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Resumo

O Brasil é um grande produtor de frutas, porém as perdas relacionadas ao manuseio pós-

colheita  são  consideráveis,  sendo  importante  o  desenvolvimento  de  metodologias  que  as

reduzam. Uma técnica que tem sido usada é aplicação de revestimentos comestíveis com o

objetivo aumentar o tempo de prateleira do fruto. O presente trabalho avaliou o uso de filmes a

base de zeína, proteínas de reserva do milho, com a adição de plastificantes e nanofibras de

celulose,  para recobrimento de peras e maçãs.  As zeína são proteínas hidrofóbicas e podem

formar uma barreira contra a perda de umidade e as trocas gasosas, reduzindo assim a taxa de

respiração dos frutos e consequentemente aumentando o seu tempo de prateleira. As soluções

filmogênicas  testadas  foram  obtidas  utilizando-se  4%  de  zeína  com  adição  de  diversas

concentrações de nanofibras de celulose e  plastificantes.  As soluções foram aplicadas sobre

peras e maçãs por imersão. As frutas foram avaliadas quanto a perda de massa, aparência e

textura. Para isso utilizamos as técnicas de: colorimetria, texturômetro e acompanhamento da

perda de massa, onde foi mostrado que a melhor concentração foi a de 4% de zeína + 0,1% de

nanofibras de celulose + 0,5% de ácido oleico, pois obtivemos um aumento de cerca de 30 dias

no tempo de prateleira das frutas,  além disso, houve uma melhor conservação na coloração

natural  das  frutas  e  na  textura  em relação as  outras  concentrações.  Para  caracterização dos

filmes foram utilizadas  as técnicas  de análise  de ângulo de contato e  microscopia de força

atômica, onde também podemos observar que o melhor resultado para esses dois parâmetros foi

o filme de 4% de zeína + 0,1% de nanofibras de celulose e 0,5% de ácido oleico, pois os filmes

ficaram menos hidrofílicos e mais homogêneos. Para avaliar a toxicidade do filme produzido foi

feito um experimento com ratos machos da linhagem Wistar, divididos em dois grupos, sendo

que o primeiro grupo foi alimentado com ração revestida com solução filmogênica, e o segundo

grupo recebeu a ração sem revestimento. Durante o experimento foram compilados o consumo

de ração e água e coletadas todas as excreções. Após o experimento foram coletados vários

órgãos para análise. 

Palavras – chave: filmes comestíveis, zeína, nanofibra de celulose, frutas, nanotoxicologia.



ABSTRACT

Brazil is a major producer of  fruit,  but the losses related to postharvest handling are

considerable high, and it is important to develop methods to reduce them. Analysis techniques

were used is the application of edible coatings in order to increase the shelf life of the fruit. This

study evaluated the use of zein based films, storage proteins from corn, with the addition of

plasticizers and cellulose nanofibers, for covering pears and apples. The zein are hydrophobic

proteins and can form a barrier against moisture loss and gas exchange, thus reducing the rate of

fruit respiration and consequently increasing it`s shelf life. The filmogenic solutions tested were

obtained using 4% zein with addition of different concentrations of cellulose nanofibers and

plasticizers.  The  solutions  were  applied  on  apples  and  pears  by  immersion.  Fruits  were

evaluated  for  weight  loss,  appearance  and  texture,  where  it  was  shown  that  the  optimal

concentration  was  4% + 0.1% zein  cellulose  nanofibers  + 0.5% oleic  acid,  as  obtained an

increase of about 30 days the shelf life of fruit in addition there was better preservation of fruits

in  natural  color  and texture  compared to  other  concentrations.  For  this  we use  techniques:

colorimetry, texturometer and monitoring of mass loss. For characterization of the films were

used analysis techniques and contact angle atomic force microscopy, where we also observe that

the best result for these two parameters was the movie 4% zein + 0.1% cellulose nanofibers and

0.5% oleic acid, because the films were less hydrophilic and more homogeneous. To evaluate

the toxicity of produced film an experiment was conducted  with male Wistar rats that  were

divided into two groups: the first group was fed with feed coated with filmogenic solution, and

the second group received a diet without coating. During the experiment they documented the

intake of food and water, and collected all excrement. After the experiment various organs were

collected  for  analysis.  The results  of  this  experiment  indicated  that  the solution filmogenic

showed no toxic effect on the mice. The results of the experiments with the fruit specified the

solutions were more efficient for the preservation of fruit quality in the study. 

Key Words: Edible films, zein, cellulose nanofiber, fruits, nanotoxicology.



1. Introdução

Nas últimas décadas, a alimentação tem sido motivo de preocupação em todos os países,

tanto pela comercialização, quanto pelos problemas de contaminação dos alimentos. Entre as

principais  causas  do  aumento  das  doenças  transmitidas  por  alimentos,  está  a  mudança  dos

hábitos alimentares com a preferência pelos alimentos frescos e in natura (ZANELLA, 2007). 

Hoje o Brasil conta com uma produção de frutas que supera os 34 milhões de toneladas.

A base agrícola da cadeia produtiva das frutas abrange 2,2 milhões de hectares, gera 4 milhões

de empregos diretos e um PIB agrícola de US$ 11 bilhões (SPOTO, 2009). As exportações de

frutas do Brasil cresceram nos últimos 10 anos em torno de 200%. No entanto ainda há muitas

perdas no que se refere ao manuseio, armazenamento e transporte. (VILELA et al, 2003). 

Estudos realizados constatam que no Brasil os níveis médios de perdas em pós-colheita

são de 35%, chegando a atingir  mais de 40% para algumas frutas (BARROS, 1994). Índice

muito alto em comparação com a Europa, cujas perdas são inferiores a 25% (ARTÉS, 2008) e

Estados Unidos, onde as médias aproximam-se de 16% (BURG, 2004). Na safra de 2001, por

exemplo, foram colhidas 15 milhões de toneladas de frutas, das quais foram perdidas mais de 5

milhões de toneladas, que gerou, para a sociedade um prejuízo de US$ 1,026 milhões1.

As  perdas  agrícolas  se  constituem  de  reduções  na  quantidade  física  do  produto

disponível, que podem diminuir a qualidade, o valor comercial e nutritivo. (TSUNECHIRO et

al., 1994). A utilização de embalagem imprópria, comercialização do produto a granel, a não

utilização da  cadeia  do  frio  durante  o  processo  de  comercialização,  transporte  inadequado,

condições  das  estradas,  classificação  não  padronizada,  toque  excessivo  por  parte  dos

consumidores e exposição inadequada são as principais causas de perdas de frutas e hortaliças

no Brasil  segundo os.relatos do Ministério  da Agricultura,  do Abastecimento e  da Reforma

Agrária (MARTINS & FARIAS, 2002).

Desta forma,  é fundamental  a busca por melhorias no processo de pós-colheita,  que

minimizem as  perdas  decorrentes  de  tais  processos.  Hoje a  técnica  mais  empregada para a

conservação,  seja  na  comercialização  ou na  estocagem,  é  a  manutenção  da  cadeia  do  frio.

Porém uma forma que tem sido cada vez mais empregada é o acondicionamento em embalagens

poliméricas semipermeáveis.

1 Valor estimado com base nos preços médios de atacado no CEAGESP em 2001 (VILELA et. al, 2003).
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Uma alternativa é uso de coberturas aplicadas diretamente sobre as frutas para preservá-

las. As coberturas atuam tornando as frutas mais resistentes às perdas gasosas, que é um dos

principais  fatores  responsáveis  pela  perda  de  qualidade  e,  consequente,  alteração  das

características desejáveis em uma fruta para ser consumida in natura (MARTINS & FARIAS,

2002).

Neste sentido, existe forte demanda para o desenvolvimento de novas tecnologias para a

conservação  pós-colheita,  como  as  coberturas  ou  filmes  comestíveis,  que,  isoladas  ou

associadas  às  práticas  convencionais,  podem  elevar  significativamente  a  manutenção  dos

parâmetros de qualidade e vida de prateleira.

O emprego de filmes ou coberturas comestíveis aplicados diretamente sobre produtos

alimentícios,  particularmente  frutas,  pode  contribuir  para  minimizar  perdas  permitindo

manuseio e transporte. Os filmes comestíveis agem como barreiras para a entrada e saída da

água,  oxigênio.  A Agência  Nacional  de  Vigilância  Sanitária  (ANVISA)  não  descreve  uma

legislação  específica  para  revestimentos  comestíveis.  Assim,  estes  revestimentos  são

considerados ingredientes, quando melhoram a qualidade nutricional do produto, ou aditivos,

quando não aumentam o seu valor nutricional. Devem obedecer ao Decreto 55.871, de 26 de

março de 1965; à Portaria no 540 – SVS/MS, de 27 de outubro de 1997 e à Resolução CNS/MS

no 04, de 24 de novembro de 1998, referentes ao regulamento sobre aditivos e coadjuvantes de

tecnologia  e  também  às  considerações  do  Codex Alimentarius, do  Food  and  Drugs

Administration (FDA) e todas suas atualizações pertinentes.

Este  trabalho  teve  como  objetivo  estudar  a  aplicação  de  revestimentos  comestíveis

baseados em proteínas de reserva do milho, as zeína, com adição de nanofibras de celulose

(NFC)  em frutas e a influência que exercem sobre a manutenção da qualidade e na vida de

prateleira do fruto.
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2.Revisão Bibliográfica

2.1 Dinâmica de Amadurecimento das frutas.

As frutas, legumes e hortaliças são componentes essenciais da dieta humana. Eles se

caracterizam por não possuírem colesterol,  como a maioria dos produtos de origem vegetal e

apresentarem, normalmente,  baixos  teores  de gorduras.  Desempenham um importante  papel

nutricional na alimentação do dia a dia, fornecendo principalmente vitaminas, minerais, fibras e

energia.

Entretanto, os frutos e hortaliças são produtos perecíveis que apresentam metabolismo

ativo,  durante o período pós-colheita.  Logo,  a  forma como são processados,  neste  período,

assume um papel de destaque no incremento da disponibilidade de alimentos.

A fisiologia  pós-colheita  trata  dos  processos  funcionais  do  vegetal  de  seu  ambiente

normal de crescimento e o momento final de sua utilização ou deterioração completa. Os fatores

relacionados à pré-colheita e colheita também  são considerados como componentes vitais no

estudo da pós-colheita, pois influenciam diretamente a qualidade e durabilidade do produto.

Algumas hortaliças, botanicamente, são frutos e, como tal, os processos fisiológicos e

metabólicos são os mesmos que os dos frutos carnosos e adocicados. Estes últimos são colhidos

maduros2 ou completamente maduros, ao passo que aqueles consumidos como hortaliças são

colhidos, em sua maioria, ainda imaturos 

2.1.1 Ciclo de Vida dos Frutos

As  mudanças  físicas  e  físico-químicas  durante  o  desenvolvimento  e  maturação  dos

frutos são usadas como critério para determinar padrões de maturidade, ponto de colheita e

qualidade em vários frutos. 

Durante a vida do fruto, esse passa por diversas etapas ou estádios (Figura 2.1) com

características bem definidas, sendo a conceituação dos mesmos de fundamental importância

para o entendimento das alterações que ocorrem durante o desenvolvimento dos frutos.

2 Frutos fisiologicamente bem desenvolvidos.
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Figura 2.1: Etapas do desenvolvimento fisiológico dos frutos. 1) Início da formação da polpa;

2) Termino do crescimento em tamanho; 3) Início do período de consumo, mas, ainda imaturo;

4) Período ótimo de consumo; 5) Predominância de reações degradativas e 6) Não utilizável

para consumo, (RYALL; LIPTON, 1979).

Chitarra  &  Chitarra  (2005)  utilizam  as  seguintes  terminologias  e  conceitos  para

caracterizá-los: 

“- Pré-maturação: como o nome indica, corresponde ao estádio de desenvolvimento
que  antecede  a  maturação  e,  geralmente,  inclui  a  metade  do  período  entre  a
floração  e  a  colheita.  Esse  estádio  é  caracterizado  pelo  extensivo  aumento  de
volume e termina quando o desenvolvimento do fruto é apenas aceitável, mas não
ótimo para o consumo. 

-  Maturação:  pode  ser  definida  como  a  sequencia  de  mudanças  bioquímicas,
fisiológicas  e  estruturais  dos  frutos,  conduzindo  a  um  estado  que  os  torna
comestíveis. Esse, entretanto, não é um estado fisiológico fixo, pois, pode variar de
um para  outro  fruto  e,  em  alguns  casos,  as  mudanças  podem  ocorrer  até  em
direções opostas. Por exemplo, em mamão, há uma perda de ácido cítrico no fruto
maduro, ao passo que, em bananas, ocorre o inverso, ou seja, um acumulo desse
ácido. 

- Amadurecimento: é um evento interessante no ciclo vital dos frutos, por transformá-
los  em  produtos  atrativos  e  aptos  para  o  consumo  humano.  É  uma  etapa
intermediária entre o final do desenvolvimento e o início da senescência, sendo um
processo normal e irreversível. 

- Pré-climatério: etapa da maturação que antecede a elevação súbita da produção de
etileno e da atividade respiratória em alguns tipos de frutos. 
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- Climatério: corresponde a elevação súbita da produção autocatalítica de etileno e
da respiração em alguns tipos de frutos, induzindo ao rápido amadurecimento dos
mesmos (frutos climatéricos, ex.: mamão). 

-  Pós-climatério:  fase  de  declínio  na  produção  súbita  de  etileno  e  na  atividade
respiratória de alguns tipos de frutos, indicativa do início de senescência. 

- Senescência: corresponde aos processos que ocorrem após a maturidade fisiológica
ou  horticultural  e  por  serem  processos  degradativos,  resultam  na  morte  dos
tecidos.”

O  ciclo de vida  dos frutos é composto por três fases fisiológicas após a germinação:

crescimento, maturação e senescência. O crescimento corresponde ao aumento do tamanho ou

volume celular, pela biossíntese de novos constituintes celulares, e às mudanças qualitativas nas

células. O volume das células é o fator mais importante no crescimento do fruto. A expansão

celular, é influenciada pela plasticidade da parede celular,  pelo grau de desenvolvimento da

parede secundária, pelo turgor e pela resistência do epicarpo e de outras camadas protetoras.

Esses fatores são influenciados pelos reguladores de crescimento e pelo ambiente. As variações

nos fatores ambientais (luz, temperatura, precipitação pluviométrica, solo, etc.) tem influência

marcante na fase de desenvolvimento do produto.O desenvolvimento (formação, crescimento e

maturação)  das  plantas  e  seus  órgãos  ocorre  mediante  uma  série  dinâmica  de  processos

fisiológicos e bioquímicos geneticamente programados, culminando com a senescência e morte

celulares. (CHITARRA & CHITARRA, 2005).

 Inibição dos mecanismos de oposição ao crescimento, a produção de energia necessária

para o processo, a canalização de nutrientes para o órgão em crescimento e o estímulo dos

mecanismos biossintéticos,  são os processos fisiológicos  e metabólicos  que fazem com que

ocorra o crescimento  dos  frutos. A vida dos  frutos  pode ser  separada  em dois  períodos  de

crescimento:  a  pré-antese,  e  a  pós-fertilização.  Na  pré-antese, o  crescimento  ocorre

principalmente por divisão celular e na pós-fertilização ocorre a expansão celular que é o evento

principal do crescimento. A divisão celular cessa gradualmente durante a antese, a passo que a

expansão celular  inicia-se e torna-se responsável pela última parte do aumento de volume do

fruto (CHITARRA & CHITARRA, 2005). Segundo Berilli et al. (2007), a fase de crescimento é

uma etapa de desenvolvimento do fruto onde ocorrem as alterações quantitativas que resultam

no aumento de peso, volume, diâmetro, comprimento, cavidade ovariana e espessura de polpa

desse  órgão.  Tal  fase  é  bastante  influenciada  por  fatores  do  ambiente,  como  temperatura,

radiação solar e precipitação, além de fatores genéticos intrínsecos de cada material vegetal.
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A maturação ocorre antes que o seu completo desenvolvimento fisiológico seja atingido,

é uma etapa intermediária entre o final do desenvolvimento e o início da senescência, sendo um

processo irreversível; porém, pode ser retardado com o uso de meios adequados. É uma etapa

interessante no ciclo de vida do fruto, por transformá-los em produtos atrativos e aptos para o

consumo humano. Os frutos são normalmente colhidos nesse estágio, e após vivem utilizando-

se dos nutrientes acumulados.  Inicia-se, em geral,  antes que o crescimento termine e inclui

diferentes alterações na composição, que variam de acordo com o tipo de fruto. Este emerge de

um estágio incompleto, atingindo o crescimento pleno e máxima qualidade comestível. Grande

parte  do  processo  ocorre  com o  fruto  ainda  não  colhido.  Após  a  maturação,  não  há  mais

aumento no tamanho do fruto. A fase final da maturação é designada como amadurecimento,

sendo, porém, excluída do desenvolvimento, uma vez que nessa etapa há predominância de

processos degradativos (CHITARRA & CHITARRA, 2005). 

