240 kg ha*
de P.Os), minimamente processado e armazenado por 20 diasa 5 + 2 °C e 90 + 5% UR.

Tabela 3. Rendimento agroindustrial (%) e teor de fosforo (g kg™) em diferentes partes
da planta de batata-doce cv. Parand submetido a diferentes niveis de adubagdo fosfatada
(0, 60, 120, 180 e 240 kg ha* de P,Os). As letras representam diferencas significativas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maitsculas comparam os diferentes
niveis de fertilizacdo fosfatada.
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Rendimento

s 7 _1
agroindustrial Conteldo de fosforo (g kg™)

FertilizacGes

(Kg ha P,0s) (%) Folha Raiz
0 35.61 + 3.728¢ 1.75 £ 0.168 1.99 +0.258
60 30.49 + 2.35¢ 1.73 £ 0.228 2.10 + 0.208
120 38.14 + 6.98 2.36 £ 0.144 2.27 £ 0.67A
180 34.10 + 5.078¢ 2.69 + 0.29* 2.33+£0.15*
240 50.97 + 4.894 2.5 +0.04* 3.10 £ 0.27A

3.2 Perda de massa fresca, sélidos solUveis e avaliagdo visual

A perda de massa fresca aumentou durante o armazenamento em todas as
raizes minimamente processadas (Figura 4A). Curiosamente, as maiores perdas foram
para os pedacos que tiveram suas raizes adubadas com 120 e 180 kg ha* de P.Os, as
diferencas foram significativas aos 8, 12 e 16 dias (Figura 4B). No caso dos sélidos
solliveis, as adubages com P2Os nas doses de 60, 120 e 240 kg ha* de P.Os tenderam a
aumentar o valor médio em relacdo a testemunha; isso foi observado no inicio (dia zero)
e nos dias 4, 12 e 20 dias (Figura 4B). As pontuacdes correspondentes a avaliagédo visual
cairam durante a conservacdo, independente da adubacdo P»Os (Figura 4C). As batatas
minimamente processadas demoraram no maximo 8 dias para atingir o grau comercial,
sendo que as batatas que foram adubadas com 180 e 240 kg ha* de P,Os alcangaram um
teor um pouco superior (Figura 4C). Porém, durante o armazenamento, aos 20 dias,
ainda havia pequenas manchas enegrecidas, principalmente nas batatas que receberam
maiores graus de adubacdo fosfatada; este, no entanto, ndo foi considerado o principal

problema de perda de qualidade (Figuras 3B e 4).
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Figura 4. (A) - Perda de massa fresca (%), (B) - Pontuacao visual (5-1) e (C) - Solidos
soluveis (°Brix), em raizes de batata-doce cv. Parana cultivado em diferentes niveis de
adubacéo fosfatada (0, 60, 120, 180 e 240 kg ha de P,Os), minimamente processado e
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armazenado por 20 dias a 5 + 2 °C e 90 + 5% UR. As barras representam o desvio
padrdo da média. As letras representam diferencas significativas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Letras maidsculas comparam os diferentes niveis de fertilizacdo
fosfatada e letras mindsculas comparam os dias de armazenamento.

3.3 Carotendides totais, f-caroteno e licopeno

Ficou evidente que os pedacos de batata-doce provenientes de raizes nao
fertilizadas com P.Os, no inicio do experimento e durante o armazenamento,
apresentaram niveis significativamente mais baixos de carotendides totais, p-caroteno e
licopeno (Figuras 5A, B e C). Aos 20 dias, as batatas adubadas com 120 e 180 kg ha™
de P20s apresentaram os maiores teores desses pigmentos (Figuras 5A, B e C).
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Figura 5. (A) - Carotendides totais (mg 100 g MF), (B) - p-caroteno (mg 100 g* MF)
e (C) - Licopeno (mg 100 g MF), em raizes de batata-doce cv. Parana cultivado em
diferentes niveis de adubagdo fosfatada (0, 60, 120, 180 e 240 kg ha* de P20s),
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minimamente processado e armazenado por 20 diasa 5 =2 °C e 90 = 5% UR. As barras
representam o desvio padrdo da média. As letras representam diferencas significativas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maitsculas comparam os diferentes
niveis de fertilizacdo fosfatada e letras minGsculas comparam os dias de
armazenamento.

3.4 Flavonoides Amarelos e Antocianinas
Os teores de flavondides amarelos e antocianinas foram significativamente

maiores do inicio ao final do experimento para as raizes adubadas com P20s, em

comparagdo ao controle (Figuras 6A e B).

51



140 - A
B 0 kgha' PO,
120 - 1 60 kgha-1" P,0,
mmm 120 kg ha-1" PO,
2 100 4 A 2 180 kg ha-1" PO,
2 a 1
T . A A A A B 240 kg ha-1" PO,
g2 50 K 82 2 2 x
c ™ clia Tla 2 B b A A
£ 2 . T e Bl B8
°9 §o4 1c bly | ECST dBc
8 oo D H I 9
o € b chl &
> — c
© 40
L
20
120 — — — — — =
B
A
100 2
B X AA
aB B
— a bB
e ap A a
TS aI b7 AA A, A
.gqc g B CBcb b .Aa ?b
o0 TTC B —
8 o b ]_ ¢ B A AA
835 604 c o ] <4l A Agg
C oo c 8 B me [
< é d g B
40 e
20
D - - - o - - T o - - - - -
0 5 10 15 20

Tempo de conservacgao (dias)

Figura 6. (A) - Flavondides amarelos (mg 100 g MF), (B) - Antocianinas (mg 100 g
MF), em raizes de batata-doce cv. Parana cultivado em diferentes niveis de adubacéo
fosfatada (0, 60, 120, 180 e 240 kg ha' de P.Os), minimamente processado e
armazenado por 20 dias a 5 + 2 °C e 90 £ 5% UR. As barras representam o desvio
padrdo da média. As letras representam diferencas significativas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Letras maidsculas comparam os diferentes niveis de fertilizagcdo
fosfatada e letras minusculas comparam os dias de armazenamento.
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3.5 Capacidade antioxidante (DPPH e FRAP)

Os niveis de capacidade antioxidante medidos pelo método DPPH foram

significativamente maiores do inicio ao final do experimento para as raizes adubadas

com P05, em comparagdo ao controle (Figura 7B). Esse padrdo ndo foi observado para

capacidade antioxidante pelo método FRAP (Figura 7B), embora a mesma tendéncia

tenha continuado ao final de 20 dias (Figura 7B).
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Figura 7. (A) - FRAP (mmol Fe™? kg MF) e (B) - Atividade de eliminacdo de DPPH
(%) em raizes de batata-doce cv. Parana cultivado em diferentes niveis de adubacéo
fosfatada (0, 60, 120, 180 e 240 kg ha' de P.Os), minimamente processado e
armazenado por 20 dias a 5 = 2 °C e 90 + 5% UR. As barras representam o desvio
padrdo da média. As letras representam diferencas significativas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam os diferentes niveis de fertilizacdo
fosfatada e letras mindsculas comparam os dias de armazenamento.

3.6 Vitamina C e compostos fendlicos totais

Em relacdo ao teor de vitamina C e compostos fendlicos totais, no inicio do
experimento, as batatas fertilizadas com fosfato apresentaram valores significativamente
maiores desses fitoquimicos (Figura 8A). Além disso, no caso dos compostos fendlicos
totais, a batata-doce colhida cultivada nas dosagens mais elevadas de P2Os resultou com
0 maior teor fendlico (Figura 8B). Durante o armazenamento, as raizes adubadas com
fosfato mantiveram niveis mais elevados de vitamina C (Figura 8A). Este
comportamento também foi observado para os compostos fenolicos (Figura 8B), sendo
que a dose mais elevada apresenta sempre 0s maiores teores deste fotoquimico (Figura
8B).
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Figura 8. (A) - Vitamina C (mg de &cido ascdrbico g* MF), (B) - Fendis sollveis totais
(mg de acido galico 100 g MF) em raizes de batata-doce cv. Parana cultivado em
diferentes niveis de adubagdo fosfatada (0, 60, 120, 180 e 240 kg ha? de P.Os),
minimamente processado e armazenado por 20 diasa 5+ 2 °C e 90 + 5% UR. As barras
representam o desvio padrdo da média. As letras representam diferencas significativas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maitsculas comparam os diferentes
niveis de fertilizacdo fosfatada e letras mindsculas comparam os dias de
armazenamento.

3.7 TBARS, vazamento de eletrdlitos e contetido de perdxido de hidrogénio
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Os niveis de TBARS e perdxido de hidrogénio e o vazamento de eletrolitos
foram semelhantes no inicio do experimento, independentemente de as raizes terem sido
fertilizadas com P.Os (Figuras 9A, B e C). Durante o armazenamento das rodelas de
batata-doce, essas medidas aumentaram. Nao foram observadas diferengas significativas
no caso de vazamento de eletrolitos e niveis de TBARS (Figuras 9A e B). Porém, para
os niveis de H>0,, as raizes adubadas com P,Os apresentaram 0s maiores teores de
H20, a partir dos 8 dias (Figura 9C).
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Figura 9. (A) - Teor de TBARS (umol g* MF), (B) - Vazamento de eletrdlitos (%), (C)
- Teor de perdxido de hidrogénio (g 100 g MF) em raizes de batata-doce cv. Parana
cultivado em diferentes niveis de adubagdo fosfatada (0, 60, 120, 180 e 240 kg ha™! de
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P-0Os), minimamente processado e armazenado por 20 diasa5 =2 °C e 90 £ 5% UR. As
barras representam o desvio padrdo da meédia. As letras representam diferencas
significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maidsculas comparam
os diferentes niveis de fertilizacdo fosfatada e letras mintsculas comparam os dias de
armazenamento.

