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RESUMO

LAURETH, Jessica Cristina Urbanski, M. S., Universidade Estadual do Oeste do
Parana, fevereiro — 2016. Revestimento de nanocompdsitos baseados em
nanocelulose, acrescidos de extrato de pelicula de amendoim na fisiologia e
qualidade da lima acida Tahiti armazenada. Orientador: Gilberto Costa Braga.

Revestimentos comestiveis podem auxiliar na qualidade e conservacdo de frutos.
Polimeros de polissacarideos, como amido, pectina e celulose tém sido muito
utilizados como base de formacao de revestimentos, mas suas propriedades fisicas
ndo proporcionam barreira adequada a difusdo de gases e vapor d'agua.
Nanocristais de celulose, quando incorporados a revestimentos comestiveis, podem
melhorar suas propriedades de barreira. A adicdo de um antioxidante natural ao
revestimento pode melhorar a capacidade de conservagdo do fruto. Antioxidantes
naturais possuem relativa instabilidade que pode limitar suas propriedades
redutoras. No entanto, a inclusdo de nanocristais pode agregar maior estabilidade ao
antioxidante adicionado. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
revestimentos poliméricos, adicionados com nanocristais de celulose e extrato
vegetal na fisiologia e qualidade poés-colheita da lima &cida Tahiti. O trabalho foi
dividido em dois experimentos. O primeiro consistiu na avaliagdo do efeito de
polimeros de carboximetilcelulose (CMC), pectina (PEC) e amido (AM), adicionados
de nanocristais de celulose (NC). O segundo diferiu do primeiro pela adicdo de
extrato de pelicula de amendoim, escolhido por possuir maiores valores de atividade
antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP em comparacdo aos extratos de
casca de lima acida Tahiti e semente de limdo Cravo. Em ambos experimentos as
avaliacdes ocorreram durante 9 dias de armazenamento a 23 °C £ 2 °C. Etileno,
CO2, perda de massa fresca, firmeza e clorofila foram avaliados nos dois
experimentos. No segundo foram incluidas as andlises de atividade antioxidante
pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP, compostos fendlicos totais e acido ascorbico.
No primeiro experimento, os revestimentos formados com os polimeros puros CMC,
PEC e AM e com o0s seus respectivos nanocompositos chamados NCMC, NPEC e
NAM foram eficazes em reduzir a producéo de etileno até os primeiros trés dias de
armazenamento. Entre os tratamentos testados, o nanocompdsito NPEC

(12,01 mg CO2 kg* h?) foi mais eficiente em inibir a difusdo de CO2 do que o
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polimero puro PEC (14,93 mg CO2 kg? ht). O polimero PEC quando reforcado com
NC (NPEC) foi o Unico revestimento que pdde reduzir a perda de peso fresco de lima
acida Tahiti, e também foi mais eficiente na retencao de clorofila do que o polimero
puro PEC. Todos o0s nanocompdsitos ou polimeros puros testados foram
similarmente eficientes em reter a firmeza dos frutos. No segundo experimento a
mistura de pectina e carboximetilcelulose, nanocristais e extrato foi responsavel por
apresentar as menores taxas de producao de etileno e CO2. Todos 0s revestimentos
testados retardaram as perdas de massa fresca e de firmeza dos frutos, mas o
nanocomposito ativo de pectina e carboximetilcelulose foi o revestimento capaz de
influenciar a menor perda de massa fresca e reter a maior firmeza, mas a adi¢édo de
extrato ndo influenciou esses resultados. O reforco com nanocristais de celulose foi
capaz de reter atividade antioxidante dos revestimentos adicionados de extrato de
pelicula de amendoim. Este estudo mostrou que revestimentos de pectina, baseados
em nanocristais e revestimentos da mistura polimérica de pectina e
carboximetilcelulose, adicionais de extrato de pelicula de amendoim e nanocristais,
apresentaram melhores propriedades de barreira a gases e ao vapor de agua,

baseados nos indicadores fisiologicos e fisico-quimicos.

Palavras-chave: Respiragdo. Etileno. Polissacarideos. Nanocristais de celulose.

Antioxidantes.
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ABSTRACT

LAURETH, Jessica Cristina Urbanski, M. S., Universidade Estadual do Oeste do
Parana, february — 2016. Nanocomposite coating based on nanocelulose plus
peanut skin extract on physiology and quality of acid lime Tahiti stored.
Advisor: Dr. Gilberto Costa Braga.

Edible coatings may assist improvement of quality and conservation of fruits.
Polysaccharide polymers, such as starch, pectin and cellulose have been constantly
used as base to form coatings, but their physical properties do not provide proper
barrier to gas and water vapor diffusion. Cellulose nanocrystals, when incorporated to
edible coatings may improve their barrier properties. The addition of a natural
antioxidant to the coating may improve conservation capacity of fruit. Natural
antioxidants have relative instability, which may limit its reducing properties.
Nevertheless, including nanocrystals may aggregate higher stability to added
antioxidant. Thus, the objective of this research was assessing the effect of polymeric
coatings, along with cellulose nanocrystals and vegetable extract on the physiology
of Persian lime. It consisted of two experiments, the first assessed the effect of pectin
(PEC), starch (ST) and cellulose gum (CMC) polymers added to cellulose
nanocrystals (CN). The second differed from the first due to the addition of peanut
peel extract, chosen because it has higher rates of antioxidant activity by DPPH,
ABTS and FRAP methods in comparison with extracts of Persian lime and Rangpur
seeds. In both experiments the assessments occurred during nine storage days
under 23 °C = 2 °C. Ethylene, COz, fresh mass loss, firmness and chlorophyll were
assessed. In the second were included DPPH, ABTS and FRAP antioxidant activity
analyses, as well as total phenolic composites and ascorbic acid. In the first
experiment, coatings formed by CMC, PEC and ST pure polymers with their
respective nanocomposites called NCMC, NPEC and NST were efficient to reduce
ethylene production until first three storage days. Among tested treatments, NPEC
nanocomposite (12.01 mg CO2 kg! h?') was more efficient than PEC
(14.93 mg CO2 kg h1) to inhibit CO: diffusion. PEC polymer when reinforced by NC
(NPEC) was the only coating to reduce fresh mass loss of Persian lime, and it was
also more efficient than PEC pure polymer when it comes to retention of chlorophyll.
All tested nanocomposites and pure polymers were similarly efficient to keep fruit’s

firmness. In the second experiment the combination of pectin, cellulose gum,
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nanocrystals and extract was responsible to present lower ethylene and CO:
production rates. All tested coatings slowed fresh mass and firmness loss of fruits,
but pectin and cellulose gum active nanocomposite was the coating able to
contribute to the lowest rate of fresh mass loss and to highest rate of fruit's firmness
retention, but the addition of extract did not influence these results. The
reinforcement with cellulose nanocrystals was able to retain antioxidant activity off
added coatings, which consisted of peanut peel extract. This research showed that
pectin coatings, based on nanocrystals and the coatings from polymeric combination
of pectin and cellulose gum, along with peanut peel extract and nanocrystals,
presented better barrier properties against gases and water vapor, based on

physiologic and physicochemical indicators.

Keywords: Respiration. Ethylene. Polysaccharides. Cellulose nanocrystals.

Antioxidants.
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1 INTRODUCAO GERAL

A lima acida Tahiti (Citrus latifolia Tanaka) vem se destacando na citricultura,
uma vez que o fruto satisfaz as exigéncias do mercado consumidor, quanto a
qualidade do suco, sabor, tamanho e auséncia de sementes (JOMORI et al., 2003).
Porém, sua elevada predisposicéo a alteracdes fisicas, como enrugamento da casca
e perda de matéria Umida, se ndo inibidas durante o armazenamento, podem
rapidamente comprometer sua qualidade comercial (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Técnicas de conservacdo podem ser utilizadas visando melhorar a qualidade
de frutos e aumentar sua vida de prateleira. Entre as técnicas de conservacao
disponiveis, o emprego de revestimentos comestiveis vem se consolidando (ASSIS;
BRITTO, 2014). Tais revestimentos sdo compostos principalmente de
polissacarideos, proteinas ou lipideos, ou de varios compésitos destes (DHALL,
2013). Agem como barreira artificial a difusdo de gases e vapor d’agua em torno do
produto, resultando na redugédo do metabolismo do fruto e na diminuicdo da perda
de agua da casca (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Entre os polissacarideos utilizados em frutas, o amido de mandioca tem sido
estudado. Apresenta vantagens como alta disponibilidade, baixo custo, incolor, sem
sabor e boa barreira ao oxigénio, porém demostra limitacdo devido a sua
caracteristica higroscopica (ALMASI; GHANBARZADEH; ENTEZAMI, 2010). Outros
polimeros como pectina (SCALON et al., 2012) e carboximetilcelulose (ARNON et
al., 2015; GOL et al., 2013) também tém sido estudados. A pectina, disponivel em
percentuais elevados em residuos agroindustriais, apresenta, em determinadas
circunstancias, capacidade de formar géis, demonstrando elevado potencial para ser
utilizada como revestimento comestivel de frutas (SERRANO et al., 2015).
Carboximetilcelulose (CMC) tem sido utilizada como um aditivo estabilizador em
alimentos. Por apresentar boa capacidade para formar revestimentos, a CMC tem
sido usada em diversas formulag¢des de revestimentos comestiveis (SU et al., 2010).

Porém, devido as reduzidas propriedades de barreira dos polissacarideos,
agentes de reforgco podem ser utilizados visando melhorar essas propriedades.
Nanocristais de celulose tém sido utilizados em revestimentos com as vantagens de
aumentar a resisténcia mecanica e melhorar as propriedades de barreira ao vapor
d’agua e a gases (WANG; TIAN; ZHANG, 2010).
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Revestimentos ativos podem ser produzidos adicionando antioxidantes na sua
composi¢cdo, agregando vantagens de protecdo as reacgdes oxidativas de
degradacdo em vegetais (MACHADO et al.,, 2012). Estudos tém mostrado que
residuos vegetais apresentam grande potencial de bioatividade, como acao
antioxidante, antimicrobiana, antialérgica e anti-inflamatéria, impulsionando
pesquisas que contribuam com a qualidade pds-colheita de frutas e proporcionem
beneficios ao consumidor. Aliado a esses fatores, os compostos naturais também
apresentam grande importancia do ponto de vista industrial, jA que os antioxidantes
sintéticos mais utilizados tém despertado preocupacdo quanto as doses de
seguranca e toxidez (MOHDALY et al., 2010).

O amendoim apresenta alta concentracdo de compostos fendlicos, estando
presente em sua maioria na pelicula externa. Segundo Sobolev e Cole (1999) a
pelicula de amendoim corresponde a 2,6% da massa total deste vegetal, sendo que
apos o processamento do amendoim essa pelicula geralmente € descartada. Assim,
alternativas para sua utilizacdo tem sido buscadas, visando melhorar o
aproveitamento deste residuo.

Extratos vegetais podem ser adicionados a revestimentos de frutos como
fonte de compostos antioxidantes (ZENG et al., 2012; YANG et al., 2014).
Entretanto, a estabilidade de compostos antioxidantes pode ser limitante a eficacia
de sua bioatividade. Nanocristais de celulose, quando incorporados a revestimentos
de polissacarideos, além de melhorar suas propriedades, podem agregar maior
estabilidade aos antioxidantes adicionados.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de revestimentos
comestiveis de nanocompadsitos formados de amido, pectina e carboximetilcelulose,
baseados em nanocristais de celulose, e adicionados de extrato de pelicula de
amendoim, na fisiologia e qualidade da lima &cida Tahiti durante o armazenamento.
Ainda, avaliar a influéncia dos nanocristais de celulose na estabilizacdo da atividade

antioxidante do extrato de pelicula de amendoim.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LIMA ACIDA TAHITI

A lima acida Tabhiti (Citrus latifolia Tanaka), pertencente a familia Rutaceae, é
uma das espécies citricas de maior valor comercial, apresentando grande
popularidade devido ao seu sabor &cido, elevado valor nutricional, fonte de vitamina
C e facil disponibilidade (SERRANO et al., 2015). Além da vitamina C, apresenta 6%
a 12% de glicidios, elevada quantidade de compostos nitrogenados e célcio, ferro e
outros sais minerais.

Popularmente conhecido como lim&o Tabhiti, seu centro de origem exato ainda
€ desconhecido, admitindo-se que seja proveniente de sementes importadas do
Tahiti (Polinésia Francesa) (MATTOS JUNIOR; NEGRI; FIGUEIREDO, 2003).

Dentre os citrinos, a lima &cida Tahiti € considerada uma das mais precoces,
iniciando sua producéo a partir do segundo ano de plantio. A limeira € uma planta de
porte médio e quase sem espinhos. Sua folhagem é verde escura, com folhas
lanceoladas e peciolos alados. Sua floracdo ocorre praticamente todo o ano,
principalmente de setembro a novembro. Seus frutos apresentam tamanho médio,
casca fina, lisa e coloracdo esverdeada, sem sementes, pesando de 70 a 100 g,
com polpa suculenta e acida (representando 50% do seu peso). A auséncia de
sementes ocorre pelo fato da lima Tahiti ser um hibrido triploide, sendo o ovulo e o
polen nao viaveis, formando assim frutos partenocarpicos (RAMOS et al., 2008).

Seu fruto € comercializado ainda verde, quando seu teor de acidez é mais
elevado, sendo a coloracdo verde de sua casca 0 principal atributo comercial
desejavel, ja que a cor amarela reduz a aceitacdo pelo consumidor. Assim,
alteracdes fisicas como mudanca de coloracdo, perda de massa e consequente
enrugamento da casca podem comprometer a qualidade comercial desse fruto
(KAEWSUKSAENG et al., 2011).

O fruto apresenta trés principais partes (Figura 1): Epicarpo (casca ou
flavedo); Mesocarpo (albedo) e Endocarpo (camada interna, constituida pelos

gomaos).
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MESOCARPO

ENDOCARPO
EPICARPO

Figura 1 - Partes do fruto da lima acida Tahiti.

