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RESUMO

A goiaba é uma das mais completas e equilibradas frutas no que diz
respeito ao valor nutritivo. Altamente perecivel, devido ao seu intenso
metabolismo durante 0 amadurecimento, tem vida Gtil que pode chegar de 3 até
5 dias sob temperatura ambiente. Véarios métodos vém sendo testados para
prolongar o tempo de prateleira deste fruto, visto que hoje o Brasil é o maior
produtor mundial de goiaba vermelha. Ela tem grande aceitabilidade no
mercado europeu. Devido a sua Util curta, varias pesquisas tém sido realizadas,
tentando aumentar seu tempo de armazenamento deste o fruto. A quitosana é um
biopolimero que pode ser utilizada em revestimentos comestiveis de frutos na
pos-colheita. Ela tem apresentado efeitos importantes em vegetais, tais como:
controle de microrganismos patogénicos, ativacdes de varias respostas de defesa
induzindo e/ou inibindo diferentes atividades bioquimicas durante a interacéo
planta-patégeno e aumento do tempo de armazenamento de vegetais frescos,
devido as suas propriedades filmogénicas. O presente trabalho produziu e
caracterizou filmes produzidos a partir de 3 quitosanas que foram sedidas
gentilmente pela Primex. Para a producdo dos filmes os materiais foram
caracterizado, por cromatografia de permeacdo em gel, grau de acetilagéo,
andlise térmica. Com os filmes prontos, estes foram submetidos analise de
expessura, permeacdo de vapor de agua, quantidade de sélidos por centimetro
guadrado e resisténcia aparente. Foram utilizadas trés quitosanas de diferentes
massas molares, e os filmes foram produzidos na concentragdo de 0,25%, 0,5%,
1% e 1,5%, para cada quitosana. Apés a caracterizacdo dos filmes, as
concentragdes de 0,5 e 1%, foram escolhidas por aprensentarem os melhores
resultados e facilidade de manuseio, além dos resultados satisfatorios nos testes
de permeacdo de vapor de agua. Os frutos de goiabas foram entdo imersos em
solucdes de quitosana, na concentracdo de 0,5 e 1%, colocadas, para secar presas
pelo pendinculo e armazenadas por 8 dias em temperatura ambiente. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo utilizadas
repeticbes de 9 frutos por tratamento. Os frutos tratados com quitosana
apresentaram menor perda de massa, uma maior firmeza, menores quantidades
de pectinas totais e pectinas solGveis, 0s tratamentos provocaram uma
diminuicdo na atividade da enzima PME. A manutengdo da coloracdo verde e
aparéncia dos frutos foram sensivelmente observadas nos frutos revestidos em
maior concentragdo. Menores teores de vitamina C, licopenos e beta-carotenos,
compostos fendlicos totais, também foram observados, resultados sempre
comparados ao grupo testemunha.

Palavras-chave: Quitosana. Revestimentos de Quitosna. Pds-colheita.



ABSTRACT

Guava is one of the most complete and balanced fruits, with respect to
nutritional value. Highly perishable, due to its intense metabolism during
ripening, it has a useful life that can reach 3 to 5 days at room temperature.
Several methods have been tested to extend the shelf life of this product, since
Brazil is currently the world's largest red guava producer. The European market
receives the fruit with large acceptance rates, and research in this field has been
trying to increase the useful life of this fruit. This study aimed to test edible
coatings produced from chitosan. Chitosan is a biopolymer which has shown
triple effect in the control treatment of pathogenic microorganisms, activation of
various defense responses, inducing and/or inhibiting different biochemical
activities during plant-pathogen interactions, and increase in plant storage time,
due to filmogenic properties. This study produced and characterized films
produced from 3 chitosans, which were kindly provided by Primex. For the
production of films, the materials were characterized by gel permeation
chromatography, degree of acetylation and thermal analysis. The films were then
subjected to thickness analysis, water vapor permeation, amount of solids per
square centimeter and apparent strength. Three chitosans with different
molecular weights were used, and the films were produced at concentrations of
0.25%, 0.5%, 1% and 1.5% for each chitosan. The results of this study have
already been published. With the results of the characterization of films, the
concentrations 0.5 and 1%, were chosen, since they had the best results and ease
of handling, in addition to satisfactory results in water vapor permeation tests.
The guava fruit were then immersed in chitosan solutions, at concentrations of
0.5 and 1%, kept to dry by the peduncle and stored for 8 days at room
temperature. The experimental design was completely randomized, and
replicates of 9 fruits per treatment were used. The fruits treated with chitosan
showed better results for texture, color, firmness, total pectin and soluble pectin,
always with lower values than the control fruit.

Keywords: Chitosan. Chitosan coatings. Postharvest.
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PRIMEIRA PARTE

APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma
de artigos, os quais se encontram no item “artigos”subsequente .

Cada artigo estd estruturado de acordo com as normas das revistas
cientificas escolhidas para a submissdo ou publicacdo do mesmo.
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1 INTRODUCAO

O consumo in natura de goiaba (Psidium guajava L.) se justifica pelo
seu valor nutritivo como fonte de vitamina C, fibras, minerais, sabor e aroma. A
variedade Pedro Sato apresenta frutos grandes, de polpa vermelha, levemente
ovalados, com casca rugosa e de cor amarelada quando madura, sendo
considerado um fruto climatérico.

Por ser um fruto de intensa atividade metabdlica, seu amadurecimento e
senescéncia se da em torno de 5 a 8 dias ap06s a colheita. Essa caracteristica
acaba resultando em periodos muito curtos para cormercializacéo, ja chegando
ao mercado um fruto pouco atraente. Por esse fato, € importante o estudo e
adogdo de técnicas que venham minimizar o intenso metabolismo desta fruta,
visando a reducdo de perdas pds-colheita.

Dentro deste contexto, quitina e quitosana, derivados e quitoligdmeros
tém sido amplamente estudados e a existéncia de inUmeras patentes ou
aplicagcbes de patentes registradas, assim como o grande numero de artigos
cientificos que tém sido publicados na literatura, refletem o grande potencial de
aplicacdes destes polimeros, derivados e oligbmeros. Levando em consideracdo
a tendéncia mundial de preferéncia dos consumidores por alimentos sem
defensivos agricolas, a quitosana, entre outros compostos naturais, mostra-se
uma substéancia alternativa no combate de fungos e bactérias, embora defensivos
agricolas sejam ainda usados extensivamente no controle destes
microrganismos, sobretudo os fungicidas, empregados no controle de doencas
pos-colheita de frutos. Quitosana comercial “ChitoClear®” produzido pela
Primex ehf na Islandia € indicada pelo fabricante como produto antimicrobiano
comestivel usado como revestimento de frutos, cujos os tempos de
armazenamento sdo prolongados. O produto “ChitoClear®” também ¢ indicado

no tratamento pré-colheita de plantas atuando na inducdo de respostas de defesa
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das plantas e no tratamento de 4guas como floculante. Estudos pré e pos-colheita
de vegetais tém mostrado que o versatil polimero quitosana apresenta triplo
efeito no tratamento destes: controle de microrganismos patogénicos, ativacoes
de varias respostas de defesa induzindo e/ou inibindo diferentes atividades
bioquimicas durante a interacdo planta-patdgeno e aumento do tempo de
armazenamento de vegetais frescos, devido as propriedades filmogénicas da

quitosana.

No presente trabalho foram produzidos e caracterizados filmes a partir
de quitosanas de diferentes massas molares. Goiabas, do cultivar Pedro Sato,
foram revestidas com as solugdes das quais os filmes foram produzidos e suas
alteracbes fisicas e fisco-quimicas foram avaliadas por oito dias de

armazenamento. O experimento foi conduzido a temperatura ambiente.

1.1 Objetivo geral

Produzir e caracterizar filmes de quitosanas de diferentes massas
molares, para serem utilizados como revestimento comestivel em goiaba cv.
Pedro Sato, armazenados por 8 dias a temperatura ambiente, alteraces fisicas,
fisico-quimicas e enziméatica das goiabas revestidas foram avaliadas neste

periodo.

1.2 Objetivos especificos

1) Caracterizagdo das amostras de quitosana;

a) Determinagdo das massas molares médias viscosimétricas (Mv) e
massas molares médias (Mw) por cromatografia de permeagdo em
gel (GPC).

b) Determinacdo dos graus de acetilacdo por titulacdo potenciométrica.
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c) Anélise elementar
d) Espectroscopia na regido do infravermelho

e) Analise térmica

2) Caracterizacdo das propriedades dos filmes produzidos a partir de trés
amostras de quitosanas de diferentes massas molares;

a) Producdo dos filmes

b) Determinacéo da espessura

c) Espectroscopia na regido do infravermelho

d) Sélidos totais

e) Permeabilidade ao vapor de agua.

3) Monitoramento das modificagdes pds-colheita de goiabas do cultivar
“PEDRO SATO?”, tratadas com trés amostras de quitosanas de diferentes massas
molares em duas concentra¢des para cada amostra.

a) Analises fisicas (perda de massa, coloracdo da casca e firmeza)

b) Andlises fisico-quimicas e quimicas (sélidos solGveis totais, acidez

total titulavel, Brix, pH, licopeno, beta-caroteno, fendlicos totais,

vitamina C, pectina total e sollvel, IC. da PME
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos Gerais da goiaba

A goiabeira é originaria das Américas Central e do Sul e ¢
caracteristicamente um fruto tropical, porém altamente adaptavel a varios tipos
de clima. Pertence a familia Myrtaceae, que é composta por mais de 70 géneros
e 2.800 espécies, distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do globo,
principalmente na América e na Australia (TODA FRUTA, 2013).

Atualmente, a goiaba é cultivada em todas as regides tropicais e
subtropicais do mundo. O Brasil apresenta imensas areas de clima e solo
favoraveis a producdo comercial da goiabeira, sendo esse aspecto importante
ndo apenas pelo valor nutritivo da fruta, mas, também, pela perspectiva que
representa no incremento da producdo agricola, na ampliagdo da atividade
industrial e no potencial de exportacdo (TODA FRUTA, 2013).

O Brasil ¢ maior produtor mundial de goiabas vermelhas; em 2012, a
area ocupada com a cultura da goiabeira foi de 15.2 mil hectares, com uma
producdo de 345.747 toneladas. Dessa producdo, 56% destinaram-se as
indastrias e 44%, ao mercado de fruta “in natura”; a exportacao é da ordem de
700 toneladas de produtos derivados da goiaba (MENDONCA et al., 2007).

A produgdo concentrou-se principalmente nas RegiGes Sudeste e
Nordeste, sendo os Estados de Sdo Paulo e Pernambuco os maiores produtores.
Minas Gerais ocupa a terceira posi¢cdo, com um aumento de 4% na producao,
correspondendo a 15,513 quilogramas por hectare. As regiGes Zona da Mata e
Central de Minas Gerais, respondem juntas por 56% do volume produzido no
estado.

A cultura da goiabeira no Brasil tem grande importancia

socioecondmica dada as suas amplas e variadas formas de utilizacio. E
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produzida principalmente para o suco, polpa, geleia, conservas, sorvete, entre
outros. Também é considerada uma fruta bastante atraente em razdo de sua cor
delicada e aroma agradavel, além de ser uma das mais completas e balangeadas
frutas (ABREU, et. al., 2012).

2.2 Generalidades sobre o fruto da goiabeira

Produtora do fruto chamado goiaba, folhas obovadas, utilizadas como
antidiarreicas e de que se extrai 6leo essencial, suas flores sdo pequenas e
brancas. Seu fruto é em forma de bagas verdes ou amarelas, com polpa
aromatica, branca, rosea, avermelhada ou arroxeada, sendo muito consumidas in
natura ou em compotas, doces, sorvetes e geleias. Também é conhecido pelos
nomes de araca-guacl, aracaiba, aragd-mirim, aracauacu, goiaba, goiabeira-
branca, goiabeira-vermelho, guaiaba, guaiava, guava, guiaba, mepera e pereira.
E conhecida por ter muita vitamina C, apresentando a goiaba vermelha niveis
dessa vitamina de 4 a 5 vezes superiores aos da laranja, possuindo também
quantidades razoaveis de vitaminas A e do complexo B, além de sais minerais,
como célcio, fosforo e ferro (COLEGIO SAO FRANCISCO, 2010).