3.8 Deteccéo de H20:

Para a deteccdo de H»O2, no dia 0, os pedacos de raizes ndo adubadas
apresentaram pouca diferenca na tonalidade escura, sejam tratados apenas com DAB ou
em conjunto com ASA (Figura 10). Isso contrastou com as raizes cultivadas com maior
adubacdo fosfatada, onde as pecas tratadas apenas com DAB sempre tiveram uma
tonalidade mais escura em comparagdo com as pecas tratadas com DAB + ASA (Figura
10). Observou-se escurecimento mais intenso nas pecas com DAB nas amostras

coletadas aos 8 dias (Figura 10).
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Figura 10. Deteccdo de perdxido de hidrogénio (H20O2) nos dias 0, 8 e 20 de
armazenamento, por infiltracdo a vacuo com tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB)
+ ascorbato (controle) e apenas DAB, em segmentos (0-5 mm) de raizes de doce batata
cv. Parana cultivado em diferentes niveis de adubacéo fosfatada (0, 60, 120, 180 e 240
kg ha® P,0s), minimamente processado e armazenado por 20 diasa 5 + 2 °C e 90 + 5%
UR.

3.9 Atividade de peroxidase (POD), polifenol oxidase (PPO) e fenilalanina amonia
(PAL)

No inicio da conservagdo (dia 0), as atividades de POD e PPO das batatas
derivadas da fertilizacdo fosfatada foram significativamente maiores que as do controle
(Figura 11A e B). No mesmo periodo, a atividade de PAL aumentou significativamente
apenas nas amostras de batata derivadas da adubacdo de 240 kg ha™* com P,Os (Figura
11C). Durante o armazenamento, a atividade da PPO foi significativamente menor nos
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tecidos controle da batata-doce (Figura 11B). Para POD e PAL essas diferencas foram

acentuadas aos 12 e 16 dias para as raizes controle (Figuras 11A e C).
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Figura 11. (A) atividade de POD (umol de guaiacol min~! kg™' MF), (B) atividade de
PPO (umol de catecol min ' kg™' de MF) e fenilalanina amonia liase (pmol min? g
MF) em raizes de batata-doce cv. Parand cultivado em diferentes niveis de adubacéao
fosfatada (0, 60, 120, 180 e 240 kg ha—1 de P»0s), minimamente processado e
armazenado por 20 dias a 5 = 2 °C e 90 = 5% UR. As barras representam o desvio
padrdo da média. As letras representam diferencas significativas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Letras maitsculas comparam os diferentes niveis de fertilizacdo
fosfatada e letras mindsculas comparam os dias de armazenamento.

4 DISCUSSAO

O presente trabalho investigou o efeito de doses crescentes de adubacdo a
base de P,Os no dano e protecdo oxidativa e no acumulo de antioxidantes importantes
para a qualidade de raizes de batata-doce laranja minimamente processadas. Acredita-se
que a fertilizacdo fosfatada pode acelerar o metabolismo dos fenilpropanoides
resultando no acimulo de compostos fendlicos (EUGENIO et al., 2021). Alem disso,
supde-se que, dependendo da sensibilidade do tecido ao escurecimento, esses aumentos
nos metabolitos antioxidantes, ao invés de serem positivos, tornam-se um problema,
pois estimulam a evolucdo do escurecimento enzimatico, como observado na mandioca
minimamente processada (EUGENIO et. al., 2021). Na presente pesquisa, 0 modelo
vegetal para investigar esse fendmeno foi a raiz de uma batata-doce laranja chamada
Parana, variedade comercial cultivada no Brasil, aceita como batata-doce de mesa, por
ser doce (SILVA et al., 2022), de cozimento rapido (KE et al., 1986) e com tonalidade
laranja atrativa ao consumidor (SILVA et al., 2022).

O principal problema que levou a perda de qualidade da batata doce
minimamente processada neste estudo foi o distdrbio causado pelo branqueamento,
onde os pedacos envelheceram independente da dose de P,Os a que as batatas foram
submetidas (Figura 2C). As alteracbes na qualidade visual foram quantificadas
atribuindo-se uma pontuacdo visual entre 5 e 1, sendo o grau 3 considerado o limite
aceitavel (SIMOES et al., 2020). Um painel treinado atribuiu essa pontuacdo para
amostras armazenadas no limite de 8 dias, independentemente se as raizes foram
derivadas de fertilizacdo fosfatada ou ndo (Figura 3C). Os resultados ndo indicaram
relacdo entre as doses de fosforo e os sintomas de clareamento. Vale ressaltar que
embora essas batatas apresentassem sintomas de branqueamento que poderiam
comprometer a comercializacdo, quando hidratadas retornaram a cor laranja inicial,

semelhante ao observado nos primeiros dias de armazenamento (Figura 2C). A batata-
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doce é geralmente cozida no vapor ou fervida em &agua. Por esse motivo, 0
armazenamento foi estendido por até 20 dias, mesmo sabendo que o branqueamento
poderia comprometer a qualidade visual da batata-doce crua.

As amostras de batata-doce provenientes de solo tratado com fertilizantes
fosfatados, apds processamento minimo, apresentaram niveis aumentados de f-
caroteno, licopeno e carotendides totais em seus tecidos, além de flavondides amarelos e
antocianinas, em comparacdo com a batata-doce controle (Figs. 4A, 4B, 4C, 5A e 5B).
Porém, mesmo com essas diferencas de pigmento, ndo houve diferencas na percepcéao
da brancura, embora outro estudo de Ahmed et al., (2002) tenha relacionado a brancura
a degradacdo do pigmento. Acredita-se que a principal causa do clareamento seja um
fenémeno fisico relacionado a desidratacdo (AHMED et al., 2002), conforme também
estudado por Cisneros-Zevalllos et al., (1995). No presente estudo foi estimada a perda
percentual de massa fresca nas pecas embaladas provenientes das diferentes adubacdes
P.Os, onde se notou aumento na perda de massa. Ao final do periodo de conservagao,
porém, as doses de 120 e 180 kg de P»Os ha* foram as que apresentaram maior perda de
umidade (Figura 3A). Porém, isso é dificil de explicar na préatica, pois ndo houve
diferenca no clareamento entre os tratamentos.

A aplicacdo de P205 em qualquer dose resultou em maiores teores de
flavondides amarelos e antocianinas, bem como maior capacidade antioxidante pelo
método DPPH, vitamina C e compostos fendlicos totais, em comparacdo ao controle
(Figuras 5A, 5B, 6D, 7A e 7B). Além disso, as doses mais elevadas de P2Os resultaram
em tecidos minimamente processados mais ricos em compostos fenolicos (Figura 7B), o
que pode ser explicado em parte pela maior atividade de PAL (Figura 10C), uma
enzima chave no metabolismo dos fenilpropandides, onde os compostos fendlicos sdo
biossintetizado (CISNEROS-ZEVALLOS et al, 1995). Este fato evidencia a
participacdo do fésforo no acumulo de compostos fendlicos na batata-doce cv. Parana,
como também observado na mandioca minimamente processada (EUGENIO et al.,
2021). Curiosamente, no caso da batata-doce em estudo, o tecido ndo escureceu
intensamente como no citado trabalho de Eugénio et al. (2021), mesmo observando
maiores atividades de PPO e POD nos tecidos que foram maiores no solo adubado com
fosforo, em comparacédo ao controle (Figuras 10A e 10B). Acredita-se que a presenca de
pigmentos e/ou antioxidantes no tecido da batata-doce cv. O Parana, como visto nas
Figuras. 3, 4, 5 e 6, tornaram a planta mais tolerante ao escurecimento enzimatico,

conforme evidenciado no estudo realizado por Silva et al. (2022).
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Portanto, destacamos o importante papel da adubacédo fosfatada na reducéo do
escurecimento enzimatico em raizes de batata-doce colorida minimamente processadas.
Mais investigacGes devem ser realizadas para elucidar as funcbes do fosforo para
complementar o conhecimento evidenciado por Jacobo-Vellazquez et al. (2012) e por
Eugénio et al. (2021). Porém, foi relatado que o fésforo aplicado via fertilizacdo é um
nutriente que aumenta 0s compostos bioativos em morangos (TANG et al., 2015) e
Vitex negundo Linn (DIXON & PAIVA, 1995).

Em relacdo ao dano oxidativo, foram medidos alguns parametros indicativos
de dano celular, como TBARS e teor de perdxido de hidrogénio, e a detec¢do in situ de
H20, (Figuras 9 e 10). Em geral, a fertilizacdo fosfatada ndo aumentou o dano a
membrana ou o contetdo de TBARS (Figura 8A e 8B). Entretanto, os niveis de H20:
foram significativamente maiores nos tecidos de raizes minimamente processadas
derivadas da fertilizacdo a base de P.Os (Figura 8C). Além disso, H2O. foi detectado
nos tecidos utilizando o reagente DAB e adicdo de ascorbato como controle.
Curiosamente, foi detectado um tecido ligeiramente mais escuro nas raizes resultante da
fertilizacdo fosfatada, no inicio e aos 20 dias (Fig. 8). Estes resultados podem estar
associados as maiores atividades de PAL e PPO detectadas nas raizes resultantes da
fertilizacdo, sugerindo que embora exista oxidacdo de fendlicos, contribuindo para a cor
mais escura, também a atividade enzimatica de PAL é elevada permitindo o acimulo de
fendlicos soluveis. Esta resposta poderia ser mediada pela liberacdo extracelular de ATP
do citoplasma do tecido ferido, que se liga aos receptores de ATP e desencadeia a
producdo de moléculas sinalizadoras secundarias, como H>O2, em resposta ao fosforo
aplicado ao solo (JACOBO-VELAZQUEZ et al, 2011). Essa resposta da ferida
dependente de ATP poderia ser aumentada devido a maior disponibilidade de fosfato na
batata-doce cultivada sob fertilizacdo fosfatada, como sugerido anteriormente para a
mandioca (EUGENIO et al., 2021; JACOBO-VELAZQUEZ et al., 2011).