O cultivo de limBes e limas &cidas abrange todo o territério nacional,
destacando-se as regides Sudeste (79,49%) e Nordeste (12,40%), sendo Sédo Paulo
(33,50%) o Estado com a maior participacdo. Em 2013 a producéo nacional foi de
1.169.370 toneladas, com area colhida correspondente a 45.690 hectares (IBGE,
2013).

Quanto a area cultivada de limées e limas, o Brasil ocupa a 4° colocacao
mundial (47.300 hectares), perdendo para india (219.000 hectares), México (151.00
hectares) e China (87.600 hectares). Porém, considerando apenas a lima &cida
Tahiti, o Brasil € o maior produtor (FAO, 2011).

Embora a producéo brasileira de lima &cida Tahiti seja a maior do mundo, sua
exportacdo representa apenas 5%. Esse fato se deve principalmente pelas
exigéncias em qualidade. Apesar disso, o Brasil € o segundo maior exportador
mundial desta fruta e o maior exportador para a Europa, perdendo apenas para o
México (FAO, 2011). A lima Tahiti esta entre os quatro frutos mais exportados do
pais, ficando atras apenas da manga, meldo e uva (SECEX, 2011).

Do fruto, sdo utilizadas a polpa e a casca. Seu aproveitamento se da na forma
de sucos, bebidas a base de agua ardente (conhecidas como “caipirinhas”) e no
preparo de alimentos (carnes e doces), além da extracdo de 6leo essencial da casca
ou sua utilizacdo para producdo de bebidas, como cervejas (MATTOS JUNIOR;
NEGRI; FIGUEIREDO, 2003).

Seu padrao respiratorio ndo climatérico é caracterizado por uma atividade
respiratéria baixa e constante, com leve declinio apés sua colheita. Porém, seus
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frutos sofrem rapida degradacéo apos esta etapa, necessitando métodos que, além
de manter sua qualidade, aumentem sua vida de prateleira (CHITARRA; CHITARRA,
2005).

Para o armazenamento das limas, diversas técnicas tém sido empregadas,
como a refrigeragdo convencional, o uso de atmosfera modificada e controlada,
irradiacdo, tratamentos quimicos, filmes de revestimento e biotecnologia. Os
revestimentos comestiveis vém sendo muito estudados pois apresentam beneficios
qgue controlam danos, reduzindo a perda de umidade, prevenindo as desordens
fisiologicas e aumentando o periodo de vida util, além de poder ser consumido junto
com o produto, ser produzido a partir de fontes renovaveis agricolas e pela
possibilidade de reducdo de embalagens sintéticas (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

2.2 REVESTIMENTOS COMESTIVEIS APLICADOS EM FRUTOS

Os revestimentos comestiveis se baseiam na formacdo de uma fina camada
polimérica sobre a superficie do fruto, geralmente aplicada por imersdo (FALGUERA
et al., 2011). Quando aplicados atuam principalmente como barreira a gases (O2 e
CO2) e controle de umidade, preenchendo parcialmente os estbmatos e lenticelas,
reduzindo assim as trocas gasosas e a transpiracdo, além de inibirem aromas e
lipideos (LACROIX; VU, 2014).

Os polimeros mais utilizados para a formacdo de revestimentos comestiveis
séo os lipideos (como as ceras e 0leos), as proteinas (como a caseina e gelatina) e
os polissacarideos (como o amido, celulose e pectina) (DHALL, 2013).

Entre os polissacarideos, o amido (MACHADO et al., 2012; SOUZA et al.,
2009), a pectina (SCALON; OSHIRO; DRESCH, 2012) e a carboximetilcelulose
(ARNON et al., 2015; GOL; PATEL; RAO, 2013) tém sido muito utilizados para
compor revestimentos aplicados em frutos.

O amido de mandioca vem sendo bastante estudado por pesquisadores
brasileiros devido a sua grande disponibilidade no pais e seu baixo custo. O amido é
um polissacarideo de reserva e esta armazenado sob a forma de granulos, sendo
formado por dois tipos de polimeros de glicose, a amilose (Figura 2) e a amilopectina
(Figura 3) (LIU; HALLEY; GILBERT, 2010).
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Figura 2 - Estrutura molecular da amilose.
Fonte: Zamora (2016).
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Figura 3 - Estrutura molecular da amilopectina.
Fonte: Zamora (2016).

A obtencao de revestimentos a partir do amido € baseada na sua capacidade
de gelatinizacdo, que ocorre com o0 aquecimento a 70 °C, formando apés seu
resfriamento um revestimento transparente, com alto brilho e sem sabor. Como
filme, apresenta boa barreira ao oxigénio, porém demostra elevada capacidade de
absorcéo de agua (ALMASI; GHANBARZADEH; ENTEZAMI, 2010).

A pectina é obtida principalmente a partir da casca e polpa de frutas citricas.
Comumente utilizada como agente espessante em alimentos, promove 0 aumento
da viscosidade quando submetida a hidratacdo. Sdo compostas por uma cadeia
linear de acido galacturbnico ligado por uma associacdo a (1,4) (Figura 4).
Comercialmente ha pectinas de alto e baixo teor de esterificacdo, propriedade
determinante em sua capacidade de formacéo de géis. As de alto teor contem acima
de 50% de seus grupos carboxilicos esterificados e as de baixo apresentam teor
igual ou menor que 50% (SERRANO et al., 2015).
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Figura 4 - Estrutura molecular da pectina.
Fonte: Zamora (2016).

A pectina € sollvel em 4gua a 65 °C e produz uma solucgédo viscosa, porém ao
dispersar o p6 € necessario certo cuidado para evitar que se formem grumos que
sao de dificil dissolucdo (SERRANO et al., 2015).

A carboximetilcelulose (CMC) € um polimero anionico derivado da celulose e
normalmente € comercializado na forma sdédica, ou seja, como carboximetilcelulose
de sddio (Figura 5) (SU et al., 2010).

OH
OH
OH
O
O S HO O
OH 1-x

0%~ "o

Na+

Figura 5 - Estrutura molecular carboximetilcelulose de sédio.
Fonte: Su et al. (2010).

A CMC é amplamente utilizada por indastrias alimenticias, agricolas,
farmacéuticas, construcdo civil, tintas, detergentes e cosméticos, sendo empregada
como agente espessante, doador de viscosidade, estabilizante de fluidos,
emulsificante, entre outros. Revestimentos feitos desse material apresentam baixa
permeabilidade ao oxigénio, sdo transparentes, possuem boa estabilidade quimica,
e sdo atéxicos, porém possuem fracas propriedades de barreira (FLAUZINO NETO
et al., 2013).

A utilizagdo de revestimentos de polissacarideos esta limitada as baixas

propriedades mecénicas e de barreira que apresentam, tornando necessario
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melhorar essas propriedades. Assim, nanocristais de celulose podem ser utilizados

como agente de reforcgo.

2.3 NANOCRISTAIS DE CELULOSE

Independentemente da sua fonte, a celulose pode ser caracterizada como um
biopolimero de alto peso molecular. A estrutura polimérica é formada por unidades
de anidro-D-glicose unidos entre si por ligagdes do tipo B (1,4) glicosidicas formando
uma unidade de repeticdo chamada celobiose, originando cadeias lineares (Figura
6) (HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2009). A celulose consiste de regibes amorfas e
cristalinas, sendo o intuito da extracdo isolar os dominios cristalinos para a obtencao
de nanoparticulas. Para sua producéo, o principal tratamento utilizado € a hidrélise
acida (PENG et al., 2011).

CH.OH 0 CH.OH
0 0
H/h 0 oH HA\H H/h 0 oH HA\H
OH H H OH H H
0 0—
H H d H H d
OH CH,OH H OH CH,OH

Figura 6 - Estrutura molecular da celulose.
Fonte: Zamora (2016).

O isolamento de cristais de celulose por hidrolise &cida foi reportado pela
primeira vez por Ranby (1951). Essa extracdo geralmente € realizada em duas
etapas. A primeira envolve o pré-tratamento (tratamento alcalino e branqueamento),
devido a presenca de outros materiais como lignina e hemicelulose, obtendo-se a
fibra purificada. Posteriormente utiliza-se a hidrélise acida. Durante a reacdo, as
regides amorfas da celulose sdo atacadas pelo acido, liberando somente seus
dominios cristalinos (Figura 7) (ALEMDAR; SAIN, 2008).
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Figura 7 - Esquema mostrando como ocorre a hidrolise acida no isolamento de
nanocristais de celulose.
Fonte: Mesquita (2012).

Os nanocristais se apresentam em forma de agulha, suas dimensfes séo
iguais ou inferiores a 100 nm apresentando cristais altamente cristalinos, quase
livres de defeitos (FLAUZINO NETO et al., 2013). Sua morfologia e propriedades
dependem da fonte de celulose original, além da espécie do &cido, concentracéo,
tempo de reacdo e temperatura, fatores esses que influenciam no seu desempenho
como agente de reforco (PENG et al., 2011).

Comparando com o0s polimeros puros e compdsitos convencionais, 0S
compositos de polimeros reforcados com essas nanoparticulas exibem excelentes
propriedades mecanicas, térmicas e de barreira. Este comportamento se deve a
formacao de um rede rigida resultante da forte interacdo entre essas nanoparticulas
ligadas por ligacdes de hidrogénio (FLAUZINO NETO et al.,, 2013). A utilizacéo
desses materiais celulésicos para o processamento de novos compositos tem
atraido crescente interesse, devido sua natureza ecolégica e renovavel,
principalmente por incentivar a utilizacao de residuos agricolas (CHERIAN et al.,
2010).

Estudos com a utilizacdo de nanocristais em pos-colheita de frutos tem se
mostrado promissores, aumentando a vida de prateleira e melhorando
caracteristicas visuais e de qualidade de diferentes frutos. Azeredo et al. (2012) em
estudo com acerolas utlizando revestimento de alginato e puré de acerola
reforcados com nanocristais de celulose observaram reducéo da perda de massa
fresca, diminuicdo na incidéncia de podriddes, retencdo de &cido ascorbico, além da

manutenc¢ao da coloracdo vermelha do fruto e sua aceitacdo visual.
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2.4 REVESTIMENTOS ANTIOXIDANTES

Os revestimentos comestiveis antioxidantes consistem na incorporacédo de
uma molécula ativa no revestimento polimérico, a fim de melhorar a qualidade do
produto final. E uma das alternativas mais promissoras as embalagens tradicionais,
auxiliando na reducéo de aditivos e substancias quimicas (LOPEZ-DE-DICASTILLO
et al., 2012).

Sua interacdo com o alimento visa melhorar suas caracteristicas fisico-
quimicas, microbioldgicas, sensoriais e nutricionais. Relatos da literatura utilizando
extratos vegetais em poés-colheita de frutos sugerem que sua utilizacdo pode
prolongar a vida util dos mesmos.

Yang et al. (2014) associaram extratos de folha de mirtileiro com o filme
quitosana em mirtilo, concluindo que sua associagéo prolongou a vida de prateleira e
manteve um elevado valor nutricional dos frutos.

Zeng et al. (2012) avaliaram os efeitos do extrato etandlico de cravo em
laranjas umbigo sobre a sua qualidade e respostas fisioldgicas, evidenciando ser
uma alternativa viavel para estender o periodo de armazenamento pos-colheita e
manter a qualidade dos frutos.

A migracdo do antioxidante a partir da pelicula do polimero para o fruto € um
processo complexo, afetado principalmente pelas propriedades da matriz do
polimero, da natureza da substancia antioxidante e das caracteristicas da superficie
do fruto (LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2012).

Assim, se faz necessario quantificar a capacidade antioxidante do material a
ser utilizado no revestimento ativo. Para isso, diferentes metodologias antioxidantes

podem ser utilizadas.

2.4.1 Compostos fendlicos

Amplamente distribuidos, os compostos fendlicos sé@o substancias que
apresentam anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupamentos funcionais (SOARES et al., 2008).

Na maioria dos vegetais, constituem-se nos antioxidantes mais abundantes,

onde sao formados a partir do metabolismo secundario e estao relacionados com a
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protecdo, principalmente a microrganismos e pragas. Nos alimentos, podem
influenciar no valor e qualidade nutricional (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO,
2004).

2.4.2 Métodos de medida da atividade antioxidante

Devido a capacidade antioxidante sofrer influéncia de fatores como
polaridade, solubilidade e atividade quelante de metais, a efetividade dos compostos
antioxidantes deve ser estudada através de mais de uma metodologia. Assim,
preconiza-se a utilizacdo de duas ou mais técnicas, jA que nenhum ensaio usado
isoladamente ira refletir na capacidade antioxidante total de uma amostra
(ROCKENBACH et al., 2008).

2.4.2.1 DPPH

O radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH+) tem sido amplamente utilizado
para avaliar a capacidade de antioxidantes naturais em sequestrar radicais livres. O
DPPH+ & um radical estavel e organico de nitrogénio, sendo que sua coloragao
violeta possui absorcdo maxima na faixa de 515 a 520 nm. Sua reducdo é
monitorada pelo decréscimo da absorbancia durante a reacdo (BRAND-WILLIANS;
CUVELIER; BERSET, 1995).

Nesse método, a presenca de um doador de hidrogénio ou elétron faz com
que o radical cromégeno purpura (DPPHe) seja reduzido a hidrazina de coloragao
amarela, portanto sua intensidade de absorcdo diminui e a solugdo com o radical
perde cor, de acordo com o numero de elétrons capturados (MOLYNEUX, 2004).

O método DPPH é considerado facil e rapido na avaliacdo da atividade
antirradical de antioxidantes. Assim, pela facilidade e rapidez é muito utilizado em

diversos estudos.
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2.4.2.2 ABTS

Outro método que € muito utilizado para medir o potencial antioxidante de
uma amostra € o método ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfénico).

O método ABTS é um dos testes de atividade antioxidante mais rapidos e que
oferece resultados reprodutiveis, além de outras vantagens como: oferecer varios
maximos de absor¢éo e uma boa solubilidade, permitindo analises tanto de natureza
lipofilica como hidrofilica (KUSKOSKI et al., 2006).

