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RESUMO GERAL 

O crescente aumento na demanda por embalagens para alimentos, aliado ao esforço constante 

em se tentar reduzir os impactos ao meio ambiente, estimula o estudo acerca do 

desenvolvimento de novos materiais, que sejam biodegradáveis e que exibam propriedades 

semelhantes ou mesmo superiores às de polímeros tradicionais. Nesse contexto, o setor pós- 

colheita de frutas e hortaliças demanda novas tecnologias de preservação, eficazes na 

manutenção da qualidade e que sejam “amigas da natureza”. Esse estudo teve por objetivo 

desenvolver e caracterizar bionanocompósitos a base de amido de mandioca reforçados com 

nanofibrilas celulósicas obtidas das palhas de aveia e trigo e testar sua aplicação como 

revestimento comestível na pós-colheita de frutas e hortaliças, usando como modelos morangos 

íntegros e cenouras minimamente processadas. Teve-se que a adição de nanofibrilas promoveu 

melhoria nas propriedades mecânicas e de barreira dos bionanocompósito, pelo aumento da 

rigidez e diminuição da hidrofilicidade. Valores máximos de adição (30 – 50%) de nanofibrilas 

foram responsáveis pelos melhores desempenhos nos ensaios. Os bionanocompósitos 

elaborados foram testados como revestimento comestível no armazenamento refrigerado de 

morangos íntegros e cenouras minimamente processadas. Para os morangos, os revestimentos 

foram eficazes em retardar os eventos relacionados à senescência, como o escurecimento da 

superfície, o amolecimento dos tecidos, o crescimento de fungos e a síntese de antocianinas, 

vanilina e resveratrol. Já para as cenouras, observou-se menor incidência do esbranquecimento 

da superfície e menor tendência à lignificação quando revestidas com os bionanocompósitos. 

Confirmou-se a viabilidade de obtenção de nanofibrilas celulósicas a partir de palhas de aveia 

e trigo, bem como sua efetividade na melhoria das propriedades mecânicas e de barreira de 

bionanocompósitos a base de amido de mandioca. Os bionanocompósitos elaborados foram 

eficazes como revestimento comestível na manutenção da qualidade pós-colheita de morangos 

íntegros e cenouras minimamente processadas. Os bionanocompósitos elaborados podem ser 

utilizados em futuros estudos, que explorem diferentes metodologias de aplicação e diferentes 

matrizes alimentares, a fim de otimizar suas propriedades e expandir as possibilidades de 

aplicação. 

 

Palavras-chave: Nanotecnologia. Embalagens para alimentos. Avena sativa. Triticum spp. 

Fragaria x ananassa. Dacus carota. Processamento mínimo. Revestimento comestível. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



GENERAL ABSTRACT 

The increasing demand for food packaging, coupled with the constant effort in trying to reduce 

the impact on the environment, stimulates the study about the development of new materials, 

which are biodegradable and exhibit properties similar or even superior to those of traditional 

polymers. In this context, the fruit and vegetable post-harvest sector demands new preservation 

technologies that are effective in maintaining quality and that are "eco-friendly". This study 

aimed to develop and characterize cassava starch-based bionanocomposites reinforced with 

cellulose nanofibrils obtained from oat and wheat straws and test their application as edible 

coating in post-harvest fruits and vegetables, using as models whole strawberries and fresh cut 

carrots. It was found that the addition of nanofibrils promoted improvement in the mechanical 

and barrier properties of the bionanocomposite, by increasing stiffness and decreasing 

hydrophilicity. Maximum addition values (30 - 50%) of nanofibrils were responsible for the 

best performances in the tests. The elaborated bionanocomposites were tested as edible coating 

in the cold storage of whole strawberries and fresh cut carrots. For strawberries, the coatings 

were effective in delaying the events related to senescence, such as surface darkening, tissue 

softening, fungal growth and synthesis of anthocyanins, vanillin and resveratrol. For carrots, a 

lower incidence of surface whitening and a lower tendency to lignification was observed when 

coated with the bionanocomposites. The feasibility of obtaining cellulosic nanofibrils from oat 

and wheat straws was confirmed, as well as their effectiveness in improving the mechanical 

and barrier properties of cassava starch-based bionanocomposites. The elaborated 

bionanocomposites were effective as edible coating in the maintenance of postharvest quality 

of whole strawberries and fresh cut carrots. The elaborated bionanocomposites can be used in 

future studies, which explore different application methodologies and different food matrices, 

in order to optimize their properties and expand the application possibilities. 

 

Keywords: Nanotechnology. Food packaging. Avena sativa. Triticum spp. Fragaria x 

ananassa. Dacus carota. Minimal processing. Edible coating. 
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PRIMEIRA PARTE 

1 INTRODUÇÃO  

A demanda por embalagens para alimentos é cada vez mais crescente, tendo em vista as 

mudanças de comportamento dos consumidores, que têm aumentado a procura por serviços de 

delivery e compras pela Internet, sobretudo após o período de quarentena, imposto pela pandemia 

COVID-19, em todo mundo (FILHO et al., 2021). Ao mesmo tempo, a preocupação em se reduzir 

os impactos ao meio ambiente se faz presente, sendo pensadas estratégias e políticas públicas para 

reduzir o consumo e descarte de materiais de base não degradável. 

Tendo em vista que a maioria dos materiais para embalagem utilizados são de origem 

petroquímica, não-renováveis e não degradáveis, a busca por alternativas “amigas da natureza” se 

faz cada vez maior, estimulando a pesquisa constante em torno do desenvolvimento de polímeros 

biodegradáveis que exibam propriedades semelhantes ou mesmo superiores às de polímeros 

tradicionais. Nesse contexto, a combinação de diferentes matérias primas, com propriedades 

distintas e complementares, pode ser explorada. 

Biopolímeros à base de amido são frequentemente utilizados, devido ao baixo custo, à 

ampla ocorrência na natureza e às boas propriedades de barreira a gases (O2 e CO2) exibidas por 

esses materiais; entretanto, apresentam algumas desvantagens, tais como propriedades mecânicas 

pobres, como baixa resistência à tração e ao rasgo, e baixa barreira ao vapor d’água, o que acaba 

por limitar sua aplicação (PELISSARI et al., 2018; THAKUR et al., 2019). Sendo assim, 

estratégias são pensadas para otimizar as características desse tipo de material. Dentro do contexto 

de sustentabilidade, o emprego de nanofibrilas celulósicas (NFC’s) constitui em alternativa 

promissora para a melhoria das propriedades de filmes a base de amido (BANGAR; WHITESIDE, 

2021). 

Assim como o amido, as NFC’s podem ser extraídas de diversas fontes, são renováveis e 

degradáveis. Das fontes de celulose para a obtenção de nanofibrilas, destacam-se, dentro do 

contexto de sustentabilidade, os subprodutos agroindustriais, matérias-primas com baixo valor 

agregado que são, geralmente, utilizados para alimentação animal, combustão, ou mesmo 

descartadas de maneira inadequada, constituindo em problemas ambientais. Tendo em vista o 

volume de produção, em escala global, e, consequentemente, o volume de resíduo produzido, o uso 
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de subprodutos de grandes culturas agroindustriais como fonte de nanofibrilas eleva o apelo 

ecológico e vem ao encontro do conceito de sustentabilidade. Nesse caso, destaca-se o uso de 

palhas de aveia e trigo, duas das culturas mais produzidas em todo o mundo e, comprovadamente 

boas fontes de celulose (ESPINOSA et al., 2017; GARCÍA et al., 2016). 

Frutas e hortaliças são matrizes alimentares que demandam tecnologias de embalagem, por 

se tratarem de organismos vivos, com intensa atividade metabólica e altos índices de deterioração. 

Nesse contexto, o morango se destaca pelos altos índices de perda pós-colheita, tendo em vista sua 

estrutura frágil e o intenso metabolismo, sendo o amolecimento dos tecidos e o ataque de fungos 

uns dos problemas que mais limitam seu consumo/comercialização e um grande desafio para os 

pesquisadores (FELIZIANI; ROMANAZZI, 2016; PANIAGUA et al., 2017). 

Ainda sob a ótica da mudança de comportamento de consumidores, a busca por alimentos 

prontos para o consumo tem crescido, ao mesmo tempo em que se aumenta a procura por alimentos 

naturais, livres de conservantes e com propriedades funcionais (HASAN; FERRENTINO; 

SCAMPICCHIO, 2020). Nesse contexto, enquadram-se os vegetais minimamente processados, 

que aliam conveniência e valor nutritivo. No que se refere à questão das embalagens, esse tipo de 

produto demanda ainda mais o manejo dessas tecnologias, visto que os danos oriundos do 

processamento, como descasque, corte, manipulação acarretam em injúrias extras, diminuindo a 

vida útil, em relação ao produto íntegro. Dentre os vegetais minimamente processados, a cenoura 

se destaca pela versatilidade de formas de apresentação, bem como pelo seu valor nutricional e 

sensorial e por ser um vegetal popular. Um dos problemas mais observados em cenouras 

minimamente processadas é o esbranquecimento da superfície, resultado da perda de água e 

lignificação dos tecidos, consequência do corte (CHEN, CHEN et al., 2018; LI et al., 2021). O 

emprego de revestimentos comestíveis figura-se como alternativa já comprovada para esse 

problema. 

O objetivo desse estudo foi, pois, desenvolver e caracterizar bionanocompósitos à base de 

amido reforçados com nanofibrilas celulósicas obtidas das palhas de aveia e trigo quanto às 

propriedades mecânicas e de barreira,    avaliando, posteriormente, seu efeito como revestimento 

comestível em morangos íntegros e cenouras minimamente processadas, ao longo do 

armazenamento refrigerado, visando a obtenção de novas alternativas de embalagens, que sejam 

biodegradáveis e apresentem propriedades equivalentes ou semelhantes às de polímeros 
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tradicionais, para atender à demanda da indústria de alimentos em geral e, sobretudo, o setor de 

pós-colheita de frutas e hortaliças. 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Embalagens para alimentos no contexto atual 

A produção mundial de alimentos é uma indústria intensiva em energia e recursos; o 

aumento constante da população induz a uma demanda cada vez mais crescente em produção 

(BURDON et al., 2020; FUKASE; MARTIN, 2020). O aumento               da produção é 

acompanhado do aumento da geração de resíduos alimentares, devido à aquisição de quantidades 

excedentes ou mesmo às práticas inadequadas de transporte/conservação/armazenamento. Nesse 

contexto, o uso de embalagens figura-se como alternativa para a redução do desperdício de 

alimentos, mediante à maior conservação (DILKES-HOFFMAN et al., 2018; INGARAO et al., 

2017; KITZ et al., 2021). 

Plásticos não biodegradáveis são convencionalmente a principal escolha para materiais de 

embalagem alimentícias devido à sua fácil processabilidade, menor preço e alta resistência a 

estresses químicos e mecânicos. De fato, plásticos de base petroquímica, como poliestireno, 

polietileno, polipropileno e policloreto de vinila, apresentam boas características mecânicas e de 

barreira, como resistência à tração e ao rasgo, permeabilidade ao oxigênio, permeabilidade ao 

dióxido de carbono, permeabilidade ao vapor d’água e à transmissão de aromas (PARK et al., 

2017). No entanto, esses polímeros impõem grandes restrições ambientais devido à sua baixa 

reciclabilidade, derivabilidade e não biodegradabilidade, levando a sérios problemas ecológicos 

(OWI et al., 2019; SAURABH et al., 2013). Em adição, a preocupação com o esgotamento de 

recursos fósseis não renováveis soma mais um viés no uso desse tipo de material (FAHMY et al., 

2020; JAWAID; ALOTHMAN; SALIT, 2017; KHALIL et al., 2018). 

O aumento da demanda por embalagens para alimentos vem crescendo constantemente, 

acompanhando tendências de comportamento dos consumidores. Nesse contexto, é inevitável não 

citar a crise mundial causada pela pandemia COVID-19. As medidas restritivas impostas pelo 

lockdown causaram mudanças no comportamento dos consumidores. O número de compras pela 

internet e requisição de serviços de alimentação por delivery aumentou consideravelmente; em 
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adição, houve aumento também na quantidade de resíduos descartados, tendo em vista o receio de 

contaminação pelo vírus SARS-CoV-2 - estima-se um aumento de 53% de plásticos descartáveis, 

desde o início da pandemia até então - o que causou um retrocesso na questão de gerenciamento 

de resíduos (FILHO et al., 2021; KLEMEŠ et al., 2020; OLIVEIRA, WILLIARA QUEIROZ DE 

et al., 2021; VANAPALLI et al., 2021). Por exemplo, havia uma grande pressão dos governos de 

todo mundo em tomar medidas legislativas para a restrição de uso de plásticos descartáveis, 

inciativa que foi interrompida pela instauração da pandemia (KITZ et al., 2021). Estima-se que o 

consumo de plástico mundial se situa em 700 milhões de toneladas anuais, com previsões de atingir 

1 bilhão de toneladas até o final de 2021 (FONSECA- GARCÍA; JIMÉNEZ-REGALADO; 

AGUIRRE-LOREDO, 2021); em adição, têm-se que mais de 2/3 dos materiais utilizados em 

embalagem em todo mundo, incluindo plástico, papel, cartão, aço e alumínio, destina-se à indústria 

de alimentos (BANGAR; WHITESIDE, 2021). Essas evidências reforçam a necessidade de 

estudos acerca da produção de materiais de base biodegradável que tenham condições de substituir 

as embalagens convencionais, de base petroquímica. 

2.2 Polímeros biodegradáveis 

Polímeros biodegradáveis são definidos como materiais cujas propriedades físicas e 

químicas se deterioram e degradam completamente quando expostos a microrganismos, dióxido de 

carbono (processos aeróbicos), metano (processos anaeróbicos), e água (processos aeróbicos e 

anaeróbicos) (BABU; O’CONNOR; SEERAM, 2013). Despertam interesse pela capacidade de 

substituir os materiais convencionais, de base petroquímica, com baixo custo e sem causar 

impactos ao meio ambiente (ASGHER et al., 2020; FONSECA et al., 2019; ILYAS et al., 2018a; 

XU, KAIMENG et al., 2020). 

Polímeros biodegradáveis podem ser divididos em três classes de acordo com sua fonte: 

polímeros formados por um processo químico usando monômeros renováveis como precursores, 

como ácido polilático; polímeros como polihidroxialcanoatos, sintetizados a partir de 

microrganismos; e polímeros extraídos diretamente de biomassa   animal   ou   vegetal   incluindo   

polissacarídeos   e proteínas (GALGANO et al., 2015). Dentre esses, os biopolímeros a base de 

polissacarídeos se destacam, devido às propriedades físicas e mecânicas adequadas, à simplicidade 

de processamento e à ampla disponibilidade (KHALIL et al., 2018). 
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Da classe dos polissacarídeos, o amido é o mais comumente utilizado para a obtenção de 

biopolímeros, devido ao baixo custo, fácil manipulação e à ampla ocorrência na natureza (FAHMA 

et al., 2017; GONZÁLEZ et al., 2015; LÓPEZ-CÓRDOBA et al., 2017; PELISSARI et al., 2018; 

WANG, KUN et al., 2017). De fato, o amido para aplicações em biopolímeros pode ser extraído 

de diversas fontes, tais como milho (FONSECA-GARCÍA; JIMÉNEZ-REGALADO; AGUIRRE-

LOREDO, 2021; QIN et al., 2016; WANG, KUN et al., 2017; XU, HELAN et al., 2015), batata 

(DONG; QI; CUI, 2020; KARAKY et al., 2019), trigo (GOUDARZI; SHAHABI-

GHAHFARROKHI; BABAEI-GHAZVINI, 2017), arroz (COLUSSI et al., 2015) e mandioca 

(JARAMILLO et al., 2016; LÓPEZ-CÓRDOBA et al., 2017; LUCHESE et al., 2018; SANTANA 

et al., 2017; TRAVALINI et al., 2019), além de fontes não convencionais, como a banana verde, 

por exemplo (PELISSARI et al., 2017; PINZON et al., 2020). Em adição, polímeros à base de 

amido não apresentam toxicidade, são transparentes, inodoros, e semipermeáveis à umidade, gases 

(O2 e CO2) e componentes aromatizantes, assemelhando-se às propriedades exibidas por 

polímeros tradicionais (BANGAR; WHITESIDE, 2021; NAKTHONG; WONGSAGONSUP; 

AMORNSAKCHAI, 2017; SHAH et al., 2016). Embora apresentem inúmeras vantagens, 

polímeros à base de amido tendem a exibir propriedades mecânicas inferiores, como baixa 

flexibilidade e resistência, além de baixa permeabilidade ao vapor d’água, resultado de sua alta 

hidrofilicidade (BRUNI et al., 2020; SELIGRA et al., 2016; THAKUR et al., 2019). Essas 

propriedades mecânicas podem ser otimizadas por meio de modificações químicas, físicas e 

enzimáticas, ou mesmo pela adição de outros componentes (ASSIS et al., 2012; BANGAR; 

WHITESIDE, 2021). 

Algumas designações recorrentes quando se trata de materiais biodegradáveis envolvem os 

termos biopolímeros, biocompósitos e bionanocompósitos. O termo biopolímero se refere a 

qualquer material de origem natural que tenha um alto peso molecular e variedades estruturais 

repetitivas (monômeros) ligadas entre si através de ligações primárias e estáveis; exemplo são os 

biopolímeros a base de amido. Quando incluem dois ou mais materiais, distintos em suas 

propriedades físicas, são denominados biocompósitos; por exemplo, tem-se a adição de 

plastificantes em biopolímeros a base de amido, para melhorar as propriedades mecânicas (MALI 

et al., 2004). Já o termo bionanocompósito é aplicado quando se adiciona aos biocompósitos pelo 

menos um material em escala nanométrica (1-100 nm) (RHIM; PARK; HA, 2013). Dessa forma, 

bionanocompósitos tendem a apresentar melhores propriedades em relação aos biopolímeros ou 
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até mesmo aos biocompósitos, já que combinam diferentes materiais, com propriedades distintas e 

um material tende a suprir a deficiência apresentada por outro. Nesse contexto, as nanofibrilas 

celulósicas destacam-se como potenciais melhoradoras das propriedades de materiais 

biodegradáveis, sobretudo aqueles a base de amido. Tem-se que as nanofibrilas são capazes de 

promover melhoria nas propriedades mecânicas e de barreira, aumentando a rigidez e diminuindo 

a permeabilidade ao vapor d’água (BANGAR; WHITESIDE, 2021; RAJINIPRIYA et al., 2018; 

XU, KAIMENG et al., 2020). 

2.3 Nanofibrilas celulósicas 

De acordo com Saito et al. (2007), nanofibrilas constituem em microfibrilas celulósicas 

rígidas acopladas à matriz hemicelulósica. Quando submetidas a tratamentos químicos, físicos, 

enzimáticos e outros, essas microfibrilas de celulose podem ser clivadas transversalmente ao longo 

das regiões amorfas, resultando em um material com alta relação de aspecto (razão entre 

comprimento e largura) e alta área superficial específica (> 100 m2 /g), conhecido como 

nanofibrilas de celulose (GARDNER et al., 2008; ILYAS et al., 2018b) (FIGURA 1). Assim como 

o amido, estão largamente disponíveis a baixo custo e são fáceis de reciclar; têm sido consideradas 

como a segunda geração de recursos renováveis (BANGAR; WHITESIDE, 2021; FONSECA et 

al., 2019; XU, KAIMENG et al., 2020). 

 

Figura 1 – Esquema de obtenção de nanofibrilas celulósicas 

 

 

Fonte: Adaptado de Bangar e Whiteside (2021). 
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No setor de alimentos, as nanofibrilas celulósicas apresentam uma vasta aplicação para a 

elaboração e reforço de materiais para embalagens, como filmes, revestimentos comestíveis e 

embalagens inteligentes (AHANKARI et al., 2021; AZEREDO; ROSA; MATTOSO, 2017; 

CHEN, QIFENG; LIU; CHEN, 2019; VILARINHO et al., 2018). Essa propriedade é atribuída ao 

quase perfeito arranjo cristalino das nanofibrilas, o que lhes confere elevada resistência e, portanto, 

potencial significativo como material de reforço (BANGAR; WHITESIDE, 2021; EICHHORN et 

al., 2010; SANTANA et al., 2017). Nanofibrilas celulósicas são capazes de estabelecer fortes 

ligações de hidrogênio, que aumentam a rigidez dos biopolímeros e impõem caminhos tortuosos à 

passagem de gases e do vapor d’água, melhorando as propriedades de barreira (BANGAR; 

WHITESIDE, 2021; FERRER; PAL; HUBBE, 2017; LAVOINE et al., 2012; NOSHIRVANI et 

al., 2016). 

A importância da tecnologia nanocelulósica é evidenciada quando se observa o crescente 

número de publicações e patentes nos últimos anos focadas em materiais nanocelulósicas. O 

número anual de patentes publicadas aumentou de 50, no ano de 2010, para 500, no ano de 2017; 

cerca de 70% do número total de patentes foram publicadas entre 2015 e 2017 (CHARREAU; 

CAVALLO; FORESTI, 2020). A média anual de publicações neste tema aumentou de 1000 -1500 

documentos/ano entre os anos de 2005 e 2010 para 2500 documentos/ano entre os anos de 2010 e 

2014 (GARCÍA et al., 2016). O que se observa atualmente, nas pesquisas realizadas em torno da 

área, é maior foco na aplicação dessas nanoestruturas no desenvolvimento de produtos, ao contrário 

das pesquisas pioneiras, que se concentravam na caracterização das nanoceluloses. Isso demonstra 

a tendência atual em buscar a aproximação entre a pesquisa e a indústria no desenvolvimento de 

produtos de base biológica, contribuindo para a segurança ambiental e o desenvolvimento 

sustentável (GARCÍA et al., 2016). Um exemplo é o programa Horizon 2020, maior programa de 

pesquisa e inovação da União Europeia, que busca estimular, mediante aplicação de verbas, a 

pesquisa e a inovação em torno do desenvolvimento sustentável, envolvendo parceria entre 

laboratórios de pesquisa e indústria (EUROPEAN COMMISSION (EC), 2020). O estudo 

envolvendo obtenção e aplicação de nanofibrilas celulósicas se faz presente com muita frequência 

nesse contexto. 

Do ponto de vista ambiental, as fontes de celulose, para a obtenção de nanofibrilas, podem 

ser classificadas como primárias (da produção de fibras de celulose como produto principal 
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(FARUK et al., 2012; KEIJSERS; YILMAZ; VAN DAM, 2013): fibras para têxtil ou papel, 

madeira para construção, culturas industriais para bioetanol), secundárias (os subprodutos não 

processados de um processo de transformação na indústria alimentícia ou resíduos de atividades 

agrícolas / florestais: casca, palha, folhas, cascas) e terciárias (resíduos do uso, transformação e 

conversão de biomassa celulósica : polpa, bagaço, resíduos de alimentos) (GARCÍA et al., 2016). 

Dentre essas, as duas últimas classificações merecem destaque, por envolverem a obtenção de 

nanofibrilas de celulose a partir de subprodutos agroindustriais, que são comumente descartados e 

subutilizados, o que vem ao encontro do conceito de sustentabilidade. 

2.4 Utilização de subprodutos agroindustriais 

Subprodutos agroindustriais constituem em partes de alimentos comumente descartadas nos 

processos de beneficiamento, devido às suas características sensoriais, tendo-se como exemplo, as 

cascas, sementes e folhas (PÉREZ-JIMÉNEZ; VIUDA- MARTOS, 2015; YOUSSEF; KAMEL; 

EL-SAMAHY, 2013). Esses materiais possuem baixo valor agregado, atendendo principalmente 

às necessidades de atividades agropecuárias (cama e ração para o gado), adubação do solo e 

compensação (compostagem) ou requisitos energéticos (pellets de combustão). No entanto, 

possuem potencial que vai além das aplicações tradicionais, podendo ser interessantes no aspecto 

tecnológico e lucrativo, pois além de ser vantajoso do ponto de vista ambiental, o uso parcial ou 

mesmo total de subprodutos industriais leva à diminuição de custos relacionados ao tratamento ou 

gerenciamento de resíduos, além de propiciar o desenvolvimento de produtos de alto valor 

agregado que podem proporcionar grandes lucros (GARCÍA et al., 2016). Subprodutos industriais, 

sobretudo aqueles provenientes de culturas agrícolas, constituem fonte de celulose sustentável e 

renovável, tendo em vista sua alta disponibilidade, visto que atividades agrícolas e florestais são 

comuns em todo o mundo (GARCÍA et al., 2016; KALLEL et al., 2016; NOVO et al., 2015). 

2.4.1 Subprodutos da indústria de trigo 

O trigo é o segundo cereal mais consumido no mundo, ficando atrás somente do milho. Um 

relatório recente do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) destaca um aumento 

da produção mundial anual de trigo, que atingiu 773,1 milhões de toneladas para o ano agrícola de 

2020/21, aumento de 1,2% em relação à safra 2019/20 (764,5 milhões) (UNITED STATES 

DEPARTMENT OF AGRICULTURE (USDA), 2020). No Brasil, a produção para a atual safra 

(2020/21), é de 6,2 milhões de toneladas, com média girando em torno de 11,4 milhões/ano 
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(CONAB, 2021). Segundo García et al. (2016) e Miao, Lin e Bian (2020) a maior parte do 

desperdício do beneficiamento de cereais, como arroz e trigo, provém das palhas e cascas. Tendo 

em vista os altos valores de produção anual, a quantidade de resíduo proveniente da indústria de 

trigo acarreta em grande impacto ambiental. A China, maior produtor mundial de trigo, gera, 

aproximadamente, 80 milhões de toneladas de palha de trigo anualmente, das quais apenas uma 

pequena percentagem é utilizada para a produção de matérias-primas e energia, enquanto a maior 

parte é queimada em campos e florestas ou enterrada no solo, constituindo uma fonte de poluição 

e um risco de incêndio recorrente (BIAN et al., 2019). Diante desse contexto, obter nanofibrilas a 

partir da palha de trigo vem ao encontro do conceito de sustentabilidade, visto que este constitui 

em um material biodegradável e sua aplicação contribui para redução dos impactos ambientais. 

Menon, Vishnu e Rao (2012) e Vassilev et al. (2012) afirmam que a palha de trigo possui 

44,5% de celulose em sua composição, o que sinaliza o seu potencial para a obtenção de 

nanofibrilas celulósicas. De fato, diversos estudos comprovaram ser possível a obtenção de 

nanofibrilas a partir desse coproduto. Liu et al. (2017) isolaram, com sucesso, nanofibrilas de 

celulose a partir da palha de trigo, por meio de métodos ecologicamente corretos. Sánchez et al. 

(2016) promoveram o isolamento de nanofibrilas de ligninocelulose de palha de trigo, testando 

diferentes processos de polpação. Yang, Bai e Wang (2018) prepararam fibras de nanocarbono a 

partir de palha de trigo, para aplicação em supercapacitor. Já Petroudy; Ranjbar e Garmaroody 

(2018) desenvolveram polímeros superabsorventes ecológicos à base de carboximetilcelulose 

reforçados com celulose de palha de trigo. Esses dados reforçam o potencial da obtenção de 

nanofibrilas de celulose de palha de trigo como um bionanomaterial emergente. 

2.4.2 Subprodutos da indústria de aveia 

A aveia é um cereal pertencente à família das gramíneas. O gênero Avena inclui mais de 70 

espécies, muitas delas cultivadas comercialmente, sendo a espécie Avena sativa L. (aveia branca) 

a mais comum (GORASH et al., 2017; MENON, RAVI et al., 2016). Aplicada em produtos 

destinados ao consumo e nutrição humana, está entre as 5 gramíneas mais cultivadas no mundo 

(UUSITALO; LEINO, 2019). A produção mundial da safra 2020/2021 foi de 25,53 milhões de 

toneladas e a previsão de produção para a safra 2021/2022 é de 24,55 milhões de toneladas 

(STATISTICA, 2021). O processo de descascamento e moagem dos grãos de aveia gera em torno 

de 20% de cascas (UUSITALO; LEINO, 2019). A quantidade dos subprodutos da aveia está em 
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escala crescente devido à alta produção desta matéria-prima, sendo este um problema ambiental 

quando descartados inadequadamente; têm-se que a maior parte do resíduo da indústria de aveia é 

queimado para gerar energia (DRZYMALA et al., 2020; VALDEBENITO et al., 2017). Outro 

destino da casca de aveia e outros subprodutos agroindustriais é a alimentação de animais devido 

ao alto teor de fibras que auxiliam na digestão e na nutrição e como forragem (NDOU et al., 2018). 

Segundo Oliveira et al. (2017) as cascas de grãos de aveia são fontes de fibras que possuem 

cerca de 40,1% de material celulósico com boa estabilidade térmica. Espinosa et al. (2017) 

confirmaram o potencial da palha de aveia para a obtenção de nanofibras de lignocelulose, 

evidenciando sua composição, pobre em lignina e com alta porcentagem de hemicelulose. De fato, 

a obtenção de nanocelulose da palha de aveia já foi confirmada por diversos autores (BRUNI et 

al., 2020; OLIVEIRA, JEAN PAULO DE et al., 2017; PASCHOAL et al., 2015; 

QAZANFARZADEH; KADIVAR, 2016; VALDEBENITO et al., 2017). Em relação a aplicações, 

para citar alguns exemplos: Qazanfarzadeh e Kadivar (2016) aplicaram nanofibrilas celulósicas de 

casca de aveia em nanocompósitos a base de soro de leite e constataram incremento da rigidez e 

redução da hidrofilicidade dos materiais; resultados semelhantes foram reportados por Oliveira et 

al. (2017), que incorporaram nanofibrilas celulósicas de casca de aveia na produção de hidrogeis; 

já Zanela et al. (2018) constataram que, além  de melhorar as propriedades mecânicas, nanofibrilas 

de palha de aveia atuaram como enchimento, reduzindo os custos de materiais na produção de 

polímeros biodegradáveis a base de amido/PVA. 

2.5 Uso de embalagens biodegradáveis e coberturas comestíveis na conservação           de                        

frutas e hortaliças 

Frutas e hortaliças constituem fonte de nutrientes, como fibras, vitaminas, minerais, além 

de substâncias com atividade bioativa, que auxiliam na prevenção de doenças crônicas não 

transmissíveis, sendo seu consumo regular recomendado por várias organizações mundias, como 

WHO (World health organization), FAO (Food and agriculture organization), USDA (United states 

Department of Agriculture) e EFSA (European food safety authority) para combate e prevenção a 

diversas doenças e ao câncer (SUCHETA et al., 2019). A Organização das Nações Unidas para 

Alimentação e Agricultura (FAO/ONU), por exemplo, designou 2021 como o "Ano Internacional 

das Frutas e Vegetais", com vistas à maior conscientização sobre os  benefícios do consumo desses 

alimentos (FAO, 2020a). Em adição, a busca por esses produtos tem aumentado, em detrimento de 
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produtos ultra processados, reflexo de uma maior adesão a estilos de vida saudáveis, por parte dos 

consumidores (HASAN; FERRENTINO; SCAMPICCHIO, 2020). 

Frutas e hortaliças são organismos vivos, que mantém seu metabolismo mesmo após a 

colheita. Uma vez colhidos, ocorrem mudanças no equilíbrio gasoso entre o consumo de oxigênio 

e a produção de dióxido de carbono; macromoléculas orgânicas são lisadas para espécies mais 

simples, com consumo de O2 e formação de CO2. Nessa nova condição, as células não se renovam 

e as taxas de transferência de gases aumentam, causando uma perda metabólica e levando o vegetal 

à gradual maturação e eventual senescência; a intensidade desses processos são dependentes de 

fatores intrínsecos, como espécie, cultivar, estádio de maturação e fatores extrínsecos, como a 

composição de gases (O2, CO2 e etileno) no ambiente (DHALL, 2013; PUTNIK; BURSAĆ 

KOVAČEVIĆ, 2017). Sendo assim, os vegetais podem ser rapidamente degradados na ausência 

de práticas pós-colheita adequadas, sobretudo em países em desenvolvimento (PACE; CEFOLA, 

2021; SUCHETA et al., 2019). Alarmantes perdas pós-colheita são observadas, em todas as etapas 

da cadeia produtiva. No Brasil, por exemplo, estima-se que cerca de 10% de tudo que é colhido se 

perde ainda no campo; 50% é desperdiçado durante o manuseio e transporte, 30% é perdido na 

comercialização e abastecimento e 10% é descartado pelos consumidores. Em escala global, um 

terço de toda a produção de alimentos se torna resíduo alimentar, dos quais 45% são referentes a 

frutas e hortaliças (CEDES, 2018). Esse cenário tem sido agravado, sobretudo após as limitações 

de rotas de transporte e medidas de quarentena, impostas pela pandemia COVID-19 (FAO, 2020b). 

Dentro desse contexto, o manejo de embalagens figura-se como alternativa viável no 

processo de conservação de frutas e hortaliças. Além de exercerem barreira ao ataque de fungos e 

outros microrganismos, as embalagens são capazes de promover modificação atmosférica, 

mediante a redução dos níveis de oxigênio (O2) e aumento do teor de gás carbônico (CO2), 

promovendo efeito direto sobre o retardo do metabolismo e consequente senescência de frutas e 

hortaliças (BADILLO; SEGURA-PONCE, 2020; GHIDELLI; PÉREZ-GAGO, 2018; HAN et al., 

2018; WILSON et al., 2019). Não obstante, o uso de embalagens de base petroquímica, como 

polietileno, PVC, poliestireno, etc., outrora preferidos para o uso em frutas e hortaliças, vem sendo 

desestimulado, devido aos impactos ambientais gerados por esse tipo de material, o que tem 

instigado cada vez mais os estudos acerca do desenvolvimento de alternativas biodegradáveis 



21 

 

(KHALIL et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2018; NECHYPORCHUK; BELGACEM; BRAS, 

2016). 

Polímeros de base biodegradável são geralmente aplicados em frutas e hortaliças sob a 

forma de revestimentos comestíveis. Revestimentos comestíveis podem ser entendidos como uma 

fina camada de material comestível (polissacarídeos, proteínas, lipídeos) que atuam como 

obstáculo entre o alimento e o ambiente, exercendo mesmo efeito de embalagem (SHARMA, 

POORVA et al., 2019). Além da vasta possibilidade de matérias primas, os revestimentos 

comestíveis podem combinar outros materiais que otimizam suas propriedades, como é o caso de 

nanofibrilas celulósicas e substâncias com atividades específicas, como antioxidantes e 

antimicrobianos, como sorbatos, ácidos orgânicos e óleos essenciais, tendo sido frequentemente 

empregados como técnicas de conservação de frutas e hortaliças (GALGANO et al., 2015; 

KHALIL et al., 2018; NICOLAU-LAPEÑA et al., 2021; QADRI; YOUSUF; SRIVASTAVA, 

2015; SALEHI, 2020; YOUSUF; QADRI; SRIVASTAVA, 2018). 

2.6 Morango 

O morango é um fruto altamente consumido e apreciado devido às suas características 

sensoriais e valor nutricional, evidenciado pelos teores de fibras e compostos bioativos, como 

vitaminas, minerais, polifenóis, especialmente antocianinas e ácidos fenólicos (BATTINO et al., 

2019; MAZZONI et al., 2020; MILLER; FEUCHT; SCHMID, 2019), com destaque para o 

resveratrol, composto com comprovada atividade antimutagênica (ALMEIDA et al., 2021; DU et 

al., 2020). Além disso, os morangos fazem parte de uma tendência crescente que destaca os 

antioxidantes derivados de plantas por seus benefícios comprovados para a saúde (WARNER et 

al., 2021). Não por acaso, o consumo e produção do fruto tem aumentado nos últimos anos. A 

produção mundial, no ano de 2019, chegou a 8.885.028 toneladas (FAO, 2021). Entre os pequenos 

frutos, a sua produção mundial ocupa o segundo lugar, ficando atrás apenas das uvas (BODELÓN 

et al., 2013; KUMAR et al., 2014). 

Entretanto, morangos tendem a apresentar vida útil pós-colheita muito curta. Por se tratarem 

de frutos não-climatéricos, são colhidos no estádio maduro, período de intensa atividade 

metabólica; em adição, possuem o tecido extremamente fino, o que otimiza a degradação por 

injúrias físicas e o ataque de microrganismos, que culminam na perda de qualidade (BAL; 

BAHTIYAR; ÜRÜN, 2021; LU et al., 2018; NASRIN et al., 2017). Podem ser destacados como 
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principais eventos envolvidos com a deterioração pós-colheita de morangos, e que limitam seu 

consumo e comercialização, o amaciamento dos tecidos e o ataque de fungos (FELIZIANI; 

ROMANAZZI, 2016; PANIAGUA et al., 2017; PANOU; KARABAGIAS; RIGANAKOS, 2019; 

PETRASCH et al., 2019). Estima-se que as perdas pós-colheita em morangos estejam em torno de 

25% a 50% (TURQUETT et al., 2021). 

Por esses motivos, o morango constitui um bom modelo para estudos com biopolímeros. 

Revestimentos comestíveis de base biodegradável têm sido aplicados, com sucesso, na manutenção 

da qualidade pós-colheita de morangos. Alguns exemplos de estudos e suas principais conclusões 

são apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Estudos envolvendo a aplicação de revestimentos comestíveis na pós-colheita de 

morango (“continua”) 

Revestimento Principais efeitos Referência 

Nanofibrilas 

celulósicas de 

carboximetilcelulose 

Retardo na senescência, 

manutenção  da firmeza e 

diminuição da taxa respiratória 

(KWAK et al., 2021) 

Conjugado de 

quitosana-whey 

protein 

Redução nas alterações de coloração, 

perda de peso, pH e acidez titulável, 

açúcares redutores, ácido ascórbico, 

fenólicos totais e atividade 

antioxidante; extensão da vida 

útil.. 

(MULEY; SINGHAL, 

2020) 

Quitosana Diminuição do amolecimento, pela 

diminuição da atividade e expressão 

gênica de enzimas de 

amaciamento 

(WANG, KE et al., 2020) 
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Tabela 1 - Estudos envolvendo a aplicação de revestimentos comestíveis na pós-colheita de 

morango (“conclusão”) 

Revestimento Principais efeitos Referência 

Quitosana Retardo as alterações na perda de peso, 

sólidos solúveis, açúcares totais, 

açúcares redutores e não redutores, 

acidez titulável, ácido 

ascórbico e pH. 

(TAVARES et al., 2019) 

Conjugado de amido de 

banana-quitosana 

com gel de aloe-vera 

Redução da decomposição 

fúngica, extensão da vida-útil e 

mantenção da cor e a firmeza 

(PINZON et al., 2020) 

Conjugado de 

quitosana-clorofilina 

Diminuição do crescimento de 

leveduras e perda de água, maior 

manutenção da atividade antioxidante, 

extensão da vida útil 

por mais 3 dias. 

(LUKSIENE; 

BUCHOVEC, 2019) 

Quitosana e 

nanofibrilas 

celulósicas 

Redução da perda de massa e 

amaciamento; extensão da vida 

útil. 

(RESENDE et al., 2018) 

Fécula de mandioca e 

própolis 

Manutenção dos teores de 

vitamina C e atividade 

antioxidante 

(THOMAS et al., 2016) 

Fonte: Do autor. 

 

2.7 Vegetais minimamente processados 

Segundo a International Fresh-Cut Produce Association (IFPA, [S.d.]), produtos 

minimamente processados (fresh cut, levemente processados ou parcialmente processados) são 

produtos “selecionados, descascados, lavados, cortados e 100% utilizáveis que são posteriormente 

ensacados ou pré-embalados para oferecer aos consumidores frescor, conveniência e qualidade 
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nutricional”. Vegetais minimamente processados unem conveniência e qualidade sensorial e 

constituem uma maneira de oferecer ao consumidor um produto pronto para consumo e sem 

alterações significativas nas suas características de produto fresco (JIDEANI et al., 2017; RAMOS 

et al., 2021; YOUSUF; QADRI; SRIVASTAVA, 2018). Considerando as mudanças de 

comportamento dos consumidores nos últimos anos, a busca por alternativas alimentares saudáveis 

tem aumentado, assim como a procura pela alimentação conveniente, com alimentos prontos e 

serviços de delivery, sobretudo após as restrições impostas pela pandemia de COVID-19 (HASAN; 

FERRENTINO; SCAMPICCHIO, 2020). Dentro desse contexto, se enquadram os vegetais 

minimamente processados. 