A goiaba é uma fruta que apresenta rapido amadurecimento ap6s a
colheita, sendo altamente perecivel. Sua vida de prateleira pode variar entre 2 a
8 dias em temperatura ambiente (ABREU et al., 2012; CARVALHO, 1994;
DURIGAN, 1997; GONATTI NETTO; GARCIA; ARDITO, 1996). Os
principais fatores depreciadores da qualidade pds-colheita de goiabas sdo a
rapida perda da coloragdo verde da casca (JACOMINO et al., 2000) e a elevada
incidéncia de podriddes (ALI; LAZAN, 1997), além de murchamento, perda de
brilho e do amolecimento excessivo (BASSETO, 2002).

O amolecimento relacionado ao amadurecimento dos frutos é

geralmente associado a desestruturacdo da lamela média e da parede celular
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priméria, que é composta por rigidas microfibrilas de celulose mantidas juntas
por meio de redes de hemiceluloses e pectinas (PEREZ et al., 2011)

H& vérios estudos relacionados a mudanca nos teores de pectina durante o
amadurecimento de goiaba, no entanto, as quantidades de pectinas (em torno de
2,4%) nao parecem condizentes com a responsabilidade principal de manter a
firmeza dos frutos (ABREU et al., 2012). Sdo citados também na literatura,
muitos estudos relacionados as enzimas envolvidas na degradacdo da parede
celular de goiabas, entre as quais, pectinametilesterase e poligalacturonase. Na
goiaba, a atividade dessas duas enzimas € bastante contraditéria, havendo relatos
tanto de aumento da atividade enziméatica quanto de diminuicdo e também

auséncia de poligalacturonase (ABREU, 2010).

2.3 Filmes e revestimentos comestiveis

O uso de filmes ou coberturas comestiveis sobre a superficie de frutos
para aumentar a conservacao € uma técnica que data do século XIlI, quando
chineses aplicavam ceras para conservar citricos em viagens maritimas. A partir
de 1930, as ceras de abelha, parafina e carnauba e os 6leos mineral e vegetal
foram usados na conservagdo de frutas. J& na década de 60, o uso de
polissacarideos soluveis em &gua se tornou mais estudado e opgdo comercial
para 0 uso em coberturas comestiveis de frutos com a fun¢do de aumentar a vida
atil destes (VILLADIEGO et al., 2005).

Os revestimentos ou coberturas ndo substituem as embalagens sintéticas
ndo comestiveis, mas podem atuar como coadjuvantes, reduzindo o uso de
embalagens descartaveis. Os materiais utilizados nas formulagdes podem ser
comestiveis ou ndo, e sdo usados como filmes, os quais sdo pré-formados e
aplicados sobre o produto ou sdo usados como cobertura, aplicada diretamente
sobre o produto, formando uma camada fina e superficial (CHITARRA,;
CHITARRA, 2005).
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Com a aplicacéo de revestimentos em frutas, tem-se a formagéo de uma
cobertura com preenchimento parcial dos estdmatos e lenticelas, reduzindo,
dessa forma, a transferéncia de umidade (transpiracdo) e as trocas gasosas
(respiracdo). Como o inicio do processo de maturacdo esta estreitamente
associado ao aumento na producdo de etileno e, considerando que o Oz é
necessario para a sua producdo, a reducao da permeacdo do Oz para o interior do
fruto gerard uma correspondente reducdo na producdo do etileno (responsavel
pelo amadurecimento), o que permite, em principio, prolongar a vida do fruto
(LUVIELMO; LAMAS, 2012).

O uso de revestimentos comestiveis podem apresentar vantagens, como
reduzir a perda de 4gua e o murchamento do fruto, retardar o amadurecimento,
reduzir os danos causados pelo frio no armazenamento refrigerado, reduzir os
danos mecénicos causados pelo manuseio e transporte, reduzir a deterioracao,
proporcionar brilho ou polimento aos frutos e ainda podem servir de veiculo
para ingredientes Uteis, como compostos antimicrobianos, antioxidantes,
absorvedores de etileno, corantes e aromatizantes (TOGRUL; ARSLAN, 2004).

As matérias primas dos revestimentos podem ser classificadas em:
a) Polissacarideos: amido e seus derivados, celulose e seus derivados,

gomas, pectinas, entre outras;
b) Proteinas: gelatina, caseina, gliten de trigo, entre outras;
c) Lipideos: ceras e ésteres de acidos graxos, entre outras;

d) Ou combinagdo dos mesmos.

Uma grande vantagem que também cabe salientar é a
biodegradabilidade dos revestimentos comestiveis. Para que um material seja
chamado de biodegradavel, ele deve ser degradado completamente por
microrganismos em compostos naturais, como CO2, 4gua, metano, hidrogénio e
biomassa. Dessa forma, a utilizacdo de revestimentos biodegradaveis podera

contribuir na reducdo do uso de fontes ndo renovaveis, ajustando-se
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perfeitamente no ecossistema e evitando a polui¢do ambiental (VILLADIEGO et
al., 2005).

2.4 Quitina e quitosana

Os polimeros quitina e quitosana e quitoligdmeros tém sido bastante
estudados devido ao elevado potencial de aplicacbes em industrias alimenticias,
farmacéuticas, cosméticas e na agricultura. As aplicages desses compostos em
varias areas, sobretudo a aplicagéo de quitosana, justifica-se pelo baixo custo de
producdo, a qual é produzida a partir dos descartes do processamento de
crustaceos, fonte abundante e renovavel. Em geral, quitosanas comerciais estao
disponiveis nas faixas de massas molares entre 50 e 2.000 kDa e graus de
acetilagdo (GA) entre 0,1 a 0,4 (REGE; BLOCK, 1999).

Os polimeros quitina e quitosana (Figura 1) sdo aminoglucopirananas
compostas dos mondmeros N-acetil-D-glicosamina (GlcNac) e D-glicosamina
(GlIcN) (Figura 2). Os polimeros podem ser caracterizados por suas solubilidades
em solucdo aquosa de acido acético 1% (v/v). Quitina, contendo um niimero >
40% de GlcNac (GA>0,4) ¢ insoltvel, visto que os polimeros soliveis sdo
chamados de quitosana (PETER, 2002a). Quitosana é composta de trés grupos
funcionais reativos, um grupo amino e dois grupos hidroxilas primario e
secundario nas posi¢bes dos carbonos C-2, C-3 e C-6, respectivamente
(FURUSAKI et al., 1996). Processos quimicos e biotecnoldgicos estdo sendo
atualmente investigados para a producdo de quitosana. Industrialmente a
quitosana é produzida a partir da desacetilacdo alcalina de quitina (hidrolise
alcalina), porém também pode ser obtida a partir da desacetilagdo enzimatica de

quitina, processo este investigado em pesquisas laboratoriais (Figura 1).



18

CH3z CHgz
\
co
CH;OH N/H
o —\ __© HO V\O/LO 7\0
o
— [e) HO
MH CHZOH CHZOH
\
CHz
Quitina GA (0,75)
Desacetilagédo
alcalina ou
enzimatica
CH3
\
CHo0H NH;
o (o) HO 7\0/ o) '~ .
o-
N Ho“— 7
NH; CH;OH CH,OH

Quitosana GA (0,25)

Figura 1 Estrutura de quitina e quitosana
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Figura 2 Estrutura dos monémeros D-glicosamina e N-acetil-D-glicosamina

O polimero quitina é também largamente encontrado em fungos,
ocorrendo em Basidiomicetos, Ascomicetos e Ficomicetos, sendo um
componente da parede celular e estrutural das membranas micelianas, hastes e
esporos (PETER, 2002b). Os teores variam entre tracos até 45% da fragdo
organica e o restante é composto majoritariamente por proteinas, glucanas e
mananas (ROBERTS, 1992). Porém, nem todos os fungos contém quitina, a qual
pode estar ausente em algumas espécies préximas a outras que contenham

quitina como componente da parede celular (PETER, 2002b).



19

2.5 Atividade antimicrobiana de quitosanas e quitoligbmeros

ApOs a descoberta da atividade antimicrobriana de quitosana e seus
derivados por Allan e Hadwiger (1979), Kendra e Hadwiger (1984) e Uchida,
Izume e Ohtakara (1989), muitos pesquisadores tém realizado estudos neste
campo. Neste contexto, a atividade antimicrobiana de quitina, quitosana e seus
derivados contra diferentes grupos de micro-organismos como bactérias gram-
positivas e gram-negativas (CHANG et al., 1989; DARMADJI; 1IZUMIMOTO,
1994; DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004; LIU et al., 2004;
NO et al. 2002; PAPINEAU et al., 1991; QI et al., 2004; SIMPSON et al., 1997;
UCHIDA; IZUME; OHTAKARA, 1989; WANG, 1992; XIE et al., 2002) e
fungos (Tabela 1) receberam consideravel atencéo.
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Tabela 1 Efeitos da quitosana in vitro na inibi¢do do crescimento de fungos

Concentracdo de

Fungo quitosana Efeito Autor
(% miv)
A. alternata, B Dimi_nuigéo do
N T 0,075a0,6 crescimento El Ghaouth et al. (1992a)
cinerea e R. stolonifer >
radial
Rhizoctonia solani 0,05a0,6 Redu_gao do Wade e Lamondia (1994)
crescimento
F. solam f.sp. 1,2 Inibicao Hadwiger e Beckman (1980)
phaseoli completa
. . Inibicdo ;
F. solani f. sp pisi 1,8 completa Kendra e Hadwiger (1984)
F. oxysporum, R. Bautista-Bafios et al. (2003)
stolonifer, Penicillium 3 Inibigdo e Bautista-Bafios,
digitatum e C. completa Hernandez-Lopez e
gloeosporioides Bosquez-Molina (2004)
Reducdo de 73% .
Mucor racemosus 0,2 do crescimento Roller e Covill (1999)
A. alternata 0,01a0,08 Inibigao
completa
B. cinerea 0,0420,1 Inibicao Oliveira Junior (2006)
completa U .
Reducio do Oliveira Junior et al. (2012)
P. expansum 0,08 ug In press
crescimento
R. stolonifer 0,01 a0,02 Inibicdo

completa




21

Tabela 2 Efeito do revestimento de quitosana formado na superficie de frutos e
hortalicas imersas pés-colheita® em solugGes acidas de quitosana ou de
frutos e plantas pulverizadas pré-colheita® com quitosana. Os frutos,
plantas e hortalicas foram inoculados com seus respectivos fungos
patogénicos

Fruto, Concentragéo Efeito
hortalica ou Fungo de quitosana  (redugdo da Autor
planta (% miv) doenca%)
Morango® B. cinerea 10el5 77 El Ghaouth et al. (1991b)
Morango® B. cinerea e R. 15 60 El Ghaouth et al. (1992b)
stolonifer
Cenoura® Sclerotinia 2,0e4,0 68 Cheah e Page (1997)
sclerotiorum
Plar_mta Se B. cinerea 0,1 65 Ben-Shalom et al. (2003)
pepino
b . Bhaskara Reddy et al.
Morango B. cinerea 0,2a0,6 45a 62 (2000)
~ b . Bautista-Bafios et al.
Mamao C. gloeosporioides 1,5 60 (2003)

Na Tabela 2 sdo listados alguns estudos nos quais foram avaliados 0s
efeitos dos revestimentos de quitosanas in vivo na superficie de frutos, hortalicas

e plantas no controle de fungos fitopatogénicos.

2.6 Quitosana como indutor dos mecanismos de respostas em plantas

As ativacBes de varias respostas de defesa, induzindo e/ou inibindo
diferentes atividades bioguimicas durante a interacdo planta-patégeno é outra
importante propriedade do polimero quitosana. Os oligossacarideos indutores
mais estudados sdo os oligbmeros de glucano, quitina, quitosana e de acidos
galacturdnicos. Quando uma planta é atacada por um patégeno, rapidamente
mecanismos de defesa sdo ativados no sitio infectado e uma variedade de
respostas de defesas bioquimicas ocorre ao redor das células mortas. Dentre as

respostas de defesas bioquimicas incluem-se, a producdo de oxigénio reativo,
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mudancas estruturais na parede celular, acimulo de proteinas relacionadas a
defesa e biossintese de fitoalexinas (RABEA et al., 2003).