O método baseia-se na geracdo do reagente ABTS, de cor azul esverdeado,
por meio da reacdo do ABTS com persulfato de potassio, que possui absorcao
maxima em 645, 734 e 815 nm. Com a adicao de um antioxidante ocorre a reducéo
do ABTS+ a ABTS promovendo a perda da coloracdo do meio reacional. Com a
extensdo da perda de cor, a inibicdo do ABTS+ é determinada em comparacao ao

Trolox, um antioxidante padrdo submetido as mesmas condicdes de analise.

2.4.2.3 FRAP

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) também é utilizado para
medir o potencial antioxidante em diversas amostras. Esse método se baseia na
habilidade de compostos antioxidantes reduzirem o complexo férrico Fe*3-2,4,6-
tripiridil-s-triazina [(Fe*™3-TPTZ)2]** para um complexo ferroso [(Fe*3-TPTZ)2]*?
intensamente azul (MAGALHAES et al., 2008).

Sua quantificacédo é feita pela medida da absorbancia a 595 nm e a partir de
solugdes de padréo de ferro ou com a solucéo de um antioxidante padrédo (RUFINO
et al., 2006).

2.5 FISIOLOGIA DE FRUTOS REVESTIDOS

2.5.1 Influéncia dos revestimentos na producao de etileno

O etileno € um hormonio gasoso que atua em diversas fases do fruto, como o

crescimento, desenvolvimento, amadurecimento e senescéncia. Conhecido como
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hormonio do amadurecimento é formado a partir do aminoacido metionina via SAM
(S-adenosil L-metionina). O SAM é convertido a ACC (4cido 1-aminoacilciclopropano
1-carboxilico), sendo catalisado pela enzina ACC sintase. O ACC € entdo oxidado a
etileno pela acédo da enzima ACC oxidase (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A acdo do etileno é dependente da sua ligacdo a um receptor, formando um
complexo que desencadeia uma série de reagles, levando a modificagdo da
expressdo génica, com consequente respostas fisiolégicas e bioquimicas
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Revestimentos comestiveis podem atuar como barreira a difusdo do etileno,
reduzindo sua sintese, o que reflete na reducdo de suas taxas de producao.

Menores taxas de producdo de etileno foram encontradas em frutos de
morangueiro revestidos com quitosana nas concentracées de 0,5%, 1,0% e 2,0%,
apresentando producdo de etileno de 0,24, 0,20 e 0,16 pg CoHsa kg?,
respectivamente, enquanto o controle n&o revestido mostrou valor de
0,31 pug C2Ha kg (MAZARO et al., 2008).

Tezotto-Uliana et al. (2014) também observaram menores taxas de producédo
de etileno em framboesas tratadas com quitosana nas concentragdes de 0,5%, 1,0%
e 2,0%, mostrando que o uso desse polimero foi eficaz em retardar as producdes de
etileno.

Ainda, Salvia-Trujillo et al. (2015) em estudo com o revestimento polimérico
alginato reforcado com nano-emulsdo em macds minimamente processadas,
observaram menores taxas de producdo de etileno durante os 14 dias de

armazenamento refrigerado.

2.5.2 Influéncia dos revestimentos no metabolismo respiratoério

A utilizacdo de revestimentos comestiveis auxilia na reducdo da taxa
respiratéria, pois cria uma barreira semipermeavel a gases. A utilizagdo de
hidroxipropilmetilcelulose e quitosana em uvas reduziu a taxa respiratoria dos frutos,
mostrando que esses revestimentos biodegradaveis podem controlar as taxas
respiratorias durante o armazenamento (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011).
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Jomori et al. (2003) encontraram menores taxas respiratérias em limas &cidas
Tahiti revestidas com cera (18,84 mL CO:2 kg*! ht), qguando comparadas com o
controle (24,93 mL CO2 kg h't), apés 30 dias de armazenamento.

Em trabalho com revestimento a base de hidroxipropilmetilcelulose, cera de
abelha e benzoato de s6dio em tomates-cereja, Fagundes et al. (2015) observaram
menores taxas de respiragdo em amostras revestidas, relacionando essa eficacia a

permeabilidade ao Oz deste filme.

2.6 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E QUALIDADE NUTRICIONAL DE
FRUTOS REVESTIDOS

2.6.1 Perda de massa

A perda de massa ocorre devido a diferenca de pressao de vapor entre o fruto
e a atmosfera, reduzindo o seu teor de agua. Essa variavel apresenta grande
importancia durante o armazenamento e comercializagdo de frutos, pois elevadas
perdas podem acarretar no murchamento e consequente enrugamento da casca,
resultando na perda da qualidade final do produto (FONSECA et al., 2010).

A aplicacdo de uma fina camada polimérica sobre o fruto pode retardar a
perda de agua (BOURTOOM, 2008). Arnon et al. (2015) observaram que a aplicacao
de varios revestimentos poliméricos em tangerinas auxiliaram na reducédo da perda
de massa dos frutos, onde o revestimento de carboximetilcelulose foi mais eficiente
em diminuir essa perda.

Gol, Patel e Rao (2013) relataram que morangos revestidos com
carboximetilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose e quitosana mostraram menores
perdas de massa que o controle, o que auxiliou na manutencéo da qualidade desses
frutos. No 8° dia de armazenamento (11 + 1 °C) os frutos controle apresentaram
perda de massa de 14,34%, enquanto frutos revestidos apresentaram média de
5,46%.

Silva et al. (2015) também em trabalho com morangos mostraram que 0s
frutos quando revestidos com pectina e nanocristais de celulose apresentaram perda

de massa semelhante a frutos revestidos com filme plastico, concluindo que esta
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alternativa é viavel para a substituicdo do filme plastico e para a melhora da vida
pés-colheita.

2.6.2 Teor de clorofila

A coloracdo das limas &cidas Tahiti interfere diretamente na escolha do
consumidor em sua compra, se fazendo necessario manter por maior tempo
possivel, ap6s sua colheita, sua cor verde caracteristica (KAEWSUKSAENG et al.,
2015). As mudancgas na coloracgéo deste fruto estéo relacionadas principalmente com
a degradacéao da clorofila, devido a acéo das clorofilases (NATH et al., 2006).

Revestimentos comestiveis podem auxiliar como barreira ao Oz, que interfere
diretamente na producdo de etileno e na respiragdo dos frutos, com reflexos que
podem levar a diminuichio da expressdo de enzimas relacionadas ao
desverdecimento da lima acida Tahiti (NATH et al., 2006).

Jomori et al. (2003) observaram que a cera aplicada em frutos de lima acida

Tahiti reduziram a perda de coloragdo em relagéo aos frutos sem tratamento.

2.6.3 Firmeza

Durante o amadurecimento de frutos ocorre a diminuicdo da firmeza,
acarretando na perda da integridade da parede celular. A degradacdo dos
constituintes da parede celular (celulose, hemicelulose e pectina) gera modificacbes
estruturais, levando ao amolecimento do fruto (CHITARRA, CHITARRA, 2005).

Os revestimentos atuam sobre a retencdo da firmeza na capacidade de
controlar a perda de agua por transpiracdo (FAGUNDES et al., 2015) ou inibindo a
respiracdo que esta relacionada com a expressédo de enzimas que despolimerizam
as substancias pécticas da parede celular.

Arnon et al. (2015) verificaram em tangerinas que o0 polimero
carboximetilcelulose na concentracdo de 1,5% foi responsavel por manter maior
valor de firmeza apo0s conservacdo dos frutos por 10 dias, apresentando média de
10 N enquanto o controle mostrou 6,5 N.

Outros autores também verificaram em citros que 0s revestimentos

comestiveis auxiliam na retencéo da firmeza pés-colheita. Chien, Sheu e Lin (2007)
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observaram em tangerinas revestidas com quitosana de alto e baixo peso molecular
que os frutos tratados apresentaram maior firmeza em comparacdo ao controle apos

56 dias de conservacao.

2.6.4 Teor de acido ascorbico

A vitamina C encontra-se nos tecidos vegetais na forma reduzida como o
acido ascorbico, ou na forma oxidada como o &cido deidroascorbico, ambos com
atividade vitaminica.

O &cido ascorbico € um poderoso antioxidante, fazendo parte de um grupo de
substancias quimicas complexas necessarias para o funcionamento adequado do
organismo, é uma vitamina hidrossollvel, portanto o organismo usa 0 que necessita
e elimina o excesso.

Zeng et al. (2013) observaram, em laranjas revestidas com
carboximetilcelulose e extrato vegetal, que os teores de acido ascoOrbico foram
maiores nos frutos revestidos, quando comparado aos frutos néo revestidos.

Chien, Sheu e Lin (2007) mostraram que tangerinas revestidas com quitosana
conseguiram manter sua qualidade nutricional por mais tempo, pois apés 56 dias
armazenadas a 15 °C os frutos tratados exibiram contetudo de &cido ascorbico de
75mg 100 mL1, enquanto o grupo controle ndo tratado apresentou valor de
52 mg 100 mL™.

Esse efeito pode estar relacionado com a reducdo da permeabilidade ao
oxigénio, o que reduz as taxas respiratérias e, consequentemente, as reacfes
oxidativas responsaveis pela degradacdo do acido ascorbico (GOL; PATEL; RAO,
2013).
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3 Fisiologia e qualidade da lima acida Tahiti revestida com nanocompdsitos

comestiveis, baseados em nanocristais de celulose

RESUMO

Revestimentos comestiveis baseados em biopolimeros de carboidratos tém sido
estudados na conservacao poés-colheita de frutas. No entanto, as propriedades de
barreira de biopolimeros podem ser melhoradas com a adicdo de nanocristais para
formar revestimentos de nanocompadsitos reforcados. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a reacéo do limao Tahiti provocada pela aplicacado de revestimentos a base
de carboximetilcelulose (CMC), pectina (PEC) e amido (AM), reforcados por
nanocristais de celulose (NC), durante 9 dias de armazenamento. Respiracao,
producdo de etileno, perda de massa fresca, clorofila e firmeza foram mensurados.
De acordo com os resultados, os revestimentos formados com 0s polimeros puros
CMC, PEC e AM e com o0s seus respectivos nanocompositos chamados NCMC,
NPEC e NAM foram eficazes em reduzir a producédo de etileno até os primeiros trés
dias de armazenamento. Entre os tratamentos testados, o nanocompdsito NPEC
(12,01 mg CO2 kg? hl) foi mais eficiente em inibir a difusdo de CO2 do que o
polimero puro PEC (14,93 mg CO2 kg* h1). O polimero PEC quando reforgado com
NC (NPEC) foi o Unico revestimento que pdde reduzir a perda de peso fresco da lima
acida Tahiti, e também foi mais eficiente na retencédo de clorofila do que o polimero
puro PEC. Todos o0s nanocompdsitos ou polimeros puros testados foram
similarmente eficientes em reter a firmeza dos frutos. Este trabalho mostrou que o
revestimento de nanocompdsito comestivel NPEC, baseado em NC, pode ser uma
alternativa util e promissora no aumento da vida de prateleira de frutas citricas como

a lima acida Tabhiti.

Palavras-chave: Citrus latifolia, polimeros, respiragéo, etileno.

Physiology and quality of Tahiti acid lime fruit coated with edible

nanocomposites, based on cellulose nanocrystals

ABSTRACT
Edible coatings based on carbohydrates biopolymers have been studied for fruit

post-harvest conservation. However, the biopolymer barrier properties can be
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improved with addition of nanocrystals to form reinforced nanocomposite coatings.
The objective of this work was evaluate the reaction on Tahiti lime provoked by
applying carboxymethylcellulose (CMC), pectin (PEC) and starch (ST) coatings
reinforced by cellulose nanocrystals (CN), during 9-day-storage. Respiration,
ethylene production, fresh mass loss, chlorophyll and firmness were measured.
According to the results the CMC, PEC and ST pure polymer coatings, and their
respective nanocomposites named NCMC, NPEC and NST were effective to reduce
ethylene production of the Tabhiti lime until the third day of storage. Among the
treatments tested, NPEC nanocomposite (12.01 mg CO2 kg! h?') was the most
efficient in inhibiting CO2 diffusion than the PEC pure polymer (14.93 mg CO2 kg h-
1). The PEC polymer, when reinforced with CN (NPEC), was the only coating which
could reduce the fresh weight loss of acid lime Tahiti, and they was also more
efficient in chlorophyll retention than the PEC pure polymer. All nanocomposites or
pure polymers tested were similarly efficient in retaining the firmness of the fruits.
This work showed that the NPEC edible coating nanocomposite, based on CN, can
be a useful and promising alternative in increasing the shelf life of citrus fruits such as

acid lime Tabhiti.

Keywords: Citrus latifolia, carbohydrate polymers, respiration, ethylene.

1 INTRODUCAO

As frutas citricas, como a lima &acida Tahiti ttém grande popularidade mundial
devido ao seu sabor, valor nutricional e facil disponibilidade, mas ap6s a colheita
estdo propensas a rapida deterioracdo de ordem fisica, fisiologica e microbioldgica.
Estudos tém mostrado que a qualidade pds-colheita de frutos pode ser prolongada
pela aplicagdo de uma fina camada de revestimento polimérico sobre a casca
(SERRANO et al., 2015), para retardar a perda de agua e o enrugamento e
aumentar o seu brilho (PETRACEK; HAGENMAIER; DOU, 1999).

Para a comercializacdo, geralmente as limas acidas sdo revestidas com
polimeros sintéticos ndo comestiveis, mas atualmente tem sido muito valorizada a
aplicacdo de materiais que apresentem beneficios para a salude e para 0 meio
ambiente (ARNON et al.,, 2015; DHALL, 2013). Por isso, o0 uso de revestimentos
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comestiveis tem recebido muita atencéo devido a vantagem de poder ser consumido
junto com o produto alimenticio, ser produzido a partir de fontes renovaveis agricolas
e pela possibilidade de reduzir o uso de embalagens sintéticas (BOURTOOM, 2008).
Entretanto, a sua aplicacdo tem limitacdes devido as suas reduzidas propriedades
mecanicas e de barreira ao vapor de agua (DOGAN; MCHUGH, 2007).