No entanto, os procedimentos aos quais os vegetais minimamente processados são 

submetidos, que incluem descasque, corte, lavagem, tratamento com agentes sanitizantes, etc., 

acarretam injúrias aos produtos, por alterarem a integridade física dos mesmos, tornando-os mais 

suscetíveis à deterioração, se comparados com o produto em seu estado íntegro (BANERJEE et al., 

2016; MORETTI, 2007). Para minimizar a degradação e prolongar a vida útil do produto 

minimamente processado, algumas técnicas podem ser utilizadas, tais como o uso do frio, 

conservantes, tratamentos térmicos suaves, radiação, dentre outros (SIDDIQUI et al., 2011). A 

escolha da embalagem, no entanto, é um fator determinante na manutenção da qualidade do produto 

minimamente processado. Nesse contexto, o uso de revestimentos comestíveis de base 

biodegradável se faz presente com frequência em diversos estudos (KHALIL et al., 2018; 

YOUSUF; QADRI; SRIVASTAVA, 2018). 

2.7.1 Cenouras 

Das hortaliças minimamente processadas, a cenoura é uma das mais populares, pela sua 

versatilidade de uso e formas de apresentação ao consumidor (PASSOS et al., 2017; VILLAFAÑE, 

2017). Além do aspecto sensorial, cenouras são valorizadas pelo seu conteúdo nutricional, 

destacado pelos teores ácido ascórbico, fibras, minerais, antioxidantes, flavonoides e outros 

compostos fenólicos e carotenoides, com destaque para α-caroteno e β-caroteno, considerados pró-

vitamina A, e o licopeno (HAMMAZ et al., 2021; PASSOS et al., 2017; SHIGEMATSU et al., 

2018; VILLAFAÑE, 2017). 

Entretanto, alterações são observadas devido ao processamento mínimo. Pode ser 

considerado como o principal problema observado em cenouras minimamente processadas o 
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esbranquecimento da superfície (CHEN, CHEN et al., 2018; LAI; CHEN; LAI, 2013; 

VILLAFAÑE, 2017). Esse fenômeno é consequência de respostas físicas ou fisiológicas aos 

ferimentos dos tecidos. A resposta física está relacionada à desidratação da superfície, mediante à 

perda de água pela maior exposição dos tecidos ao ambiente externo, sendo um processo reversível; 

já a resposta fisiológica envolve a lignificação dos tecidos, que resulta no esbranquecimento 

irreversível da superfície, culminando na perda da coloração alaranjada intensa, característica das 

cenouras, limitando, pois, seu consumo e comercialização (CHEN, CHEN et al., 2018; FAI et al., 

2016; SONG et al., 2017; XYLIA et al., 2019). Revestimentos comestíveis são capazes de amenizar 

esses sintomas, além de outros efeitos sobre a qualidade de cenouras, conforme observado na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Estudos envolvendo a aplicação de revestimentos comestíveis em cenouras 

minimamente processados (“continua”) 

Revestimento Principais efeitos Referência 

Alginato de sódio + 

probiótico (Lacto- bacillus 

acidophilus La-14) 

Redução da taxa metabólica; 

redução da perda de água; 

manutenção 

da coloração característica. 

(SHIGEMATSU et al., 

2018) 

Carboximetilcelulose 

(CMC) 

Extensão da vida útil; 

manutenção das 

características físicas e 

nutricionais; boa aceitação 

sensorial. 

(SHARMA, SAHIL et al., 

2018) 

Nanopartículas de   quitosana-

tripolifosfato 

carregadas com carvacrol 

Redução do 

esbranquecimento da 

superfície; redução da carga 

microbiana. 

(MARTÍNEZ- 

HERNÁNDEZ; AMODIO;

 COLELLI, 

2017) 
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Tabela 2 – Estudos envolvendo a aplicação de revestimentos comestíveis em cenouras 

minimamente processados (“conclusão”) 

Revestimento Principais efeitos Referência 

Amido de mandioca 

reforçado com nanofibrilas 

celulósicas de casca de 

cenoura 

Redução da perda de massa, taxa        

respiratória        e 

esbranquecimento da 

superfície; manutenção da 

atividade antioxidante total 

e ácidos orgânicos. 

(GUIMARÃES; 

MENEZES; et al., 2016) 

Nanopartículas de 

Montmorillonita 

Preservação da atividade 

antioxidante total, ácidos 

orgânicos e compostos 

voláteis. 

(GUIMARÃES; DOS 

REIS; et al., 2016) 

Purê de cenoura, quitosana, 

amido de milho, gelatina, 

glicerol e cinamaldeído 

Retardo na senescência; 

manutenção de 

carotenoides; diminuição da 

atividade de 

polifenoloxidase   (PPO)   e 

peroxidase (POD); redução no 

acúmulo de polifenois, 

(WANG, X. et al., 2015) 

Amido de mandioca contendo 

óleo essencial de canela e 

extrato de semente de uva 

Redução do esbranquecimento 

da superfície, boa aceitação 

sensorial. 

(LAI; CHEN; LAI, 2013) 

Fonte: Do autor. 

 

3 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Ainda que explorado há certo tempo, o desenvolvimento de polímeros de base biodegradável ainda 

se figura como um assunto extremamente atual, tendo em vista o atual cenário de desequilíbrio ecológico, 

observado em escala global, e as mudanças de comportamento e tendências experimentadas pela pandemia, 
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muitas delas que vieram para ficar. A incorporação da nanotecnologia, que está em constante expansão, 

enaltece o caráter atual do estudo. 

Embora boa quantidade de trabalhos envolvendo bionanocompósitos na pós- colheita de frutas e 

hortaliças esteja disponível na literatura, a busca constante pelas melhorias das propriedades desses 

materiais, combinando diferentes matérias-primas, em diferentes proporções, se faz necessária, a fim de 

expandir as alternativas de materiais que exibam propriedades equivalentes ou superiores às de polímeros 

tradicionais. Sendo assim, o presente estudo traz contribuições significativas no que diz respeito à novas 

alternativas de materiais de embalagem e técnicas de preservação pós-colheita. 

Os resultados obtidos por esse trabalho podem servir de base para futuros estudos, explorando a 

otimização das propriedades dos bionanocompósitos elaborados (considerando a constante busca por 

melhorias), diferentes técnicas de aplicação e o estudo de interação com diferentes matrizes, de superfícies 

distintas, a fim de expandir as possibilidades de aplicação. 
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Abstract 18 

The effect of oat straw nanofibrils addition on the mechanical and barrier properties of 19 

bionanocomposites based on cassava starch was evaluated. Nanofibrils were obtained after 20 

alkaline treatment of oat straw and consecutive passages in mechanical defibrillator. Five 21 

passages through the defibrillator promoted greater reduction in diameter of the nanofibrils 22 

and less agglomeration, with a yield of almost 100%. For the preparation of 23 

bionanocomposites by casting method, different percentages of oat straw nanofibrils were 24 

used: 0%, 10%, 20%, 30% and 50%. The bionanocomposites were evaluated for their 25 

mechanical properties (tensile strength, elongation at break, Young's modulus and puncture 26 

force) and barrier properties (water vapor permeability, solubility and contact angle), in 27 

addition to opacity, color and morphology analyses. The addition of oat straw nanofibrils 28 

https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2020.112264
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promoted an increase in stiffness and consequent decrease in the flexibility of 29 

bionanocomposites. In relation to barrier properties, there was a reduction in water vapor 30 

permeability and water solubility of the bionanocomposites with the increase of oat straw 31 

nanofibrils in the formulations. The materials presented hydrophilic character, but with low 32 

wettability. The morphological analysis indicated good interaction between the constituents of 33 

bionanocomposites. The effects observed in this study were generally pronounced when the 34 

addition of oat straw nanofibrils was higher than 30%. Therefore, it is concluded that values 35 

of 30 to 50% of oat straw nanofibrils addition promote improvements in the mechanical 36 

properties and barrier of bionanocomposites based on cassava starch. The application of 37 

elaborate bionanocomposites should be investigated in order to confirm their viability as 38 

packaging or even as edible coating, as they may constitute sustainable alternatives to 39 

traditional polymers. 40 

Keywords: nanocellulose; cassava starch; agro-industrial co-products; Avena sativa. 41 

 42 

1. Introduction 43 

Efforts have been made to produce polymeric materials from biodegradable substances 44 

to the detriment of conventional petrochemical-based plastics such as polystyrene, 45 

polypropylene and polyvinyl chloride, which, while having good mechanical and barrier 46 

characteristics such as tensile and tear strength. , partial oxygen permeability, carbon dioxide, 47 

water vapor and flavorings, impose major environmental restrictions due to their low 48 

recyclability, non-renewable resource derivability and non-biodegradability, leading to 49 

serious ecological problems (Saurabh et al., 2013). The main challenge is to develop 50 

biopolymers that have characteristics similar to conventional materials, especially in terms of 51 

mechanical and barrier properties.  52 

Among the biopolymers stand out as potential raw materials for the elaboration of 53 

biodegradable films and coatings, there are lipids, proteins and polysaccharides, proven 54 

alternative sources for the conservation of food, due to their good barrier properties to water 55 

vapor (Turhan; Shahbaz, 2004). Starch is one of the most widely used biopolymers in 56 

packaging for food and edible coatings, due to its low cost and abundance in nature, as well as 57 

being easy to handle and made of biodegradable material (Parra et al., 2004).  Although it has 58 
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numerous advantages, starch has poor mechanical properties, such as low flexibility and 59 

resistance (Assis et al., 2012; Mathew, 2008). 60 

A class of materials with improved barrier, mechanical and thermal properties emerges 61 

as a promising option in improving the properties of biopolymer-based packaging materials. 62 

Bionanocomposites consist of a matrix of biopolymer reinforced with particles (nanoparticles) 63 

with at least one dimension in the nanoscale range (1-100 nm). They exhibit increased barrier 64 

properties, higher mechanical strength and better heat resistance compared to their pure 65 

polymers and conventional composites (Rhim et al., 2013). In this context, the use of 66 

cellulosic nanofibrils as reinforcement of bionanocomposites has been the object of frequent 67 

study. 68 

Nanofibrils are rigid cellulosic microfibrils coupled to the hemicellulosic matrix that, 69 

when submitted to chemical, physical and other treatments, can be transversely cleaved along 70 

the amorphous regions, resulting in a material with high aspect ratio (ratio between length and 71 

width), high specific surface area (> 100 m2 /g) and an almost perfect crystalline arrangement, 72 

which make them excellent low cost and non-toxic reinforcing agents (Chang et al., 2010; 73 

Gardner et al., 2008). In addition, cellulosic nanofibrils can be obtained from agro-industrial 74 

co-products, which generally have low added value and are an environmental problem. These 75 

co-products are excellent sources of sustainable and renewable cellulose, given their high 76 

availability, since agricultural and forestry activities are common throughout the world 77 

(García et al., 2016; Kallel et al., 2016 , Novo et al., 2015). 78 

Oats (Avena sativa) are among the five most cultivated crops in the world, and are 79 

mostly used for human consumption and nutrition. The quantity of oat co-products is on an 80 

increasing scale due to the high production of this raw material, which is an environmental 81 

problem when they are improperly discarded (Oliveira et al., 2017). Namely, the process of 82 

peeling and grinding oat grains generates around 20% of shells (Uusitalo; Leino, 2019). 83 

Another destination of oat husks and other agro-industrial co-products is animal feed, due to 84 

the high content of fibers that assist in digestion and nutrition and as forage (Ndou et al., 85 

2018). According to Oliveira et al. (2017), oat grain hulls have about 40.1% of cellulosic 86 

material with good thermal stability. Espinosa et al. (2017) confirmed oat straw as a potential 87 

raw material for obtaining nanofibers of lignocellulose, showing its composition, poor in 88 

lignin and with a high percentage of hemicellulose. 89 
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The development of biopolymers based on a source of native starch reinforced with 90 

nanofibrils obtained from oat straw is a way to add value to an agro-industrial co-product (oat 91 

straw) while using a raw material that is cheap and easy to find in nature (cassava starch). 92 

With this, it may be possible to obtain cheap and sustainable material that constitutes an 93 

alternative to traditional petrochemical-based polymers. 94 

Therefore, the objective of this work was to obtain cellulosic nanofibrils from oat 95 

straw and to investigate their applicability as enhancers of mechanical properties and barrier 96 

of cassava starch-based bionanocomposites, determining the best concentrations. 97 

2. Material and methods 98 

2.1 Material 99 

The oat straw was supplied by SL Alimentos/LTDA. Cassava starch was purchased 100 

from local businesses in Lavras, Minas Gerais, Brazil. The 70% sorbitol solution was 101 

purchased from Dinâmica® , Piracicaba - SP, Brazil. 102 

2.2 Preparation of oat straw nanofibrils 103 

Initially, the oat straw was washed with potable water and then dried in an oven with 104 

air circulation at 60ºC for 24 hours. Then, they were crushed in a knife mill, and passed 105 

through Mesh sieves nº40, to obtain oat straw flour. The oat straw flour was then submitted to 106 

a treatment with alkaline solution, as proposed by Oliveira et al. (2017), with modifications. A 107 

mixture with distilled water containing 5% (w/v) of oat straw flour and 5% sodium hydroxide 108 

(NaOH) was prepared and subjected to stirring at 400 rpm for 4 h in a water bath at 80°C. 109 

Subsequently, a wash was performed with distilled water until the washing water reached 110 

neutral pH. The product obtained was dried in an oven with air circulation at 65 °C up to 111 

constant weight. Finally, a suspension was prepared with distilled water containing 2% (w/v) 112 

of treated oat straw. After resting for seven days, the suspension was submitted to consecutive 113 

passages in a microfibrillator - Super Masscolloider®, model MKCA6 - 2J, Kawguchi, Japan, 114 

to obtain the cellulose nanofibrils gels. Fig.1 illustrates the flowchart for obtaining the oat 115 

straw nanofibril gel. 116 

< Fig.1 > 117 

2.3 Production of bionanocomposites 118 
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 To prepare the filmogenic solution, the methodology proposed by Guimarães et al. 119 

(2015) was followed, with modifications. A 3% solution of cassava starch was prepared in 120 

distilled water. The amount of plasticizer (sorbitol) added was 30% in relation to the mass of 121 

starch. The preparation of the films followed the method called casting. At first, the 3% 122 

cassava starch solution was submitted to hydration, under slow agitation, for 24 hours, at 123 

room temperature. Once hydrated, sorbitol was added to the solution and heating at 80ºC was 124 

performed under stirring for 20 minutes for gelatinization to occur. For the preparation of 125 

bionanocomposites, different concentrations (10, 20, 30 and 50%, in relation to the solid mass 126 

of the film) of oat straw nanofibrils were added to the starch and sorbitol solution under 127 

mechanical stirring at 750 rpm for 15 minutes and homogenized at 15000 rpm for 20 minutes 128 

in magnetic stirrer Kasvi®, model K40-181OH, Korea. Subsequently, the solutions 129 

containing nanofibrils were submitted to sonication for 1h, at 750w and amplitude of 40%. 130 

About 40g of the filmogenic solutions (control and addition of nanofibrils) were poured into 131 

acrylic plates and left in an air-conditioned environment at 20ºC±1, with 60%±1 relative 132 

humidity, for 10 days, for drying and moisture stabilization. After this period, the films were 133 

removed from the plates and stored in plastic bags, separated by paper, for analysis. 134 

2.4 Analysis 135 

2.4.1 Transmission Electronic Microscopy (TEM) 136 

 A transmission electron microscope was used to evaluate the morphology of oat straw 137 

nanofibrils. Aqueous suspensions containing 0.6% of oat straw nanofibrils from different 138 

passages in the microfibrillator (one, three and five passages, respectively) and 2% of uranyl 139 

acetate 1.5% were submitted to sonication for 20 minutes. A drop of the suspension was 140 

deposited on copper microgrids (400 mesh) containing FORMVAR, which were dried at 141 

room temperature. The images were obtained using an EM 109 transmission electron 142 

microscope (Zeiss®) with a voltage of about 100 kV. The diameter of the nanofibrils was 143 

measured using the ImageJ 1.47V® software, and 100 measurements were taken for each 144 

treatment (each passage in the microfibrillator). 145 

2.4.2 Yield of cellulose nanofibrils 146 

 The method proposed by Besbes et al. (2011), with adaptations, was used to calculate 147 

the yield of cellulose nanofibrils obtained from oat straw. Samples of 0.2% nanofibril gel 148 

suspension were prepared and centrifuged at 4500 rpm for 20 minutes to separate the 149 
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nanofibrillated material (supernatant fraction) from the non-nanofibrillated and partially 150 

nanofibrillated material (sedimented fraction). The sedimented fraction was collected and 151 

dried in an oven at 105ºC until constant weight. The yield of cellulose nanofibrils was 152 

calculated from Eq.(1). The analysis was performed in five replicates. 153 

𝑌𝑖𝑒𝑙𝑑 (%) = 1 − (
𝑤ℎ𝑒𝑖𝑔ℎ𝑡 𝑜𝑓 𝑑𝑟𝑖𝑒𝑑 𝑠𝑒𝑑𝑚𝑒𝑛𝑡

𝑤𝑒𝑖𝑔ℎ𝑡 𝑜𝑓 𝑡ℎ𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑒𝑑 𝑔𝑒𝑙 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 𝑥 %𝑆𝑐
)  𝑥 100 154 

(1) 155 

Where: %Sc: solid content of the diluted gel sample. The solid content was obtained by 156 

difference of total moisture content, obtained by gravimetry, according to AOAC (2012) (data 157 

not presented). 158 

2.4.3 Scanning Electronic Microscopy (SEM) 159 

 The Leo Evo 40 XVP scanning electron microscope was used to characterize the 160 

morphology of oat straw fibers in their natural state and after alkaline treatment, as well as 161 

prepared bionanocomposites. For this purpose, the oat straw fibers (natural and treated) were 162 

fixed to the specimen holders ("stubs") with double-sided adhesive tapes, submitted to 163 

metallization in a SCD 050 gold evaporator and analyzed under the microscope. For the 164 

bionanocomposites, the samples were immersed in liquid nitrogen for rapid freezing, 165 

fractured and fixed in stubs. Then, they were submitted to metallization and taken under a 166 

microscope to obtain the micrographs, and images of the surface and the transversal region 167 

were obtained. 168 

2.4.4 Colouring, apparent opacity and thickness of bionocomposites 169 

The colorimetric analysis of bionanocomposites was performed on a colorimeter 170 

(Konica Minolta®, CM-5, Osaka, Japan), at a 10º angle of view and D65 illuminant 171 

(daylight), according to Hunterlab methods, described by Sousa et al. (2013). Twenty 172 

readings were taken for each treatment, and the instrumental color parameters (L*, a*, b*, C*, 173 

hue) were determined. Sample opacity (Y) was calculated as the relationship between the 174 

opacity of the sample placed on the black standard (Yp) and the opacity of the sample placed 175 

on the white standard (Yb) (Eq.(2)) (Sousa et al.,2013) - Y corresponds to the value of L*. 176 

The apparent opacity was divided by the thickness of each sample (E), in view of the variation 177 

in measurements. The results were expressed in a scale from 0 to 1% µm-1. To determine the 178 
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thickness of the bionanocomposites, a flat tip micrometer with a resolution of 0.001 mm was 179 

used, according to the method described by Sousa et al. (2013). 180 

 181 

        Y=   
(

𝑌𝑝

𝑌𝑏
∗100)

𝐸
                                                                                                       (2) 182 

 183 

2.4.5 Mechanical properties 184 

 The mechanical properties of traction and rupture were determined in a texturometer 185 

(Stable Micro Systems, TATX2i, England), based on the methodology of the American 186 

Society for Testingand Material - ASTM D882-00 (ASTM, 2002), with adaptations. For the 187 

tensile test, the specimens were cut in dimensions of 25 x 100 mm and adjusted to the 188 

pneumatic claws (A/TG) of the equipment. The distance between the claws was 50 mm and 189 

the tensile speed was 0.8 mm s-1. The parameters determined were tensile strength (MPa), 190 

elongation at rupture (%) and Young's modulus (MPa). For the puncture test, the specimens 191 

were cut in dimensions of 30 x 30 mm and adjusted to the support for the probe (p/S5) of 5 192 

mm of contact area with the film of the equipment. The distance between the probe and the 193 

specimen was manually adjusted and the test speed was 0.8 mm s-1, by which the puncture 194 

force parameter (N) was determined. 195 

2.4.6 Water vapour permeability (WVP) 196 

 The water vapour permeability (WVP) of bionanocomposites was determined by the 197 

gravimetric method, according to the procedure described in ASTM E96-E96M-16 (ASTM, 198 

2016), with adaptations. Glass vials of 40 mL and with openings in the lid of 13.8 mm in 199 

diameter were used, with ¾ of its volume containing previously dried silica for 24 hours at 200 

150ºC. Samples of the bionanocomposites, with known thicknesses, were cut with areas 201 

corresponding to the opening of the lid and applied between the lids and the vials, with 202 

silicone sealant (Fig.2a). The vials were placed in hermetic desiccators containing saturated 203 

sodium chloride (NaCl) solution to promote relative humidity of 75% (Fig 2b). The 204 

experiment was conducted in a controlled environment at 20 ± 0.5ºC. The flasks were 205 

weighed every 24 hours for a period of seven days. A calibration curve was constructed, 206 

considering the weight gain of the silica over the evaluation time. From then on, the water 207 

vapor permeability rate (WVPR) was calculated, according to Eq.(3). Finally, water vapor 208 
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permeability (WVP) was calculated using Eq.(4) (Bourtoon; Chinnan, 2008; Tetens, 1930). 209 

Five repetitions were performed for each treatment. 210 

WVPR (g m2 dia-1) = 𝑔𝑡 x 𝐴  211 

(3)  212 

Where: gt is the angular coefficient of the straight equation (linear regression) and A is the 213 

permeation area (m2). 214 

 215 

 216 

WVP (g mm/kPa-1 dia-1 m2 ) = (WVPR x E)/Δp  217 

(4)  218 

Where: E is the thickness of the specimen (mm) and Δp is the vapour saturation pressure at 219 

the test temperature (2.33921kPa). 220 

< Fig.2 > 221 

2.4.7 Solubility in water 222 

The solubility of bionanocomposites in water was determined according to the method 223 

proposed by Gontard et al. (1994). Test specimens of 2 cm in diameter were cut and dried in 224 

an air circulation oven at 55°C up to constant weight. The dry discs were immersed in 30 mL 225 

of distilled water and kept under slow stirring (50 rpm) for 24 h at 25°C. After this period, the 226 

resulting suspensions were filtered and the unsolubilized materials were dried in an incubator 227 

with air circulation at 105°C for 24 h and weighed afterwards. Five specimens were used for 228 

each formulation. Solubility (S) was calculated by Eq.(5) and expressed as a percentage. 229 

𝑆(%) = (
𝑃𝐼−𝑃𝐹

𝑃𝐼
) ∗ 100       (5) 230 

 231 

Where: PI is the initial mass of the dry material and PF is the final mass of the unsolubilized 232 

dry material. 233 

2.4.8 Contact angle  234 
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The contact angle of the bionanocomposites was determined using a goniometer 235 

(Kruss, DSA25, Hamburg, Germany), with image acquisition and measurement of contact 236 

angle values by Advanced software (Kruss, Hamburg, Germany) equipped with a micro 237 

camera, operated in air and at room temperature. Samples with dimensions of 2.5 cm x 1.0 cm 238 

were fixed on a glass slide and placed at the base of the equipment. A drop of water was 239 

applied to the specimens. The images were captured by the equipment and converted to 240 

Excel®. For each film, the wettability was deducted as the mean value of the contact angle 241 

measured on both sides of the drop and as a function of the measured time (20s) (Silva et al., 242 

2007). 243 

2.5 Experimental design and statistical analysis 244 

 A completely randomized design (CRD) was used, with five factors addition of oat 245 

straw nanofibrils (0%, 10%, 20%, 30% and 50%) to the prepared bionanocomposites. For 246 

each treatment, three repetitions were performed, one consisting of 100 mL of filmogenic 247 

solution, with a mean yield of three bionanocomposite discs. The data were submitted to 248 

analysis of variance (ANOVA), mean, standard deviation and Principal Component Analysis 249 

(PCA). The means were compared by Tukey's test (P<0.05), using the R Studio software 250 

(2015). 251 

3. Results and discussion 252 

3.1 Characterisation of oat straw nanofibrils 253 

3.1.1 Morphology 254 

Fig.3 shows the micrographs obtained in SEM for oat straw in natura and after 255 

treatment with NaOH and in TEM for oat straw nanofibrils obtained after one, three and five 256 

passes through the defibrillator, respectively. 257 

< Fig.3 > 258 

It is possible to observe that the treatment with NaOH contributed to the 259 

individualization of the fibrous bundles (Fig.3b), which, at first, were united, forming a 260 

compact structure, which can be observed in the micrograph of the straw in its natural state 261 

(Fig.3a). This indicates that the alkaline treatment was effective for the removal of 262 

components such as hemicelluloses and lignin, responsible for joining the fiber bundles 263 

(Campos et al., 2011). In relation to defibrillation, it is noted that the consecutive passes 264 
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through the defibrillator promoted greater individualization of nanofibrils, reducing 265 

agglomerations (Fig.3c-e). According to Guimarães et al. (2016), lower aggregation of 266 

nanofibrils enables better interaction with the polymeric matrix, through hydrogen bonds, 267 

culminating in better mechanical and barrier properties, thus being favorable for the 268 

preparation of bionanocomposites. 269 

The reduction in the diameter of oat straw nanofibrils throughout the treatments is 270 

evidenced by the diameter distribution graphs (Fig.4).  271 

< Fig.4 > 272 

The diameter of the fresh oat straw fibers was all in micrometric scale, ranging from 273 

19,07m to 395,23m (Fig.4a). As previously discussed, the alkaline treatment with NaOH 274 

promoted greater individualization, allowing the individual mesuration of the diameter of the 275 

fibrous bundles, which ranged from 2,15m to 11,63m (Fig.4b). The first passage through 276 

the defibrillator was enough to obtain some material in the nanometer scale. The nanofibril 277 

diameter measurements ranged from 10 to 143 nm in the first pass, from 6 to 130 nm in the 278 

third and from 5 to 44 nm in the fifth pass (Fig.4c-e). The mean diameter fell from 51,09 ± 279 

34,28 nm in the first passage to 20,31 ± 8,09 nm in the fifth passage through the defibrillator, 280 

a reduction of about 60%. It is also worth mentioning that in this last passage, one hundred 281 

percent of the measurements obtained were in the nanometer scale (1-100 nm). According to 282 

Zhou et al.(2012), nanofibrils with this diameter range are made of material with high aspect 283 

ratio, being suitable for strengthening polymers. 284 

The gel obtained by the five passages in a microfibrillator presented greater 285 

individualization of the cellulosic microfibrils and a higher percentage of material in a 286 

nanometric scale, and was therefore used for the preparation of bionanocomposites. 287 

3.1.2 Yield 288 

Cellulose nanofibrils obtained from oat straw showed an average yield of 99,59 ± 289 

0,18%, i.e., almost one hundred percent of the cellulose obtained was nanofibrilled. This 290 

result proves the effectiveness of the treatment with NaOH and the five passages through the 291 

microfibrillator to obtain nanofibrillated material.   292 

3.2 Characterisation of bionocomposites 293 
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 The films obtained by the casting method were visually homogeneous, without the 294 

presence of cracks (Fig 5), and can be easily removed from the acrylic plates. 295 

< Fig.5 > 296 

3.2.1 Colouring, thickness and apparent opacity 297 

 Table 1 shows the data regarding thickness, opacity and colouring of 298 

bionanocomposites. 299 

< Table 1 > 300 

The mean thickness of the bionanocomposites ranged from 0.0705 to 0.104 mm, with 301 

a reduction in the values with the addition of oat straw nanofibrils. Although the observed 302 

thickness values are in accordance with those reported in the literature for films obtained by 303 

the casting method (Guimarães et al., 2015; Guimarães et al., 2016; Luchese et al., 2018) the 304 

behavior goes against that observed by these authors, who found an increase in the thickness 305 

of bionanocomposites with the increase of nanofibrils. The behavior observed in this study 306 

can be attributed to the high concentration of added nanofibrils, which culminates in a higher 307 

mass/volume ratio. Therefore, as the mass amount of filmic solution poured into the plates 308 

was the same for all treatments, those with higher nanofibril content contained lower volume 309 

of solution, which may explain the lower thickness values. Film thickness is an extremely 310 

important parameter because it directly influences the mechanical, optical and gas 311 

permeability properties (Galdeano et al., 2013; Mali et al., 2004). According to Tharantharn 312 

(2003), films for edible coatings should be less than 0.3 mm thick. There was a significant 313 

and constant increase in the apparent opacity values of bionanocomposites from 20% addition 314 

of oat straw nanofibrils. According to Sarantópolous et al. (2002), crystalline regions reflect 315 

or divert the incident light beam, compromising light transmission, which provides greater 316 

opacity.  This behavior can be attributed, therefore, to the high crystallinity, characteristic of 317 

cellulosic nanofibrils, to the detriment of gelatinized starches, which present low crystallinity 318 

and, therefore, lower opacity. Although it directly affects the appearance of the coated 319 

product, opacity is an important element to control the incidence of light in a food, being a 320 

relevant property in bionanocomposites, especially those intended for application as edible 321 

coating (Cunha et al., 2009). The behavior observed in the apparent opacity analysis is 322 

evidenced by the values of L*, which decreased as the percentage of nanofibrils in 323 

formulations increased, indicating a decrease in the transparency of bionanocomposites. The 324 



55 
 

increase in C* and Hue values indicates an increase in the intensity of the yellowish color of 325 

the bionanocomposites with the increase in the content of oat straw nanofibrils, which can be 326 

visually confirmed with the naked eye. 327 

3.2.2 Mechanical properties 328 

Fig.6 shows the mechanical properties of  bionanocomposites. An example of the 329 

stress vs strain curve is given in Fig.7. 330 

The addition of oat straw nanofibrils provided greater stiffness to the 331 

bionanocomposites, which can be seen by the values of Tensile Strength and Young's Module 332 

(Fig.6a and Fig.6c), parameters directly associated with stiffness. An increase in the values of 333 

these parameters can be observed, proportional to the addition of nanofibrils of oat straw, the 334 

highest averages being reached by formulations with maximum addition of nanofibrils (50%). 335 

The results obtained for Tensile Strength (RT) and Young's Module (MY) were similar or 336 

superior to those presented by Low Density Polyethylene (LDPE) (RT = 6.9 to 16 MPa; MY 337 

= 102 to 240 MPa) and High Impact Polystyrene (RT = 21.06 MPa; MY = 354.7 MPa), 338 

polymers traditionally used in the food industry and agricultural sector (Doak, 1986; Machado 339 

et al., 2017). Thus, the improvement in the resistance properties of bionanocomposites based 340 

on cassava starch is confirmed with the addition of oat straw nanofibrils. The improvement in 341 

resistance parameters represents clear evidence of the good dispersibility of nanofibrils in the 342 

polymeric matrix, as reported by Makaremi et al. (2017) and Bertolino et al. (2016), who 343 

studied the incorporation of hallosyte nanotubes in bionanocomposites. 344 

Reverse behavior was observed for elongation at break, with a marked decrease in 345 

values due to the increase in oat straw nanofibrils (Fig.6c). Such behavior was also reported 346 

by Guimarães et al. (2016), who observed a decrease in the rupture angle with the increase of 347 

carrot nanofibrils in the starch-based bionanocomposites formulation, when the addition was 348 

40%. Abrupt reduction was also observed by Silva et al. (2012), who found a reduction from 349 

180.44% to 27.29% in elongation values for biopolymers of cassava starch plus eucalyptus 350 

cellulose nanocrystals. According to Reddy and Rhim (2014), the decrease in film elasticity 351 

may be related to the higher concentration of nanocellulose, which culminates in restriction of 352 

the mobility of polymer chains and, consequently, in increased stiffness. In addition, it is 353 

worth mentioning that the amount of plasticizer used in this study remained constant, despite 354 

the content of added nanofibrils, since it was added in relation to the mass of the polymer. 355 

Thus, it is suggested that the increase in the total mass of the filmogenic solution, with the 356 
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increase of the nanofibrils, has promoted dissolution of the plasticizer, reducing its elastic 357 

effect on the bionanocomposites. In fact, according to Gaudin et al. (1999; 2000), in low 358 

concentrations and reduced values of water activity, plasticizers can exert an opposite effect, 359 

or antiplasticizer; that is, instead of increasing the molecular mobility between the starch 360 

chains, it binds strongly to them, increasing the degree of interaction and, consequently, the 361 

mechanical strength and stiffness of these materials. Although there has been a marked 362 

decrease in elongation at break by the addition of oat straw nanofibrils, no significant 363 

difference is observed between the different percentages of addition. 364 

In relation to the puncture force, there was a decrease in the values, in relation to the 365 

control, with the addition of 10% of nanofibrils of oat straw. Improvement in this parameter 366 

was observed with the increase of the nanofibrils, being the sample with maximum addition 367 

(50%) the one that obtained the highest value. The lower performance presented by the 368 

treatment with the addition of 10% of oat straw nanofibrils may be associated with possible 369 

isolated agglomerations or insufficient amount of linked nanofibrils, considering the lower 370 

concentration of nanofibrils of this treatment (Guimarães et al., 2015).  371 

In short, the increase of oat straw nanofibrils promoted greater stiffness, while 372 

reducing the elasticity of bionanocomposites. 373 

3.2.3 WVP, solubility and contact angle 374 

The values of water vapor permeability, water solubility and contact angle of 375 

bionanocomposites are shown in Table 2.  376 

<Table 2> 377 

A significant reduction in water vapor permeability of bionanocomposites was 378 

observed with the increase of nanofibrils of oat straw, with a pronounced reduction with 30% 379 

addition and reaching the highest average with the maximum value of nanofibrils addition 380 

(50%). Cellulosic nanofibrils have the ability to form percolated and continuous hydrogen 381 

bonding networks, which reduce the diffusion of water vapor; therefore, it is coherent that 382 

there is a decrease in water vapor permeability values with the increase of nanofibrils 383 

(Sreekala et al., 2008; Lai; Padua, 1998; Kaushik et al., 2010).  Since one of the main 384 

functions of food packaging is to prevent or minimize the transfer of moisture between food 385 

and the surrounding atmosphere, the permeability to water vapor should be as low as possible 386 

in order to optimize the environment and potentially increase the shelf life of the product 387 
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(Hosseini et al. 2013). Materials with low water vapor permeability values are indicated for 388 

application in dry products, whose contact with moisture should be restricted, or even for 389 

coating vegetables with high respiratory rate, in which degradation occurs essentially by water 390 

loss (Mali et al., 2010; Assis; Brito, 2011).  391 

Increased solubility in water is observed in bionanocomposites with additions of up to 392 

10% of oat straw nanofibrils. However, the gradual increase in the concentration of 393 

nanofibrils indicated a tendency for a drop in solubility, with the treatment with 50% addition 394 

of oat straw nanofibrils showing less solubility in water than the other treatments and control. 395 

A similar behavior was reported by Guimarães et al. (2015), who observed increased 396 

solubility in water of cassava starch-based films with the addition of small amounts of 397 

bamboo nanofibrils, while the increase in nanofibrile concentrations contributed to the 398 

reduction of solubility. This behavior corroborates what was observed in the puncture force 399 

analysis, in which the formulations with lower concentrations of oat straw nanofibrils (up to 400 

10%) showed lower performance, which was improved with the increase in nanofibrils. As 401 

already suggested, the lower performance presented by these treatments can be attributed to 402 

possible isolated agglomerations of nanofibrils or insufficient amount of linked nanofibrils. 403 

Percolated hydrogen bonding networks formed by cellulosic nanofibrils restrict the mobility 404 

of amylopectin molecules in the matrix and, consequently, the affinity for water, which 405 

explains the reduction in solubility by increasing the nanofibrils (Svagan et al., 2009). In the 406 

same way as for water vapor permeability, low water solubility values are favorable for the 407 

use of bionanocomposites as packaging or coatings for food, especially those that will be 408 

stored for a considerable period of time, because it ensures good protection against the 409 

external environment and, consequently, extension of the useful life of the product (Matta et 410 

al., 2011).  411 

In relation to the contact angle, a slight reduction in averages is observed with the 412 

addition of oat straw nanofibrils. The contact angle values are associated with the wettability 413 

of the sample, determining its hydrophilic or hydrophobic character. According to Ferreira's 414 

classification (2013), films with contact angle values lower than 90º are considered 415 

hydrophilic, while those with values higher than 90º are considered hydrophobic. Thus, it can 416 

be stated that the addition of oat straw nanofibrils determined hydrophilic characteristic to the 417 

bionanocomposites, reducing the contact angle values. The averages obtained for the contact 418 

angle were similar among the different percentages of oat straw nanofibrils addition, although 419 

a tendency to increase the values from 30% of addition can be observed. The behavior 420 
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observed for the contact angle analysis corroborates those obtained for the water vapor 421 

permeability and solubility analyses, which point to an improvement in the barrier properties 422 

of bionanocomposites with the addition of larger quantities of oat straw nanofibrils. In fact, 423 

Svagan et al.(2009) determined the water vapor diffusivity in starch films with the addition of 424 

cellulose nanofibrils and found a decrease in diffusivity with the increase of the 425 

nanofibrile/matrix ratio, which explains the behavior presented in this study.  426 

Graph of the variation of the contact angle values of bionanocomposites throughout 427 

the test time is provided in Fig.8.  428 

<Fig.8> 429 

A sharp drop in the values can be observed in the first seconds of the analysis, with 430 

little variation in the rest of the time, which indicates low wettability of the surfaces. The 431 

images of the water droplets applied on the surfaces at the beginning (t = 0s) and at the end of 432 

the analysis (t = 20s) show that there was no visually perceptible change in the shape of the 433 

droplets, which shows the low wettability of the surfaces of the elaborated 434 

bionanocomposites, despite the treatment. This result indicates good water barrier properties 435 

of elaborated bionanocomposites, as already demonstrated in WVP analysis. 436 

Regarding the barrier properties, the addition of oat straw nanofibrils, in general, 437 

promoted a reduction in water vapor permeability and water solubility of the 438 

bionanocomposites. As for the contact angle, the formulations presented hydrophilic 439 

characteristic, typical of cellulosic materials, but with low wettability. 440 

3.2.4 Morphology 441 

 Fig.9 shows the micrographs obtained in SEM for the surfaces and transversal regions 442 

of the bionanocomposites. 443 

< Fig.9 > 444 

It is possible to observe some roughness on the surface and transversal section of the 445 

control film (Fig 9a-b), probably due to the agglomeration of starch granules and their 446 

fragments. This can be explained by the fact that while the filmogenic solution is being 447 

dehydrated to form the films, due to the driving force of water evaporation, a large number of 448 

expanded starch granules and their reminiscences are randomly added and compacted to 449 

compose the films (Liu; Han, 2005). 450 
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The added films of oat straw nanofibrils were characterized by the rough surface 451 

characteristic of cellulose. In the formulation with 10% addition of nanofibrils it was possible 452 

to observe the presence of isolated agglomerates in the transversal section images (Fig.9d). 453 