As habilidades estimuladoras de quitosanas nas respostas naturais de
defesa de plantas foram extensivamente estudadas. Mudangas fisioldgicas e
bioquimicas que ocorrem em plantas, devido ao estimulo por quitosana, foram
descritas em inimeros estudos (BENHAMOU; LAFONTAINE; NICOLE, 1994;
BENHAMOU; KLOEPPER; TUZUN, 1998; BENHAMOU; THERIAULT,
1992; BOHLAND et al., 1997; EL GHAOUTH et al., 1994, 1997; LA
FONTAINE; BENHAMOU, 1996; PEARCE; RIDE, 1982; VANDER et al.,
1998). Mudanga fisioldgica primaria foi observada em plantas tratadas com
quitosana, cujas aberturas dos estdbmatos foram diminuidas, o que dificulta o
acesso fungico no interior dos tecidos das folhas. Lee et al. (1999) observaram
que células guarda em folhas de plantas, produzem H,0,, que é um composto
mediador do estimulo promovido por quitosana, que induz a diminuigdo das

aberturas estomatais (Figura 3).
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Figura 3 Indugdo da produgdo de H,O, por quitosana nas células guarda em
folhas de tomate. Pedagos epidermais de folhas de tomate sem
quitosana (controles A e E) ou com tratamentos de 30 minutos somente
com quitosana (B e F), com quitosana e catalase (C ¢ G), ou com
quitosana e acido ascorbico (D e H). Microscopia de fluorescéncia sao
mostradas nas Figuras de A a D e microscopia Optica sdo mostradas
nas Figuras de E a H. A barra em A ¢ de 10um, e se aplica a todas as
Figuras. Reproduzido de Lee et al. (1999)

Oligossacaridios de quitosana estimularam o acumulo de lignina, calose,
fitoalexinas, e/ou inibidores de proteases em varios tecidos de plantas. O
mecanismo de agdo pelo qual quitosana induz esta lignificagdo tem sido
estudado em diferentes tipos de plantas (LESNEY, 1990; VANDER et al.,
1998).

Indug@o a varias enzimas relacionadas ao processo de defesa de plantas
tem sido estudada. Estas enzimas participam dos mecanismos de defesa iniciais
e previnem a infecg¢@o por patéogenos. Oligdmeros de quitina e quitosana foram
associados ao estimulo de outros sistemas envolvidos na resisténcia, como as

atividades de lipoxigenase e fenilalanina amonia-liase ¢ a formacdo de lignina

em folhas de trigo (BOHLAND et al., 1997; VANDER et al., 1998).
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2.7 Efeito de quitosana na qualidade p6s-colheita de produtos vegetais

Produtos vegetais tém o tempo de armazenamento estendido quando
revestidos com quitosana. A quitosana forma um filme semipermeavel que
regula as trocas gasosas e reduz as perdas por transpiracdo, consequentemente o
amadurecimento do fruto é retardado. Diferentes frutos revestidos com
quitosana, geralmente tém suas taxas de respiracdo e perdas de agua reduzidas,
dentre os quais, tomates, morangos, “longan”, macas, mangas, bananas e
pimentas tipo sino “bell peppers” (DU; GEMMA; IWAHORI, 1997, 1998; EL
GHAOUTH et al.,, 1991a,1992c; JIANG; LI, 2001; KITTUR; KUMAR;
THARANATHAN, 2001). A eficécia de quitosana na reducdo da producdo de
CO; interno é descrito em tomates e péras (DU et al., 1997; EL GHAOUTH et
al.,, 1992c). Revestimentos de quitosana associado a temperatura de
armazenamento podem estar associados com a reducdo da produgédo de CO..
Pepinos e pimentas tiveram menores taxas de respiracdo a 13°C do que a 20°C
(EL GHAOUTH et al.,, 1991a). Além da inibicdo de CO, resultante do
revestimento de quitosana, a producdo de etileno em frutos é também reduzida.
Ambos os efeitos inibitorios foram observados em péssegos e tomates revestidos
com quitosana (EL GHAOUTH et al., 1992c; LI; YU, 2000). Frutos como
morangos, framboesas, tomates, péssegos, mamdes e outros tiveram suas perdas
de firmeza retardadas durante o armazenamento quando tratados com quitosana
(BAUTISTA-BANOS et al., 2003; EL GHAOUTH et al., 1991b, 1992c; LlI;
YU, 2000). Pulverizagbes de quitosana pré-colheita nas concentragdes 2, 4 e 6
g/L™, em morangueiros ndo causaram fitotoxicidade e os frutos tratados com o
tempo e temperatura de armazenamento se tornaram mais firmes que 0s ndo
tratados (BHASKARA REDDY et al., 2000). Em geral, a degradacdo de
antocianinas em frutos tratados com quitosanas é retardada, a qual foi
demonstrada em lichia, morango e framboesa (LI; CHUNG, 1986; ZHANG,;
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QUANTICK, 1997, 1998). Porém, outro estudo relatou um efeito oposto ao
descrito anteriormente, no qual € mencionado haver sintese de antocianinas em
morangos tratados com quitosana (EL GHAOUTH et al., 1991b). Morangos,
tomates e péssegos tratados com quitosana apds armazenamento, apresentaram
maior acidez tituldvel comparada a dos frutos controle, enquanto outros frutos
como mangas e “longan” tiveram acidez titulavel reduzida lentamente (EL
GHAOUTH et al.,1992c; LI; YU, 2000; JIANG; LI, 2001; SRINIVASA et al.,
2002). Solidos sollveis totais de frutos armazenados e tratados com quitosana
diferiram de acordo com o tipo de fruto. Mangas e bananas revestidas com
quitosana apresentaram menores teores de so6lidos sollveis totais que os frutos
ndo tratados, todavia maiores teores foram relatados em péssegos tratados com
quitosana. Em outro estudo foi observado ndo haver diferenga nos teores de
solidos sollveis totais de mamdes tratados e ndo tratados com quitosana
(BAUTISTA-BANOS et al., 2003; DU et al., 1997; KITTUR; KUMAR;
THARANATHAN, 2001; SRINIVASA et al.,, 2002). Os teores de acUcar
redutor de frutos é também afetado pelo revestimento de quitosana: menores
teores de acucar redutor foram observados em bananas tratadas com quitosana
quando comparados a frutos ndo tratados, no final do periodo de armazenamento
(KITTUR; KUMAR; THARANATHAN, 2001). Porém, relatos contraditorios a
respeito dos teores de agUcar redutor de mangas tratadas com quitosana foram
descritos na literatura. Uma provavel explicacdo para isto poderia estar
relacionado ao modo de aplicacdo de quitosana na superficie do fruto. No
primeiro estudo, os frutos de mangueira foram embalados em caixas de papeldo
e cobertos com filme de quitosana, neste caso os teores de acUcares redutores
foram maiores que os dos frutos controle, enquanto que no segundo estudo, 0s
frutos de manga foram imersos em uma solugdo de quitosana, e estes frutos
tiveram menores teores de aglcares redutores que os frutos controle (KITTUR;
KUMAR; THARANATHAN, 2001; SRINIVASA et al., 2002) indicando que os
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frutos imersos tiveram reducdo do metabolismo comparados aos frutos nédo
tratados com quitosana. O teor de acido ascorbico em mangas e péssegos
tratados com quitosana também foi avaliado (LI; YU, 2000; SRINIVASA et al.,
2002). Nestes estudos, o teor desta vitamina em mangas tratadas decresceu
gradualmente durante o periodo de armazenamento e foi menor que em frutos
ndo tratados. Porém, em péssegos, os teores de acido ascérbico foram maiores
nos frutos tratados com quitosana que os dos frutos controle e também tratados
com fungicida Prochloraz, depois de doze dias de armazenamento. Embora
poucos estudos relatem o efeito da quitosana nos atributos sensoriais dos
produtos vegetais tratados, geralmente, o sabor e gosto permanecem inalterados.
Mangas e morangos tratados com quitosana obtiveram maiores pontuagdes nos
atributos sensoriais comparados com os frutos ndo tratados armazenados por 21
e 15 dias, respectivamente (KITTUR; KUMAR; THARANATHAN, 2001; LI;
CHUNG, 1986). Em outros estudos morangos revestidos com quitosana e
armazenados por 12 dias a 7°C tiveram um gosto levemente amargo somente no
dia zero (DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004).

Os resultados dos estudos anteriormente citados tém mostrado que o
versatil polimero quitosana, apresenta triplo efeito nos tratamentos pré e pos-
colheita de vegetais: controle de microrganismos patogénicos, ativacbes de
vérias respostas de defesa induzindo e/ou inibindo diferentes atividades
bioquimicas durante a interacdo planta-patdgeno e aumento do tempo de
armazenamento de vegetais frescos, devido as propriedades filmogénicas que

apresenta.
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publicacéo.

ABSTRACT: The objective of this study was to characterize three commercial
samples of chitosan, as well as the preparation and characterization of edible
films from these samples, aiming for the subsequent application of these films in
fruit coating. The samples were characterized by molar mass, degree of
acetylation, elemental analysis, infrared spectroscopy and thermal analysis,
while the film was characterized by thermal analysis, infrared spectroscopy, total
solids and water vapor permeability. The commercial samples showed different
molar masses, which ranged from 132 to 245 kDa, degrees of acetylation from

5.8 10 6.3% and presented an elemental analysis next to the formula C6H1104N
for the repeating unit. The films produced had thicknesses from 3.7 to 6.8 *+ m,
total solids from 2.0 to 6.3 x m? and water vapor permeability from 170.1 to

180.2 g x day™ x m™ The chitosan films with a higher content of solids and a

lower molar mass were less permeable to water vapor. For infrared and
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thermogravimetric analyses, the same functional groups and similar
decomposition curves were observed, respectively, for the samples and for the
film produced from sample A.

KEYWORDS: Chitosan, edible films, characterization.

Introducdo

Os polimeros quitina e quitosana tém sido bastante estudados devido ao
elevado potencial de aplicacbes em inddstrias alimenticias, farmacéuticas,
cosméticas e na agricultura™. Esses polimeros sdo aminoglucopirananas
compostas dos mondmeros Nacetil-D-glicosamina e D-glicosamina e, podem ser
distinguidos por suas solubilidades em solucdo aguosa de &cido acético 1%
(v/v). Quitina, contendo um namero > 40% de N-acetil-D-glicosamina é
insolGvel, visto que os polimeros sol(iveis sdo chamados de quitosanal®.

As aplicacBes desses compostos em varias areas, sobretudo a aplicacéo
de quitosana, justificam-se pelo baixo custo de producédo, a qual é produzida a
partir dos descartes do processamento de crustaceos, fonte bastante abundante,
sendo as caracteristicas dos produtos a base de quitosana dependentes da origem
da matéria prima e da metodologia empregada para sua producao®®.

Industrialmente a quitosana é produzida a partir da desacetilagdo
alcalina de quitina (hidrélise alcalina), porém, a quitosana também pode ser
obtida a partir da desacetilagdo enzimatica de quitina, processo este investigado
em pesquisas laboratoriais®®. A quitosana é uma fibra animal que apresenta
propriedades bioldgicas, como baixa toxicidade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, além de apresentar efeito antifungico, antibacteriano e
induzir respostas de defesa em frutos tratados!™®. Devido a essas caracteristicas
e a de facil formacdo de géis e filmes, a quitosana tem sido considerada ha

décadas como um composto de interesse nas mais diversas areas.
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Revestimentos a base de quitosana apresentam potencial para controlar
perdas causadas por podriddes pos-colheita e para prolongar o tempo de
armazenamento de frutos. Vaérios produtos vegetais como tomates
péssegost '™ macas™, cajus® e lichias!™, entre outros frutos, tém o tempo de
armazenamento estendido quando revestidos com quitosana, devido a formacao
de um filme semipermedvel que regula as trocas gasosas e reduz as perdas por
transpiracdo, retardando o amadurecimento dos frutos. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar amostras comerciais de quitosana, bem
como a preparagdo e caracterizacdo de filmes comestiveis dessas amostras, com
vistas & aplicacdo dos mesmos em revestimento de goiabas, entre outros frutos, e
sua utilizacdo em industrias alimenticias, farmacéuticas, cosméticas e na

agricultura.

Experimental

As amostras de quitosana (nome comercial Chitoclear®) foram
gentilmente cedidas pela Primex ehf da Islandia, em trés lotes diferentes: 3493,
3529 e 3142, e codificadas, respectivamente, como A, B e C. Na Tabela 1 estdo

descritos os valores das viscosidades das amostras fornecidas pelo fabricante.

Tabela 1. Viscosidade, grau de acetilacdo (GA) e massa molar absoluta (Mw) de
amostras de quitosana

Amostra Viscosidade (mPa x s)* GA (%) Mw (kDa)
A 5 5,940,1 132+1,0
B 520 5,8+0,1 228+9,0
C 1.300 6,3£0,1 245420

!Informagéo cedida pelo fabricante (Primex ehf).
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Determinacdo da massa molar média absoluta por cromatografia de permeacao
em gel

Para a determinacdo da massa molar média absoluta as amostras de
quitosana foram dissolvidas em tampdo acetato de sédio pH 4 na proporcao
1:100 (m/v), filtradas em filtros 0,45 um e, em seguida, submetidas a
cromatografia de permeacdo em gel. A analise foi realizada utilizando duas
colunas em série Ultrahydrogel™ Linear 7,8 x 300 mm, um injetor Viscotek
GPCmax VE 2001 Solvent/SAMPLE MODULE, detector Viscotek TDA302
Triple Detector Array, tendo como fase mével tampdo acetato de sédio pH 4. O
volume injetado foi de 100 uL a uma vazio de 0,8 mL min™ e 0 equipamento é
dotado dos seguintes detectores: indice de refracdo (IR), viscosidade (DP) e
espalhamento de luz (RALS).