Uma recente técnica, baseada na adicdo de nanomateriais para formar
revestimentos de nanocompadsitos poliméricos reforcados (DUFRESNE, 2006) tem
sido foco de diversas investigacbes (AZEREDO et al., 2012; CORTEZ-VEGA et al.,
2014; PINTO et al., 2015; XIAOLING et al., 2008). Os revestimentos baseados em
nanocompoésitos geralmente apresentam melhores propriedades mecénicas,
térmicas, Opticas e fisico-quimicas, quando comparados aos revestimentos de
polimeros puros (PETERSSON; OKSMAN; MATHEW, 2006). Entre os hanomateriais
conhecidos, 0s nanocristais de celulose tém sido utilizados para melhorar as
propriedades de polimeros (EICHHORN et al, 2010), por apresentarem
caracteristicas como elevado indice de cristalinidade e alta resisténcia (UDDIN;
ARAKI; GOTOH, 2011).

Nanocristais de celulose possuem forma de agulha, dimenséo igual ou inferior
a 100 nm, grande area superficial especifica, alto médulo de elasticidade e grande
razdo de aspecto, e 0s processos para o seu isolamento sdo baseados na hidrélise
acida para quebrar os dominios amorfos das fibras celulésicas (FLAUZINO NETO et
al., 2013).

Os revestimentos comestiveis sdo baseados em polimeros de
polissacarideos, proteinas ou lipideos, ou de varios compdsitos destes (DHALL,
2013), que normalmente sdo aplicados por imersdo do vegetal na solucdo de
revestimento, formando uma fina camada em sua superficie (FALGUERA et al.,
2011). Funcionam como uma barreira parcial a passagem de Oz, CO2 e vapor de
agua, retardando o metabolismo respiratorio, degradacéo fisiologica e a perda de
massa fresca de frutos (SERRANO et al, 2015). Seu sucesso depende,
principalmente, da escolha do revestimento apropriado para conduzir a uma
composicao de gas interna desejavel (CISNEROS-ZEVALLOS; KROCHTA, 2003).

Entre os polimeros de revestimento utilizados em frutas, os polissacarideos
de amido (MACHADO et al., 2012; SOUZA et al., 2009), pectina (SCALON;
OSHIRO; DRESCH, 2012) e carboximetilcelulose (ARNON et al.,, 2015; GOL,;
PATEL; RAO, 2013) tém sido estudados. O amido de mandioca apresenta alta
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disponibilidade, baixo custo, incolor, sem sabor e boa barreira ao oxigénio, porém
demostra elevada capacidade de absorver agua (ALMASI; GHANBARZADEH,;
ENTEZAMI, 2010). A pectina € obtida por extracdo aquosa de vegetais comestiveis,
geralmente citros ou macas, e estad disponivel em porcentagens elevadas em
residuos agroindustriais. Em determinadas circunstancias forma géis e, por isso, é
muito utilizada como aditivo em geléias, compotas, marmeladas e confeitos, com
elevado potencial para ser utilizada como revestimento comestivel de frutas
(SERRANO et al., 2015). Carboximetilcelulose é derivada da celulose e € utilizada
como aditivo estabilizador em alimentos. Devido a sua ndo toxicidade,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, hidrofilicidade, e boa capacidade de
formacdo de pelicula, tem sido usada em diversas formulacdes de revestimentos
comestiveis (SU et al., 2010).

Muitos estudos se baseiam nas caracteristicas estruturais, bioatividade e
tendéncias de uso de nanocompositos como revestimentos comestiveis (BALDWIN;
HAGENMAIER; BAI, 2011; FALGUERA et al., 2011; SERRANO et al., 2015), mas a
sua aplicabilidade como revestimento comestivel, tendo como base as respostas
fisico-quimicas e fisiologicas de frutos, precisa ser melhor investigada. O objetivo
deste estudo foi avaliar a influéncia de revestimentos comestiveis formados de
nanocompoésitos de carboximetilcelulose, pectina e amido, reforcados com
nanocristais de celulose, na fisiologia e qualidade da lima acida Tabhiti durante o

armazenamento.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de frutos e materiais de revestimento

As amostras de limas acidas Tahiti foram obtidas em pomar comercial,
localizado na cidade de Marechal Céandido Rondon, Parana, Brasil. Na colheita
foram selecionados frutos de cor verde, tamanho homogéneo, sem defeitos e sadios.
Os frutos foram lavados com agua e sanitizados por imersdo com solucdo de
hipoclorito de sédio a 0,2 mL L%, em temperatura ambiente por um minuto, e secos
ao ar. Carboximetilcelulose de sddio P.A. (PM 219.000, viscosidade 2240 cps, Synth,

Diadema - SP, Brasil), pectina citrica (esterificagdo 72%, CP Kelko, Limeira - SP,
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Brasil), e amido de mandioca (pureza 99%, Fecularia Horizonte, Marechal Candido
Rondon - PR, Brasil) foram utilizados para formacé&o dos revestimentos.

2.2 Formacéo de nanocristais de celulose (NC)

De acordo com Flauzino Neto et al. (2013), os NC foram extraidos de polpa
celulésica Kraft de eucalipto (Companhia Conpacel, Limeira - SP, Brasil) por
hidrolise acida com acido sulfarico a 60% (m/m). A hidrolise foi realizada a 45 °C
durante 50 minutos, sob agitagdo constante. Para cada grama de polpa Kraft foi
utilizado 20 mL de acido sulfurico. Imediatamente apds a hidrolise, a suspenséo foi
diluida 10 vezes em agua fria, e centrifugada duas vezes durante 8 minutos a 10.000
rom. O precipitado foi entdo dialisado com agua até o pH neutro ser alcancado. A
suspensdo resultante do processo de dialise (14,4 mg mL%?) foi ultrasonificada
durante 15 minutos, e armazenada a 4 °C com a adicdo de algumas gotas de
cloroférmio para evitar qualquer crescimento bacteriano.

Os NC tinham as seguintes caracteristicas: indice de cristalinidade = 89,1%,
comprimento e diametro = 204 + 50 nm, 4,44 + 1,10 nm, respectivamente, e razdo
de aspecto = 47 + 14, conforme determinado previamente. O indice de cristalinidade
(APENDICE C) foi determinado pelo método de Segal et al. (1959) por meio de
difratogramas de raio-X (Shimadzu LabX XRD-6000). As medi¢des de comprimento,
diametro e razdo de aspecto foram realizadas por microscopia de forca atdbmica -
AFM (Shimadzu SPM-9600), selecionando trinta e cinco nanocristais para as
medi¢cbes (APENDICE A). Ainda, imagens antes e apds a hidrdlise acida foram
obtidas em microscopio eletrdnico de varredura, mostrando que a hidrélise foi
eficiente (APENDICE B).

2.3 Preparacéo dos revestimentos de polimeros puros e nanocompositos

Revestimentos comestiveis de carboximetilcelulose (CMC), pectina (PEC) e
amido (AM) foram preparadas, dissolvendo-se os polimeros em agua destilada nas
concentracdes de 1,0%, 1,5% e 1,5% (respectivamente), sob agitacdo constante. A
CMC foi dissolvida em temperatura ambiente (25 °C) por 2 horas e a pectina a 65 °C
por 40 minutos. O amido foi dissolvido a 70 °C até a sua gelatinizacdo. Em cada

revestimento foi adicionado 1% (m/v) de glicerol (Tec-Lab, Indaiatuba - SP, Brasil)
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como plastificante. As concentracdes dos polimeros foram definidas através de
testes preliminares, baseado nos melhores resultados de perda de massa de frutos.
A suspenséao de NC (8% v/v) foi misturada com as solucdes dos polimeros de
CMC, PEC e AM para formar as solucdes de revestimentos de nanocompdésito, e
adicionalmente foram agitadas com um agitador magnético durante 30 min para

obtencdo de uma emulsado por dispersao completa dos polimeros, glicerol e NC.

2.4 Aplicacéo dos revestimentos e plano experimental

As limas acidas foram imersas nos revestimentos dos nanocompdésitos
(NCMC, NPEC e NAM), ou dos polimeros puros (CMC, PEC e AM), por 1 min e
permaneceram em temperatura ambiente (25 °C) por 3 horas, até a secagem
completa dos revestimentos. Depois de tratados, os frutos foram acondicionados em
bandejas de poliestireno expandido contendo um fruto cada, caracterizando a
unidade experimental. Depois foram armazenados em camara climatizada a
23 °C +2°C e 75% UR por 9 dias. As avaliacdes ocorreram em intervalos de 3 dias.
Um grupo controle de frutos ndo tratados foram armazenados sob as mesmas

condicgdes.

2.5 Atividade respiratéria e producao de etileno

Para as determinacdes da atividade respiratéria (mg CO2 kg* h') e producéo
de etileno (ug C2H4 kg h?), trés frutos foram colocados em frascos herméticos de
plastico com volume de 800 mL e septo de silicone na tampa para amostragem dos
gases. Amostras de 2,0 mL para COz e 2,5 mL para etileno foram coletadas com
seringa gasthight da atmosfera interna dos frascos. Essas coletas ocorreram depois
de uma hora do fechamento dos frascos para a determinacdo do COz, e depois de 2
horas para a determinacédo do etileno. As amostras coletadas foram injetadas em
cromatografo gasoso (Finnigan, 9001) calibrado para as temperaturas da coluna
(capilar), injetor (splitless), detector (ionizacdo de chama) e metanador de 80, 150,
250 e 350 °C, respectivamente. O nitrogénio foi utilizado como gas de arraste.
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2.6 Qualidade fisico-quimica

Os parametros fisico-quimicos determinados foram a perda de massa, teor de
clorofila total e firmeza. A perda de massa foi determinada por meio de pesagem em
balanca semi-analitica, considerando-se a massa inicial dos frutos e as massas de
cada periodo de avaliagdo, e o resultado foi expresso em percentual (%). Para
clorofila total, amostras de 1 g da casca da lima Tahiti foram maceradas e colocadas
em 20 mL de solucdo extratora de acetona 80% (v/v). Os extratos ficaram em
repouso no escuro e refrigeracdo, e depois de 48 horas foram centrifugados. O
sobrenadante foi lido em espectroscopia (Shimadzu, UV-1800, Japdo) a 663 nm
(clorofila a) e 645 nm (clorofila b), conforme descrito por Arnon (1949). Os teores de
clorofila total (CT) foram expressos em mg g conforme a equacéo:

CT: 8,0 x (absorbancia a 663nm) + 20,2 x (absorbancia a 645nm)

A firmeza dos frutos foi mensurada utilizando um texturbmetro digital de
bancada (Brookfield, CT3, USA). Os frutos inteiros foram colocados sobre superficie
plana e sua firmeza foi medida na regido equatorial. Uma haste de aco inoxidavel
com diametro de 8 mm foi utilizada. A velocidade do ensaio foi ajustada
para 2 mm s, com profundidade de deslocamento de 10 mm. Os resultados foram
expressos em Newton (N).

2.7 Andlise estatistica

Com base no delineamento inteiramente casualizado, os dados foram
submetidos a analise de variancia. Para as variaveis cujos valores F foram
significativos foi aplicado o teste de Tukey para comparar as médias. O nivel de 95%
de confiabilidade foi utilizado. Trés repeticdes foram utilizadas nas analises de
respiracédo e producéo de etileno, e cinco repeticdes para perda de massa, clorofila e

firmeza. Foi utilizado o pacote estatistico SAEG (UFV, Vicosa - MG).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Producéao de etileno e respiracéo

A producdo de etileno (ug C2H4 kg* h'') e a respiracdo (mg CO:2 kg* h'') da
lima &cida Tahiti (Figura 1) foram mensurados para avaliar a resposta fisiolégica dos
frutos depois de terem sido revestidos com os polimeros puros de CMC, PEC e AM,
ou com 0s nanocompositos de carboximetilcelulose (NCMC), pectina (NPEC) e

amido de mandioca (NAM), reforcados com nanocristais de celulose (NC).

, —e—PEC  --- NPEC
—~25 - % , : B~ AN —-m-- NAM
7 N —&— Ceontrole

34 a [N o] ¥ [ o J— & NCMC
Ve
V4 \

Etileno (g C,H, kg'' h

18 4

16

14

12 4

10 4

Respiragao (mg CO, kg' h'!)

0 3 6 5

Armazenamento (dias)
Figura 1 - Producéo de etileno (a) e respiracdo (b) de limas acidas Tahiti revestidas
com nanocompositos de carboximetilcelulose (NCMC), pectina (NPEC) e amido

(NAM) ou com solugbes puras de CMC, PEC e AM. Controle: frutos n&o revestidos.
As barras indicam o desvio padréo (n= 3).

As respostas fisioldgicas induzidas por estresses fisicos impostos nas etapas
de colheita e pos-colheita de frutos, como o transporte ou a manipulacdo pre-
armazenamento, estdo bem descritas na literatura (BASSAN et al., 2013; KADER,

2002) e elas tem uma relacdo direta com a elevacdo da producédo de etileno
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(ROJAS-GRAU et al., 2007), o que poderia explicar o aumento da producdo de
etileno dos frutos do controle (Figura 1a) e as taxas respiratorias (Figura 1b) até o
terceiro dia de armazenamento. Todas as amostras de frutos revestidos com
nanocompositos ou polimeros puros de CMC, PEC e AM mostraram diminuicdo da
taxa de producéao de etileno no terceiro dia de armazenamento (Figura 1a), enquanto
os frutos sem revestimento (controle) apresentaram aumento neste periodo. Essa
inibicdo da producdo de etileno pode ser atribuida ao efeito de barreira dos
revestimentos a difusdo desse gas, mas tanto 0s nanocompoOsitos quanto 0s
polimeros puros foram igualmente efetivos, pois ndo mostraram diferencas
significativas (p<0,05) na producdo de etileno, ou seja, todos os polimeros,
reforcados ou ndo com NC, contribuiram para a diminuicdo da difusdo do gas
etileno. Outros autores também encontraram menores taxas de producdo de etileno
em frutos ndo climatéricos revestidos com polimeros de polissacarideo (MAZARO et
al., 2008; TEZOTTO-ULIANA et al.,, 2014). Muitos autores atribuem esta reducéo
principalmente ao efeito de barreira da camada de revestimento polimérico a difusédo
do etileno, mas secundariamente pode ser atribuida também a diminuicédo da difusédo
do Oz pelo mesmo efeito de barreira, com consequente aumento nas concentragoes
de CO: intercelular, que séo capazes de reduzir a sintese de etileno pela inibicdo da
ACC oxidase (ALEXANDER; GRIERSON, 2002). De fato, etileno € um metabdlito
secundario, que esta relacionado com o metabolismo aerébico do tecido vegetal
(SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2003).