This result confirms the hypothesis raised to explain the lower performance of this treatment 454 

in the analysis of puncture force and water solubility; in view of the lower content of 455 

nanofibrils in this formulation compared to other treatments, there was a tendency to isolated 456 

agglomerations. The amount of nanofibrils in this treatment was not sufficient, therefore, to 457 

form a continuous network of hydrogen bonds along the entire surface of the film, which 458 

contributed to the drop in puncture force and increased solubility in water. The film with 459 

maximum nanofibril concentration (50%) has a more regular and continuous surface than the 460 

other treatments (Fig.10i). It is suggested that the high content of nanocellulosic material in 461 

this treatment, contrary to what was observed for the treatment with 10% addition, has formed 462 

a strong and continuous network of hydrogen bonds, with lower agglomeration index 463 

(Lavoine et al., 2012; Ferrer et al., 2017). This observation is consistent with the data on 464 

mechanical properties, water vapor permeability and solubility, in which the treatment with 465 

50% of nanofibrils presented more satisfactory results. 466 

3.5. Principal Components Analysis 467 

In order to illustrate the main effects of adding oat straw nanofibrils on the properties 468 

of bionanocomposites, the Principal Components Analysis (PCA) was performed, which can 469 

be seen in Fig.10. 470 

< Fig.10 > 471 

In general, a negative correlation is observed between the parameters related to 472 

stiffness (Tensile strength, Young's modulus and puncture force) and elongation at break, 473 

which shows that the increase in stiffness of bionanocomposites has as consequence the 474 

decrease in elasticity. Reverse proportionality is also observed between opacity and L* value, 475 

i.e., the more opaque the material, the lower its clarity. Regarding the different treatments, it 476 

is noted that the formulations with higher percentage of addition of oat straw nanofibrils (30 477 

to 50% of addition) are associated with higher values of puncture strength, opacity, Stress in 478 

rupture and Young's Modulus, while the control formulation is characterized by higher 479 

permeability to water vapor and elongation in rupture. This result shows the main effects of 480 

the addition of oat straw nanofibrils on the properties of bionanocomposites, effects that 481 

correspond to the reduction of water vapor permeability and increased stiffness, with 482 
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consequent decrease in elongation. It is worth mentioning that such effects were more 483 

pronounced when the addition of nanofibrils was above 20%, and the bionanocomposites with 484 

lower values of nanofibrils showed lower performance in relation to the control film in most 485 

of the analyses. 486 

Based on the results, additions of 30 to 50% of oat straw nanofibrils are more 487 

favorable for the improvement of mechanical and barrier properties of bionanocomposites 488 

based on cassava starch, because they are associated with higher values of Tensile Strength, 489 

Young’s Modulus and Puncture force and lower rates of water vapor permeability and 490 

percentage of solubility, which provides greater protection to the food product. The 491 

application of elaborate bionanocomposites should be investigated in order to confirm their 492 

viability as packaging or even as edible coating, which may constitute sustainable alternatives 493 

to traditional polymers. 494 

4. Conclusions 495 

 Obtaining cellulosic nanofibrils from oat straw is feasible, and alkaline treatment with 496 

NaOH and five passages in the defibrillator are effective to obtain material with reduced 497 

diameter, lower agglomeration index and high yield. 498 

 The addition of oat straw nanofibrils promotes improvement in the mechanical 499 

properties and barrier of bionanocomposites based on cassava starch, by increasing stiffness 500 

and reducing permeability to water vapor and solubility in water, these effects being more 501 

pronounced when the percentage of addition is between 30 and 50%. 502 

 The application of elaborate bionanocomposites should be investigated in order to 503 

confirm their viability as packaging or even as edible coating, which may constitute 504 

sustainable alternatives to traditional polymers. 505 
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List of figures 652 

Fig.1. Flowchart for obtaining oat straw nanofibrils. (a) oat straw flour; (b) oat straw after 653 

treatment with NaOH; (c) suspension of oat straw; (d) microfibrillator; (e) nanofibril gel when 654 

passing through the microfibrillator; (f) oat straw nanofibril gel obtained after five passes in a 655 

microfibrillator.  656 

Fig.2. Water vapor permeability analysis of oat straw nanofibrils added bionanocomposites. 657 

(a) preparation of vials and samples; (b) sample packaging. 658 

Fig.3. Micrographs obtained in SEM for oat straw in its natural state (a) and after treatment 659 

with NaOH (b); and in TEM for oat straw after one (c), three (d) and five (e) passes through 660 

the defibrillator. (a) 139x magnification; (b) 181x magnification; (c) 7000x magnification; (d) 661 

7000x magnification; (e) 7000x magnification. 662 

Fig.4. Graphs of oat straw diameter distribution in different treatments. (a) fresh oat straw; (b) 663 

oat straw after treatment with NaoH; (c) oat straw nanofibril after a one defibrillator passage; 664 

(d) oat straw nanofibril after three defibrillator passages; (e) oat straw nanofibril after five 665 

defibrillator passages. 666 

Fig.5. Bionanocomposites obtained by the casting method. (a) control film; (b) film with 10% 667 

addition of oat straw nanofibrils; (c) film with 20% addition of oat straw nanofibrils; (d) film 668 

with 30% addition of oat straw nanofibrils; (e) film with 50% addition of oat straw 669 

nanofibrils. 670 

Fig.6. Average and standard deviation values of: (a) tensile strength; (b) elongation at break; 671 

(c) Young´s modulus and; (d) puncture of bionanocomposites based on cassava starch with 672 

different concentrations of nanofibrils of oat straw. NFC0%: control film (addition of 10% 673 
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nanofibrils of oat straw); NFC10%: film with the addition of 10% nanofibrils of oat straw; 674 

NFC20%: film with addition of 20% nanofibrils of oat straw; NFC30%: film with the addition 675 

of 30% nanofibrils of oat straw; NFC50%: film with the addition of 50% nanofibrils of oat 676 

straw. Lower case letters in the bars (a, b, c and d) represent statistical comparisons using 677 

Tukey’s test, while different letters indicate significant (p≤0.05) differences between the 678 

films. 679 

Fig.7. Graph of stress vs strain curve of bionanocomposites based on cassava starch with 680 

different concentrations of nanofibrils of oat straw. NFC0%: control film (addition of 10% 681 

nanofibrils of oat straw); NFC10%: film with the addition of 10% nanofibrils of oat straw; 682 

NFC20%: film with addition of 20% nanofibrils of oat straw; NFC30%: film with the addition 683 

of 30% nanofibrils of oat straw; NFC50%: film with the addition of 50% nanofibrils of oat 684 

straw. 685 

Fig.8. Water contact angle of bionanocomposites based on cassava starch with different 686 

concentrations of nanofibrils of oat straw evaluation over time. NFC0%: control film 687 

(addition of 10% nanofibrils of oat straw); NFC10%: film with the addition of 10% 688 

nanofibrils of oat straw; NFC20%: film with addition of 20% nanofibrils of oat straw; 689 

NFC30%: film with the addition of 30% nanofibrils of oat straw; NFC50%: film with the 690 

addition of 50% nanofibrils of oat straw. 691 

Fig.9. Micrographs obtained in SEM for bionanocomposites with different percentages of oat 692 

straw nanofibrils added.  (a) control film - surface (126x magnification); (b) control film - 693 

cross section (1.16x magnification); (c) film with the addition of 10% oat straw nanofibrils - 694 

surface (91x magnification); (d) film with the addition of 10% oat straw nanofibrils - cross 695 

section (762x magnification); (e) film with the addition of 20% oat straw nanofibrils - surface 696 

(185x magnification); (f) film with the addition of 20% oat straw nanofibrils - cross section 697 

(1.61x magnification); (g) film with the addition of 30% oat straw nanofibres - surface (178x 698 

magnification); (h) film with the addition of 30% oat straw nanofibres - cross section (1.78x 699 

magnification); (i) film with addition of 50% oat straw nanofibres - surface (263x 700 

magnification); (j) film with addition of 50% oat straw nanofibres - cross section (1.18kX 701 

magnification). 702 

Fig.10. Graph of the principal components analysis for the parameters evaluated in 703 

bionanocomposites with different percentages of addition of oat straw nanofibrils. NFC0%: 704 

control film (addition of 10% nanofibrils of oat straw); NFC10%: film with the addition of 705 
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10% nanofibrils of oat straw; NFC20%: film with addition of 20% nanofibrils of oat straw; 706 

NFC30%: film with the addition of 30% nanofibrils of oat straw; NFC50%: film with the 707 

addition of 50% nanofibrils of oat straw. 708 
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Table 1  761 

Average and standard deviations values for thickness, opacity and staining of 762 

bionanocomposites based on cassava starch with different concentrations of nanofibrils of oat 763 

straw 764 

Material Thickness 

(mm) 

Opacity (% 

m-1) 

L* C* hue (º) 

NFC0% 0.104±0.016a 0.370±0.023d 95.61±0.838a 4.00±0.340e 87.48±1.164c 

NFC10% 0.102±0.006ab 0.385±0.009d 95.07±0.183b 8.39±0.424d 96.37±0.753b 

NFC20% 0.0965±0.009b 0.413±0.023c 94.37±0.441c 11.59±0.949c 97.39±0.369ª 

NFC30% 0.0785±0.007c 0.508±0.024b 93.87±0.228d 13.39±0.468b 97.51±0.248ª 

NFC50% 0.0705±0.006c 0.570±0.021a 92.81±0.422e 16.50±0.999a 97.54±0.286ª 

      

Averages followed by the same letters do not differ from each other by Tukey's Test at 5% of 765 

significance. NFC0%: control film (addition of 0% nanofibrils of oat straw); NFC10%: film with the 766 

addition of 10% nanofibrils of oat straw; NFC20%: film with addition of 20% nanofibrils of oat straw; 767 

NFC30%: film with the addition of 30% oat straw nanofibrils; NFC50%: film with the addition of 50% 768 

of oat straw nanofibrils. 769 

 770 

Table 2  771 

Average and standard deviations values for water vapour permeability (WVP), solubility and 772 

contact angle of bionanocomposites based on cassava starch with different concentrations of 773 

nanofibrils of oat straw 774 

Material WVP x 10-6 (g mm/ 

KPa-1 dia-1 m2) 

Solubility (%) Contact angle (º) 

NFC0% 2.53±0.158a 32.02±1.168b 90.05±2.28a 

NFC10% 1.86±0.226b 41.97±0.666a 84.53±1.00bc 

NFC20% 1.83±0.048b 35.33±2.553b 82.69±0.525c 

NFC30% 1.52±0.06c 32.09±2.771b 85.34±2.50abc 

NFC50% 1.24±0.075d 23.19±1.258c 89.88±2.852ab 
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Averages followed by the same letters do not differ from each other by Tukey's Test at 5% of 775 

significance. NFC0%: control film (addition of 10% nanofibrils of oat straw); NFC10%: film with the 776 

addition of 10% nanofibrils of oat straw; NFC20%: film with addition of 20% nanofibrils of oat straw; 777 

NFC30%: film with the addition of 30% nanofibrils of oat straw; NFC50%: film with the addition of 778 

50% nanofibrils of oat straw. 779 

 780 
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Abstract 15 

Cellulose nanofibrils (CNFs) were obtained from wheat straw, and different concentrations 16 

(0%, 10%, 20%, 30% and 50%) of the CNFs were incorporated into cassava starch-based 17 

films. Thirty passages through a microfibrillator allowed us to obtain well-dispersed CNFs 18 

with reduced thickness (34.26 nm). The addition of CNFs promoted an average increase in 19 

tensile strength values on the order of 126.69%. The treatments with higher CNF addition 20 

percentages (30% and 50%) presented higher Young's modulus values (566.68 and 585.72 21 

MPa, respectively), which indicates an increase in stiffness. The elongation and puncture 22 

https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2021.113816
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force decreased with the addition of CNFs, presenting average reductions of 83.72% and 23 

56.66%, respectively. A significant decrease in water vapour permeability was observed for 24 

the treatments with higher percentages of CNFs added, with a drop from 2.15x10-6 in the 25 

control film to 1.39x10-6 g mm/KPa-1 day-1 m2 in the film with the maximum addition 26 

percentage. The contact angle values increased from 43.45° in the control film to 68.66° in the 27 

sample with the maximum CNF concentration. The lower hydrophilicity of the treatments 28 

with 30% and 50% CNF additions is evidenced by the lower values presented for the Cobb 29 

test (99.84 and 99.31 g m2), polar surface free energy (0.41 and 0.19 mN m-1) and polarity 30 

(0.01 and 0.007). In these treatments, there were stronger interactions between the CNF and 31 

starch molecules. Thus, the addition of 30 to 50% wheat straw CNFs is recommended to 32 

strengthen the structure and improve the barrier properties of cassava starch-based films. 33 

Keywords: Cellulose nanofibrils; agroindustrial wastes; water vapour permeability; contact 34 

angle; wettability, polarity. 35 

1. Introduction 36 

Research on biodegradable-based polymers has been gaining attention in recent 37 

decades, reflecting the attempt to reduce the impacts to the environment from the use of 38 

petroleum-based materials (Nascimento et al., 2018; Nechyporchuk et al., 2016). Among the 39 

potential biopolymer materials, special interest has been paid to the so-called low-cost and 40 

non-scarce materials; these materials are found in abundance in nature and can be easily 41 

exploited (Owi et al., 2019). As an example, native starches, such as corn starch (Qin et al., 42 

2016; Wang et al., 2017; Xu et al., 2015) and cassava starch (Chuang et al., 2017; López-43 

Córdoba et al., 2017; Mei et al., 2015), have proven effective as base materials for obtaining 44 

biopolymers. 45 
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Although they exhibit a good barrier to atmospheric gases and are biodegradable 46 

materials, native starches tend to have poor mechanical properties and a low water vapour 47 

barrier due to their high hydrophilicity (Dole et al., 2004; Seligra et al., 2016). The 48 

incorporation of cellulosic nanofibrils (CNFs) has emerged as an alternative to circumvent 49 

this problem. These materials offer a high specific surface area, excellent mechanical strength, 50 

thermal stability, and desirable optical properties (Rajinipriya et al., 2018; J. Xu et al., 2018; 51 

K. Xu et al., 2018), which contribute to improving the mechanical and barrier properties of 52 

starch-based biopolymers. In addition, they are biodegradable materials and are considered 53 

the second generation of renewable resources (Fonseca et al., 2019; Xu et al., 2020). Thus, the 54 

use of CNFs in the preparation of biodegradable-based materials is a practice that fully meets 55 

the requirements of the sustainability concept, especially when they are obtained from 56 

agroindustrial waste, which is responsible for generating environmental impacts worldwide. 57 

Wheat (Triticum sp.) is the second most consumed cereal in the world, behind maize. 58 

A recent report by the United States Department of Agriculture (USDA) (2020) highlights an 59 

increase in the worldwide yearly wheat production, which reached 773.1 million tons for the 60 

2020/21 crop year (United States Department of Agriculture (USDA), 2020). According to 61 

García et al. (2016) and Miao et al. (2020), most of the waste from the processing of cereals, 62 

such as rice and wheat, comes in the form of straw and husk, and this type of material 63 

generally has little intrinsic value. Given the high annual production, the amount of waste 64 

from the wheat industry has a large environmental impact. In China, the second largest wheat 65 

producer in the world, a tremendous amount of wheat straw is generated annually 66 

(approximately 80 million tons), only a small percentage of which is used for the production 67 

of raw materials and energy, while most of it is burned in fields and forests or buried in the 68 

ground, constituting a source of pollution and a recurrent fire risk (Bian et al., 2019). 69 
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Menon and Rao (2012) and Vassilev et al. (2012) stated that wheat straw is made of 70 

approximately 44.5% cellulose; thus, it has the potential to be a source of cellulosic 71 

nanofibrils. In fact, a more recent study indicated that wheat straw is the most suitable cereal 72 

straw for obtaining lignocellulose nanofibrils (Espinosa et al., 2017). 73 

Obtaining cellulosic nanofibrils from wheat straw has been successfully reported by 74 

several authors (Bian et al., 2019; Liu et al., 2017; Montaño-Leyva et al., 2011; Sánchez et al., 75 

2016). Regarding applications, to name a few examples, Alemdar and Sain (2008), Ali et al. 76 

(2017) and Kaushik et al. (2010) studied the effect of incorporating wheat straw nanofibrils in 77 

thermoplastic potato and corn starch-based films, respectively, and found improvements in the 78 

mechanical properties; Oun and Rhim (2016) applied wheat straw-based cellulose 79 

nanocrystals as reinforcement in carboxymethylcellulose films and found an improvement in 80 

the mechanical and barrier properties; Yang et al. (2018), who added wheat straw nanofibers 81 

to polylactic acid biocomposites, found the same results; and Petroudy et al. (2018) developed 82 

eco-friendly carboxymethylcellulose-based superabsorbent polymers reinforced with wheat 83 

straw cellulose, which exhibited biodegradable and nontoxic properties. These data reinforce 84 

the potential of wheat straw as an emerging bionanomaterial. 85 

Although many studies have already been conducted on the development of polymers 86 

with cellulosic nanofibrils incorporated, the increasing search for ways to improve the 87 

properties of films, for different combinations of raw materials and for different 88 

concentrations is important to help expand the possibilities of obtaining biodegradable 89 

materials with properties similar or superior to those of traditional polymers. This study 90 

investigates the combination of two non-scarce and low-cost materials little explored in 91 

association - cassava starch and wheat straw nanofibrils –- offering an investigation of the 92 

mechanical and barrier properties of cassava starch-based films with the addition of a large 93 
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percentage range of wheat straw nanofibrils to define the concentration range that provides 94 

the best results, thus presenting a new low cost and eco-friendly alternative material. 95 

2. Materials and methods 96 

2.1.Materials 97 

  The wheat straws were provided by EPAMIG/Lavras Experimental Field, Minas 98 

Gerais, Brazil. Cassava starch (19.54% amylose and 80.46% amylopectin) was purchased 99 

from a local market in Lavras, Brazil. A 70% sorbitol solution was purchased from 100 

Dinâmica®, Piracicaba, SP, Brazil. The reference materials, low-density polyethylene 101 

(LDPE), polyamide (PA), and polyvinyl chloride (PVC) were purchased from standard 102 

suppliers. 103 

2.2 Preparation of nanofibrils 104 

The process of obtaining nanofibrils from wheat straw was conducted according to Lago 105 

et al. (2020). First, the wheat straws were sorted to remove foreign materials and any 106 

impurities, such as stones, leaves, twigs and wheat grains, remaining from the harvest. This 107 

removal was done by hand selection and by obtaining the density difference after immersing 108 

the material in water. Then, the straws were washed with drinking water, dried in an oven 109 

with air circulation at 60°C for 24 h, crushed in a knife mill and passed through 40 mesh 110 

sieves to obtain wheat straw flour. The alkaline treatment was then conducted by preparing an 111 

aqueous solution containing 5% (w/v) wheat straw flour and 5% (w/v) sodium hydroxide 112 

(NaOH). The solution was stirred (400 rpm) for 4 h in a water bath (80°C) and then washed 113 

with distilled water under a 270 mesh sieve until a neutral pH was achieved. The treated straw 114 

was dried in an oven with air circulation at 65°C until weight constancy was obtained. Then, 115 

an aqueous suspension containing 2% (w/v) treated wheat straw was prepared. The 116 

suspension was kept at rest for seven days and stirred daily (400 rpm) for 10 min. Finally, the 117 
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suspension was subjected to subsequent passages in a microfibrillator - Super 118 

Masscolloider®, model MKCA6 - 2J, Kawaguchi, Japan to obtain the nanofibril gel. A 119 

scheme of the process is shown in Fig. (1). 120 

< Fig. (1) > 121 

2.3 Preparation of films 122 

  Cassava starch-based films with different percentages of wheat straw nanofibrils 123 

added were obtained by the casting method based on the formulation proposed by Guimarães 124 

et al. (2015). A solution of 3% (w/v) cassava starch in distilled water, previously hydrated for 125 

24 h, was subjected to gelatinization at 80°C for 20 min under stirring (750 rpm). Sorbitol was 126 

added to the solution before gelatinization as plasticizing. The concentration of sorbitol was 127 

30% in relation to the mass of the starch. Different concentrations (w/w) of wheat straw 128 

nanofibril gel (10, 20, 30 and 50%) were added to the gelatinized solution. The nanofibril gel 129 

was added in relation to the total mass of the filmogenic solution. The dry weight of the CNFs 130 

in the gel was 2.21±0.11%. A control film was also prepared without the addition of the 131 

nanofibril gel. Once the nanofibril gel was added, the solutions were subjected to agitation at 132 

750 rpm for 15 min and then sonication for 1 h at 750 W and 40% amplitude. Then, 133 

approximately 40 g of the filmogenic solution was poured onto acrylic plates and dried in an 134 

acclimatized environment at 20±1°C and 60±1% relative humidity for ten days. After this 135 

period, the films were removed from the plates and stored in plastic bags, separated by paper, 136 

until the analyses were performed.  137 

2.4 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 138 

The structure and molecular interactions of the nanofibril gel and the prepared films 139 

were evaluated by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analysis according to 140 

Carpiné et al. (2016). The analysis was performed using a spectrophotometer (FTIR 141 



84 
 

Spectrometer Varian 600-IR Series) coupled to GladiATR (Pike Technologies). The samples 142 

were placed in the support and pressed by a measuring sensor. Each spectrum was obtained 143 

with 56 scans in the mid-infrared range of 4000 to 400 cm-1 and a spectral resolution of 4 cm-144 

1. 145 

2.5 Microstructural analyses 146 

2.5.1 Transmission electron microscopy (TEM) 147 

  The morphology of wheat straw nanofibrils obtained after 10, 20 and 30 passes 148 

through the microfibrillator was evaluated under an EM 109 transmission electron microscope 149 

(Zeiss®) with a voltage of approximately 100 kV. The suspensions for analysis were prepared 150 

according to Lago et al. (2020). The diameters of the nanofibrils in the micrographs were 151 

measured with the aid of ImageJ ® software, with 100 measurements for each treatment. 152 

2.5.2 Scanning electron microscopy (SEM) 153 

  SEM analysis was performed to evaluate the morphology of wheat straw before and 154 

after alkaline treatment, as well as the morphology of the prepared films. In the first case, 155 

samples of wheat straw (natural and after treatment with NaOH) were fixed to the stubs using 156 

double-sided adhesive tape and gold coated in an SCD 050 sputter coater. To examine the 157 

films, the samples were fractured after rapid freezing in liquid nitrogen, followed by fixation 158 

to the stubs and gold coating. Images were obtained from a scanning electron microscope 159 

(LEO Evo 40 XVP). 160 

2.6 Nanofibrils yield 161 

The yield of nanofibrils was determined according to the method proposed by Besbes 162 

et al. (2011), with modifications by Lago et al. (2020), and is expressed as a percentage. The 163 

analysis was performed in five replicates. 164 
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2.7 Characterization of films 165 

2.7.1 Colour, opacity and thickness 166 

  The colour of the films was evaluated using a colorimeter under a visual angle of 10° 167 

and a D65 illuminant, with determination of the parameters L*, C* and hue. Seven readings 168 

were performed per replicate, totalling 21 readings per treatment. The opacity was calculated 169 

as the ratio between the L* value of the sample placed over a black pattern (L*b) and the L* 170 

value of the sample placed over a white pattern (L*w) (Eq. (1)). To eliminate interferences, 171 

the opacity values of each sample were divided by the sample’s thickness (T), determined 172 

with the aid of a flat-tip micrometer with a resolution of 0.001 mm and expressed in mm. 173 

Opacity (% µm-1) = (
(

𝐿∗𝑏

𝐿∗𝑤 
)

𝑇
)  𝑥 100 174 

 (1) 175 

2.7.2 Mechanical properties 176 

  The mechanical properties of the films were evaluated according to the ASTM d882-177 

00 method (ASTM, 2002) using a TA.XT2i texture analyser (Stable Micro Systems, TA.XT2i, 178 

England). For the tensile test, the specimens were cut in dimensions of 25 x 100 mm and 179 

fitted to the pneumatic grippers (A/TG) of the equipment. The distance between the clamps 180 

was 50 mm, and the traction speed was 0.8 mm s-1. The parameters determined were tensile 181 

strength (MPa), elongation (%) and Young's modulus (MPa). For the puncture test, the 182 

specimens were cut into the dimensions of 30 x 30 mm and adjusted to the probe support 183 

(p/S5) of 5 mm of contact area with the film of the equipment. The distance between the 184 

probe and the specimen was manually adjusted, the test speed was 0.8 mm s-1, and the 185 

maximum puncture force (N) was determined. Three specimens from each replicate were 186 

used, for a total of nine tests per treatment. 187 
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2.7.3 Water vapour permeability (WVP) 188 

To evaluate the WVP of the films, the gravimetric method proposed by ASTM E 96 189 

(1995) (1995) was used, with modifications by Lago et al. (2020). The results are expressed in 190 

g mm/KPa-1 day-1 m2. The test was conducted in triplicate. 191 

2.7.4 Solubility in water 192 

A method proposed by Gontard et al. (1994), with modifications, was used to 193 

determine the water solubility of the films. Film samples with a diameter of 2 cm that were 194 

previously submitted to an oven at 55°C until constant weight was obtained were immersed in 195 

vials containing 30 mL of distilled water. After 24 h of shaking (50 rpm, 25°C), the 196 

solubilized material was collected and placed in an oven at 105°C until constant weight was 197 

obtained. The solubility was deduced as the difference between the initial mass of the dry 198 

material (Im) and the weight of the nonsolubilized dry material (Em), according to Eq. (2), 199 

and is expressed as a percentage. 200 

  𝑆𝑜𝑙𝑢𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦(%) = (
(𝐼𝑚−𝐸𝑚)

𝐼𝑚
 )  𝑥 100 201 

       202 

(2) 203 

2.7.5 Contact angle, wettability, free surface energy and polarity 204 

The contact angle, wettability, and surface free energy (SFE) of the films were 205 

measured in a goniometer (Kruss, DSA25, Hamburg, Germany), with image acquisition and 206 

measurement of the values performed by Advanced software (Kruss, Hamburg, Germany). 207 

Samples of the films with the dimensions of 2.5 cm x 1.0 cm were used for the tests. 208 

For the contact angle and wettability analyses, a drop of water was applied on the 209 

samples, and the values of the angles on both sides of the drop formed were calculated over 210 
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60 s. The average of the values for each sample was calculated and taken as the contact angle 211 

value. Readings were performed in triplicate in three distinct regions of each replicate. 212 

To calculate the wettability, the mean contact angle at 5 s and the mean contact angle 213 

at 60 s were considered according to the ASTM D 724-99 method (ASTM D724 − 99, 2003) 214 

(Eq. (3)), as follows: 215 

𝑊𝑒𝑡𝑡𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 (°/𝑠) =  
(𝐴 − 𝑎)

55
 216 

(3) 217 

where A is the mean value of the contact angle at 5 s; a is the mean value of the contact angle 218 

at 60 s; and 55 is the time between one measurement and another (s). Similarly, images of the 219 

angles were obtained at 1 s, 5 s, and 60 s. 220 

  For the SFE analysis, the sessile drop method described by Owens and Wendt (1969), 221 

Kaelble (1970) and Rabel (1971) was used. The values of total, polar, and dispersive surface 222 

energy were taken as the contact angles formed in the specimens by five different solvents, 223 

i.e., water, glycerol, diiodomethane, ethylene glycol, and 1-bromonaphthalene, and are 224 

expressed in mN m-1. The polarity was calculated as the ratio between the polar component 225 

estimates and the total surface energy of the films. 226 

2.7.6 Cobb120 test 227 

  To evaluate the water absorption of the films, the Cobb120 test was performed 228 

according to the T441 om-13 methodology (Tappi, 2009). Samples of the films with 229 

dimensions of 13 cm2 were placed under a 10-cm2 ring. Then, 100 mL of deionized water was 230 

added to the ring and the samples were submerged for 120 s. The “wet” samples were pressed 231 

once between two absorbent papers with a 10-kg roll applied to remove the residual water. 232 
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The water absorption values were calculated based on the weights (measured in an analytical 233 

balance) of the samples before (a) and after (A) contact with water, according to Eq. (4). 234 

Cobb index (g m2) =(𝐴 − 𝑎) 𝑥100 235 

(4) 236 

2.8 Experimental design and statistical analysis 237 

A completely randomized design was used, with five different amounts of wheat straw 238 

nanofibrils (0%, 10%, 20%, 30% and 50%) added to the prepared films. Three replicates were 239 

performed for each treatment. Each replicate consisted of 100 mL of film solution, with an 240 

average yield of three to five film discs. The data were submitted to analysis of variance 241 

(ANOVA), principal component analysis (PCA) and hierarchical clustering. The averages and 242 

standard deviations were calculated. The means were compared using the Scott-Knott test 243 

(P<0.05). Statistical software RStudio Team (2015) was used to analyse the data. 244 

3 Results and discussion 245 

3.1 Characterization of wheat straw nanofibrils  246 

  Fig. (2) shows the SEM images of the wheat straw fibres before and after alkaline 247 

treatment, as well as the TEM images of the nanofibril gel after 10, 20, and 30 passes through 248 

the defibrillator. Fig. (3) shows the frequency distribution graphs with the respective 249 

diameters measured. Fig. (2b) shows that the fibrous bundles were more separated after 250 

alkaline treatment with NaOH, suggesting the removal of much of the hemicellulose and 251 

lignin responsible for binding the bundles together. The separation of fibrous bundles 252 

facilitates the subsequent defibrillation of the cell wall, obtaining material with a good aspect 253 

ratio and reduced diameter. In addition, the frequency distribution plot indicates that there was 254 

a considerable reduction (98.34%) in the average fibre diameter after the alkaline treatment 255 
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(Fig. (3a-b). Regarding the nanofibril gel, the consecutive passes through the defibrillator 256 

contributed to the reduction of the diameters and greater dispersion of the nanofibrils, as can 257 

be observed by the TEM images (Fig. (2c-e)) and the frequency distribution graphs (Fig. (3c-258 

e)). The final product (after 30 passes through the defibrillator) had a nanometric size in 100% 259 

of the measurements (Fig. (3e)), in addition to having more dispersed nanofibril bundles, with 260 

lower clustering (Fig. (2e)). The greater dispersion and smaller diameter give the nanofibrils 261 

better mechanical and barrier properties (Zhou et al., 2012), making them suitable for film 262 

reinforcement. This final product was therefore used for the preparation of films. 263 

The result of the yield analysis supported the behaviour observed in the 264 

microstructural and diameter distribution analysis and indicated that the nanofibril gel 265 

obtained from 30 passes through the defibrillator had an average yield of 98.59±0.54%. That 266 

is, almost 100% of the material obtained was nanofibrillated. 267 

< Fig. (2) > 268 

< Fig. (3) > 269 

3.2 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 270 

Fig. (4) shows the FTIR spectra obtained for the wheat straw nanofibril gel, as well as for 271 

the films made with different concentrations of nanofibrils. 272 

< Fig. (4) > 273 

For the nanofibril gel, the bands observed at 3316 cm-1 and 2913 cm-1 are attributed to the 274 

stretching of OH and CH groups, respectively, which are major functional groups found in 275 

lignocellulosic materials (Han et al., 2013). The band observed at 1650 cm-1 is related to the 276 

H-O-H stretching vibration of water adsorbed by cellulose molecules (Chen et al., 2017). 277 

However, the peaks observed at 1419 cm-1, 1029 cm-1 and 894 cm-1 are associated with 278 
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distinct cellulose peaks (Rosli et al., 2013; Sun et al., 2004), which predominate in the 279 

structure of the nanofibril gel. Although the peak observed at 1558 cm-1 can be attributed to 280 

the C=C stretching vibration of aromatic hydrocarbons present in lignin (Han et al., 2013; 281 

Rosa et al., 2012), the absence of bands in the range of ~ 1730 cm-1 and ~1240 cm-1, which is 282 

characteristic of the functional groups present in hemicellulose and lignin, such as uronic 283 

esters and ester bonds of the carboxylic group of ferulic and p-coumaric acid (Bian et al., 284 

2019; Chandra et al., 2016; Han et al., 2013; Miao et al., 2020; Montaño-Leyva et al., 2011; 285 

Rosa et al., 2012), indicates removal of much of the noncellulosic structures by the prior 286 

alkaline treatment applied to the wheat straw samples, as can be observed in the SEM images. 287 

Regarding the elaborated films, the bands observed at 3272 cm-1 are assigned to the OH 288 

groups present in the water molecules, nanofibrils, starch and sorbitol; the peaks at 2910 cm-1 289 

are assigned to the C-H stretching vibrations in cellulose and starch backbone (Kaushik and 290 

Singh, 2011; Lomelí-Ramírez et al., 2014); and the peaks at 1650 cm-1 are attributed to water 291 

absorbed by the starch, cellulose and sorbitol molecules. In the fingerprint region, the bands at 292 

1417 cm-1 are attributed to sorbitol molecules (Pourfarzad et al., 2018). An intense peak was 293 

observed at 997.01 cm-1 and can be attributed to the crystalline region of starch (Abdulla et 294 

al., 2018). However, the bands at 1149 cm-1, 1077 cm-1 and 759 cm-1 were related to the 295 

stretching of the C-O, C-OH and C-O-C bonds of starch (Akhavan et al., 2017; López-296 

Córdoba et al., 2017; Prachayawarakorn et al., 2013). 297 

In general, no difference was observed between the spectra of the control film and those 298 

with the addition of wheat straw nanofibrils. This finding indicates that the addition of 299 

nanofibrils does not lead to a significant chemical modification in terms of functional groups 300 

due to the structural similarity between cassava starch and the nanofibril gel. The band 301 

assigned to water absorption/adsorption in pure CNF is much less intense than that presented 302 

by the control film, which indicates lower hydrophilicity of the nanofibrils relative to the 303 
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starch molecules. Moreover, the sorbitol added to the elaborated films, due to its hygroscopic 304 

nature, contributes to the higher water absorption, which explains the behaviour. Regardless, a 305 

discrete decrease in the peak intensity at 1650 cm-1 for the treatments with a higher percentage 306 

of wheat straw nanofibrils (CNF30 and CNF50) was observed and may be indicative of lower 307 

water absorption compared to the control film. In fact, this hypothesis will be confirmed by 308 

subsequent analyses. 309 

Another point worth mentioning is the decrease in intensity of the bands assigned to the 310 

OH group (3272 cm-1), which is also observed in treatments with 30 and 50% wheat straw 311 

nanofibrils proportions. This lower intensity may be indicative of greater and more intense 312 

interactions between the starch molecules and nanofibrils. When such bonds are formed, the 313 

polysaccharide chains, as well as the sorbitol molecules, lose hydroxyl groups to the medium 314 

in the form of water, and as this water is evaporated in the drying process, the amount of free 315 

OH groups tends to decrease, which explains the observed behaviour (Jaramillo et al., 2016). 316 

This fact directly interferes with the performance of the films, which will be demonstrated in 317 

the tests performed. 318 

3.3 Characterization of films 319 

3.1 Morphology 320 

The SEM micrographs obtained for the surface and cross-section of the films with 321 

different percentages of wheat straw nanofibrils added are shown in Fig. (5). 322 

< Fig. (5) > 323 

The control sample had a smooth and homogeneous cross-section. The surface has 324 

some roughness, which is characteristic of starch biopolymers, but homogeneity was 325 

observed. The addition of nanofibrils increased the surface roughness of the films, as 326 
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predicted. The film with the addition of 10% wheat straw nanofibrils (Fig. (5c-d)) was 327 

characterized by a heterogeneous surface, and there were isolated clusters of nanofibrils in 328 

certain regions (red arrows). The cross-sectional images (Fig. (5c)) also showed 329 

heterogeneity. The sample with 20% nanofibrils (Fig. (5e-f)) also showed a cross-section with 330 

little homogeneity and the presence of voids on the surface, although to a lesser extent than 331 

the 10% group. An explanation for this finding is that the amount of nanofibrils added in 332 

these treatments may not have been enough to establish strong and continuous hydrogen 333 

bonds with the starch molecules, culminating in clusters. In fact, as the nanofibrils 334 

concentration increased to 30% (Fig. (5 g-h)) and 50% (Fig. (5i-j)), the surface became more 335 

homogeneous, as did the cross-section, and no isolated clusters were observed. In these 336 

treatments, the nanofibrils established stronger bonds with the starch molecules, as observed 337 

in the FTIR spectra (Fig. (4)), resulting in a more continuous and homogeneous surface fully 338 

filled with nanofibrils. The higher or lower incidence of nanofibril clusters on the surface 339 

exerts a strong influence on the mechanical and barrier properties of films, as observed 340 

throughout this study. 341 

The result obtained by the microstructural analysis could also be observed by visual 342 

analysis with the naked eye (Fig. (6)). The surface of the films with 10% wheat straw 343 

nanofibrils was irregular, with isolated clusters and voids present (Fig. (6b), red arrows). The 344 

other samples visually presented a homogeneous surface. All the films obtained by the casting 345 

method detached easily from the plates without breaking or fissuring. 346 

< Fig. (6) > 347 

3.2 Thickness, opacity, and colour 348 

Table 1 shows the thickness, opacity, and colour values of the films with different 349 

percentages of wheat straw nanofibrils added. 350 
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< Table 1 > 351 

The films became thicker with the addition of up to 20% wheat straw nanofibrils. A 352 

decrease in thickness was observed with 30% addition, after which there was no significant 353 

difference from the thickness of the control film. The increase in film thickness obtained by 354 

the casting method with the inclusion of nanofibrils has been reported by several authors 355 

(Guimarães et al., 2016, 2015; Luchese et al., 2018). Lago et al. (2020) observed the opposite 356 

behaviour for cassava starch films supplemented with oat straw nanofibrils, which can be due 357 

to the higher mass/volume ratio of formulations containing nanofibrils. The fact that the 358 

thickest films in the present study were those with the lowest percentages of wheat straw 359 

nanofibrils can be attributed to the isolated clusters of nanofibrils in these formulations, which 360 

were concentrated in certain regions of the surface, promoting a localized increase in 361 

thickness. The fact that the formulation with 10% addition of wheat straw nanofibrils had the 362 

highest standard deviation of thickness corroborates this statement, as it is indicative of 363 

isolated clusters, which lead to heterogeneity of the film surface, which is what we observed 364 

by the visual and microstructural analysis of films. The thickness is a parameter of paramount 365 

importance that can influence the characteristics of biopolymers, such as their mechanical and 366 

barrier properties (Galdeano et al., 2013). 367 

  The lowest opacity was observed for the films with a 10% addition of wheat straw 368 

nanofibrils, with an increase in values with the increase in nanofibrils, and the treatments with 369 

30% and 50% of nanofibrils showed the highest averages, not differing from the control. The 370 

increase in the opacity values of films with the addition of nanofibrils has already been 371 

reported by other authors (Besbes et al., 2011a; Bilbao-Sainz et al., 2011; Hafizulhaq et al., 372 

2018; Pelissari et al., 2017). This behaviour is attributed to the random distribution of the 373 

nanoparticles in the matrix, as well as the formation of percolated networks of hydrogen 374 

bonds between the nanofibrils, which refract light, preventing its transmission and therefore 375 
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exhibiting high opacity values (Bel Haaj et al., 2016; Boufi et al., 2014; Pelissari et al., 2017). 376 

Based on these statements, it is suggested that the higher opacity values presented by the films 377 

with 30% and 50% nanofibrils is because these treatments exhibited greater interaction with 378 

the starch matrix and formed percolated networks of nanofibrils that are well distributed 379 

throughout the surface, as confirmed by the FTIR spectra (Fig. (4)) and the SEM images (Fig. 380 

(5)). In contrast, in films with 10% nanofibrils, isolated clusters were observed, culminating 381 

in voids on the film surface, through which light can pass more easily compared to the spaces 382 

filled with nanofibrils, which explains the lower opacity values. In addition, the fact that this 383 

treatment showed significantly lower opacity than the control film may indicate that the starch 384 

molecules formed hydrogen bonds with the nanofibril isolates in determined regions, leaving 385 

the surface heterogeneous and reducing the refraction in the voids compared to the control 386 

film, in which the starch granules are distributed homogeneously on the surface. Although an 387 

increase in opacity was observed after wheat straw nanofibrils was added at a concentration of 388 