Além disso, estas descobertas contribuem para a discussdo de que a
fertilizacdo fosfatada pode acelerar a perda da homeostase quando associada ao estresse
abidtico causado pelo processamento minimo, conforme relatado por Cisneros-Zevallos
e Jacobo-Velazquez (2020). Isto apoia a ideia de que a batata-doce laranja, com seus
tecidos antioxidantes, pode ser um sistema modelo adequado para estudar o efeito da
fertilizacdo fosfatada no acumulo de compostos bioativos durante o armazenamento

pos-colheita de tecido minimamente processado. Mais investigacdes neste campo de
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estudo devem ser realizadas para compreender melhor a relagdo entre o P e a perda da
homeostase celular que desestabiliza as reagdes oxidativas.

Os resultados do presente trabalho mostraram que a biofortificacdo
agrondmica por meio da fertilizacdo com P.Os poderia ser uma ferramenta viavel para
aumentar os niveis de compostos bioativos em batata-doce com polpa colorida, o que
poderia ser aumentado devido ao estresse por ferimentos durante o armazenamento. A
adubacdo P»0s recomendada para solos do Semiéarido brasileiro para batata-doce é de 60
kg ha® P P,Os (VALENTINUZZI et al., 2015). Dado que o solo estudado apresentou,
em média, na camada de até 40 cm, 4,5 mg dm, é possivel que isso tenha favorecido
uma maior absorcdo e aproveitamento de P pelas raizes. E necessario estudar outros
produtos horticolas (raizes ou ndo) com forte potencial antioxidante. A batata-doce
ainda ndo é explorada para a producdo de carotendides. Este € um vasto campo de
exploragdo, dada a possibilidade de utilizagdo do caroteno como aditivo corante natural
na industria alimenticia (JIN & GUO et al, 2019; CISNEROS-ZEVALLOS &
JACOBO-VELAZQUEZ, 2019). Na industria farmacéutica e nutracéutica, o caroteno
pode prevenir distdrbios de fotossensibilidade, doencas cardiovasculares, diabetes,
disturbios de visdo, cancer, disturbios neurolégicos e doencas imunoldgicas (SOARES
et al., 2002). Além do maior teor de fitoquimicos devido a adubacao fosfatada, também
é importante destacar o0 aumento do tamanho das raizes (Figura 2A) e do rendimento
agroindustrial (Tabela 2), parametros cruciais para a sustentabilidade agrondmica e

industrial.

5 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou o papel do fésforo na protecdo das plantas
contra danos oxidativos, induzindo a sintese de compostos antioxidantes e melhorando a
qualidade fisico-quimica de batata-doce colorida minimamente processada. A
fertilizagdo com P»0Os esta associada a maior deteccdo e teor de peroxido de hidrogénio,
que foi acompanhada por aumento de compostos fendlicos, vitamina C, flavondides
amarelos, antocianinas, carotenoides, capacidade antioxidante (DPPH), e aumento das
atividades das enzimas polifenol oxidase, peroxidase e fenilalanina amonia-liase. Este

financiamento no uso da fertilizacdo fosfatada para melhorar a qualidade da batata-doce
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tem aplicacdes na inddstria de miniprocessados para gerar produtos com maior teor de

moléculas bioativas e maior aceitabilidade pelos consumidores.
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CAPITULO Il

A ACAO ANTI-ESCORRIMENTO DA MELATONINA DEPENDE DO TIPO DE
TECIDO DA BATATA DOCE MINIMALMENTE PROCESSADA

RESUMO

O presente trabalho investigou o efeito da aplicacdo de melatonina exdgena sobre
danos, protegdo oxidativa e condugdo de reacOes oxidativas ao escurecimento e
consequente acimulo de antioxidantes na qualidade de raizes de batata-doce de polpa
branca e laranja minimamente processadas. Raizes de batata-doce, com polpa branca e
laranja, foram minimamente processadas e imersas em solucdo de melatonina nas
concentracdes de 0, 10, 100 e 1000 umol L, acondicionadas e mantidas a 5 + 2 °C por
20 dias. A aplicacdo de doses crescentes de melatonina durante a conservacdo das
rodelas de batata-doce, batata-doce branca e laranja minimizou os sintomas de
escurecimento, relacionados ao menor acimulo de H20>, substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e extravasamento de eletrolitos. O resultado foi menor dano as
membranas celulares, devido a maior protecdo enzimatica mediada por superoxido
dismutase, catalase e ascorbato peroxidase, e metabolitos antioxidantes como vitamina
C e compostos fendlicos, evidenciados por um tecido com maior capacidade
antioxidante (determinada in vitro pelo FRAP e DPPH). Associado a isso, para as fatias
de batata-doce tratadas com as maiores doses de melatonina de 100 e 1000 pmol L, os
tecidos apresentaram menor atividade da fenilalanina aménia liase, resultando em
menor acumulo de compostos fendlicos. A qualidade mais duradoura foi provavelmente
devida & menor atividade de PPO e POD, mantendo maior homeostase redox celular

durante a conservacao.

Palavras-chave: Ipomoea batatas, fenilpropanoides, compostos fendlicos, atividade

antioxidante.
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ABSTRACT

The present work investigated the effect of the application of exogenous melatonin on
damage, oxidative protection, oxidative reactions leading. To browning and the
resulting antioxidant accumulation on the quality of minimally processed white-fleshed
and orange sweet potato roots. Sweet potato roots, with white and orange pulp, were
minimally processed and immersed in a melatonin solution at concentrations of 0, 10,
100 and 1000 pmol L, packaged and kept at 5 + 2 °C for 20 days. The application of
increasing doses of melatonin during the conservation of sweet potato, white and orange
sweet potato slices minimized symptoms of browning, related to lower accumulations
of H202, substances reactive to thiobarbituric acid (TBARs) and electrolyte leakage.
The result was less damage to cell membranes, due to greater enzymatic protection
mediated by superoxide dismutase, catalase and ascorbate peroxidase, and antioxidant
metabolites such as Vitamin C and phenolic compounds, evidenced by a tissue with
greater antioxidant capacity (determined in vitro by the FRAP and DPPH). Associated
with this, for the sweet potato slices treated with the highest doses of melatonin of 100
and 1000 pumol L, the tissues showed lower activity of phenylalanine ammonia lyase,
resulting in lower accumulation of phenolic compounds. Longer-lasting quality was
probably due to lower PPO and POD activities, maintaining greater cellular redox

homeostasis during conservation.

Keywords: Ipomoea batatas, phenylpropanoids, Phenolic Compounds, Antioxidant

activity.
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INTRODUCAO

A batata-doce é uma raiz de reserva e possui significativo valor nutricional
devido aos seus elevados teores de carboidratos complexos, fibra alimentar,
antocianinas, B-caroteno e vitaminas (YANG et al., 2020; ZHU et al., 2020; SUN et al.,
2020; SUN et al. , 2022; ZHANG et al., 2018). Seu processamento na industria
alimenticia e sua comercializacdo na forma processada, porém, ocorrem em pequena
escala no Brasil; a batata-doce na forma frita, na forma de amido e até mesmo
minimamente processada geralmente tem precos diferenciados, competindo com a
batata-doce como boa alternativa de comercializagéo.

A batata-doce minimamente processada tem surgido como uma alternativa
promissora a batata-doce crua, uma vez que, apds o fatiamento, os compostos fendlicos
e a atividade antioxidante sio aumentados (SIMOES et al., 2020; SILVA et al., 2022).
Estudos realizados por Jacobo-Velazquez et al. (2011), abordam a producdo desses
compostos antioxidantes em raizes submetidas ao fatiamento, corroborando a
biofabricacdo de compostos ativos importantes para a saide humana.

Algumas raizes minimamente processadas, como a mandioca (COELHO et
al., 2017) e a batata-doce (SILVA et al., 2022; SIMOES et al., 2020) s&o propensas a
deterioracdo devido ao escurecimento e a contaminacdo microbiana (CHENG et al.,
2011). O escurecimento visivel da superficie, a desidratacdo, o amolecimento ou o
endurecimento do tecido e a deterioracdo interna do tecido afetam seriamente a cor, 0
sabor, 0 aroma, a textura e comprometem o valor nutricional, o prazo de validade e o
valor de mercado dos produtos minimamente processados (GONZALEZ-AGUILAR et
al., 2010). Dentre estes, o escurecimento € um dos fatores mais importantes, limitando o
desenvolvimento e utilizacdo de produtos minimamente processados. Isto torna
importante explorar abordagens biolégicas para o controle do escurecimento e
investigar seu possivel mecanismo funcional para aumentar a comercializacdo de
produtos minimamente processados. O escurecimento enzimatico em produtos
minimamente processados leva a perdas de qualidade e rejeicdo por parte dos
consumidores; isso se deve a processos de oxidacdo catalisados por enzimas como a
polifenoloxidase e a peroxidase (DEGLINNOCENTI et al., 2005; SIMOES et al.,
2015), que utilizam compostos fendlicos como substratos. Nas raizes de batata-doce
minimamente processadas, a evolu¢do do escurecimento ¢ modulada pelo genotipo:

geralmente, as cultivares pigmentadas apresentam escurecimento menos perceptivel
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(SIMOES et al., 2020); por idade de colheita (SILVA et al., 2022); e pela adubac&o
fosfatada (SILVA et al., 2023).