Os niveis de etileno produzidos pelos frutos revestidos com NCMC no 6° e no
9° dias de armazenamento (0,81 e 0,92 pg C2Hs kg h?, respectivamente) foram
significativamente inferiores quando comparados aos frutos com CMC (1,47 e 1,60
ug C2Ha kg?! ht, respectivamente nos mesmos periodos) (Figura 1a).
Adicionalmente, frutos revestidos com NPEC mostraram producdo de etileno no 9°
dia de armazenamento (0,98 pg C2H4 kg* h'?) inferior aos frutos com PEC (2,02 pg
C2H4 kgt h'') no mesmo periodo. Esses resultados sugerem uma melhor condicéo
de barreira quando CMC e PEC sé&o reforcados com NC. Efeito similar foi
encontrado por Salvia-Trujillo et al. (2015) quando testaram revestimento de alginato
reforcado com nano-emulsdo em macgés minimamente processadas.

Com relacdo a respiracdo dos frutos, foi encontrado que de todos os
tratamentos e o controle aumentaram a producdo de CO: até o terceiro dia de

armazenamento (Figura 1b). As taxas respiratorias dos frutos revestidos com o0s
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nanocompositos NCMC, NAM e NPEC (12,02, 12,01 e 12,01 mg CO2 kg? h') ou
com os polimeros puros CMC e AM (11,49 e 12,59 mg CO:2 kg* h1) foram menores
do que o controle (13,52 mg CO2 kg* h'), o que sugere que a difusdo do O: da
atmosfera para o tecido dos frutos foi inibida pelo efeito de barreira do revestimento
comestivel ao Oz, tornando mais lento o metabolismo respiratorio. Entretanto, eles
foram estatisticamente similares (p<0,05), sugerindo que o reforco com NC né&o
contribuiu para melhorar a propriedade de barreira ao O2 nos nanocompositos
NCMC e NAM. A taxa respiratéria dos frutos com PEC (14,93 mg CO:2 kg* h') foi
maior do que o controle, mostrando que o0 revestimento com pectina possui
propriedades de barreira inadequadas, mas quando reforcada com NC as
propriedades de barreira (O2) de NPEC (12,01 mg CO:2 kg! h?) foram
significativamente melhoradas, pois influenciou taxas respiratorias dos frutos
menores do que o PEC. Conforme j& mencionado aqui, os estresses fisioldégicos que
ocorrem nas etapas de colheita ou pdés-colheita conduzem a um aumento da
producado de etileno que, consequentemente, induz um aumento da respiracdo dos
frutos (BASSAN et al., 2013). Entretanto, uma associacao positiva entre etileno e
CO: foi observada apenas para o controle (Figuras l1a e 1b).

Foi relatado que os niveis elevados de cristalinidade de NC, superiores a
60%, influenciam a diminuicdo dos niveis de permeabilidade de moléculas de
oxigénio através dos revestimentos de nanocompdsitos (SAXENA et al.,, 2011).
Assim, supbe-se que o elevado indice de cristalinidade dos NC utilizados neste
trabalho (89,1%) tenha permitido a formacdo de uma estrutura mais densa do
nanocomposito NPEC, que conduziu a um revestimento com propriedade de difuséo
do Oz mais reduzida. Estes efeitos tem sido atribuidos a formacdo de uma rigida
rede de hidrogénio ligado aos NC (EICHHORN et al., 2010).

Depois do terceiro dia de armazenamento as taxas respiratérias dos frutos
tratados e do controle diminuiram significativamente até o final do armazenamento
(Figura 1b). Essas diminui¢des nao tiveram relacdo com os tratamentos aplicados, e
provavelmente ocorreram devido a reducdo do estresse fisiologico ambiental nos
frutos, que responderam fisiologicamente com 0s seus baixos niveis naturais de
intensidade respiratoria (JOMORI et al., 2003).
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3.2 Perda de massa, clorofila e firmeza

Os revestimentos de nanocompasitos (NCMC, NPEC e NAM) ou de polimeros
puros (CMC, PEC e AM) ndo mostraram influéncia significativa (p<0,05) sobre a
perda de massa das limas &cidas Tahiti até o terceiro dia de armazenamento (Figura
2a), mas nos 6° e 9° dias as perdas de massa fresca dos frutos revestidos com
NPEC (3,26% e 4,33%, respectivamente) foram significativamente menores do que
controle (4,38% e 5,68%, respectivamente), enquanto os frutos revestidos com PEC
(4,06% e 5,07%, respectivamente) ndo mostraram efeito significativo quando
comparados ao controle. Isso mostra que a formacdo de um nanocompdésito de
pectina (NPEC), baseado no reforco com NC, mostrou melhor propriedade de
barreira ao vapor de agua em comparacao ao revestimento com o polimero puro
(PEC). Resultados semelhantes com frutos tratados com revestimentos reforgados
com nanoparticulas também foram encontrados por Azeredo et al. (2012) e Shi et al.
(2013). Adicionalmente, os resultados mostraram indicios de que todos os polimeros
CMC, PEC e AM foram capazes de retardar a perda de massa fresca dos frutos no
6° e 9° dias de armazenamento, pois mostraram valores menores do que o controle.
Arnon et al. (2015) em trabalho com tangerinas também observaram que diferentes
revestimentos de polissacarideos foram eficientes em diminuir a perda de massa

fresca dos frutos.
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Figura 2 - Perda de massa (a), clorofila total (b) e firmeza (c) das limas &cidas Tahiti
revestidas com nanocompdsitos de carboximetilcelulose (NCMC), (NCMC), pectina

(NPEC) e amido (NAM), ou com as solugdes puras de CMC, PEC e AM. Controle:
frutos nao revestidos. As barras indicam desvio padrédo das médias (n=5).

Foi relatado que revestimentos poliméricos sdo capazes de diminuir o
movimento de vapor de agua pelos estbmatos da casca de frutos, e isso reduz a sua
transpiragdo mantendo a turgescéncia de paredes celulares (DUAN et al., 2011).
Esse mecanismo de barreira fisica parcial do revestimento conduz a uma reducéo da

difusdo de agua atraves dos estdmatos do fruto, pois a presséo de vapor de agua na
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interface superficie do fruto/pelicula de revestimento é reduzida, levando a uma
reducdo da diferenca de potencial de presséo de vapor de dgua que é a for¢ca motriz
para 0 movimento de agua. Por outro lado, aumentos de perda de massa fresca
podem levar o fruto ao estresse hidrico e, consequentemente, ao aumento da
respiracdo (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008), mas, essa relacdo n&o foi
observada neste estudo.

N&o foram observadas diferencas significativas do conteudo de clorofila da
casca entre os frutos revestidos e controle até o terceiro dia de armazenamento
(Figura 2b), sugerindo que um possivel efeito de barreira dos revestimentos era
insuficiente para inibir a degradacédo de clorofila. A associagcdo negativa entre a
atividade respiratéria (Figura 1b) e do teor clorofila (Figura 2b), encontrada até ao
terceiro dia, sugere que as tensdes fisioldgicas de colheita e manipulacdo podem ter
sido capazes de induzir uma expressao da clorofilase, que os revestimentos néo
foram capazes de inibir. Entretanto, no 6° dia o revestimento de nanocompdsito
NPEC influenciou significativamente (p<0,05) um maior nivel de reteng&o de clorofila
da casca (18,95 mg g), quando comparado a PEC (13,25 mg g'!). Adicionalmente,
NPEC ndo mostrou diferencas significativas em relacéo ao controle e AM, mas ainda
foi superior a NCMC, CMC e NAM. Frutos revestidos com NPEC exibiram a menor
taxa de producao de CO:2 (Figura 1b) e essa associacdo de resultados evidencia que
a formacdo de um nanocompdsito de pectina, reforcada com NC, conduziu a um
revestimento com a melhor resposta de barreira para inibir o metabolismo fisioldgico
relacionado ao desverdecimento da lima acida Tahiti. E conhecido que uma maior
barreira ao O:2 interfere na producédo etileno e no metabolismo respiratério, com
reflexos fisioldgicos que podem levar a uma diminuicdo da expressdo génica de
enzimas que degradam a clorofila (NATH et al., 2006). A manutencéo da coloragéo
verde da casca da lima &cida Tahiti € importante para aceitabilidade do consumidor,
além de atrair bons precos (KAEWSUKSAENG et al., 2015).

Com relacdo a firmeza das limas &acidas Tahiti (Figura 2c), ndo foram
encontradas diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos com o0s
revestimentos de nanocompositos (NCMC, NPEC e NAM) e de polimeros puros
(CMC, PEC e AM), durante todo o periodo de armazenamento. Os resultados
mostraram também que durante o armazenamento houve diminuicdes da firmeza
dos frutos, mas que no 6° e no 9° dias todos os tratamentos foram capazes de

retardar significativamente a perda de firmeza, pois mostraram valores maiores
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(médias de 16,8% e 15,41%, respectivamente) ao do controle (11,49% e 10,67%,
respectivamente). O efeito dos revestimentos sobre a retencao da firmeza dos frutos
invariavelmente tem uma relacéo direta com a sua capacidade de controlar a perda
de massa fresca (FAGUNDES et al.,, 2015; XIAO et al., 2010) ou de inibir o
metabolismo respiratério relacionado a expressdo da atividade de enzimas
pectinametilesterase e poligalacturonase, responsaveis pela despolimerizacdo da
cadeia de substancias pécticas na parede celular e degradacédo de protopectina da
lamela média e da parede celular primaria (RESENDE et al., 2004). Essa inibicao
enzimatica é uma consequéncia da modificacdo da atmosfera interna do fruto
ocasionada pelo efeito de barreira ao O2 (AHMED et al., 2013; ALI et al., 2010).
Neste estudo os frutos revestidos com CMC, PEC e AM, reforcados ou ndo com NC,
gue mostraram retencdo da firmeza quando comparados ao controle, também
sofreram menor perda de massa fresca (Figura 2a), mas nenhuma associagdo com
a respiracéo dos frutos (Figura 1b) foi observada. Esses resultados mostram que as
propriedades de barreira ao vapor de agua dos revestimentos tiveram efeito positivo
sobre a manutencdo da firmeza dos frutos. Arnon et al. (2015) verificaram em
mandarins tratadas com CMC retencdo da firmeza, e também associaram esse
efeito positivo a menor perda de massa fresca causada por esse polimero de

revestimento.

4 CONCLUSOES

Os revestimentos com 0s nanocompoésitos NCMC, NPEC e NAM e os
polimeros puros CMC, PEC e AM foram eficazes para reduzir a producéo de etileno
da lima acida Tahiti até o terceiro dia de armazenamento. Entre os tratamentos
testados, o nanocompdsito de pectina (NPEC) foi o mais eficiente na inibicdo da
difusdo de CO2 do que o polimero puro de pectina (PEC). O polimero de pectina,
qguando reforcado com NC (NPEC), reduziu a perda de massa fresca da lima acida
Tahiti e foi mais eficiente na retencdo de clorofila do que o polimero puro PEC.
Todos os revestimentos testados foram igualmente eficientes na retencéo da firmeza
dos frutos. Este trabalho mostrou que o revestimento comestivel de nanocompdésito
NPEC, baseado em NC, pode ser uma alternativa util e promissora no aumento da

vida de prateleira de citricos, tais como a lima &cida Tabhiti.
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4 Resposta fisiologica e qualidade pds-colheita da lima &cida Tahiti revestida
com nanocompositos ativos baseados em nanocristais de celulose e

extrato de pelicula de amendoim

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de revestimentos ativos formados
pela mistura de carboximetilcelulose (CMC), pectina (PEC) e amido (AM), reforcados
com nanocristais de celulose (NC) e incorporados com extrato de pelicula de
amendoim (EX), na fisiologia e qualidade da lima é&cida Tahiti durante 9 dias de
armazenamento. Ainda, avaliar a influéncia dos NC na estabilidade antioxidante dos
nanocompositos ativos pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP. O extrato de pelicula
foi utilizado pois mostrou melhores valores de atividade antioxidante (DPPH, ABTS e
FRAP) em relacdo aos extratos de casca de lima acida Tahiti e semente de liméo
Cravo. Os parametros determinados foram etileno, respiracdo, perda de massa
fresca, clorofila, firmeza e &cido ascorbico. Os resultados mostraram que o0s
compositos ativos de PEC+AM+EX e PEC+CMC+EX e 0s nanocompgdsitos ativos
PEC+AM+EX+NC e PEC+CMC+EX+NC apresentaram menores taxas de producao
de etileno e CO2. Todos 0s revestimentos retardaram a perda de massa fresca e a
firmeza dos frutos. Porém, o nanocompdsito ativo PEC+CMC+EX+NC apresentou
menores valores de respiracéo, etileno e perda de massa, além da maior retencao
de firmeza. Uma melhor estabilidade dos revestimentos foi possivel devido ao
acréscimo de NC, mantendo por 9 dias os maiores valores de atividade antioxidante.
Este trabalho mostrou que o nanocompdésito ativo da mistura de PEC e CMC,
baseado em NC e EX, apresentou as melhores propriedades de barreira entre os

revestimentos estudados.
Palavras-chave: Citrus latifolia, polimeros, estabilidade antioxidante.
Physiological response and acid lime postharvest quality Tahiti coated with

nanocomposites based assets nanocrystals of cellulose and peanut skin

extract



35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

55

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of active coatings formed by
carboxymethylcellulose mixture (CMC), pectin (PEC) and starch (ST), reinforced with
cellulose nanocrystals (CN) and incorporated with peanut film extract (EX) in
physiology and quality of acid lime Tahiti during 9-day-storage. Still, evaluate the
influence of NC antioxidant stability of active nanocomposites by DPPH methods,
ABTS and FRAP. The film extract was used because it showed the best values of
antioxidant activity (DPPH, ABTS and FRAP) in relation to acid lime peel Tahiti
extracts and cravo lemon seed. The parameters determined were ethylene,
respiration, fresh mass loss, chlorophyll, firmness and ascorbic acid. The results
showed that the composite active PEC+ST+EX and PEC+CMC+EX and the active
nanocomposites PEC+ST+EX+CN and PEC+CMC+EX+CN had lower ethylene and
CO:2 production rates. All coatings delayed the fresh mass loss and fruit firmness.
However, the active nanocomposite PEC+CMC+EX+CN showed lower values
respiration, ethylene and loss of mass, and the largest firmness retention. Better
stability of the coatings was possible due to the CN addition, keeping for 9 days the
highest values of antioxidant activity. This work showed that the active
nanocomposite mixture PEC and CMC, based on CN and EX presented the best
barrier properties of the coatings studied.