30%, the values did not differ statistically from the control film, which is desirable, especially 389 

for materials used as edible coatings, since high opacity can interfere with the original colour 390 

of the coated product, reducing its acceptance (Alves et al., 2015; Martins et al., 2020). 391 

 The increase in the wheat straw nanofibrils concentration caused a darkening of the 392 

surface of the films and an increase in the intensity of the yellowish colouration, as observed 393 

by the L*, C* and hue values, as well as by the visual evaluation. 394 

3.3 Mechanical properties 395 

  Fig. (7) shows graphs of the mechanical properties of films with different percentages 396 

of wheat straw nanofibrils. For comparison purposes, samples of LDPE (60 m), PA (20 m), 397 

and PVC (14 m), which are polymers traditionally used as food packaging, were also 398 

evaluated. 399 
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< Fig. (7) > 400 

 There was an increase in the tensile strength of the films with the addition of wheat 401 

straw nanofibrils, regardless of the concentration added (Fig. (7a)). This result indicates that 402 

the addition of nanofibrils increased the stiffness of the films. This fact was also evidenced by 403 

the Young’s modulus values (Fig. (7b)), which also increased with the increase in wheat straw 404 

nanofibrils. In this case, the values followed an increasing linear trend, so formulations with 405 

the most nanofibrils (30 and 50%) had the highest mean Young’s modulus. A similar 406 

behaviour was observed by Hietala et al. (2013), who found an increase in the Young's 407 

modulus values of potato starch biocomposites with the increase in the cellulose nanofibrils 408 

concentration, with the maximum Young’s modulus value corresponding to the maximum 409 

addition percentage (20%). Yang et al. (2018) also observed an increasing linear behaviour 410 

for the Young's modulus values of polylactic acid biocomposites with the addition of wheat 411 

straw nanofibrils in the concentration range of 10 to 40%. The increased stiffness of the films 412 

brought by the presence of cellulose nanofibrils has been reported by several authors and is 413 

attributed to the small size of the nanofibrils, which allows strong percolated networks of 414 

hydrogen bonds to form between the nanofibrils and the polymer matrix, in addition to the 415 

intrinsic high stiffness characteristic of the highly crystalline structure of nanofibrils (Fahma 416 

et al., 2017; Kargarzadeh et al., 2017; Marques et al., 2019; Pelissari et al., 2017; Santana et 417 

al., 2017). Despite the amount of wheat straw nanofibrils added, the tensile strength and 418 

Young’s modulus values were considerably higher than those brought about by the traditional 419 

LDPE, PA, and PVC polymers, as can also be observed in Fig. (7a-b). 420 

The opposite behaviour was observed for the elongation values (Fig. (7c)), which 421 

showed a considerable decrease with the addition of wheat straw nanofibrils, with no 422 

significant difference between the different percentage groups. This result indicates that the 423 

addition of nanofibrils made the films less flexible, and flexibility was inversely proportional 424 
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to the observed increase in stiffness. This inverse relationship has been reported by several 425 

authors (Gironès et al., 2012; Kaewtatip and Thongmee, 2014; Pelissari et al., 2017; Travalini 426 

et al., 2019; Vallejos et al., 2011) and is related to the high stiffness imposed by the presence 427 

of nanofibrils, which may result in lower molecule mobility, thus reducing the flexibility of 428 

the films. In addition, the presence of free OH groups resulting from the hydrogen-bonding 429 

interactions between the starch molecules and the nanofibrils, verified by FTIR spectra (Fig. 430 

(4)), contributes to the restricted mobility of the chains (Chang et al., 2010; Follain et al., 431 

2013; Noshirvani et al., 2016). In the case of elongation at break, the traditional LDPE, PA, 432 

and PVC polymers showed values significantly higher than those of the prepared films. 433 

Starch-based biopolymers, especially those reinforced with cellulose nanofibrils, tend to have 434 

greater stiffness and a consequent decrease in elasticity. Furthermore, the amount of sorbitol 435 

(plasticizer) added remained the same for all treatments and was calculated based on the total 436 

mass of the cassava starch. Thus, in films with added nanofibrils, because they have higher 437 

mass/volume ratios, the amount of plasticizer may have been too low to promote good 438 

flexibility. 439 

Contrary to the behaviour observed for the tensile strength and Young’s modulus 440 

variables, the maximum puncture force decreased with the addition of wheat straw 441 

nanofibrils, and the treatments with nanofibril concentrations of 20 to 30% exhibited the 442 

lowest means (Fig. (7d)). The mechanical response of the material will depend on the type of 443 

force applied and the orientation and degree of ordering of the polymer chains. Thus, it is 444 

common for a given material to present better or worse performance according to the type of 445 

mechanical test. According to Tian et al. (2018), when the order of the macromolecules of the 446 

nanofibrils reaches a limit, the tensile strength tends to stabilize, while the puncture force 447 

values decrease because, in this type of test, the puncture force acts on the membrane of the 448 

fibre, not only overcoming the friction between chains of molecules but also breaking some of 449 
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these chains. Considering the high degree of molecular orientation, which is characteristic of 450 

the highly crystalline structure of the cellulose nanofibrils, it made sense that the formulations 451 

with the highest percentage of wheat straw nanofibrils added performed worse in the puncture 452 

test. 453 

Although the addition of wheat straw nanofibrils has promoted an increase in the 454 

strength of starch films, studies about the type and amount of plasticizing agent to be used 455 

should be conducted to optimize the mechanical properties. Based on the results obtained, the 456 

use of films for applications that do not require great malleability, such as edible coatings, is 457 

suggested. 458 

3.4 Barrier and hydrophobicity properties. 459 

  Table 2 shows the data for the WVP, water solubility, contact angle, water absorption 460 

(Cobb test), SFE, wettability and solubility of cassava starch–based films with different 461 

percentages of wheat straw nanofibrils. For comparison, the same tests were also conducted 462 

on the reference polymers LDPE, PA, and PVC. 463 

<  Table 2 > 464 

  A significant reduction in the water vapour permeability of the films was observed 465 

when the concentration of wheat straw nanofibrils was 30%. A decrease in the WVP of films 466 

caused by the addition of cellulose nanofibrils is often observed and can be attributed to the 467 

strong network formed between the starch molecules and the cellulose nanofibrils through 468 

hydrogen bonds, which restricts the mobility of the polymer chains, reducing the solubility of 469 

the water molecules in the matrix, as well as the high crystallinity and high degree of 470 

molecular orientation of the nanofibrils, which lower the diffusion coefficient and imposes an 471 

intricate path that restricts the passage of water molecules (Garcia et al., 2009; Jiang et al., 472 

2016; Kaushik et al., 2010; Noshirvani et al., 2016). The behaviour observed for this variable 473 
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supports the hypothesis that higher concentrations of wheat straw nanofibrils can form 474 

stronger, continuous, and homogeneous structures with the polymer matrix, leading to better 475 

performance, as observed in the tensile test and confirmed by FTIR spectra (Fig. (4)). The test 476 

performed on the traditional LDPE, PA, and PVC polymers showed lower WVP values for 477 

these materials than for the films. In fact, due to their more hydrophilic nature, starch-based 478 

biopolymers tend to have higher WVP values than conventional plastics. However, the 479 

addition of wheat straw nanofibrils at concentrations of 30 to 50% promotes a decrease in the 480 

WVP values of films, making their properties closer to those of traditional polymers. 481 

According to the contact angle values obtained, all films can be considered 482 

hydrophilic (values <90°) (Yuan and Lee, 2013). However, the contact angle values increased 483 

with the increase in the percentage of wheat straw nanofibrils. This finding can be explained 484 

by the fact that although both are hydrophilic, cellulose nanofibrils tend to be less 485 

hygroscopic than starch due to their higher degree of molecular order, which gives them better 486 

barrier properties (Kaushik et al., 2010). In addition, the contact angle values seem to depend 487 

on the degree of crosslinking of polymeric materials (Al-Jumaili et al., 2019). Thus, because 488 

of the strong bond between the wheat straw nanofibrils and the starch molecules, limited the 489 

water may be absorbed by the surface of the films, as already discussed for WVP, and may 490 

contribute to the increase in the contact angle. Although the reference polymers LDPE, PA, 491 

and PVC had higher contact angles than the films, they can also be classified as hydrophilic 492 

based on the range of values presented. It can therefore be stated that the addition of wheat 493 

straw nanofibrils made the contact angles of the cassava starch–based biopolymers closer to 494 

those of traditional polymers, reducing their hydrophilicity. The contact angles of the films 495 

and their behaviour over time are depicted in Fig. (8). 496 

< Fig. (8) > 497 
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The Cobb test indicated significantly lower water absorption values for the treatments 498 

with wheat straw nanofibril concentrations of 30% and 50% than for the control, but these 499 

values were still higher than those of the reference polymers. As discussed above, in addition 500 

to the hydrophilic nature of cellulose nanofibrils relative to starch, the strong interaction 501 

between nanofibrils and starch molecules reduces the free space between the molecules of the 502 

compounds, thus restricting the penetration and absorption of water (Ruhul Amin et al., 503 

2019). Thus, the fact that the best results were observed for the treatments with the maximum 504 

addition of wheat straw nanofibrils (30% and 50%) confirms what has been put forth 505 

previously, that these treatments have a stronger interaction between the nanofibrils and the 506 

starch molecules, which culminates in better mechanical and barrier properties. This 507 

conclusion can be evidenced by our analysis of the SFE data, in which the treatments with 30 508 

and 50% wheat straw nanofibrils showed lower polar component values and, thus, lower 509 

polarity values. The values shown for these two variables are below those obtained for the 510 

reference polymers. On the other hand, the treatment with a wheat straw nanofibrils 511 

concentration of 10% showed SFE polar and polarity values significantly higher than the 512 

control sample, indicating higher hydrophilicity and therefore weaker barrier properties, 513 

which corroborates the results on WVP and water absorption (Cobb test). As discussed above, 514 

this treatment showed poorer performance on most of the tests, which can be attributed to the 515 

presence of isolated clusters of nanofibrils and a weak bond network with the starch 516 

molecules. 517 

Although no significant effect was observed on water solubility and wettability, the 518 

results obtained for the other parameters related to barrier properties indicate a reduction in 519 

the hydrophilicity of starch-based films by adding wheat straw nanofibrils, especially at 520 

concentration values from 30 to 50%. Studies involving the application of the films developed 521 

in different matrices are necessary, to define the best applicability. 522 
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3.5 Principal component analysis and hierarchical clustering (PCA) 523 

To visualize the main effects of adding wheat straw nanofibrils on the mechanical and 524 

barrier properties of cassava starch-based biocomposites, PCA (Fig. (9a)) and hierarchical 525 

clustering (Fig. (9b)) were performed. The PCA-loading values are shown in Table 3. 526 

< Fig. (9) > 527 

< Table 3 > 528 

PC1 and PC2 explained 60.5% and 27.8% of the total variation in the data, 529 

respectively. According to the loading analysis (Table 2), the variables L*, C*, Young's 530 

modulus, puncture force, WVP, contact angle, Cobb value, SFE (total and dispersed) and 531 

polarity were responsible for the separations in PC1, while thickness, opacity, hue, tensile 532 

strength, elongation and SFE (polar component) were responsible for the separations in PC2. 533 

Correlating the PCA graphs and hierarchical clustering, it is observed that the control 534 

treatment is isolated in a group (cluster); therefore, it can be inferred that the addition of 535 

wheat straw nanofibrils promoted changes in the properties of the cassava starch-based films, 536 

despite the added concentration. The control sample is characterized by higher values of 537 

elongation and puncture force, in addition to higher clarity (L* value). The treatments with 538 

nanofibril concentrations of 10% and 20% (treatments 2 and 3) make up the second cluster, 539 

indicating that these treatments showed similar characteristics, highlighted by higher 540 

thickness, SFE (total, polar and dispersed), polarity and WVP values. This result corroborates 541 

the data presented, showing that the lowest wheat straw nanofibril concentrations values, 542 

especially the value of 10%, showed inferior performance for the mechanical and barrier 543 

properties of the films. Finally, a third cluster was formed, encompassing the treatments with 544 

wheat straw nanofibril concentrations of 30% and 50% (treatments 4 and 5). These treatments 545 

were characterized by better performance in the tensile test (evidenced by higher values of 546 
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tensile strength and Young's modulus), higher hydrophobicity (evidenced by higher of contact 547 

angle values, as well as lower WVP, Cobb value and polarity), and more intense yellowish 548 

colouration (higher C* hue values). In fact, the above data demonstrate that the wheat straw 549 

nanofibril concentration values ranging from 30 to 50% were able to increase the stiffness of 550 

the films and decrease their hydrophilicity, contributing to decreased WVP and water 551 

absorption. 552 

4 Conclusions 553 

The addition of wheat straw nanofibrils promotes modifications in the mechanical and 554 

barrier properties of cassava starch-based films. Wheat straw nanofibril concentrations of up 555 

to 10% showed isolated agglomerations on the surfaces of the films, demonstrating lower 556 

performances than the other formulations. Wheat straw nanofibril concentration values from 557 

30 to 50% are recommended to reinforce the structure and improve the barrier properties of 558 

cassava starch-based films because they showed better performance in the tests performed. 559 

Cassava starch-based films reinforced with wheat straw nanofibrils have been shown to be 560 

potential sustainable alternatives to traditional polymers, and their application should be 561 

investigated. 562 
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 852 

List of figures 853 

Fig. 1. Flowchart for obtaining wheat straw nanofibrils: (a) wheat straw flour; (b) alkaline 854 

treatment with NaOH; (c) wheat straw after NaOH treatment; (d) wheat straw suspension; (e) 855 

microfibrillator; (f) wheat straw nanofibril gel obtained after 30 passes through the 856 

microfibrillator. 857 

Fig. 2. Micrographs obtained by SEM for wheat straw before (a) and after (b) alkaline 858 

treatment with NaOH; micrographs obtained by TEM for wheat straw after 10 (c), 20 (d) and 859 

30 (e) passes through the microfibrillator. (a-b) 135X magnification; (c-d) 7000X 860 

magnification; (e) 12,000X magnification. 861 

Fig. 3. Graphs of the wheat straw diameter distribution in different treatments. (a) Wheat 862 

straw before alkaline treatment with NaOH; (b) wheat straw after alkaline treatment with 863 

NaOH; (c) wheat straw nanofibrils after 10 passes through the microfibrillator; (d) wheat 864 

straw nanofibrils after 20 passes through the microfibrillator; (e) wheat straw nanofibrils after 865 

30 passes through the microfibrillator. 866 
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Fig. 4. FTIR spectra obtained for the wheat straw nanofibril gel and for the films with 867 

different percentages of wheat straw nanofibril addition. CNF: wheat straw cellulosic 868 

nanofibril gel; CNF50%: films with the addition of 50% wheat straw nanofibrils; CNF30%: 869 

films with the addition of 30% wheat straw nanofibrils; CNF20%: films with the addition of 870 

20% wheat straw nanofibrils; CNF10%: films with the addition of 10% wheat straw 871 

nanofibrils; Control: cassava starch-based films without added wheat straw nanofibrils. 872 

Fig. 5. Micrographs obtained by SEM for films with different percentages of wheat straw 873 

nanofibril addition: (a) control film – cross-section; (b) control film – surface; (c) film with 874 

the addition of 10% wheat straw nanofibrils – cross-section; (d) film with the addition of 10% 875 

wheat straw nanofibrils – surface; (e) film with the addition of 20% wheat straw nanofibrils – 876 

cross-section; (f) film with the addition of 20% wheat straw nanofibrils – surface; (g) film 877 

with the addition of 30% wheat straw nanofibrils – cross-section; (h) film with the addition of 878 

30% wheat straw nanofibrils – surface; (i) film with the addition of 50% wheat straw 879 

nanofibrils – cross-section; (j) film with the addition of 50% wheat straw nanofibrils – 880 

surface. Magnifications 135X. 881 

Fig. 6. Cassava starch-based films obtained with different concentrations of wheat straw 882 

nanofibrils: (a) films without added wheat straw nanofibrils; (b) films with addition of 10% 883 

wheat straw nanofibrils; (c) films with addition of 20% wheat straw nanofibrils; (d) films with 884 

addition of 30% wheat straw nanofibrils; (e) films with addition of 50% wheat straw 885 

nanofibrils. 886 

Fig. 7. Average and standard deviation values for (a) tensile strength; (b) elongation; (c) 887 

Young’s modulus and (d) puncture force of cassava starch-based films with different 888 

concentrations of wheat straw nanofibrils. The lowercase letters in the bars represent 889 

statistical comparisons by the Scott-Knott test, and different letters indicate significant 890 
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differences (P<0.05) between samples. LDPE: low-density polyethylene; PA: polyamide; 891 

PVC: polyvinyl chloride. 892 

Fig. 8. Water contact angle of cassava starch-based films with different concentrations of 893 

wheat straw nanofibrils over the analysis time. 894 

Fig. 9. Graph of principal component analysis (a) and hierarchical clustering (b) for the 895 

parameters evaluated in films with different addition percentages of wheat straw nanofibrils: 896 

1- control biocomposites; 2- films with the addition of 10% wheat straw nanofibrils; 3- films 897 

with the addition of 20% wheat straw nanofibrils; 4- films with the addition of 30% wheat 898 

straw nanofibrils; 5- films with the addition of 50% wheat straw nanofibrils. 899 
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Fig. 3. 918 

 919 

 920 

 921 

 922 

 923 

 924 

 925 

 926 

 927 

 928 



119 
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Fig. 5. 943 
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Fig. 8. 955 
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Fig. 9. 972 
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Table 1 979 

Thickness, opacity and colouration of cassava starch-based films with different 980 

percentages of wheat straw nanofibrils added. 981 

The averages of those followed by the same letters do not differ by Scott Knott test at the 982 

5% significance level. Control: film without the addition of wheat straw nanofibrils; 983 

CNF10%: films with the addition of 10% wheat straw nanofibrils; CNF20%: films with 984 

the addition of 20% wheat straw nanofibrils; CNF30%: films with the addition of 30% 985 

wheat straw nanofibrils; CNF50%: films with the addition of 50% wheat straw 986 

nanofibrils. 987 

  988 

Sample Thickness 

(mm) 

Opacity (% 

m-1) 

L* C* hue 

Control 0.0757±0.09c 0.5303±0.04a 95.24±0.37a 3.24±0.35e 87.94c 

CNF10% 0.109±0.018a 0.4231±0.03c 92.64±0.84b 10.33±1.29d 92.25a 

CNF20% 0.0913±0.009b 0.4754±0.03b 91.27±0.58c 13.25±0.88c 92.01ab 

CNF30% 0.0796±0.008c 0.5483±0.04a 89.79±0.64d 16.48±1.03b 92.14ab 

CNF50% 0.0805±0.006c 0.5510±0.03a 87.52±0.92e 19.60±1.26a 91.87b 
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Table 2 989 

Water vapour permeability (WVP), contact angle, Cobb value, surface free energy (SFE), polarity, water solubility and wettability of cassava 990 

starch-based films with different percentages of wheat straw nanofibrils added. 991 

Sample WVP x 10-6 

(g 

mm/KPa-1 

dia-1 m2) 

Contact 

angle (°) 

Cobb value (g 

m2) 

 SFE (mN m-

1) 

SFE polar 

(mN m-1) 

SFE 

disperse 

(mN m-1) 

Polarity Solubility 

(%) 

Wettability 

(° s-1) 

Control 2.15±0.54a 43.45±3.28d 128.68±12.96a 37.02±2.80a 4.06±1.41b 30.99±1.40a 0.11±0.03b 23.43±2.17a 0.168±0.03a 

CNF10% 1.96±0.29a 52.01±1.81c 141.78±25.54a 41.35±7.01a 8.84±2.48a 32.52±4.55a 0.21±0.02a 24.09±1.96a 0.145±0.03a 

CNF20% 2.02±0.27a 63.16±0.78b 125.22±9.11a 33.55±5.61a 3.22±1.39b 31.58±2.46a 0.09±0.03b 27.33±2.35a 0.164±0.08a 

CNF30% 1.45±0.13b 61.81±2.18b 99.84±16.04b 29.72±4.18a 0.41±0.28c 29.64±3.65a 0.01±0.009c 25.87±1.45a 0.169±0.02a 

CNF50% 1.39±0.11b 68.63±0.14a 99.31±9.13b 27.60±1.84a 0.19±0.15c 27.59±1.56a 0.007±0.006c 24.72±4.27a 0.1005±0.009a 

LDPE 0.35±0.01 80.72±3.28 8.54±2.17 21.05±8.56 2.14±2.46 18.71±6.38 0.08±0.08 0.00 0.06±0.06 

PA 0.37±0.00 75.24±2.99 52.34±24.77 42.6±4.24 0.77±0.76 41.49±3.50 0.017±0.016 0.00 0.06±0.00 

PVC 0.26±0.00 81.51±1.78 64.55±20.14 

 

24.59±0.95 1.06±1.36 23.58±2.22 0.04±0.04 0.00 0.04±0.03 

The average values of those followed by the same letters do not differ by Scott Knott test at the 5% significance level. Control: film without the 992 

addition of wheat straw nanofibrils; CNF10%: films with the addition of 10% wheat straw nanofibrils; CNF20%: films with the addition of 20% 993 
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wheat straw nanofibrils; CNF30%: films with the addition of 30% wheat straw nanofibrils; CNF50%: films with the addition of 50% wheat straw 994 

nanofibrils; LDPE: low-density polyethylene; PA: polyamide; PVC: polyvinyl chloride. 995 

 996 

Table 3 997 

PCA-loading values 998 

Variable PC1 PC2 

Thickness 0.27 0.94* 

Opacity -0.51 -0.85* 

L* 0.98* -0.11 

C* -0.97* 0.22 

hue -0.65 0.75* 

Tensile Strength -0.72 0.65* 

Elongation 0.78 0.62* 

Young Modulus -0.89* 0.44 

Puncture force 0.85* -0.51 

WVP 0.92* 0.10 

Solubility -0.34 0.31 

Contact angle -0.95* 0.20 

Wettability 0.54 -0.04 

Cobb value 0.87* 0.46 

SFE 0.89* 0.42 

SFE polar 0.76 0.60* 

SFE disperse 0.79* 0.54 

Polarity 0.80* 0.56 

 999 



127 
 

ARTIGO 3: Aplicação de bionanocompósitos com coprodutos da indústria de aveia e 1 

trigo como revestimento comestível na manutenção da qualidade pós-colheita de 2 

morangos sob armazenamento refrigerado 3 

 4 

*Artigo elaborado segundo as normas da revista Post-harvest Biology and Technology 5 

 6 

Rafael Carvalho do Lago, Elídio Maurício Zaidine Zitha, Ana Lázara Matos de Oliveira, 7 

Danilo José Machado de Abreu, Elisângela Elena Nunes Carvalho, Roberta Hilsdorf Piccoli, 8 

Gustavo Henrique Denzin Tonoli, Eduardo Valério de Barros Vilas Boas 9 

Resumo 10 

Foi avaliado o efeito da aplicação de bionanocompósitos a base de fécula de mandioca 11 

reforçados com nanofibrilas celulósicas obtidas de palhas de aveia e trigo como revestimentos 12 

comestíveis sobre a manutenção da qualidade pós-colheita de morangos ao longo do 13 

armazenamento refrigerado. Os morangos revestidos foram comparados com morangos sem 14 

revestimento armazenados em embalagem selada com poliamida e embalagem com tampa 15 

rígida de polipropileno (controle). Os frutos foram armazenados a 2 ± 1ºC e avaliados a cada 16 

três dias, ao longo de 21 dias, em relação à modificação atmosférica, taxa respiratória, perda 17 

de massa, pH, acidez titulável, sólidos solúveis, açúcares redutores, coloração, firmeza, 18 

enzimas da parede celular, atividade antioxidante, perfil de fenólicos e crescimento 19 

microbiológico.  As propriedades de barreira dos revestimentos utilizados promoveram 20 

redução na taxa respiratória e metabolismo dos frutos, influenciando no retardo e 21 

minimização de eventos relacionados à senescência, como degradação de sólidos solúveis e 22 

ácidos orgânicos, escurecimento dos tecidos, síntese de antocianinas, atividade de enzimas de 23 

amaciamento, diminuição de compostos com atividade antioxidante, síntese de vanilina e 24 

resveratrol e crescimento de fungos. Comprovou-se a efetividade de bionanocompósitos a 25 

base de fécula de mandioca reforçados com nanofibrilas celulósicas obtidas de palhas de aveia 26 

e trigo como revestimentos comestíveis capazes de manter a qualidade de morangos sob 27 

armazenamento refrigerado, sendo mais uma alternativa biodegradável às embalagens 28 

convencionais utilizadas na pós-colheita de frutas e hortaliças. 29 

Palavras-chave: Fragaria x ananassa Duch.; enzimas de amaciamento; Browning Index; 30 

resveratrol; vanilina; crescimento de fungos. 31 
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1 Introdução 32 

 O morango (Fragaria x ananassa) é um fruto altamente consumido e apreciado, 33 

devido às suas características sensoriais e apelo nutricional, sendo fonte de vitamina C, 34 

aminoácidos e compostos com atividade antioxidante (Battino et al., 2019; Mazzoni et al., 35 

2020; Miller et al., 2019). Dentre as pequenas frutas é a segunda mais produzida, ficando atrás 36 

somente da uva (Bodelón et al., 2013; Kumar et al., 2014). Dados da Food and Agriculture 37 

Organization of the United Nations (FAO, 2021) apontaram para uma produção mundial total 38 

de 8.885.028 toneladas, no ano de 2019. 39 

Apesar de todo o apelo nutricional e comercial, morangos tendem a apresentar sérios 40 

problemas pós-colheita, exibindo vida útil reduzida e rápida deterioração no armazenamento; 41 

a manutenção da qualidade pós-colheita desses frutos tem sido um grande desafio para os 42 

pesquisadores (Lu et al., 2018). Por se tratar de um fruto não-climatérico, o morango é 43 

colhido durante o amadurecimento, etapa final da maturação, período de intensa atividade 44 

metabólica; isso, aliado ao seu tecido extremamente fino, aumenta a propensão ao ataque de 45 

microrganismos, amolecimento e, consequentemente, injúrias físicas, dentre outros eventos 46 

envolvidos na senescência e deterioração pós-colheita de morangos (Feliziani and Romanazzi, 47 

2016; Paniagua et al., 2017; Panou et al., 2019; Petrasch et al., 2019; Posé et al., 2011). 48 

 . A refrigeração adequada de morangos, entre 0 ºC – 4 ºC,  permite estender sua vida 49 

útil em alguns dias, ou mesmo semanas (Gol et al., 2013; Perdones et al., 2012). Entretanto, 50 

deve ser combinada com uma ou mais técnicas de preservação, a fim de otimizar seus efeitos 51 

sobre a preservação da qualidade dos frutos. Embalagens que promovem modificação 52 

atmosférica são importantes aliadas da refrigeração no prolongamento da vida útil e 53 

manutenção da qualidade de morangos (Giannoglou et al., 2021; Nasrin et al., 2017; Peretto et 54 

al., 2014). Não obstante, o uso de materiais de base petrolífera como embalagens tem sido 55 

desencorajado, devido aos impactos causados ao meio ambiente (Nascimento et al., 2018; 56 

Nechyporchuk et al., 2016), o que estimula cada vez mais os estudos envolvendo a aplicação 57 

de materiais de base biodegradável na pós-colheita de frutas e hortaliças (Han et al., 2018; 58 

Khalil et al., 2018; Mohamed et al., 2020; Tahir et al., 2019). Esse tipo de material costuma 59 

ser elaborado com matérias primas de baixo custo e não escassas, como  proteínas, lipídeos e 60 

polissacarídeos (Galgano et al., 2015; Kwak et al., 2021; Rhim et al., 2013) 61 

Em relação às aplicações em morangos, os polissacarídeos se destacam, sendo que a 62 

maior parte dos estudos se concentra em biopolímeros à base de quitosana (Gol et al., 2013; 63 
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Luksiene and Buchovec, 2019; Muley and Singhal, 2020; Perdones et al., 2012; Resende et 64 

al., 2018; Tavares et al., 2019; Wang et al., 2020), ainda que uma parcela considerável das 65 

pesquisas também envolva a utilização de biopolímeros à base de amido (Garcia et al., 2012; 66 

Pinzon et al., 2020; Thomas et al., 2016).  67 

O amido é um polissacarídeo de ampla ocorrência na natureza, podendo ser extraído 68 

de diversas fontes, sob baixo custo de produção (López-Córdoba et al., 2017; Owi et al., 69 

2019; Pelissari et al., 2018, 2017). Biocompósitos à base de amido apresentam  boas 70 

propriedades de barreira a gases no headspace (Sharma et al., 2019; Thakur et al., 2019), 71 

sendo, portanto, efetivos na promoção de atmosfera modificada para a conservação de frutos, 72 

sobretudo aqueles com intensa taxa respiratória, como os morangos. Entretanto, tendem a 73 

exibir propriedades mecânicas fracas, além de alta hidrofilicidade (Seligra et al., 2016; Thakur 74 

et al., 2019), o que pode limitar seu uso como revestimento comestível em morangos, devido 75 

à alta umidade e atividade de água apresentada pelos frutos. Alternativas que combinem dois 76 

ou mais materiais, com propriedades distintas, parecem atenuar o problema. Um exemplo é o 77 

uso de nanofibrilas celulosídicas, que atuam comprovadamente no incremento das 78 

propriedades mecânicas e na diminuição da hidrofilicidade de biopolímeros (Rajinipriya et al., 79 

2018; Xu et al., 2020); em adição, as nanofibrilas celulosídicas também são extraídas de 80 

fontes renováveis, indo ao encontro do conceito de sustentabilidade. 81 

 Em estudos prévios de nosso grupo de pesquisa (Lago et al., 2021, 2020), a inserção 82 

de  nanofibrilas celulósicas obtidas a partir de palhas de aveia e trigo em bionanocompósitos à 83 

base de amido de mandioca diminuiu a hidrofilicidade dos materiais e melhorou suas 84 

propriedades mecânicas, pelo incremento da rigidez, aumentando seu potencial para aplicação 85 

como revestimento comestível. 86 

 Sendo assim, objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito da aplicação de 87 

revestimentos biodegradáveis a base de amido de mandioca reforçados com nanofibrilas 88 

celulósicas de palhas de aveia e trigo sobre a qualidade de morangos ao longo do 89 

armazenamento refrigerado, a fim de expandir as alternativas biodegradáveis para a 90 

conservação pós-colheita desses frutos.  91 

2 Material e métodos 92 

2.1 Aquisição da matéria prima 93 
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O amido de mandioca utilizado para o preparo dos bionanocompósitos foi adquirido 94 

no comércio local de Lavras, MG, Brasil. A solução de sorbitol foi adquirida de Dinâmica®, 95 

Piracicaba, SP, Brasil. As palhas de aveia e trigo utilizadas para o preparo das nanofibrilas 96 

foram cedidas pela SL Alimentos/LTDA e pela EPAMIG/Fazenda experimental de Lavras, 97 

MG, Brasil, respectivamente. Para a realização do experimento foram utilizados morangos 98 

cv.’San Andreas’ recém-colhidos, no estádio de maturação ¾ (75% vermelho). Os frutos 99 

foram adquiridos da unidade produtora AP Frutas & Verduras ®, localizada no munícipio de 100 

Bom Repouso-MG, Brasil. No ato da colheita, os frutos foram selecionados quanto ao 101 

tamanho, estádio de maturação e ausência de defeitos. Os frutos foram colhidos com o 102 

pedúnculo. A colheita se deu pela manhã. As embalagens de poliamida foram cedidas pela AP 103 

Frutas & Verduras ®. Já as embalagens de polipropileno (20 µm) foram adquiridas de 104 

fornecedores padrão. 105 

2.2 Preparação das soluções filmogênicas 106 

 As soluções filmogênicas foram preparadas segundo Guimarães et al. (2015). Em 107 

resumo, solução de 3% (m/v) de fécula de mandioca em água destilada, previamente hidratada 108 

por 24h, contendo 30% (em relação à massa da fécula) de sorbitol, foi submetida à 109 

gelatinização a 80ºC, por 20 min., sob agitação (750 rpm). A partir da solução gelatinizada de 110 

fécula de mandioca, foram preparadas duas diferentes soluções: uma com adição de 50% 111 

(m/m) de nanofibrilas celulósicas de palha de aveia e outra com 30% de adição (m/m) de 112 

nanofibrilas celulósicas de palha de trigo. As concentrações de nanofibrilas foram definidas 113 

com base em estudos prévios de propriedades mecânicas e de barreira, sendo estas as 114 

concentrações que obtiveram os melhores desempenhos (Lago et al., 2021, 2020). A obtenção 115 

das nanofibrilas deu-se por tratamento alcalino com NaOH e posterior desfibrilação em 116 

microfibrilador, conforme Lago et al. (2021, 2020). 117 

2.3 Revestimento dos frutos 118 

  Uma vez colhidos, os morangos foram imediatamente levados, em transporte 119 

refrigerado, para a Planta Piloto de Processamento Mínimo de Vegetais do Departamento de 120 

Ciência dos Alimentos (DCA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA) –  Lavras-MG. 121 

Inicialmente foi realizada a sanitização dos frutos, com solução de hipoclorito de sódio (50 122 

ppm) por 15 min. Os frutos foram drenados à temperatura ambiente e, então, divididos em 123 

quatro grupos, de acordo com os tratamentos (Fig. (1 d)): frutos revestidos com solução à 124 

base de fécula de mandioca e nanofibrilas de palha de aveia (ECOSN); frutos revestidos com 125 
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solução a base de fécula de mandioca e nanofibrilas de palha de trigo (ECWSN); frutos sem 126 

revestimento acondicionados em embalagem selada de poliamida (PA) e frutos controle, 127 

aqueles sem revestimento acondicionados em embalagem rígida de polipropileno, com tampa 128 

de encaixe. Assim como os frutos controle, os revestidos foram acondicionados em 129 

embalagem de polipropileno. Essa embalagem foi considerada como controle por não exercer 130 

barreira a permeação a gases no headspace, não promovendo, portanto, modificação 131 

atmosférica. 132 

O revestimento dos frutos deu-se por imersão. Os morangos eram imersos por 1 min. 133 

na solução filmogênica e, em seguida, drenados até que a completa secagem da solução 134 

(aprox. 6h), a 18ºC e 75% U.R, sendo pendurados pelo pedúnculo, a fim de evitar contato 135 

com superfície e consequente perda localizada do revestimento (Fig. (1 a)). Os frutos dos 136 

demais tratamentos foram imersos em água e mantidos sob as mesmas condições que os 137 

frutos revestidos. Em seguida, os frutos foram acondicionados em embalagens de 138 

polipropileno de 3,5 x 11,5 x 15 cm, e armazenados em câmara fria a 2±1ºC e 90±5% U.R. As 139 

análises foram realizadas a cada 3 dias, pelo período de 21 dias.  140 

< Fig. (1) > 141 

2.4 Delineamento experimental 142 

 Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com fatorial 4 x 8, 143 

sendo quatro níveis do fator embalagem (ECOSN, ECWSN, PA e controle) e oito níveis do 144 

fator tempo de avaliação (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 dias), em três repetições. Cada repetição 145 

era constituída de três embalagens com 100g de morangos cada. 146 

2.5 Análises 147 

 As determinações de perda de massa, firmeza, avaliação microestrutural, taxa 148 

respiratória, CO2 no heaspace, coloração, pH, sólidos solúveis (SS), acidez titulável (AT), 149 

microbiológicas e a contabilização dos frutos inaptos para consumo foram realizadas nos 150 

frutos frescos. As demais análises foram realizadas nos frutos previamente homogeneizados e 151 

congelados em N2 líquido e armazenados em freezer a -80ºC.  152 

2.5.1 Taxa respiratória, CO2 no headspace e perda de massa 153 

O teor de CO2 foi avaliado com auxílio do analisador de gases PBI Dansensor 154 

Checkpoint 9900 (PBI-Dansensor A / S, Ringsted, Dinamarca). Para o monitoramento do teor 155 

de CO2 no interior das embalagens, a sonda era inserida na tampa/revestimento das 156 
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embalagens, antes da abertura, e o valor de CO2 produzido era obtido, em porcentagem. Para a 157 

taxa respiratória, amostras de frutos de cada repetição (em torno de 100 g) eram 158 

acondicionadas em frascos de vidro de 500 mL, hermeticamente fechados, mantidos na 159 

câmara fria, sob as mesmas condições de armazenamento, e as leituras eram realizadas após o 160 

período de três horas. Os resultados foram expressos em mL CO2 kg-1 h-1.  161 

A perda de massa dos frutos ao longo do tempo foi avaliada por meio de pesagem em 162 

balança analítica, considerando o peso inicial dos frutos (tempo 0) e o peso dos frutos no 163 

tempo de armazenamento avaliado (Eq. (1)). Embalagens exclusivas para a análise foram 164 

utilizadas, sendo pesadas sempre as mesmas amostras, a cada tempo de avaliação.  165 

𝑃𝑒𝑟𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 (%) =
𝑃𝑖 − 𝑃𝑓

𝑃𝑖
 × 100 166 

Eq. (1)  167 

Em que: Pi: peso inicial (tempo 0); e Pf: peso final (correspondente a cada tempo de 168 

armazenamento avaliado). 169 

2.5.2 pH, AT e SS 170 

 A acidez titulável dos frutos foi determinada por titulação com solução de NaOH 171 

0.1M, utilizando como indicador a fenolftaleína; o pH foi medido em potenciômetro (Tecnal 172 

TEC-3MP) e o teor de sólidos solúveis foi determinado por refratometria em refratômetro 173 

digital (Atago PAL-1, Tokyo, Japan) (AOAC INTERNATIONAL, 2016).  174 

2.5.3 Parâmetros de coloração 175 

 A análise de coloração dos morangos foi realizada com auxílio do colorímetro Konica 176 

Minolta CR-400, iluminante D65, com determinação das variáveis L*, a*, b*, Croma (C*) e 177 

ângulo hue. As leituras foram realizadas em pontos distintos da região equatorial dos frutos. 178 

Os valores de a* e b* foram utilizados para o cálculo do índice de escurecimento, ou 179 

browning index (BI), conforme Eq.(3) e Eq.(4) (Muley and Singhal, 2020).  180 

𝐵𝐼 =
100 × (𝑥 − 0.31)

0.172
  181 

Eq. (3) 182 

𝑥 =
𝑎 ∗  +1.75 × 𝐿 ∗

5.645 × 𝐿 ∗ +𝑎 ∗  −3.021 × 𝑏 ∗
 183 
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Eq. (4) 184 

 O teor de antocianinas foi determinado segundo Barcia et al. (2012), baseando-se no 185 

coeficiente de extinção molar da cianidina-3-glicosídio. Cinco gramas de tecido congelado 186 

dos frutos foram mixados com 50 mL de etanol acidificado (pH = 1.0). Após incubação a 1h 187 

em ambiente escuro, a solução foi filtrada e procedeu-se a leitura em leitor de microplacas 188 

(EZ Read 2000) a 535 nm.  Os resultados foram expressos em mg 100 g-1. 189 

2.5.4 Parâmetros de firmeza 190 

A firmeza dos frutos foi avaliada por teste de punctura, com auxílio de penetrômetro 191 