Determinacéo do grau de acetilagéo

O grau de acetilacdo (GA) das amostras de quitosana foi determinado
pelo método de titulagdo potenciométrica segundo metodologia descrita por
Raymond et al.™®. As amostras foram dissolvidas em HCI 0,1 mol L™ na
proporcdo 1:100 (m/v), e titulou-se com solucdo padrdo de NaOH 0,1 mol L™
sob agitacdo continua. Os valores de GA foram calculados através da

Equacéo (1):

(VnaoH % Mg,) x 100

GA=
(1000 X MNaOH X mqu)

)

onde, GA = grau de acetilagdo de quitosana (%); mg, = massa de amostra de
quitosana (g); Mg, = massa molar da unidade de glicosamina (161 g mol™);
Vnaon = Volume da solucdo de NaOH (0,1 mol L™) usado para neutralizar os
grupos amino livres protonados (mL) e Mya,on = concentracdo molar real da
solugdo de NaOH (mol L™?).
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Anélise elementar

Para a determinacdo da analise elementar, 2 mg de cada amostra de
quitosana foram secas em estufa a 103+2°C e posteriormente acondicionadas em
analisador elementar Vario Micro Cube. Desta forma, foram obtidos os teores
em nitrogénio, carbono, hidrogénio, enxofre e, por diferenca, 0 teor em
oxigénio. A temperatura do tubo de combustéao foi de 1200°C e a temperatura do
tubo de reducdo de 850°C, sendo utilizado o hélio como gas de arraste e 0

oxigénio como gas oxidante.

Producéo dos filmes de quitosana

Para o preparo dos filmes das amostras de quitosana seguiu-se 0
procedimento descrito por Yoshida et al.™. As amostras foram dissolvidas em
solucbes de &cido acético na proporcao 1:100 (m/v) nas concentracdes de 0,25,
0,5, 1,0 e 1,5%. As solugdes foram homogeneizadas em agitador magnético
(Fisatom, modelo 711) em temperatura ambiente por 24 horas até completa
dissolugdo. Em seguida, foram filtradas em filtro de 11 pm sob vécuo e 10 mL
do filtrado foi adicionado em placas de Petri de poliestireno de 8 cm de

diametro. Os filmes foram secos a temperatura ambiente.

Espectroscopia na regido do infravermelho

A analise de infravermelho foi realizada nas amostras de quitosana e no
filme produzido a partir da amostra A na concentracdo de 1% (m/v em &cido
acético 1%). Aproximadamente 1,5 mg das amostras foram secas em estufa a
vacuo por 15 horas a 60°C. Apls este periodo, 100 mg de KBr foram
adicionados e a mistura homogeneizada em almofariz de agata. As pastilhas
foram preparadas e deixadas em estufa a vacuo a 110°C por 20 horas. Os
espectros de infravermelho foram registrados em um espectrofotdbmetro Bomem-
Michelson FT-IR, MB 102.
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Anédlise Térmica

A anélise térmica foi feita nas amostras de quitosana e no filme
produzido a partir da amostra A na concentracdo de 1% (m/v em &cido acético
1%). As curvas termogravimétricas foram obtidas em um modulo
termogravimétrico TGA 2050, acoplado a um analisador térmico TA 2000 da
TA instruments. A atmosfera empregada foi de N,st, com razdo de aquecimento

de 10°C min* até a temperatura de 400°C e o fluxo de gas de 30 mL min ™.

Espessura do filme

As espessuras dos filmes das amostras de quitosana A, B e C preparadas,
respectivamente, nas concentrac@es 0,5, 1 e 1,5% (m/v em acido acético 1%),
foram medidas através de micrometro (Mitutoyo Mfg. Co. Ltd., Kawasakishi,
Kanagawa, Japdo). As medidas foram realizadas aleatoriamente em cinco
posicdes diferentes dos filmes e a espessura do filme foi a média dessas
medidas.

Solidos totais

Os filmes produzidos a partir das amostras de quitosana A, B e C
preparadas, respectivamente, nas concentragdes 0,5, 1 e 1,5% (m/v em é&cido
acético 1%), foram pesados em balanga analitica e as massas obtidas foram
divididas pela &rea da placa de petri de 8 cm de didmetro, que é de 0,005 m?. Os
teores de solidos totais dos filmes em g x m™ foram determinados dividindo a

massa obtida para cada filme em gramas pela area de 0,005 m®.

Cinética de permeabilidade ao vapor de agua
A permeabilidade ao vapor de &gua dos filmes das amostras de
quitosana A, B e C preparadas, respectivamente, nas concentractes 0,5, 1 e 1,5%

(m/v em é&cido acético 1%), foram determinadas pelo método gravimétrico
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padrdo E96-95"%1 Em frascos de 50 mL foram colocados 10 g de silica gel azul
(Synth) e os mesmos foram lacrados com os filmes de quitosana e colocados
dentro de um dessecador no qual continha 200 mL de solucéo salina de cloreto
de calcio 10% (m/v). Apobs este procedimento foi feito vacuo dentro do
dessecador e 0 mesmo foi levado a uma BOD (Novatecnica, NT 705) a
temperatura de 25°C e durante cinco dias as amostras eram retiradas e pesadas e

um novo vacuo realizado.

Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa Origin Pro 8 e as
diferencas entre as médias obtidas a partir de triplicatas foram analisadas pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Resultados e Discussdo
Massa molar e grau de acetilacéo

As propriedades da quitosana ndo dependem apenas do seu grau de
acetilacdo (GA), mas, também da distribuicdo média dos grupos acetil ao longo
da cadeia principal, além da sua massa molar™. Como muitas propriedades da
quitosana estdo intimamente relacionadas a estes parametros, torna-se
imprescindivel a determinagdo dos mesmos.

Os resultados das massas molares e dos GA das amostras de quitosana
estdo apresentados na Tabela 1. As massas molares médias obtidas pela técnica
de cromatografia de permeacdo em gel para trés amostras de quitosana
codificadas como A, B e C, foram respectivamente 132, 228 e 245 kDa. Assim
como era esperado, com o0 aumento dos valores das viscosidades das amostras de
quitosanas A, B e C fornecidos pelo fabricante, respectivamente 5, 520 e 1.300

mPa x s, também houve aumento dos valores das massas molares médias.
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Apesar da tendéncia de aumento observado nos dois métodos,
viscosimétrico e cromatografico, ndo se observou um aumento proporcional
entre os valores, tendo em vista que 0s principios de detec¢do dos dois métodos
sdo distintos. Um método se baseia na determinacdo da viscosidade
(viscosimétrico) e 0 método de cromatografia de permeacdo em gel avancado se
baseia na combinacdo de trés detectores (indice de refracdo, viscosidade e
espalhamento de luz) através do qual se determina o valor da massa molar
média.

Os GA obtidos pela técnica de titulagdo potenciométrica para trés
amostras de quitosana codificadas como A, B e C, foram respectivamente 5,9,
5,8 e 6,3%. O GA obtido pelo método de titulacdo potenciométrica € bastante
confiavel quando as solucdes de HCl e NaOH 0,1 mol L™ sdo padronizadas e
quando as amostras de quitosana sdo totalmente sollveis na solugdo de HCI e
ambas situacGes foram observadas neste estudo.

Raymond et al.™®! observaram que a titulagdo potenciométrica é um
método indicado para amostras de quitosana com baixos valores de GA
conforme foi o caso deste estudo. Em outro estudo do nosso grupo, cujos
resultados ainda serdo publicados, comparamos os resultados de GA obtidos por
titulacdo e por RMN 'H (ressonancia magnética nuclear de préton) e
observamos que ndo houve diferenca entre os métodos para quitosana com GA
que variaram entre 8 e 22%. Desta maneira, 0 método de titulagdo
potenciométrica mostra-se um método simples, barato e bastante confiavel na
determinagdo do GA de quitosana, desde que se tomem os cuidados

anteriormente citados.
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Anélise elementar

Os dados de analise elementar apresentados na Tabela 2 sdo proximos
da formula C¢H1,O4N para a unidade de repeticdo, quando se desconta o teor de
agua presente na amostra.

A hidratacdo se deve ao fato de que a quitosana tem forte afinidade pela
agua e, no estado solido, as macromoléculas podem apresentar estruturas
distorcidas, que sdo facilmente hidratadas™”. Em adicéo, deve-se considerar que
a analise elementar é um método conveniente para analise de quitosana somente

na auséncia de proteina residual'®*®!.

Tabela 2. Andlise elementar das amostras de quitosana.

Composicao (%)

Amostra N C2 H
A 8,1+0,8 38,4+3,7 6,9+0,5
B 10,3+0,5 38,0+3,3 6,9+0,4
C 9,7+0,9 37,242,2 6,5+0,5

Nitrogénio; “Carbono; *Hidrogénio.

Infravermelho

Os espectros de absorcdo no infravermelho das amostras de quitosana e
do filme produzido a partir da amostra A na concentragdo 1% s&o apresentados
na Figura 1. As principais bandas observadas nos espectros das amostras de
quitosana e do filme foram: banda de estiramento axial de OH entre 3440 a 3480
cm™, a qual aparece sobreposta a banda de estiramento N-H; deformagcao axial
de C = O de amida | (entre 1661 a 1671 cm™); deformagdo angular de N-H
(entre 1583 a 1594 cm™); deformagéo angular simétrica de CH; (entre 1380 a

1383 cm); deformacdo axial de -CN de amida (por volta de 1425 cm™) e
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deformacéo axial de -CN de grupos amino (entre 1308 a 1380 cm™), além de
bandas de estruturas polissacaridicas na regi&o de 890 — 1156 cm™.

Todas as bandas caracteristicas sdo muito semelhantes aquelas escritas
por Brugnerotto et al.*® e estdo presentes em todas as amostras investigadas e no
filme, mostrando que todas apresentam basicamente 0S mesmos grupos

funcionais.
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Figura 1. Espectros de infravermelho das amostras de quitosana A, B e C e do
filme produzido a partir da amostra A na concentragéo de 1% (m/v em
acido acético 1%).

Analise termogravimétrica

As curvas de termogravimetria das amostras de quitosana e do filme
produzido a partir da amostra A na concentracdo 1% sdo mostrados na Figura 2.
Os termogramas das quitosanas e do filme apresentaram somente duas etapas de

decomposicao.
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O primeiro estagio, proximo a 100 °C se refere ao desprendimento de
dgua adsorvida ao biopolimero, e o segundo estdgio, cujo patamar final
encontra-se indefinido, se refere a degradacdo da cadeia polimérica, porém,
como a atmosfera € a de um gas inerte, esta perda de massa esta relacionada
mais ao efeito térmico propriamente dito do que ao efeito reacional.

Para a amostra do filme nota-se que o padrdo da curva se manteve
semelhante ao das amostras com uma menor resisténcia ao calor, tal fato pode
ser relacionado com a menor concentragdo de quitosana, visto que o filme foi
preparado usando apenas 1% de amostra. E importante frisar também que os
materiais analisados, em atmosfera inerte (N,), apresentaram boa estabilidade

térmica até a temperaturas proximas de 300°C 4.

100 -

90 4

80 4

70 4

60 4

Perda de Massa (%o)

Filme A B —C

T T T T T T |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Temperatura (°C)

Figura 2. Termograma das amostras de quitosana A, B e C e do filme produzido
a partir da amostra A na concentragdo de 1% (m/v em &cido acético
1%).
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Filmes de quitosana

As concentracOes empregadas para as amostras de quitosana (0,5, 1,0 e
1,5%) revelaram a formacdo de filmes homogéneos, finos, transparentes e
flexiveis. Exceto para a concentracdo 0,25% que formou filmes extremamente
frageis que proporcionaram grandes dificuldades de manuseio, desta maneira,
foram analisados somente os filmes obtidos a partir da concentracéo 0,5%.

Observou-se aumento significativo (p<0,05) da espessura dos filmes
com o aumento da concentracdo da solugdo de quitosana para todas as amostras
(Tabela 3), entretanto, pode-se observar que com o aumento das massas molares
das amostras de quitosana (132 a 245 kDa), apesar de se observar uma tendéncia
de aumento das espessuras dos filmes, ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os valores das espessuras dos filmes produzidos nas mesmas

concentracdes.