O amadurecimento corresponde basicamente às mudanças nos fatores sensoriais: sabor,

odor, cor e textura, que tornam o fruto aceitável para o consumo. Ocorrem desde os últimos

estádios de desenvolvimento até as etapas iniciais da senescência, resultando em características

de estética e qualidade para o fruto. É nessa fase que, as mudanças sensoriais, desenvolvem-se

em conjunto com o aumento da doçura e com a redução da acidez. O fruto torna-se macio e

mais colorido em decorrência da degradação da clorofila e do desenvolvimento acentuado de

pigmentos  carotenoides  e  flavonoides.  Algumas dessas  mudanças  podem ser  detectadas  por

análise  ou observação visual das transformações físicas,  ou pela análise das transformações

endógenas, como mudanças nos teores de pigmentos, ácidos, taninos,  carboidratos, pectinas,

etc.  Essas  transformações  parecem estar  sincronizadas  e  encontram-se,  provavelmente,  sob

controle genético. Essa afirmativa tem suporte no fato de que o intervalo entre a antese e o

amadurecimento,  em  condições  climáticas  similares,  é  relativamente  constante,  para  um

determinado fruto (SALUNKHE & DESAI, 1984). 

Não  há  uma  distinção  bem  delineada  entre  amadurecimento  e  senescência.  A

senescência é um período na vida de um órgão vegetal, no qual as sínteses diminuem (processos

anabólicos),  havendo  predominância  nas  degradações  (processos  catabólicos),  que  são

responsáveis pelo envelhecimento e morte dos tecidos. O processo de senescência aumenta a

probabilidade de morte, não só porque há predominância de reações catabólicas, mas, também,

porque há desidratação dos tecidos e, em alguns casos, invasão acentuada de microrganismos.

Nos frutos, esses processos bioquímicos do envelhecimento substituem as trocas químicas do
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amadurecimento. A senescência pode ocorrer antes ou após a colheita e ocorre porque, na fase

final,  a  capacidade  de  síntese  do  tecido  vegetal  é  muito  limitada.  Nesse  período, as

transformações  tendem para  o  lado das  degradações,  o  que  determina  a  perecibilidade  dos

órgãos vegetais (SALUNKHE & DESAI, 1984). 

Os frutos são similares em suas atividades fisiológicas e comportamento metabólico,

embora  apresentem diferenças  na  sua morfologia  e  em sua composição.  Para que ocorra  o

completo desenvolvimento fisiológico, e para que ocorram as alterações metabólicas, o fruto

depende da planta mãe para realizar a fotossíntese nas folhas, absorção de minerais e água pelas

raízes,  transporte  de  materiais  orgânicos  e  inorgânicos  pelo  sistema  radicular  e  depende,

principalmente, dos fitormônios, que estão presentes ou sintetizados nos tecidos, que regulam o

processo  de  desenvolvimento  e  de  amadurecimento  (CHITARRA &  CHITARRA,  2005).

Portanto é fundamental o conhecimento das diferentes fases ou etapas da vida do fruto, não só

para a realização da colheita na época apropriada, mas também para a utilização de tecnologias

que propiciem a manutenção da qualidade com aumento da vida útil do produto.

2.1.2 Respiração de um fruto

O processo  de  respiração  é  fundamental  no  amadurecimento  dos  frutos,  pois  várias

reações acopladas à respiração são responsáveis pela síntese de inúmeros compostos, tais como

pigmentos,  compostos  fenólicos  e  fitormônios  (PURVIS,  1997),  assim como influenciam a

longevidade das frutas na pós-colheita, provocam modificações profundas nos seus constituintes

químicos, levando à perda de umidade e à rápida senescência (WILLS et al., 1981). 

O  padrão  da  atividade  respiratória  em  frutos  pode  ser  dividido  em  climatéricos  e

não-climatéricos. Frutos climatéricos são caracterizados por apresentarem aumento na produção

de CO2 acompanhado de um pico autocatalítico de produção de etileno (KAYS & PAULL,

2004;  LELIÈVRE  et  al.,  1997;  P  ́ ERIN  et  al.,  2002),  o  que  não  é  observado  nos  frutos

não-climatéricos  (KAYS & PAULL,  2004;  LURIE & KLEIN,  1989;  RHODES,  1980).  Em

frutos  climatéricos  o  etileno  é  necessário  para  coordenar  e  completar  o  amadurecimento

(Giovannoni,  2001).  Nos  frutos  não  climatéricos  a  respiração  diminui  durante  o

amadurecimento  e  as  transformações  bioquímicas,  que tornam o fruto  maduro,  ocorrem de
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forma mais lenta (Wills et al., 1998). Nestes o  amadurecimento só ocorrerá se o fruto estiver

ligado  à  planta,  diferentemente  dos  frutos  climatéricos  que  possuem  a  capacidade  de

amadurecer mesmo após a colheita. 

Iwata  et.  al  (1969),  propõem uma  classificação  mais  conveniente  para  os  padrões

respiratórios dos frutos, sendo eles: decréscimo gradual, como o próprio nome diz a respiração

diminuiria  gradualmente;  ascensão  temporária,  na  qual  a  respiração  aumentaria

temporariamente com completo amadurecimento após o pico respiratório; e pico tardio, no qual

a  taxa  máxima  de  respiração  é  apresentada  desde  o  estágio  completamente  maduro  até  o

supermaduro.  De um modo geral,  a  taxa de respiração é indicativa da rapidez com que as

mudanças de composição ocorrem no fruto. Se o fruto for colhido na fase de ótima qualidade

comestível, ou próximo a essa condição, poderá apresentar uma elevada taxa de deterioração

antes da comercialização, ou seja, frutos com taxas de respiração relativamente baixas são os

que podem ser armazenados por períodos mais longos sem perda da aceitabilidade. 

2.1.3 Produção de hormônios do amadurecimento (etileno)

O hormônio do amadurecimento, como é conhecido o etileno, é formado a partir  do

aminoácido  metionina,  via  SAM (S-adenosil  L-metionina).  O SAM é  convertido  em ACC

(ácido 1- amino-acil-ciclo-propano 1-carboxílico), sendo catalisado pela enzima ACC sintase. A

ACC é então oxidada a etileno através da ação da enzima ACC oxidase (TAIZ & ZEIGER,

2004). 

O  etileno  é  biologicamente  ativo  em quantidades  não  detectadas  e  seus  efeitos  são

comercialmente importantes na agricultura (ABELES et. al, 1992). As taxas de produção do

etileno  pelos  tecidos  são  geralmente  baixas,  e  a  concentração  necessária  para  induzir  o

amadurecimento é dependente da espécie e do estádio de maturação dos frutos (YANG, 1985). 

O etileno intervém, em nível molecular, na indução da expressão de numerosos genes,

que durante o amadurecimento parece ser regulada por dois caminhos, um é etileno-dependente

e o outro etileno-independente. De acordo com Taiz & Zeiger (2004), num estudo realizado com
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tomates,  observaram  que  os  genes  envolvidos  com  a  biossíntese  de  licopeno,  aroma  e

metabolismo respiratório são considerados dependentes,  enquanto os genes que codificam a

enzima clorofilase e a ACC oxidase parecem ser independentes do etileno.

Em frutos climatéricos, o etileno promove aumento da biossíntese das enzimas da sua

própria rota metabólica, caracterizando a produção autocatalítica. O aumento da biossíntese de

etileno,  durante  o  período climatérico,  é  considerado  o  fator  responsável  pelo  início  do

amadurecimento em frutos climatéricos  (ABELES et.  al,  1992;  BIALE, 1960; GRIERSON,

1987; MCGLASSON, 1985; OETIKER & YANG, 1995). 

Biale (1960) distinguiram dois sistemas de produção de etileno (sistema I e sistema II),

os quais estão associados com as fases pré-climatérica e climatérica. O sistema I é responsável

pelos baixos níveis de produção de etileno presente no pré-climatérico e na produção de etileno

pelos tecidos  vegetais e frutos não climatéricos (ABELES et. al, 1992; OETIKER & YANG,

1995). 

A fase climatérica é decorrente do sistema II da biossíntese de etileno, no qual ocorre a

produção autocatalítica. Neste processo ocorre o aumento na produção autocatalítica do etileno,

devido ao aumento na atividade da ACC sintase (VENDRELL & PALOMER, 1997). 

Yang  (1985)  afirma  que  o  fator  que  leva  ao  amadurecimento  é  a  diminuição  da

resistência à ação do etileno, portanto, o aumento da produção de etileno pelo sistema I não

seria pré-requisito para iniciar o amadurecimento. Este autor classifica os frutos climatéricos em

frutos  do  tipo  I,  os  quais  apresentam aumento  na  produção  de  etileno  antes  do  início  do

amadurecimento e frutos do tipo II, nos quais o começo do amadurecimento não é precedido

por aumento na produção de etileno. 

A aplicação  de  etileno  no  pré-climatério,  em frutos  do  tipo  climatérico,  antecipa  o

amadurecimento e por consequência a senescência. Em frutos não climatéricos ocorre aumento

na atividade respiratória, seguida de queda imediata, o que não se reflete em amadurecimento.
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2.2. Filmes Comestíveis.

Filmes comestíveis têm recebido considerável atenção nos últimos anos devido às suas

vantagens sobre os  filmes sintéticos,  quanto à  biodegradabilidade,  biocompatibilidade e  por

causarem menor impacto ambiental, embora a principal vantagem seja que, por serem atóxicas,

são passíveis de serem consumidas com os produtos (BOUTOOM et. al.,  2006). Podem ser

definidas como uma fina camada de material que pode ser consumida junto ou separado do

alimento  e  tem  por  objetivo  protegê-lo,  atuando  como  uma  barreira  à  umidade,  gases  e

movimento de solutos entre o alimento e o meio em que se encontra.  Essas coberturas são

produzidas  a  partir  de  formulações  de  produtos  renováveis,  associados  a  ingredientes  e

plastificantes naturais que, portanto, se degradam facilmente no ambiente 

Um dos primeiros revestimentos utilizados em frutas foi a cera e está em uso na China

desde o século XII  e  XIII,  para conservação de laranja  e  limão.  Nessa época,  a  função de

barreira atuando na redução das trocas gasosas em frutos (respiração – transpiração) não era

plenamente  entendida,  mas  constatava-se  que,  quando  os  frutos  eram revestidos  com cera,

podiam ser estocados por  um maior  período,  com a taxa de preservação das características

iniciais superior à dos não revestidos. Na Inglaterra no século XVI, foi utilizada gordura animal

(banha) para a conservação de frutos e outros alimentos, principalmente daqueles vindos, via

rota marítima, dos países tropicais. 

O primeiro  plástico  obtido  foi  a  partir  de  uma reação  de  eliminação  de  fenol  com

formaldeído em 1907 pelo químico belga Leo Baekeland e, desde então, uma série de polímeros

vêm sendo produzidos fazendo com que a partir de 1950 as embalagens sintéticas predominem

no uso em alimentos (KROCTHA & MILLER, 1997).

Os materiais  biodegradáveis vêm ganhando espaço na vida dos consumidores e uma

busca  por  iniciativas  e  qualidade  de vida  saudáveis  vem sendo cada  vez  mais  estudados  e

avaliados  como  matéria-prima  para  a  confecção  de  embalagens  alimentares  seja  para  a

aplicação in situ ou ex situ, uma vez que com o amplo uso de materiais sintéticos vem causando

impactos ambientais.  Dentre os principais materiais biodegradáveis de interesse, estão os de

origem agrícola, como proteínas, os polissacarídeos e os lipídeos (ZHANG & MITTAL, 2010).

No caso de aplicações específicas como coberturas comestíveis, os filmes formados podem ser
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divididos em três categorias: i) hidrocolóides, incluindo proteínas e derivados de celulose;  ii)

alginatos, pectinas, amidos e outros polissacarídeos; iii) lipídeos, incluindo ceras, acil-gliceróis

e ácidos graxos. 

Materiais nesta categoria que apresentam potencial para uso na formulação de coberturas

e embalagens demonstram propriedades adequadas para atuar como barreira a gases, reduzindo

a taxa de respiração, transpiração e perda de água de frutas, elevando o tempo de prateleira

destes alimentos (KUORWEL et. al., 2011, MASTROMATTEO et. al., 2011).

Além dos polímeros mencionados acima, para a obtenção de um filme ou revestimento

com propriedades mecânicas adequadas, há a necessidade da adição de plastificantes para que

apresente relativa flexibilidade e que permita moldar e adequar as alterações de formato ao

produto recoberto.

Os plastificantes, quando adicionados aos materiais poliméricos, podem diminuir suas

forças intermoleculares e aumentar o volume livre entre as cadeias poliméricas em geral, por

serem moléculas  pouco voláteis.  Os plastificantes  reduzem a  deformação à  tensão,  dureza,

viscosidade e densidade, ao mesmo tempo que aumentam a flexibilidade e resistência à fratura

(VIEIRA et. al., 2011). Os plastificantes comumente adicionados são glicerol, o monoglicerídeo

acetilado,  o  sorbitol  e  a  sacarose  (DONHOWE  &  FENNEMA,  1994).  O  uso  de  ácidos

carboxílicos, por exemplo, o oleico ou linoleico, também tem sido considerado, principalmente

para a elaboração de filmes para aplicação em alimentos.

2.2.1 Polímeros de origem vegetal e animal utilizados na obtenção de filmes comestíveis.

2.2.1.1 Polissacarídeos.

 Os polissacarídeos normalmente usados para a confecção de filmes comestíveis incluem

a celulose, amido e seus derivados, a pectina e derivados, além de gomas exsudadas, gomas de

fermentação e da quitosana. Os polissacarídeos são normalmente obtidos pela biossíntese em

plantas ou animais e ainda há polissacarídeos microbianos, como as gomas xantana,  gelana

entre outros (RINAUDO, 2008).

11



Revestimentos à base de polissacarídeos, não são adequados para uso como barreira à

umidade e, portanto, não previnem os alimentos revestidos quanto à perda de umidade devido à

sua natureza hidrofílica, No entanto, por possuírem alto número de grupos polares, reduzem

significativamente a permeação de gases apolares como o oxigênio (O2) e, em certa quantidade,

também o dióxido de carbono CO2 (BALDWIN, 1994).

A celulose  é  um  polissacarídeo  passível  de  uso  como  aditivo  na  preparação  de

coberturas comestíveis, pois em seu estado nativo é insolúvel em meio aquoso. Essa limitação é

superada utilizando-se derivados iônicos e não iônicos (grupo hidróxi), da celulose por meio de

reação em meio alcalino com ácido cloroacético, cloreto de metila e óxido de propileno para a

obtenção de derivados metilados como a carboximetilcelulose (CMC), a metilcelulose (MC) e a

hidroxipropilcelulose (HMPC), respectivamente. Os filmes obtidos a partir de MC, HMPC e

CMC  são  geralmente  incolores,  insípidos,  transparentes  e  com  boa  resistência  a  óleos  e

gorduras (BOUTOOM et. al., 2006).

Um  outro  polissacarídeo  muito  importante  para  o  estudo  de  filmes  e  embalagens

comestíveis é a quitosana, que é um produto derivado da desacetilação da quitina. A quitina está

presente no exoesqueleto de insetos e crustáceos, sendo, portanto abundante na natureza (ASSIS

& SILVA, 2003).  A quitosana forma filmes com boa pasticidade,  é considerada não tóxica,

além de apresentar atividade antimicrobiana (AIDER, 2010). Diversos autores têm estudado

este polissacarídeo para produção de revestimentos capazes de aumentar o tempo de prateleira

de morango, lichia, maçã, pêssegos entre outros (ROMANAZZI et. al., 2002).