Magness – Taylor, utilizando sonda de 5mm de diâmetro. A punctura foi realizada na região 192 

equatorial dos frutos e os resultados expressos em N.  193 

Foram avaliadas as atividades das enzimas de amaciamento poligalacutornase (PG), 194 

pectinametilesterase (PME), β-galactosidase (β-gal) e celulase (Cx). Para tanto, um extrato 195 

enzimático foi preparado, segundo Wang et al. (2020). Oito gramas do tecido congelado 196 

foram mixados com 8 mL de tampão Tris-HCl 50 mmol L-1 (pH= 7.0), sendo submetidos à 197 

centrifugação (12,000 x g, 4ºC) por 30 minutos. O sobrenadante (extrato bruto) foi recolhido e 198 

armazenado à 4ºC, até a realização das análises. O teor de proteína do extrato enzimático foi 199 

determinado segundo técnica de Bradford (1976). A atividade enzimática, para as quatro 200 

enzimas, foi expressa em U g de proteína-1 h-1. A unidade de atividade enzimática (U) foi 201 

definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol de ácido galacturônico (PG), 202 

grupos carboxílicos (PME), nitrofenol (β-gal.) ou açúcares redutores (Cx). As leituras foram 203 

realizadas em leitor de microplacas (EZ Read 2000), em triplicata. 204 

Para a determinação de PG, utilizou-se metodologia de Wang et al. (2020), com 205 

mínimas modificações. Alíquotas de 0,5mL de extrato bruto foram combinadas com 1,0mL 206 

de tampão acetato 50mmol L-1 (pH= 5,5) contendo 0,5% (p/v) de ácido poligalacturônico, 207 

como substrato. Um controle foi feito para cada amostra, utilizando-se tampão acetato isento 208 

de substrato. Após incubação a 37ºC por 1h, foram adicionados às misturas 1,5 mL de solução 209 

DNS (1% 3,5 ácido dinitrosalicílico e 30% de tartarato de sódio e potássio em 0,4 mol L-1 de 210 

NaOH). A reação foi interrompida pela adição dos tubos em banho maria fervente, por 5 min., 211 

após o período de incubação. Após arrefecimento em temperatura ambiente, foram 212 

adicionados aos tubos 25 mL de água destilada e realizada as leituras a 540 nm.  213 
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A atividade de PME foi determinada conforme Verma et al. (2015). Quinze mililitros 214 

de solução de NaCl 0.15 M contendo 0,25% (m/v) de pectina cítrica foram adicionados a 200 215 

µL do extrato enzimático. O volume foi completado para 30 mL com água destilada e o pH 216 

ajustado a 8.0 com NaOH 0.1M. Após incubação a 30ºC por 1 h, as soluções foram tituladas 217 

com NaOH 0.1 M até viragem de cor, utilizando como indicador a fenolftaleína. O volume de 218 

NaOH utilizado na titulação foi anotado e utilizado para o cálculo, confome a Eq.(5).  219 

𝑃𝑀𝐸 (𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝑚𝐿 − 1) =
(𝑚𝐿 𝑁𝑎𝑂𝐻) × (𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑁𝑎𝑂𝐻) × (1000)

(𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 (ℎ)) × (𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎(𝑚𝐿))
 220 

Eq.(5) 221 

A atividade da β-gal foi determinada segundo Wang et al. (2020) Um mililitro de 222 

tampão acetato (pH = 5.5) contendo 0.5% (m/v) de p-nitrofenil-β-D  galactopiranosídeo foi 223 

adicionado a 1mL do extrato enzimático. Após incubação a 37ºC por 30 min., a reação foi 224 

interrompida com a adição de solução de Na2CO3 0.2 mol L-1. A absorbância das soluções foi 225 

medida a 400 nm. 226 

Por fim, a atividade de Cx foi determinada combinando 1,5 mL de solução de 227 

carboximetilcelulose de sódio (CMC) (10 g L-1 em tampão acetato (pH = 5.5)) e 0,5 mL do 228 

extrato enzimático. O procedimento adotado foi o mesmo que para a determinação de PG, 229 

utilizando DNS (Wang et al., 2020). Nesse caso, o controle consistia em 0,5 mL de extrato 230 

enzimático submetido a banho maria fervente por 5 min.  231 

Para o preparo dos extratos para a determinação do teor de pectina solúvel seguiu-se o 232 

método proposto por McCready and McComb (1952). Em resumo, 5 g do tecido congelado 233 

foram mixados com 45 mL de etanol 95% (m/v) e submetidos a agitação por 1 h. Após 234 

repouso overnight, o conteúdo foi filtrado em papel filtro e lavado com 2 x de 50 mL de 235 

etanol 95% (m/v). O resíduo das filtragens foi combinado com 50 mL de água destilada, 236 

agitado novamente, por 1 h e filtrado, constituindo o extrato.  O teor de pectina solúvel foi 237 

determinado segundo a técnica de Blumenkrantz and Asboe-Hansen (1973). Em tubos 238 

contendo 1 mL de extrato, foram adicionados 3 mL de solução de ácido sulfúrico/tetraborato 239 

de sódio (0.125 M), em banho de gelo. Após 10 min. de fervura em banho-maria e posterior 240 

arrefecimento em banho de gelo, foram adicionados 100 µL de carbazol e os tubos foram 241 

levados novamente a banho-maria fervente, por 15 min. Após arrefecimento em banho de 242 

gelo, procedeu-se a leitura, a 530 nm. 243 
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 Para análise microestrutural, amostras dos tecidos dos morangos eram retiradas, em 244 

cada tempo de avaliação, com auxílio de lâminas, e inseridas em microtubos contendo fixador 245 

Karnovsky modificado, sendo mantidas até o momento do preparo das amostras. Para o 246 

preparo dos espécimes, as amostras foram fraturadas em nitrogênio líquido e submetidas à 247 

desidratação em gradiente de acetona, seguida pela secagem em aparelho de ponto Crítico 248 

(Bal-Tec). Em seguida, os espécimes foram montados em stubs, submetidos à metalização em 249 

aparelho evaporador de ouro (Sputtering) (Bal-Tec) e observados em microscópico eletrônico 250 

de varredura (MEV) LEO EVO 40 XVP, no Laboratório de Microscopia Eletrônica e Análise 251 

Ultra-estrutural (LME), do Departamento de Fitopatologia, da UFLA. Imagens obtidas nos 252 

tempos de avaliação 0, 12 e 21 dias foram utilizadas. 253 

2.5.5 Ácido ascórbico, fenólicos totais, perfil de fenólicos e atividade antioxidante 254 

 O teor de ácido ascórbico dos morangos foi determinado segundo Muley and Singhal 255 

(2020), com mínimas modificações. Cinco gramas de tecido congelado foram mixados com 256 

20 mL de solução de ácido metafosfórico a 2% (m/v). Após centrifugação por 8 min. a 4ºC e 257 

7,195 x g, removeu-se o sobrenadante, considerado o extrato. Cem microlitros do extrato 258 

foram combinados com 186 µL de corante 2,6-di-clorofenol indofenol  (DFI) a 0,1% (m/v) e, 259 

após 3 min. de incubação em ambiente escuro, foi realizada a leitura a 518 nm. Os resultados 260 

foram comparados com uma curva analítica de ácido ascórbico (20 µg -100 µg) e expressos 261 

em mg ácido ascórbico 100 g-1. 262 

 Os extratos para a determinação de fenólicos totais e atividade antioxidante foram 263 

preparados segundo Zitha et al. (2021), com algumas modificações. Em resumo, 2,5g de 264 

tecido congelado dos frutos foram mixados com 10 mL de metanol 50% (v/v) e submetidos a 265 

banho ultrassônico (4ºC, por 1 h.). Em seguida, a solução foi centrifugada a 25,400 x g, por 266 

15 min. a 4ºC. O sobrenadante foi reservado e o resíduo re-extraído com 10 mL de acetona 267 

70% (v/v), sob as mesmas condições. No final do processo, os sobrenadantes resultantes das 268 

duas extrações foram combinados, constituindo o extrato.  269 

 Para a determinação de fenólicos totais, foi utilizado o método de Fast blue (Medina, 270 

2011). Em resumo, 20 µL de sal de diazônio Fast Blue 0,01% (m/v) foram adicionados a 200 271 

µL do extrato, em microplacas. Após a adição de mais 20 µL de NaOH 5%, as soluções foram 272 

incubadas por 1 h em ambiente escuro. Em seguida, procedeu-se a leitura, a 420 nm. Os 273 

resultados foram comparados com uma curva analítica de ácido gálico (20 µg – 400 µg) e 274 

expressos em mg ácido gálico 100 g-1. 275 
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O perfil de fenólicos dos morangos foi avaliado aos 0, 6, 12, 18 e 21 dias de 276 

armazenamento. O preparo dos extratos para identificação de compostos fenólicos foi realizado 277 

conforme Cunha et al. (2021). Em resumo, 2.5g de amostra foram mixados com 20 mL de 278 

metanol grau HPLC 70% (v/v) e incubados durante 1 h em banho ultrassônico, à temperatura 279 

ambiente. O extrato obtido foi centrifugado (25.406,55 x g, 4º C) durante 15 min. e 280 

posteriormente filtrado em papel de filtro com porosidade 14µm. Para a injeção das amostras, 281 

os extratos foram novamente filtrados utilizando-se filtros de membrana porosa com 0,45 µm. 282 

A quantificação e identificação dos compostos fenólicos foram realizadas em cromatógrafo 283 

líquido de alta eficiência (HPLC-DAD/UV-Vis) modelo Shimadzu (Shimadzu Corporation, 284 

Kyoto, Japão) equipado com quatro bombas de alta pressão (modelo LC-20AT), com um 285 

detector de arranjo de diodos (modelo SPD-M20A), desgaseificador (modelo DGU-20A5), 286 

interface de CBM-20A, forno CTO-20AC e amostrador automático (modelo SIL-20A). As 287 

separações foram realizadas usando uma coluna Shimadzu Shim-pack ODS GVP-C18 (4,6 x 288 

250 mm, 5 mm) ligada a uma pré-coluna (Shimadzu-pack ODS GVP-C18, 4,6 x 10 mm, 5µm). 289 

A fase móvel consistiu de 2% (v/v) de ácido acético em água deionizada (Fase móvel A) e 290 

70:28:2 (v/v) de metanol/água/ácido acético (Fase móvel B), a uma taxa de fluxo de 1,0 291 

mL.min-1 com um programa de eluição de gradiente e tempo de execução de 65 minutos. O 292 

volume de injeção foi de 20 µL. As análises foram realizadas a 15ºC. Os compostos fenólicos 293 

foram detectados a 280 nm. As soluções padrão foram diluídas em metanol e as curvas de 294 

calibração foram obtidas a partir de injeções de dez concentrações diferentes, em duplicata. Os 295 

compostos fenólicos foram identificados por comparação dos tempos de retenção com os 296 

padrões (ácido gálico, catequina, ácido clorogênico, ácido cafeico, ácido ferulico, vanilina, 297 

ácido tans-cinâmico, ácido m-cumárico, ácido p-cumárico, ácido o-cumárico e resveratrol). Os 298 

resultados foram expressos em mg do composto fenólico 100g-1 da amostra.  299 

 A atividade antioxidante dos morangos foi avaliada por três metodologias distintas,  300 

Sistema β-caroteno/ácido linoleico (Zitha et al., 2021), Ferric reducing antioxidant power 301 

(FRAP) (Jiao et al., 2019) e ABTS (Zitha et al., 2021), com mínimas modificações.  302 

Para o sistema β-caroteno/ácido linoleico, 50 µL de solução de β-caroteno/clorofórmio 303 

(1mg mL-1) foram combinados com 40 µL de ácido linoleico e 530 µL de Tween 40, sendo 304 

dissolvidos em 1 mL de clorofórmio. Em seguida, o clorofórmio foi totalmente removido da 305 

solução, sendo evaporado em oxigenador, e a mistura resultante foi diluída em água 306 

oxigenada até absorbância de 0,6 – 0,7 a 470 nm, obtendo-se a solução sistema de β-307 

caroteno/ácido linoleico. Em seguida, alíquotas de 270 µL da solução sistema foram 308 
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adicionadas em microplacas contendo 20 µL dos extratos antioxidantes das amostras, sendo 309 

realizada a leitura, a 470 nm, obtendo-se os valores de absorbância inicial (Abs. Inicial). Após 310 

incubação por 2 h em banho maria a 40 ºC, foi realizada a segunda leitura, com a obtenção 311 

dos valores de absorbância final (Abs. Final). A % de inibição da descoloração do sistema β-312 

caroteno (%proteção) foi então calculada segundo a Eq. (6) e Eq. (7). 313 

% 𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎çã𝑜 =
(𝐴𝑏𝑠. 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝐴𝑏𝑠. 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 × 100

(𝐴𝑏𝑠. 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝐴𝑏𝑠. 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)𝑠𝑖𝑠𝑡𝑒𝑚𝑎
 314 

Eq. (6) 315 

% 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒çã𝑜 = 100 − (% 𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎çã𝑜) 316 

Eq. (7) 317 

 Para a avaliação da atividade antioxidante pelo método de FRAP, alíquotas de 9 µl de 318 

extratos antioxidantes das amostras foram combinadas com 27 µL de água destilada e 264 µL 319 

de solução FRAP (contendo TPTZ, cloreto férrico e tampão acetato). Após incubação em 320 

banho maria a 37 ºC por 30 min., a leitura das absorbâncias das amostras foi realizada a 595 321 

nm. Os resultados foram calculados com base em uma curva analítica de sulfato ferroso 322 

(FeSO4) (500 µM a 2000 µM) e expressos em µM de sulfato ferroso (FeSO4) g
-1. 323 

 Já para a determinação da atividade antioxidante pelo método de ABTS, a solução de 324 

radical (ABTS•+) foi preparada combinando 7mM de persulfato de potássio e 2.5 mM de 325 

solução ABTS, sendo a mistura mantida em repouso por 16 h, em ambiente escuro e 326 

temperatura ambiente. Após esse período, a mistura de radical foi diluída em etanol, até 327 

absorbância de 0.70 ± 0.05, a 734 nm. Alíquotas de 297 µL da solução radical foram 328 

combinadas com 3  µL de extrato antioxidante das amostras e, após 6 min. de reação, foi 329 

realizada a leitura a 734 nm. Os resultados foram comparados a uma curva analítica de trolox 330 

(0 µM – 200 µM) e expressos em µM de equivalente trolox (ET) g-1. 331 

Os ensaios foram conduzidos em triplicada e as leituras realizadas em leitor de 332 

microplacas (EZ Read 2000). 333 

2.5.6 Deterioração dos frutos 334 

 A avaliação da deterioração dos frutos ao longo do tempo foi realiza por meio de 335 

análises microbiológicas (Salmonella sp., coliformes totais e fungos) e determinação visual de 336 

frutos inaptos para consumo. 337 
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A presença de Salmonella sp. Foi verificada segundo o método 338 

MLG/FSIS/USDA:2017 (United States Department of Agriculture (USDA), 2017). Em 339 

resumo, 2.5 g de amostra foram pesados e adicionados a erlenmeyers contendo 225 ml de 340 

água tamponada, sendo incubados, a 37 °C, por 18 h. Posteriormente, foi realizado o 341 

enriquecimento da amostra utilizando-se os caldos tetrationato e rapaport, com incubação, a 342 

37 °C, por 24 h.  O plaqueamento foi realizado em meio Hektoen Enteric Agar, seguido de 343 

incubação a 37 °C, por 24 h. Colônias suspeitas foram isoladas e transferidas para tubos 344 

contendo ágar ferro tríplice açúcar (TSI) e ágar lisina de ferro (LIA), sendo incubados, a 37 345 

°C, por 24 h e, posteriormente, submetidos a provas bioquímicas. 346 

Para a contagem de coliformes totais, foi utilizado o método do número mais provável 347 

(NMP) 9:2015 (Kornacki et al., 2015). Em resumo, alíquotas das amostras diluídas em água 348 

tamponada eram inseridas em tubos contendo Caldo  Lauril Sulfato Triptose  (LST), em 349 

diluição seriada e incubadas a 35  °C, por 48 h. Após esse período, tubos contendo 350 

crescimento e produção de gás eram submetidos ao teste confirmativo de coliformes totais, a 351 

saber: alçadas dos tubos contendo LST eram inseridas em tubos contendo Caldo Verde 352 

Brilhante 2% (VB) e incubadas a 35 ºC, por 48 h. Após esse período, os tubos com 353 

crescimento e produção de gás eram considerados positivos para coliformes totais, sendo 354 

submetidos à contagem do NMP e os resultados expressos em NMP g-1. 355 

A análise de fungos correspondeu à contagem de bolores e leveduras, determinada 356 

segundo o método de plaqueamento APHA 21:2015, com contagem das unidades formadoras 357 

de colônia (UFC) (Ryu and Wolf-Hall, 2015). Alíquotas de diluições seriadas das amostras 358 

homogeneizadas em água tamponada eram submetidas a plaqueamento em superfície com 359 

meio de cultura ágar dicloran rosa de bengala cloranfenicol (DRBC). Após incubação a 25 ºC 360 

por 5 dias, foram mensurados os números de colônias típicas de bolores e colônias típicas de 361 

leveduras (após confirmação microscópica da morfologia das células), sendo a somatória 362 

considerada como contagem total e bolores e leveduras e expressa em log UFC g-1. 363 

 A cada tempo de avaliação, era contabilizada também a porcentagem de frutos inaptos 364 

para consumo, considerando a relação entre o número total de frutos e o número de frutos 365 

com algum tipo de alteração visível (Eq. (8)). Foram consideradas como alterações a presença 366 

de áreas acastanhadas, áreas amolecidas e crescimento visível de micélios de fungos (Fig. (1 367 

c)).  368 
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𝐹𝑟𝑢𝑡𝑜𝑠 𝑖𝑛𝑎𝑝𝑡𝑜𝑠 (%) =
𝑇𝑓 − 𝐼𝑓

𝑇𝑓
 ×  100 369 

Eq.(2) 370 

 Em que: Tf: número total de frutos; e If: número de frutos com alterações visíveis. 371 

2.6 Análise estatística 372 

 Os dados obtidos foram analisados utilizando teste de médias de Scott Knott (p < 373 

0.05), regressão polinomial, análise de componentes principais (PCA), clusterização 374 

hierárquica e análise de correlação de Pearson, utilizando o software estatístico R Studio 375 

(RStudio Team, 2015).  376 

3 Resultados  377 

 Após o período de secagem da solução filmogênica, pode-se observar que os 378 

revestimentos aderiram bem aos frutos, não havendo a presença de regiões não revestidas. 379 

Alterações visuais entre os frutos revestidos e os não revestidos não foram notadas (Fig. (1 380 

b)). 381 

< Fig. (1) > 382 

 As variáveis estudadas foram influenciadas pelos fatores revestimento e tempo de 383 

armazenamento de forma isolada, quando utilizou-se gráficos com teste de médias ou 384 

regressão com uma única curva, respectivamente. No caso de interação significativa entre os 385 

fatores, os resultados foram apresentados em gráficos que mesclam teste de médias com 386 

curvas de regressão. 387 

3.1 Taxa respiratória, CO2 no headspace e perda de massa  388 

A atividade respiratória dos morangos oscilou em torno de 20 mL CO2 kg-1 h-1, nos 18 389 

primeiros dias de armazenamento, elevando-se a partir de então até 45 mL CO2 kg-1 h-1, aos 390 

21 dias (Fig. (2 a)). Morangos ECOSN e ECWSN exibiram menor taxa respiratória em 391 

relação ao controle e PA. 392 

Observou-se maior acúmulo de CO2 nas embalagens de PA, em comparação às 393 

demais, ao longo do armazenamento (Fig. (2 b)). Os níveis de CO2 nas embalagens PA 394 

ultrapassaram 1%, embora não tenham ultrapassado 0,3% nas embalagens de polipropileno, a 395 

despeito do revestimento dos frutos.   396 
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Observou-se, independentemente dos tratamentos, aumento na perda de massa dos 397 

frutos, ao longo do armazenamento, que atingiu cerca de 1%, no 21° dia (Fig. (2 c)). 398 

< Fig. (2) > 399 

3.2 pH, AT e SS  400 

O pH dos morangos oscilou pouco ao longo do armazenamento, entre 3,28 e 3,39 (Fig. 401 

(3 b)). ECOSN e ECWSN apresentaram as menores médias de pH aos 0, 18 e 21 dias de 402 

armazenamento, enquanto maior média de pH foi observada para ECOSN, no sexto dia de 403 

armazenamento, nenhuma outra diferença sendo notada. Já a AT reduziu de 1,13 a 404 

aproximadamente 0,95% durante os 21 dias de armazenamento, sendo que, em média, 405 

ECOSN e ECWSN apresentaram as maiores médias (Fig. (3 a)). 406 

O teor de sólidos solúveis teve influência da interação tempo x tratamento, conforme 407 

observado na Fig. (3 c). Pequenas oscilações nas médias foram observadas, nos primeiros 408 

tempos de armazenamento, a despeito do tratamento. Um ligeiro, porém significativo, 409 

aumento no teor de sólidos solúveis foi observado para os morangos controle e PA, no último 410 

dia de armazenamento. Já os frutos revestidos mantiveram a tendência à queda a partir do 12º 411 

dia de armazenamento, sendo que morangos ECOSN apresentaram estabilização das médias a 412 

partir do 15º dia, enquanto ECWSN apresentaram, ainda, duas quedas significativas, aos 18 e 413 

21 dias de armazenamento. Apesar disso, os morangos revestidos exibiram as maiores médias, 414 

na maioria dos tempos. 415 

< Fig. (3) > 416 

3.3 Alterações na coloração 417 

 Tendências de queda de L* e aumento de BI foram observadas ao longo do 418 

armazenamento de morangos, a despeito dos tratamentos utilizados, embora menos 419 

pronunciadas nos frutos ECOSN e ECWSN (Fig. (4 a, b)). Aumento de C*, seguido de queda, 420 

foi observado nos morangos, sem efeito sistemático dos tratamentos sobre essa variável (Fig. 421 

(4 c)). Tendência de queda em h° foi observada nos frutos ECOSN e ECWSN, durante os 21 422 

dias de armazenamento, enquanto frutos C e PA apresentaram redução dessa variável, seguida 423 

de elevação, no final do armazenamento. Frutos controle apresentaram menor h° que os 424 

demais, do nono ao 15° dia de armazenamento (Fig. (4 d)). Os teores de antocianinas 425 

aumentaram ao longo do armazenamento dos morangos, de forma mais pronunciada nos 426 

morangos controle, seguidos por PA (Fig. (4 e)). ECOSN determinou menor aumento de 427 
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antocianinas que ECWSN, até o nono dia de armazenamento, não havendo mais diferenças 428 

entre ambos tratamentos, dos 12 aos 21 dias.  429 

< Fig. (4) > 430 

3.4 Alterações texturais 431 

Redução da firmeza e aumento da atividade das enzimas PG e Cx e do teor de pectina 432 

solúvel foram observados nos morangos, ao longo de seu armazenamento, assim como 433 

aumento da atividade da PME, dos 9 aos 12 dias, seguido de queda, até os 18 dias de 434 

armazenamento (Fig. (5)). Em média, os frutos ECOSN e ECWSN apresentaram-se mais 435 

firmes e com menor atividade de PG que os frutos controle e PA (Fig. (5a, b)).  436 

Variações significativas na atividade de β-Gal. não foram notadas em função dos 437 

fatores embalagem/revestimento e tempo de armazenamento, reportando-se uma média geral 438 

de 0.008±0.001 U h-1 g-1 proteína. Diferenças relativas aos teores de pectina solúvel entre os 439 

tratamentos foram observadas apenas a partir do 15° dia de armazenamento (Fig. (5 d)). A 440 

embalagem de PA e os revestimentos reduziram a solubilização péctica dos morangos aos 15 441 

e 21 dias de armazenamento, enquanto ECOSN determinou a menor média aos 18 dias de 442 

armazenamento.  443 

< Fig. (5) > 444 

 A fim de ilustrar as alterações texturais dos morangos submetidos aos diferentes 445 

tratamentos, micrografias obtidas em MEV aos 0, 12 e 21 dias de armazenamento são 446 

apresentadas na Fig. (6). No início do experimento (dia 0) pode-se notar uma estrutura intacta, 447 

com cavidades bem delimitadas, a despeito do tratamento. No 12º dia de armazenamento, é 448 

possível notar ligeira diminuição na integridade da estrutura, com início de flacidez das 449 

cavidades, mais pronunciada nos frutos controle e PA. Ao final do experimento (21º dia de 450 

armazenamento), os frutos controle e PA apresentavam-se com a estrutura flácida, presença 451 

de rugosidade e deformação nas cavidades, enquanto os frutos revestidos ainda apresentavam 452 

parte da estrutura inicial, com cavidades bem preservadas. Ainda que os frutos revestidos com 453 

ambos os bionanocompósitos apresentassem a parede celular mais estruturada em relação aos 454 

demais tratamentos, ECOSN foram os que menos apresentaram danos estruturais ao longo do 455 

armazenamento, mantendo estrutura semelhante ao tempo inicial. 456 

< Fig. (6) > 457 

3.5 Ácido ascórbico, fenólicos totais, perfil de fenólicos e atividade antioxidante  458 
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 Reduções nos teores de ácido ascórbico e fenólicos totais, bem como na atividade 459 

antioxidante medida pelos métodos FRAP e β-caroteno/ácido linoleico foram observadas 460 

durante os 21 dias de armazenamento dos morangos (Fig. (7)). As embalagens/revestimentos 461 

afetaram diferentemente apenas as variáveis ácido ascórbico, ABTS e FRAP.  Morangos 462 

ECOSN apresentaram as maiores médias dessas variáveis, enquanto PA, as menores. Frutos 463 

controle apresentaram menores médias de ácido ascórbico, FRAP e ABTS que morangos 464 

ECOSN e menores médias de ácido ascórbico e FRAP que ECWSN. 465 

Dos 11 compostos fenólicos analisados, nove foram identificados nos morangos. 466 

Desses, ácido gálico e resveratrol sofreram influência do tempo de armazenamento, enquanto 467 

vanilina e resveratrol de embalagem/revestimento. Os teores dos demais compostos fenólicos 468 

identificados não variaram em função dos fatores estudados, apresentando as seguintes 469 

médias: catequina (787.65±357.41 mg 100g-1),  ácido clorogênico (64.93±30 mg 100g-1), 470 

ácido ferúlico (44.42±7.33 mg 100g-1), ácido p-cumárico (7.91±1.57 mg 100g-1), ácido m-471 

cumárico (78.62±18.29 mg 100g-1) e ácido o-cumárico (5.40±0.81 mg 100g-1). Queda no teor 472 

de ácido gálico foi notada nos seis primeiros dias de armazenamento, seguida de elevação nos 473 

próximos seis dias, com tendência de estabilização a partir daí (Fig. (7 c)). Já o resveratrol 474 

apresentou tendência de aumento, durante os 21 dias de armazenamento (Fig. (7 e)), sendo a 475 

maior média observada nos frutos controle. Morangos controle, seguidos dos PA, também 476 

apresentaram a maior média de vanilina, em comparação aos frutos ECOSN e ECWSN (Fig. 477 

(7 d)).   478 

< Fig. (7) > 479 

3.6 Deterioração dos frutos  480 

 A presença de Salmonella sp. foi descartada, enquanto a contagem de coliformes totais 481 

foi menor que 2 x 10-3, limite máximo considerado pela legislação vigente (BRASIL, 2001). 482 

Os fatores embalagem/revestimento e tempo de armazenamento não influenciaram essas 483 

variáveis.  484 

A deterioração dos morangos ao longo do tempo representada pelo crescimento de 485 

fungos e percentual de frutos inaptos para o consumo, sofreu efeito significativo da interação 486 

tratamento x tempo (Fig. (8)). Houve aumento no crescimento de fungos, ao longo do 487 

armazenamento, a despeito do tratamento, embora mais acentuado nos frutos controle e 488 

menos acentuado nos frutos revestidos (Fig. (8 a)). 489 
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O comportamento apresentado para o crescimento de fungos é reforçado pelos 490 

resultados de percentual de frutos inaptos para o consumo (Fig. (8 b)). Os morangos controle 491 

já apresentavam frutos com deterioração visível aos 12 dias de armazenamento, enquanto as 492 

primeiras deteriorações visuais só foram observadas aos 15 dias para os frutos PA e 18 dias 493 

para os frutos revestidos.  A porcentagem de frutos inaptos foi significativamente maior nos 494 

morangos controle, a partir dos 15 dias de armazenamento. Menores médias de frutos inaptos, 495 

aos 18 e 21 dias de armazenamento, foram observadas nos frutos ECOSN, comparados aos 496 

frutos ECWSN e PA. 497 

< Fig. (8) > 498 

3.8 PCA e correlação de Pearson 499 

 A fim de resumir os principais resultados obtidos para as variáveis estudadas e 500 

visualizar a interação entre elas, análise de componentes principais (PCA) (Fig. (9 a)), 501 

clusterização hierárquica (Fig. (9 b)) e correlação de Pearson (Fig. (10)) foram aplicadas às 502 

variáveis significativas. 503 

< Fig. (9) > 504 

< Tabela 1 > 505 

< Fig. (10) > 506 

 Em relação ao gráfico de PCA, os dois componentes principais explicam 56,66% da 507 

variação total dos dados. Os valores dos loadings (Tabela 1) indicam que as variáveis PG, Cx, 508 

L*, ML, TA, antocianinas, MY, resveratrol, SP, IF, hue, SS, BI, RR, ácido ascórbico e 509 

firmeza foram responsáveis pelas variações no componente principal (PC) 1, ao passo que as 510 

variáveis vanilina, C*, BI, AA ABTS, ML, IF, ácido ascórbico, CO2, Cx, SS, resveratrol e 511 

FRAP respondem pelas variações no PC 2.  A análise de clusterização hierárquica separou os 512 

tratamentos em dois grandes grupos (clusters), sendo o primeiro correspondente aos 513 

tratamentos revestidos nos tempos 0 e 3 e o segundo, correspondente aos demais tratamentos. 514 

Dentro do segundo cluster, vários subgrupos são formados. Os morangos revestidos com 515 

ECOSN e ECWSN foram separados em subgrupos, de acordo com o tempo de 516 

armazenamento. Os subgrupos formados por esses tratamentos aos 6, 9, 12 e 15 dias de 517 

armazenamento, juntamente com os tratamentos correspondentes ao primeiro cluster (tempos 518 

0 e 3), ocupavam o primeiro quadrante (Q1) no gráfico de PCA e foram caracterizados pelos 519 

maiores teores de SS, AT, ângulo hue, valor L*, ácido ascórbico e atividade antioxidante; as 520 
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correlações se tornavam mais fracas (tratamentos mais distantes dos vetores correspondentes) 521 

à medida que se avançava o armazenamento. Os morangos revestidos nos últimos tempos de 522 

armazenamento (tempos 18 e 21) formaram um subgrupo localizado no quarto quadrante 523 

(Q4), caracterizado pelos parâmetros PG, MY, SP, resveratrol, Cx, RS, WL e IF. Dentro deste 524 

mesmo subgrupo, ECOSN T18 se destacou, formando um outro subgrupo isolado, mais 525 

distante dessas variáveis. Os tratamento controle e PA no tempo 0 formam um subgrupo 526 

isolado, com fracas correlações entre as variáveis. Os tratamentos PA, nos tempos 3 ao 9 e 527 

controle, no tempo 3, englobam o mesmo subgrupo, caracterizado pelos valores de C* e PME 528 

(2º quadrante (Q2)). O 3º quadrante (Q3) é caracterizado pelas variáveis vanilina, CO2, BI, 529 

antocianinas e taxa respiratória, em que os tratamentos controle, nos tempos 6 ao 15 e PA, nos 530 

tempos 12 e 15, formam um subgrupo. Já os tratamentos controle e PA nos tempos 18 e 21 531 

englobam outro subgrupo, que apresenta correlações com as variáveis PG, MY, SP, 532 

resveratrol, Cx, RS, WL e IF.  Os tratamentos controle nos tempos 18 e 21 formam, ainda, 533 

dois outros subgrupos distintos, indicando correlações ainda mais fortes com essas variáveis. 534 

 Considerando o gráfico de correlação, com exceção de CO2, C* e PME, todas as 535 

demais variáveis apresentaram correlações significativas entre si. Os comportamentos 536 

observados no gráfico de correlação foram considerados para reforçar a discussão dos dados, 537 

que será apresentada a seguir. 538 

4 Discussão 539 

4.1 Taxa respiratória, CO2 no headspace e perda de massa 540 

Embora o morango seja classificado como não-climatérico, aumentos na sua atividade 541 

respiratória são relatados, já no fruto maduro (Tosetti et al., 2020), como observado no 542 

presente trabalho. Segundo os autores citados, esse aumento está associado ao etileno, que 543 

tem sua biossíntese elevada em estádios avançados de maturação desses frutos (Sánchez-544 

Sevilla et al., 2017). Revestimentos à base de amido são comprovadamente efetivos quanto à 545 

barreira a gases no headspace (Sharma et al., 2019; Thakur et al., 2019) e a incorporação de 546 

nanofibrilas tende a aumentar as propriedades de barreira, diminuindo a permeabilidade a 547 

gases. Sendo assim, sugere-se que a menor taxa respiratória apresentada pelos frutos ECOSN 548 

e ECWSN esteja ligada às propriedades de barreira dos revestimentos. Ao minimizarem a 549 

permeação de O2, os revestimentos têm o potencial de diminuir a atividade respiratória, 550 

diretamente pela limitação do substrato respiratório O2, ou indiretamente, pela redução da 551 

síntese de etileno, fitormônio associado ao aumento da respiração.  Ao diminuírem a atividade 552 
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respiratória, os revestimentos conspiram a favor do retardo da senescência dos morangos, 553 

consequentemente, aumentando sua vida pós-colheita. 554 

A embalagem de PA propiciou acúmulo de CO2 cerca de 3 vezes superior à 555 

embalagem de polipropileno. Na verdade, os baixos níveis de CO2 observados nas 556 

embalagens de polipropileno, a despeito dos morangos nelas acondicionados serem ou não 557 

revestidos, se deve ao sistema de fechamento da embalagem, por encaixe. O encaixe da tampa 558 

permite a permeação de gases respiratórias, com impactos mínimos sobre o acúmulo de CO2. 559 

Por outro lado, a embalagem de PA foi selada, restringindo as trocas gasosas à 560 

permeabilidade do filme, sob as condições de armazenamento. Entretanto, mesmo na 561 

embalagem de PA, o acúmulo de CO2, pouco acima de 1%, é considerado baixo, com 562 

pequeno potencial de impacto sobre a fisiologia do fruto (Zagory and Kader, 1988). A 563 

pequena modificação atmosférica gerada pelo PA se deve à baixa temperatura sob a qual os 564 

frutos foram armazenados, que foi suficiente para manter em baixa sua atividade respiratória, 565 

resultando em pequeno acúmulo de CO2 no headspace.  566 

A perda de massa durante o armazenamento de morangos é frequentemente reportada; 567 

esses frutos são altamente suscetíveis à perda rápida de água, devido a sua casca 568 

extremamente fina, que confere baixa barreira ao vapor d’água (Luksiene and Buchovec, 569 

2019 ). Não obstante, a perda de massa média dos frutos chegou a aproximadamente 1%, no 570 

21° dia de armazenamento. Perdas de massa de morangos bem acima desse valor têm sido 571 

reportadas, variando de 16% a 40% em morangos com diferentes tipos de revestimentos, 572 

podendo chegar a 50% em frutos não revestidos armazenados por 8 a 15 dias à 5°C (Muley 573 

and Singhal, 2020; Treviño-Garza et al., 2015) ou 7 dias à 24ºC  (Kwak et al., 2021).  Os 574 

valores substancialmente inferiores de perda de massa observados no presente trabalho podem 575 

ser associados à menor temperatura de armazenamento empregada (2 ± 1ºC), bem como à alta 576 

umidade relativa do armazenamento (95 ± 2%). Visto que a perda de massa é um reflexo da 577 

taxa respiratória e a evaporação da umidade entre o tecido da fruta e o ar circundante (Jiang et 578 

al., 2020), justifica-se o comportamento apresentado. De fato, a Fig. (10) mostra uma 579 

correlação positiva entre a perda de massa e a taxa respiratória dos frutos.  580 

4.2 pH, AT e SS  581 

A diminuição da acidez titulável ao longo do armazenamento de frutos pode ser 582 

atribuída à utilização dos ácidos orgânicos como substrato para a respiração e como esqueleto 583 

de carbono para a síntese de novas substâncias ao longo do armazenamento. De fato, os frutos 584 
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ECOSN e ECWSN, que apresentaram as maiores médias para acidez titulável, exibiram 585 

menor taxa respiratória, o que vai ao encontro dessa hipótese. Essa afirmação é reforçada, 586 

ainda, pela Fig. (10), em que pode ser observada correlação negativa entre AT e a taxa 587 

respiratória. Por outro lado, correlação positiva é observada entre AT e fenólicos totais. Sabe-588 

se que os compostos fenólicos possuem caráter ácido e podem de alguma forma contribuir 589 

para a acidez dos frutos; sendo assim, a degradação de fenólicos ao longo do armazenamento 590 

pode ser outra explicação para o decréscimo da acidez titulável nos morangos. Tosetti et al. 591 

(2020) demonstraram que a degradação do ácido málico, e consequente aumento nos teores de 592 

pH, está ligada ao processo de senescência dos morangos. Sendo assim, o fato de que os 593 

frutos revestidos exibiram as menores médias para pH nos dois últimos tempos de 594 

armazenamento (18  e 21 dias), mesmo período em que se observaram as menores médias 595 

gerais para acidez titulável, pode ser indicativo de menor consumo de ácidos orgânicos nesses 596 

tratamentos, o que reforça a efetividade dos revestimentos aplicados como reguladores dos 597 

eventos catabólicos que culminam na perda de qualidade dos morangos. 598 

O decréscimo de SS, ao longo do tempo de armazenamento, pode ser atribuído ao seu 599 

consumo como substrato no processo respiratório dos frutos, além  de poder estar relacionado 600 

ao ataque fúngico (Siedliska et al., 2018). De fato, a Fig. (10) mostra uma correlação negativa 601 

entre SS, a taxa respiratória e o crescimento fúngico, o que reforça a hipótese. Para além 602 

disso, uma forte correlação negativa foi observada também entre SS e o teor de antocianinas. 603 

Isso pode ser indicativo do consumo de glicose no processo de síntese de antocianinas (Sasaki 604 

et al., 2014). Visto que os morangos revestidos exibiram as maiores médias de SS, na maioria 605 

dos tempos, sugere-se o efeito positivo dos revestimentos na contenção dos processos 606 

metabólicos relacionados à degradação desses compostos. 607 

4.3 Alterações na coloração 608 

A redução do valor L* dos frutos aponta seu escurecimento, corroborado pelo 609 

aumento do BI e a forte correlação negativa entre ambas variáveis.  O escurecimento da 610 

superfície dos morangos pode ser atribuído a dois eventos: primeiramente, pode estar 611 

associado ao processo de escurecimento enzimático, em que a enzima polifenoloxidase  612 

(PPO) oxida compostos fenólicos presentes nos frutos a o-quinonas, culminando na produção 613 

de pigmentos amarronzados, as melaninas (Constabel and Barbehenn, 2008; Queiroz et al., 614 

2008); de fato, a alta correlação entre BI e a atividade de PPO já foi reportada (Ali et al., 615 

2015);   em segundo plano, o acastanhamento dos frutos pode estar relacionado à ação de 616 

fungos que causam escurecimento dos tecidos (Feliziani and Romanazzi, 2016; Higuera et al., 617 
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2019). A correlação positiva apresentada entre BI e o crescimento de fungos (Fig. (10)) 618 

reforça essa hipótese. 619 

Sendo assim, o menor índice de escurecimento apresentado pelos morangos revestidos 620 

pode ser atribuído a efeitos indiretos dos revestimentos comestíveis.  Ao exercer efeito de 621 

barreira e causar a diminuição da taxa respiratória e, consequentemente, do metabolismo dos 622 

frutos, os revestimentos acabam por retardar eventos de senescência relacionados com a perda 623 

da qualidade dos frutos, como visto até agora e como será visto adiante. Dentre esses eventos, 624 

pode-se destacar a perda da firmeza, que apresenta relação indireta com o escurecimento 625 

enzimático. A descompartimentação de membranas, uma das causas da perda da firmeza, 626 

permite o contato de isoformas de polifenoloxidases e peroxidases com seus substratos 627 

fenólicos, acarretando no escurecimento. Essa afirmação é reforçada pela correlação negativa 628 

entre os parâmetros BI e firmeza, além da correlação positiva apresentada entre BI e SP, PG e 629 