Tabela 3. Propriedades das amostras de quitosana e de seus respectivos filmes

produzidos.
Proglzlifg::ne;sdas Propriedades dos filmes
Amostra x;ﬁ:? Concentracdo %  Espessura  Sdlidos t(_)ztais PV,1°\1 5
(kDa) (mhV) (nm) (gxm®)  (gxdia”xm)
0,5 3,72 2,0° 176,6'
A 132 1,0 4,58 4,0% 173,2
1,5 6,0 7,3° 170,2
05 4,6° 2,0° 179,6"
B 228 1,0 6,0 3,5 176,8"
15 6,12 6,3° 170,1'
05 4,58 2,2° 180,2"
C 245 1,0 5,32 4,3% 174,5'
1,5 6,8 4,8% 175,3'

'PVA: permeabilidade ao vapor de 4gua. *' Médias na mesma coluna com diferentes
sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.
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A medida que o volume da solucio utilizada foi mantida constante (10
mL), os filmes obtidos tinham seu teor de solidos totais por unidade de &rea
aumentado com o aumento das concentra¢fes das solucdes (Tabela 3). Exceto
para a amostra C, cujos teores de solidos totais nas concentracdes 1,0 e 1,5% néo
variaram significativamente (p<0,05).

Isto se deve ao fato da amostra C ser muito viscosa, 1.300 mPaxs, e
guanto maior a concentracdo, maior a retencdo de amostra durante a filtracdo em
filtro de vidro sinterizado, que no caso da concentracdo de 1,5% a retencéo foi
de 10%. O filme com maior teor de sélidos por &rea que foi de 7,3 g x m? foi
obtido a partir da amostra A de menor viscosidade (5 mPaxs), o que justifica o
maior teor de sélidos devido ndo ter havido retencdo de solidos durante a
filtracéo.

Néo foi observado a formacgdo de bolhas de ar incorporadas as matrizes
dos filmes com maior massa por &rea como descrito por Yoshida et al.'!,

Os resultados de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes obtidos a
partir das amostras de quitosana (Tabela 3) mostraram que houve uma tendéncia
de diminuicdo da permeabilidade com o aumento dos sélidos totais por metro
quadrado de filme para uma mesma amostra de quitosana. Para a amostra A
(viscosidade 5 mPa x s), a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de
quitosana produzidos a partir das concentracBes 0,5, 1,0 e 1,5% foram
respectivamente, 176,6, 173,2 e 170,2 g x dia® x m? e se mostraram menos
permeaveis ao vapor de &gua durante cinco dias de analise comparados aos
outros filmes produzidos a partir das amostras B e C.

Comparando-se os valores de permeabilidade ao vapor de agua dos
filmes produzidos a partir da solu¢do de concentracdo 1,5%, pode-se notar que
os valores obtidos para as amostras A e B ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05), sendo respectivamente, 170,2 e 170,1 g x dia®’ x m?,

porém, estes foram significativamente diferentes do valor de permeabilidade do
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filme obtido a partir da amostra C que foi de 1753 g x dia’ x m? Esse
resultado estd de acordo com o estudo realizado por Yoshida et al.*™¥ que
também observaram reducdo da permeabilidade de filmes produzidos a partir de
amostras de quitosana com menor massa molar.

O estudo da permeabilidade de filmes de quitosana se justifica para
inimeras aplicacBes, e no caso deste estudo, se trata de uma selecdo de filmes
cujas propriedades sejam ideais para recobrimentos de frutos e aumentem seus
tempos de prateleira. No momento, estamos testando as mesmas amostras de
quitosana utilizadas neste estudo como recobrimento de goiabas e avaliaremos
as alteracGes pos-colheita durante 0 amadurecimento dos frutos.

Além das técnicas descritas neste estudo, também estamos analisando as
propriedades mecanicas dos filmes, tensdo ao estiramento e elongacgdo dos
filmes, cujos resultados ainda seréo publicados.

Conclusdes

As amostras comerciais de quitosana analisadas apresentam diferentes
massas molares e graus de acetilacdo e analise elementar proxima a férmula
CeH1104N para a unidade de repeticdo. As bandas observadas no infravermelho
revelam que todas as amostras e o filme produzido a partir da amostra A
apresentam basicamente 0s mesmos grupos funcionais, assim como a analise
térmica que mostra curvas semelhantes de decomposicdo para as amostras e 0
filme.

Os filmes de quitosana produzidos a partir da concentracdo 0,5%
mostraram-se homogéneos, finos, transparentes e flexiveis. As espessuras dos
filmes ndo variaram com as massas molares, entretanto, observou-se aumento
das espessuras destes com o aumento das concentracbes das solucBes de
quitosana de 0,5 a 1,5% (m/v). Os filmes com maior teor de sélidos e menor

massa molar foram menos permedveis ao vapor de agua.
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Os resultados deste estudo mostram que quando se deseja produzir um
filme de quitosana menos permeével ao vapor de dgua é necessario a utilizagao
de amostras de quitosana com baixas massas molares em solu¢bes mais
concentradas.
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Resumo

A goiaba é um fruto climatérico com alto valor nutricional que apresenta curta
vida pés-colheita, uma vez que sofre perda de firmeza poucos dias apo6s ter sido
colhida. O presente trabalho objetivou estudar o amaciamento de goiabas
submetidas ao tratamento com biofilmes de quitosana de diferentes massas
molares em duas concentracbes cada. Para tanto foram avaliadas a perda de
massa, firmeza, pectinas e a atividades da enzima hidrolitica:
pectinametilesterase, durante oito dias de armazenamento a temperatura
ambiente. Os resultados mostraram que, os frutos tratados com a quitosana 3142,
na concentragdo de 1,5% apresentaram menores teores de perda de massa e
pectinas sollveis, maior firmeza e maior teor de pectina total, quando

comparado com os demais tratamentos. O tratamento com a quitosana 3142 na
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concentragdo de 0,5% resultou em menores atividades de enzimas hidroliticas
analisadas, quando comparados com a testemunha. Os tratamentos com
quitosana, nas diferentes concentracdes mostraram-se eficientes em manter a

qualidade pos- colheita da goiaba, estendendo sua vida util por 8 dias.

Palavras-chave: quitosana; goiaba; armazenamento.

Abstract

Guava is a climacteric fruit with high nutritional value that presents short
postharvest life, as it suffers loss of firmness a few days after being harvested.
This study investigated the softening of guavas subjected to treatment with
chitosan biofilms of different molecular weights, at two concentrations each.
Therefore, the loss of mass, firmness, pectins and activitie of hydrolytic enzyme:
pectinmethylesterase were evaluated for eight days of storage at room
temperature. The results showed that the product treated with chitosan 3142, at a
concentration of 1.5% showed a lower weight loss and soluble pectin content, as
well as greater firmness and content of total pectin, compared to the other
treatments. The treatment with chitosan 3142 at a concentration of 0.5% resulted
in lower activities of the hydrolytic enzymes analyzed. When compared with the
control, treatments with chitosan at different concentrations were effective in

maintaining postharvest quality of guavas, extending their life for eight days

Keywords: chitosan; guava; storage.

1. Introduction
For many years, packages were developed with the purpose of food
protection, without presenting any interaction with it. Currently, there is great

interest in developing new types of packaging, such as those active, which
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interact intentionally with food, extending their useful life or giving desirable
sensory and/or nutritional characteristics™. The use of natural products for the
development of biodegradable packaging is of great interest to the food industry
and society, since it benefits the food and the environment.

The use of edible coatings which, when applied to food, form a barrier
that attenuates gas exchange and further improve appearance, structural integrity
and mechanical properties of foods, is noteworthy!?. In this context, chitosan is
an amino-polysaccharide obtained from the deacetylation of chitin. It is an
animal fiber, biodegradable and non-toxic®™, considered one of the most
abundant natural polymer in living organisms, such as crustaceans, insects and
fungi. When used as a coating, chitosan interferes directly in pathogen growth
and activates various defense responses in plant tissue, thus helping in the
control of the the onset of postharvest diseases™®*. The production of guava in
Brazil was 345.3 thousand tons in 2014, and the production in Minas Gerais was
15.9 thousand tons. This fact places Brazil as the world's largest producer of red
guava. Among the most cultivated varieties in the country are the cultivars
Paluma and Pedro Sato. Guava is a highly perishable climacteric fruit, due to its
rapid metabolism during ripening and senescence. This phenomenon limits the
period of transport and storage, making it difficult or even impossible to send the
guava fruit to more distant consumer centers, due to the irreversible losses that
occur during transport. For a long time, most of the production was intended
for the domestic market. However, major European centers are currently
discovering guava and the market is expanding, mainly for table guava®". The
expansion of the consumer market of fresh guava is conditional on fruit quality
and increased shelf life. Various coating methods are being studied to extend the
life of guava. These treatments modify the surrounding air within the fruit,
reducing the levels of O, and increasing CO, levels. Consequently, they reduce

plant metabolism, delaying senescence®®!,
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The ripening of guava is a complex process, highly coordinated in
various metabolic levels correlated to its development in the plant. The
knowledge of changes occurring during this process is important to clarify and
establish the scientific basis that enables the development of new postharvest
conservation technologies, thus increasing the useful life of this fruit™®. Given
the above, the present study aimed to determine the effect of edible chitosan
coatings on the quality maintenance of guava cv. Pedro Sato for eight days of

storage at room temperature.

2. Materials and Methods
2.1 Preparation of chitosan solutions with different molecular weights

Chitosan samples (trade name Chitoclear®) with different molar weights
were kindly provided by Primex ehf Iceland, in three different batches: 3493,
3529 and 3142. They were used in the preparation of solutions and coded
respectively as A, B, C, D, E and F, according to Table 1.

For the preparation of chitosan solutions, the procedure described by
Yoshida et al.*! was followed. Samples were dissolved in acetic acid solutions
at the ratio 1:100 (w/v), at concentrations of 0.5 and 1.5%. The solutions were
homogenized on a magnetic stirrer (Fisatom 711) at room temperature for 24
hours until complete dissolution. They were then filtered using a 11-um filter

under vacum.

2.2 Preparation of guavas

Guavas (Psidium guajava L.) from cv. Pedro Sato (350 fruits) were
manually picked early in the morning at the half-mature ripening stage (light
green coloration) in a commercial orchard located in the municipal district of
Lavras, Minas Gerais, altitude 845 m, latitude 21.15° S and longitude 45.22° W.

They were placed in previously sterilized polyethylene boxes and transported to
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the Biochemistry Laboratory, in the Chemistry Department of Universidade
Federal de Lavras, MG.

The fruits were selected based on size, color and absence of physiological
and mechanical injuries, washed in tap water and separated into 7 groups of 9
fruits for the composition of the treatments. All fruits were immersed in a 0,1%
sodium hypochlorite solution at room temperature for 5 minutes for disinfection.
After drying the hypochlorite solution, the fruits were numbered and treated with
the different chitosan solutions. Therefore, the fruits were immersed in chitosan
solutions for 10 seconds and then placed to dry in backrests, by the peduncle. The
concentrations of the prepared solutions, viscosity and molecular weight of the

chitosan samples used are given in Table 1.

Table 1. Chemical characteristics and concentration of chitosans used in the
preparation of the coatings of the groups studied in the experiment.

Molar

Coating/ . Viscosity
Group . Weight 1%
concentration Mw (kDa)* (mPa x s)
Control No coating XX XX
Group A Chitosan 3493
concentration 5% 132+1.0 5
Group B Chitosan 3493
concentration 1.5%
Group C Chitosan 3529
concentration 5%
Group D Chitosan 3529 228+9.0 520
concentration 1.5%
Group E Chitosan 3142
concentration 5%
Group F Chitosan 3142 245£2.0 1,300

concentration 1.5%

*Information provided by the manufacturer (Primex ehf).
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After drying of the coating, the fruits were placed on a steel shelf in the
laboratory and kept for a period of eight days at relative temperature and
humidity (RH) of 27°C £ 1°C and 53% * 1%, respectively.

The samples were prepared for analyses on the day of harvest and every
other day until the end of the storage period (day 8). Therefore, nine fruits of
each treatment were taken every day during the analysis. They had the
endocarps removed and the pulp chopped into pieces of approximately l1cm?®.
The pieces were manually homogenized, stored in plastic pots and placed in a

freezer (-20°C) for subsequent analyses.

2.3 Experimental design

A completely randomized design (CRD) was used factorial scheme
(7x5), with seven treatments (groups control, A, B, C D and F) and 5 storage
times (day 0, 2, 4, 6, and 8). The experimental portion consisted of 3 fruits with
3 replications for each treatment. The results were submitted to the variance
analysis using the software SISVAR. When significant, data were subjected to

regression analysis.