As tecnologias pds-colheita também tém sido utilizadas para mitigar os
efeitos da deterioracdo fisiologica pos-colheita, incluindo o escurecimento enzimatico
das raizes, como a batata-doce. A aplicagdo de melatonina de forma exdgena na pos-
colheita de hortalicas melhora a conservacdo pés-colheita, ao contrario dos meios
tradicionais, como a aplicacdo de produtos quimicos.

Estudos demonstraram que a ingestdo de produtos com melatonina ou de
plantas comestiveis ricas em melatonina pode ter efeitos benéficos, como retardar o
envelhecimento, regular o ritmo bioldgico, atividades anti-inflamatdrias, combater o
cancer e melhorar disfuncdes fisiologicas (JAN et al., 2009; REITER et al., 2010;
MAURIZ et al., 2013; CARRILLO-VICO et al., 2013; GARCIA et al., 2015). Além
disso, a melatonina ajuda a manter a qualidade pds-colheita em vegetais e frutas como
péssegos (GAO et al., 2016), uvas (MENG et al., 2016), magéds (CHEN et al., 2020),
morangos (AGHDAM et al., 2020), repolho (ZHANG et al., 2016) e mandioca (HU et
al., 2016).

A aplicacdo exdgena de melatonina remove o0 excesso de espécies reativas de
oxigénio (ROS) de frutas e vegetais pos-colheita, aumentando enzimas antioxidantes,
antioxidantes ndo enzimaticos e enzimas relacionadas ao reparo de proteinas oxidadas.
Além disso, a aplicacdo exdgena de melatonina pode aumentar a melatonina endégena
para aumentar seus efeitos em varios processos fisioldégicos (XU; CHEN & KANG,
2019), agindo assim como um biofortificante. Estudos recentes demonstraram que a
melatonina exdgena pode reduzir significativamente o teor de H.O, nas raizes de
mandioca, resultando no retardo dos sintomas de deterioracdo fisiologica pds-colheita
causados por danos durante a colheita e tratamento, prolongando o periodo de
conservacao dessas raizes (HU et al., 2016; MA).

Na batata-doce de polpa alaranjada, a melatonina exégena na concentracéo de
500 uM foi capaz de reduzir o acUmulo de substancias fenolicas no substrato
escurecido, inibindo a atividade das enzimas fenilalanina aménia liase, polifenoloxidase
e peroxidase. A melatonina também foi capaz de melhorar o processo antioxidante,
aumentando as atividades das enzimas antioxidantes e promovendo o acumulo de
antioxidantes ndo enzimaticos, que removem o0 excesso de EROS e mantém a
homeostase redox celular. (LI et al., 2022). No entanto, os efeitos da melatonina

exdgena nas raizes da batata-doce de polpa branca ndo sdo conhecidos.
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Neste estudo, raizes de batata-doce de polpa branca e laranja minimamente
processadas foram utilizadas para explorar o mecanismo funcional da melatonina
exdgena no escurecimento. A qualidade visual da batata-doce minimamente processada,
os indicadores de oxidacgdo e as atividades enzimaticas relacionadas a via antioxidante
foram investigados durante o armazenamento de batata-doce recém-cortada com polpa
branca e laranja. Este estudo pode fornecer informacgdes sobre estratégias de aplicacdo
apropriadas para retardar o escurecimento pos-colheita de batata-doce de polpa branca e

laranja minimamente processada.
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2 MATERIAIS E METODOS

As raizes de batata-doce foram adquiridas e transportadas para o Programa de
Pbs-Graduacdo em Producdo Vegetal (PGPV) da Unidade Académica de Serra Talhada
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UAST/UFRPE), localizada no
municipio de Serra Talhada, em estado de Pernambuco, Brasil. As raizes foram
selecionadas, as que estavam fora dos padres comerciais foram descartadas e apenas as
de boa qualidade foram utilizadas no processamento minimo. Em seguida foram lavadas
com agua corrente, retirada a periderme, em seguida as raizes de batata-doce foram
cortadas em rodelas, com tamanho médio uniforme de aproximadamente 3 cm de
espessura e didmetro médio variando de acordo com cada cultivar. Apds isso, foi
realizado resfriamento em agua a 5 °C por 10 minutos, seguido de sanitizacdo por 10
minutos em agua a 5 °C, concentragdo de 200 mg L™ de cloro ativo, e enxaguado em
agua gelada contendo 5 mg L de cloro ativo por 10 minutos. As fatias foram escorridas
em peneiras domeésticas por 10 minutos. Logo apos, foram imersos por 10 minutos em
solugdo aquosa de melatonina nas concentracdes de 0, 10, 100 e 1000 pmol Lt a 5°C, e
acondicionados em embalagens de polipropileno (150 x 200 x 0,0005 mm de espessura)
e mantidos a 5 £ 2°C, por 20 dias. O processamento minimo descrito a seguir foi

realizado conforme Silva et al. (2022), com adaptaces (Figura 1).
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SELECAO
Descarte das raizes danificadas

!

LAVAGEM
Em dgua corrente

!

CORTEE DESCASQUE
Rodelasde 3 cm

-

RESFRIAMENTO
Imersdo por 10 min.em aguaa5 °C

-

SANITIZACAO
Imersdo em agua clorada (200 mg/L) a 5 °C por 10 min.

-

ENXAGUE
Imersdo em agua clorada (5 mg/L) a 5 °C por 10 min.

!

DRENAGEM
Escorredores domésticos (10 min.)

!

APLICAGAO DA MELATONINA
Solucdo aquosa de melatonina nas concentragdesde 0, 10, 100 e 1000 umol/L

!

EMBALAGEM
Polipropileno (150 x 200 x 0,0005 mm)

!

CONSERVACAO
Expositoresrefrigerados (5 °C) por 20 dias

Figura 1. Fluxograma utilizado para raizes de batata-doce, adaptado de Silva et al.
(2022). Com imersdo em solucdo aquosa de melatonina resfriada a 5 °C, nas
concentragdes de 0, 10, 100 e 1000 pmol L™, armazenada a 5 + 2 °C e 90 + 5% UR, por
20 dias.
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As andlises foram realizadas nos dias 0, 4, 8, 12, 16 e 20. Em cada momento
de amostragem foram coletadas amostras com cortex £ 2 mm de espessura, congeladas
em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer (-80 °C).

2.1 Avaliacdo visual (aparéncia geral), perda de massa fresca e sélidos

sollveis totais

A qualidade visual foi avaliada por um painel de avaliadores treinados para
determinar a presenca ou auséncia de manchas escuras, estrias e descoloracdo na
superficie de uma fatia de polpa de batata, além da presenca de odor, proliferacdo de
Pseudomonas spp. e branqueamento nas amostras. Pontuacdes de 5 a 1 foram atribuidas
subjetivamente, conforme descrito por Simdes et al. (2020) (Tabela 1).

Tabela 1. Escala tipo Likert com cinco pontos para analise visual de batata doce de
polpa alaranjada minimamente processada em formato ‘rodela’.

IMAGENS NOTAS DESCRICAO

5 Superficie laranja uniforme caracteristica, com 0% de
esbranquecimento com boa aparéncia para consumo e
comercializagao.

Leve esbranquecimento na regido central ndo chegando a 5% da
4 superficie, sendo ainda prépria para o consumo e
comercializagao.

Esbranquecimento moderado, e perda da coloragao caracteristica
atingindo mais de 10% da superficie, sendo impropria para o
consumo e comercializag@o.

Moderados esbranquecimento e perda da coloragao, em toda
2 superficie acima de 50%, sendo imprépria para o consumo e
comercializagao.

1 Esbranquecimento e perda da coloragdo intensa em toda
superficie acima de 50%, sendo impropria para o consumo.

slelolele
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Tabela 2. Escala tipo Likert com cinco pontos para analise visual de batata-doce de

polpa branca minimamente processada em formato ‘rodela’.

IMAGENS NOTAS

5

DESCRIGAO

Superficie branca uniforme, com 0% de escurecimento, com boa
aparéncia para consumo e comercializagao.

Leve escurecimento na regido periférica nao chegando a 5% da
superficie, sendo ainda prépria para o consumo e
comercializagao.

Escurecimento moderado na regido periférica e do floema
secundario, atingindo mais de 10% da superficie, sendo impropria
para o consumo e comercializagao.

Escurecimento em toda superficie acima de 50%, sendo imprépria
para o consumo e comercializagao.

Esbranquecimento intenso em toda superficie acima de 50%,
sendo impropria para o consumo.

A perda relativa de massa fresca, expressa em termos percentuais, foi

calculada pela diferenca com a massa fresca inicial, conforme a seguinte formula:

100

oue - | (PF1= PFF)
= PFI | ¥

Onde PFI é o peso fresco inicial apos processamento (g); e PFF é o peso fresco

final obtido apds intervalos de 2 dias. As embalagens foram pesadas em balanca
semianalitica (ARD 110, OHAUS Adventurer, Parsippany-EUA).