2.2.1.2 Lipídeos

São representados por uma classe de compostos que têm em comum a insolubilidade em

solventes polares. Os lipídeos mais abundantes são os triéster do glicerol (triglicerídeos: óleos e

gorduras)  e  ácidos  graxos  de  cadeia  longa,  são  exemplos:  óleos  e  gorduras,  fosfolipídeos,

terpenos e esteroides. (BALDWIN, 1994) 

Dos diversos tipos de materiais descritos na literatura com propriedades adequadas ao

uso  como  coberturas  comestíveis,  apenas  alguns  são  empregados  em escala  comercial.  As

misturas de componentes de base lipídica, na forma de emulsões mais comuns e disponíveis em
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toda uma rede de comercialização são feitas à base de ceras naturais como carnaúba, candelilla,

cera de abelha, ceras derivadas de petróleo como polietileno, parafina e PVA e óleos vegetais e

minerais.

As ceras, são misturas complexas de lipídeos não polares e demais carboidratos e podem

ser classificadas como sendo de origem animal: por exemplo, a cera de abelha ou a cera de

Shellac; ou de origem vegetal: por exemplo, a cera de carnaúba, a cera de candelilla e a cera de

palma, entre outras.  A legislação também permite o emprego de ceras de origem mineral e

sintética, como a ozocerita, a montânica e a de polietileno. Essas coberturas são consideradas

seguras e sua principal atividade é reduzir as trocas gasosas, principalmente o vapor de água, e

conferir brilho, aumentando a atratividade do produto aos olhos do consumidor.

2.2.1.3 Proteínas.

São biopolímeros cujas unidades monoméricas são resíduos de aminoácidos unidos por

meio de ligações peptídicas. As proteínas são consideradas polipeptídeos, ou seja, resultado da

junção de vários aminoácidos, estes, por sua vez, contêm uma cadeia lateral R, a qual pode ser

polar ou não.  Na figura 2.2, está representada a estrutura de um dipeptídeo formado por dois

aminoácidos quaisquer, onde é possível identificar as ligações peptídicas que unem os resíduos

de  aminoácidos.  Assim,  dependendo  do  tipo  de  aminoácido  predominante  (Figura  2.3),  a

estrutura primária de uma proteína (sequencia de aminoácidos) pode ser considerada hidrofílica

ou hidrofóbica.
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Figura 2.2: Exemplo de estrutura de um dipeptídeo formado a partir de dois aminoácidos 

(GILLGREN et. al, 2011).

Figura 2.3: Estrutura básica de um aminoácido (GILLGREN et. al, 2011).

As principais proteínas utilizadas para a confecção de filmes comestíveis são as de soja,

as proteínas de reserva de cereais como as zeína do milho, o glúten de trigo e as kafirinas do

sorgo. Uma das principais características da zeína e das kafirinas é sua hidrofobicidade que

permite produzir filmes que servem de barreira contra umidade e oxigênio. No entanto, filmes

formados com essas proteínas tendem a ser quebradiços e com baixa flexibilidade, havendo a

necessidade da adição de plastificantes, que podem melhorar estas características e permitir a

diversificação de aplicações para os filmes (GILLGREN et. al., 2011). Scramin et. al. (2010),

obtiveram um aumento no tempo de prateleira  de 7 dias  em peras  revestidas com um tipo

semelhante de cobertura. E Colzato et. al. (2011) demostraram que nozes-macadâmia revestidas

com filmes à base de zeína, com a adição de plastificante, tiveram seu processo de rancificação

retardado, ou seja, houve aumento em seu tempo de prateleira.

 Um outro tipo de filme pode ser obtido a partir de isolados proteicos de soja, e possuem

capacidade  de  formar  filmes  quando  adicionados  emulsificantes.  Estes  interagem  com  as

proteínas,  as  partes  hidrofílicas  tanto  das  proteínas  como  dos  emulsificantes  se  ligam,

aumentando a sua homogeneidade e o mesmo acontece com as partes lipofílicas de ambos,
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aumentando a estabilidade dos filmes formados estabilidade (OSÉS et. al., 2008, CHAO et. al.,

2010). Coberturas, a base de proteínas, têm sido utilizadas para maçãs, peras e oleaginosas com

resultados satisfatórios no aumento do tempo de prateleira.

2.2.2 Características desejáveis de um filme comestível.

A principal característica para a formulação de um filme ou cobertura comestível é a de

estabelecer uma diferença de pressão de vapor entre o fruto e o meio externo (WORRELL et.

al.,  2002).  Nestas  condições  são  preservadas  as  características  iniciais  criando-se,  assim,

condições para que os atributos de qualidade encontrados no momento do revestimento sejam

preservados  por  um  maior  período  de  tempo,  independentemente  das  características

hidrofóbicas ou hidrofílicas do material.

A manutenção da qualidade em frutos,  no período pós-colheita,  está associado a um

ambiente de baixo oxigênio associado a níveis moderados de CO2 (PARK et. al., 1994, ROJAS-

GRAU et. al., 2009). Essas condições são mais críticas em produtos minimamente processados,

nos quais a presença de O2 é alta, acelerando as reações de escurecimento enzimático. Assim,

coberturas ou filmes que reduzam a penetração de O2  são desejáveis pois, minimizam reações

de  peroxidases,  contribuindo  para  evitar  alterações  colorimétricas  indesejáveis.  Um aspecto

importante é a espessura e a homogeneidade da cobertura, que pode interferir diretamente na

estabilidade do produto revestido. A taxa de permeação é função da porosidade e da espessura

da cobertura. Em resumo, as condições ideais estão colocadas de forma ilustrativa na figura 2.4.
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Figura  2.4: Condições  ideais  de  permeação  em  coberturas  comestíveis  protetoras.  O

comprimento das retas indicam a proporcionalidade de permeação ideal.

2.3 A Zeína.

Em função de sua composição química e valor nutricional o milho destaca-se como um

dos mais importantes cereais cultivados e consumidos em todo mundo, seja na alimentação

humana ou animal (NUSSIO,1990). O grão de milho possui aproximadamente 70 a 73% de

amido, 9 a 10% de proteínas, 4 a 5% de óleos,1 a 2% de cinzas, 2% de açúcares e 9 a 10% de

fibras (JACKSON & SHANDERA, 1995). Uma parcela das proteínas, denominadas proteínas

de  reserva,  recebe  o  nome de  zeína.  Estas  proteínas  recebem esta  denominação  por  serem

reserva de nutrientes que o embrião da nova planta a utilizará durante o processo de germinação

e de crescimento inicial. Elas são formadas durante o desenvolvimento da planta, acumulando-

se nos grãos (TORRES et. al, 2009).

O Brasil, como terceiro maior produtor mundial de milho e primeiro do Mercosul, tem

cerca de 15% de sua produção destinada ao consumo industrial nos processos de moagem seca e

úmida. A moagem úmida é um processo que envolve transformações químicas, bioquímicas e
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operações mecânicas (SINGH et. al,  1996) e, através da qual se inicia o refinamento para a

obtenção  dos  produtos  derivados  básicos:  germe,  fibra,  proteína  (glúten)  e  amido  (LOPES

FILHO,1999). 

No processo de moagem úmida,  há a  necessidade de buscar alternativas de uso dos

subprodutos obtidos, principalmente para os de menor valor agregado como as frações de fibra

e glúten, que vem sendo utilizados, pelo seu baixo custo, basicamente para ração animal. O seu

uso em produtos mais elaborados permitirá agregar valor, proporcionando melhores alternativas

de uso.

A zeína, prolaminas do milho, são compostas por vários polipeptídeos que representam

entre 60 e 70% da massa total das proteínas presentes no endosperma do milho  (WU et al,

1997).

Devido  à  sua  natureza  hidrofóbica  e  por  serem  consideradas  GRAS  (Generally

Recognized  as  Safe),  a  zeína  é  utilizada  nas  indústrias  farmacêuticas  e  de  alimentos  como

material  de cobertura para doces, frutas secas, castanhas e comprimidos  (LEE et al.,  2008).

Embora pertençam à família equivalente ao glúten de trigo, a zeína não apresentam a sequência

de aminoácidos  responsável  pela irritação alérgica do trato intestinal em pessoas  susceptíveis,

conhecida como celíaca. 

As zeína são classificadas de acordo com o seu tamanho e solubilidade. As zeína mais

abundantes são conhecidas como zeína α, são solúveis em soluções aquosas de etanol a 70% e

são constituídas por duas frações proteicas com 19 e 22 KDa de massa relativa (Mr)  no de gel

de  eletroforese  contendo  dodecil  sulfato  de  sódio  (SDS/PAGE)  (FORATO,  2000a).  Essas

proteínas  são  hidrofóbicas  e,  devido  à  presença  significativa  de  resíduos  de  aminoácidos

apolares nos seus domínios repetitivos, são insolúveis em água (POL et. al, 2002; FORATO et.

al, 2000b). 

Outro interesse pelas zeína é o fato de serem biodegradáveis e renováveis,  causando

assim mínimo impacto ambiental com seu uso (BAI et. al, 2003; BALDWIN et. al, 1999; OH

et. al, 2004; ROTHFUS, 1996). 

Estudos preliminares  realizados com filmes à  base de zeína e propilenoglicol,  como

plastificante, para proteger maçãs gala indicaram a presença de uma larga faixa de pressões

parciais externas na fruta coberta com tais misturas, ou seja, a permeabilidade a gases é maior

do que nos revestimentos normalmente utilizados (BAI et. al, 2003). 
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Os filmes  de zeína  possuem baixa  permeabilidade  a  oxigênio  e  dióxido de  carbono

(LAWTON, 2002) no entanto uma maior permeabilidade a gases pode ser obtida alterando-se a

quantidade de plastificante empregada na confecção do filme (PARK et. al, 1999). 

2.4 Fibras Vegetais

As fibras vegetais são exemplos de sistema complexos desenvolvidos pela natureza. Seja

por funções no universo biológico ou pelas aplicações industriais, as fibras vegetais são um dos

materiais biodegradáveis de uso como agente de reforço de maior importância nos dias de hoje

(MOREIRA et. al, 2010).

Devido  à  sua  estrutura  única,  as  fibras  vegetais  têm  sido  consideradas  como  um

compósito  de  ocorrência  natural. As  fibras  vegetais  correspondem  a  uma  sobreposição  de

camadas (parede primária e secundária, lamela média) que são constituídas quimicamente por

uma  intrincada  mistura  de  macromoléculas.  Celulose,  lignina  e  hemicelulose  são  os  três

principais  constituintes  destes  materiais,  os  quais  servem como agente  de  reforço  e  matriz

polimérica (JOHN & THOMAS, 2008;  N-S HON & SHIRAISHI, 2000).  As fibras contêm

ainda outras substâncias de menor massa molecular como fenóis, minerais e ceras. A proporção

destes  componentes  depende  do  tempo  de  maturação,  origem  botânica  e  das  condições

utilizadas para se obter a fibra (N-S HON & SHIRAISHI, 2000). 

A celulose é o polímero natural mais abundante na natureza, sendo produzida a uma

velocidade anual de 1011-  1012  toneladas.  É o componente predominante em quase todas as

fibras vegetais e consiste em um polissacarídeo formado por unidades anelares denominadas D-

glicopiranose,  figura 2.5.  Estes anéis são unidos por ligações glicosídicas do tipo  β entre  os

carbonos 1 e 4 gerando cadeias altamente lineares e com massa molar tão alta quanto 3,2 x 106

g/mol (JOHN & THOMAS, 2008; KLEM et. al., 1998).
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Figura 2.5: Estrutura molecular do polímero natural celulose (KLEM et al., 1998).

Em um vegetal  a principal função da celulose é  conferir resistência e estabilidade à

parede  celular  das  fibras.  A celulose  apresenta  estrutura  cristalina  e  é  insolúvel  em água,

enquanto o resto dos  componentes  das  fibras são materiais  amorfos  facilmente permeáveis,

formada de polissacarídeos não celulósicos, tais como, hemiceluloses, pectinas, glicoproteínas

(proteínas estruturais e enzimas) (N-S HON & SHIRAISHI, 2000; KLEM et. al, 1998). 

A lignina,  atua como um agente permanente de ligação com as cadeias de celulose,

gerando uma estrutura resistente ao impacto, compressão e  dobramento, além de causar um

decréscimo  na  permeação  de  água  através  das  paredes  das  fibras  vegetais  (N-S  HON  &

SHIRAISHI, 2000; FENGEL & WENEGER, 1984). 

A hemicelulose é um polímero formado por diversas unidades monoméricas, figura 2.6.

Ela exerce importante função na regulação do crescimento das estruturas vegetais, além de atuar

como  ligante  entre  celulose  e  lignina, porém  tem  pouca  contribuição  sobre  a  resistência

mecânica das fibras (N-S HON & SHIRAISHI, 2000). 

Figura 2.6: Estrutura molecular dos monômeros comumente encontrados na hemicelulose (N-S

HON & SHIRAISHI, 2000). 

19



Ao contrário da celulose, a hemicelulose tem baixa massa molar e é amorfa o que a torna

mais facilmente hidrolisável. A grande importância da hemicelulose reside em vários processos

industriais como a produção de açúcares fermentáveis e combustíveis como o etanol (LIMA et.

al., 2003). 

2.4.1 Métodos Químicos de Isolamento da Celulose.

A celulose como uma matéria-prima vegetal tem sido empregada aos longos dos séculos

para diversos fins, tais como material de construção, fibras têxteis, papel e para síntese química

de derivados hidrossolúveis. Contudo, o uso da celulose depende primeiramente do isolamento

dos demais componentes das fibras vegetais, o que requer tratamentos de grande seletividade

(KLEM et. al., 1998; FENGEL & WENEGER, 1984). 

Vários tratamentos químicos de larga escala têm sido desenvolvidos e aprimorados para

isolamento da celulose, e pode-se afirmar que a área papeleira é a maior responsável por este

desenvolvimento. Eles compreendem a digestão química das fibras, eliminando seletivamente a

lignina e a hemicelulose e tendo a celulose como o produto sólido final em um estado quase

intacto.  Estes tratamentos são conduzidos como processos multi-etapas, figura 2.7,  as quais

envolvem  um  tratamento  principal  chamado  deslignificação,  ou  polpação,  seguido  por  um

tratamento final denominado branqueamento (KLEM et al., 1998). 

Figura 2.7: Etapas gerais de isolamento da celulose das fibras vegetais (KLEM et. al., 1998).

A  deslignificação  consiste  basicamente  na  separação  da  celulose  dos  demais

constituintes  mediante  utilização  de  energia  de  reações  químicas.  Neste  tratamento  ocorre

elevada degradação  da  lignina  das  fibras  além de  haver  solubilização da  hemicelulose.  Os
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métodos de polpação química classificam-se em alcalinos, por exemplo, o método à soda e o

Kraft, sendo este último o mais utilizado na fabricação de papel, e os ácidos ou ao sulfito que se

baseiam na reação da lignina com Ca(HSO3)2, NaHSO3 ou Mg(HSO3)2 em combinação com SO2

livre (D'ALMEIDA, 1986). 

O  branqueamento  consiste  em  um  tratamento  químico  que  visa  à  melhoria  das

propriedades ópticas da celulose como alvura, clareza e opacidade. O branqueamento envolve a

eliminação por hidrólise e oxidação dos grupos cromóforos da lignina residual, aumentando a

brancura do produto celulósico. Além das melhorias das propriedades ópticas, o branqueamento

pode ser conduzido de forma a preservar ou remover a lignina residual presente na celulose.

Neste último caso,  o branqueamento pode também ser considerado como uma etapa adicional

de purificação da celulose (KLEM et. al., 1998; FENGEL & WENEGER, 1984; D'ALMEIDA,

1986). 

A grande maioria dos tratamentos para isolamento da celulose envolve uma série de

produtos químicos, especialmente aqueles a base de cloro, os quais geram resíduos de impacto

ambiental negativo, como os compostos organoclorados (VENSON, 2008). No entanto, fibras

de celulose com alto nível podem ser obtidas a partir de processos TCF (“totally chlorine-free”)

que  utilizam  agentes  fortemente  oxidantes,  como  ozônio,  peróxido  de  hidrogênio, ácido

permonossulfúrico etc.  que  são  menos  agressivos  ao  meio  ambiente  se  comparados  às

sequências a base de cloro e enxofre (VENSON, 2008; SILVA et. al., 2009). 