Keywords: Citrus latifolia, carbohydrate polymers, antioxidant stability.

1 INTRODUCAO

As frutas citricas possuem grande popularidade em todo o mundo, devido ao
seu sabor, nutrientes benéficos e ampla disponibilidade, mas ap6s a colheita, essas
frutas sédo propensas a deterioracdo fisiologica e microbiolégica. Entre os relatos
cientificos que abordam estudos e o0 uso de técnicas de conservacdo de citricos,
agueles envolvidos com a aplicacdo de uma camada de revestimento transparente e
uniforme sobre a superficie da casca do fruto tem sido bem aceitos
(SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010; SOUZA et al, 2011; ARNON et al.,, 2015;
SERRANO et al., 2015). Os revestimentos tém sido Uteis para retardar a perda de
agua e o enrugamento, e fornecer brilho ao fruto (ARNON et al.,, 2015),

especialmente para a comercializagdo de frutos citricos, que geralmente s&o
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revestidos com material polimérico sintético ndo comestivel. Atualmente, o uso de
revestimentos comestiveis tem recebido muita atengéo devido a vantagem de poder
ser consumido junto com o produto alimenticio, ser produzido a partir de fontes
renovaveis agricolas e pela possibilidade de reduzir o uso de embalagens sintéticas
(BOURTOOM, 2008).

Os revestimentos comestiveis sdo baseados em polimeros de
polissacarideos, proteinas ou lipideos, ou de varios compositos destes (DHALL,
2013), que normalmente sdo aplicados por imersdo do vegetal na solucdo de
revestimento, formando uma fina camada em sua superficie (FALGUERA et al.,
2011). Funcionam como uma barreira parcial & passagem de Oz, COz e vapor de
agua, retardando o metabolismo respiratorio, degradacéao fisiolégica e a perda de
massa fresca de frutos (SERRANO et al., 2015). Seu sucesso depende,
principalmente, da escolha do revestimento apropriado para conduzir a uma
composicdo de gas interna desejavel (CISNEROS-ZEVALLOS; KROCHTA, 2003).

Revestimentos ativos comestiveis tém sido pesquisados e utilizados na
conservacao pos-colheita de frutos, e seu uso se baseia na aplicacdo de uma fina
camada polimérica que carrega um agente funcional, como um antioxidante e/ou um
agente antimicrobiano (SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010; SOUZA et al., 2011). Zeng
et al. (2013) verificaram em laranjas revestidas com carboximetilcelulose e extrato de
Impatiens balsamina uma reducéo na taxa de degradacao e de perda de massa, e
relataram que o revestimento ativo foi eficaz na conservacéo da laranja.

Aliado ao crescente interesse dos consumidores pela utilizagcdo de produtos
naturais, o uso de revestimentos poliméricos adicionados de compostos bioativos
pode também ser interessante do ponto de vista ambiental, pois residuos
agroindustriais que apresentam caracteristicas funcionais podem agregar valor ao
produto.

A pelicula de amendoim € um residuo agroindustrial que apresenta amplo
espectro de atividade antimicrobiana (YU; AHMEDNA; GOKTEPE, 2010), é rico em
compostos fendlicos e mostra elevada atividade antioxidante (YU; AHMEDNA,;
GOKTEPE, 2005) que pode auxiliar na capacidade de prote¢do dos revestimentos
para a conservacdo de frutos, além de agregar valor nutricional, com beneficios ao
consumidor. Suas propriedades farmacolégicas incluem atividade antialérgica
(WHITE et al., 2013) e anti-inflamatéria (TATSUNO et al., 2012), tornando promissor

Seu uso como agente antioxidante em matrizes poliméricas.
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Dentre os polimeros utilizados como revestimentos comestiveis estdo o amido
(MACHADO et al., 2012; SOUZA et al.,, 2009), a pectina (SCALON; OSHIRO;
DRESCH, 2012) e a carboximetilcelulose (ARNON et al., 2015; GOL; PATEL; RAO,
2013). Embora esses materiais possuam a vantagem de serem biodegradaveis,
suas propriedades mecanicas sao consideradas inadequadas, pois possuem carater
hidrofilico acarretando alta permeabilidade ao vapor de agua (DHALL, 2013). No
entanto, essas propriedades podem ser melhoradas com a incorporacdo de
nanomateriais.

A lima acida Tahiti é uma fruta citrica consumida mundialmente, e é muito
apreciada devido ao seu carater sensorial acido e alto valor nutricional. Entretanto,
trata-se de uma fruta que sofre rapida degradacdo pds-colheita, como perda de
massa fresca, enrugamento e perda de brilho da casca e desverdecimento,
necessitando passar por métodos de conservacdo. Embora os revestimentos
poliméricos possam reduzir a perda de massa fresca e o enrugamento da casca de
frutos, além de agregar brilho (ARNON et al., 2015; SERRANO et al., 2015), suas
limitacbes mecanicas e de barreira precisam ser melhoradas. Nanoparticulas tém
sido incorporadas a biopolimeros para formar nanocompdsitos de revestimentos
comestiveis, tendo como objetivo melhorar as propriedades de barreira desses
nanocompositos quando aplicados na superficie de frutos. Nanomateriais, como
nanocristais de celulose tém sido utilizados com esse intuito (FLAUZINO NETO et
al., 2013).

Costa et al. (2014) em estudo com revestimentos de amido, reforcados com
nanocristais de celulose e acrescidos de extrato alcodlico de propolis vermelha,
verificaram que 0s nanocristais aumentaram a resisténcia mecanica dos
revestimentos e reduziram a sua permeabilidade a dgua. Além da possibilidade de
melhorar as propriedades das matrizes, ha uma tendéncia dos nanocristais em
reforcar os revestimentos mecanicamente com a manutencao da biodegradabilidade
(COSTA et al., 2014; MACHADO et al., 2012). Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar as respostas fisiolégicas e a qualidade poés-colheita da lima &cida Tahiti
revestida com nanocompositos ativos baseados em nanocristais de celulose e

extrato de pelicula de amendoim.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de frutos e material de revestimento

As amostras de limas acidas Tahiti foram obtidas em pomar comercial,
localizado na cidade de Marechal Candido Rondon, Parana, Brasil. Na colheita
foram selecionados frutos de cor verde, tamanho homogéneo, sem defeitos e sadios.
Os frutos foram lavados com agua e sanitizados por imersdo em solucdo de
hipoclorito de sédio a 0,2 mL L1, em temperatura ambiente por um minuto, e secos
ao ar. Carboximetilcelulose de sédio P.A. (PM 219.000, viscosidade 2240 cps, Synth,
Diadema - SP, Brasil), pectina citrica (esterificacdo 72%, CP Kelko, Limeira - SP,
Brasil), e amido de mandioca (pureza 99%, Fecularia Horizonte, Marechal Candido

Rondon - PR, Brasil) foram utilizados para a formacéo dos revestimentos.

2.2 Extratos vegetais

Amostras de pelicula de amendoim, casca de lima &cida Tahiti e semente de
limdo cravo foram utilizadas para a obtencdo dos extratos. 5 g de cada material
vegetal foram moidos em nitrogénio liquido e colocadas em 50 mL de solvente
etanol 80% (v/v). O extrato foi ultrasonificado por 5 minutos, depois centrifugado e
filtrado. O filtrado foi evaporado a vacuo a 40 °C. Depois o0 extrato seco foi diluido
em n-butanol, ultrasonificado por 5 minutos e particionado com &agua. A fracédo
aquosa foi recolhida e descartada. A fracao butilica foi evaporada, obtendo o extrato
seco purificado (ESP). O ESP foi mantido a -18 °C.

2.3 Formacéo de nanocristais de celulose (NC)

De acordo com Flauzino Neto et al. (2013), os NC foram extraidos de polpa
celulésica Kraft de eucalipto (Companhia Conpacel, Limeira - SP, Brasil) por
hidrolise acida com acido sulfarico a 60% (m/m). A hidrolise foi realizada a 45 °C
durante 50 minutos, sob agitacdo constante. Para cada grama de polpa Kraft foi
utilizado 20 mL de &cido sulfarico. Imediatamente apds a hidrolise, a suspensao foi
diluida 10 vezes em agua fria, e centrifugada duas vezes durante 8 minutos a 10.000

rpm. O precipitado foi entdo dialisado com agua até o pH neutro ser alcangado. A
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suspensdo resultante do processo de didlise (14,4 mg mL™?) foi ultrasonificada
durante 15 minutos, e armazenada a 4 °C com a adicdo de algumas gotas de
cloroférmio para evitar qualquer crescimento bacteriano.

Os NC tinham as seguintes caracteristicas: indice de cristalinidade = 89,1%,
comprimento e diametro = 204 + 50 nm, 4,44 + 1,10 nm, respectivamente, e razao
de aspecto = 47 + 14, conforme determinado previamente. O indice de cristalinidade
(APENDICE C) foi determinado pelo método de Segal et al. (1959) por meio de
difratogramas de raio-X (Shimadzu LabX XRD-6000). As medi¢des de comprimento,
diametro e razdo de aspecto foram realizadas por microscopia de for¢ca atdbmica -
AFM (Shimadzu SPM-9600), selecionando trinta e cinco nanocristais para as
medicbes (APENDICE A). Ainda, imagens antes e apds a hidrolise &cida foram
obtidas em microscopio eletrénico de varredura, mostrando que a hidrélise foi
eficiente (APENDICE B).

2.4 Preparacdo dos polimeros e revestimentos de nanocompasitos ativos

Revestimentos comestiveis de carboximetilcelulose (CMC), pectina (PEC) e
amido (AM) foram preparados, dissolvendo-se os polimeros em agua destilada nas
concentracdes de 0,75%, 1,5% e 1,5% (respectivamente), sob agitacdo constante. A
CMC foi dissolvida em temperatura ambiente (25 °C) por 2 horas e a pectina a 65 °C
por 40 minutos. O amido foi dissolvido a 70 °C até a sua gelatinizacdo. Em cada
revestimento foi adicionado 1% (m/v) de glicerol (Tec-Lab, Indaiatuba - SP, Brasil)
como plastificante. As concentracdes dos polimeros foram definidas através de
testes preliminares, baseado nos melhores resultados de perda de massa de frutos.

A suspenséao de NC (8% v/v) foi misturada com as solucdes das misturas dos
polimeros de CMC, PEC e AM para formar as solucbes de revestimentos de
nanocomposito. Os revestimentos ativos de nanocompdsitos foram formados pela
adicdo de extrato vegetal (EX) seco purificado diluido em &dgua na concentracdo de
0,1 g mL?. Adicionalmente foram agitadas com um agitador magnético durante 30
min para obtencdo de uma emulséo por dispersdao completa dos polimeros, glicerol,
NC e EX.
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2.5 Aplicacdo dos revestimentos e plano experimental

As limas acidas foram tratadas com revestimentos poliméricos de acordo com
as seguintes formulacoes:

1. PEC + AM (50: 50, v/v)

2. PEC + CMC (50: 50, v/v)

3. PEC + AM + EX (45: 45: 10, viviv)

4. PEC + CMC + EX (45: 45: 10, vIviv)

5. PEC+ AM + EX + NC (42,3: 42,3: 7,4: 8, VIvIvIv)

6. PEC + CMC + EX + NC (42,3: 42,3: 7,4: 8, VIvVIvIV)
7

. Controle nao tratado

As concentragfes e misturas dos polimeros foram definidas atraves de testes
preliminares, baseado nos melhores resultados de absorcdo de agua dos
revestimentos. Para isso, solucdes filmogénicas de diferentes concentracdes foram
preparadas. Essas amostras foram depositadas em Placa de Petri (diametro de 10
cm) e em seguida submetidas a secagem em estufa com circulacdo de ar a
temperatura de 35°C +2°C por 48 horas. Depois foram armazenadas em dois
ambientes com umidades diferentes (75% UR e 95% UR) a 20 °C + 2 °C. As
amostras foram pesadas a cada 2 dias até massa constante (dados n&o
apresentados).

Os revestimentos foram aplicados nos frutos por imersdo nas solucdes
filmogénicas por 1 min, e depois foram secos em condicbes de bancada
(aproximadamente 25 °C) por 3 horas. Depois, os frutos foram acondicionados em
bandejas de poliestireno expandido contendo um fruto cada, caracterizando a
unidade experimental, e entdo foram armazenados em camara a 23 °C £2 °C e 75%
de UR por 9 dias. As avaliacdes ocorreram apos a aplicacdo dos tratamentos, nos
intervalos de tempo 0, 3, 7 e 9 dias. Um grupo controle de frutos néo tratados foram

armazenados sob as mesmas condic¢des.
2.6 Atividade antioxidante e compostos fendlicos totais dos extratos

A atividade antioxidante foi determinada pelos métodos de DPPH, ABTS e
FRAP. O método DPPH mede a capacidade de sequestro do radical DPPH (2,2-
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difenil-1-picrilhidrazil), e foi determinado conforme De Ancos et al. (2002). Em 3 mL
de etanol foram adicionados 0,5 mL de amostra e 0,3 mL da solu¢gédo de DPPH (0,5
mmol L) e deixado em repouso por 60 minutos no escuro. Apdés, a absorbancia foi
lida em espectroscopia (Shimadzu, UV-1800, Japdo) a 517 nm. Os resultados foram
expressos em mg g de extrato seco, em equivalente Trolox (ET), por meio da curva
de calibracao para Trolox nas concentracdes de 0,035, 0,03, 0,025, 0,02, 0,015, 0,01
e 0,005 mg (APENDICE D).