Para a determinacdo dos solidos sollveis, aproximadamente 30 g de rodelas de

batata-doce foram maceradas com auxilio de almofariz e pistilo de porcelana. O suco

obtido foi adicionado ao prisma de um refratdmetro e o resultado foi expresso em

porcentagem.
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2.2 Extravasamento de eletrélitos, quantificacdo de peroxido de hidrogénio e

peroxidacdo lipidica

Para determinar o extravasamento de eletrdlitos, cubos de aproximadamente 2
g de batata-doce foram adicionados a tubos de ensaio contendo 15 mL de dgua ultrapura
e deixados em repouso por 30 min. Em seguida foi medido o valor inicial de
extravasamento (V1). Apos isso, os tubos foram mantidos em banho-maria a 95 °C por
30 min, em seguida foi feita a leitura final do extravasamento (V2). Ambas as leituras
foram feitas com condutivimetro eletronico. Assim, o extravasamento de eletrélitos foi

determinado de acordo com a seguinte equag&o:
EE (%) = v 100
() =37

A quantificagcdo do peroxido de hidrogénio (H202) foi realizada conforme
Kasnak & Palamutoglu (2021) com modificacbes. Amostras de 0,1 g de tecido foram
maceradas com 2,0 mL de acido tricloroacético (TCA) a 1%. O extrato foi centrifugado
a 1200 rpm por 15 min a 4°C. Para a reacao, 0,6 mL do sobrenadante com 0,7 mL de
tampao fosfato de potéssio e 0,7 mL de solucéo de iodeto de potassio foram combinados
e mantidos em repouso por 30 min, sendo entdo realizadas leituras em 390 nm. O teor
de perdxido de hidrogénio foi estimado em mg 100 g* H2O..

A peroxidacdo lipidica foi estimada pelo teor de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), segundo Heath e Packer (1968). 0,1 g de amostras de tecido
foram maceradas em almofariz com 1,0 ml de acido tricloroacético (TCA) a 6%. O
extrato foi centrifugado a 7.960 rpm por 15 min a 4°C. Em seguida, 0,5 mL do
sobrenadante foram adicionados a 1,5 mL do meio reacional contendo 20% de TCA
(p/v) e 0,5% de TBA (p/v), em tubos fechados. Os tubos foram mantidos a 95°C por 1
hora, seguido de banho de gelo a 5°C. Em seguida, foram feitas leituras em 532 e 660
nm. O teor de TBARS foi estimado utilizando o coeficiente de extingdo molar de 155

mM* cm? e expresso em nmol g MF.
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2.3 Extracdes e ensaios enzimaticos

2.3.1 Superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX)

O extrato foi obtido homogeneizando 0,12 g de tecido da regido superficial
em 2 mL de tampdo fosfato de potassio (0,1 M) (pH 7,0). Em seguida, o extrato foi
centrifugado a 7.960 x g por 23 min a 4°C.

A atividade da SOD foi determinada conforme descrito por Giannopolitis e
Ries (1977), com adaptagdes. Aliquotas de 100 pulL de sobrenadante foram adicionadas a
1.660 mL de tampao fosfato de potassio (50 mM) (pH 7,8) contendo (1 uM de EDTA e
13 mM de metionina), 200 pL de cloreto de nitro azul tetrazolio (NBT) (750 uM) e 40
pL de riboflavina (1mM). A reagdo foi conduzida em camara de luz, composta por
lampadas fluorescentes de 18 W, por 15 min. Apos esse periodo, as leituras foram
realizadas em espectrofotometro (Biochrom, Libra S8, Cambridge, Inglaterra) a 560 nm.
A atividade foi determinada com base na inibi¢do da redugdo do NBT, com uma
unidade de atividade definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir 50%
da fotorreducéo (Beauchamp e Fridovich, 1971). Os resultados foram expressos em U g
L MF.

O ensaio CAT foi determinado de acordo com Havir e Mchale (1987), com
modificacdes. Aliquotas de 300 uL do sobrenadante foram adicionadas a 2,7 mL de
tampao fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) contendo H202 (20 mM). A reacdo foi
realizada a 30 °C e foi acompanhada por um declinio na absorbéancia a 240 nm por 2
min, com leituras sucessivas realizadas a cada 30 s. A atividade da catalase foi calculada
com base no coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™ para H.O2 e expressa em

umol H202 mint g MF.

A atividade APX foi determinada conforme proposto por Nakano e Asada
(1981), com adaptacdes. Aliquotas de 100 pL do sobrenadante foram adicionadas a um
meio reacional composto por 2.700 uL de tampdo fosfato de potéssio (50 mM, pH 6,0),
contendo acido ascorbico (AsA; 0,5 mM). A reacédo foi iniciada pela adicdo de 200 pL
de H202 (30 mM) ao meio reacional e monitorada com base no declinio da absorbancia
com espectrofotdmetro a 290 nm, por 2 min, com leituras sucessivas realizadas em
intervalos de 30 s. A atividade foi calculada com base no coeficiente de extingdo molar

de 2,8 mM? cm™ e expressa em pmol H20, mint g MF.
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2.3.2 Fenilalanina Amonia Liase (PAL)

A atividade PAL foi determinada seguindo a metodologia descrita por Ke e Saltveit
(1986), com adaptacdes. Amostras de 0,5 g de tecido vegetal foram coletadas e
homogeneizadas em almofariz com 3 mL de tampdo borato de sédio (0,1 M, pH 8,8),
composto por -mercaptoetanol (5 mM), EDTA (2 mM) e polivinilpirrolidona insoltvel
a 1%. (PVPP) (c/v). Posteriormente, o extrato enzimético foi filtrado e centrifugado a
25.000 xg por 20 min a 4°C.

Para o ensaio, 1,5 mL de L-fenilalanina (60 mM) foram adicionados a um tampéao
borato (0,1 M, pH 8,8), que foi mantido a 40 °C por 15 min. Em seguida, foram
adicionados 0,5 mL do extrato enzimatico. Ap6s 20 min de incubacdo a 40 ° C, a
absorvancia foi medida a 290 nm com um espectrofotometro (Biochrom, Libra S8,

Cambridge, Inglaterra). A atividade da enzima PAL foi expressa como AAbs h* g MF.

2.3.3 Polifenol oxidase (PPO) e peroxidase (POD)

As enzimas PPO e POD foram extraidas e sua atividade testada conforme
Freire et al. (2015), com adaptacfes. Amostras de 0,25 g da regido superficial do tecido
foram maceradas e homogeneizadas em 1,5 mL de tampéo fosfato de potassio 0,2 M
(pH 6,0). O extrato foi centrifugado a 10.000 g por 21 min a 4°C.

O ensaio de PPO foi realizado adicionando 100 uL. de sobrenadante a um
meio reacional contendo 1,5 mL de tampéo fosfato de potassio (0,2 M, pH 6,0) e 1,3
mL de catecol (0,2 M), previamente mantido a 25 °C em banho seco. As leituras foram
realizadas em intervalos de 30 segundos durante 2 minutos, com espectrofotémetro
(Biochrom, Libra S8, Cambridge, Inglaterra) a 425 nm, a temperatura de 25 °C. A
atividade da PPO foi calculada com base no coeficiente de extincdo molar de 3400 M
cm? para catecol e foi expressa em pmol catecol min g MF.

O ensaio POD foi realizado adicionando 100 pL de sobrenadante a um meio
reacional contendo 1 mL de tampao fosfato de potéssio (0,2 M, pH 6,0), 100 uL de
guaiacol (40 mM) e 100 pL de peroxido de sodio. hidrogénio (23 mM) que foi
previamente mantido a uma temperatura de 25 °C em banho seco. As absorvancias
foram lidas em intervalos de 30 segundos, durante 2 minutos, utilizando um

espectrofotébmetro (Biochrom, Libra S8, Cambridge, Inglaterra) a 470 nm. A atividade
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da POD foi calculada com base no coeficiente de extingdo molar do guaiacol de 26,6

mM* cm e expressa em pmol guaiacol min g MF.

2.4 Flavonoides amarelos e antocianinas, carotenoides totais e determinacdes e

obtencéo de extratos para teste in vitro de atividade antioxidante (DPPH e FRAP)

Os flavondides amarelos e antocianinas foram quantificados conforme
metodologia proposta por Francis (1982) com modificagdes. Um grama de batata-doce
foi pesado e homogeneizado com 30 mL de solucéo de etanol-HCI (1,5 N) por 2 min. A
amostra foi filtrada e o volume ajustado para 50 mL. Em seguida, o extrato foi
transferido para tubos envoltos em papel aluminio e mantidos em repouso por 12 horas
a 4 °C. O branco foi composto apenas pela solugdo etanol-HCL (1,5N). As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro (modelo Libra S8, Biochrom) a 535 nm para
antocianinas e 374 nm para flavondides.

Os calculos foram feitos usando as seguintes formulas:

(Abssz5,m x 50.000)
98,2
(Abs374pm x 50.000)
76,6

Conteudo de antocianinas =

Contetdo de flavonoides =

Os extratos para avaliacdo da atividade antioxidante in vitro foram obtidos
macerando 0,4 g de amostras frescas com 2 mL de metanol e deixados em repouso por
24 horas. Apo0s esse periodo, os extratos foram centrifugados a 9.000 g por 21 min a 5
°C.

O teor de carotenoides das amostras foi determinado segundo metodologia
analitica de separacdo e extracdo dos compostos com solventes organicos. Amostras de
batata doce (0,25 g) foram pesadas e adicionadas a 1,25 mL de acetona, 1,25 mL de
metanol e 2,5 mL de hexano. O extrato foi entdo mantido em repouso por 24 horas ao
abrigo da luz. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 9.000 rpm por 5
min a 4 °C. Para determinac6es de licopeno foi utilizada a absorvancia lida a 470 nm e
para o [B-caroteno, a absorvancia lida a 450 nm. Assim, os carotendides foram
determinados conforme a Equacdo 3 (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; RODRIGUEZ-
AMAY A & KIMURA, 20004).
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Ax Vx 1.000.000
A% xMx100

1cm

Contetido de carotenoides =

Onde: A = absorbancia da solugéo a 470 nm para o licopeno e 450 nm para o
B-caroteno; V = volume final da solucdo; € = coeficiente de extingdo molar de cada
pigmento no solvente especifico (3450 para licopeno e 2592 para (-caroteno); M =

massa das amostras para analise.