O  peróxido  de  hidrogênio  (H2O2)  é  um  dos  reagentes  mais  versáteis  que  existem

atualmente e tem se tornado essencial em muitos sistemas de branqueamento da celulose. É dos

mais fortes agentes oxidantes (potencial padrão de 1,77 V) sendo superior ao permanganato de

potássio,  dióxido  de  cloro  e  cloro  molecular  além de  ser  comparável  ao  ozônio.  Seu  uso

melhora  a  eficiência  dos  processos  TCF,  produzindo fibras  celulósicas  de  elevada alvura  e

causando menor impacto ao meio ambiente (VENSON, 2008). Dessa forma, o uso do H 2O2 se

mostra como uma rota viável para obtenção de fibras de celulose branqueadas. 
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2.4.2 Nanofibras de celulose (NFCs)

Nanocristais de celulose, também referidos como  whiskers  ou celulose nanocristalina,

são os  domínios  cristalinos  de  fonte  celulósica  isolados por  meio  de  hidrólise  ácida e  tem

encontrado aplicações únicas no desenvolvimento de materiais nanocompósitos. Inseridos neste

contexto, os últimos 15 anos têm sido cenário de estudos importantes sobre o uso da celulose

como agente de reforço para matrizes poliméricas (EICHHORN et. al., 2010). Isto se deve ao

desenvolvimento  de  metodologias  de  produção  de  fragmentos  nanométricos  de  celulose,

referidos como fibrilas, de elevada resistência mecânica, na construção hierárquica das fibras

vegetais (HUGGE et. al., 2008; PÄÄKÖ et. al., 2007). 
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A localização e construção desses fragmentos na estrutura de uma fibra são ilustradas no

esquema da figura 2.8. As fibrilas são formadas pelo empacotamento de um conjunto de cadeias

celulósicas  que se  baseia  no arranjo cristalino do seu polimorfo natural,  denominado como

celulose I. Este polimorfo apresenta células unitárias monoclínicas (Iβ) e triclínicas (Iα) cuja

proporção na  fibrila  depende unicamente  da  matéria-prima de  origem (EICHHORN et.  al.,

2010; HUGGE et. al., 2008; LARSSON et al., 1997). Por conseguinte, as fibrilas se agregam

para formar estruturas maiores, denominadas como agregados fibrilares. Estes agregados por

sua  vez atuam como agentes  de reforço naturais  na  matriz  amorfa  constituída de  lignina  e

hemicelulose,  sustentando,  por  fim,  os  diferentes  tecidos  das  fibras  vegetais  (N-S HON &

SHIRAISHI, 2000; FENGEL & WENEGER, 1984; SILVA et. al., 2009).
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Figura 2.8: Esquema ilustrativo da ocorrência das fibrilas de celulose na estrutura hierárquica

de uma fibra vegetal de eucalipto. Figuras adaptadas das referências: N-S HON & SHIRAISHI,

2000; FENGEL & WENEGER, 1984; SILVA et. al., 2009.

O  elevado  grau  de  empacotamento  das  cadeias  de  celulose,  devido  as  ligações  de

hidrogênio inter e intramoleculares, torna difícil a desestruturação dos agregados fibrilares e

isolamento das fibrilas por métodos de desmontagem. Todavia, os defeitos de desordem (regiões

amorfas) existentes nestes fragmentos têm sido utilizados como pontos de quebra em processos

mecânicos  e  químicos  específicos  permitindo,  dessa  forma,  a  obtenção  das  nanoestruturas

celulósicas (EICHHORN et. al., 2010; OKSMAN & SAIN, 2005). 

A desordem nas fibrilas está associada principalmente a dois tipos de regiões amorfas. A

primeira  resulta  de  imperfeições  de  empacotamento  das  cadeias  de  celulose  localizadas  na

superfície  da  nanoestrutura.  A  segunda,  e  de  maior  importância,  resulta  do  término  de

encadeamento  das  cadeias  de  celulose  ao  longo  da  direção  longitudinal  das  fibrilas,  como

ilustrado  na  figura  2.8,  o  que  gera  regiões  amorfas  intercaladas  com as  regiões  altamente

cristalinas  (EICHHORN et.  al.,  2010;  FENGEL & WENEGER, 1984;  OKSMAN & SAIN,

2005).

Em geral, as características das nanoestruturas de celulose nas aplicações como agente

de reforço, tais como morfologia, dimensões e cristalinidade são então altamente dependentes

do método de preparação. A hidrólise ácida tem sido um dos métodos mais  utilizados para

obtenção  de  nanocristais  de  celulose.  Sob  condições  controladas,  a  hidrólise  provoca  a

dissolução  das  regiões  amorfas  (superficiais  e  intercaladas),  sem  danos  significativos  das

regiões cristalinas da fibrila. Isto ocorre devido a maior facilidade de permeação do ácido nas

regiões  amorfas,  o  que gera  uma cinética de hidrólise  diferenciada das  cadeias  de celulose

nestas regiões (PÄÄKÖ et. al., 2007; OKSMAN & SAIN, 2005; SIQUEIRA et. al., 2009). 

Os segmentos cristalinos obtidos por este método apresentam geralmente um formato de

bastão,  ou  agulhas,  e  são  denominados  como whiskers  de  celulose  (HUGGE et.  al.,  2008;

SIQUEIRA et. al., 2009). Os whiskers são referidos na literatura algumas vezes como celulose

microcristalina (MCC), “nanorods”, “nanowires” e também como nanofibras de celulose, uma

vez que apresentam diâmetro menor que 100 nm (HUGGE et. al., 2008; ABE et. al., 2007). Este

último termo será adotado ao longo desta tese. 
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As condições de hidrólise afetam as características finais das nanofibras de celulose. Por

exemplo, tempos longos de hidrólise resultam em nanocristais mais curtos. Diferentes tipos de

ácido  também afetam as  propriedades  dessas  nanoestruturas:  hidrólise  por  ácido  clorídrico

(HCl), por exemplo, resulta em nanofibras de celulose com carga superficial mínima, enquanto

o uso de ácido sulfúrico (H2SO4) promove a formação de suspensões aquosas estáveis devido à

reação  dos  grupos  hidroxila  das  cadeias  de  celulose  com os  grupos  sulfatos  ionizáveis.  A

repulsão eletrostática em determinados valores de pH entre os grupos sulfato evita a agregação

e  precipitação  dos  nanocristais  nestas  suspensões  (BECK-CANDANEDO  et.  al.,  2005;

ROMAN & WINTER, 2004). 

Utilizando o método da hidrólise ácida, suspensões de nanocristais têm sido obtidas a

partir de uma variedade de fontes como celulose bacteriana, algodão, tunicina (celulose animal),

polpas  celulósicas  e  fibras  vegetais  como  de  sisal  e  bagaço  de  cana-de-açúcar  (BECK-

CANDANEDO et. al., 2005; BHATTACHARYA et. al., 2008; LIMA et. al., 2004). Na tabela

2.1  são  mostrados  exemplos  das  nanoestruturas  obtidas  pela  hidrólise  ácida  a  partir  de

diferentes fontes de celulose e condições de tratamento. 

Tabela 2.1: Tipos de nanocristais de celulose obtidos a partir da hidrólise ácida.

Fonte:  a  –  (ZULLUAGA et.  al.,  2007);  b  –  (SIQUEIRA et.  al.,  2009);  c  –  (ROMAN  &

WINTER, 2004); d – (PETERSSON et. al., 2007); e – (LI et. al., 2009); f – (ELAZZOUZI-

HAFRAOUI et. al., 2008).
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Uma fonte viável para extração de nanofibras de celulose é o bagaço da cana-de-açúcar.

Este  bagaço  é  um resíduo fibroso  gerado  pelas  indústrias  de  beneficiamento  da  cana  para

geração de álcool e açúcar (SUN et. al., 2004). Representa uma fonte abundante de celulose,

geralmente com um teor de 50% do polímero, dependente da variedade e maturidade da planta,

além da qualidade do solo (MEZA et. al., 2006). Estima-se que 1 tonelada de cana gere 280 kg

de bagaço (SUN et. al., 2004). O Brasil é atualmente o principal produtor de cana-de-açúcar no

mundo,  com  produção  de  cerca  de  691  milhões  de  toneladas  em  junho  de  2009  (IBGE:

http://www.ibge.br,  acessado  em  02  agosto. 2013).  O  bagaço  também  representa  o  maior

subproduto gerado nos programas do etanol e açúcar no país, especialmente no estado de São

Paulo, onde se concentram as plantações tradicionais da cultura (HOAREAU et. al., 2004). O

destino comum do bagaço é geralmente a incineração para cogeração de energia e vapor nas

indústrias da cana (KIATKITTIPONG et. al., 2009). Contudo, quantidade que é gerada deste

resíduo torna atrativo seu uso como fonte de nanofibras de celulose. 

2.5 Nanotoxicidade.

A nanotecnologia é  a ciência  que estuda os materiais  na escala  nanométrica,  isto  é,

estuda  os  materiais  que  possuem  tamanho  compreendido  na  faixa  de  0,1  a  100  nm,  que

apresentam  características  diferenciadas  em  relação  ao  mesmo  material  com  dimensões

maiores. Esta  tecnologia  tem  ganhado  ênfase  atualmente,  pois  o  mundo  moderno  tem  se

interessado muito pelo estudo dos materiais na nanoescala.  Um material  estudado na escala

macrométrica tem propriedades muito diferenciadas daquele mesmo material estudado na escala

nanométrica. Desta forma, a nanotecnologia abre um leque muito grande de possibilidade  no

desenvolvimento de novos materiais, partindo de materiais já conhecidos.

Existem  dois  tipos  de  fabricação  de  materiais  nanoestruturados,  que  o  método  de

fabricação de cima para baixo (ou top-down) e o método de fabricação de baixo para cima (ou

bottom-up), sendo a fabricação de cima para baixo é um método físico e pode ser realizado

através de várias técnicas e a fabricação de baixo para cima é um método químico e pode ser

realizado através de diferentes técnicas de síntese. 
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A nanotoxicologia é o estudo da toxicidade dos nanomateriais. Atualmente existe uma

grande preocupação com a toxicidade das  nanopartículas,  pois  estes  novos materiais  nunca

foram produzidos e utilizados em produtos comerciais em tão larga escala como tem ocorrido

nos  dias  de  hoje e,  assim,  o  risco  de  alcançarem os  diferentes  lugares  do  meio  ambiente

(atmosfera, águas e solo) e se tornarem disponíveis é muito grande (LOVERN et al.,  2007;

LYON et al., 2006).

Assim sendo é  de  extrema importância  o  conhecimento  dos  problemas  associados  à

nanotecnologia,  assim  como  os  efeitos  destes  nanomateriais  no  organismo.  É  portanto,

necessário ter um amplo conhecimento sobre as nanopartículas para poder definir como estes

materiais podem se comportar após adentrarem em um organismo.

Como  a  nanotecnologia  tem  avançado  significativamente,  muitos  são  os  materiais

comerciais  que  utilizam  nanopartículas  e  desta  forma  é  importante  pensar  na  toxicologia

ocupacional, na qual é uma área da toxicologia que se dedica ao estudo dos efeitos nocivos

produzidos pela interação de agentes químicos contaminantes do ambiente de trabalho com o

trabalhador  exposto.  Assim,  é  importante  ter  um  conhecimento  dos  riscos  gerados  pelas

nanopartículas e conhecer as leis e normas técnicas para trabalhar com nanomateriais.

Agências  reguladoras  (EPA,  FDA,  OECD,  ISO,  ABNT)  já  possuem  protocolos

padronizados para realização desses ensaios de toxicidade  in vitro e  in  vivo.  Contudo,  para

nanomateriais esses ensaios precisam ser reavaliados, levando sempre em consideração como o

material é produzido e descartado, tendo como perspectiva o desenvolvimento de um método

apropriado para a determinação da nanotoxicidade.

Desde 2003 os riscos dos nanomateriais tem sido abordado por pesquisadores em várias

regiões  e  países,  entre  eles,  Comunidade  Econômica  Europeia,  Estados  Unidos,  Canadá  e

Austrália.  No Brasil,  a toxicidade associada às nanopartículas é um tema que começa a ser

tratado, sobretudo após a iniciativa do Ministério de Ciência, Tecnologia e Inovação (MCTI)

que  passou  a  financiar  especificamente  esses  estudos,  através  de  redes  nacionais  de

nanotoxicologia,  criadas  em  2011  (CNPQ: http://memoria.cnpq.br/resultados/2011/017.htm,

acessado em 30 de Outubro de 2013).

De acordo com o Centre for Nano BioSafety and Sustainability (CNBSS, em português

Centro  para  Nanobiossegurança  e  Sustentabilidade)  o  ano  de  2012  foi  importante  para  as

questões relacionadas com a regulação das nanotecnologias. Foi compilado no site desse centro

espanhol  os  mais  relevantes  documentos  relacionados  com  regulação,  recomendações,
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relatórios, registro de nanomateriais e padrões, entre outros.

De modo geral, os estudos toxicológicos envolvendo nanopartículas ainda são escassos,

sendo  seus  resultados  controversos  quando  comparados  entre  si,  principalmente  pela

padronização  incipiente.  Os  trabalhos  são  omissos  principalmente  na  caracterização  das

partículas, contribuindo pouco na compreensão da interação destes no ambiente, tornando difícil

a avaliação do real risco de exposição a estes materiais. Apesar disso, a maioria dos estudos

indica algum efeito tóxico agudo, o que demonstra a necessidade de um melhor entendimento

dos  efeitos  desses  materiais  antes  de  serem utilizados  em processos/produtos  do  cotidiano

(MARTINEZ & ALVES, 2013).

2.5.1 Definição de Nanotoxicologia.

Nanotoxicologia  é  o  estudo  da  toxicidade  dos  nanomateriais  (QUINA,  2004;

PASCHOALINO et. al., 2010). A crescente produção e aplicação de nanomateriais tem causado

uma ampla discussão sobre os riscos potenciais destes materiais ao ambiente e à saúde humana

(SEATON  &  DONALDSON,  2005).  A análise  desta  questão,  bastante  polêmica,  é  bem

pertinente,  uma vez que, além das inúmeras perspectivas originadas do desenvolvimento de

uma  gama  de  novos  materiais,  há  o  potencial  risco  de  contaminação  ambiental,  dadas  as

características intrínsecas das nanopartículas, como tamanho, área superficial e capacidade de

aglomeração, as quais podem facilitar a translocação destas pelos compartimentos ambientais e

ocasionar,  de  forma  acumulativa,  danos  à  cadeia  alimentar.  Estes  aspectos  justificam  a

importância  da  investigação  sobre  a  disponibilidade,  degradabilidade  e  toxicidade  dos

nanomateriais.

As  mesmas  propriedades  que  tornam os  nanomateriais  tão  atrativos,  como pequeno

tamanho de partícula, forma variada e alta área superficial (SONG et. al., 2005), podem também

ser responsáveis por efeitos nocivos aos organismos vivos, conforme estudos toxicológicos com

microrganismos, algas, peixes, ratos e células humanas (PASCHOALINO et. al., 2010; TONG

et.  al.,  2007;  AUFFAN et.  al,  2006).  Assim,  diferentes  tipos  de  nanomateriais  estão  sendo
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desenvolvidos a cada dia e, por viabilizarem produtos finais mais eficientes, leves, adequados e

principalmente de baixo custo,  muitos  destes se  encontram em fase de comercialização em

cosméticos, eletrodomésticos, vestimentas, em diversos utensílios e equipamentos.

Alguns estudos sugerem que os nanomateriais, por sua pequena dimensão podem ter

uma permeabilidade maior através da pele, mucosas e membranas celulares, podendo ter o seu

efeito tóxico magnificado, já que possuem uma reatividade superior, principalmente devido ao

aumento da área superficial. Um exemplo clássico é o ouro, que é um metal praticamente inerte,

mas que na forma de nanopartículas se torna altamente reativo (SERVICE, 2004). 