O método ABTS estima a capacidade da amostra em sequestrar o radical
ABTS [2,2’azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)], e foi realizado conforme
(RUFINO et al., 2007). Em 30 uL de amostra foi adicionado 3 mL do reagente ABTS
(5 mL da solucao estoque ABTS 7 mM acrescidos 88 pL da solucdo persulfato de
potassio 140 mM, mantida por 16 horas no escuro e diluida em etanol até
absorbancia de 0,700+0,05 nm a 734 nm). ApGs 6 minutos em ambiente escuro as
leituras foram feitas a 734 nm. Os resultados foram expressos em mg g extrato
seco, em equivalente Trolox (ET), por meio da curva de calibracdo para Trolox nas
concentracbes de 0,375, 0,325, 0,250, 0,175, 0,125, 0,075 e 0,025 mg
(APENDICE E).

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) determina a reducao
dos ions ferro em uma amostra, e foi realizado conforme Rufino et al. (2006). Em 90
uL de amostra foram adicionados 270 uL de agua destilada e 2,7 mL do reagente
FRAP (25 mL de tampéao acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma solucdo de TPTZ 10 mM e
2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM). Apds 30 minutos em
ambiente escuro e mantido a 37 °C, as leituras foram feitas a 595 nm, utilizando o
reagente FRAP como branco para calibracdo do espectrofotdmetro. Os resultados
foram expressos em mg g extrato seco, em equivalente sulfato ferroso (ESF), por
meio da curva de calibracdo para sulfato ferroso nas concentragcbes 0,125, 0,250,
0,375 e 0,500 mg (APENDICE F).

Os compostos fendlicos totais foram determinados conforme Georgé et al.
(2005). Uma aliquota de 0,5 mL de amostra foi adicionada a 2,5 mL da solugéo de
Folin-Ciocalteau:agua (1:9 v/v) e 2,0 mL da solugcéo carbonato de sodio 7,5% (m/v).
Apés 15 minutos em ambiente escuro, a absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro a 760 nm. Os resultados foram expressos em mg g extrato seco,
em equivalente acido galico (EAG), por meio da curva de calibracdo para acido
galico nas concentragdes de 0,01 a 0,07 mg mL* (APENDICE G).
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2.7 Atividade respiratéria e producéo de etileno das limas &cidas Tahiti

Para as determinagGes de respiracdo (mg CO2 kg! h'') e producéo de etileno
(Mg C2Ha kgt h), trés frutos foram colocados em frascos herméticos de plastico com
volume de 800 mL e septo de silicone na tampa para amostragem dos gases.
Amostras de 2,0 mL para CO2 e 2,5 mL para etileno foram coletadas com seringa
gasthight da atmosfera interna dos frascos. Essas coletas ocorreram depois de uma
hora do fechamento dos frascos para a determinacdo do CO2, e depois de duas
horas para a determinacéo do etileno. As amostras coletadas foram injetadas em
cromatdgrafo gasoso (Finnigan, 9001) equipado com coluna capilar e calibrado para
as temperaturas da coluna, injetor (splitless), detector (ionizacdo por chama) e
metanador de 80, 150, 250 e 350 °C, respectivamente. O nitrogénio foi utilizado

como gas de arraste.

2.8 Qualidade fisico-quimica das limas acidas Tahiti

Os parametros fisico-quimicos realizados foram perda de massa, clorofila
total, firmeza e acido ascorbico. A perda de massa foi determinada por meio de
pesagem em balanca semi-analitica, considerando-se a massa inicial dos frutos e as
massas de cada periodo de avaliacdo, e o resultado foi expresso em percentual %.
Para clorofila total, amostras de 1 g das cascas das limas foram maceradas e
colocadas em 20 mL de solucéo extratora de acetona 80% (v/v). Os extratos ficaram
em repouso no escuro e refrigeracdo, e depois de 48 horas foram centrifugados. O
sobrenadante foi lido em espectrofotdmetro a 663 nm (clorofila a) e 645 nm (clorofila
b), conforme descrito por ARNON (1949). Os teores de clorofila total (CT) foram
expressos em mg g* conforme a seguinte equagao:

CT: 8,0 x (absorbancia a 663nm) + 20,2 x (absorbéancia a 645nm)

A firmeza dos frutos foi mensurada utilizando um texturbmetro digital de
bancada (Brookfield, CT3, USA). Os frutos inteiros foram colocados sobre superficie
plana e sua firmeza foi medida na regido equatorial. Uma haste de aco inoxidavel
com diametro de 8 mm foi utilizada. A velocidade do ensaio foi ajustada para 2 mm
s1, com profundidade de deslocamento de 10 mm. Os resultados foram expressos

em Newton (N). O teor de &cido ascérbico foi determinado por titulagdo com 2,6-
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dicloro-fenol-indofenol (AOAC, 2005). Os resultados foram expressos em
mg 100 mL* de suco.

2.9 Atividade antioxidante dos revestimentos adicionados de extrato de pelicula de

amendoim

A estabilidade da atividade antioxidante dos revestimentos ativos
(adicionados com extrato de pelicula de amendoim) foi determinada pelos métodos
de DPPH, ABTS e FRAP (Item 2.5). Amostras de 50 g de cada revestimento,
conforme os tratamentos com extrato de pelicula de amendoim (Item 2.4), foram
depositadas em Placa de Petri (diametro 10 cm) e em seguida foram submetidas a
secagem em estufa com circulacdo de ar a temperatura de 35 °C + 2 °C por 48
horas, e depois armazenadas a temperatura ambiente. Para as analises, 0s
revestimentos secos foram diluidos em etanol PA (12,0 mg mL?) por agitacdo
constante em agitador magnético por 3 horas (adaptado MARTINS; CERQUEIRA;
VICENTE, 2012). A primeira amostragem ocorreu logo apés a secagem dos

revestimentos e outra amostragem 9 dias depois.

2.10 Anaélise estatistica

Com base no delineamento inteiramente casualizado, os dados foram
submetidos a analise de variancia. Para as varidveis cujos valores F foram
significativos foi aplicado o teste de Tukey para comparar as médias. O nivel de 95%
de confiabilidade foi utilizado. Nove repeti¢cdes foram utilizadas para as analises dos
extratos, quatro repeticdes para as analises antioxidantes dos revestimentos ativos e
trés repeticdes para as andlises restantes. Foi utilizado o pacote estatistico SAEG
(URV, Vicosa - MG).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil antioxidante dos extratos vegetais

Extratos de pelicula de amendoim, casca de lima &cida Tahiti e semente de
limdo cravo foram avaliados quanto ao conteddo de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP. Isto foi feito com o
intuito de se escolher o material com o melhor perfil antioxidante para ser utilizado
na formacdo e teste dos revestimentos ativos. Os resultados de atividade
antioxidante dos extratos sdo mostrados na Tabela 1.

O extrato etandlico de pelicula de amendoim mostrou atividade antioxidante
significativamente superior (p<0,05) em todos os métodos testados, seguido pelo
extrato de casca de lima acida Tahiti. O status antioxidante de amostras vegetais
depende muito de fatores, como suas propriedades coloidais, condigdes e etapas de
oxidacao, forma e estabilidade dos radicais reativos, assim como a localizacado dos
antioxidantes na célula vegetal (ROCKENBACH et al., 2008).

Em estudo da composicdo fendlica de residuos agroindustriais, Melo et al.
(2011) encontraram valores de 3,41 mg AG g em bagaco de goiaba, valor inferior

ao observado para o extrato do residuo de pelicula de amendoim (4,94 mg AG g%).

Tabela 1 - Atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS e FRAP e
compostos fendlicos totais dos extratos de pelicula de amendoim, casca de lima
acida Tahiti e semente de lim&o Cravo.

Extratos DPPH ABTS FRAP Fendlicos totais
mgETg'(e.s) mgETg!(e.s) mgESFg!(es.)) mgAGg?!(e.s.)
Pelicula de
amendoim 8,29+0,01 a 3,81+0,01 a 122,05+0,05 a 4,94+40,01 a
Casca de lima
acida Tahiti 1,21+0,01 b 1,36+0,01 b 14,78+0,05 b 0,57+0,03 b
Semente de
lim3o Cravo 0,84+0,02 c 0,62+0,02 c 6,34+0,02 c 0,15+0,02 c
CV (%) 7,27 15,31 10,44 15,24

Médias seguidas pela mesma letra em mindsculo na coluna ndo diferem a p<0,05 pelo teste de
Tukey. Médias + desvio padrdo (n=9). ET: equivalente Trolox; ES: extrato seco; ESF: equivalente
sulfato ferroso; AG: equivalente acido galico; e.s.: extrato seco
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3.2 Atividade respiratéria e producédo de etileno das limas acidas revestidas

Para avaliar a resposta fisiolégica das limas acidas Tahiti revestidas com
nanocompositos ativos foram mensuradas sua producéo de etileno (ug C2Hs kgt ht)
e respiracdo (mg CO:2 kg* h'1), cujos resultados sdo mostrados na Figura 1. Todos
0S revestimentos ativos, com ou sem reforcgo com NC (PEC+AM+EX,
PEC+CMC+EX, PEC+AM+EX+NC e PEC+CMC+EX+NC), nao influenciaram
aumentos significativos na producéo de etileno até o terceiro dia de armazenamento,
que foi um comportamento similar aos frutos do controle. Entretanto, frutos
revestidos com o0s compoésitos PEC+AM e PEC+CMC exibiram aumentos
significativos de etileno no mesmo periodo. Isso sugere que a aplicacdo dos
revestimentos de compositos dos polimeros puros PEC+AM e PEC+CMC foram
responsaveis por causar algum tipo de estresse nos frutos, mas que quando
adicionados com extrato de pelicula de amendoim ou reforcados com NC, foram
capazes de inibir parcialmente a difusdo do etileno (Figura 1a). Esta reducdo do
etileno também pode estar associada a diminuicdo da difusdo do Oz pelo mesmo
efeito, com consequente aumento nas concentracbes de CO: intercelular. O
metabolismo do etileno pode ser tanto influenciado por altas pressdes de CO2, como
baixas pressodes de Oz, que sdo capazes de reduzir a sintese de etileno pela inibicéo
da ACC oxidase (ALEXANDER; GRIERSON, 2002), uma vez que o etileno € um
metabdlito secundario e esta relacionado ao metabolismo aerébico do tecido vegetal
(SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2003).
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Figura 1 - Producao de etileno (a) e respiracédo (b) das limas acidas Tahiti revestidas
com nanocompgsitos ativos de pectina e amido (PEC+AM+EX+NC) e pectina e
carboximetilcelulose (PEC+CMC+EX+NC), compésitos ativos de PEC+AM+EX e
PEC+CMC+EX ou misturas puras de PEC+AM e PEC+CMC. Controle: frutos néo
revestidos. As barras indicam o desvio padréo (n= 3).

Resultados similares para o etileno foram encontrados por Salvia-Trujillo et al.
(2015) em estudo com mac¢as minimamente processadas e revestidas com alginato
de sodio e 6leo essencial de capim lim&o, onde observaram gque 0 nanocompadsito
ativo inibiu a producéo de etileno durante os 14 dias de armazenamento.

Foi observado no 7° dia de armazenamento que a producdo de etileno dos
frutos revestidos com PEC+CMC+EX+NC (0,34 pg C2Hs kg' hl) foi
significativamente menor quando comparadas aos frutos com PEC+CMC+EX (1,65
ug C2Hs kgt h't) e aos do controle (1,81 pug C2Hs kgt h't), sugerindo que o reforco
com NC parece ter proporcionado uma barreira parcial a difusdo do etileno quando
combinado com PEC+CMC, e que isso néo foi influenciado pela adicdo do extrato de
pelicula de amendoim. Ap6s o 7° dia, todos os revestimentos e o controle reduziram

sua producao de etileno, ndo mostrando diferencas significativas entre os mesmos.
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Com relacéo a respiragdo dos frutos, foi encontrado que todos os tratamentos
e 0 controle aumentaram a producgéo de CO: até o 3° dia de armazenamento (Figura
1b). Os estresses fisicos apds a colheita dos frutos tém uma relacdo direta com a
elevacdo das taxas respiratorias (BASSAN et al., 2013; KADER, 2002), sugerindo
que as etapas como transporte ou manipulagdo pré-armazenamento podem ter
interferido nesse aumento.

No tempo inicial, os frutos revestidos com compadsitos ativos PEC+AM+EX e
PEC+CMC+EX e nanocompositos ativos PEC+AM+EX+NC e PEC+CMC+EX+NC
apresentaram menores taxas respiratorias que o controle, porém ndo apresentaram
diferengas significativas (p<0,05). Sanchez-Gonzalez et al. (2011) também
verificaram  menores taxas respiratorias em uvas revestidas com
hidroxipropilmetilcelulose ou quitosana com 6leo essencial de bergamota, relatando
que as fortes interacbes dos polimeros com o Oleo essencial poderiam estar
modificando as propriedades de barreira a gases.

No 3° e 7° dias de armazenamento o revestimento PEC+CMC+EX+NC
apresentou as menores taxas de respiracdo (12,65 e 4,83 mg CO:2 kg?! ht,
respectivamente), quando comparado com PEC+CMC+EX (14,84 e 7,07 mg CO2 kg
L hl, respectivamente) e o controle (15,78 e 7,49 mg CO2 kg h', respectivamente).
Isso mostra que os nanocristais de celulose auxiliaram em um filme com melhor
capacidade de barreira a gases.

ApoOs o terceiro dia de armazenamento as taxas respiratdrias dos frutos
tratados e do controle diminuiram até o final do armazenamento. Essas diminui¢cdes
provavelmente se devem a reducédo do estresse fisiol6gico ambiental nos frutos, sem
relacdo com os tratamentos aplicados, respondendo fisiologicamente com seus

baixos niveis naturais de respiracdo (JOMORI et al., 2003).