2.4 Physical analyses

Firmness
Three equidistant readings were taken in the equatorial region of the fruit, using
a digital penetrometer (53205, TR Turoni), with an 8-mm probe.

Weight loss
The fruits were weighed in a Plus OHAUS scale and the loss of fresh weight
during storage was determined according to the equation M= (M0-Mn/MQ)x100,
where M is the mass of fruits, MO the mass at the initial time (day 0) of storage

and Mn is the mass for subsequent days of analysis (n = 8).
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2.5 Chemical and biochemical analyses
Total pectin and soluble pectin

Total and soluble pectin were extracted according to the technique
standardized by McCready and McCoomb™, and quantified by carbazole
reaction, according to Bitter and Muir™. The results were expressed in g

galacturonic acid.100g™ pulp.

Activity of pectin methylesterase

The activity of pectin methylesterase (PME) was determined according
to the technique described by Jen and Robinson™. A 1% citrus pectin solution
was used as a substrate in 0.2N NaCl, pH=7.0, at room temperature. The
demethylation rate of pectin added to the enzyme extract was measured by
titration of the reaction mixture with 0.01N NaOH, keeping the pH=7.0 for 10
minutes. One unit of enzyme activity (UEA) was defined as the enzyme's ability
to catalyze the pectin demethylation corresponding to a micromol NaOH per
minute under the assay conditions. The results were expressed as U.g™ fresh
weight (UEA).

3. Results and Discussions

The onset of diseases in fruits treated with chitosan and symptoms that
would compromise the appearance of the fruit, were not observed at the end of
storage. During eight days of storage at room temperature (22.6°C and + 75%
RH), the fruits treated by immersion in different chitosan solutions, especially at
a concentration of 1.5%, had lower weight losses compared with the control,
(Figure 1). The chitosan that provided the lowest weight loss in the coated fruits
was 3142. The fruits covered with this material at concentrations of 1.5% and
5%, showed a lower weight loss, 16.88% and 18.20%, respectively, compared

with the control (T) (22.81%), at the end of storage. The results for weight loss
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were followed by the fruits treated with chitosan 3529, with a loss of 19.42%
and chitosan 3493, with a loss of 22.58%. In all treatments, the weight loss
percentages observed were lower than those reported for guavas suitable for
consumption™®,

"I stored for eight days at a temperature of 22 + 2°C

Guavas ‘Kumagai
and 70 + 5%RH coated with 6% chitosan, had a lower mass loss, of 5.67% on
the eighth day, when compared with other chitosan concentrations, other
treatments and the control, which showed a loss of 8.00% on the eighth day.
This difference may be related to the increased chitosan concentration, in
addition to the different characteristics of the material used to prepare the film.
LINHARES; SANTOS; ABREU™! analyzed the mass loss of guavas ‘Pedro
Sato’ after 25 days of refrigeration, and found that the mass loss for the control
fruits was 21.80%; for other fruits treated with calcium chloride, it was 21.13 %,

and 18.60% for fruits treated with 1-MCP.
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Figure 1. Weight loss in guava Pedro Sato coated and not coated with chitosans
for 8 days of storage.

Most weight loss presented by the fruits without coating with chitosan
film is probably due to water loss resulting from transpiration rates, while
smaller losses in coated fruits can be explained, since coating mitigates water
loss to the external environment, reaching equilibrium in the micro environment,
by the change of atmosphere. At the end of storage, the group treated with
chitosan 3142 showed an excellent aspect, since the fruits that did not receive
any type of treatment were inappropriate, at an advanced stage of senescence
(Figure 2).
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Group Fon the 8th day

Figure 2. Appearance of the control group and group F at the end of storage.

The regression analysis for firmness (Figure 3) showed that the best
results have also been achieved by the coated fruits, at the highest chitosan
concentration (1.5%). The percentages of firmness loss at the end of storage
were 61% for group D, 59.5% for group E and 70% for group C. The loss of
firmness in guava is one of the most important changes that occur in the ripening
process™®. All treatments were efficient and had a higher firmness, when
compared to the control group at the end of storage, the eighth day of storage
showed a firmness loss of 80.4%, compared to the beginning of storage. The
behavior of the coated fruits at higher chitosan concentrations may be associated
with their higher viscosities, producing “sticky” solutions. The reduction in
firmness during ripening has been attributed to chemical modifications and

degradation of cell wall components™, as well as to the decrease in the integrity
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of the fruit®®. The decrease in fruit firmness contributes to a higher susceptibility
to the attack by microorganisms and to a lower impact resistance.

25 —_— T=-1,1168x + 10,39; R°=0,8418

A=0,3258%" - 3,843x + 13,688; R*=0,8279
B=0,3672x" - 4,418x + 15,824; R*=0,9159
C=0,2880x’ - 3,329x + 12,361; R*=0,8525
D=0,1512x° - 2,731x + 19,166; R?=0,9657
E=0,2812x* - 3,631x + 14,194; R>=0,8854
F=0,3669x’ - 4,394x + 18,793; R>=0,7916

!
O A DPOHR

Firmness (N)

Days os storage

Figure 3. Firmness of guava Pedro Sato coated and not coated with chitosans for
8 days of storage.

Total pectins are important for the postharvest conservation of fruits™®,
since they are structural components of the cell wall and middle lamella, and
influence their texture. It is observed that, during storage, there was an increase
in the contents of total pectin for all treatments analyzed (Figure 4). This may be
due to water loss during storage for all treatments, resulting in a higher
concentration of this pectin. It is observed that, at the beginning of storage, the
fruits had similar contents of total pectin. At the end of storage, the fruits with
smaller weight losses (coated with chitosan 3142) also presented the lowest
contents of total pectin. These results of the agreement to those reported by

Vila® e Linhares; Santos; Abreu™
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Figure 4. Contents of total pectin in guava Pedro Sato coated and not coated
with chitosans for 8 days of storage.

In Figure 5 it is observed that, throughout ripening, an increase in the
contents of soluble pectin, which is usually accompanied by a decrease in
protopectin, occurred for all treatments. This is due to the action of proteolytic
enzymes that degrade protopectins, transforming them into soluble pectins,
causing softening in fruits. The fruits coated with chitosan 3142 were those who
had lower contents of soluble pectin (2%) at the end of storage, when compared
to the fruits of other treatments (0,65%), these groups also presented greater
firmness on the eighth day of storage (Figure 3), unlike the fruits that received
no coating, which had the lowest texture and the highest content of soluble

pectin at the end of the storage, indicating a higher metabolism in relation to the
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coated fruits. Coating decreased gas exchange with the environment by slowing
the ripening process, with subsequent maintenance of the quality of the fruit.
The results of soluble pectin comply with Reyes®! which determined the
pectinic content from different parts of guava at different stages of maturity,
they observed a content in the pulp and inner cavity PS values around 0.56 and
1.07 mg.100g™. Xisto ® found pectin soluble levels between 0.09 to 0.39% of
galacturonic acid, which is consistent to that observed by Vila®!, who also
observed an increase in PS levels and protopectin.

Linhares™ analyzing guavas 'Pedro Sato' treated postharvest with
calcium chloride and 1-methylcyclopropene and stored under refrigeration,
observed that the soluble pectin content increased with maturity pointing out the
fruits treated with calcium chloride and with 1-MCP, which showed lower levels
and percentage of slower solubilization, which possibly contributed to the
softening of the fruit was less pronounced, indicating that these treatments can
influence and reducing or slowing the activity of pectic enzymes
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Figure 5. Contents of soluble pectin in guava Pedro Sato coated and not coated
with chitosans for 8 days of storage.

Various chemical transformations, primarily related to the content of
carbohydrates, organic acids and pectins, occur during fruit ripening and are
commonly associated with the action of specific enzymes, such as: pectin
methylesterase (PME) and polygalacturonase (PG), enzymes capable of
degrading pectic substances, found in the cell wall and middle lamella of
parenchyma cells of various fruits and vegetables®. However, in guava, the
activity of PG is not observed™: it may be very low!™ making the
information on the activity of these enzymes contradictory, and the mechanisms

that control ripening not clearly defined.
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Figure 6. Variation in the activity of pectin methylesterase during storage.

All treatments showed the same behavior at the end of storage.The peak
activity of PME, 460.8 (U.g™ fresh weight), was observed in the control group,
on the fourth day of storage (Figure 5); it decreased from this point, indicating
that the substrate of this enzyme (methylated pectins) was already reduced, and
the enzymes that degrade pectins in the middle of the chain were already active.
The increase in the activity of PME followed by a decrease was observed for the
other treatments, but with lower intensities, when compared with the fruits of the
control treatment. The lower activity of this enzyme at the end of storage was
observed in groups T and C, both with 102.4 (U. g-* fresh weight). In the study
cultivar, the highest activity on day 0 was observed in group C (268.8 U. g-!
fresh weight) and the lowest activities at the end of storage were observed in

groups T and C (102.4 U g-* fresh weight).
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4. Conclusions

All treatments used in this study were effective in extending the quality
of the fruits of Pedro Sato guava, compared with the fruits of the control
treatment. At a concentration of 1.5%, chitosan 3142 showed the best results in
quality maintenance during 8 days of storage, being suitable for consumption.
Treatments with different concentrations of chitosan have extended the quality
of the fruit for over four days, since the fruits with no treatment showed unfit for

consumption from the fourth day of storage.
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Abstract - The objective of this study was to evaluate the effects of chitosan-
based coatings on the postharvest of guavas Pedro Sato under room conditions.
(27°C = 1°C) For this purpose, chitosans were used, as well as two
concentrations, 0.5% and 1.5%, to which guavas were manually applied by
immersion. Fruits without the application of chitosans were used as a control.
The experimental design was completely randomized with seven treatments, 3
replications and 9 fruits per plot. Guavas were characterized immediately after
harvest and evaluated at 2, 4, 6 and 8 days after treatment application. The
treatments had little effect on total soluble solids, titratable acidity and ascorbic

acid. However, they were efficient in delaying peel color changes and the levels
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of lycopene and beta-carotene. The treatments with chitosan 3529 and 3142 have
potential for use in guavas.

Keywords: Guavas, Chitosan, Conservation

1. Introduction

Guava (Psidium guajava L.) is a fruit native to Brazil and its cultivation
is currently important for a lot of countries of tropical and subtropical regions,
due to its capacity for growth, production (Hong, 2012) and excellent acceptance
for fresh consumption (Martinez, 2012; Bashir, 2003). Thus, its consumption
has increased internationally, and Brazil is the world's largest producer of red
guava today (Zambrano-Zaragoza, 2013; Vieira et al., 2014).

Guava stands out for its nutritional value, being one of the best sources
of vitamin C and carotenoids among cultivated fruit trees, with lycopene as the
predominant carotenoid (Dantas et al., 2015). Its high perishability and
nutritional value instigate studies in an attempt to extend their shelf life (Xisto,
2004). Among the strategies used to extend their shelf life, coating methods are
widely studied in guava (Assis et al., 2014). The treatments used in these
methods modify the circulating air inside the fruit, reducing the levels of O, and
increasing CO, levels. Consequently, they reduce the metabolism of the fruit,
slowing senescence.

Among these coatings, chitosan stands out as an edible biopolymer, non-
toxic, soluble in dilute solutions of acetic acid, with an excellent filmogenic
capacity, enabling its application by immersion in fruits (Santana, 2013).
Therefore, this study aimed to determine the effect of an edible chitosan coating
in maintaining the quality of guavas cv. Pedro Sato for eight days of storage at

room temperature.
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2. Materials and Methods
2.1 Preparation of chitosan solutions

Chitosan samples (Chitoclear) with different molar weights were kindly
provided by Primex Ehf (Siglufjérdur, Iceland), in three different batches: 3493,
3529 and 3142. They were used in the preparation of treatments and coded
according to Table 1. For the preparation of chitosan solutions, the procedure
described by Yoshida et al. (2009) was followed. The samples were dissolved in
acetic acid solutions at the ratio 1:99 (v/v), at concentrations of 0.5 and 1.5%.
The solutions were then homogenized on a magnetic stirrer (Fisatom-711) at
room temperature (27°C + 1°C) for 24 hours until complete dissolution. They

were then filtered using a 11-pm filter under vacum.