As várias formas como as partículas podem se apresentar após o contato com o ambiente

ou organismos vivos é um outro fator importante a ser considerado no estudo da toxicidade dos

nanomateriais, podendo estar presentes em sua forma livre assim como em aglomerados. Este

processo é dinâmico e também pode ser acompanhado pela funcionalização da superfície destas

por diferentes grupamentos químicos presentes no meio (FARRÉ et. al., 2009).

Um trabalho de  revisão  mostrou  possíveis  rotas  das  NFCs em diferentes  formas  de

administração,  dentre  elas  a  ingestão  (água  e  alimentos).  A ingestão  de  NFCs  permite  a

absorção pelo trato gastrointestinal, podendo ser eliminada pelas fezes ou circular na linfa e

sangue, onde são distribuídas para os diferentes órgãos, tais como fígado, rim, baço, sistema

nervoso central,  medula óssea,  músculo e  coração.  Após a passagem pelo fígado,  as  NFCs

podem retornar  ao  trato  gastrointestinal  e  serem eliminadas  pelas  fezes;  do  rim podem ser

eliminadas na urina (OBERDORSTER, et. al, 2005). As rotas propostas por estes autores não

consideram quantitativa nem qualitativamente os efeitos das NFCs.

A nanotoxicologia é responsável pela avaliação dos riscos envolvidos nos processos de

síntese e na manipulação de materiais nanométricos. 

O estudo nanotoxicológico de um material se constitui condição indispensável para o

estabelecimento  de  medidas  de  segurança  na  utilização  dos  materiais  nanométricos  e,  por

conseguinte a proteção dos indivíduos expostos. 

2.5.2 Testes de Toxicidades.
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A avaliação da toxicidade dos nanomateriais é de grande importância para determinar se

o material apresenta perigo ou não.

Diversos ensaios toxicológicos padronizados estão disponíveis para avaliar a resposta

biológica de uma substância química.  No entanto,  não há padronização para a avaliação da

toxicidade de nanopartículas, o que dificulta a comparação de resultados e o consenso sobre a

toxicidade  de  um  material.  Os  estudos  realizados  até  o  momento  são  adaptações  dos

procedimentos  padrões  utilizados  para  outras  substâncias,  em  dimensões  que  podem  ser

consideradas  macro, uma vez que não tem nanoestruturas envolvidas nos materiais utilizados

nas análises (PASCHOALINO et. al., 2010). Os testes de toxicidade podem ser realizados em

culturas de células (in vitro) ou com organismos vivos (in vivo) como peixes, ratos e, até, seres

humanos. 

A maioria dos testes de toxicidade de nanomateriais é realizada in vitro, usando culturas

de células de mamíferos, as quais foram extraídas das mais diferentes partes do corpo como

cérebro, pulmões, coração, pele e fígado (LONG et. al., 2006; NEMMAR & INUWA, 2008;

VILENO et. al., 2007).

Grande parte dos nanomateriais utilizados, nanotubos de carbono e nanopartículas de

prata foram testados para avaliar principalmente alterações na taxa de crescimento (AUFFAN

et. al., 2006; LONG et. al., 2006; YEHIA et. al., 2007;  JIN et. al., 2007). Alguns trabalhos

também  realizaram  sequenciamento  de  DNA  para  avaliar  possíveis  alterações  genéticas

(ZHANG et.  al.,  2007), sendo as técnicas de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e

microscopia eletrônica de transmissão (MET) muito utilizadas neste tipo de ensaio para avaliar

alterações morfológicas nas células ou a absorção das nanopartículas (FORTNER et. al., 2005). 

A técnica in vitro é mais estudada por ser mais barata e requerer menos tempo do que a

técnica  in vivo, no entanto, através dela é difícil deduzir implicações que signifiquem riscos

para saúde humana. SAYES et. al (2007) observaram que os estudos in vivo são mais confiáveis

na previsão dos efeitos reais em um dado organismo. Apesar disso, é consensual que este tipo de

ensaio seja fundamental como etapa inicial de um estudo de toxicidade.

Em  relação  aos  testes  in  vivo,  observa-se  que  grande  parte  destes  testes  utilizam

organismos aquáticos, os quais traduziriam o impacto destes nanomateriais no ambiente, já que

as  águas  continentais  e  marinhas  seriam o  principal  compartimento  receptor.  Nestes  testes

normalmente são utilizados bactérias (V. fischeri), peixes (peixe-zebra), crustáceos (Daphnia) e

algas (OBERDÖRSTER et. al., 2006; JIN et. al., 2007; HUND-RINKE & SIMON, 2006).
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 Os  parâmetros  de  avaliação  mais  utilizados  são  o  LC50,  que  é  a  concentração  do

nanomaterial que causa a morte de 50% da população, o LOEC, que é a menor concentração

que provoca efeito observável no organismo, e o NOEC, que é a concentração máxima na qual

nenhum efeito é observado nos organismos (LOVERN et. al, 2007; HUND-RINKE & SIMON,

2006). Variando-se a concentração do nanomaterial em contato com os animais, o teste permite

calcular estatisticamente os indicadores que possibilitarão a comparação de toxicidade entre

diferentes nanomateriais e/ou entre nanomateriais e substâncias químicas tradicionais.

Ensaios,  para  avaliar  a  toxicidade  dos  nanomateriais  no  meio  aquático,  estão  sendo

realizados com organismos do gênero  Daphnia, como a  Daphnia magna, que é um crustáceo

que se alimenta de algas e é a presa principal de vários peixes (OBERDÖRSTER et. al, 2006) e

em função de sua relativa simplicidade com relação a outras técnicas usando animais maiores, e

em  função  de  ser  um  organismo  representativo  já  que  sua  extinção  poderia  causar  grave

desequilibro pela drástica diminuição de peixes, o teste com Daphnia provavelmente é o teste

mais indicado no momento para avaliação da ecotoxicidade de nanomateriais, conforme mostra

a tendência observada nos poucos trabalhos publicados (PASCHOALINO et.  al.,  2010).  Os

principais  testes  in  vivo  que  estão  sendo  usados  para  avaliação  da  ecotoxicidade  de

nanopartículas são os de toxicidade aguda.

A maioria dos estudos de ecotoxicidade utilizou nanopartículas de dióxido de titânio

(TiO2) e de fulereno (C60), devido sua maior aplicação comercial. A comparação da toxicidade

entre estes dois materiais pode levar a importantes observações sobre o impacto de diferentes

partículas  no ambiente,  já  que estas possuem características  físico-químicas  muito distintas,

tendo em vista que o TiO2 é hidrofílico e o nano-C60 lipofílico (PASCHOALINO et. al., 2010). 

Já para os animais de vida terrestre, além dos vários estudos in vitro, a preocupação é

para a exposição direta de animais às nanopartículas, principalmente em mamíferos roedores.

As técnicas mais utilizadas para exposição aos receptores, são a administração intravascular e a

inalação de nanopartículas por mamíferos (PASCHOALINO et. al., 2010).

O principal acesso das nanopartículas ao sistema circulatório provavelmente é através

da  nanotecnologia,  por  isso  há  uma  grande  preocupação  em avaliar  essa  situação.  Alguns

estudos já simulam tal situação injetando suspensões de nanopartículas diretamente na corrente

sanguínea de ratos (NEMMAR & INUWA, 2008; CHEN & SCHLUESENER, 2008). Este tipo

de teste provavelmente será uma tendência para a obtenção de respostas mais concretas sobre

um risco agudo da exposição a cada tipo de nanopartícula. Nestes testes, ratos saudáveis e com
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massa semelhante recebem doses conhecidas de uma dada nanopartícula suspensa em algum

líquido inócuo. Normalmente 48 h após a administração das partículas, amostras de sangue são

coletadas para contagem de células, tais como monócitos, granulócitos, linfócitos, plaquetas,

glóbulos vermelhos, além de medidas das concentrações de hemoglobina (SAYES et. al., 2007).

Este tipo de teste também pode ser usado para avaliar a provável distribuição e a bioacumulação

de nanopartículas em órgãos vitais. Através deste procedimento, também é possível avaliar a

distribuição do nanomaterial no organismo, o que é interessante para a indústria farmacêutica

que pretende utilizar estes materiais como nanotransportadores. 

A maioria dos estudos que busca correlacionar efeitos da inalação de nanopartículas foi

realizado  in vitro  usando células de brônquios e alvéolos, ou  in vivo  injetando suspensão de

nanopartículas na traqueia de ratos observando, em ambos,  alterações relevantes no sistema

respiratório como inflamações nos alvéolos (GEYS et. al., 2006). A tendência nos testes in vivo

aponta para a simulação de atmosferas contaminadas, como descrito por alguns autores em que

expuseram ratos e hamsters a um aerossol de TiO2 dentro de um recipiente selado, em condição

de oxigenação normal, onde também foi observada inflamações dos alvéolos (BERMUDEZ et.

al., 2004; TAKENAKA et. al., 2001).

2.6 Técnicas usadas em estudos para caracterização de filmes finos.

2.6.1 Ângulo de Contato.

Quando  uma gota  de  líquido  é  colocada  sobre  uma superfície  sólida  forma-se  uma

interface tripla entre o sólido, o líquido e o vapor, cuja posição de equilíbrio depende das forças

associadas às três tensões interfaciais. A situação encontra-se ilustrada na Figura 2.9, que mostra

uma gota de líquido (L) sobre uma superfície sólida (S), com o vapor (V) como a terceira fase.

O ângulo θ, entre a superfície sólida e a tangente à superfície do líquido num ponto da linha de

contacto com o sólido é designado de ângulo de contato (BARNES & GENTLE, 2005).
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Figura 2.9: Ângulo de contato de equilíbrio entre um líquido e uma superfície sólida ideal 

(BARNES & GENTLE, 2005).

A hidrofobicidade de uma superfície pode ser medida através do depósito de uma gota

de água, com o auxilio de uma seringa, sobre esta. O ângulo de contato igual a 0o é um caso

extremo  de  máxima  afinidade  química  entre  a  superfície  e  o  líquido  e,  portanto,  haverá

espalhamento completo do líquido no sólido. Um ângulo de contato igual a 180o é o outro caso

extremo, onde o líquido não apresenta qualquer interação com a superfície. Quando o ângulo de

contato é menor que 90o podemos considerar que a superfície é molhada pelo líquido (Figura

2.10). 

Uma modificação química na superfície, por reação ou adsorção, pode ser usado para

aumentar ou diminuir o ângulo de contato, quando houver necessidade, influenciando assim no

molhamento do sólido pelo líquido. 

Figura 2.10: Valores de ângulo de contato e suas respectivas classificação (BARNES & 

GENTLE, 2005).
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2.6.2 Microscopia de Força Atômica.

Em 1986 foi desenvolvido o microscópio de força atômica (MFA) (Binning & QUATE,

1986; Hermann et al., 1997). O seu princípio de funcionamento (geração de imagens) baseia-se

na força de atração ou repulsão entre os átomos que compõem a sonda e a amostra. De forma

idêntica  ao  microscópio  de  tunelamento,  o  microscópio  de  força  atômica  utiliza  o  mesmo

sistema de varredura,  porém a amostra  é  percorrida  por  um cantiléver,  ou seja,  uma ponta

piramidal montada sobre uma haste flexível (figura 2.11). Com a atração ou repulsão da sonda

pela  amostra,  o  cantiléver  é  puxado  para  cima  ou  para  baixo.  Essa  variação  de  altura  é

monitorada por um feixe de laser e um detector de posição. Esse sistema de detecção é capaz de

reconhecer  variações  da ordem de 0.1 Ǻ.  Na parte  superior  da haste  existe  uma superfície

espelhada, que reflete a luz de um feixe de laser, que em seguida passa através de uma lente e

incide  sobre  um  fotodetector  (matriz  de  fotodiodos).  Assim  os  movimentos  nanométricos

podem ser detectados, gerando sinais elétricos que são processados e convertidos em imagem

topográfica por um computador, bi ou tridimensionais da superfície do material em resolução

atômica.

Durante a varredura o sistema é controlado por um sistema tipo PID (Proporcional –

Integral – Diferencial), que com o ajuste dos parâmetros possibilita que a distância entre a ponta

da agulha de varredura e a amostra seja mantida constante durante o processo de aquisição da

imagem.  Os  valores  dos  parâmetros  PID  são  definidos  em função  da  rugosidade,  tipo  de

material,  modo  de  trabalho  do  equipamento  e  velocidade  de  varredura.  Esses  parâmetros

também são influenciados pela umidade do ar e temperatura, durante a aquisição da imagem.

Os modos básicos de funcionamento do MFA são: modo contato, contato intermitente e

o não contato. No primeiro modo utiliza-se um cantiléver de baixa constante de mola, na faixa

de 0,001 a 1,5 N/m e tanto para os modos de contato intermitente quanto para o de não contato,

a faixa utilizada é de ~5 a 100 N/m. A técnica de MFA tem sido usada para análise de estruturas

quaternárias,  crescimento  de  cristais  de  proteínas  e  topografia  de  filmes  de  proteínas

(HERMMANN, 1999; HALLET et. al, 1996).
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Figura 2.11: Esquema de funcionamento do microscópio de força atômica (HERRMANN et.al,

1997).
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3. Objetivos e Metas

O objetivo deste trabalho foi formular e analisar filmes comestíveis a base de zeína com

adição  de  nanofibras  de  celulose  e  plastificante,  para  o  revestimento  de  frutas  de  clima

temperado, pera e maçã, visando o aumento do seu tempo de prateleira. 

As principais metas foram: 

• Identificar concentrações dos componentes dos filmes eficientes para retardar o processo

de amadurecimento das frutas em estudo (maçã e pera); 

• Caracterizar fisicamente os filmes finos obtidos através das técnicas de Microscopia de

Força Atômica e análise de Ângulo de Contato;

• Caracterizar o comportamento das frutas revestidas e não revestidas com medidas de

rigidez (texturômetro).

• Realizar ensaios toxicológicos dos filmes com nanofibras de celulose in vivo com ratos

Wistar (Rattus norvegicus);
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4. Materiais e Métodos

4.1 Amostras, materiais e reagentes

As Peras Williams (Pyrus communis) e Maçãs Gala (Malus domestica) foram adquiridas

no  CEAGESP (Centro  de  Abastecimento  Geral  de  São  Paulo)  de  Araraquara  em  caixas

fechadas,  onde  estavam  armazenadas  à  -1oC.  Após  o  recebimento  das  frutas,  estas  foram

higienizadas com água e sabão e a aplicação do filme foi feita logo após secagem das mesmas

em temperatura ambiente.

A zeína usada na confecção dos filmes para o revestimento das frutas, foram adquiridas

da Sigma-Aldrich,  código Z3625. As nanofibras de celulose foram gentilmente cedidas pelo

grupo de Novos Materiais da Embrapa Instrumentação.

O etanol utilizado foi da marca.... e o Ácido oleico utilizado era da marca....

4.2 Preparação dos filmes de Zeína com Nanofibras de celulose.

Extração  de  organo-solúveis.  A zeina  teve  o  óleo  extraído  através  de  agitação  em

solução de clorofórmio por 2 horas, após este processo, filtrou-se a solução utilizando filtro de

papel com auxílio de sistema de vácuo. O material retido no filtro foi colocado para secar, em

dessecador com sílica gel, e a solução foi devidamente descartada.

As nanofibras de celulose foram dispersas em água em uma ponteira ultrassônica por 5

minutos em uma amplitude de 60%. Após a dispersão das nanofibras adicionou-se etanol P.A.

até obter uma solução de etanol 70%, em seguida foi adicionada a zeína em quantidade para se

obter uma solução com 4% de massa. Após a adição de todos os componentes a solução foi

homogeneizado sob agitação por 20 minutos.

Após a homogeneização, foi adicionado o plastificante, no caso, ácido oleico (AO) e a

solução foi mantida sob agitação por mais 10 minutos para total homogeneização da solução.

Com a finalidade de se obter amostras dos filmes para realizar medidas de ângulo de

contato  e  microscopia  de  força  atômica,  aproximadamente  8  ml  de  solução  filmogênica

utilizada para recobrir a superfície de placas de acrílico. Após estas permanecerem em repouso

sob temperatura ambiente até a completa evaporação do solvente e formação da película sobre a
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placa.  A  película  resultante  foi  destacada  e  submetida  às  análises,  supracitadas,  para

caracterização do filme.

