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RESUMO

Bananas (Musa acuminata, Grupo AAA), uma das culturas frutiferas mais
importantes por causa de sua disponibilidade durante todo o ano e seu alto valor
nutricional, sdo consumidas cruas, em sua maioria, € seus produtos processados
incluem farinha de banana, batatas fritas e puré (que pode ser usado para produzir
néctares e uma variedade de outros produtos). As cascas de banana constituem
cerca de 30% da fruta e representam um problema ambiental por causa de seus
grandes teores de nitrogénio e fésforo, bem como seu alto teor de agua, tornando-os
altamente suscetiveis a degradacao microbiana. O uso destas cascas como fonte de
compostos de alto valor, tais como pectina, nanofibras de celulose e compostos
fendlicos, torna-se interessante ndao sé do ponto de vista econémico, mas também
da perspectiva ambiental. Este trabalho teve como objetivo principal o
aproveitamento de residuos agroindustriais provenientes de cascas de banana como
forma de avaliar a influéncia do pH, temperatura e tempo na extracdo de pectina
com &cido citrico (CA). As cascas de banana foram adquiridas no mercado da
cidade de Norwich, no Reino Unido, no estagio 6 de maturacéo do tipo Cavendish. A
extracdo de pectina foi conduzida, inicialmente, pela preparacdo de um residuo
insolivel em alcool, a fim de remover os compostos de baixa massa molar, incluindo
vestigios de acido galacturdnico livre. A pectina foi extraida do AIR, de acordo com
um delineamento de composto central com 3 (trés) variaveis: pH da solucédo de CA;
temperatura e tempo de extracdo para determinar os seguintes efeitos: pH (2,0-4,5),
temperatura de extracao (70-90°C) e tempo (120-240min) sobre o rendimento e teor
de acido galacturdnico e grau de metoxilagdo. As mudangas na composicao durante
as etapas principais da extracdo de pectina foram acompanhadas pela técnica de
Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier, a qual foi
utilizada para determinar o grau de metoxilacdo e acido galacturénico. As condicbes
otimizadas de extracdo, definidas como aquelas que resultaram em um rendimento
maximo, mantendo um grau de metoxilacdo, em um minimo de 51%, foram: 87°C,
160 min e pH 2,0. Pectinas de outras fontes foram utilizadas para o desenvolvimento
de filmes bionanocompdsitos, como parte dos obejtivos da pesquisa cientifica do
presente trabalho. A incorporacdo de agentes de reforco, tais como nanocristais de
celulose foi realizado para melhorar o desempenho dos filmes a partir de pectina,
junto ao efeito do CA, como agente reticulante, sobre as propriedades do material.
Os filmes foram plastificados com glicerol e preparados em diferentes teores de
nanocristais de celulose (0-10% em peso), na presenca ou auséncia de CA. Os
espectros de FT-IR confirmaram a ocorréncia de reticulagdo. Além disso, a
resisténcia a tracao, a solubilidade em agua e a permeabilidade ao vapor de agua
foram melhoradas pela presenca do &cido. Os espectros de RMN 3C no estado
sélido indicaram que tanto o agente reticulante quanto o agente de reforco
promoveram a rigidez das cadeias poliméricas. Diante dos resultados adquiridos os
filmes confeccionados apresentaram um perfil potencial para aplicacdo na area de
embalagens para alimentos.

Palavras chave: Biomassa. Cascas de banana. Pectina. Bionanocompdsitos.
Embalagens biodegradaveis.