2.2 Preparation of guavas

Guavas (Psidium guajava L.) from cv. Pedro Sato (350 fruits) were
manually picked early in the morning at the half-mature ripening stage, with
light green coloration (Abreu et al., 2012a), in a commercial orchard located in
the municipality of Lavras, Minas Gerais, Brazil, altitude 845 m, latitude 21.15°
S and longitude 45.22° W. They were placed in previously sterilized
polyethylene boxes and transported to the Biochemistry Laboratory, in the
Chemistry Department of Universidade Federal de Lavras, MG. The fruits were
selected based on size, color and absence of visual injuries, washed in tap water
and separated into 7 groups of 9 fruits for the composition of the treatments. All
fruits were immersed in a 0,1% sodium hypochlorite solution at room
temperature for 5 minutes for disinfection. After drying the hypochlorite
solution, the fruits were numbered and treated with chitosan in the respective
solutions (Table 1) for 10 seconds and then placed to dry in backrests, by the
peduncle. The concentrations of the prepared solutions, viscosity and molecular

weight of the chitosan samples used are given in Table 1.
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Table 1: Physicochemical characteristics and concentration of chitosans used in
six treatments (A, B, C, D, E, F) of guava (Psidium guajava L., cv.
Pedro Sato) coatings, and a control.

. Molar Weight Viscosity Concentracdo
Tratamentos Chitosan (kDa)* (mPa x 5)** utilizada (%)
Testemunha - - - -
A 3493 132+1.0 5 0,5
B 3493 132+1.0 5 15
C 3529 228+9.0 520 0,5
D 3529 228+9.0 520 15
E 3142 245+2.0 1300 0,5
F 3142 24542.0 1300 15

* Information provided by the manufacturer (Primex Ehf - Siglufjérdur, Iceland)

After drying of the coating, the fruits were stored for a period of eight
days at 27°C + 1°C and relative humidity of 53% + 1%. The samples were
prepared for analyses on the day of harvest and every other day until the end of
the storage period (day 8). Therefore, three fruits of each plot were taken every
day during the analysis. They had the endocarps removed and the pulp chopped
into pieces of approximately 1cm®. The pieces were manually homogenized and

stored in plastic pots capped at -20°C for subsequent analyses.

2.3 Experimental design

A completely randomized design (CRD) was used in a factorial scheme
(7x5), with seven treatments (Control, A, B, C D, E, F) and 5 storage times (day
0, 2, 4, 6 and 8), with three replications for each treatment. The experimental
portion consisted of 3 fruits. Data was submitted to variance analysis by the F
test at 5% probability. When significant, data were subjected to regression
analysis. When a significant effect of the applied treatments was observed, the
means were grouped by the Tukey test at 5% probability and, in case of a

significant effect of time, regression analysis was used.]
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2.4 Analytical procedures
2.4.1 Hydrogen potential (pH)

Ten grams of the fruit were homogenized with 40 mL water and filtered
through filter paper. For the determination of the pH of the samples, a
potentiometer (Gehaka TG1800, Sdo Paulo, Brazil) previously calibrated with
standard solutions of pH 4.0 and 7.0.

2.4.2 Total Soluble Solids (SS)

Total soluble solids were determined by adding 2 drops of the filtrate
obtained in the pH analysis in a PR-100 digital refractometer (ATAGO, Ribeirao
Preto, Brazil), with automatic temperature compensation at 25°C. The results
were expressed in g/100g fresh weight (AOAC, 2002).

2.4.3 Total Titratable Acidity (TA)

Total titratable acidity was determined in the filtrate described for pH; 3
drops of 1% phenolphthalein were added to the filtrate, which was then titrated
with NaOH solution (0.1M) until the turning point. The results were expressed
in g citric acid/100g™ fresh weight (Instituto Adolfo Lutz, 1985).

2.4.4 Ratio
The ratio was calculated by the quotient between total soluble solids and

total titratable acidity.

2.4.5 Coloration

The values of L* (lightness), C* (chroma) and h° (hue angle) were
determined as recommended by McGuire (1992), using a CR-400 Minolta
colorimeter (Konica Minolta, Tokyo, Japan) in three readings in the peel of each

fruit. The equipment was calibrated with illuminant D65 (6900 K), opening of
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100, equivalent to daylight, angular transmission, calibrated with white porcelain
plate (C6299 Hunter color Standard).

2.4.6 B-carotene and lycopene

The carotenoids were extracted in a mixture of acetone and hexane
(40:60 v/v), in the absence of light. The obtained extracts were used for reading
absorbances in a Varian Cary 50 spectrophotometer (Agilent Technologies,
Santa Clara, US) at four wavelengths: 435; 505; 645 and 663 nm. The results
were expressed in mg of B-carotene or lycopene 100 g™ fresh weight
(NAGATA; YAMASHITA, 1992).

2.4.6 Vitamin C

Vitamin C was extracted with an aqueous solution of oxalic acid
(0.5:99.5 wiv), cold (5°C), under stirring, according to Hernandez et al. (2006),
and quantified by the spectrophotometric method described by Strohecker and
Henning (1967), using a calibration curve prepared with ascorbic acid and
spectrophotometric reading at 520 nm. The results were expressed in mg 100g™
fresh weight.

2.4.7 Total phenolics

The extraction of phenolic compounds was performed with 50%
methanol at reflux for three consecutive times at 80°C; the extracts were
combined and evaporated to 25 mL (GOLDSTEIN & SWAIN, 1963). The
extracts were subjected to dosage of phenolic compounds, using the Folin-Denis
reagent, which is reduced by phenols to a blue complex in alkaline solution. The
absorbance was measured at 760 nm in a spectrophotometer (AOAC, 2005) and

the results were expressed in mg tannic acid 100 g™ fresh weight.
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3. Results and Discussions

No significant interaction between treatment and time was observed, as

well as isolated effects of treatment for pH (p<0.05) (Figure 1).

Titratable acidity (mg/100g)

0 2 4 6 8
Shelf-life (days)

Figure 1 — pH of guavas (Psidium guajava L.) cv. Pedro Sato coated with
chitosans, and the control, for eight days.

A significant effect of time was observed with the increase in pH
(p<0.01) during storage. The same was true for titratable acidity (p<0.01), with a
response inverse to pH, as expected, once they are inversely proportional scales
(NASCIMENTO et. al., 1991b). The films did not influence the parameters pH
and acidity of guava fruits during storage. The pH of the fruits on day 0 was 3.83
and, at the end of storage, it reached 4.1. The results are in agreement with those
reported by Sato (2004), who worked with fresh guava.

A significant interaction between time and treatment was observed for
soluble solids (p<0.05). On the eighth day of storage, treatments A, B, C, D and
the control were superior to the others, with values closer to the initial storage

conditions (Figure 2).
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Figure 2 — Soluble solids of guavas (Psidium guajava L.) cv. Pedro Sato coated
with chitosans, and the control, for eight days.

The control (T) showed the lowest SS values on the sixth day of
storage, with an increase at the end of the period. The drop in SS of the control
fruits from the 4th day, is due to the fact that these fruits are entering
senescence, occurring degradation of sugars into organic acids. Treatments E
and F presented the lowest drops in SS, indicating lower senescence in these
fruits. The response of total soluble solids with guava ripening consists mainly
of starch conversion into simple sugars, such as glucose, fructose and sucrose,
consequently causing flavor changes, such as the increase in sweetness (Esteves
and Carvalho, 1982; Abreu, 2012b). The values found are similar to those
observed by Jacomino (2007), Xisto et al. (2004) and Lima et al. (2000).

A significant interaction between time and treatment was observed for

the ratio. The highest ratio values were observed in treatment A (Figure 3), on
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the second day of storage. The control showed the highest value at the end of the
storage period, indicating an advanced ripening process. The ratio serves as an
indication of fruit sweetness; thus, values lower than those presented by group T
give an indication of the efficiency of coatings in slowing the ripening of the
studied fruits.

[ ] T x A m} B A C <© D + E o] F

1,1 T A=------B=== C=+=:D—— E—--=F

Ratio (SS/TA)
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0,6
B = -0,0087x2 + 0,045x + 0,89; R? = 0,97

C=0,0048x3 - 0,062x2 + 0,173x+ 0,84; R* = 0,93

0,5
D =-0,026x + 0,837; R? = 0,5646

0,4 | E=-0,0074x2+0,039x +0,903; R? = 0,96

F=-0,0128x2 + 0,075x + 0,84;R? = 0,85
03
0 2 4 6 8
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Figure 3 —ratio.

A significant interaction between treatment and time was observed for
hue (p<0.01). The skin color showed a decrease in the hue angle for treatments
A, B, C, E, F and control during storage, indicating the switch from green to

yellow (Figure 4).
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Figure 4 — Hue angle of guavas cv. Pedro Sato coated with chitosans, and the
control, for eight days.

The lowest color loss was observed at a concentration of 1.5% with
chitosan 3529 (Treatment D), followed by the concentration of 1.5% with
chitosan 3142 (Treatment F). At the end of storage, they presented hue values
closer to those in the beginning of storage, thus indicating a lower loss of the
green color. The hue angle (°h) significantly expressed differences in skin color,
allowing an accurate view of color changes caused by ripening (Figure 4).

The best visual response for color was shown by Treatments F and D
which, at the end of storage, showed colors closer to the beginning of storage

(Figure 5).
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Figure 5 — External appearance of guavas (Psidium guajava L.) cv. Pedro Sato
coated with chitosans, and the control, for eight days.

Treatments T and A had similar colors, indicating an advanced stage of
senescence, when compared with the other treatments. Treatments B, C and E,
had a less intense green color; when compared to the best results (D and F), its
fruits showed symptoms of decay, a characteristic which was not observed in
treatments D and F.

The color of the fruit is the first criterion used by the consumer at the
time of purchase. The main processes involved in the loss of the green color of
the fruit during ripening are chlorophyll degradation and the synthesis of other
pigments, such as carotenoids (Cross, 1987). Consequently, the decrease in the
green color and the appearance of the yellow color are characteristic in various
climacteric fruits, including guava (Azzolini, 2004; Abreu, 2012b). The values
of the h° angle found in this study for guavas cv. Pedro Sato corroborate those
reported by Mercado-Silva et al. (1998) and Azzolini (2004).
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There was a significant interaction between time and treatment (p<0.01)
for lightness. On the first day of storage, the values of the control (T) and

treatment A were higher than the other groups (Figure 6).

70 [ ] T X A [m] B A C & D + E (o] F

T A=eeemeeB === C=t=: D= == [ =—:.=F

T=0,17% - 0,56x + 58,9; R*=0,72

Lightness (L*)

A=0,18x - 0,94 + 58,9; R?= 0,75
B=1,52x + 51,3; R* = 0,92
_ R2o
35 | C=172x+5093;R*=090
D=0,24x* - 1,15x + 51,2; R?= 0,95
30 | E=1,56x+49,50; R?=0,98

F=0,33x? - 1,51x + 50,3; R? = 0,85
25
0 2 4 6 8
Shelf-life (days)

Figure 6 — Lightness of guavas (Psidium guajava L.) cv. Pedro Sato coated with
chitosans, and the control, for eight days.

Treatment D showed the best lightness at the end of storage, followed by
treatment F. In general, all treatments showed an increase in the values of L
during storage. The increase in lightness values found in the seven treatments
can be attributed to the light coating film formed by chitosan applied in the fruits
(JACOMINO et al., 2007). On the other hand, Ribeiro et al. (2007) found no
increase in lightness for strawberry coated with starch, carrageenan and chitosan.
Lightness and appearance are important attributes in fruits and vegetables,
making it interesting to use efficient edible films to increase lightness which, in
combination with other characteristics, can favor consumer acceptance (Amariz,
2010).
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There was a significant interaction between time and treatment for
lycopene (p<0.01), and all treatments had the same behavior. An increase in the
content of lycopene during storage was observed for all treatments, and the
largest increase was observed in treatment T (control) (Figure 7). The other

groups reached the end of storage with similar contents.
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Figure 7 — Licopene of guavas (Psidium guajava L.) cv. Pedro Sato coated with
chitosans, and the control, for eight days.

The highest lycopene levels observed in the control on the last day of
storage is an expected result, since lycopene is the pigment responsible for the
red color in guavas, indicating advanced ripening. These results indicate the
preservation of the initial characteristics of fruits treated with chitosan (A, B, C,
D, E and F), confirming the results found for the hue angle (Figure 4). Lycopene
can be found in fruits of common consumption, such as papaya, tomato and
guava. Lycopene is easily incorporated into the liver and prostate, due to its

acyclic structure, leading to the prevention and also reversal of oxidative
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changes associated with the emergence of chronic degenerative diseases
(CLINTON, 1998).

There was no significant interaction between time and treatment for -

carotene, as well as isolated effects of treatment (Figure 8) (p<0.05).
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Figure 8 — B-carotene of guavas (Psidium guajava L.) cv. Pedro Sato coated with

chitosans, and the control, for eight days.