4.3 Revestimento das frutas e teste das frutas revestidas.

As peras e maçãs foram pesadas e imersas nas misturas filmogênicas, aquosas contendo

500 mL de etanol 70% (v/v), 4% de zeína (v/m), nanofibra de celulose (0.1, 0.25 e 0.5%) (v/m),

ácido  oleico  (0.25,  0.5  e  1%)(v/m)  de  filmes  por  aproximadamente  3  segundos  e  a  seguir

colocadas em bancadas para secagem.

Ao todo foram utilizadas 96 peras e 96 maças para os experimentos descritos abaixo, e

esses experimentos foram repetidos duas vezes para cada formulação.

Após a secagem do filme depositado sobre as peras e maçãs, foram realizadas medidas

de perda de massa, colorimetria da casca e textura. 

4.3.1 Perda de Massa.

Após as frutas serem revestidas com os filmes de zeína com nanofibra de celulose, estas

foram secas em temperatura ambiente e foram analisadas quanto à perda de massa, para isso as

frutas foram pesadas em uma balança semi-analítica todos os dias e praticamente no mesmo

horário pelo período de seu amadurecimento, cerca de 20 dias para as maçãs e 15 dias para as

peras. Os resultados foram apresentados na forma de gráficos.

4.3.2 Medidas colorimétricas.

A coloração da casca e da polpa foi determinada por reflexometria, utilizando-se um

colorímetro Chroma Meter CR-400 / 410 (Konica Minolta®, Japão), calibrado em superfície de

porcelana branca sob condições de iluminação. As leituras foram expressas no módulo L*, a* e

b* que,  segundo a CIE (Commission Internacionale de L’Eclaraige),  definem a cor:  L,  que

corresponde à luminosidade (brilho, claridade ou refletância; 0 = escuro/opaco e 100 = branco);

a*, indica a cromaticidade em um eixo verde (-) para vermelho (+); e b*, indica a cromaticidade

em um eixo azul (-) para amarelo (+). Assim pela equação que segue se encontrou o valor de

Hue que indica a saturação da cor e será proporcional a sua intensidade.

H*= tan-1 (b*/a*)= Tom 
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O ângulo Hue é um ângulo em uma circunferência de cor de 3600 em que os ângulos 0o =

vermelha;  90o = amarelo;  180o = verde;  270o = azul.  O croma é a  intensidade de Hue. As

medidas foram feitas tomando-se 2 pontos equidistantes. Sendo os resultados considerando a

média das duas leituras.

Figura 4.1: Circunferência para localização de cores do ângulo de Hue.

4.3.3 Medidas de firmeza.

As medidas  foram feitas  com o  auxílio  do  texturômetro  que  permite  a  medição  da

resistência à penetração de um corpo de prova. Foram efetuados ensaios de penetração na fruta

inteira utilizando o texturômetro da marca STABLE MICRO SYSTEMS – TA.TX Express, com

probe cilíndrico de aço inoxidável com diâmetro de 4 mm (modelo P/4) e célula de carga de 5

kg. A fruta, com casca, foi colocada sob a  probe e foram realizadas três penetrações na parte

superior e/ou central. A profundidade de cada penetração foi de 10 mm para a casca e de 5 mm

para a polpa, com uma velocidade de penetração de 1,0mm/s. 

A caracterização da taxa de tensão- compressão se deu por meio do gradiente numérico

entre os valores de tensão e compressão da fruta.

4.4 Testes com os filmes obtidos.

4.4.1 Ângulo de Contato.
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A hidrofobicidade ou hidrofilicidade dos filmes obtidos foi estimada pela medida de

ângulo  de  contato  formado  por  uma gota  de  água  desionizada  sobre  o  filme.  Para  isto  as

soluções com diferentes concentrações de AO foram depositada em uma placa de acrílico e

deixadas secar em temperatura ambiente, dentro de um dessecador com sílica gel.

Após a total secagem dos filmes, estes foram destacados das placas e cortados em vários

retângulos e analisados. Em média foi realizado 5 medidas para cada concentração de filme.

 Imagens da gota de água sobre a superfície do filme foram gravadas em tempo real a

partir de uma câmera CAN 101 da KSV Instruments com intervalos de 30 segundos e os valores

de ângulo de contato foram obtidos através do software FTA32 Image Software. (Esses valores

foram plotados em um gráfico contra o tempo).

4.4.2 Microscopia de Força Atômica.

O microscópio de força atômica utilizado foi um modelo Veeco Instrument  Dimension

V,  atualmente  Bruker,  as  pontas  de  MFA  utilizadas  foram  nanosensors  pppNCST  com

frequência típica de 73 a 263 kHz e constante de mola de 1.2 a 29 N/m. 

A MFA foi utilizada para se determinar a espessura dos filmes, bem como para avaliar a

uniformidade e topografia dos mesmos. O modo de operação utilizado foi o contato intermitente

(Tapping),  onde  o  cantiléver  percorre  a  amostra  oscilando,  próximo  a  sua  frequência  de

ressonância e as imagens foram obtidas em 4 µm2.

4.4.3 Teste de Toxicidade.

Não existem trabalhos publicados  in vivo com tratamento crônico utilizando filmes de

zeína com nanofibras de celulose. Na literatura pode ser encontrado trabalhos in vitro. Por isso

um dos objetivos deste trabalho é de grande importância para melhor compreender a interação

crônica dos filmes finos com o organismo, uma vez que estes revestiram frutas para o consumo

humano. Este é um dos primeiros trabalhos sugerindo dieta crônico em animais, onde os filmes

de  zeína  com  nanofibras  de  celulose  foram  administradas  oralmente  através  da  dieta  dos

animais, durante 50 dias.
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4.4.3.1 Protocolo Experimental.

Além disso foi  feito  teste  de toxicidade  do filme,  e  para  isso  foi  utilizado ratos  da

linhagem Wistar para ingerir a ração triturada e revestida com a formulação que obtivemos os

melhores resultados, como está descrito na sessão 5.

Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar com idade de três meses de vida,

procedentes do Biotério da Universidade Federal de São Carlos, os animais foram pesados e

colocados em gaiolas metabólicas em um regime de 12 horas / luz e 12 horas / escuridão. A

temperatura foi mantida continuamente a aproximadamente 23o C e tiveram a dieta padronizada

com ração Nuvilab-Mantença ® e água, ambos à vontade. O peso dos animais foram analisados

uma vez por semana com a finalidade de acompanhar o crescimento dos animais. 

Um grupo de animais foram tratados, com ração revestida com filme de 4% de zeína,

0.1% de nanofibra de celulose e 0.25% de ácido oleico por 50 (cinquenta) dias, ou seja, por 7

semanas. 

Os animais foram aleatoriamente distribuídos em: 

- Grupo Controle (n=10): Ratos tratados com ração sem revestimento;

- Grupo Experimental (n=10): Ratos tratados com ração revestida. 

Os animais foram mantidos em gaiolas metabólicas durante as 7 semanas e diariamente

foi quantificado o consumo de ração e o consumo hídrico. 

Diariamente  foram coletadas  as  fezes  e  urina.  As  fezes  foram  pesadas  em balança

analítica e o volume da urina quantificado com o auxílio de uma pipeta automática, todos os

dias por volta de umas 9h da manhã.

A massa  corporal  de  cada  animal  dos  dois  grupos  (Experimental  e  Controle)  foi

verificada uma vez por semana através de uma balança analítica.

Após as 7 semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados por decapitação e os

seguintes tecidos retirados: fêmur, tíbia, terceira vértebra lombar, próstatas ventrais, glândulas

seminais, testículos, fígado, coração, rim, baço e sangue. 

Os fêmures, as tíbias e as terceiras vértebras lombares foram dissecados e congelados à

-20oC. As glândulas seminais, próstatas ventrais e testículos foram pesadas imediatamente após
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a retirada e descartados. O coração, fígado, rim e baço foram imediatamente congelados à -800C

e o sangue coletado do tronco foi centrifugado para separar o soro do plasma.

4.4.3.2 Parâmetros Analisados.

Após  a  eutanásia,  as  glândulas  seminais,  as  próstatas  ventrais  e  os  testículos  foram

retirados e pesados a fim de verificar se houve alteração do peso dos órgãos do grupo controle

com o grupo experimental.

Os  parâmetros  biomecânicos  ósseos  foram obtidos  através  de  ensaios  mecânicos  de

flexão a três pontos (com os fêmures), realizados em uma máquina universal Instron, modelo

4444, em temperatura ambiente. No teste de flexão a três pontos em fêmures, as extremidades

dos fêmures ficaram apoiadas em dois roletes, com diâmetros de 3,0mm, suportados por apoios

distanciados de 21,70mm. A força foi aplicada utilizando uma célula de carga Instron, modelo

CM, com capacidade  máxima de  1kN.  Esta  força  foi  aplicada  perpendicularmente  ao  eixo

longitudinal do osso, no sentido ântero-posterior, no ponto médio entre os dois apoios, por uma

haste cilíndrica com o rolete de 3,0 mm fixada na sua extremidade, a uma velocidade constante

de 5 mm/min até o momento de ruptura do osso (Figura 4.2). A força aplicada e o deslocamento

da haste da máquina foram monitorados e registrados através do programa Instron Series IX

(figura 4.3).
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Figura 4.2: Foto ilustrativa da máquina de ensaio universal Instron (modelo 4444) preparada

para o teste de flexão a três pontos em fêmur de rato.  A: Célula de carga (1kN); B: Haste

cilíndrica para a aplicação de carga (força); C: Amostra a ser analisada (Fêmur); D: Suporte; E:

Painel de controle.

Figura 4.3: Foto de um fêmur submetido a ensaio de flexão a três pontos.

A densitometria  óssea  é  uma  medida  quantitativa  da  massa  óssea  que  permite  o

diagnóstico e o seguimento de tratamento da osteoporose, bem como a avaliação do risco de

fratura.

Para a Tíbia o ensaio realizado foi o de densitometria óssea, que foram encaminhados

para  o  Laboratório  de  Metabolismo  Ósseo  da  Universidade  Estadual  Paulista  “Júlio  de

Mesquita” de Araçatuba. Foi utilizado o densitômetro DPX-Alpha Lunar, EUA e o programa

“Small Animall”. Os resultados foram expressos em g/cm2. 

Já para as terceiras vértebras lombar, foi realizada a microtomografia de raio-x que é

uma técnica que permite a visualização e a medida de parâmetros morfológicos do interior de

materiais sem destruí-lo, sendo uma técnica de caracterização e medida de propriedades físicas

de amostras e materiais.

As análises foram feitas utilizando o equipamento Micro – Skyscan 1172 (figura 4.4) no

laboratório de Ciências Agrárias e Biológicas na Embrapa Instrumentação. Utilizou-se filtro de
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alumínio de 0,5mm em 8 frames com raio-x de aproximadamente 100 Kv e a resolução da

câmera de 2K e a  resolução das  imagens de 12 µm, uma análise  típica leva em média 35

minutos para obtenção das imagens tomográficas e outros 35 minutos para a reconstrução de

seções  transversais.  O tempo  para  outras  análises,  como morfologia  e  modelagem em três

dimensões (3D), variam de acordo com a amostra.

Figura 4.4: Foto do equipamento microtomógrafo de raios-X Sky Scan 1172 

O soro sanguíneo foi analisado no laboratório Maricondi na cidade de São Carlos e os

seguintes testes foram feitos: Ácido Úrico, Creatinina, Triglicérides, Colesterol, Glicose, TGO,

TGP,  Fosfatase  Alcalina,  Fósforo,  Cálcio,  Bilirrubina  total,  direta  e  indireta  e  seguiram os

padrões do laboratório.

45



5. Resultados e Discussão

Foram utilizadas um total de 96 maçãs e 96 peras nos experimentos para verificação da

eficácia da deposição dos filmes de zeína com adição de nanofibras de celulose e plastificante,

por  meio  de  medidas  de  perda  de  massa,  texturômetro,  colorimetria,  ângulo  de  contato,

microscopia de força atômica e testes toxicológicos do filme.

Nas medidas de perda de massa, pode-se analisar o quanto de água a fruta está perdendo

de seu interior, ou seja, é possível verificar se o revestimento contribui para diminuir a troca

gasosa do fruto com o ambiente. Nas medidas de texturômetro é possível analisar a textura pela

resistência à deformação apresentada pelos alimentos, a análise de textura realizada por esse

tipo de equipamento pode medir de acordo com o teste a dureza, a fragilidade, a aderência, a

fraturabilidade, a elasticidade, a firmeza e a consistência (STABLE,2013). Já nas medidas de

colorimetria, avalia-se a alteração na cor das frutas.

A técnica de ângulo de contato permite avaliar a hidrofobicidade ou hidrofilicidade dos

filmes obtidos, valores de ângulo de contato menores do que 90°, indicam que a superfície em

análise é considerada hidrofílica, porém, se tais valores forem maior do que 90°, o material é

considerado hidrofóbico. Pela técnica de Microscopia de força atômica pode-se  determinar a

espessura dos filmes, bem como avaliar a uniformidade e topografia dos mesmos.

Abaixo seguem os resultados.

5.1 Perda de Massa.

Nas figuras 5.1 e 5.2 são apresentados gráficos da perda de massa média de maçãs, onde

notamos que o revestimento contendo 4% Z + 0,25% de NFC e 1% de AO e 4% Z +0,25% de

NFC e 0,5% de AO mostraram-se mais eficientes para a redução da perda de massa em relação

às outras concentrações de AO, no entanto, estas formulações de filmes deixaram as frutas com

aspecto esbranquiçadas, alterando significativamente o aspecto das frutas podendo causar má

aceitação,  pois,  segundo  Chitarra  e  Chitarra  (2005)  a  coloração  e  o  brilho  da  fruta  está
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diretamente relacionada com a percepção da aparência pelo consumidor, e é de interesse que o

produto apresente intensidade e uniformidade de coloração.

Figura 5.1: Gráfico de perda de massa durante o tempo de estocagem de maçãs revestidas com

4% de zeína, 0,25% de nanofibra e AO (ácido oleico) em diferentes concentrações (0,25; 0,5 e

1%).

Figura 5.2: Gráfico de perda de massa durante o tempo de estocagem de maçãs revestidas com

4% de zeína, 0,5% de nanofibra e AO (ácido oleico) em diferentes concentrações (0,25; 0,5 e

1%).
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Já nas figuras 5.3 e 5.4 são apresentados gráficos da perda de massa média de peras com

revestimento de 4% Z + 0,25% e 0,5% NFC + variação de AO em 0.25, 0,5 e 1%, onde foi

observado que as duas formulações atuaram praticamente da mesma forma, ou seja, não houve

diferença  significativa  na  perda  de  massa  entre  esses  revestimentos,  além  disso  as  frutas

também ficaram com aspecto esbranquiçados.

Figura 5.3: Gráfico de perda de massa durante o tempo de estocagem de peras revestidas com

4% de zeína, 0,25% de nanofibra e AO (ácido oleico) em diferentes concentrações (0,25; 0,5 e

1%).
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Figura 5.4: Gráfico de perda de massa durante o tempo de estocagem de peras revestida com

4% de zeína, 0,5% de nanofibra e AO (ácido oléico) em diferentes concentrações (0,25; 0,5 e

1%).

Devido ao aspecto esbranquiçado observado tanto com a utilização de 0,5% e 0,25% de

NFC, reduziu-se então a sua proporção nos filmes para 0,1%. Então observou-se que as maçãs

revestidas  com 4% de Z + 0,1% NFC e 0,5% AO (figura  5.5),  apresentaram menor perda

percentual  de  massa  em relação  as  outras  concentrações  testadas  devido,  principalmente,  a

diminuição da taxa de transpiração e,  por consequência,  a diminuição da perda de água do

interior do fruto, além disso as frutas não ficaram com aspecto esbranquiçados como ficaram

nas demais formulações. Assis et al (2012) relata que filmes de zeína com 0,25% de AO são

mais eficazes para maçãs, porém neste caso com a adição da NFC o filme nesta concentração

tornou-se mais hidrofílico como será comprovado na seção 5.2. 

Figura 5.5: Gráfico de perda de massa durante o tempo de estocagem de maçãs revestidas com

zeína + 0.1% de nanofibra de celulose, variando-se a concentração de ácido oleico (AO) em

0,25; 0,5 e 1%.