Cx, parâmetros relacionados ao amolecimento dos frutos (Fig. (10)). Ademais, os 630 

revestimentos utilizados podem ter reduzido a permeação do O2 do ambiente para os tecidos 631 

do morango, reduzindo a atividade enzimática, que tem esse gás atmosférico como substrato.  632 

Por fim, considerando a hipótese de escurecimento dos tecidos pela ação de fungos, os 633 

menores valores de BI apresentados pelos morangos revestidos podem ser atribuídos ao efeito 634 

dos revestimentos na desaceleração no crescimento fúngico, conforme observado. 635 

A diminuição do ângulo hue, notado visualmente pelo aumento da coloração vermelha 636 

dos morangos, está relacionado à síntese de antocianinas, o que é comprovado pela correlação 637 

negativa entre ambas variáveis (Fig. 10). As antocianinas são sintetizadas pela via 638 

fenilpropanoide, no processo natural de amadurecimento, podendo ser consideradas como 639 

respostas a situações de estresse fisiológico e desordens metabólicas, relacionadas ao processo 640 

de senescência dos frutos (Ma and Constabel, 2019; Sharma et al., 2019). De fato, correlações 641 

positivas foram observadas entre o teor de antocianinas e o crescimento de fungos, % de 642 

frutos inaptos, perda de massa, taxa respiratória, BI, pectina solúvel e atividade das enzimas 643 

de amaciamento PG e Cx, ao passo que correlações negativas foram apresentadas para os 644 

teores de SS e AT, firmeza, teor de ácido ascórbico e fenólicos totais e atividade antioxidante. 645 

Esses resultados reforçam a hipótese de que, nesse caso, o aumento de antocianinas está 646 

relacionado aos eventos de senescência nos morangos. O menor acúmulo de antocianinas 647 

observado nos morangos revestidos sugere a eficácia dos revestimentos no retardo da 648 

senescência. 649 
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4.4 Alterações texturais 650 

Pectinametilesterase (PME), poligalacturonase (PG), Celulase (Cx) e β-galactosidase 651 

(β-Gal.) são enzimas associadas a modificações na parede celular de frutos, que culminam 652 

com seu amaciamento (Moya-León et al., 2019; Pan et al., 2020; Payasi et al., 2009), fator 653 

limitante para o armazenamento, consumo e comercialização de morangos (Feliziani and 654 

Romanazzi, 2016; Paniagua et al., 2017). A PME atua promovendo a desmetilação de cadeias 655 

de ácido poligalacturônico para que então a PG possa atuar, hidrolisando o ácido 656 

poligalacturônico desmetilado em resíduos de ácido galacturônico (Sénéchal et al., 2014); 657 

consequentemente, o teor de pectina solúvel tende a aumentar com a ação dessas enzimas de 658 

amaciamento. Já a Cx compreende as enzimas endo-1,4-β-D- glucanase (EG), exo-1,4-β-D-659 

glucanase, e β-1,4-glucosidase, que agem na degradação de celulose e hemicelulose presentes 660 

na parede celular, enquanto a β-Gal. é responsável por remover resíduos de galactosil em 661 

cadeias laterais de polissacarídeos de parede celular (pectina e xiloglucanos), contribuindo 662 

para a desestruturação da parede celular (Payasi et al., 2009). 663 

 O aumento na atividade da PME concomitante ao início do aumento da PG sugere a 664 

importância da desmetilação parcial da cadeia péctica, para a ação despolimerizante da PG. 665 

As atividades das enzimas PG e Cx apresentaram correlação negativa com a firmeza e 666 

positiva com o teor de pectina solúvel (Fig. 11), o que comprova o papel dessas enzimas, 667 

direto no caso da PG e indireto no caso da Cx, na despolimerização e solubilização péctica e 668 

no amaciamento de morangos. Com efeito, a PG é uma das mais abundantes enzimas 669 

observadas durante a maturação de morangos, associada ao seu amaciamento (Moya-León et 670 

al., 2019; Wang et al., 2020). A ausência de correlações significativas entre a atividade de 671 

PME e demais variáveis indica que a enzima exerce um efeito indireto no processo de 672 

desmanche da parede celular, enquanto PG e Cx são as enzimas determinantes para a perda da 673 

firmeza dos morangos. 674 

Os revestimentos foram efetivos em conter o aumento da atividade da PG e 675 

amaciamento dos morangos, ao longo do armazenamento. Assim, considerando-se a alta 676 

correlação negativa da PG com a firmeza dos morangos, pode-se inferir que os revestimentos 677 

aplicados contribuíram para a desaceleração dos processos envolvidos com o seu 678 

amaciamento. Tendo em vista que o processo de amaciamento mediado pelas enzimas está 679 

relacionado à atividade metabólica e à senescência dos frutos, o efeito exercido pelos 680 

revestimentos sobre a taxa respiratória pode ser uma explicação para seu desempenho em 681 

relação ao retardo do amaciamento dos morangos. De fato, observa-se correlação negativa 682 
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entre a taxa respiratória e a firmeza dos frutos, além da correlação positiva apresentada entre a 683 

taxa respiratória e SP e enzimas PG e Cx (Fig. (10)). Embora os fatores 684 

embalagem/revestimento e tempo de armazenamento não tenham afetado a β-Gal., ela se 685 

mostrou ativa nos morangos estudados, o que não permite descartar sua importância no 686 

amadurecimento desses frutos. 687 

Além da ação das enzimas referidas, a perda de firmeza dos morangos pode ainda ser 688 

consequência de outros eventos relacionados à senescência, como o desenvolvimento de 689 

fungos. Como observado na Fig. (10), o crescimento de fungos e leveduras apresenta 690 

correlação negativa com a firmeza e positiva com o teor de pectina solúvel. De fato, muitas 691 

espécies de fungos que acometem morangos são capazes de produzir enzimas pectinolíticas e 692 

celulolíticas, capazes de degradar o tecido dos frutos, culminando na perda de firmeza. 693 

Exemplos são R.stolonifer, Mucor spp. e B.cinerea,  fungos relacionados  com o 694 

desenvolvimento de soft rot, ou “podridão suave” e “bolor cinzento” em morangos, patologias 695 

que culminam com o amaciamento dos tecidos (Feliziani and Romanazzi, 2016; Petrasch et 696 

al., 2019; Romanazzi et al., 2013). Sendo assim, a proteção dos revestimentos aplicados frente 697 

ao desenvolvimento de fungos, conforme já observado, pode ser outra explicação para esses 698 

tratamentos terem exibido menor perda de firmeza.  699 

 O gráfico de correlação (Fig. (10)) também aponta uma relação inversamente 700 

proporcional entre a firmeza dos morangos e BI. Áreas acometidas pelo escurecimento 701 

enzimático têm sido relacionadas à maior propensão à perda de integridade celular (Franck et 702 

al., 2007). Ao mesmo tempo em que a perda da integridade das membranas pode otimizar o 703 

escurecimento enzimático pelo contato enzima-substrato, como já discutido anteriormente, o 704 

processo de escurecimento enzimático também pode estar relacionado à perda da firmeza. 705 

Esses resultados indicam como as variáveis avaliadas estão intimamente interligadas e como 706 

os revestimentos exibiram efeitos indiretos sobre elas. 707 

 As micrografias apresentadas na Fig. (6) corroboram os resultados de firmeza e 708 

atividade de enzimas de amaciamento, indicando maior preservação da integridade celular nos 709 

morangos revestidos. 710 

4.5 Ácido ascórbico, fenólicos totais, perfil de fenólicos e atividade antioxidante  711 

A redução do ácido ascórbico, fenólicos totais e atividade antioxidante observada nos 712 

morangos, a despeito da embalagem/revestimento, pode ser associada às reações de oxi-713 

redução comuns durante o amadurecimento e senescência dos frutos. Ao longo do 714 
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envelhecimento dos frutos, radicais livres são formados e varridos pelos antioxidantes 715 

presentes, como o ácido ascórbico e fenólicos, o que culmina com a redução desses 716 

compostos e da atividade antioxidante.  A própria oxidação de compostos fenólicos pode ser 717 

revertida pela ação redutora do ácido ascórbico, que é convertido reversivelmente a ácido 718 

dehidroascórbico, ambos compostos com atividade vitamínica C. Entretanto, caso o ácido 719 

dehidroascórbico seja oxidado, a atividade de vitamina C é perdida completamente, de forma 720 

irreversível. A oxidação de mono e dihidroxi fenóis a o-quinonas, pode portanto, ser revertida 721 

pela vitamina C (Ali et al., 2015; Landi et al., 2013). Entretanto, caso as o-quinonas se 722 

polimerizem, dão origem a melaninas, responsáveis pelo escurecimento. Essa pode ser a 723 

explicação para a forte correlação negativa observada entre BI e teor de ácido ascórbico (Fig. 724 

(10)).  725 

O efeito dos revestimentos aplicados na redução das perdas de ácido ascórbico e 726 

atividade antioxidante nos morangos pode estar relacionado, entre outros aspectos, às 727 

propriedades de barreira exibidas por esses materiais. Segundo Yaman and Bayoindirli 728 

(2002), a oxidação do ácido ascórbico pode ser atribuída à ação das enzimas fenol oxidase e 729 

ácido ascórbico oxidase, cujas atividades estão condicionadas ao teor de O2 no meio. Jiao et 730 

al. (2019) atribuíram a preservação dos teores de ácido ascórbico em pêssegos revestidos com 731 

conjugado de quitosana-ácido clorogênico à inibição da taxa respiratória; o mesmo foi 732 

reportado por Treviño-Garza et al. (2015) e Gol et al. (2013), para morangos revestidos com 733 

quitosana .De fato, quanto maior a taxa respiratória, mais rapidamente o fruto envelhece, 734 

aumentando as chances de formação de radicais livres e consumo de seu natural arsenal 735 

antioxidante. Isso justifica a correlação negativa entre o ácido ascórbico e a taxa respiratória 736 

dos morangos (Fig. (10)). Sendo assim, pela possível barreira imposta ao O2 e pela 737 

comprovada redução na atividade respiratória dos frutos, os revestimentos com ECOSN e 738 

ECWSN contribuíram para a redução das perdas de ácido ascórbico e atividade antioxidante 739 

ao longo do armazenamento dos morangos.  740 

O ácido gálico tem sido reportado como antioxidante natural, atuando contra reações 741 

de oxidação endógenas dos frutos (Polewski et al., 2002; Yen et al., 2002). Sendo assim, 742 

sugere-se que a degradação de ácido gálico, assim como ocorrido para o teor de fenólicos 743 

totais, seja atribuída aos eventos de senescência dos morangos, embora esse composto não 744 

tenha sido afetado pela embalagem/revestimento. De fato, o teor de ácido gálico apresentou 745 

correlação negativa com parâmetros como crescimento de fungos, % frutos inaptos, perda de 746 

massa, taxa respiratória, BI, pectina solúvel e atividade das enzimas PG e Cx, enquanto 747 
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correlação positiva foi demonstrada para os teores de sólidos solúveis e acidez titulável, 748 

firmeza, teor de ácido ascórbico e capacidade antioxidante, pelos três métodos avaliados (Fig. 749 

(10)).  750 

Por outro lado, a síntese de resveratrol, observada nos morangos em estudo, também 751 

pode ser associada à senescência. A enzima fenilalanina-amônia-liase (PAL), principal 752 

responsável pela síntese de antocianinas, que ocorre durante o amadurecimento e senescência 753 

de morangos, exerce papel importante na síntese de resveratrol (Wang et al., 2018; 754 

Giovinazzo et al., 2012). A correlação positiva entre as duas variáveis (Fig. (10)) pode 755 

justificar a associação do acúmulo de resveratrol com a senescência. Aceleração da taxa 756 

respiratória, ação de enzimas degradantes e crescimento fúngico são eventos envolvidos com 757 

a senescência de frutos, como o morango (Dixon and Paiva, 1995; Vogt, 2010). A síntese de 758 

resveratrol é estimulada como resposta a esses eventos (Krawczyk, 2019; Li et al., 2017; 759 

Lizard et al., 2020;  Feliziani and Romanazzi, 2016; Petrasch et al., 2019; Xu et al., 2018).  760 

De fato, quando se observa o gráfico de correlação (Fig. (11)), nota-se que o teor de 761 

resveratrol está positivamente correlacionado com a taxa respiratória, o crescimento de 762 

fungos, % de frutos inaptos, perda de massa, BI, pectina solúvel e atividade das enzimas PG e 763 

Cx, enquanto correlações negativas são observadas para firmeza, atividade antioxidante e teor 764 

de ácido ascórbico. Visto que os frutos revestidos apresentaram médias inferiores de 765 

resveratrol, em comparação aos frutos controle, sugere-se que ECOSN e ECWSN são 766 

eficientes no retardo e atenuação dos eventos envolvidos com a senescência e desordens 767 

metabólicas de morangos.  768 

 A vanilina tem sido relacionada a processos de lignificação de tecidos vegetais 769 

estressados e injuriados, sendo produzida a partir da oxidação do ácido ferúlico (Kumar and 770 

Pruthi, 2014). Sendo assim, o maior teor de vanilina observado nos morangos controle pode 771 

ser indicativo de maior dano ao tecido nesses frutos, em decorrência os eventos envolvidos 772 

com a senescência, como aumento da taxa respiratória, escurecimento enzimático, atividade 773 

de enzimas envolvidas com o amaciamento e crescimento de fungos, todos interligados. De 774 

fato, correlações positivas foram apresentadas entre essas variáveis e o teor de vanilina, ao 775 

passo que para firmeza, teor de ácido ascórbico, fenólicos totais, atividade antioxidante 776 

(FRAP e ABTS) e teor de ácido gálico, houve correlações negativas. Em adição, o fato do 777 

teor de vanilina ter apresentado correlação positiva com o crescimento de fungos, pode estar 778 

relacionada à capacidade já comprovada de certas espécies de fungos, como os do gênero 779 

Aspergillus, em produzir vanilina por meio da clivagem de ácido ferulico (Banerjee and 780 
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Chattopadhyay, 2019; Lubbers et al., 2021; Taira et al., 2018); nesse caso, o maior teor de 781 

vanilina nos frutos controle corrobora o maior crescimento de fungos, exibido por eles. Por 782 

outro lado, o fato de os frutos revestidos terem apresentado menores teores de vanilina, 783 

levando em conta as hipóteses sugeridas, reforça o efeito dos revestimentos no retardo dos 784 

processos de senescência que culminam com a perda da qualidade dos frutos. 785 

Assim como o ácido ascórbico, os compostos fenólicos também possuem efeito 786 

redutor – atribuído ao grupamento hidroxila (OH), além da capacidade quelante de metais, 787 

como Fe2+ e Cu+, relacionados a processos de degradação em frutos (Karakaya, 2004; Min 788 

and Ebeler, 2008). De fato, correlações positivas entre compostos fenólicos, teor de ácido 789 

ascórbico e atividade antioxidante, avaliada pelos três métodos, foram observadas (Fig. (10)). 790 

Sendo assim, a maior atividade antioxidante apresentada pelos frutos revestidos pode ser 791 

atribuída aos efeitos de manutenção desses componentes, pelos mecanismos já discutidos 792 

anteriormente; embora não tenha havido efeito significativo dos revestimentos sobre o teor de 793 

fenólicos totais, esses mostraram exibir influência na prevenção do escurecimento 794 

(representado pelos valores de BI), intimamente relacionado à degradação de compostos 795 

fenólicos, conforme já abordado. 796 

4.6 Deterioração dos frutos 797 

Embora os frutos PA tenham apresentado crescimento significativo de fungos mais 798 

tardiamente, os morangos ECOSN e ECWSN mantiveram menor número de proliferação, 799 

sobretudo no final do armazenamento, indicando a efetividade dos revestimentos em retardar 800 

o crescimento fúngico, nos morangos. Tendo em vista que os bionanocompósitos não 801 

apresentam, em sua composição, nenhum componente com atividade antimicrobiana 802 

comprovada, sugere-se que o efeito observado sobre a deterioração fúngica seja atribuído a 803 

mecanismos indiretos já discutidos anteriormente, como as propriedades de barreira ao O2, 804 

que limitam a atividade de  leveduras,  anaeróbias facultativas, e bolores, estritamente 805 

aeróbios (Barth et al., 2009; Franco and Landgraf, 2005) e a manutenção da integridade 806 

textural, que dificulta a permeação de microrganismos para o interior dos tecidos. As 807 

correlações positivas apresentadas entre crescimento fúngico, taxa respiratória e enzimas de 808 

amaciamento e negativas entre crescimento fúngico e firmeza (Fig. (10)) reforçam as 809 

afirmações. 810 

Lu et al. (2018) estabelecem uma classificação para a taxa de deterioração causada por 811 

bolores em morango, sendo 1= sem danos; 2= danos leves (<25%); 3= danos moderados (> 812 
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25% e <50%); 4= danos severos (>50% e <75%) e; 5= completamente danificados (>75% e 813 

<100%). Baseado nessa escala, pode-se afirmar que os morangos armazenados sob as 814 

condições do presente estudo apresentaram danos leves a moderados, sendo que os frutos 815 

ECOSN alcançaram o os 21 dias de armazenamento com uma taxa de danos leves. 816 

É importante ressaltar que, além do crescimento fúngico, a porcentagem de frutos 817 

inaptos se relacionou a outros eventos associados à senescência, tendo apresentado correlação 818 

significativa com parâmetros como perda de massa, aumento taxa respiratória, síntese de 819 

antocianinas, escurecimento enzimático (BI), perda de firmeza, elevação no teor de pectina 820 

solúvel, atividade de enzimas de amaciamento (PG e Cx), diminuição da atividade 821 

antioxidante e do teor de ácido ascórbico e aumento do teor de resveratrol (Fig. (10)). Isso 822 

indica a contribuição multivariada das variáveis avaliadas para a perda da qualidade dos 823 

morangos e ressalta a efetividade dos revestimentos aplicados sobre o retardo desses eventos. 824 

4.8 PCA e correlação de Pearson 825 

 Os gráficos de PCA (Fig. (9 a)) e clusterização hierárquica (Fig. (9 b)) reforçam o que 826 

foi abordado, mostrando que os frutos revestidos mantiveram os maiores teores de atividade 827 

antioxidante, menor degradação de sólidos solúveis e ácidos orgânicos, além de menor perda 828 

de firmeza. De fato, os morangos revestidos até os 15 dias de armazenamento englobavam 829 

subgrupos com características semelhantes às dos frutos no tempo inicial, compondo o 830 

mesmo quadrante no gráfico de PCA, o que indica manutenção da qualidade por um período 831 

maior de tempo.  A correlação com maiores valores de ângulo hue reforçam a ação dos 832 

revestimentos no retardado da síntese de antocianinas, relacionada ao processo de 833 

senescência, além de ser indicativo de menor escurecimento dos tecidos; a posição oposta ao 834 

vetor relacionado à BI reforça a afirmação. Em adição, os gráficos indicam que os frutos 835 

controle exibiram correlação mais precoce a eventos relacionados à senescência, como síntese 836 

de vanilina, escurecimento dos tecidos (representado por BI) e síntese de antocianinas – os 837 

tratamentos PA compunham o subgrupo associado a essas variáveis a partir do 12º dia de 838 

armazenamento, ao passo que o tratamento controle já englobava o subgrupo no 6º dia de 839 

armazenamento. Ainda que eventos de senescência, como maior atividade de enzimas de 840 

amaciamento, degradação da parede celular, crescimento de fungos, aumento do percentual de 841 

frutos inaptos, perda de massa e síntese de resveratrol tenham apresentado correlação com os 842 

frutos nos últimos tempos de armazenamento, a despeito do tratamento, estes foram menos 843 

intensos nos frutos revestidos, o que reforça a efetividade dos revestimentos no retardo desses 844 

eventos. Essa afirmação é reforçada pelo fato de que os tratamentos PA, a partir do tempo 12 845 
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e controle, a partir do tempo 6, englobavam o mesmo subgrupo dos tratamentos revestidos ao 846 

18º e 21º dias de armazenamento, indicando que esses tratamentos, especialmente controle, 847 

exibiram tais eventos de senescência mais precocemente em relação aos tratamentos 848 

revestidos. Em adição, o fato de os tratamentos PA e controle nos últimos dias de 849 

armazenamento (18 e 21) terem formado um subgrupo distinto dos tratamentos revestidos, 850 

nos mesmos tempos de armazenamento, indica que os eventos de senescência foram mais 851 

intensos nesses tratamentos, especialmente no controle, que ainda formava outros subgrupos 852 

distintos de PA, nos tempos 18 e 21.  853 

 O fato da maior parte das variáveis estudadas ter exibido correlações significativas 854 

entre si (Fig. (10)) indica a íntima relação entre os parâmetros, mostrando que a perda da 855 

qualidade dos morangos não está associada a um ou mais eventos isolados e sim à 856 

combinação de diversas variáveis, relacionadas direta ou indiretamente. Sendo assim, o efeito 857 

inicial dos revestimentos sobre a diminuição da atividade respiratória e taxa metabólica dos 858 

frutos acaba influenciando numa série de outros eventos, como demonstrado ao longo do 859 

trabalho, provando, pois, a efetividade dos revestimentos com ECOSN e ECWSN no 860 

prolongamento da vida útil e manutenção da qualidade dos morangos. 861 

5 Conclusões  862 

O revestimento dos morangos com bionanocompósitos à base de fécula de mandioca 863 

reforçados com nanofibrilas celulósicas de palha de aveia e trigo foi efetivo no retardo no 864 

metabolismo dos morangos armazenados a 2 ºC, atrasando e minimizando uma série de 865 

eventos relacionados a senescência. 866 

Os morangos revestidos obtiveram melhor desempenho que aqueles armazenados em 867 

embalagem selada de poliamida, indicando que os revestimentos elaborados apresentam 868 

potencial para substituição de embalagens convencionais. Em adição, o fato dos morangos 869 

revestidos terem apresentado melhor desempenho que os frutos controle, ambos armazenados 870 

em mesma embalagem, indica o mínimo efeito exercido pela tampa rígida de polipropileno na 871 

manutenção da qualidade dos morangos ao longo do armazenamento, o que permite afirmar 872 

que o uso de uma segunda embalagem para os frutos revestidos é dispensável, reforçando 873 

ainda mais a efetividade e potencial dos revestimentos elaborados como alternativa 874 

biodegradável para a manutenção da qualidade pós-colheita de morangos. 875 

 Tendo em vista que a composição e as características de frutas e hortaliças são 876 

variáveis, estudos envolvendo a aplicação dos revestimentos elaborados em outros frutos ou 877 
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hortaliças, ou até mesmo em outras matrizes alimentares, devem ser conduzidos, a fim de 878 

testar sua efetividade e expandir as possibilidades de aplicação. Em adição, futuros estudos 879 

envolvendo diferentes métodos de aplicação dos revestimentos na superfície dos frutos podem 880 

ser conduzidos a fim de otimizar o processo. 881 
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 1200 

Legenda de figuras 1201 

Fig.1 Morangos utilizados no ensaio. (a) morangos com revestimento comestível recém-1202 

aplicados; (b) morangos revestidos após secagem do revestimento; (c) deteriorações visuais 1203 

nos frutos; (d) morangos embalados de acordo com o tratamento. ECOSN: edible coating with 1204 

oat straw nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw nanofibrils. 1205 

Fig.2 Gráficos de barra e gráficos de regressão polinomial para as variáveis taxa respiratória 1206 

(a); CO2 no headspace (b) e perda de massa (c) de morangos em diferentes tipos de 1207 

embalagens armazenados a frio por 21 dias. ECOSN: edible coating with oat straw 1208 
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nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw nanofibrils; PA: morangos 1209 

armazenados em embalagem de polipropileno selada com poliamida. Barras de erros nos 1210 

gráficos de barras indicam os valores de desvio-padrão. Tratamentos seguidos das mesmas 1211 

letras (dentro do mesmo tempo de armazenamento) não diferem entre si pelo teste de Scott 1212 

Knott a 0.05 de significância. 1213 

Fig.3 Gráficos de barra e gráficos de regressão polinomial para as variáveis acidez titulável 1214 

(a); pH (b) e sólidos solúveis (c) de morangos em diferentes tipos de embalagens 1215 

armazenados a frio por 21 dias. ECOSN: edible coating with oat straw nanofibrils; ECWSN: 1216 

edible coating with wheat straw nanofibrils; PA: morangos armazenados em embalagem de 1217 

polipropileno selada com poliamida. Barras de erros nos gráficos de barras indicam os valores 1218 

de desvio-padrão. Tratamentos seguidos das mesmas letras (dentro do mesmo tempo de 1219 

armazenamento) não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 0.05 de significância. 1220 

Fig.4 Gráficos de regressão polinomial para parâmetros de coloração e teor de antocianinas de 1221 

morangos em diferentes tipos de embalagens armazenados a frio por 21 dias. ECOSN: edible 1222 

coating with oat straw nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw nanofibrils; PA: 1223 

morangos armazenados em embalagem de polipropileno selada com poliamida. Tratamentos 1224 

seguidos das mesmas letras (dentro do mesmo tempo de armazenamento) não diferem entre si 1225 

pelo teste de Scott Knott a 0.05 de significância. 1226 

Fig.5 Gráficos de barra e gráficos de regressão polinomial para os parâmetros relacionados à 1227 

textura de morangos em diferentes tipos de embalagens armazenados a frio por 21 dias. 1228 

ECOSN: edible coating with oat straw nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw 1229 

nanofibrils; PA: morangos armazenados em embalagem de polipropileno selada com 1230 

poliamida. Barras de erros nos gráficos de barras indicam os valores de desvio-padrão. 1231 

Tratamentos seguidos das mesmas letras (dentro do mesmo tempo de armazenamento) não 1232 

diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 0.05 de significância. 1233 

Fig.6 Micrografias obtidas em MEV para morangos em diferentes tipos de embalagens 1234 

armazenados a frio aos 0, 12 e 21 dias. ECOSN: edible coating with oat straw nanofibrils; 1235 

ECWSN: edible coating with wheat straw nanofibrils. Magnificação 350 x. 1236 

Fig.7 Gráficos de barra e gráficos de regressão polinomial para as variáveis teor de ácido 1237 

ascórbico, fenólicos totais, perfil de fenólicos e atividade antioxidante de morangos em 1238 

diferentes tipos de embalagens armazenados a frio por 21 dias. ECOSN: edible coating with 1239 

oat straw nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw nanofibrils; PA: morangos 1240 
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armazenados em embalagem de polipropileno selada com poliamida. Barras de erros nos 1241 

gráficos de barras indicam os valores de desvio-padrão. Tratamentos seguidos das mesmas 1242 

letras (dentro do mesmo tempo de armazenamento) não diferem entre si pelo teste de Scott 1243 

Knott a 0.05 de significância. 1244 

Fig.8 Gráficos de regressão polinomial para as variáveis bolores e leveduras (a) e % de frutos 1245 

inaptos (b) de morangos em diferentes tipos de embalagens armazenados a frio por 21 dias. 1246 

ECOSN: edible coating with oat straw nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw 1247 

nanofibrils. Barras de erros nos gráficos de barras indicam os valores de desvio-padrão. 1248 

Tratamentos seguidos das mesmas letras (dentro do mesmo tempo de armazenamento) não 1249 

diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 0.05 de significância. 1250 

Fig.9 Análise de componentes principais (PCA) (a) e clusterização hierárquica (b) das 1251 

variáveis avaliadas em morangos em diferentes tipos de embalagens armazenados a frio por 1252 

21 dias. SS: soluble solids; TA: titratable acidity; MY: molds and yeasts; IF: inapt fruits; ML: 1253 

mass loss; RR: respiration rate; BI: browning index; SP: soluble pectin; PG: 1254 

poligalacturonase; PME: pectinametilesterase; Cx: celulase; AA β-carot./lin.acid: antioxidant 1255 

activity β-carotene/linoleic acid method; AA FRAP: antioxidant activity FRAP method; AA 1256 

ABTS: antioxidant activity ABTS method; TP: total phenolics; GA: gallic acid. ECOSN: 1257 

edible coating with oat straw nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw 1258 

nanofibrils; PA: morangos armazenados em embalagem selada com poliamida. Tratamentos 1259 

circulados no gráfico de PCA correspondem aos principais subgrupos formados na análise de 1260 

clusterização hierárquica. 1261 

Fig.10 Gráfico de correlação para as variáveis avaliadas em morangos em diferentes tipos de 1262 

embalagens armazenados a frio por 21 dias. SS: soluble solids; TA: titratable acidity; MY: 1263 

molds and yeasts; IF: inapt fruits; ML: mass loss; RR: respiration rate; BI: browning index; 1264 

SP: soluble pectin; PG: poligalacturonase; PME: pectinametilesterase; Cx: celulase; AA β-1265 

carot./lin.acid: antioxidant activity β-carotene/linoleic acid method; AA FRAP: antioxidant 1266 

activity FRAP method; AA ABTS: antioxidant activity ABTS method; TP: total phenolics; 1267 

GA: gallic acid. Coloração azul indica correlações positivas e coloração vermelha, 1268 

correlações negativas. O tamanho das esferas e a intensidade da coloração são proporcionais 1269 

ao grau de correlação. Áreas marcadas com X indicam correlação não significativa (p > 0.05). 1270 
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Tabela 1  

PCA-loadings 

 Médias marcadas com * indicam correlação significativa com PC (p < 0.05). SS: soluble 

solids; TA: titratable acidity; MY: molds and yeasts; IF: inapt fruits; ML: mass loss; RR: 

respiration rate; BI: browning index; SP: soluble pectin; PG: poligalacturonase; PME: 

pectinametilesterase; Cx: celulase; AA β-carot./lin.acid: antioxidant activity β-

carotene/linoleic acid method; AA FRAP: antioxidant activity FRAP method; AA ABTS: 

antioxidant activity ABTS method; TP: total phenolics; GA: gallic acid.

Variable PC1 PC2 

CO2 0.31 -0.39* 

pH 0.47 -0.03 

SS -0.76* 0.35* 

TA -0.84* -0.07 

MY 0.79* 0.16 

IF 0.78* 0.43* 

ML 0.85* 0.44* 

RR 0.74* -0.03 

Anthocyanins 0.83* -0.04 

L* -086* -0.01 

C* -0.39 -0.69* 

hue -0.78* 0.06 

BI 0.74* -0.54* 

Firmness -0.67* 0.26 

SP 0.79* 0.32 

PG 0.89* 0.12 

PME -0.03 -0.22 

Cx 0.86* 0.36* 

AA β-car./Lin.acid -0.47 -0.03 

AA FRAP -0.65 0.35* 

AA ABTS -0.40 0.50* 

Ascorbic acid -0.69* 0.42* 

TP -0.63 0.19 

GA -0.38 0.33 

Vaniliin 0.34 -0.78* 

Resveratrol 0.79* 0.35* 
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ARTIGO 4: Bionanocompósitos a base de amido de mandioca reforçados com 1 

nanofibrilas celulosídicas de palhas de aveia e trigo como revestimento comestível em 2 

cenouras minimamente processadas 3 

 4 

*Artigo elaborado segundo as normas da revista Scientia Horticulturae 5 

 6 

Rafael Carvalho do Lago, Elídio Zaidine Maurício Zitha, Ana Lázara Matos de Oliveira, 7 

Danilo José Machado de Abreu, Elisângela Elena Nunes Carvalho, Gustavo Henrique Denzin 8 

Tonoli, Eduardo Valério de Barros Vilas Boas 9 

Resumo 10 

Bionanocompósitos à base de amido de mandioca reforçados com nanofibrilas celulósicas 11 

obtidas das palhas de aveia (ECOSN) e trigo (ECWSN) foram testados como revestimentos 12 

comestíveis em cenouras minimamente processadas, ao longo do armazenamento refrigerado. 13 

A qualidade de cenouras revestidas armazenadas em embalagem de tampa rígida de 14 

polipropileno (PP) foi comparada com a de cenouras sem revestimento armazenadas em 15 

embalagem de tampa rígida de PP e em embalagem de PP selada com polietileno de baixa 16 

densidade (PEBD), ao longo de 28 dias, à temperatura de 5 º C. Ao longo do armazenamento, 17 

observou-se dissolução de parte dos revestimentos na superfície das cenouras, provavelmente 18 

devido à presença de excessos localizados após o processo de imersão. Apesar disso, os 19 

revestimentos aplicados foram efetivos em minimizar a perda de água das cenouras e reduzir 20 

o esbranquecimento da superfície, consequência da ação combinada da perda de água e 21 

lignificação. Notou-se, a partir de micrografias obtidas em MEV, que as cenouras revestidas 22 

apresentaram maior preservação da integridade celular em relação às não revestidas. As 23 

cenouras revestidas apresentaram, ainda, maiores teores de ácido ascórbico ao longo do 24 

armazenamento, indicando menor incidência de processos degradativos. O aumento do teor de 25 

fenólicos, associado ao processo de lignificação, foi o fator que mais influenciou as 26 

modificações de firmeza nas cenouras avaliadas. A análise de fenólicos individuais indicou 27 

menor atividade de lignificação nas cenouras revestidas. Confirma-se a efetividade dos 28 

revestimentos elaborados na manutenção da qualidade pós-colheita de cenouras minimamente 29 

processadas. Ainda que ambos os revestimentos tenham apresentado efetividade, o 30 

desempenho de ECOSN foi superior, mantendo por mais tempo a qualidade das cenouras.  31 
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Palavras-chave: nanofibrilas de celulose; lignificação; perda de água; fenólicos; ácido 32 

ascórbico; MEV. 33 

1 Introdução  34 

 O mercado de vegetais minimamente processados vem ganhando cada vez mais 35 

espaço, devido a maior busca dos consumidores por produtos saudáveis, naturais e com apelo 36 

funcional, que sejam viáveis do ponto de vista de conveniência (Hasan et al., 2020; Jideani et 37 

al., 2017; Prakash et al., 2018; Ramos et al., 2021; Yousuf et al., 2018). A cenoura (Daucus 38 

carota) se destaca como um dos vegetais mais populares no setor de minimamente 39 

processados, devido à sua versatilidade de uso e formas de apresentação ao consumidor, além 40 

dos atributos sensoriais, valor nutricional  e apelo funcional, destacados pelos teores de ácido 41 

ascórbico, fibras, minerais, antioxidantes, flavonoides e outros compostos fenólicos e 42 

carotenoides, com destaque para α-caroteno e β-caroteno, considerados pró-vitamina A, e o 43 

licopeno (Arscott and Tanumihardjo, 2010; Dias, 2014; Hammaz et al., 2021; Passos et al., 44 

2017; Shigematsu et al., 2018; Villafañe, 2017). Entretanto, os danos causados pelo processo 45 

de corte e descasque alteram a integridade das cenouras e acabam por limitar sua qualidade e 46 

seu valor nutricional. Podem ser destacados como um dos principais fatores limitantes da 47 

qualidade de cenouras minimamente processadas o esbranquecimento da superfície, resultado 48 

dos processos de lignificação e desidratação, que causam a perda do aspecto brilhante e 49 

alaranjado, característico da cenoura (Chen et al., 2018; Fai et al., 2016; Lai et al., 2013; 50 

Sharma et al., 2018). 51 

 Estratégias para manutenção da qualidade de cenouras minimamente processadas são 52 

pensadas. Dentre elas destaca-se o estudo acerca de embalagens, que, além de exercerem 53 

barreira a perda de água, podem promover a modificação atmosférica, reduzindo o 54 

metabolismo e retardando as consequentes reações de oxidação que culminam na perda de 55 

qualidade (Odoch et al., 2021; Yousuf et al., 2018). Nesse contexto, o uso de embalagens e 56 

revestimentos comestíveis biodegradáveis vem ganhando destaque, devido ao apelo ecológico 57 

e às inúmeras possibilidades que esses materiais oferecem, como a extensa lista de 58 

alternativas de matérias primas e a possibilidade de carrear substâncias com atividade 59 

específica, como antimicrobianos e antioxidantes; para além disso, diferentes matrizes podem 60 

ser combinadas, a fim de otimizar as propriedades e os efeitos benéficos dos materiais 61 

elaborados (Galgano et al., 2015; Hassan et al., 2018; Liu et al., 2020; Sharma et al., 2019; 62 

Tavassoli-Kafrani et al., 2020). Por exemplo, tem-se a combinação de polissacarídeos, como o 63 

amido, que apresentam boas propriedades de barreira a gases, com nanofibrilas celulósicas 64 
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(NFC’s) que conferem rigidez e reduzem a hidrofilicidade dos materiais (Rajinipriya et al., 65 

2018; Sharma et al., 2019; Thakur et al., 2019; Xu et al., 2020). 66 

 Em estudos prévios (Lago et al., 2021, 2020), bionanocompósitos à base de amido de 67 

mandioca reforçados com NFC’s obtidas a partir de palhas de aveia e trigo foram 68 

desenvolvidos e testados quanto às propriedades mecânicas e de barreira, tendo exibido bom 69 

desempenho, como alta rigidez e hidrofilicidade reduzida, sinalizando potencial para 70 

aplicação como revestimento comestível.  71 

 Sendo assim, com o intuito de testar a viabilidade de aplicação dos materiais 72 

elaborados como revestimento comestível e desenvolver alternativas biodegradáveis para a 73 

manutenção da qualidade pós-colheita de cenouras, o objetivo desse estudo foi avaliar os 74 

efeitos da aplicação de bionanocompósitos à base de amido de mandioca reforçados com 75 

NFC’s de palha de aveia e trigo como revestimento comestível sobre a qualidade de cenouras 76 

minimamente processadas ao longo do armazenamento refrigerado.  77 

2 Material e métodos  78 

2.1 Aquisição da matéria prima 79 

 As cenouras e o amido de mandioca foram adquiridos no comércio local de Lavras, 80 

MG, Brasil. A solução de sorbitol foi adquirida de Dinâmica®, Piracicaba, SP, Brasil. As 81 

palhas de aveia e trigo utilizadas para o preparo das nanofibrilas foram cedidas pela SL 82 

Alimentos/LTDA e pela EPAMIG/Fazenda experimental de Lavras, MG, Brasil, 83 

respectivamente. Já as embalagens de polipropileno e de PEBD foram adquiridas de 84 

fornecedores padrão. 85 

2.2 Preparo das soluções filmogênicas 86 

 Soluções filmogênicas contendo 3 % (m/v) de amido de mandioca e 30 %  (em relação 87 

ao peso do amido) foram preparadas, segundo Guimarães et al. (2015). Após a gelatinização 88 

do amido (80 º C, 20 min., 750 rpm), duas soluções distintas foram preparadas; a uma, 89 

adicionou-se 50% (m/v) de gel de nanofibrilas de palha de aveia e a outra, 30% (m/v) de gel 90 

de nanofibrilas de palha de trigo. Os géis de nanofibrilas foram obtidos por tratamento 91 

alcalino das palhas, seguido por passagens consecutivas em microfibrilador; as concentrações 92 

utilizadas foram as que resultaram em melhores desempenhos em ensaios mecânicos e de 93 

propriedades de barreira (Lago et al., 2021, 2020). 94 

2.3 Revestimento das cenouras 95 
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 Após a aquisição, as cenouras foram transportadas à Planta Piloto de Processamento 96 

Mínimo de Vegetais, do Departamento de Ciência dos Alimentos (DCA), da Universidade 97 

Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG, Brasil. Inicialmente, foram lavadas com água 98 

corrente e detergente neutro, para remoção de sujidades, seguido de sanitização com 99 

hipoclorito de sódio (NaClO) a 200 ppm, por 15 min. Em seguida, as cenouras tiveram as 100 

cascas removidas, com auxílio de descascador manual e foram cortadas, em rodelas de 101 

aproximadamente 0.5 cm, com auxílio de processador mecânico, sendo submetidas a uma 102 

segunda higienização com NaClO, a 50 ppm, por 5 min. Após a segunda higienização, as 103 

fatias de cenoura foram imersas nas soluções filmogências por 5 min., drenadas sob superfície 104 

telada e mantidas à 5ºC/90% de umidade relativa, até completa secagem da solução 105 

filmogênica (8 h). As fatias de cenoura revestidas foram, então, acondicionadas em 106 

embalagens de polipropileno (PP), de 3,5 x 11,5 x 15 cm, fechadas com tampa de encaixe do 107 

mesmo polímero. Cenouras não revestidas foram submetidas às mesmas condições das 108 

revestidas, substituindo-se o revestimento por água destilada e acondicionadas em embalagens 109 

de PP. Enquanto a embalagem do grupo controle foi fechada por tampa de encaixe do mesmo 110 

polímero, um segundo grupo de cenouras não revestidas teve suas embalagens de PP seladas 111 

com polietileno de baixa densidade (PEBD) de 60 micrômetros. Após embalagem, as 112 

cenouras foram armazenadas em câmara fria, à 5 ± 1º C e 90 ± 5 % de umidade relativa, por 113 

28 dias. 114 

2.4 Delineamento experimental 115 

 Foi utilizado um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com fatorial 4 x 5, 116 

sendo 4 níveis do fator revestimento (cenouras revestidas com bionanocompósitos a base de 117 

amido de mandioca reforçados com nanofibrilas de palha de aveia (ECOSN), cenouras 118 

revestidas com bionanocompósitos a base de amido de mandioca reforçados com nanofibrilas 119 

de palha de trigo (ECWSN), cenouras sem revestimento armazenadas em embalagem PP 120 

selada com PEBD (PEBD)e cenouras sem revestimento armazenadas em embalagem PP com 121 

tampa de encaixe (controle)) e 5 níveis do fator tempo de armazenamento (0, 7, 14, 21 e 28 122 

dias), em três repetições. Cada repetição era composta por três embalagens com 100 g de 123 

cenouras cada. Na Fig. (1 a) são mostradas imagens das cenouras nos diferentes tratamentos. 124 

2.5 Análises  125 

As variáveis perda de massa, firmeza, análise microestrutural, taxa respiratória, CO2 126 

no heaspace, coloração, pH, sólidos solúveis (SS), acidez titulável (AT) e análises 127 
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microbiológicas foram avaliadas nas cenouras frescas, a cada tempo de armazenamento. As 128 

demais análises foram realizadas nas amostars previamente homogeneizadas, congeladas 129 

em N2 líquido e armazenados em freezer a -80ºC. 130 

2.5.1 Parâmetros gerais de qualidade 131 

 Como parâmetros gerais de qualidade de cenouras minimamente processadas foram 132 

considerados a taxa respiratória, o teor de CO2 no headspace, a perda de massa e os teores de 133 

pH, acidez titulável, sólidos solúveis e açúcares redutores. 134 

O teor de CO2 foi mensurado com auxílio do analisador de gases PBI Dansensor 135 

Checkpoint 9900 (PBI-Dansensor A / S, Ringsted, Dinamarca). Para o monitoramento do teor 136 

de CO2 no interior das embalagens (headspace), a sonda era inserida na tampa/revestimento 137 

das embalagens, antes da abertura, e o valor de CO2 produzido era obtido, em porcentagem. 138 

Para a taxa respiratória, amostras de cenouras de cada repetição eram acondicionadas em 139 

frascos de vidro hermeticamente fechados, mantidos na câmara fria, sob as mesmas condições 140 

de armazenamento, e as leituras eram realizadas após o período de três horas. Os resultados 141 

foram expressos em mL CO2 kg-1 h-1. 142 

A perda de massa das cenouras ao longo do tempo de armazenamento foi avaliada por 143 

meio de pesagem das embalagens em balança analítica, considerando a massa inicial (no 144 

tempo 0) e a massa a cada tempo de armazenamento, conforme Eq.(1). Embalagens 145 

exclusivas para a análise foram utilizadas, sendo pesadas sempre as mesmas amostras, a cada 146 

tempo de avaliação.  147 

𝑃𝑒𝑟𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 (%) =
𝑀𝑖 − 𝑀𝑓

𝑀𝑖
 × 100 148 

Eq.(1)  149 

Em que: Mi: massa inicial (tempo 0); e Mf: massa final (correspondente a cada tempo de 150 

armazenamento avaliado). 151 

O pH foi medido em potenciômetro (Tecnal TEC-3MP), o teor de acidez titulável foi 152 

determinado por titulação com solução de NaOH 0.1M, utilizando como indicador a 153 

fenolftaleína e o teor de sólidos solúveis (SS) foi determinado por refratometria em 154 

refratômetro digital (Atago PAL-1, Tokyo, Japan) (AOAC INTERNATIONAL, 2016). As 155 

determinações foram feitas em homogenato filtrado. O teor de açúcares redutores foi 156 
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determinado pelo método de ácido dinitrosalicílico (ADNS), utilizando extrato etanólico e a 157 

glicose (10 – 1000 µg mL-1) como padrão, segundo Muley and Singhal (2020). 158 

2.5.2 Coloração e teor de carotenoides  159 

A coloração das cenouras foi avaliada com auxílio do colorímetro Konica Minolta CR-160 

400, iluminante D65, com determinação das variáveis L*, a*, b*, Croma (C*) e ângulo hue. A 161 

coloração foi medida em lados opostos das fatias de cenoura, em duas regiões distintas, região 162 

central e região lateral (Fig. (1 b)). Os valores de L*, a* e b* foram utilizados para o cálculo 163 

do índice de esbranquecimento, ou whiteness index (WI), conforme a Eq. (2). 164 

WI = 100 − [(100 − L ∗)2 +  𝑎 ∗2+ 𝑏 ∗2]1/2 165 

Eq. (2) 166 

 Para a avaliação do teor de carotenoides totais foi utilizada a metodologia proposta por 167 

Rodriguez-Amaya (2001). Em resumo, 5 g de produto congelado foram homegeneizados com 168 

20 mL de acetona PA e submetidos a agitação, por 20 min. Em seguida, o produto foi filtrado 169 

em papel filtro e o resíduo lavado com acetona PA até completa descoloração. O produto 170 

obtido da lavagem do resíduo foi combinado com éter de petróleo (30 mL) + água destilada 171 

(100 mL), em funis de separação. Após a separação das fases, a fração polar (acetona + água) 172 

era recolhida e descartada, sendo o processo repetido por três vezes, para completa remoção 173 

da acetona. Após esse procedimento, o extrato etílico obtido foi completado para 50 mL com 174 

éter de petróleo e as leituras realizadas em espectrofotômetro a 444 nm, 450 nm, 465 nm, 462 175 

nm e 470 nm, absorbâncias correspondentes a α-caroteno, β-caroteno, δ-caroteno, γ-caroteno 176 

e licopeno, respectivamente. O resultado foi expresso como teor de carotenoides totais (µg 177 

100 g-1 ) e calculado conforme a Eq. (3). 178 

𝐶𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠 (𝑔 100 𝑔−1) =
𝐴 𝑥 𝑉 𝑥 106

𝐴1𝑐𝑚1% 𝑥 𝑀 𝑥 100
 179 

Eq. (3) 180 

Em que: A: absorbância da solução no comprimento de onda específico; V : volume final da 181 

solução; A1cm1% : coeficiente de extinção ou coeficiente de absortividade molar de um 182 

pigmento em um determinado solvente específico, no caso o éter de petróleo e; M: massa da 183 

amostra tomada para a análise, em g. 184 

2.5.3 Parâmetros texturais 185 
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 A firmeza das fatias de cenoura foi mensurada com auxílio de penetrômetro Magness 186 

– Taylor. Fatias de cenoura foram perfuradas com sonda de 3 mm de diâmetro em duas 187 

regiões distintas, região central e região lateral, paralelas ao corte. Os resultados foram 188 

expressos em N.  189 

Para avaliação da atividade das enzimas de amaciamento, poligalacturonase (PG), 190 

pectinametilesterase (PME), β-galactosidase (β-gal.) e celulase (Cx), extratos enzimáticos 191 

foram preparados segundo Wang et al. (2020), com pequenas modificações. Dez gramas  do 192 

tecido congelado foram mixados com 10 mL de tampão Tris-HCl 50 mmol L-1 (pH= 7.0), 193 

sendo submetidos à centrifugação (12,000 x g, 4ºC) por 30 minutos. O sobrenadante 194 

(extrato bruto) foi recolhido e armazenado a 4ºC, até a realização das análises. O teor de 195 

proteína dos extratos enzimáticos foi determinado segundo técnica de Bradford (1976). A 196 

atividade enzimática, para as quatro enzimas, foi expressa em U g de proteína-1 h-1. A 197 

unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de 198 

liberar 1 µmol de ácido galacturônico (PG), grupos carboxílicos (PME), nitrofenol (β-gal.) 199 

ou açúcares redutores (Cx). As leituras foram realizadas em leitor de microplacas (EZ Read 200 

2000), em triplicata. 201 

Para a determinação da atividade de PG, utilizou-se metodologia adaptada por Wang 202 

et al. (2020), com mínimas modificações. Alíquotas de 0,5mL de extrato bruto foram 203 

combinadas com 1,0mL de tampão acetato 50mmol L-1 (pH= 5,5) contendo 0,5% (p/v) de 204 

ácido poligalacturônico, como substrato. Um controle foi feito para cada amostra, utilizando-205 

se tampão acetato isento de substrato. Após incubação à 37ºC por 1 h, foram adicionados às 206 

misturas 1,5 mL de solução DNS (1% 3,5 ácido dinitrosalicílico e 30% de tartarato de sódio e 207 

potássio em 0,4 mol L-1 de NaOH). A reação foi interrompida pela adição dos tubos em 208 

banho maria fervente, por 5 min. Após arrefecimento em temperatura ambiente, foram 209 

adicionados aos tubos 25 mL de água destilada e realizada as leituras a 540 nm.  210 

A atividade de PME foi determinada conforme Verma et al. (2015). Quinze mililitros 211 

de solução de NaCl 0.15 M contendo 0,25% (m/v) de pectina cítrica foram adicionados a 200 212 

µL do extrato enzimático. O volume foi completado para 30 mL com água destilada e o pH 213 

ajustado a 8.0 com NaOH 0.1M. Após incubação a 30ºC por 1 h, as soluções foram tituladas 214 

com NaOH 0.1 M até viragem de cor, utilizando como indicador a fenolftaleína. O volume de 215 

NaOH utilizado na titulação foi anotado e utilizado para o cálculo, confome a Eq. (4).  216 

𝑃𝑀𝐸 (𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝑚𝐿 − 1) =
(𝑚𝐿 𝑁𝑎𝑂𝐻) × (𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑁𝑎𝑂𝐻) × (1000)

(𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 (ℎ)) × (𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎(𝑚𝐿))
 217 
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Eq. (4) 218 

A atividade da β-Gal foi determinada segundo Wang et al. (2020). Um mililitro de 219 

tampão acetato (pH = 5.5) contendo 0.5% (m/v) de p-nitrofenil-β-D  galactopiranosídeo foi 220 

adicionado a 1mL do extrato enzimático. Após incubação a 37ºC por 30 min., a reação foi 221 

interrompida com a adição de solução de Na2CO3 0.2 mol L-1. A absorbância das soluções foi 222 

medida a 400 nm.  223 

Por fim, a atividade de Cx foi determinada combinando 1,5 mL de solução de 224 

carboximetilcelulose de sódio (CMC) [10 g L-1 em tampão acetato (pH = 5.5)] e 0,5 mL do 225 

extrato enzimático. O procedimento adotado foi o mesmo que para a determinação de PG, 226 

utilizando reagente DNS (Wang et al., 2020). Nesse caso, o controle consistia em 0,5 mL de 227 

extrato enzimático submetido a banho maria fervente por 5 min.  228 

O teor de pectina solúvel foi quantificado segundo técnica de Blumenkrantz and 229 

Asboe-Hansen (1973). Os extratos foram preparados segundo McCready and McComb 230 

(1952). Em resumo, 5 g do tecido congelado foram mixados com 45 mL de etanol 95% (m/v) 231 

e submetidos a agitação por 1 h. Após repouso overnight, o conteúdo foi filtrado em papel 232 

filtro e lavado com 2 x de 50 mL de etanol 95% (m/v). O resíduo das filtragens foi combinado 233 

com 50 mL de água destilada, agitado novamente, por 1 h e filtrado, constituindo o extrato. 234 

Para a determinação, 3 mL de solução de ácido sulfúrico/tetraborato de sódio (0.125 M) 235 

foram adicionados a 1 mL do extrato, em banho de gelo. Após 10 min. de fervura em banho-236 

maria e posterior arrefecimento em banho de gelo, foram adicionados 100 µL de carbazol e os 237 

tubos foram levados novamente a banho-maria fervente, por 15 min. Após arrefecimento em 238 

banho de gelo, procedeu-se a leitura, a 530 nm. 239 

 Para análise microestrutural, tiras de amostras das regiões central e lateral das fatias de 240 

cenoura eram retiradas, com auxílio de lâminas, e inseridas em microtubos contendo fixador 241 

Karnovsky modificado, sendo mantidas até o momento do preparo das amostras. Para o 242 

preparo dos espécimes, as amostras foram fraturadas em nitrogênio líquido e submetidas à 243 

desidratação em gradiente de acetona, seguida pela secagem em aparelho de ponto Crítico 244 

(Bal-Tec). Em seguida, os espécimes foram montados em stubs, submetidos à metalização em 245 

aparelho evaporador de ouro (Sputtering) (Bal-Tec) e observados em microscópico eletrônico 246 

de varredura (MEV) LEO EVO 40 XVP, no Laboratório de Microscopia Eletrônica e Análise 247 

Ultra-estrutural (LME), do Departamento de Fitopatologia, da UFLA. Foram obtidas imagens 248 

das amostras nos tempos de avaliação 0, 14 e 28 dias. 249 
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2.5.4 Ácido ascórbico, fenólicos totais, perfil de fenólicos e atividade antioxidante 250 

O teor de ácido ascórbico das cenouras foi determinado segundo Muley and Singhal 251 

(2020), com mínimas modificações. Cinco gramas de tecido congelado foram mixados com 252 

20 mL de solução de ácido metafosfórico a 2% (m/v). Após centrifugação por 8 min. à 4ºC e 253 

7,195 x g, removeu-se o sobrenadante, considerado o extrato. Cem microlitros do extrato 254 

foram combinados com 186 µL de corante 2,6-di-clorofenol indofenol  (DFI) a 0,1% (m/v) e, 255 

após 3 min. de incubação em ambiente escuro, foi realizada a leitura em leitor de microplacas 256 

(EZ Read 2000) a 518 nm. Os resultados foram comparados com uma curva analítica de ácido 257 

ascórbico (20 µg -100 µg) e expressos em mg ácido ascórbico 100 g-1. 258 

Os extratos para a determinação de atividade antioxidante e fenólicos totais foram 259 

preparados segundo Zitha et al. (2021), com algumas modificações. Em resumo, 2,5g de 260 

tecido congelado das cenouras foram mixados com 10 mL de metanol 50% (v/v) e submetidos 261 

a banho ultrassônico (4ºC, por 1 h.). Em seguida, a solução foi centrifugada a 25,400 x g, por 262 

15 min. a 4ºC. O sobrenadante foi reservado e o resíduo re-extraído com 10 mL de acetona 263 

70% (v/v), sob as mesmas condições. No final do processo, os sobrenadantes resultantes das 264 

duas extrações foram combinados, constituindo o extrato. 265 

O teor de fenólicos totais das cenouras foi avaliado pelo método de Fast blue, proposto 266 

por Medina (2011). Em resumo, 20 µL de sal de diazônio Fast Blue 0,01% (m/v) foram 267 

adicionados a 200 µL do extrato, em microplacas. Após a adição de mais 20 µL de NaOH 268 

5%, as soluções foram incubadas por 1 h em ambiente escuro. Em seguida, procedeu-se a 269 

leitura em leitor de microplacas (EZ Read 2000), a 420 nm. Os resultados foram comparados 270 

com uma curva analítica de ácido gálico (20 µg – 400 µg) e expressos em mg ácido gálico 271 

100 g-1.  272 

Para a avaliação de fenólicos individuais, extratos foram preparados conforme Cunha et 273 

al. (2021). Em resumo, 2.5g de amostra foram mixados com 20 mL de metanol grau HPLC 274 

70% (v/v) e incubados durante 1 h em banho ultrassônico, à temperatura ambiente. O extrato 275 

obtido foi centrifugado (25.406,55 x g, 4º C) durante 15 min. e posteriormente filtrado em papel 276 

de filtro com porosidade 14µm. Para a injeção das amostras, os extratos foram novamente 277 

filtrados utilizando-se filtros de membrana porosa com 0,45 µm. A quantificação e identificação 278 

dos compostos fenólicos foram realizadas em cromatógrafo líquido de alta eficiência (HPLC-279 

DAD/UV-Vis) modelo Shimadzu (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) equipado com quatro 280 

bombas de alta pressão (modelo LC-20AT), com um detector de arranjo de diodos (modelo 281 
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SPD-M20A), desgaseificador (modelo DGU-20A5), interface de CBM-20A, forno CTO-20AC 282 

e amostrador automático (modelo SIL-20A). As separações foram realizadas usando uma 283 

coluna Shimadzu Shim-pack ODS GVP-C18 (4,6 x 250 mm, 5 mm) ligada a uma pré-coluna 284 

(Shimadzu-pack ODS GVP-C18, 4,6 x 10 mm, 5µm). A fase móvel consistiu de 2% (v/v) de 285 

ácido acético em água deionizada (Fase móvel A) e 70:28:2 (v/v) de metanol/água/ácido acético 286 

(Fase móvel B), a uma taxa de fluxo de 1,0 mL.min-1 com um programa de eluição de gradiente 287 

e tempo de execução de 65 minutos. O volume de injeção foi de 20 µL. As análises foram 288 

realizadas a 15ºC. Os compostos fenólicos foram detectados a 280 nm. As soluções padrão 289 

foram diluídas em metanol e as curvas de calibração foram obtidas a partir de injeções de dez 290 

concentrações diferentes, em duplicata. Os compostos fenólicos foram identificados por 291 

comparação dos tempos de retenção com os padrões (ácido gálico, catequina, ácido 292 

clorogênico, ácido cafeico, ácido ferulico, vanilina, ácido tans-cinâmico, ácido m-cumárico, 293 

ácido p-cumárico, ácido o-cumárico e resveratrol). Os resultados foram expressos em mg do 294 

composto fenólico 100g-1 da amostra.  295 

 296 

A atividade antioxidante das cenouras foi avaliada por três metodologias distintas, 297 

método de ABTS (Zitha et al., 2021), sistema β-caroteno ácido linoleico (Zitha et al., 2021) e 298 

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) (Jiao et al., 2019). Os ensaios foram realizados em 299 

triplicada e as leituras realizadas em leitor de microplacas (EZ Read 2000). 300 

Para a determinação da atividade antioxidante pelo método de ABTS, solução de 301 

radical (ABTS•+) foi preparada combinando 7mM de persulfato de potássio e 2.5 mM de 302 

solução ABTS, sendo a mistura mantida em repouso por 16 h, em ambiente escuro e 303 

temperatura ambiente. Após esse período, a mistura de radical foi diluída em etanol, até 304 

absorbância de 0.70 ± 0.05, a 734 nm. Alíquotas de 297 µL da solução radical foram 305 

combinadas com 3 µL de extrato antioxidante das amostras e, após 6 min. de reação, foi 306 

realizada a leitura a 734 nm. Os resultados foram comparados a uma curva analítica de trolox 307 

(0 µM – 200 µM) e expressos em µM de equivalente trolox (ET) g-1. 308 

Na avaliação pelo sistema β-caroteno/ácido linoleico, 50 µL de solução de β-309 

caroteno/clorofórmio (1mg mL-1) foram combinados com 40 µL de ácido linoleico e 530 µL 310 

de Tween 40, sendo dissolvidos em 1 mL de clorofórmio. Em seguida, o clorofórmio foi 311 

evaporado da solução, a vácuo, com auxílio de oxigenador, e a mistura resultante foi diluída 312 

em água oxigenada até absorbância de 0,6 – 0,7 a 470 nm, obtendo-se a solução sistema de β-313 
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caroteno/ácido linoleico. Em seguida, alíquotas de 270 µL da solução sistema foram 314 

adicionadas em microplacas contendo 20 µL dos extratos antioxidantes das amostras, sendo 315 

realizada a leitura, a 470 nm, obtendo-se os valores de absorbância inicial (Abs. Inicial). Após 316 

incubação por 2 h em banho maria a 40 ºC, foi realizada a segunda leitura, com a obtenção 317 

dos valores de absorbância final (Abs. Final). A % de inibição da descoloração do sistema β-318 

caroteno (%proteção) foi então calculada segundo a Eq. (5) e Eq. (6). 319 

% 𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎çã𝑜 =
(𝐴𝑏𝑠. 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝐴𝑏𝑠. 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 × 100

(𝐴𝑏𝑠. 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝐴𝑏𝑠. 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)𝑠𝑖𝑠𝑡𝑒𝑚𝑎
 320 

Eq. (5) 321 

% 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒çã𝑜 = 100 − (% 𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎çã𝑜) 322 

Eq. (6) 323 

 324 

Já para a determinação pelo método de FRAP, alíquotas de 9 µl de extratos 325 

antioxidantes das amostras foram combinadas com 27 µL de água destilada e 264 µL de 326 

solução FRAP (contendo TPTZ, cloreto férrico e tampão acetato). Após incubação em banho 327 

maria à 37 ºC por 30 min., a leitura das absorbâncias das amostras foi realizada a 595 nm. Os 328 

resultados foram calculados com base em uma curva analítica de sulfato ferroso (FeSO4) (500 329 

µM a 2000 µM) e expressos em µM FeSO4 g
-1. 330 

2.5.5 Microbiológicas 331 

 As cenouras foram avaliadas microbiologicamente, ao longo do armazenamento, 332 

(Salmonella sp., coliformes totais e bolores e leveduras). 333 

A presença de Salmonella sp. foi avaliada segundo o método MLG/FSIS/USDA:2017 334 

(United States Department of Agriculture (USDA), 2017). Em resumo, 2.5 g de amostra 335 

foram pesados e adicionados a erlenmeyers contendo 225 ml de água tamponada, sendo 336 

incubados, a 37 °C, por 18 h. Posteriormente, foi realizado o enriquecimento da amostra 337 

utilizando-se os caldos tetrationato e rapaport, com incubação, a 37 °C, por 24 h.  O 338 

plaqueamento foi realizado em meio Hektoen Enteric Agar, seguido de incubação a 37 °C, 339 

por 24 h. Colônias  suspeitas foram isoladas e transferidas para tubos contendo ágar ferro 340 

tríplice açúcar (TSI) e ágar lisina de ferro (LIA), sendo incubados, a 37 °C, por 24 h e, 341 

posteriormente, submetidos a provas bioquímicas. 342 
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Para a contagem de coliformes totais, foi utilizado o método do número mais provável 343 

(NMP) 9:2015 (Kornacki et al., 2015). Em resumo, alíquotas das amostras diluídas em água 344 

tamponada eram inseridas em tubos contendo Caldo  Lauril Sulfato Triptose  (LST), em 345 

diluição seriada e incubadas a 35  °C, por 48 h. Após esse período, tubos contendo 346 

crescimento e produção de gás eram submetidos ao teste confirmativo de coliformes totais, a 347 

saber: alçadas dos tubos contendo LST eram inseridas em tubos contendo Caldo Verde 348 

Brilhante 2% (VB) e incubadas a 35 ºC, por 48 h. Após esse período, os tubos com 349 

crescimento e produção de gás eram considerados positivos para coliformes totais, sendo 350 

submetidos à contagem do NMP e os resultados expressos em NMP g-1. 351 

Já a contagem de bolores e leveduras foi realizada segundo o método de plaqueamento 352 

APHA 21:2015, com contagem das unidades formadoras de colônia (UFC) (Ryu and Wolf-353 

Hall, 2015). Alíquotas de diluições seriadas das amostras homogeneizadas em água 354 

tamponada eram submetidas a plaqueamento em superfície com meio de cultura ágar dicloran 355 

rosa de bengala cloranfenicol (DRBC). Após incubação a 25 ºC por 5 dias, foram mensurados 356 

os números de colônias típicas de bolores e colônias típicas de leveduras (após confirmação 357 

microscópica da morfologia das células), sendo a somatória considerada como contagem total 358 

e bolores e leveduras e expressa em log UFC g-1. 359 

2.6 Análise estatística 360 

Os dados obtidos foram analisados utilizando teste de médias de Scott Knott (p < 361 

0.05), regressão polinomial, análise de componentes principais (PCA), clusterização 362 

hierárquica e análise de correlação de Pearson, utilizando o software estatístico R Studio 363 

(RStudio Team, 2015). 364 

3 Resultados 365 

 Na Fig. (2) são mostradas imagens das cenouras minimamente processadas em 366 

diferentes tratamentos ao longo do armazenamento.  367 

< Fig. (2) > 368 

 As variáveis estudadas foram influenciadas pelos fatores revestimento e tempo de 369 

armazenamento de forma isolada, quando utilizou-se gráficos com teste de médias ou 370 

regressão com uma única curva, respectivamente. No caso de interação significativa entre os 371 

fatores, os resultados foram apresentados em gráficos que mesclam teste de médias com 372 

curvas de regressão. 373 
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3.1 Parâmetros gerais de qualidade 374 

 Oscilações nas médias de taxa respiratória foram observadas ao longo do tempo, com 375 

aumento nos primeiros 7 dias de armazenamento, seguido de decréscimo até os 21 dias e novo 376 

aumento, até o final do armazenamento (Fig. (3 a)). Com relação aos tratamentos, as cenouras 377 

armazenadas em embalagem de PEBD exibiram a menor média, enquanto as maiores taxas 378 

respiratórias foram notadas para as cenouras revestidas com ECOSN e ECWSN. 379 

 Independentemente do tratamento, observou-se acúmulo de CO2 no headspace, até o 380 

14° dia de armazenamento, seguido de queda (Fig. (3 b)). Diferenças significativas entre os 381 

tratamentos só foram notadas no último tempo de armazenamento, quando as cenouras 382 

ECOSN e PEBD apresentaram as maiores médias. 383 

 Observou-se aumento da perda de massa das cenouras, ao longo do armazenamento, a 384 

despeito dos tratamentos (Fig. (3 c)). Entretanto, cenouras PEBD exibiram a menor média, 385 

dos 14 aos 28 dias, em comparação aos demais tratamentos, que não diferiram entre si. Aos 386 

28 dias de armazenamento, cenouras ECOSN e ECWSN apresentaram valores de perda de 387 

massa inferiores ao controle, ainda que superiores à PEBD. A perda de massa das cenouras 388 

PEBD, ECOSN, ECWSN e controle foi da ordem de 0,2%, 0,86%, 0,75% e 1,2%, no final do 389 

armazenamento.  390 

 Notou-se tendência de redução do pH e aumento da acidez titulável (AT), sólidos 391 

solúveis (SS) e açúcares solúveis (AS) das cenouras, durante 28 dias de armazenamento, 392 

variáveis não influenciadas pelo fator revestimento (Fig. (3 d, e, f, g)). As alterações mais 393 

marcantes no pH e AT ocorreram a partir dos 14 dias, enquanto até os 14 dias de 394 

armazenamento, nas variáveis SS e AS. Os diferentes tipos de embalagem não exerceram 395 

influência significativa sobre essas variáveis. 396 

< Fig. (3) > 397 

3.3 Coloração e teor de carotenoides 398 

 Houve tendência de aumento dos valores de L* ao longo do armazenamento, tanto 399 

para a região central como para a região lateral das fatias de cenoura (Fig. (4 a-b)). Cenouras 400 

revestidas exibiram as menores médias, para ambas as regiões avaliadas, sendo que aquelas 401 

revestidas com ECOSN apresentaram os menores valores de L*. As maiores médias foram 402 

observadas para o controle. As médias obtidas para as cenouras PEBD, na região lateral, se 403 

igualaram às do controle. Comportamento semelhante foi observado para os valores de WI, 404 
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que sofreram efeito significativo da interação tempo x tratamento (Fig. (4 c-d). Um fato 405 

notável é que, na avaliação da região lateral, as cenouras revestidas com ECOSN 406 

apresentaram tendência à estabilização ao longo do armazenamento, havendo aumentos 407 

insignificantes das médias.  408 

 Observou-se tendência de queda de C*, na região central das cenouras, a despeito do 409 

tratamento utilizado (Fig. (4 e)). Já na região lateral, aumento foi notado no C* de ECOSN, 410 

enquanto oscilações foram notadas para os demais tratamentos (Fig. (4 f)). De forma geral, 411 

ECOSN determinou as maiores médias de C*, tanto na região central, quanto lateral das 412 

cenouras, ao longo do armazenamento, assim como as menores médias foram observadas, de 413 

forma geral, nas cenouras controle, especialmente na região lateral.   414 

 Em relação ao h°, alterações significativas foram observadas apenas na região central 415 

das cenouras. Redução dessa variável foi notada, enfaticamente nos 7 primeiros dias de 416 

armazenamento (Fig. (4 g)). Em média, cenouras revestidas apresentaram maiores valores de 417 

h° que as não revestidas. 418 

 Comportamentos distintos dos carotenoides totais foram notados ao longo do 419 

armazenamento das cenouras sob os diferentes tratamentos (Fig. (4 h)). Aumento seguido de 420 

queda foi observado nas cenouras revestidas, enquanto tendência de aumento foi observado 421 

nas cenouras PEBD e pequenas flutuações nas cenouras controle. Não obstante, nenhuma 422 

diferença significativa foi observada entre os tratamentos durante o armazenamento, à 423 

exceção daquelas observadas no 28° dia, quando as cenouras revestidas apresentaram as 424 

menores médias de carotenoides totais, em comparação às cenouras controle e PEBD.  425 

< Fig. (4) > 426 

3.4 Alterações texturais 427 

 Para a firmeza da região central, observou-se queda dos valores nos primeiros 7 dias 428 

de armazenamento, a partir de quando houve uma tendência de aumento até o 21º dia, seguida 429 

de nova queda, a despeito do tratamento (Fig. (5 a)). No geral, houve pouca diferença entre os 430 

tratamentos, com exceção dos dias 7 e 28, quando se observou maior média para PEBD e 431 

menor média para ECOSN, respectivamente. Em relação à firmeza da região lateral, uma 432 

tendência linear crescente foi notada para as cenouras controle e PEBD, enquanto que, para as 433 

cenouras revestidas, houve tendência de aumento nos primeiros 21 dias de armazenamento, 434 

seguida de queda (Fig. (5 b)). ECOSN determinou a maior média de firmeza da região lateral 435 
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aos 7 dias de armazenamento, enquanto as menores médias foram observadas nas cenouras 436 

revestidas, no último dia de armazenamento. 437 

 Em média, os teores de pectina solúvel foram menores nas cenouras PEBD, em 438 

comparação aos demais tratamentos, que não diferiram entre si (Fig. (5 c)).  439 

 As enzimas de amaciamento β-gal. e Cx não apresentaram variações significativas, em 440 

função do revestimento e armazenamento, exibindo médias gerais de 0.21 ± 0.05 U g-1 441 

proteína h-1 e 4.26 ± 2.60 U g-1 proteína h-1, respetivamente. PME e PG também não foram 442 

influenciadas pelo revestimento, embora sua atividade tenha reduzido e aumentado, 443 

respectivamente, durante o armazenamento (Fig. (5 d, e)).  444 

< Fig. (5) > 445 

 A modificação estrutural da parede celular das cenouras minimamente processadas em 446 

diferentes embalagens ao longo do tempo de armazenamento pode ser visualizada pelas 447 

micrografias obtidas em MEV (Fig. (6)). No início do armazenamento (tempo 0) é possível 448 

visualizar a estrutura com as cavidades e a fronteira entre as células bem delimitadas. Na 449 

metade do período de armazenamento (tempo 14), ainda que fosse visível a delimitação entre 450 

as células, alterações na estrutura já podiam ser visualizadas, com início da deformação e 451 

flacidez, sobretudo na região central das amostras controle. No final do armazenamento 452 

(tempo 28) pode-se observar a presença de células deformadas, com desaparecimento da 453 

fronteira entre as células e tecido colapsado, sobretudo nas cenouras controle e PEBD. As 454 

cenouras revestidas, especialmente aquelas revestidas com ECOSN, alcançaram o final do 455 

armazenamento com boa parte da estrutura inicial preservada, sendo ainda visível as 456 

delimitações entre as células e o formato regular.  457 

< Fig. (6) > 458 

3.5 Ácido ascórbico, fenólicos totais, perfil de fenólicos e atividade antioxidante 459 

 Aumento seguido de queda nos teores de ácido ascórbico de cenouras ECOSN e 460 

ECWSN foram observados na primeira e segunda metade do armazenamento, 461 

respectivamente (Fig. (7 a). Para as cenouras controle e armazenadas em embalagem de 462 

PEBD, oscilações nos valores com tendência à queda foram notadas ao longo do 463 

armazenamento. As cenouras revestidas se destacaram pelas maiores médias, exceto nos 464 

tempos 0 e 28, nos quais não houve diferença significativa entre os tratamentos. 465 
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 Os ácidos gálico, clorogênico, o-cumárico, ferúlico e cafeico foram identificados nas 466 

cenouras, bem como vanilina e catequina. Variações significativas foram notadas nos 467 

fenólicos totais e individuais, ao longo do armazenamento, embora nenhum efeito do 468 

revestimento tenha sido observado, exceção feita ao ácido cafeico (Fig. (7 b - i)). Com efeito, 469 

as médias de ácido cafeico de cenouras revestidas foram menores que as de cenouras controle 470 

e PEBD (Fig. (7 g)). Tendência de aumento nos teores de fenólicos totais e individuais foi 471 

observada durante o armazenamento de cenouras, à exceção da catequina, que apresentou 472 

comportamento inverso. Catequina e ácido ferúlico foram os fenólicos majoritários na 473 

primeira e segunda metade do armazenamento, respectivamente. O ácido cafeico, seguido do 474 

ácido o-cumárico, foram os fenólicos minoritários das cenouras, ao longo de todo 475 

armazenamento. 476 

 Nenhum efeito significativo foi observado para a atividade antioxidante das cenouras 477 

avaliadas pelos métodos de ABTS e sistema β-caroteno/ácido linoleico, cujas médias gerais 478 

foram 17.75 ± 6.19 µmol ET g-1 e 48.99 ± 9.02 % de proteção, respectivamente. Para a 479 

atividade antioxidante medida pelo método FRAP, tendência de aumento linear, ao longo do 480 

armazenamento, foi observada em cenouras controle e PEBD (Fig. (7 j)). Por outro lado, 481 

aumento da atividade antioxidante foi observado nas cenouras ECWSN nos primeiros 14 dias 482 

de armazenamento, seguido de queda, enquanto nas cenouras ECOSN observou-se um 483 

incremento dos valores na primeira semana de armazenamento, ao 7º dia de armazenamento, 484 

seguido de diminuição, na semana seguinte, com tendência à estabilização, a partir de então. 485 

Diferenças significativas entre os tratamentos foram notadas a partir do 7º dia de 486 

armazenamento, quando as cenouras revestidas apresentaram as maiores médias de atividade 487 

antioxidante medida pelo método FRAP. No 14º dia, cenouras ECWSN e controle exibiram as 488 

maiores médias, comparadas às demais. No 21º dia, cenouras ECOSN apresentaram a menor 489 

média, ao passo que, aos 28 dias, as menores médias foram observadas para as cenouras 490 

ECOSN e ECWSN.   491 

< Fig. (7) > 492 

3.6 Parâmetros microbiológicos 493 

Relativo aos parâmetros microbiológicos, não houve contagem significativa (25 a 250 494 

colônias) (Silva et al., 2017) de bolores e leveduras ao longo do armazenamento, a despeito 495 

do tratamento. A contagem de coliformes totais não sofreu efeito significativo do tratamento, 496 

tampouco do tempo de armazenamento, não havendo comportamento sistemático para essa 497 



194 
 

variável; quando presentes, estavam abaixo da contagem máxima estabelecida pela legislação 498 

para hortaliças frescas, in natura, preparadas (descascadas ou selecionadas ou fracionadas) 499 

sanitizadas, refrigeradas ou congeladas, para consumo humano direto, de  1 x 102 NMP g-1 500 

(BRASIL, 2001). Com base nas análises performadas, a presença de Salmonella foi 501 

descartada. 502 

3.7 Análise de componentes principais (PCA), clusterização hierárquica e correlação de 503 

Pearson 504 

A análise de componentes principais (PCA) foi conduzida, a fim de resumir o 505 

comportamento dos diferentes tratamentos em relação às variáveis estudadas, ao longo do 506 

tempo de armazenamento (Fig. (8 a)). Para facilitar a interpretação do gráfico, a análise de 507 

clusterização hierárquica também foi realizada (Fig. (8 b)). Os componentes principais (PC) 1 508 

e 2 explicam, juntos, 59.9% da variação total dos dados. Segundo os valores de loadings 509 

(Tabela 1), apresentaram correlações significativas com o PC1 as variáveis CO2 no 510 

headspace, perda de massa (ML), acidez titulável (AT), sólidos solúveis (SS), açúcares 511 

redutores (RS), L* lateral, WI central, hue central, PME, PG, fenólicos totais (TP), ácido 512 

gálico, catequina, ácido clorogênico e ácido o-cumárico. Já as variáveis taxa respiratória 513 

(RR), pH, L* central, WI lateral, hue central, C* central, C* lateral, pectina solúvel (SP) e 514 

ácido ascórbico apresentaram correlações significativas com o PC2.  515 

A análise de cluster permitiu a separação dos tratamentos em dois grandes grupos, 516 

sendo o primeiro correspondente ao tempo 0 e o segundo, aos demais tempos. Não obstante, o 517 

segundo grande grupo pode, ainda, ser dividido em diversos subgrupos. Por exemplo, o 518 

subgrupo que envolve os tratamentos controle e PEBD do tempo 7, outro que envolve 519 

controle e PEBD do tempo 14 e aquele que associa ECOSN e ECWSN, no tempo 7. Outro 520 

subgrupo é formado pelo tratamento ECOSN, nos tempos 14, 21 e 28 dias. Mais um, agora 521 

formado pelo tratamento ECWSN, também nos tempos 14, 21 e 28 dias. Finalmente, um 522 

último subgrupo, formado pelos tratamentos controle e PEBD, nos tempos 21 e 28 dias. 523 

Associando-se os gráficos de PCA e clusterização hierárquica, observa-se que os 524 

tratamentos no tempo 0 apresentaram maior correlação com as variáveis PME e catequina. 525 

ECOSN e ECWSN do tempo 7 se destacaram pelos maiores valores de hue, ácido ascórbico e 526 

RR, enquanto controle e PEBD do tempo 7, correlacionaram-se com a variável pH. Os 527 

tratamentos ECOSN nos tempos 14, 21 e 28 correlacionaram-se, principalmente, com C* 528 

(central e lateral), firmeza central e SP. Já os tratamentos ECWSN nos tempos 14, 21 e 28 se 529 
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correlacionaram com as variáveis CO2, ML, RR, FRAP, PG e ácidos gálico, ferúlico, 530 

clorogênico e o-cumárico. Os tratamentos controle e PEBD, no tempo 14, se destacaram pelas 531 

variáveis firmeza lateral, WI lateral e L* central. Por fim, os tratamentos controle e PEBD nos 532 

tempos 21 e 28 se correlacionaram com as variáveis ácido cafeico, vanilina, carotenoides, TA, 533 