A capacidade antioxidante pelo método DPPH foi determinada conforme
proposto por Brand-Williams et al. (1995), com adaptacGes. Para o ensaio, foram
combinados 840 pL de solu¢ao DPPH (0,1 mM) e 60 uL de sobrenadante. O ensaio
controle foi preparado adicionando 840 uL da solu¢do DPPH e 60 uL do sobrenadante.
Apos 30 min de reacdo, as leituras foram feitas em espectrofotémetro (Biochrom, Libra
S8, Cambridge, Reino Unido) a 517 nm, a 25 °C. O declinio na absorcdo das amostras
gerou o percentual de sequestro de radicais livres (% FRS), que foi calculado pela

seguinte equacdo:

(Abs. controle DPPH — Abs. amostra)

Porcentagem de inibicdo = Abs. controle DPPH x 100

A atividade antioxidante, avaliada pelo poder de reducdo do ferro, foi
mensurada conforme metodologia proposta por Benzie e Strain (1996) com adaptacdes.
Para o ensaio, uma aliquota de 900 pL de reagente FRAP (mistura contendo tampéo
acetato 0,3 M pH 3,6, TPTZ 0,8 M e cloreto férrico 1,66 mM) foi misturada com 90 uL
de agua destilada e 30 pL do sobrenadante. A solucdo foi entdo homogeneizada em
agitador tubular e mantida no escuro por 30 minutos a 37°C. Ap0s a incubacdo, as
leituras foram realizadas em espectrofotobmetro (Biochrom, Libra S8, Cam bridge,
Reino Unido) a 594 nm, a 25 °C. Para o branco foram utilizados 900 puL de reagente
FRAP, 90 pL de agua destilada e 30 pL de extrator (metanol). O potencial antioxidante
dos extratos foi determinado a partir de uma curva de calibragdo, tracada com sulfato
ferroso (FeSO4¢7H20) em concentragdes de 0 a 1500 puM. Os resultados foram

expressos em mmol Fe?* kg™
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2.5 Fendis solUveis totais e vitamina C

A extracdo e quantificacdo dos fendis sollveis totais foram realizadas
conforme método proposto por Freire et al. (2014), com adaptacGes. A vitamina C foi
quantificada para o mesmo extrato, conforme proposto por Sanchez-Rangel et al.
(2013). Uma porcéo (0,25 g) de batata-doce foi pesada em um almofariz contendo 1,5
mL de metanol puro. O extrato permaneceu em repouso por 20 horas no escuro a 4°C e
centrifugado a 10.000 xg a 2°C por 21 min. Foram misturados 150 pL do sobrenadante,
2.400 pL de agua destilada e 150 pL de Folin Ciocalteu (0,25 N). A mistura foi
homogeneizada por 3 minutos e em seguida foi realizada a leitura da vitamina C a 765
nm. A concentracdo de vitamina C foi calculada a partir da curva padrdo de &cido
ascorbico de 0,1 a 3,0 mM, e o resultado foi expresso em mg de acido ascérbico g™ FW.
Apés a leitura, foram adicionados 300 pL de carbonato de s6dio (1N) a mistura
contendo a amostra e Folin Ciocalteu e mantidos no escuro em temperatura ambiente
por 2 h. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Biochrom, Libra S8,
Cambridge, Reino Unido) a 765 nm, e o resultado foi expresso em mg de acido galico

100g™ FW, comparado a uma curva padrdo de acido gélico para fendis soliveis.

2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com arranjo fatorial 4 x 6, representado por quatro tratamentos (concentracdo de
melatonina: 0, 10, 100 e 1000 pumol L) e seis dias de avaliacéo (0, 4, 8, 12, 16 e 20
dias), com cinco repeticdes. Cada unidade experimental foi representada por uma
embalagem contendo aproximadamente 150 g de raizes de batata-doce fatiadas
minimamente processadas. Os dados foram submetidos aos testes de normalidade
(Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Levene), andlise de variancia e teste de Tukey a
5% de probabilidade, utilizando o software SAS, e os graficos foram construidos no

software Sigma Plot, versdo 11.0.
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3. RESULTADOS

3.1 Avaliacao visual (aparéncia geral), perda de massa fresca e sélidos solaveis
totais

Na avaliacdo visual, as fatias de batata doce de polpa branca tratadas com
melatonina permaneceram acima do limite aceitavel para venda e consumo,
representado pela nota 3 (Figura 2A) por até 20 dias. Para a batata-doce de polpa
alaranjada, apés 12 dias de avaliacdo, todos o0s pedacos, tratados ou ndao com
melatonina, j& apresentavam notas abaixo de 3 (Figura 2B). Essa queda acentuada apés
curto periodo de tempo ocorreu devido a sintomas de escurecimento na regido do
cambio vascular (Figura 3). Curiosamente, aos 20 dias, as manchas pretas na batata-
doce de polpa branca apareceram apenas na superficie, enquanto na batata-doce laranja
apareceram na regido do cambio vascular (Figura 3). Além disso, é possivel notar um
alivio dos sintomas de escurecimento a medida que a concentracdo de melatonina
aumenta (Figura 3).

Pedacos de batata-doce apresentaram perda minima de massa fresca (menos
de 1%) em todos os niveis de melatonina, tanto para fatias de batata-doce de polpa
branca quanto para fatias de batata-doce de polpa laranja (Figura 2C). Um fato curioso
foi que para as fatias de batata de polpa branca, ao final do periodo de conservacao, as
maiores taxas de perda de massa ocorreram nas fatias tratadas com 0 e 10 umol L de
melatonina (Figura 2C). Para batata-doce de polpa alaranjada, as maiores taxas de perda
de massa ocorreram nos tratamentos com 100 e 1000 pmol L™ de melatonina (Figura
2D). O teor de solidos solGveis totais aumentou ligeiramente até os 20 dias,
principalmente nas batatas doces brancas e laranja tratadas com 10 pmol L de

melatonina (Figuras 2E e F).
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Figura 2. Avaliacdo visual (5-1) (A, polpa branca) (B, polpa laranja), perda de massa
fresca (%) (C, polpa branca) (D, polpa laranja) e solidos soltveis (°BRIX) (E, polpa
branca) (F, polpa de laranja) em raizes de batata-doce de polpa branca e polpa
alaranjada tratadas com diferentes concentraces de melatonina (0, 10, 100 e 2000 pumol
L), minimamente processadas e armazenadas por 20 dias a 5 + 2 °C e 90 + 5% de
umidade relativa. As barras representam o desvio padrdo da média. Letras mailsculas
comparam as diferentes concentracdes de melatonia e letras mintsculas comparam o0s

dias de armazenamento.
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1000

Figura 3. Aparéncia visual de raizes de batata-doce de polpa branca e de polpa
alaranjada tratadas com diferentes concentragdes de melatonina (0, 10, 100 e 1000 pmol
L), minimamente processadas aos 0, 12 e 20 diasa 5 +2° C e 90 + 5% UR.

3.2 Contetdo de perdxido de hidrogénio, conteddo de TBARS e vazamento de
eletrolitos
Os teores de perdxido de hidrogénio e TBARS foram sempre maiores nas

pecas controle, ao longo da conservacao, independente do tipo de batata-doce (Figuras
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4A, B, C e D). Os menores teores foram observados nas rodelas tratadas com os
maiores teores de melatonina 100 e 1000 pumol L (Figuras 4A, B, C e D). No
vazamento de eletrdlito foi observada queda na conservacdo (Figuras 4E e F). Além
disso, em apenas alguns dias de conservagéo, as fatias de batata controle apresentaram
aumentos significativos nos valores de vazamento em comparagdo com as outras fatias

tratadas com melatonina (Figuras 4E e F).
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Figura 4. Peréxido de hidrogénio (umol g MF) (A, polpa branca) (B, polpa laranja),
teor de TBARS (umol g* MF) (C, polpa branca) (D, polpa laranja) e vazamento de
eletrolitos (%) (E, polpa branca) (F, polpa laranja) em raizes de batata-doce de polpa
branca e polpa alaranjada tratadas com diferentes concentragdes de melatonina (0, 10,
100 e 1000 pumol L), minimamente processadas e armazenadas por 20 diasa5+2 °C e
90 + 5% de umidade relativa. As barras representam o desvio padrdo da média. Letras
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maiulsculas comparam as diferentes concentracdes de melatonia e letras mindsculas
comparam os dias de armazenamento.