Já para os resultados em peras (figura 5.6) a concentração não foi significativa, todas as

variações de AO na concentração de 4% Z + 0,1% NFC atuaram da mesma maneira, isso pode

ser explicado, porque houve um aumento na troca gasosa entre o fruto e o ambiente aumentando
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a perda de massa, porém as frutas também não ficaram com aspecto esbranquiçados e as peras

sem revestimento tiveram o melhor comportamento, ao que parece que o mesmo revestimento

para pera não é tão efetivo quanto para maça.

Figura 5.6: Gráfico de perda de massa durante o tempo de estocagem de peras revestidas com

eína + 0.1% de nanofibra, variando-se a concentração de ácido oleico (AO) em 0,25; 0,5 e 1%.

A perda de massa pela transpiração ocorre principalmente na água existente no interior

do  fruto.  Quando  revestido  sobre  o  pericarpo dos  frutos,  o  filme  bloqueia os  estômatos,

influenciando  nas  trocas  gasosas  (CHITARRA &  CHITARRA,  2005).  Menores  taxas  de

transpiração mantém ao redor do fruto, menor temperatura, reduzindo a senescência (NETO et.

al., 1999).

As aplicações de pequenas concentrações de ácido oleico aumentam a homogeneidade

do filme e sua resistência, deixando-os menos quebradiço. No entanto, o ácido oleico também

deixa o filme mais hidrofílico, aumentando a passagem de vapor de água, que seria inibida se o

material fosse hidrofóbico. Na concentração de 0,5% em massa de AO, o aumento do caráter

hidrofílico interfere muito pouco nas trocas gasosas e  as  propriedades  de barreira  do filme

acabam compensando tal aumento. Por outro lado, quando a concentração de AO é de 1% em

massa,  as  propriedades  de  barreira  não  conseguem  mais  compensar  o  aumento  das  trocas

gasosas, pois o filme torna-se muito hidrofílico, o que facilita a perda de massa dos frutos.

Portanto,  para  as  demais  análises  (ângulo  de  contato,  texturômetro,  colorimetria  e

microscopia) utilizamos apenas a solução de 4% Z + 0.1% NFC + variação de AO em 0.25, 0.5
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e 1% que foram as que apresentaram melhores resultados de diminuição de perda de massa,

aumentando o tempo de prateleira e mantendo a coloração e brilho natural das frutas.

5.2 Ângulo de Contato

Analisando os resultados da média de 5 medidas realizadas nas diferentes formulações

dos filmes, observamos que a variação no teor de nanofibra de celulose (NFC) de 0,25 e 0,5%

não  influenciaram  significativamente  o  caráter  hidrofílico  dos  mesmos.  Desta  forma  as

variações observadas no comportamento da absorção de água, por parte dos filmes, se deve

preponderantemente ao teor de AO.

Para os filmes com 0,1% de NFC variando as concentrações de AO em 0,25%, 0,5% e

1% (figura 5.7), os valores iniciais de AC foram de 69° (±3°). Entretanto foi possível observar

um comportamento dependente do tempo. Os filmes com 0,25% e 1% de AO apresentaram um

decaimento mais acentuado no valor do ângulo de contato, o que caracteriza maior grau  da

hidrofilicidade  (figura  5.8).  Assim,  esses filmes  são  mais  hidrofílicos  em relação  ao  filme

contendo 0,5% de AO. Uma hipótese para este efeito é a alta afinidade da zeína com o AO.

Colzato et al (2011) utilizou revestimento de zeína em noz macadâmia e a melhor concentração

foi de 0,25 e a pior de 0,5% de AO, porém quando foi adicionados NFC ao revestimento que

tem caráter hidrofóbico, reduziu-se a hidrofilicidade devido ao AO na formulação, ou seja, a

pior concentração de AO para Colzato et al, para esse trabalho ficou melhor talvez pela inserção

do caráter hidrofóbico das fibras.

A zeína em contato com o grupo carboxila do AO tem interações eletrostáticas com este

grupo pelas cadeias laterais dos resíduos de aminoácido arginina, o grupo guanidina, carregado

positivamente (FORATO et. al, 2004). Isto pode levar a uma orientação da parte hidrofóbica do

AO (cadeia carbônica) para a superfície do filme, reduzindo assim sua hidrofilicidade.  Este

fenômeno de reorientação do plastificante, na superfície de filmes, já foi observado na literatura

para filmes de zeína com glicerol (MUTHUSELVI & DHATHATREYAN, 2006).
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Figura 5.7: Gráfico do ângulo de contato em relação ao tempo de filmes contendo 4% de zeína

+ 0.1% de nanofibras de celulose, variando a concentração de AO em 0,25; 0,5 e 1%.

Fotos Ângulo de Contato

         30 s                              60 s                            90 s                             120 s

   

   

      150 s                             180 s                             210 s                             240 s

Figura 5.8: Fotos de ângulo de contato dos filmes de 4% Z + 0.1% de NFC + 0.5% de AO nos

tempos de 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 segundos.
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5.3 Texturômetro

A firmeza é considerada um dos atributos de importância na qualidade de frutos, já que

afeta  a  resistência  ao  transporte,  à  conservação  pós-  colheita  e  ataque  de  microrganismos

(JERÔNIMO et al., 2007). Assim como é uma das características da textura e corresponde ao

grau de resistência  dos  tecidos  vegetais  à  compressão.  A caracterização da taxa  de  tensão-

compressão se deu por meio do gradiente numérico entre os valores de tensão e compressão da

fruta (ASMAR et. al, 2010). As medidas foram divididas entre “medidas do epicarpo (casca)” e

“medidas da polpa”.  Foram realizadas, no total,  7 medições ao longo de 15 dias. Todos os

filmes continham 4% de zeína e 0,1% de nanofibras de celulose variando a concentração de

ácido oleico em 0,25, 0,5 e 1%.

Para os resultados no epicarpo em maças (figura 5.9), as alterações da rigidez e textura

das  frutas  não foram significativas.  Já  os  resultados  no epicarpo de peras  (figura  5.10),  os

valores de resistência à penetração decaíram com o tempo para todos os grupos, e é importante

ressaltar que todos os grupos apresentaram maior valor final de textura do que o controle no dia

13, isso deve ser consequência do avanço do processo natural de amadurecimento e senescência

dos frutos para todos as concentrações.

Figura  5.9: Registros  do  gradiente  de  tensão-compressão  em relação  ao  tempo  de  maçãs

(epicarpo). Frutas revestidas com filmes contendo zeína (4%), nanofibras de celulose (0,1%) e

variando-se a concentração do plastificante (AO) em 0,25; 0,5 e 1%.
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Figura  5.10: Registros  do  gradiente  de  tensão-compressão  em relação  ao  tempo  de  peras

(casca).  Frutas revestidas com filmes contendo zeína (4%), nanofibras de celulose (0,1%) e

variando-se a concentração do plastificante (AO) em 0,25; 0,5 e 1%.

A caracterização da taxa de tensão – compressão se deu por meio do gradiente numérico

entre os valores de tensão e compressão da fruta. Quanto maior o índice de tensão-compressão

dada pelo ensaio, maior é a dureza do fruto, visto que é necessário maior força para que o

mesmo seja perfurado.

Para os resultados da polpa em maçãs e peras (figura 5.11 e 5.12), o revestimento foi

capaz de preservar os tecidos das frutas, provavelmente pela diminuição da taxa de transpiração

e perda de água, ou seja, consequência de menor perda de massa. 

Com relação à firmeza da polpa, houve efeito significativo das diferentes formulações

mais para peras do que para maçãs, e em peras a melhor formulação que manteve a firmeza da

polpa do fruto foi 0,5% de AO. Observou-se efeito significativo também devido ao tempo de

armazenamento, ocorrendo redução da resistência da polpa, característica normal do processo

de amadurecimento. Isso reflete uma maior durabilidade da fruta revestida, uma vez que sua

consistência está mais preservada do que a da fruta sem revestimento. 
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Figura 5.11: Registros  do  gradiente  de  tensão-compressão  em relação  ao  tempo  de  maçãs

(polpa). Frutas revestidas com filmes contendo zeína (4%), nanofibras de celulose (0,1%) e

variando-se a concentração do plastificante (AO) em 0,25; 0,5 e 1%.

Figura  5.12: Registros  do  gradiente  de  tensão-compressão  em relação  ao  tempo  de  peras

(polpa). Frutas revestidas com filmes contendo zeína (4%), nanofibras de celulose (0,1%) e

variando-se a concentração do plastificante (AO) em 0,25; 0,5 e 1%.
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5.4 Colorimetria

É de interesse comercialmente que o produto apresente intensidade e uniformidade de

coloração, a qual pode ser avaliada no epicarpo de frutas (CHITARRA & CHITARRA, 2005). A

coloração se relaciona diretamente com  a percepção da aparência pelo consumidor, ao passo

que a concentração de pigmentos pode estar relacionada com a maturidade do produto. 

O ângulo de Hue representa a localização da cor em um diagrama pela atribuição de

ângulos, sendo: 0° representa vermelho, 90° representa o amarelo, 180° o verde e 270° o azul. A

coloração do epicarpo que é dado pelo ângulo de Hue (h°) sofreu variação significativa apenas

em função do  período de armazenamento.  Foi observando um  aumento do seu valor, com o

passar do período de armazenamento, independente da concentração de ácido oleico utilizado.

Na  figura  5.13,  foi  possível  observar  que  a  coloração  das  frutas  revestidas  tiveram

comportamento semelhante ao das frutas não revestidas. A variação de cor neste caso, embora

partindo de ângulos de Hue diferentes, foi característica do amadurecimento destas frutas, pois

sua  coloração  inicial  foi  praticamente  mantida.  O  que  podemos  observar  também,  é  que

conforme  aumentamos  a  concentração  de  ácido  oleico  nas  soluções,  as  frutas  revestidas

mantiveram sua coloração e brilho natural.

Figura 5.13: Gráfico de coloração do epicarpo em relação ao tempo de maçãs revestidas com

4% de zeína, 0,1% de nanofibra de celulose e variação de ácido oleico em 0,25; 0,5 e 1%.
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No gráfico 5.14, é possível observar que no início a coloração observada era o amarelo,

posteriormente tendendo para um amarelo mais escuro, indicando o amadurecimento da pera,

portanto o filme não alterou a coloração das frutas durante o experimento. Não houve mudanças

significativas  em relação a  saturação  da  coloração,  mantendo somente  as  características  de

amadurecimento da fruta.

Figura 5.14: Gráfico de coloração do epicarpo em relação ao tempo de peras revestidas com

4% de zeína, 0,1% de nanofibra de celulose e variação de ácido oleico em 0,25; 0,5 e 1%.

5.5 Microscopia de Força Atômica

As imagens de microscopia de força atômica permitiram observar vários tamanhos e

concentrações de poros nos filmes obtidos. A superfície dos filmes apresentam deformações

lineares causados pelo processo de secagem, que consiste em depositar a solução de zeína +

nanofibras + plastificante em uma placa de acrílico. Os sulcos das placas utilizadas aparecem

como linhas nos filmes, pois estes se moldam muito bem a eles. A capacidade de se moldar a

superfícies é altamente desejável para o uso no recobrimento de frutos. Isto garante que o filme,

em escala microscópica, tenha capacidade de cobrir  todas as imperfeições da superfície dos

frutos.
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As  figuras  abaixo  mostram  imagens  de  microscopia  de  força  atômica  dos  filmes

contendo 4% de zeína, 0,1% de nanofibras de celulose e ácido oleico em várias concentrações.

Na  figura  5.15,  o  filme  apresenta  estruturas  semelhantes  a  poros.  Essas  estruturas

semelhantes a poros podem explicar o motivo deste filme não ter apresentado bom desempenho

para aumentar o tempo de prateleira das frutas recobertas, pois esta não homogeneidade no

filme pode ter facilitado significativamente a troca gasosa do fruto com o ambiente.

Figura 5.15: Imagem de microscopia de força atômica de filmes contendo 4% de zeína + 0.1%

de nanofibras de celulose + 0,25% de AO.

Utilizando  a  formulação  do  filme,  mostrado  na  figura  5.16,  obtivemos  o  melhor

resultado para conservação das frutas. Este apresentou boa homogeneidade e poros de diâmetro

inferior  ao  das  outras  formulações  e  em  menor  quantidade.  Esta  característica,  na  nossa

interpretação, é a responsável pela diminuição significativa da troca gasosa do fruto com o

ambiente e consequente aumento no tempo de prateleira, observado nos experimentos descritos

de perda de massa e ângulo de contato.
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Figura 5.16: Imagem de microscopia de força atômica de filmes contendo 4% de zeina + 0.1%

de nanofibras de celulose + 0,5% de AO.

 Em filmes de zeína com formulações de 0,1% de nanofibra de celulose e 1% de AO,

não obtivemos um bom resultado, pois os filmes ficaram muito quebradiços (figura 5.17), além

disso  apresentou  aglomerados.  Esses  aglomerados  podem ser  resultado  da  complexação  do

ácido oleico com as nanofibras de celulose. Experimentos realizados anteriormente, utilizando a

formulação de 4% de zeina + 1% de AO para recobrimento de peras, não apresentaram bons

resultados de aumento de tempo de prateleira, os autores atribuíram ao excesso de AO, que

poderia aumentar a hidrofilicidade do filme. (SCRAMIN, 2010).
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Figura 5.17: Imagem de microscopia de força atômica de filmes contendo 4% de zeina + 0.1%

de nanofibras de celulose + 1% de AO.

5.6 Testes para avaliação de ação tóxica do filme

5.6.1. Parâmetros alimentação e excreção

Os resultados  apresentados,  nesta  seção,  como média acumulada  da semana ± EPM

(Erro Padrão da Média),  comparados entre o grupo de ratos experimental e o controle pela

análise  de variância  ANOVA seguido do teste  t  de Student  aplicados utilizando o software

Origin Pro 9.0. O nível de significância adotado foi de p < 0,05. Para análise dos resultados,

foram descartados 3 animais (2 do grupo controle e 1 do grupo experimental), pois ao longo do

experimento,  estes  apresentaram  comportamento  que  pode  ser  atribuído,  desde  a  primeira

semana, a alguma disfunção ou doença.
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Figura 5.18: Gráfico de massa média dos animais durante as 8 semanas do experimento.

Os animais foram pesados 1 (uma) vez por semana, sempre o mesmo dia da semana

(quinta-feira), com o objetivo de acompanhar o desenvolvimento dos animais.

A massa corporal inicial foi semelhante nos dois grupos. Durante a primeira semana

pode-se observar uma perda de massa corporal (MC) em todos os animais, isso provavelmente

se deve ao estresse de adaptação à gaiola metabólica, pois antes do tratamento os animais eram

mantidos em gaiolas coletivas. A partir da segunda semana, após a adaptação ao novo ambiente,

o peso passou a ter o comportamento esperado com pequeno aumento progressivo semanal.

Na terceira e quarta semana o ganho de peso dos dois grupos foram semelhantes e após a

quinta semana de tratamento, os animais do grupo experimental apresentaram um ganho de

massa  corporal  maior  do  que  o  do  grupo  controle  (figura  5.18  e  tabela  5.1),  porém  essa

diferença não foi significativa estatisticamente.
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Figura 5.19: Gráfico da média acumulada de ingestão hídrica dos animais.

O consumo de água dos animais foi quantificado diariamente, durante todos os 50 dias

do experimento.

O volume de água consumido pelos animais não manteve um padrão durante todo o

período experimental (Figura 5.19 e tabela 5.2), porém ao analisarmos o consumo acumulado

médio de água dos animais, observamos que o grupo experimental consumiu volume maior do

que o grupo controle,  e  isso foi  significativamente  diferente.  Isto  pode ser  explicado,  pelo

aumento no consumo de proteína dos animais, pois segundo Freudenberg et. al (2012) e Pedrosa

et.al  (2009),  ratos  foram tratados  com  uma  dieta  rica  em  proteínas  e  houve  um  aumento

considerável  na  ingestão  hídrica  e  excreção  de  urina  dos  mesmos.  O  que  condiz  com  os

resultados de teor de proteína realizado na Embrapa Pecuária Sudeste na ração revestida e não

revestida oferecida aos ratos, onde mostrou que a ração revestida com zeína + nanofibras de

celulose aumentou o teor proteico da mesma em aproximadamente 5%. 
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Tabela 5.1: Teor de proteína realizado em rações revestida e não revestida.