3.3 Qualidade fisico-quimica

No 3° dia de armazenamento a perda de massa fresca dos frutos nao foi
influenciada pelos tratamentos, cujos resultados foram similares ao controle (Figura
2a). Aos 7° e 9° dias as perdas de massa fresca dos frutos revestidos com
PEC+CMC+EX+NC (5,93% e 6,98%, respectivamente) foram significativamente
menores do que os frutos do controle (8,26% e 9,52%, respectivamente), mas nao

mostraram diferenga significativa quando comparado aos frutos revestidos com
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PEC+CMC+EX (7,31% e 8,39%, respectivamente nos mesmos periodos). Isso
sugere que o reforco com NC pode ter melhorado a propriedade de barreira ao vapor
de agua do revestimento ativo. Resultados semelhantes de frutos tratados com
revestimentos reforcados com nanocristais de celulose também foram encontrados
por Azeredo et al. (2012) e Shi et al. (2013). Nao ocorreram diferencas significativas
entre as misturas dos polimeros puros (PEC+AM e PEC+CMC) e os compositos
ativos (PEC+AM+EX e PEC+CMC+EX), durante os periodos testados.
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Figura 2 — Perda de massa (a) e clorofila total (b) das limas &cidas Tahiti revestidas
com nanocompositos ativos de pectina e amido (PEC+AM+EX+NC) e pectina e
carboximetilcelulose (PEC+CMC+EX+NC), compdsitos ativos de PEC+AM+EX e
PEC+CMC+EX ou misturas puras de PEC+AM e PEC+CMC. Controle: frutos néo
revestidos. As barras indicam o desvio padréo (n= 3).

Costa et al. (2014) mostraram que revestimentos de amido de mandioca,
glicerol, nanocristais de celulose e prépolis vermelha reduziram a permeabilidade ao
vapor de agua. Os nanocristais agem como barreira, diminuindo os espacos livres na

matriz polimérica, dificultando a passagem de vapor. Os compostos ativos dos
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extratos podem ser capazes de estabelecer interacdes com a matriz polimérica, e
ligacOes de hidrogénio e/ou covalentes com 0s grupos reativos da matriz. Assim, ao
elevar as interacfes intermoleculares com a cadeia polimérica, diminui-se a taxa de
permeacdo de agua (SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010). Zeng et al. (2013)
observaram que laranjas revestidas com carboximetilcelulose e extrato de Impatiens
balsamina reduziram a perda de massa dos frutos quando comparadas ao controle.
A perda de massa fresca € decorrente da perda de agua por transpiracéo e pelos
processos de respiracédo celular (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008), influenciando a
qualidade da lima &cida Tahiti.

No 3° periodo de armazenamento, os frutos revestidos com PEC+CMC+EX,
PEC+CMC+EX+NC e PEC+AM+EX+NC mostraram contetudos de clorofila total
(22,06, 21,77 e 21,77 mg g!) significativamente maiores do que o controle (18,72 mg
g?) (Figura 2b). Entretanto, apenas os frutos revestidos com PEC+CMC+EX+NC
mostraram retencdo significativa de clorofila total, cujo conteddo no 7° dia foi de
21,65 mg g1, enquanto para o controle foi de 16,92 mg g*. Adicionalmente, ressalta-
se que os frutos revestidos com PEC+CMC+EX+NC apresentaram a menor taxa de
producao de etileno e CO:2 (Figura 1) e essa associacéo de resultados evidencia que
a formacao de um nanocompdsito ativo de pectina e carboximetilcelulose, acrescida
de extrato vegetal e reforcada com nanocristais de celulose, resultou em um
revestimento com melhor barreira para inibir o metabolismo fisiol6gico relacionado a
degradacdo de clorofila. A manutencao da coloracédo verde da casca da lima acida
Tahiti € um importante parametro para aceitabilidade do mercado consumidor, sendo
importante sua avaliacdo quando um revestimento é aplicado ao fruto.

Os resultados da firmeza (N) e acido ascoérbico (mg 100 mL™) das limas Tahiti
revestidas e ndo revestidas sdo mostrados na Figura 3. A perda de firmeza em frutos
citricos € um processo normal que ocorre devido apés a colheita devido a processo
fisicos de evaporacao de agua na superficie do fruto, que € influenciado diretamente
pelo metabolismo respiratério. Diminui¢cdes progressivas da firmeza das limas &cidas
foram verificadas durante o armazenamento (Figura 3a), entretanto, no 7° dia todos
0s tratamentos mostraram frutos mais firmes do que o controle, enquanto no 9° dia a
firmeza dos frutos tratados com PEC+CMC+EX+NC (16,43 N) foi significativamente
superior ao controle (11,66 N), seguido do tratamento PEC+AM+EX+NC (15,13 N),

mostrando que eles foram eficientes na retencéo da firmeza. Outros autores também
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verificaram em citricos que o uso de revestimentos auxiliou na retencéo de firmeza
(ARNON et al., 2015; CHIEN; SHEU; LIN, 2007).

10 - — @ - PEC + AM - - - PEC + CMC
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Figura 3 - Firmeza (a) e acido ascérbico (b) das limas &cidas Tahiti revestidas com
nanocompoésitos ativos de pectina e amido (PEC+AM+EX+NC) e pectina e
carboximetilcelulose (PEC+CMC+EX+NC), compdsitos ativos de PEC+AM+EX e
PEC+CMC+EX ou misturas puras de PEC+AM e PEC+CMC. Controle: frutos n&o
revestidos. As barras indicam o desvio padréo (n= 3).

Os resultados evidenciam uma associagcao entre a retencao de firmeza dos
frutos revestidos com suas menores perdas de massa fresca (Figura 2a) e menores
taxas respiratorias (Figura 1b). Essa associacdo sugere uma relacdo direta com a
capacidade do revestimento em controlar a perda de massa fresca (FAGUNDES et
al., 2015) e inibir o metabolismo respiratério relacionado a expressao da atividade de
enzimas pectinametilesterase e poligalacturonase, que ocasionam o amolecimento
de frutos (RESENDE et al.,, 2004). Esses resultados mostram que quando as
propriedades de barreira do revestimento sdo melhoradas ha um efeito positivo

sobre a manutencéo da firmeza dos frutos. A presenca de nanocristais na matriz do
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revestimento € responsavel por reduzir a permeabilidade a gases e ao vapor de
agua (MACHADO et al.,, 2012), o que pode explicar os melhores resultados nos
revestimentos acrescidos de nanocristais.

Os niveis de acido ascorbico diminuiram gradualmente até o final do
armazenamento (Figura 3b). Entretanto, as limas &cidas Tabhiti revestidas e nao
revestidas apresentaram diferencas significativas (p<0,05) com relagdo aos teores
de acido ascoérbico somente no 9° dia de armazenamento. Neste periodo, apenas 0s
frutos revestidos com PEC+AM+EX+NC apresentaram teor de acido ascorbico
(12,73 mg 100 mL?) superior ao controle (11,82 mg 100 mLt), mas essas diferencas
ndo foram significativas. Um possivel efeito de barreira ao Oz desse revestimento
pode diminuir a taxa de oxidacdo do &cido ascoérbico. Devido ao aumento do
metabolismo oxidativo, espécies reativas de oxigénio podem impor danos biolégicos
as membranas. Para combater esses danos o0s vegetais ativam seus sistemas
antioxidantes, que incluem o ciclo do &cido ascoérbico (ascorbato) que atua junto a
enzimas, como 0 ascorbato peroxidase do sistema enzimatico antioxidante, para
neutralizar espécies reativas de oxigénio (ZANDI et al., 2013). Zeng et al. (2013)
observaram em laranjas revestidas com carboximetilcelulose e extrato vegetal, que
os teores de acido ascérbico foram maiores nos frutos revestidos, quando
comparado aos frutos néao revestidos.

Foram calculadas as variacdes (%) que ocorreram no conteudo de acido
ascorbico entre o periodo inicial e final do armazenamento. O tratamento
AM+PEC+EX+NC foi responsavel por reter 87,55% de acido ascorbico até os 9 dias
de armazenamento, seguido pelo controle (86,66%). Foi observado ainda que o
compésito ativo PEC+CMC+EX reteve maior percentual de acido ascorbico (75,87%)
gue sua mistura pura de PEC+CMC (66,64%).

3.4 Analise antioxidante dos revestimentos

No tempo inicial (O dias) os revestimentos se diferenciaram estatisticamente
(p<0,05) nas trés metodologias testadas (Tabela 2). Foi observado neste periodo
que o filme PEC+CMC+EX apresentou os maiores valores de atividade antioxidante
pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP, mostrando médias de 2,88 mg Trolox g}, 3,44

mg Trolox g* e 29,74 mg sulfato ferroso g1, respectivamente.
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536 Tabela 2- Atividade antioxidante dos revestimentos acrescidos de extrato de pelicula
537 de amendoim e nanocristais de celulose pelos métodos de DPPH, ABTS e FRAP.

DPPH ABTS FRAP
mg Trolox g* mg Trolox g* mg sulfato ferroso g

Revestimentos/Tempo 0 dias 9 dias 0 dias 9 dias 0 dias 9 dias

PEC+AM+EX 2,19+0,13 bA 1,59+0,12 bcB 3,01+0,07 bA 2,76+0,09 abB 16,19+0,54 cA 3,44+0,61 cB
PEC+AM+EX+NC  2,24+0,05 bA 2,07+0,07 aB 3,22+0,29 abA 2,83+0,06 aB 24,71+0,15 bA 11,15+0,24 aB

PEC+CMC+EX 2,88+0,10 aA 1,49+0,01cB 3,44+0,18 aA 2,76+0,09 abB 29,74+0,19 aA 5,11+0,19 bB

PEC+CMC+EX+NC 2,21+0,17 bA 1,71+0,07 bB 3,17+0,16 abA 2,96+0,03 aB 24,30+0,32 bA 13,30+0,21 aB
CV (%) 5,01 4,75 14,15

538 Médias seguidas pela mesma letra em mindsculo na coluna e mailsculo na linha ndo diferem a
539  p<0,05 pelo teste de Tukey. Médias + desvio padrdo (n=4).
540

541 Apés 9 dias, os revestimentos de PEC+AM+EX+NC e PEC+CMC+EX+NC
542 foram responsaveis por manter as maiores médias (p<0,05) de atividade
543 antioxidante. Neste estudo foi observado que o0s revestimentos acrescidos de
544  nanocristais auxiliaram na estabilidade dos revestimentos com propriedades
545 antioxidantes, o que sugere a existéncia de fortes interagdes entre 0s constituintes
546  destes.

547 Machado et al. (2012) monitoraram a estabilidade de nanocompdsitos de
548 amido, a base de nanocristais de celulose e extrato de erva-mate e também
549 observaram reducdo da atividade antioxidante em funcdo do tempo (0 a 40 dias),
550 medida em total de compostos fendlicos. Os autores atribuiram esse efeito as fortes
551 interacOes de hidrogénio entre 0s nanocristais, que possuem elevada cristalinidade,
552 com a matriz polimérica, formando uma barreira eficiente e reduzindo os espacos
553 livres da matriz, o que dificulta a saida de vapores.

554 Ainda, foram calculadas as retencOes da atividade antioxidante dos
555 revestimentos apdés os 9 dias (Tabela 3). Para o método DPPH o filme
556 PEC+AM+EX+NC apresentou a maior retencédo (92,41%). Para ABTS e FRAP o
557 filme PEC+CMC+EX+NC mostrou as maiores retencdes (93,38% e 54,73%).

558

559 Tabela 3 - Retencdo (%) da atividade antioxidante dos revestimentos apos 9 dias.

Revestimentos DPPH ABTS FRAP
PEC+AM+EX 72,60 91,69 21,25
PEC+AM+EX+NC 92,41 87,89 4512
PEC+CMC+EX 51,74 80,23 17,18
PEC+CMC+EX+NC 77,38 93,38 54,73

560
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4 CONCLUSOES

O revestimento PEC+CMC+EX, quando reforgcado com NC, influenciou os
menores niveis de producao de etileno e CO2, e a maior retengdo de massa fresca,
clorofila e firmeza das limas &cidas Tahiti, mas a adicdo do extrato de pelicula de
amendoim n&o influenciou esses resultados. Todos 0s revestimentos testados
retardaram as perdas de massa fresca e de firmeza dos frutos. O contetdo de &cido
ascorbico nédo foi influenciado pelos tratamentos testados. O reforco com
nanocristais de celulose foi capaz de reter atividade antioxidante dos revestimentos

adicionados de extrato de pelicula de amendoim.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Os nanocompdsitos e os hanocompdsitos ativos foram efetivos em influenciar
menores taxas de producdo de etileno e CO:2 da lima &cida Tahiti. Porém, o
nanocompoésito de pectina e 0 nanocompdsito ativo de pectina e
carboximetilcelulose foram responsaveis por apresentar as menores taxas dessas
producdes.

Todos os revestimentos testados foram eficientes em reter menores perdas
de massa e retardar a perda de firmeza dos frutos, mas o nanocompadsito de pectina
e 0 nanocompasito ativo de pectina e carboximetilcelulose foi capaz de influenciar as
menores perdas de massa e reter maior firmeza.

Os revestimentos de pectina e pectina + carboximetilcelulose quando
reforcados com nanocristais apresentaram melhores propriedades de barreira a

gases e a vapor de agua, baseado nos indicadores fisioldgicos e fisico-quimicos.
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APENDICES

APENDICE A — Imagem Microscopia Forca Atdmica dos nanocristais de
celulose obtidos a partir da Polpa Kraft

10.52
[deg]

—

-4.1

500.00 nm ' 1.50x 1.50 um

APENDICE B - Imagem Microscopia eletrénica de varredura (MEV) da polpa
Kraft antes e ap0s hidrélise acida

b) Apods hidrélise acida Polpa Kraft branqueada, demonstrando a quebra dos

dominios da celulose.
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APENDICE C - Difratograma de raios-x da polpa Kraft (PK) e dos nanocristais
de celulose obtidos a partir da polpa Kraft (NC)

Intensity (a.u)
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APENDICE D - Curva de calibracdo do Trolox para o célculo da atividade

antioxidante pelo método DPPH

DPPH
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APENDICE E - Curva de calibracdo do Trolox para o calculo da atividade

antioxidante pelo método ABTS

ABTS
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APENDICE F - Curva de calibracdo do sulfato ferroso para o célculo da
atividade antioxidante pelo método FRAP

FRAP
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APENDICE G - Curva de calibrac&o do acido géalico para o célculo dos
compostos fendlicos totais
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