3.3 Atividades CAT, APX, SOD, PPO, POD e PAL

A atividade de SOD, CAT e APX aumentou durante 0 armazenamento para
batata-doce de polpa branca e de polpa laranja (Figura 5). Além disso, tanto nas fatias
de batata doce, branca quanto na laranja, a aplicacdo de melatonina na concentracao
mais alta, 1000 pmol L™, resultou em maiores atividades de SOD, CAT e APX (Figura
5). As fatias de batata doce branca e laranja que ndo receberam melatonina tenderam a
apresentar maiores atividades PAL, PPO e POD durante os periodos estudados (Figura
6). Por outro lado, na batata-doce tratada com os maiores niveis de melatonina 100 ou
1000 pmol L, houve menor atividade dessas enzimas durante a conservagdo (Figura
6).
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Figura 5. Atividade de superéxido dismutase - SOD (U g MF) (A, polpa branca) (B,
polpa laranja), Atividade de catalase - CAT (umol H,02 min*t g MF) (C, polpa branca)
( D, polpa de laranja) e atividade da ascorbato peroxidase - APX (umol H202 min? gt
MF) (E, polpa branca) (F, polpa de laranja) em raizes de batata-doce de polpa branca e
polpa de laranja tratadas com diferentes concentracdes de melatonina (0, 10, 100 e 1000
umol L), minimamente processadas e armazenadas por 20 dias a 5 + 2 °C e 90 + 5%
UR. As barras representam o desvio padrdo da média. Letras maiusculas comparam as
diferentes concentraces de melatonia e letras mindsculas comparam os dias de

armazenamento.
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Figura 6. Atividade de fenilalanina amdnia liase - PAL (umol mint g MF) (A, polpa
branca) (B, polpa laranja), Atividade de polifenoloxidase - PPO (umol catecol min* gt
MF) (C, polpa branca) (D, polpa de laranja) e atividade de peroxidase - POD (umol
guaiacol mint g* MF) (E, polpa branca) (F, polpa de laranja) em raizes de batata-doce
de polpa branca e polpa de laranja tratadas com diferentes concentracGes de melatonina
(0, 10, 100 e 1000 pmol L), minimamente processadas e armazenadas por 20 dias a 5
+ 2 °Ce 90 £ 5% UR. As barras representam o desvio padrdo da média. Letras
mailsculas comparam as diferentes concentracGes de melatonia e letras mindsculas
comparam os dias de armazenamento.

3.4 Extracédo e Teste In Vitro de Atividade Antioxidante (DPPH e FRAP)
A capacidade antioxidante medida pelos métodos DPPH e FRAP foi
significativamente maior do inicio (4 dias) ao final do experimento para os pedagos

tratados com 100 e 1000 umol L de melatonina, independente da cor da polpa (Figura

90



7). Por outro lado, os valores das rodelas do controle foram sempre significativamente

inferiores (Figura 7).
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Figura 7. Eliminacdo de DPPH (%) (A, polpa branca) (B, polpa laranja) e FRAP (mmol
Fe™? g* MF) (C, polpa branca) (D, polpa laranja) em raizes de batata-branca e polpa
alaranjada tratada com diferentes concentracdes de melatonina (0, 10, 100 e 1000 umol
L), minimamente processadas e armazenadas por 20 dias a 5 + 2 °C e 90 + 5% UR. As
barras representam o desvio padrdo da média. Letras mailsculas comparam as
diferentes concentraces de melatonia e letras mindsculas comparam os dias de
armazenamento.

3.5 Compostos fendlicos solUveis totais e vitamina C

O teor de compostos fendlicos sollveis totais aumentou durante o
armazenamento (Figura 8). Além disso, nas rodelas do controle independentes de cor,
esses incrementos foram mais significativos (Figuras 8A e B). Curiosamente, 0S
pedacos de batata-doce laranja também tratados com melatonina aos 20 dias

apresentaram intenso aumento nos compostos fendlicos sollveis totais (Figura 8B). O
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teor de vitamina C manteve-se mais estavel nos pedagos de batata doce branca e laranja
tratados com 100 e 1000 pmol L™, durante todo o armazenamento refrigerado (Figuras
8C e D). Por outro lado, nas pecas controle, a queda dessa vitamina ficou mais evidente
durante a conservacao (Figuras 8C e D).
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Figura 8. Fendis sollveis totais (mg de acido galico 100 g™ MF) (A, polpa branca) (B,
polpa de laranja) e teor de vitamina C (mg de acido ascérbico g* MF) (C, polpa branca)
( D, polpa de laranja) em raizes de batata-doce de polpa branca e de polpa alaranjada
tratadas com diferentes concentragdes de melatonina (0, 10, 100 e 1000 umol L),
minimamente processadas e armazenadas por 20 dias a 5 £ 2 °C e 90 = 5% UR. As
barras representam o desvio padrdo da média. Letras mailsculas comparam as
diferentes concentraces de melatonia e letras mindsculas comparam os dias de
armazenamento.

3.6 Flavondides amarelos, antocianinas e carotendides totais

N&o houve interacdo significativa para os niveis de flavondides amarelos e
antocianinas (p>0,05) para batata-doce de polpa branca, ndo sendo influenciada nem
pelos niveis de melatonina aplicados nem pelo nimero de dias de armazenamento
(Figuras 9A, B, C e D) . Os carotenoides totais nos pedacos de batata-doce laranja
permaneceram estaveis durante o armazenamento refrigerado, independentemente da

aplicacdo de melatonina (Figura 9F).
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Observou-se que as fatias de batata-doce de polpa alaranjada tinham niveis
significativamente mais elevados de flavonoides amarelos, antocianinas e carotenoides
em comparacdo com as fatias de batata-doce brancas (Figura 9), como pode ser visto
pelo tom de pigmentagdo nestas duas batatas-doces na Figura 2. Durante o
armazenamento refrigerado os niveis de flavondides amarelos e antocianinas cairam nas
fatias de batata-doce laranja (Figuras 9B e D). No caso dos flavondides amarelos,
porém, a queda foi menos intensa para os pedacos de batata-doce laranja tratados com
1000 pmol L (Figura 9B).
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Figura 9. Flavondides amarelos (mg 100 g* MF) (A, polpa branca) (B, polpa laranja),
antocianinas (mg 100 g MF) (C, polpa branca) (D, polpa laranja) e carotenoides totais
(mg 100 g MF) (E, polpa branca) (F, polpa laranja) em raizes de batata-doce de polpa
branca e polpa alaranjada tratadas com diferentes concentragcdes de melatonina (0, 10,
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100 e 1000 pumol L) , minimamente processada e armazenada por 20 diasa 5+ 2 °C e
90 + 5% UR. As barras representam o desvio padrdo da média. As letras representam
diferencas significativas segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras
maiulsculas comparam as diferentes concentracdes de melatonia e letras mindsculas
comparam os dias de armazenamento.

4. DISCUSSAO

O presente trabalho investigou o efeito da aplicagdo de melatonina exégena
sobre danos, protegdo oxidativa, reagdes oxidativas que resultaram em escurecimento e
acumulo de antioxidantes importantes para a qualidade de raizes de batata-doce de
polpa branca e laranja minimamente processadas. Acredita-se que a melatonina possa
inibir o escurecimento devido a sua capacidade de aliviar o dano oxidativo as
membranas e através da inibicdo da oxidacdo enzimatica em batata doce minimamente
processada de polpa alaranjada, como sugerido por Li et al. (2022). No entanto, na
batata-doce de polpa branca, que ¢ mais suscetivel ao escurecimento enzimatico apos
ser fatiada, a melatonina pode ter um efeito mais poderoso no alivio do estresse
oxidativo e, consequentemente, no escurecimento.

Segundo modelos propostos por Saltveit (1997) e Jacobo-Velazquez et al.
(2011), as espécies reativas de oxigénio (EROS) atuam como moléculas sinalizadoras
secundarias em resposta a lesdo. No presente estudo, fatias de batata-doce, branca ou
laranja minimamente processadas (controles) apresentaram superproducédo de peroxido
de hidrogénio (H20>), acentuada peroxidacdo lipidica, medida pelos niveis de &cido
tiobarbitarico (TBARs) (Figuras 4A, B, C e D) , bem como, em alguns momentos da
conservacdo, aumentos importantes na medida de vazamento de eletrélitos, indicativos
de danos a membrana (Figuras 4E e F). Essa explosdo oxidativa sugere a participacdo
de um mecanismo de sinalizacdo pds-lesdo, conforme proposto por Saltveit (1997) e
detalhado por Jacobo-Velazquez et al. (2011). Contudo, a melatonina teve um efeito
crucial no alivio desta explosdo oxidativa, durante todo o periodo de conservacao,
principalmente nas doses mais elevadas, 100 e 1000 umol L™ (Figura 4). Esse fato ja foi
demonstrado em péssegos (GAO et al., 2016), lichia (ZHANG et al., 2018), sementes de
I6tus (LUO et al., 2020), pimentdo verde (KONG et al., 2020) e macds (CHEN et al.,
2020). Danos na membrana levam a descompartimentacéo celular, o que leva ao contato