TP, L* lateral e WI central.   534 

O gráfico de correlação de Pearson também foi construído (Fig. (9)), indicando as 535 

correlações exibidas entre as variáveis avaliadas e foi utilizado para reforçar a discussão dos 536 

dados, que será exposta, adiante. 537 

< Fig. (8) > 538 

< Tabela 1 > 539 

< Fig. (9) > 540 

4 Discussão 541 

4.1 Taxa respiratória e teor de CO2 no headspace 542 

 Biocompósitos à base de amido exercem comprovadamente boa barreira a gases, 543 

sendo eficazes na promoção de modificação atmosférica (Sharma et al., 2019; Thakur et al., 544 

2019). Sendo assim, esperava-se que as cenouras revestidas com ECOSN e ECWSN 545 

exibissem menor taxa respiratória em relação aos demais tratamentos, o que não aconteceu. 546 

Considerando que o produto minimamente processado é submetido a diversas operações, 547 

como descascamento, corte e elevada manipulação, a aplicação do revestimento pode 548 

constituir um stress adicional, o que contribui para a elevação da taxa respiratória. O efeito 549 

combinado do processamento mínimo + revestimento sobre o aumento da taxa respiratória em 550 

cenouras minimamente processadas foi reportado e sustentado por outros autores (Lai et al., 551 

2013; Simões et al., 2009). Entretanto, considerando que o comportamento exibido para a taxa 552 

respiratória não seguiu uma tendência crescente e que os valores oscilaram ao longo do tempo 553 

de armazenamento, as maiores médias exibidas pelas cenouras revestidas com ECOSN e 554 

ECWSN podem ser indicativos de uma diminuição na oscilação e, portanto, maior 555 

estabilidade das médias, nesses tratamentos. Em adição, a taxa respiratória pouco se 556 

correlacionou com as demais variáveis (Fig. (9)), sendo as correlações, quando significativas, 557 

muito fracas.  558 

 Houve acúmulo de CO2 no headspace das embalagens durante o armazenamento, 559 

embora em baixa intensidade, a despeito do revestimento/embalagem (Fig. (3 b)). O nível 560 
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máximo de acúmulo observado foi de 0,45% de CO2. Nìveis tão baixos de CO2 não são, 561 

normalmente, suficientes para provocar alterações significativas na fisiologia de vegetais que 562 

afetem sua qualidade e vida útil (Zagory and Kader, 1988). Logo, sob as condições de 563 

armazenamento adotadas, os revestimentos/embalagens utilizados não se mostraram boas 564 

barreiras ao CO2 atmosférico. 565 

4.2 Perda de massa, AT, pH, SS e açúcares redutores 566 

 De acordo com as curvas de regressão, nota-se a maior efetividade do PEBD na 567 

contenção da perda de massa, ao longo do desenvolvimento. A partir do 14° dia de 568 

armazenamento já é possível observar tendência de maior efetividade dos revestimentos, em 569 

comparação ao controle, embora estatisticamente comprovada pelo teste de médias, apenas no 570 

28° dia. Os resultados obtidos corroboram os de Lago et al.  (2021, 2020), que relatam que os 571 

mesmos bionanocompósitos apresentam boas propriedades de barreira, embora exibam 572 

valores de permeabilidade ao vapor d’água, absorção de água (valor Cobb) e molhabilidade 573 

superiores aos filmes de PEBD. Ainda assim, destaca-se que as médias gerais apresentadas 574 

pelas cenouras revestidas foram inferiores às do controle. Outro ponto a ser considerado é que 575 

a solubilização de parte da solução filmogênica, observada ao longo do armazenamento, em 576 

algumas fatias de cenoura (Fig. (1 c)) pode ter influenciado para maiores valores de perda de 577 

massa nas amostras revestidas. De fato, os revestimentos aplicados, embora tenham exibido 578 

boas propriedades de barreira a gases, têm caráter hidrofílico (Lago et al., 2021, 2020), o que 579 

pode ter otimizado a perda por evaporação. Ainda que as fatias submetidas à imersão em 580 

solução filmogênica tenham sido drenadas e secas antes do armazenamento, a superfície lisa 581 

das fatias e alta viscosidade das soluções podem ter contribuído para a ocorrência de excessos 582 

localizados. Com o decorrer do armazenamento sob alta umidade relativa, esses excessos 583 

podem ter se dissolvido e sofrido evaporação, superestimando, portanto, os reais valores de 584 

perda de massa. (Fai et al., 2016), por exemplo, testaram o revestimento de cenouras 585 

minimamente processadas com soluções biodegradáveis sob diferentes métodos de aplicação 586 

e constataram que as cenouras revestidas pelo método de spraying exibiram menor perda de 587 

massa que aquelas cujo revestimento foi aplicado por imersão. Sendo assim, maiores estudos 588 

envolvendo diferentes métodos de aplicação dos revestimentos elaborados devem ser 589 

conduzidos, a fim de otimizar o processo. É importante ressaltar que, mesmo com a perda 590 

parcial ao longo do armazenamento, as soluções filmogênicas foram eficazes em promover a 591 

hidratação das fatias de cenoura e amenizar a perda de água. De fato, Fai et al. (2016) 592 

enfatizaram que, além da barreira ao vapor d’água imposta, revestimentos comestíveis de 593 
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caráter hidrofílico, como os do presente estudo, reduzem a perda de água de cenouras 594 

minimamente processadas promovendo a hidratação da  superfície. 595 

 A acidez de cenoura é, normalmente, associada à presença de ácidos orgânicos, como 596 

o málico, oxálico, fumárico, chiquímico e tartárico (Guimarães et al., 2016a). Não obstante, o 597 

incremento da acidez e consequente redução do pH, ao longo do tempo de armazenamento 598 

pode ser relacionado, pelo menos parcialmente, ao aumento do teor de compostos fenólicos. 599 

Babic et al. (1993), por exemplo, comentaram que o aumento de ácidos em cenouras 600 

minimamente processadas pode estar relacionado com o processo de lignificação e 601 

suberização e também com o mecanismo de defesa contra microrganismos. De fato, 602 

compostos fenólicos relacionados ao processo de defesa, como ácido gálico e o ácido 603 

clorogênico, bem como aqueles associados ao processo de lignificação, como o ácido ferúlico, 604 

ácido o-cumárico e ácido cafeico, possuem caráter ácido e podem contribuir para o aumento 605 

da acidez titulável (Campos et al., 2011; Guimarães et al., 2016a). Sendo assim, o incremento 606 

desses compostos, observado ao longo do armazenamento, pode ter contribuído para o 607 

aumento da acidez das cenouras. Com efeito, correlações positivas foram notadas entre o teor 608 

de AT e o total de fenólicos, bem como os fenólicos ácidos (Fig. (9)), o que reforça a 609 

hipótese. Em contraponto, o decréscimo nos valores de pH é atribuído a essa acidificação, o 610 

que é reforçado pela correlação negativa apresentada entre pH e AT (Fig. (9)). Ressalta-se que 611 

a AT e o pH não foram influenciados pelos revestimentos/embalagens. 612 

O aumento do teor de SS ao longo do armazenamento pode ser atribuído a diferentes 613 

eventos. Num primeiro momento, pode estar relacionado à perda de massa, que promove a 614 

concentração de açúcares no produto. Por outro lado, esse aumento pode estar relacionado à 615 

presença de compostos de parede celular, como pectina e açúcares resultantes da quebra das 616 

cadeias de ácido galacturônico e de celulose (Payasi et al., 2009; Wang et al., 2020). Essa 617 

hipótese é sustentada pelo comportamento observado para a análise de açúcares, que também 618 

aumentaram ao longo do armazenamento. Embora tenham apresentado correlações positivas 619 

com a atividade de PG, os parâmetros sólidos solúveis e açúcares redutores não exibiram 620 

correlação significativa com o teor de pectina solúvel (Fig. (9)), o que enfraquece a hipótese 621 

do aumento devido à solubilização péctica. Por outro lado, fortes correlações positivas foram 622 

notadas entre SS, açúcares e perda de massa, o que permite inferir que o incremento nos 623 

teores de sólidos solúveis e açúcares, nesse estudo, é consequência, pelo menos em parte, da 624 

perda de massa. Nesse caso, embora não tenham exercido efeito significativo direto sobre o 625 

teor de SS, os revestimentos foram efetivos na redução da perda de massa. O aumento 626 
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observado nos açúcares pode ter sido resultado da hidrólise de resquícios de amino na 627 

cenoura, embora essa variável não tenha sido analisada neste estudo. O aumento de SS pode, 628 

ainda, ser associado ao aumento da AT, visto que os ácidos que ditam a acidez são, 629 

normalmente, solúveis em água. A forte correlação positiva notada entre SS e AT reforça a 630 

hipótese (Fig. (9)). 631 

4.3 Coloração e teor de carotenoides 632 

 O aumento dos valores de L* ao longo do armazenamento acompanha o 633 

comportamento de IE e indica o maior esbranquecimento da superfície. A correlação positiva 634 

entre essas duas variáveis confirma a hipótese (Fig. (9)). O esbranquecimento da superfície é 635 

um fenômeno recorrente em cenouras minimamente processadas, podendo ser consequência 636 

de respostas físicas ou fisiológicas aos ferimentos do tecido. A resposta física está relacionada 637 

à desidratação da superfície, sendo um processo reversível; já a resposta fisiológica envolve a 638 

lignificação dos tecidos, que resulta no esbranquecimento irreversível da superfície; o 639 

processo pode ser, ainda, resultado da combinação dos dois eventos (Chen et al., 2018; Fai et 640 

al., 2016; Li et al., 2021; Song et al., 2017; Xylia et al., 2019). No presente estudo, 641 

correlações significativas e positivas são notadas entre os valores de WI (central e lateral) e os 642 

parâmetros perda de massa e fenólicos totais, bem como fenólicos envolvidos no processo de 643 

lignificação, sugerindo que o esbranquecimento da superfície está relacionado a ambos os 644 

eventos. Entretanto, nota-se que as correlações exibidas para a perda de água (0.61 e 0.35, 645 

para WI central e WI lateral, respectivamente), são mais fortes que aquelas exibidas para o 646 

teor de fenólicos totais (0.50 e 0.25, para WI central e WI lateral, respectivamente), o que 647 

permite inferir que, nesse caso, o esbranquecimento da superfície é atribuído majoritariamente 648 

à desidratação das cenouras. 649 

 Levando em consideração a hipótese de esbranquecimento da superfície pela 650 

desidratação, os menores valores de WI exibidos pelas cenouras revestidas, sobretudo aquelas 651 

revestidas com ECOSN, podem ser atribuídos às propriedades de barreira ao vapor d’água dos 652 

revestimentos que, assim como a embalagem de PEBD, minimizam a perda de água para o 653 

ambiente externo, além da capacidade dos revestimentos em promover a hidratação do tecido 654 

das cenouras, conforme já discutido. Nesse caso, a hipótese de que os valores de perda de 655 

massa das amostras revestidas foram superestimados pela perda de parte da solução 656 

filmogênica ao longo do armazenamento é reforçada, uma vez que esses tratamentos exibiram 657 

valores de WI semelhantes ou mesmo inferiores aos das cenouras PEBD, que exibiram menor 658 

perda de massa. Por outro lado, considerando o esbranquecimento causado pelo processo de 659 
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lignificação, as cenouras revestidas exibiram menor tendência à lignificação (evidenciada 660 

pelos resultados de fenólicos individuais), o que pode ter contribuído para os menores valores 661 

de WI. Os possíveis mecanismos pelos quais os revestimentos retardam a lignificação os 662 

tecidos serão discutidos adiante. 663 

 Os valores de C* podem ser relacionados aos valores de WI, numa proporção inversa. 664 

Essa relação já foi constatada por outros autores (Fai et al., 2016; Shigematsu et al., 2018; 665 

Xylia et al., 2019) e é atribuída à perda da intensidade de coloração alaranjada, com o avanço 666 

do processo de esbranquecimento. Embora essa relação inversa tenha sido observada para os 667 

valores relativos à região central, a correlação só foi significativa para os valores relativos à 668 

região lateral (Fig. (9)). Nesse caso, as maiores médias exibidas pelas cenouras revestidas 669 

com ECOSN são atribuídas ao menor índice de esbranquecimento apresentado por esses 670 

tratamentos. Ainda que tenham apresentado médias inferiores à ECOSN, as cenouras 671 

revestidas com ECWSN obtiveram desempenho semelhante à PEBD e superior ao do 672 

controle, nos últimos tempos de armazenamento, indicando sua efetividade na atenuação do 673 

processo de esbranquecimento da superfície e, consequentemente, perda de intensidade de 674 

cor, cujos possíveis mecanismos já foram abordados. 675 

Os valores de h° e carotenoides exibiram correlação negativa, como pode ser 676 

observado na Fig. (9). A diminuição dos valores de hue observada ao longo do 677 

armazenamento é atribuída a maior intensidade de coloração vermelho-alaranjada, 678 

relacionada com o maior teor de carotenoides. Isso explica o fato de as cenouras revestidas 679 

com ECOSN e ECWSN, que exibiram as maiores médias gerais para hº, terem exibido o 680 

menor teor de carotenoides ao final do armazenamento. Esse comportamento pode estar 681 

relacionado à perda da integridade celular, com maior liberação de carotenoides, presentes 682 

nos cromoplastos das células (Martínez et al., 2018; Zielinska and Markowski, 2012). 683 

Correlação positiva foi observada entre o teor de carotenoides e o valor de firmeza lateral e o 684 

teor de fenólicos totais e fenólicos relacionados ao processo de lignificação (Fig. (9)), 685 

variáveis envolvidas na modificação da firmeza das cenouras ao longo do armazenamento, o 686 

que corrobora a hipótese de aumento dos carotenoides devido à perda de integridade das 687 

membranas. 688 

 A diminuição das médias no último tempo de armazenamento, observado nas cenouras 689 

revestidas, pode ser atribuída à degradação dos carotenoides, consequência dos processos de 690 

oxidação oriundos do metabolismo das cenouras e estimulados pelo corte. Entretanto, deve-se 691 

notar que a diminuição pronunciada das médias, nesses tratamentos, se deu somente no último 692 
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tempo de armazenamento e que, para o revestimento com ECOSN, os valores estavam 693 

semelhantes ao do tempo inicial. Nas cenouras controle e seladas com PEBD, também pode 694 

ter ocorrido degradação, porém os danos à estrutura das membranas podem ter otimizado a 695 

liberação de carotenoides e mascarado a degradação, tendo em vista que o comportamento 696 

permaneceu crescente até o final do armazenamento.  697 

4.4 Alterações texturais 698 

Segundo os comportamentos apresentados nas curvas de regressão (Fig. (5)) e pelo 699 

gráfico de correlação (Fig. (9)), observa-se que as modificações da firmeza ao longo do 700 

armazenamento foram mediadas por diferentes processos, nas diferentes regiões da superfície 701 

analisadas. Entretanto, salienta-se que as regiões lateral e central das fatias de cenoura, alvos 702 

das determinações de firmeza, não foram separadas quando das determinações químicas, o 703 

que dificulta associações claras entre os compostos químicos determinados e a firmeza em 704 

cada região da cenoura. 705 

A firmeza da região lateral exibiu correlação negativa com a pectina solúvel e positiva 706 

com o total de fenólicos. Sendo assim, a diminuição das médias exibidas pelas cenouras 707 

revestidas, nos últimos tempos de armazenamento, pode ser atribuída à maior solubilização 708 

péctica, consequência das enzimas de amaciamento. Já o incremento dos valores é atribuído 709 

ao processo de lignificação, que torna os tecidos mais fibrosos à medida que o 710 

armazenamento se avança, impondo resistência à penetração (Ben-Fadhel et al., 2021; Qadri 711 

et al., 2015). Considerando esse comportamento, é possível sugerir menor incidência de 712 

lignificação nos tratamentos revestidos, uma vez que, embora tenham apresentado aumento da 713 

firmeza lateral nos tempos iniciais, apresentaram tendência à queda nos últimos tempos de 714 

armazenamento, ao passo que os tratamentos controle e PEBD prosseguiram com o 715 

comportamento crescente. 716 

Já a firmeza da região central foi positivamente correlacionada com o teor de pectina 717 

solúvel e não apresentou correlação significativa com o teor de fenólicos totais (Fig. (9)), 718 

sugerindo que, nessa região, o processo de lignificação pouco influenciou os valores de 719 

firmeza. A correlação positiva entre firmeza e pectina solúvel não era esperada, visto que, 720 

normalmente, a solubilização péctica contribui para amaciamento dos tecidos (Cybulska et al., 721 

2015; Guimarães et al., 2016b). Uma possível explicação seria a de que a solubilização de 722 

polímeros da parede celular leva à sua desestruturação e consequente perda de turgor celular, 723 

tornando o tecido vegetal elástico. Assim, a maior força requerida na medição da firmeza na 724 
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região central das cenouras com maior solubilização péctica estaria associada à elasticidade 725 

do tecido, antes que à sua real firmeza. Logo, a menor firmeza observada na região central das 726 

cenouras ECOSN, em comparação às submetidas aos demais tratamentos, no último dia de 727 

armazenamento, sugere tecido menos elástico e portanto, maior eficiência desse tratamento. A 728 

ausência de correlação entre a firmeza da região central e lateral ratifica os comportamentos 729 

distintos.  730 

 A PME atua promovendo a desmetilação das cadeias de ácido poligalacturônico, 731 

permitindo, então, que a PG atue, hidrolisando o ácido poligalacturônico desmetilado em 732 

resíduos de ácido galacturônico (Payasi et al., 2009; Sénéchal et al., 2014). O comportamento 733 

inverso da atividade de ambas enzimas, ao longo do armazenamento, sugere a importância da 734 

PME, em maior atividade no início do armazenamento, na desmetilação parcial das cadeias 735 

pécticas, preparando-as para a ação da PG, que tem sua atividade aumentada com o avanço do 736 

armazenamento. Não obstante, a atividade das enzimas da parede celular estudadas não se 737 

correlacionou com a firmeza das regiões central e lateral das cenouras, o que sugere a ação de 738 

outras enzimas da parede celular, ou mesmo o processo de lignificação, como determinantes 739 

das alterações texturais em cenouras. Com efeito, os revestimentos/embalagem não afetaram 740 

de forma significativa a atividade das enzimas de parede. Os efeitos positivos dos 741 

revestimento sobre a firmeza, notados no 28° dia de armazenamento, sugerem sua ação sobre 742 

outros processos, como os supra citados. Assim, os resultados obtidos levam a crer que a 743 

firmeza das cenouras minimamente processadas, neste estudo, foi majoritariamente 744 

influenciada pelo teor de fenólicos, certamente devido ao processo de lignificação, em que os 745 

revestimentos aplicados exerceram efeito benéfico. 746 

Segundo Santosa et al. (2016) a textura de cenouras é afetada pela integridade dos 747 

componentes celulares (parede celular e lamela média), bem como pela pressão de turgor 748 

celular, que, por sua vez, estão intimamente relacionados ao teor de água nos vacúolos 749 

(Chassagne-Berces et al., 2009). Sendo assim, a perda da integridade da estrutura celular, 750 

observada nas micrografias de MEV (Fig. (6)), pode ser atribuída, pelo menos em parte, à 751 

ação das enzimas da parede celular determinadas, embora outras enzimas não sejam 752 

descartadas, bem como à perda de água resultante da desintegração, que reduz o  turgor das 753 

células, o que por sua vez torna o tecido celular mais susceptível à deformação (Wang et al., 754 

2021). Ainda que não tenha exercido influência significativa diretamente nos valores de 755 

firmeza, a perda de massa mostrou correlações positivas com o teor de pectina solúvel e total 756 

de fenólicos, bem como os fenólicos associados à lignificação, parâmetros que mediaram as 757 
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modificações da firmeza das cenouras, ao longo do armazenamento. Nesse caso, o efeito de 758 

barreira à permeabilidade ao vapor d’água exercido pelos revestimentos, além do efeito de 759 

hidratação, acabou por manter a estrutura celular das cenouras mais íntegra ao longo do 760 

armazenamento, efeito corroborado pelos resultados de firmeza das cenouras no 28° dia de 761 

armazenamento, já discutidos anteriormente.  762 

4.5 Ácido ascórbico, fenólicos totais, perfil de fenólicos e atividade antioxidante 763 

Em situações de estresse, como o processo de descascamento, corte e manipulação, o 764 

ácido ascórbico age como agente redutor na decomposição de peróxido de hidrogênio (H2O2) 765 

e outras espécies reativas de oxigênio (ROS), catalisada pela enzima ascorbato peroxidase 766 

(APX) (Gill and Tuteja, 2010; Li et al., 2020). O ácido ascórbico, então oxidado a 767 

dehidroascórbico, pode ser novamente reduzido pela ação de outros compostos antioxidantes, 768 

como a glutationa e aminoácidos sulfurados (Gomez and Lajolo, 2008; Wang et al., 2015). 769 

Esse processo de oxirredução perdura até certo ponto, em que as reações de oxidação se 770 

sobressaem, culminando na degradação irreversível do ácido ascórbico. Não por acaso, o teor 771 

de ácido ascórbico é um dos principais indicadores de qualidade pós-colheita em vegetais 772 

minimamente processados (Cocetta et al., 2014). Os maiores teores de ácido ascórbico 773 

exibidos pelas cenouras revestidas indicam, portanto, menor incidência de processos 774 

oxidativos nesses tratamentos, que apresentaram redução irreversível do ácido ascórbico mais 775 

tardiamente, no último tempo de armazenamento, em comparação aos demais tratamentos, em 776 

que houve tendência à queda ao longo do armazenamento. Isso indica o efeito dos 777 

revestimentos em minimizar reações de oxidação, inevitáveis em produtos minimamente 778 

processados.  779 

O incremento de fenólicos observado ao longo do armazenamento é frequentemente 780 

reportado para cenouras minimamente processadas, sendo associado ao metabolismo 781 

fenilpropanóide, como resultado do aumento da atividade de fenilalanina amônia liase (PAL), 782 

induzido pelo stress (Alegria et al., 2016; Hellström et al., 2020).  Além disso, o aumento do 783 

teor de fenólicos pode ter ligação com a descompartimentação celular, que permite a liberação 784 

de compostos fenólicos solúveis presentes nos vacúolos e compostos fenólicos insolúveis 785 

ligados à pectina (Feumba Dibanda et al., 2020; Rodríguez-Bencomo et al., 2015; Wang et al., 786 

2021). Por exemplo, os ácidos hidroxicinâmicos (C6-C3), que contêm um sistema conjugado, 787 

tais como os ácidos ferúlicos, estão frequentemente ligados à hemicelulose com ligações 788 

ésteres para formar parte da parede celular (Wang et al., 2021). De fato, houve correlação 789 
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positiva entre a atividade de PG e o teor de fenólicos totais e fenólicos ácidos, incluindo ácido 790 

ferúlico (Fig. (9)). 791 

 Quando se analisa o resultado de fenólicos individuais, observa-se que aqueles que 792 

sofreram aumento ao longo do armazenamento estão envolvidos com mecanismos de defesa e 793 

lignificação dos tecidos. A síntese de ácido gálico, por exemplo, pode ter sido estimulada 794 

como resposta do sistema antioxidante celular, visto que o ácido gálico é um precursor de 795 

metabólitos secundários que possuem atividade contra danos oxidativos (Marchiosi et al., 796 

2020; Muir et al., 2011). De maneira semelhante, o teor de ácido clorogênico foi reportado 797 

aumentando ao longo do armazenamento de cenouras minimamente processadas como 798 

resposta ao stress oriundo do corte, que estimula a síntese de ácidos hidroxicinâmicos, como o 799 

ácido clorogênico e seus derivados (Alarcón-Flores et al., 2014; Alegria et al., 2016; Jacobo-800 

Velázquez et al., 2011). Já os ácidos cafeico, ferúlico e o-cumárico são uns dos principais 801 

intermediários na via da síntese de lignina, sendo o seu incremento ao longo do 802 

armazenamento associado à lignificação dos tecidos em cenouras minimamente processadas 803 

(Alarcón-Flores et al., 2014; Alegria et al., 2016; Boerjan et al., 2003; Grzesik et al., 2018; 804 

Hellström et al., 2020; Ranjitha et al., 2017; Surjadinata and Cisneros-Zevallos, 2012). A 805 

vanilina, por sua vez, é sintetizada por meio da oxidação do ácido ferúlico, sendo também 806 

associada ao processo de lignificação de tecidos em produtos vegetais (Kumar and Pruthi, 807 

2014; Lozovaya et al., 1996). De fato, correlação positiva é notada entre os teores de vanilina 808 

e ácido ferúlico (Fig. (9)).    809 

A catequina, único fenólico identificado que apresentou queda ao longo do 810 

armazenamento, caracteriza-se pela alta atividade antioxidante. Foi comprovado, por 811 

exemplo, que a catequina exibe maior poder sequestrante de radical ABTS e maior poder 812 

redutor de Fe3+ no ensaio FRAP em comparação com outras substâncias antioxidantes, como 813 

o ácido ascórbico (Grzesik et al., 2018). Sendo assim, sugere-se que a catequina tenha sido a 814 

via preferencial de consumo como fenólico antioxidante nas cenouras, devido a seu grande 815 

poder redutor e sequestrante e à quantidade inicial presente. Ainda que os demais fenólicos 816 

identificados também exibam atividade antioxidante, sua síntese estimulada pelos processos 817 

catabólicos e pela lignificação dos tecidos, impediram que eles apresentassem queda ao longo 818 

do armazenamento, ao contrário da catequina. Sendo assim, a catequina, que era o composto 819 

fenólico predominante no início do armazenamento, sofreu degradação constante ao longo do 820 

tempo, sendo que, ao final do armazenamento, o fenólico predominante era o ácido ferúlico, 821 

relacionado ao processo de lignificação. 822 
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Mesmo que os teores desses ácidos fenólicos tenham aumentado ao longo do tempo, a 823 

despeito do tratamento, como consequência da injúria mecânica promovida pelo corte, as 824 

cenouras ECOSN e ECWSN exibiram os menores valores para ácido cafeico (Fig. (7 g)), o 825 

que indica menor incidência de lignificação dos tecidos nos tratamentos revestidos. Essa 826 

hipótese é reforçada quando se considera a alta correlação apresentada entre o ácido cafeico e 827 

os valores de WI -  ácido cafeico, juntamente com o ácido clorogênico e ácido gálico, foram 828 

os fenólicos que exibiram correlações mais fortes com WI central (0.63, 0.69 e 0.84, 829 

respectivamente), enquanto o ácido cafeico foi o fenólico que exibiu a maior correlação para 830 

WI lateral (0.53) (Fig. (9)). Segundo Wang et al. (2015), o aumento da área de contato entre a 831 

superfície das cenouras e o oxigênio contribui para a rápida síntese de fenólicos, sobretudo 832 

aqueles ligados ao processo de lignificação dos tecidos. Sendo assim, embora também tenham 833 

sofrido ação mecânica dos cortes, as cenouras revestidas podem ter tido a síntese de fenólicos 834 

atenuada pela barreira ao oxigênio exercida pelos revestimentos. De fato, a diminuição do 835 

acúmulo de fenólicos ao longo do armazenamento de cenouras minimamente processadas por 836 

atmosferas com teor de O2 reduzido já foi comprovada pela literatura (Babic et al., 1993; 837 

Simões et al., 2009). De maneira semelhante, os revestimentos podem ter exercido efeito 838 

retardante sobre a atividade de enzimas envolvidas no processo de lignificação, tais como a 839 

fenilalanina amônia liase (PAL), peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO), as duas últimas 840 

dependentes de oxigênio (Chen et al., 2018). Entretanto, estudos avaliando o efeito dos 841 

revestimentos elaborados sobre as atividades dessas enzimas devem ser conduzidos para 842 

confirmar tal hipótese. Esse resultado corrobora os comportamentos observados e sugeridos 843 

para firmeza e esbranquecimento da superfície, conforme já discutido, reforçando a 844 

efetividade dos revestimentos aplicados sobre o retardo do processo de lignificação e 845 

consequente esbranquecimento da superfície de cenouras minimamente processadas. 846 

Ainda que o ácido ascórbico e os carotenoides contribuam em grande parte para a 847 

atividade antioxidante em cenouras, a atividade antioxidante medida pelo método de FRAP, 848 

neste estudo, parece estar mais relacionada aos compostos fenólicos. O gráfico de correlação 849 

(Fig. (9)) confirma a hipótese, indicando ausência de correlação entre ácido ascórbico e FRAP 850 

e uma fraca correlação positiva com o teor de carotenoides. De fato, o ácido ascórbico não 851 

sofreu grandes alterações, do ponto de vista quantitativo, enquanto os carotenoides totais 852 

oscilaram, ao longo do armazenamento (Fig. (4 h)). Por outro lado, correlações positivas mais 853 

fortes são notadas entre FRAP e os teores de fenólicos totais e ácidos fenólicos. Tendo em 854 

vista que esses fenólicos apresentaram incremento ao longo do armazenamento, sua atividade 855 
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pode ter se sobressaído em relação aos demais compostos com atividade antioxidante, 856 

explicando, pois, sua maior contribuição para a atividade antioxidante total. A atividade 857 

antioxidante notada nos tempos mais avançados de armazenamento pode ser atribuída, 858 

majoritariamente, aos ácidos fenólicos, envolvidos no processo de reparo a danos oxidativos e 859 

lignificação. Sendo assim, as maiores médias notadas para as cenouras revestidas nos tempos 860 

iniciais podem ser devidas à maior preservação de carotenoides e, até mesmo ácido ascórbico, 861 

a despeito da correlação negativa, e retardo nos eventos oxidativos, enquanto que, ao final do 862 

armazenamento, as cenouras controle e PEBD passaram a exibir as maiores médias, como 863 

resultado do maior processo de lignificação, nesses tratamentos. Essa hipótese é reforçada 864 

pelo fato de que o comportamento apresentado pelas cenouras controle e PEBD para a análise 865 

de FRAP é crescente, acompanhando a tendência dos fenólicos totais e ácidos fenólicos, 866 

enquanto que as cenouras revestidas acompanharam a tendência do ácido ascórbico, com 867 

aumento inicial dos valores, seguido de queda ao final do armazenamento (Fig. (7 a)).  868 

4.6 Análise de componentes principais (PCA), clusterização hierárquica e correlação de 869 

Pearson 870 

 A separação de clusters pelo fator tempo indica que houve efeito do armazenamento 871 

sobre a qualidade das cenouras minimamente processadas, a despeito do tratamento. A 872 

correlação isolada da catequina com os tratamentos no tempo 0 indica seu rápido consumo 873 

como agente antioxidante ao longo do armazenamento, conforme sugerido. As correlações 874 

exibidas pelo gráfico de PCA indicam que as cenouras ECOSN foram as que apresentaram 875 

menor perda de qualidade, exibindo fraca correlação com os parâmetros associados à 876 

lignificação e com o esbranquecimento e mantendo a coloração alaranjada intensa 877 

característica, evidenciada pelos altos valores de C*, até o final do armazenamento. Isso 878 

indica que o desempenho dos revestimentos elaborados com nanofibrilas de palha de aveia foi 879 

superior aos dos revestimentos com nanofibrilas palha de trigo, nas concentrações utilizadas, 880 

para a manutenção da qualidade das cenouras minimamente processadas. Ainda que as 881 

cenouras ECWSN tenham se correlacionado com parâmetros associados à perda da qualidade, 882 

como síntese de ácidos fenólicos e perda de massa, essas correlações se deram com o avanço 883 

do armazenamento; além disso, ficou constatado, pelos resultados obtidos, que a perda de 884 

massa foi superestimada nesses tratamentos, devido à dissolução de parte da solução 885 

filmogênica.  Embora tenha exibido desempenho inferior à ECOSN, o revestimento ECWSN 886 

foi eficaz em reduzir o esbranquecimento da superfície, evidenciado pelos baixos valores de 887 

L* e WI. Altos valores dessas variáveis tiveram maior correlação com os tratamentos controle 888 
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e PEBD, no gráfico de PCA. Embora tenham exibido comportamento semelhante, a separação 889 

dos tratamentos controle e PEBD, nos últimos tempos de armazenamento, em subgrupos 890 

distintos, indica maior ocorrência de esbranquecimento da superfície e lignificação nos 891 

tratamentos controle, sinalizando a importância do emprego de embalagens com propriedades 892 

de barreira na manutenção da qualidade de cenouras minimamente processadas.  893 

5. Conclusões 894 

 Revestimentos comestíveis à base de amido reforçados com nanofibrilas celulósicas 895 

obtidas de palhas de aveia (ECOSN) e trigo (ECWSN), com maior destaque para ECOSN, 896 

foram eficazes em reduzir o esbranquecimento da superfície causado pela perda de água e 897 

pelo processo de lignificação, principal problema observado em cenouras minimamente 898 

processadas.  899 

 Revestimentos comestíveis à base de amido de mandioca reforçados com nanofibrilas 900 

celulósicas obtidas de palhas de aveia e trigo figuram-se como alternativas biodegradáveis 901 

para embalagens de cenouras minimamente processadas. A aplicação dos revestimentos 902 

elaborados em outros produtos deve ser investigada, a fim de expandir as possibilidades de 903 

aplicabilidade.  904 
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Tabela 1 1194 

PCA loadings 1195 

Variable PC1 PC2 

CO2 0.90* 0.09 

RR -0.08 0.49* 

ML 0.77* 0.33 

TA 0.84* -0.01 

pH -0.44 -0.61* 

SS 0.89* 0.09 

RS 0.85* 0.02 

L* center 0.57 -0.69* 

L* side 0.96* -0.23 

IE center 0.94* -0.29 

IE side 0.60 -0.69* 

hue center -0.75* 0.55* 

C* center 0.28 0.73* 

C* side -0,02 0.74* 

Carotenoids 0.42 -0.30 

Firmness center 0.05 0.27 

Firmness side 0.20 -0.25 

PME -0.89* -0.15 

PG 0.87* 0.20 

SP 0.15 0.59* 

Ascorbic acid -0.16 0.52* 

AA FRAP 0.63 0.21 

TP 0.89* -0.02 

Gallic acid 0.82* 0.26 

Catechin -0.92* -0.20 

Chlorogenic acid 0.82* 0.26 

Vanillin 0.35 -0.14 

Ferulic acid 0.49 0.22 

o-coumaric acid 0.76* 0.18 

Caffeic acid 0.55 -0.38 

Médias marcadas com * indicam correlação significativa com PC (p < 0.05). RR: respiration 1196 

rate; ML: mass loss; TA: titratable acidity; SS: soluble solids; RS: reducing sugars; WI: 1197 

whiteness index; SP: soluble pectin; PG: poligalacturonase; PME: pectinametilesterase; AA 1198 

FRAP: antioxidant activity FRAP method; TP: total phenolics. 1199 
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Fig. 1. (a) Cenouras minimamente processadas em diferentes embalagens/revestimentos; (b) 1207 

Diferentes regiões da fatia de cenoura avaliadas nos parâmetros de coloração e firmeza; (c) 1208 

Fatias de cenoura com excessos de solução filmogênica ao 7º dia de armazenamento. LDPE: 1209 

Low density polyethylene; ECWSN: Edible coating with wheat straw nanofibrils; ECOSN: 1210 

Edible coating with Oat straw nanofibrils. 1211 
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 1217 

Fig. 2. Cenouras minimamente processadas armazenadas em diferentes embalagens nos tempos 1218 

de armazenamento 0 (T0), 7 (T7), 14 (T14), 21 (T21) e 28  (T28) dias. ECOSN: Edible coating 1219 

with oat straw nanofibrils; ECWSN: Edible coating with wheat straw nanofibrils; LDPE: Low 1220 

density polyethylene.  1221 
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Fig. 3. Gráficos de barra e gráficos de regressão polinomial para as variáveis taxa respiratória (a), CO2 no headspace (b), perda de massa (c), pH 1229 

(d), acidez titulável (e), sólidos solúveis (f) e açucares (g) de cenouras minimamente processadas em diferentes tipos de embalagens armazenados 1230 

a 5ºC por 28 dias. ECOSN: edible coating with oat straw nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw nanofibrils; LDPE: Low density 1231 

polyethylene. Barras de erros nos gráficos de barras indicam os valores de desvio-padrão. Tratamentos seguidos das mesmas letras, no mesmo 1232 

tempo de armazenamento, não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 0.05% de significância. 1233 
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Fig. 4 Gráficos de barra e gráficos de regressão polinomial para os parâmetros de coloração e teor de carotenoides de cenouras minimamente 1235 

processadas em diferentes tipos de embalagens armazenados a 5ºC por 28 dias. ECOSN: edible coating with oat straw nanofibrils; ECWSN: edible 1236 

coating with wheat straw nanofibrils; LDPE: Low density polyethylene. Barras de erros nos gráficos de barras indicam os valores de desvio-padrão. 1237 

Tratamentos seguidos das mesmas letras, no mesmo tempo de armazenamento, não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 0.05% de 1238 

significância. 1239 
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 1243 

Fig. 5. Gráficos de barra e gráficos de regressão polinomial para os parâmetros 1244 

relacionados à textura de cenouras minimamente processadas em diferentes tipos de 1245 

embalagens armazenados a 5ºC por 28 dias. ECOSN: edible coating with oat straw 1246 

nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw nanofibrils; LDPE: Low density 1247 

polyethylene. Barras de erros nos gráficos de barras indicam os valores de desvio-padrão. 1248 

Tratamentos seguidos das mesmas letras, no mesmo tempo de armazenamento, não 1249 

diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 0.05% de significância. 1250 
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Fig. 6. Micrografias obtidas em MEV para as regiões central e lateral de cenouras minimamente processadas em diferentes tipos de embalagens 1266 

armazenados a 5ºC aos 0, 14 e 28 dias. ECOSN: edible coating with oat straw nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw nanofibrils; 1267 

LDPE: Low density polyethylene. Magnificação 350 x. 1268 
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Fig. 7. Gráficos de barra e gráficos de regressão polinomial para o teor de ácido ascórbico, fenólicos totais, perfil de fenólicos e atividade 1270 

antioxidante de cenouras minimamente processadas em diferentes tipos de embalagens armazenados a 5ºC por 28 dias. ECOSN: edible coating 1271 

with oat straw nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw nanofibrils; LDPE: Low density polyethylene. Barras de erros nos gráficos 1272 

de barras indicam os valores de desvio-padrão. Tratamentos seguidos das mesmas letras, no mesmo tempo de armazenamento, não diferem entre 1273 

si pelo teste de Scott Knott a 0.05% de significância. 1274 
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Fig. 8. Análise de componentes principais (PCA) (a) e clusterização hierárquica (b) das variáveis avaliadas em cenouras minimamente processadas 1288 

em diferentes tipos de embalagens armazenados a 5ºC por 28 dias. Tratamentos circulados no gráfico de PCA correspondem aos principais 1289 

subgrupos formados na análise de clusterização hierárquica. RR: respiration rate; WL: weight loss; TA: titratable acidity; SS: soluble solids; RS: 1290 

reducing sugars; WI: whiteness index; SP: soluble pectin; PG: poligalacturonase; PME: pectinametilesterase; AA FRAP: antioxidant activity FRAP 1291 

method; TP: total phenolics; ECOSN: edible coating with oat straw nanofibrils; ECWSN: edible coating with wheat straw nanofibrils. LDPE: Low 1292 

density polyethylene.  1293 
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Fig. 9. Gráfico de correlação para as variáveis avaliadas cenouras minimamente processadas em diferentes tipos de embalagens armazenados a 5ºC 1298 

por 28 dias.  RR: respiration rate; WL: weight loss; TA: titratable acidity; SS: soluble solids; RS: reducing sugars; WI: whiteness index; SP: 1299 

soluble pectin; PG: poligalacturonase; PME: pectinametilesterase; AA FRAP: antioxidant activity FRAP method; TP: total phenolics. O tamanho 1300 

das esferas e a intensidade da coloração são proporcionais ao grau de correlação. Áreas marcadas com X indicam ausência de correlação 1301 

significativa (p > 0.05).1302 


	7ea6d4042046f65b2425dace04cdcc0276fe704f58d62dba37af67863312e34b.pdf
	7ea6d4042046f65b2425dace04cdcc0276fe704f58d62dba37af67863312e34b.pdf