Figura 5.20: Gráfico da média acumulada do consumo de ração dos animais.

A ingestão de ração do grupo experimental se manteve maior do que a do grupo controle

durante todo o período experimental (figura 5.20 e tabela 5.4), porém, segundo a análise dos

dados estatísticos esta diferença no consumo de ração não foi significativa.
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Análise Teor de 
proteína

Nº. Lab.

SETEMBRO - 2013 g/Kg

1 Ração Revestida (Zeina) + nanofibra 
celulose

37,14

2 Ração sem Revestimento 35,41

Aumento 
de 5% 



Figura 5.21: Gráfico da média acumulada da eliminação de urina dos animais.

O  volume  de  urina  excretada  em  aproximadamente  24  horas  foi  quantificado.

Analisando a quantidade de urina excretada durante todo o período de tratamento foi observado

que o volume de urina dos animais do grupo experimental foi maior que a do grupo controle

durante  todo o  experimento  (Figura  5.21  e  tabela  5.5).  Este  dado  pode ser  confirmado ao

analisarmos a excreção média de urina, em que podemos observar que os animais do grupo

experimental excretaram maior volume urinário do que os animais do grupo controle, apesar

dessa diferença não ser significativa estatisticamente, isso também pode ser explicado como

mencionado  acima,  pelo  aumento  no  consumo  do  teor  de  proteína  na  dieta  alimentar  dos

animais.
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Figura 5.22: Gráfico da média acumulada da eliminação das fezes dos animais.

As  fezes  foram coletadas  e  pesadas  diariamente.  Não foram observadas  diarréias,  a

consistência estava normal em todos os animais (experimental e controle), possivelmente os

filmes de zeína com nanofibras de celulose não causaram qualquer irritação ou dano à mucosa

intestinal  dos  animais.  A  quantidade  média  de  fezes  excretada  pelos  animais  do  grupo

experimental  foi  maior  do que  a  dos  animais  do grupo controle  (figura 5.22 e  tabela  5.6),

provavelmente se deve ao aumento do consumo de ração e ingestão hídrica, o que também pode

explicar o aumento na massa corporal. Quando analisamos a excreção diária, observamos que

da segunda até a sétima semana do experimento, a quantidade de fezes excretada do grupo

experimental manteve-se maior do que a dos animais do grupo controle.

A análise do peso das glândulas seminais (testículos) e próstatas ventrais dos animais do

grupo experimental apresentaram normal em relação aos órgãos dos animais do grupo controle

(Tabela  5.7),  exceto  de  um único  animal  experimental  ter  apresentado o testículo esquerdo

atrofiado,  mas  isso  não  interferiu  na  média  do.grupo  As  glândulas  seminais  e  as  próstatas

ventrais são órgãos acessórios do sistema reprodutor masculino e a testosterona é responsável

pelo trofismo destes órgãos.
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Tabela 5.2: Tabela de peso dos testículos, próstata e vesícula seminal dos ratos após a eutanásia.

Como descrito  por  Oberdorster  et  al  (2005),  uma das  possíveis  rotas  das  NFCs é  a

absorção pelo trato gastrointestinal podendo ser eliminada pelas fezes ou circular na linfa e

sangue e ser distribuídos para vários órgão como rim, baço, fígado e coração. Na análise do

peso  do rim,  baço,  fígado e  coração,  se  mantiveram com pesos  semelhantes  entre  os  dois

grupos, no entanto o baço apresentou um aumento significativo segundo o teste T de Student em

relação ao grupo controle.

Esse aumento no peso do baço do grupo experimental, pode ser explicado pelo aumento

no  nível  do  colesterol  (tabela  5.8),  pois  segundo  estudos  realizados,  normalmente  as

concentrações elevadas de gorduras podem provocar aumento no tamanho do baço (Disponível

em http://www.msdonline.com.br).

Tabela 5.3: Tabela de peso dos órgãos: Rim, Baço, Fígado e Coração.
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Testículos Próstata Vesícula Seminal
Experimental

Controle 0,4 g ± 0,1 0,5 g ± 0,1

3,0 g ± 0,4 0,4 g ± 0,1 0,5 g ± 0,1

3,0 g ± 0,2

Rim Baço Figado Coração
Experimental

Controle
2,4 g ± 0,2 1,1 g ± 0,2 11,4 g ± 1,7 1,2 g ± 0,1
2,3 g ± 0,1 0,9 g ± 0,1 10,2 g ± 0,8 1,3 g ± 0,2

http://www.msdonline.com.br/


5.6.2 Parâmetros Bioquímicos Sanguíneos.

Como mostrado na tabela 5.9, a análise bioquímica sanguínea (ácido úrico, creatinina,

triglicérides, colesterol total, glicose, TGO, TGP, fosfatase alcalina, fósforo, cálcio bilirrubina

total, direta e indireta) do grupo de ratos experimental mostrou que a ingestão da ração revestida

com filmes de zeína com adição de nanofibras de celulose durante 50 dias não provocaram

nenhuma alteração significativa nos parâmetros sanguíneos, exceto o colesterol total  que no

grupo experimental houve um aumento significativo.

Provavelmente a taxa metabólica dos animais foi aumentada, isto é, o gasto energético

foi maior. Segundo Lei et. al (2008) isto pode ser devido à alteração nas fisiologias da tireoide,

das adrenais ou da hipófise.

A demanda energética pode ser suprida pela lipólise, o que poderia acarretar no aumento

dos níveis séricos de colesterol como foi observado nestes animais. O aumento do colesterol

não afetou o fígado, pois os níveis de TGO, TGP e fosfatase alcalina não foram alteradas.

Tabela 5.4: Testes Sanguíneos dos animais.
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Testes Sanguíneos dos Animais
Controle Experimental

TGO (U/L)
TGP (U/L)

Fosfatase Alcalina (UI/L)

0,1 ± 0 0,1 ± 0

Ácido Úrico (mg/dL) 1,4  ± 0,3 1,4 ± 0,5
Creatinina (mg/dL) 0,6  ± 0,1 0,5 ± 0,1

Triglicérides (mg/dL) 72,4  ± 22,3 84,4 ± 30,7
Colesterol Total (mg/dL) 57,5 ± 4,5 66,6 ± 5,1

Glicose (mg/dL) 95,6 ± 9,7 88,7 ± 14,1
286,8 ± 74,3 260,9 ± 94,9

71 ± 23 61,3 ± 18,8
123,5 ± 21,2 107,9 ± 24,4

Fósforo (mg/dL) 6,4 ± 0,7 6,3 ± 0,4
Cálcio (mg/dL) 9 ± 0,3 8,9 ± 0,3

Bilirrubina total (mg/dL) 0,2 ± 0 0,2 ± 0
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,1 ± 0 0,1 ± 0

Bilirrubina indireta (mg/dL)



5.6.3 Parâmetros Biomecânicos.

Na análise realizada para identificar se houve alguma alteração na estrutura óssea dos

animais, a força máxima, que corresponde a carga máxima suportada pelo osso, apresentada

pelos  fêmures  dos  animais  dos  diferentes  grupos experimental  e  controle  não apresentaram

diferenças  significativas.  O  mesmo  ocorre  com  a  resiliência  (energia  suportada  pelo  osso

durante a fase elástica), tenacidade (energia suportada pelo osso durante o ensaio até o momento

da  fratura)  e  a  rigidez  (capacidade  do  osso  resistir  a  deformação)  (Tabela  5.10).  Esses

parâmetros biomecânicos são referências para analisar a qualidade óssea em relação a forças

mecânicas. Os filmes de zeína com adição de nanofibras de celulose não alteraram nenhum dos

parâmetros analisados, indicando ausência da influência sobre as estruturas ósseas dos grupos

experimental e controle.

Tabela 5.5: Parâmetros biomecânicos dos ossos dos animais.

Os dados da tabela 5.11 indicam que os dois grupos de animais não tiveram variações

nos valores do Conteúdo Mineral  ósseo (CMO) e na Densidade Mineral  óssea (DMO). Os

valores desses dois parâmetros comparando os animais que foram alimentados com a ração com

revestimento,  com os  animais  que  foram alimentados  com a  ração  sem revestimento,  não

tiveram diferença para nos mostrar que a ração revestida poderia interferir ou alterar a estrutura

óssea desses animais, ou seja, esse tipo de alimentação proporcionada aos animais não causou

nenhum dano, ou algum tipo de propensão à doenças relacionadas aos ossos, e isso pode ser

confirmado com as análises de microtomografia de raio-x.

68

Experimental Controle

Força Máxima (KN)

ΔS Força Máx. (mm)

Força de Rupt. (KN) 0,1 ± 0,0 0,1 ± 0,0

ΔS Força de Rupt. (mm)
Resiliência (J) 0,1 ± 0,0 0,1 ± 0,0

Tenacidade (J) 0,1 ± 0,0

Rigidez (N/mm)

0,1 ± 0,1 0,1 ± 0,0

0,8 ± 0,1 0,7 ± 0,2

1,0 ± 0,2 1,4 ± 0,3

0,2 ± 0,0

299,4 ± 37,7 314,0 ± 40,0



Tabela 5.6: Tabela de densitometria óssea dos animais.

Na tabela 5.12 são mostrados os resultados de Microtomagrafia de Raio-x, nessa análise

conseguimos calcular o volume do tecido nos ossos, o volume do osso, quantidade de trabéculas

e  a  espessura  delas.  Comparando  os  valores  dos  animais  controle  com  os  experimentais,

observamos que todos os parâmetros do grupo experimental, foram superior ao grupo controle,

isso talvez se deve ao grupo experimental ter se alimentado melhor com a ração revestida em

relação ao grupo controle com a ração não revestida. Porém essa alteração nos parâmetros não é

prejudicial, muito pelo contrário, quanto maior o volume ósseo, mais massa óssea, ou seja, mais

cálcio, fósforo e outros minerais.

Tabela 5.7: Parâmetros de Histomorfometria óssea da vértebra dos animais.

Na figura 5.23 é mostrado imagens do corte transversal de vértebras dos ratos feito por

microtomografia, onde podemos observar que a estrutura óssea dos animais experimentais (b)

não foram afetadas com a ingestão da ração revestida com zeína e adição de nanofibras de

celulose, comparando com a imagem da estrutura óssea dos ratos controles (a).
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CMO Area DMO

Experimental
Controle 0,3 ± 0,0 1,6 ± 0,1 0,2 ± 0,0

0,3 ± 0,0 1,6 ± 0,1 0,2 ± 0,0

Controle Experimental

Porcentagem do volume do osso (%)

Espessura da trabécula (mm)

Número de trabéculas (mm)

Separação das trabéculas (mm)

Volume do tecido ósseo (mm3) 564,02 ± 39,08 686,29 ± 33,51

Volume do osso (mm3)  69,61 ± 5,95 79,38 ± 5,49

32,87 ± 1,32 34,69 ± 1,74

0,33 ± 0,05 0,35 ± 0,05

3,00 ± 0,42 3,50 ± 0,48

2,76 ± 0,58 3,19 ± 0,69



(a) (b)

Figura  5.23:  Imagem 3D do corte  transversal  de  vértebras  dos  animais  (a)  controle  e  (b)

experimental.
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6. Conclusões

1.  O  filme  formado  com:  4%  de  zeína,  0,1%  nanofibra  de  celulose  e  ácido  oleico  não

interferiram  significativamente  no  aspecto  das  frutas  (peras  e  maçãs)  e  foram  capazes  de

preservar a qualidade das frutas diminuindo as trocas gasosas e a perda de massa dos frutos

revestidos.

2. O uso de concentrações superiores a 0,1% de nanofibras de celulose, na solução filmogênica

tornou as frutas esbranquiçadas.

3. A análise de textura e rigidez da polpa das frutas, utilizando o texturômetro, e perda de massa

permitiram concluir que a formulação de 4% de zeína + 0,1% de nanofibras de celulose e 0,5%

de ácido oleico é a mais eficiente para manter a textura da casca e da polpa em frutas revestidas

do que as demais soluções.

4. Baseado nas medidas de ângulo de contato e microscopia de força atômica, pode-se afirmar

que  a  formulação  do  filme  supracitado  apresentou  carácter  hidrofóbico  e  aspecto  mais

homogêneo, ou seja, mais uniforme em relação aos outros filmes que se apresentaram mais

hidrofílicos e menos homogêneos, deixando-os assim mais susceptíveis à umidade.

5. No experimento com os ratos Wistar alimentados por 7 semanas com filmes de zeína, com

adição  de  nanofibras  de  celulose,  para  avaliar  a  nanotoxidade,  aumentou  as  concentrações

séricas do colesterol total e peso do baço dos ratos experimentais em relação aos ratos controles.

Porém não foi observado alterações nos parâmetros biomecânicos do tecido ósseo e na maioria

dos  parâmetros  bioquímicos  analisados,  além disso,  tanto  o  grupo  controle  como  o  grupo

experimental manteve um ganho na massa corporal durante todo o experimento, consumiram

ração e ingeriram água de forma normal e excretaram também de forma normal, o que é um

indicativo de que a ração não causou problemas à saúde dos animais.
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7. Perspectivas Futuras

• Testar novas concentrações de ácido oleico e outras concentrações filmogênicas para o

melhor revestimento para peras.

• Testar o revestimento em outros tipos de frutas, para observar se o mesmo revestimento

serviria para outras frutas.

• Analisar histologicamente os órgãos dos animais que estão devidamente guardados em

freezer -80O C.

• Realizar  outras  análises  com  as  excreções  dos  animais  (fezes  e  urina)  que  estão

guardadas.
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ANEXO A
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ANEXO B

Tabela : Médias da massa corporal dos ratos determinados em pesagens semanais durante as 8

semanas do experimento. 

Tabela  : Médias  do  consumo  hídrico  dos  ratos  determinados  durante  as  8  semanas  do

experimento.

Tabela  :  Médias  do  consumo  de  ração  dos  ratos  determinados  durante  as  8  semanas  do

experimento.

Tabela  : Médias  da  eliminação de urina  dos  ratos  determinados durante  as  8  semanas do

experimento.
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Semanas 1 2 3 4 5 6 7 8

Experimentais 338,22 334,89 350,89 363,78 369,33 381,56 377,78 374,00

19,30 16,07 26,80 29,59 30,41 31,40 20,01 22,67

Controle 348,5 328,25 353,25 370,25 374 378,25 380,75 383,25

18,38 23,06 9,32 11,08 11,51 8,58 10,29 14,38

Desv. Padrão

Desv. Padrão

Semana 1 2 3 4 5 6 7

Experimental 199,22 195,22 218,00 213,56 222,00 204,67 235,56

Desv. Padrão 12,99 14,12 14,35 18,38 24,60 15,72 16,24

Controle 165,13 180,50 184,50 182,00 203,50 180,00 208,75

Desv. Padrão 16,47 14,22 12,77 20,06 15,11 16,87 25,57

1 2 3 4 5 6 7

Experimental 149,7 153,7 135,3 148,7 147,6 132,6 158,5

13,8 17,0 13,2 14,7 18,6 20,2 17,7

Controle 106,6 143,0 139,8 123,5 132,0 130,9 149,9

29,0 13,3 12,4 7,3 8,6 8,9 13,1

Desv. Padrão

Desv. Padrão

1 2 3 4 5 6 7
Experimental 35,4 32,6 35,3 48,8 38,3 38,9 42,4

4,3 6,1 6,4 8,4 6,0 6,3 8,1
Controle 29,7 30,6 34,0 46,3 33,6 38,1 40,6

8,1 4,9 7,0 7,0 5,0 1,6 3,4

Desv. Padrão

Desv. Padrão



Tabela  : Médias  da  excreção  de  fezes  dos  ratos  determinados  durante  as  8  semanas  do

experimento.
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1 2 3 4 5 6 7
Experimental 38,2 40,7 43,2 55,3 48,7 48,4 54,6

Desv. Padrão 3,8 5,1 4,6 6,3 7,4 6,9 3,2
Controle 32,8 39,8 40,2 48,8 44,9 46,3 51,1
Desv. Padrão 8,4 5,0 5,8 7,6 6,3 3,7 8,1