entre enzimas relacionadas ao escurecimento e substratos fendlicos, resultando no
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escurecimento enzimético das culturas pds-colheita (TOMAS-BARBERAN e ESPIN,
2001). As enzimas relacionadas ao escurecimento incluem principalmente PAL, PPO e
POD. PAL é a enzima chave na biossintese do fenol e sua atividade pode ser utilizada
como indice do potencial de escurecimento enziméatico (CHENG et al., 2011). A PPO é
uma oxidase que causa escurecimento na batata-doce (DOVENE et al., 2019; LIU et al.,
2021). O POD pode eliminar EROS para resistir ao estresse e combinar-se com fenois
para promover o escurecimento (ZHENG et al., 2012). Notou-se que esse alivio no dano
oxidativo, que ocorreu principalmente nas fatias de batata doce (branca ou laranja)
tratadas com 100 e 1000 pumol L (Figura 3), foi resultado de aumentos nas atividades
das enzimas SOD, CAT e APX (Figura 5), que tradicionalmente desempenham a funcéo
de varrer EROS do sistema celular e evitar efeitos toxicos (LI et al., 2022). A
melatonina atua aumentando a atividade das enzimas antioxidantes, minimizando a
explosdo oxidativa nos tecidos cortados da batata-doce. Li et al. (2022) demonstraram
que a melatonina é capaz de regular a expressdo génica de enzimas antioxidantes, como
SOD, APX e LOX. Além disso, ha evidéncias de que a melatonina induz a atividade das
enzimas em macas (WANG et al., 2012), péssegos (GAO et al., 2016), mandioca (MA
et al., 2016), lichia (ZHAI et al., 2016), macads (ZHANG et al., 2018) e péras (CHEN et
al., 2020). A atividade do PAL na batata doce minimamente processada aumentou
rapidamente a partir do quarto dia (Figuras 6A e B). No entanto, a atividade PAL nas
fatias tratadas com melatonina foi menor do que nas fatias de controle para raizes de
polpa branca e de polpa laranja (Figuras 6A e B). Alem disso, a atividade de PPO e
POD da batata doce minimamente processada em fatias controle aumentou
continuamente (Figuras 6C, D, E e F). Assim, observou-se que 0 tratamento com
melatonina diminui a atividade do PAL, precursora da sintese de compostos fenolicos, e
da PPO, responsavel pela oxidacdo desses compostos, explicando, em parte, o atraso no
escurecimento das fatias de batata-doce, como pode ser visto na Figura 3.
Adicionalmente, observou-se que houve aumento no acimulo de compostos
fendlicos nas fatias controle de batata doce branca ou laranja, em relacdo aquelas
tratadas com melatonina (Figuras 8A e B). Isto sugere que a melatonina também pode
aliviar a superacumulacdo de compostos fendlicos mediada por EROS, como ja se sabe
(JACOBO-VELAZQUEZ et al., 2011). No entanto, esta resposta pode ndo ser de
interesse. Alternativamente, se o objetivo for controlar a superprodugdo de compostos
fendlicos de um vegetal, o uso moderado de melatonina pode ser benéfico,

especialmente para vegetais com suscetibilidade minima ao escurecimento apds serem
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cortados, como cenouras e brocolis, entre outros. Entretanto, a aplicacdo de melatonina
ap6s o fatiamento (processamento minimo) poderia ser uma alternativa viavel. No
presente trabalho, surpreendentemente nas fatias de batata branca, mais suscetiveis ao
escurecimento, a melatonina teve forte acéo anti-escurecimento (Figura 3). Esta resposta
é parcialmente explicada por uma intensa reducdo na atividade da PPO em tecidos
tratados com melatonina (Figuras 6C e D). Além disso, houve reducdo significativa na
atividade da enzima POD em todos os casos, ao longo do periodo de conservacao, em
comparacdo as fatias controle (Figuras 6E e F). Surpreendentemente, nas fatias de batata
laranja, onde é dificil visualizar o escurecimento devido a pigmentacdo do tecido
(SIMOES et al., 2020), a regido correspondente ao cambio vascular apresentou um
escurecimento, nas fatias tratadas com melatonina, em 20 dias (Figura 3). Isto pode ser
parcialmente explicado pelo acuimulo de compostos fenolicos e atividade da PPO em
fatias tratadas com dose maxima de melatonina (1000 pmol L™?); o controle foi
estatisticamente semelhante (Figuras 6C e D). Por outro lado, ao longo do periodo de
conservacdo, as enzimas envolvidas na sintese e oxidacdo de compostos fendlicos
também apresentaram menor atividade nas rodelas de batata-doce de laranja tratadas
com melatonina (Figura 6). Diante desses fatos, verifica-se que nas rodelas de batata
branca a aplicacdo de melatonina foi uma forte aliada no alivio dos sintomas de
escurecimento. Isso é diferente para as rodelas de batata laranja, embora o
escurecimento também tenha sido reduzido, no entanto, apresentou sintomas de
escurecimento na regido cambial, mesmo quando tratada com melatonina. O
escurecimento das fatias de batata-doce laranja aumentou com o armazenamento
prolongado, sendo o escurecimento do tecido do caAmbio vascular o mais grave, seguido
pelo tecido do cortex e tecido do parénquima central (Figura 3). Isto esta de acordo com
0 achado de Wang et al. (2018) em batata-doce minimamente processada. Esta
descoberta indicou que a distribuicdo do escurecimento da raiz tuberosa da batata-doce
era especifica do tecido e ndo uniforme, embora os compostos fendlicos e as enzimas
também tenham sido reduzidos em comparacdo com o controle. Uma explicacdo
plausivel para esse comportamento metabolico da batata de polpa alaranjada é o fato de
a amostragem para realizacdo das analises ter sido retirada da regido periférica que
antecede a regido do cadmbio vascular, que apresentou escurecimento acentuado. Isto
pode ter contribuido para uma resposta fisioldgica semelhante a da batata-doce branca,
que ndo escureceu. Os fendis e a ativade da PPO e POD sdo o principal fatores

causadores do escurecimento, que promove descoloragéo e perda de valor comercial.
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Os antioxidantes ndo enzimaticos também desempenham um papel
indispensavel na defesa contra o dano oxidativo celular induzido por EROS. O sistema
de defesa ndo enzimatico inclui principalmente compostos antioxidantes de origem
dietética, entre os quais se destacam: vitaminas, minerais e compostos fendlicos. O
acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol e [B-caroteno, antocianinas, flavonoides,
precursores das vitaminas E e A, respectivamente, sdo compostos vitaminicos
potencialmente antioxidantes. Outros carotenoides sem atividade de vitamina A, como o
licopeno, a luteina e a zeaxantina, também sdo defensores dos oxidantes (BIANCHI e
ANTUNES, 1999; PRASAD et al., 2007). Os carotendides desempenham um papel na
protecdo das plantas contra processos fotooxidativos. Eles sdo antioxidantes eficientes,
por exemplo, na eliminacdo de oxigénio molecular singlete (DI MASCIO, KAISER, &
SIES, 1989) e radicais peroxil (STAHL & SIES, 2003). No presente trabalho, a
aplicagdo de melatonina ndo influenciou o teor de carotendides, antocianinas e
flavondides amarelos nas fatias de batata-doce, sendo influenciada apenas pelo periodo
de armazenamento (Figura 9), que, ao longo do tempo, promoveu uma queda
significativa nos carotendides totais, antocianinas e flavonoides amarelos. A vitamina C,
como antioxidante natural ndo enzimatico, pode eliminar diretamente as EROS,
bloguear efetivamente o processo de peroxidacdo lipidica e reduzir o dano oxidativo
(LIU et al., 2015). Huang et al. (2006) relataram que o fatiamento de frutas e vegetais
levou a perda de vitamina C. No presente estudo, os niveis de vitamina C nas fatias
controle diminuiram desde o inicio da conservacdo, possivelmente devido aos graves
danos mecéanicos causados pelo corte da batata-doce (Figuras 8C e D). As fatias tratadas
com melatonina ndo diminuiram tanto o teor de vitamina C quanto as fatias de controle
no estagio inicial de armazenamento (Figuras 8C e D), indicando que antioxidantes nao
enzimaticos podem estar envolvidos no retardo do escurecimento mediado pela
melatonina. A capacidade antioxidante também foi medida pelos métodos DPPH e
FRAP, que mostram que a aplicacdo de melatonina apresentou maior atividade
antioxidante durante a conservacdo, quando comparada ao tratamento controle (Figura
7). Porém, os niveis de carotenoides totais, antocianinas e flavondides amarelos nao
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos com melatonina e o controle e
diminuiram durante a conservacao para todos os tratamentos (Figura 9).

Em resumo, a imersdo da batata-doce minimamente processada em
melatonina a 1000 umol L? atrasou efetivamente o escurecimento pés-colheita e

preservou a qualidade sensorial da cor na batata-doce de polpa branca e laranja
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minimamente processada, embora a batata-doce de polpa alaranjada tenha mostrado
escurecimento na regido cambial. A inibicdo do escurecimento pela melatonina pode
estar associada a sua capacidade de amenizar danos oxidativos as membranas, com a
participacdo de protetores enzimaticos e ndo enzimaticos. O presente trabalho mostrou
que durante o armazenamento, 0 escurecimento da batata-doce estava intimamente
relacionado ao acimulo de EROS e danos a membrana celular. A melatonina retardou o
escurecimento da batata-doce minimamente processada principalmente por reduzir o
acumulo de substancias fendlicas no substrato escurecido por inibir a atividade de PAL,
PPO e POD, a melatonina exdgena também melhorou o processo antioxidante,
aumentando as atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX e promoveu 0
acumulo de antioxidantes ndo enzimaticos, como a vitamina C, que removeu 0 excesso

de EROS e manteve a homeostase redox celular.

5. CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que a aplicacdo de doses crescentes de melatonina
durante a conservacédo de fatias de batata doce, branca e laranja minimizou os sintomas
de escurecimento, intimamente relacionados com menores acumulos de H2Op,
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e extravasamento de eletrdlitos,
resultando em menos danos as membranas celulares. Essas respostas foram decorrentes
de maior protecdo enzimatica mediada por SOD, CAT e APX, além de metabdlitos
antioxidantes que indicaram protecdo ndo enzimatica como Vitamina C e medidas de
capacidade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP, maximizadas/estabilizadas pela
aplicacdo de melatonina. Associado a isso, nas fatias de batata-doce tratadas com as
maiores doses de melatonina, os tecidos apresentaram menor atividade de PAL,
resultando em menor acimulo de compostos fendlicos. Além disso, menores atividades
de PPO e POD contribuiram para maior homeostase redox celular durante a
conservacdo, razdo pela qual as alteracbes no escurecimento foram menores. Assim,
com base nos dados obtidos, é possivel concluir que a dose de melatonina de 1000 pmol
L pode ser um forte aliado a minimizar o escurecimento enzimatico dos tecidos apds o
fatiamento e processamento da batata-doce, € facilmente aplicado, via imersdo, durante
o fluxo de processamento minimo, oferecendo assim uma tecnologia viavel para a

indUstria de processamento minimo.
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