There was an increasing trend in p-carotene levels for all treatments

(p<0.01); this result was expected, since this pigment is responsible for the

orange color, characteristic of a ripe fruit (Silva, 2014; Mendonca, 2007). The

values found at the end of storage are in accordance with those reported by
Freire (2012).

For vitamin C (Figure 9), a significant interaction between time and

treatment (p<0.01) was observed. The general behavior was to increase the

content of vitamin C during storage.
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Figure 9 — Vitamin C of guavas (Psidium guajava L.) cv. Pedro Sato coated with
chitosans, and the control, for eight days.

Treatment E reached the end of the storage period with a smaller amount
of vitamin C (49.25 mg/100g), followed by F (50.52 mg/100g). Treatments D
(57.48 mg/100g) and B (60.1 mg/100g) showed amounts of vitamin C higher
than those found in treatment T (53.18 mg/100g), at the end of storage. The
contents found are in agreement with those observed by McCook-Russell
(2012), Freire (2012), Azzoline (2004) and Nascimento (1991 a, b).

There was a significant interaction between time and treatment for total
phenolics (p<0.01) (Figure 10).
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Figure 10 — Total phenolics of guavas (Psidium guajava L.) cv. Pedro Sato
coated with chitosans, and the control, for eight days.

The content of total phenolics at the end of storage increased for all
treatments studied. Values lower than those observed in group T were found in
treatments D, E and C on the eighth day, indicating loss of phenolic compounds
in later ripening stages. The observed values are in agreement with those
reported by Melo (2011) and Kuskosk (2012). Phenolic compounds are the most
responsible for the antioxidant activity in fruits (Heim et al., 2002). Although
vitamin C is considered by some authors as the major contributor to antioxidant
activity in guavas, Sun et al. (2002) and Vieira et al. (2011) demonstrated that
the contribution of vitamin C to the determination of antioxidant activity of 11
fruits, including guava, is low, and it is said that the greatest contribution to the
total antioxidant activity of fruits is due to the composition of phenolic
compounds. Fruits with a greener color have a higher amount of phenolic

compounds of lower molecular weight and, as ripening occurs, phenolics
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undergo a polymerization process. The technique used in this study detects
phenolics of lower molecular weight; therefore, the fruits of the control had

lower levels of phenolic compounds, due to their faster ripening.

4. Conclusions

The three chitosans used at different concentrations, helped in
maintaining fruit peel color. All treatments led to the maintenance of lycopene
contents at the end of storage. The best results were observed for treatment D,
maintaining characteristics similar to the beginning of storage for all studied

variables, except vitamin C.

5. Acknowledgments
The authors would like to thank Capes for the financial support.

6. References

ABREU, J. R. ;et al. ; Sugar fractionation and pectin content during the ripening
of guava cv. “pedro sato”. Ciéncia e tecnologia de alimentos, campinas, v. 32,
n.1, p. 156-162, 2012bh.

ABREU, J. R,; SANTOS, C. D.; ABREU, C. M. P.; CASTRO, E. M,
2012a.histochemistry and morphoanatomy study on guava fruit during ripening.
Ciéncia e tecnologia de alimentos.32 (1), 179-186.

ANDRADE, S. A. C.; GUERRA, T. M. B.; RIBEIRO, M. A.; GUERRA, N. B.,
Emprego de revestimentos comestiveis de alginato e pectina de baixa
metoxilagdo em alimentos: revisdo. B.ceppa, curitiba, v. 26, p. 41-50, 2008

AMARIZI, M.; LIMA, M. A. C.; TRINDADE, D. C. G.;SANTOS A. C. N.;
RIBEIRO, T. P., Recobrimentos a base de carboximetilcelulose e dextrina em



85

mangas ‘tommy atkins’ armazenada sob refrigeracdo. Ciéncia rural, v.40, n.10,
out, 2010

ASSIS, G. B. O. Revisdo: coberturas comestiveis protetoras em frutas:
fundamentos e aplica¢des. Campinas, v. 17, n. 2, p. 87-97, abr./jun. 2014

AZZOLINI, M.; JACOMINO, A. P.; BRON, I. U., indices para avaliar
qualidade pds-colheita de goiabas em diferentes estagios de maturacgdo.
Pesquisa agropecuaria brasileira, v. 39, n. 2, p. 139-145, fev. 2004.

AZZOLINI. M.; JACOMINO. P.A.; BRON. U. I., Indices para avaliar qualidade
pos-colheita de goiabas em diferentes estadios de maturacdo. Pesquisa.
Agropecuaria. Brasileira., brasilia, v.39, n.2, p.139-145, fev. 2004

CLINTON, S. K., Lycopene: chemistry, biology, and implications for human
health and disease. Revista. Nutri¢do., campinas, v. 56, p. 35-51, 1998.

CROSS, J. Pigments in fruit. London: academic, 1987. 303p.

DANTAS, A..E.; COSTA, S. S,; CRUZ, S, L.; BRAMONT, B. W.; COSTA. S,
A.; PADILHA, F., F.; DRUZIAN, I, J.; MACHADO, S., A., B. (2015).
Caracterizacdo e avaliacdo das propriedades antioxidantes de filmes
biodegradaveis incorporados com polpas de frutas tropicais. Ciéncia rural,
santa maria. V.45,n.1, p.142-148.

ESTEVES, M.T. DA C.; CARVALHO, V.D. de. Modifica¢fes nos teores de
amido, agucares e grau de docgura de seis cultivares de goiabeira (psidium
guajava |.) Em diferentes estagios de maturacdo. Ciéncia e pratica, v.6, p.208-
218, 1982.

FREIRE, M. J.; ABREU, P. M. C.; CORREA, D. A.; SIMAO, A. A.
Avaliacdo de compostos funcionais e atividade antioxidante em farinhas de
polpa de goiabas. Revista. Brasileira. Fruticultura., jaboticabal - sp, v. 34, n.
3, p. 847-852, setembro 2012



86

GOLDSTEIN, J. L.; SWAIN, T. Changes in tannins in ripening fruits.
Phytochemistry, oxford, v. 2, p.371-383,

HERNANDEZ, Y., LOBO, M. G., & GONZALEZ, M. (2006). Determination of
vitamin c in tropical fruits: a comparative evaluation of methods. Food
chemistry, 96(4), 654-664.

HIND A. BASHIR, ABU-BAKR A. ABU-GOUKH. Compositional changes
during guava fruit ripening. Food chemistry 80 (2003) 557-563.

JACOMINO, A.P. et al. Conservacéo de goiabas tratadas com emulsdes de cera
de carnalba. Revista brasileira de fruticultura, v.25, n.3, p.401-405, 2003.

JACOMINO, A.P.; CAVALINI, F.C.; ARRUDA, M.C.DE; PINTO, P.M;
PINHEIRO, A.L.; athié, s.m. goiaba e frutas citricas: op¢des para o
processamento minimo. In: lobo, g.m.; gonzéles, m. (ed.). Processado minimo de
frutas. Cartagena: graficas sabater, 2007. P. 55 — 69.

KAYANNE P; MCCOOK-RUSSELL; MURALEEDHARAN G. NAIR;
PETREA C. FACEY CAMILLE S. Bowen-forbes. Nutritional and nutraceutical
comparison of jamaican psidium cattleianum (strawberry guava) and psidium
guajava (common guava) fruits. Food chemistry 134 (2012) 1069-1073.

KEQIAN HONG, JIANGHUI XIE, LUBIN ZHANG, DEQUAN SUN,
DEQIANG GONG. Effects of chitosan coating on postharvest life and quality of
guava (psidium guajava l.) Fruit during cold storage. Scientia horticulturae 144
(2012) 172-178.

KONOZY, E. H. E., CAUSSE, M., FAUROBERT, M. Cell wall glycosidase
activities and protein contente variations during fruit development and ripening
in three texture contrasted tomato cultivars. Saudi journal of biological
sciences. 19 (3), 277-283. 2012



87

SILVA L. M. R.; FIGUEIREDO, E. A. T ;RICARDO, N. M. P. S.; VIEIRAR. |
G. P,FIGUEIREDO, R. W.;GOMES, C. L. Quantification of bioactive
compounds in pulps and by-products of tropical fruits from brazil. Food
chemistry 143 (2014) 398404

LIMA, M.A.; DURIGAN, J.F. conservacdo de goiabas ‘pedro sato’ associando-
se refrigeracdo com diferentes embalagens. Revista brasileira de fruticultura,
jaboticabal, v.22, p.232-236, 2000.

ZAMBRANO-ZARAGOZA, M. L., MERCADO-SILVA, P.; RAMIREZ-
ZAMORANO, M.A.; CORNEJO-VILLEGAS, E.;GUTIERREZ-CORTEZ, D;
QUINTANAR-GUERRERO. Use of solid lipid nanoparticles (sIns) in edible
coatings to increase guava (psidium guajava 1) Shelf-life. Food research
international 51 (2013) 946-953

MCGUIRE, R. G. Reporting of objective color measurements. Horticultural
science, beltsville, v. 27, n. 12, p. 1254-1255, dec. 1992.

MELO, E. A.; LIMA, V. L. A. G.; MACIEL, M. I. S.; CAETANO, A. C. S;
LEAL, F. L. L.; Polyphenol, ascorbic acid and total carotenoid contents in
common fruits and vegetables. Brazilian journal of food technology,
campinas, v. 9, n.2, p. 89-94, 2006.

MENDONCA, D. R.; FERREIRA, S. K.; DE SOUZA, M. L.; MARINHO, S.
C.; TEIXEIRA, L. S.; caracteristicas fiscas e quimicas de goiabas cordibel 1’
e cordibel 4’ armazenadas em condi¢des ambientais. Bragantia, campinas,
v.66, n.4, p.685-692, 2007.

MERCADO-SILVA, E.; BENITO-BAUTISTA, P.; GARCIAVELASCO, M.A.;
fruit development, harvest index and ripening changes of guavas produced
in central mexico postharvest biology and technology, v.13, n.2, 143-150,
1998

NASCIMENTO, L.M. DO; SANTOS, R.R. DOS; RIBEIRO, 1.J.A.; MARTINS,
F.P.; YOTSUYANAGI, K.; COUTINHO, J.R.; caracterizacdo fisico-quimica



88

dos frutos de 22 cultivares de goiabeiras (psidium guajava I.) Durante o processo
de maturacdo. Revista brasileira de fruticultura, cruz das almas, v.13, p.35-
42,1991b

NASCIMENTO, L.M. DO; SANTOS, R.R. DOS; RIBEIRO, I.J.A.; MARTINS,
F.P.; YOTSUYANAGI, K.; COUTINHO, J.R.; caracterizagdofisico-quimica dos
frutos de 23 cultivares de goiabeiras (psidium guajava l.) Durante o processo de
maturacdo. Revista brasileira de fruticultura, cruz das almas, v.13, p.25-34,
1991a.

RAMOS, A. M.; FREITAS, G. B.; NEVES, E. G. F.; FREITAS, L. M. S;;
Goiaba: boas préaticas agricolas para produgdo destinada a agroindustria.ed.
Suprema, vicosa, mg, 2010. 90p.

MARTINEZ, R.; TORRES, P.; MENESES, M.A.; FIGUEIROA, J. G.; PERES-
ALVARES, J. A.; VIUDA-MARTOS, M.; Chemical, technological and in vitro
antioxidant properties of mango, guava, pineapple and passion fruit dietary fibre
concentrate. Food chemistry 135 (2012) 1520-1526.

SANTANA, M. C. C. B.; MACHADO, B. A. S.; SILVA, T. N. & NUNES, I.
L.; Ciénc. Rural, 43, p.544 (2013).

VIEIRA, S. M. J., RAGA, A., BENEDETTI, B. C., OLIVEIRA, R. A., DI
MARCO, P. G., SCARPONI, A. P. T.; 2014. Effect of ultraviolet-c radiation on
“kumagai” guavas infested by ceratitis capitata (diptera—tephritidae) and on
physical parameters of postharvest. Scientia horticulturae. 165, 295-302

XISTO, A. L. R. P.; ABREU, C. M. P.; CORREA, A. D.; SANTOS, C. D,
2004. Texture of “pedro sato” guavas submitted to the application of calcium
cloride. Ciéncia e agrotecnologia. 28 (1), 113-118.

SATO, A. C. K.: SANJINEZ-ARGANDONA, E. J.; CUNHAR.
L;AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FiSICAS, QUIMICAS E
SENSORIAL DE PREFERENCIA DE GOIABAS EM CALDA
INDUSTRIALIZADAS.Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 24(4): 550-555,
out.-dez. 2004