ABSTRACT

Bananas (Musa acuminata, AAA Group), one of the most important fruit crops
because of their availability throughout the year and its high nutritional value, are
mainly raw consumptions and their processed products banana flour, French fries
and puree (which can be used to produce nectar and a variety of products). As
banana peels constitute about 30% of the fruit and represent an environmental
problem because of their high levels of nitrogen and phosphorus, as well as their
high water content, making them highly susceptible to microbial degradation. The use
of more shells as a source of high-value compounds, such as pectin, cellulose
nanofibers and phenolic compounds, becomes interesting not only from the
economic point of view but also from the environmental perspective. This work had
as main objective the use of agroindustrial residues, in order to evaluate the
influence of pH, temperature and time on the extraction of pectin with citric acid (CA).
As banana peels were purchased on the market in Norwich, UK, in stage 6
Cavendish maturation. Pectin extraction was initially conducted by the preparation of
an alcohol insoluble residue, a low mass feedstock remover, including traces of free
galacturonic acid. A pectin was extracted from the AIR, according to a central
compound design with 3 (three) variables: pH of the CA solution; temperature and
extraction time to determine the following effects: pH (2.0-4.5), extraction
temperature (70-90°C) and time (120-240min) on the vyield and content of
galacturonic acid and degree of methoxylation. The changes in composition during
the main stages of pectin extraction were accompanied by the spectroscopy
technique in the Fourier transform Infrared region, a reference for the determination
of the degree of methoxylation and galacturonic acid. The extraction minimization
conditions, defined as those that resulted in a maximum yield, maintaining a
methoxylation degree, at a minimum of 51%, were: 87gC, 160 min and pH 2.0.
Pectins from other sources for the development of bionanocomposite films, as part of
the scientific research objectives of the present work. The incorporation of
reforestation agents such as cellulose nanocrystals was developed to improve the
performance of the films from pectin along with the effect of CA as a crosslinking
agent on how the material resource. The films were plasticized with glycerol and
prepared at different contents of cellulose nanocrystals (0-10% by weight) in the
presence or absence of CA. FT-IR spectra confirm an occurrence of cross-linking. In
addition, a tensile strength, a water solubility and a water vapor permeability
improved by the presence of the acid. Solid 13 C NMR spectra indicated both the
crosslinking agent and the reformer of the polymer chain stiffness. In view of the
results obtained in the films made presented a potential profile for application in the
area of food packaging.

Keywords: Biomass. Banana peels. Pectin. Bionanocomposites. Food Packaging.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Potencial de valorizac&o de residuos agroindustriais. ............c.c....... 29
Figura 2 -  Estrutura de uma fibra vegetal (MEV da fibra de Eucalipto)............... 30
Figura 3 -  Estruturas quimicas da (a) xilose e do (b) acido glucurénico. ............ 31
Figura 4 -  Estrutura proposta para as variedades de lignina. ..............ccccccuunneee 32
Figura 5 -  Unidade de repeticdo da molécula de celulose..........c.ccccceeviiiieiennnnns 33
Figura 6 -  Estruturas cristalinas das celuloses nativas: (a) estrutura cristalina
triclinica da celulose Ia; b) Celulose I8 monoclinica; (c) representacao
esquematica das celas unitarias; (d) orientacdo relativa das celas
unitarias das estruturas la (linha seccio nada) e IB (linha sélida). ...... 34
Figura 7 -  Estruturas cristalinas das celuloses nativas. ..............occccvvvveeeeeeennnnns 35
Figura 8 - Esquema com as regides amorfas (mais suscetiveis a hidrélise) e
cristalinas de CelUlOSE.......ccoooveiiiiiii e 39
Figura 9 - Mecanismo da reacao de hidrélise da celulose catalisada por acido; (a)
protonacdo do oxigénio glicosidico; (b) geracdo do carbocation; (c)
atague da agua sobre C1; (d) e (e) finalizacdo da etapa de
despolimerizagdo ou producao de gliCOSe.......ccceveevviiiieiiiiiiiieeeeeeeeeans 40
Figura 10 - Modelos propostos para a macroestrutura das pectinas. a) Modelo
continuo linear, com regiées de HG interceptadas com RG-l e RG-II.
b) Estrutura alternativa, na qual a HG é considerada uma cadeia
lateral da RG-l. ..o 44
Figura 11 - Cadeia central do acido poligalacturébnico com os grupamentos livres
de metoxilacdo e metoxilados classificados em (a) HM e (b)
LML ettt r et e e e e e aaaaa s 45
Figura 12 - Escala de Maturagao de Von LoeSecke. .............uuvuviiiiiiiiiiniiiniiiiiiinnne 52
Figura 13 - Dados da exportacdo mundial de banana de 2011 — 2015 (verde -
Ameérica Latina e Caribe; amarelo — Asia e Azul — Africa). ................. 54
Figura 14 - Cascas de bananas. ........ccoovviiiiiiiiiiii e 56
Figura 15 - Rota esquematica e ilustrativa da obtencdo de bionanocompdsitos
preparados por incorporagdo de nanocristais de celulose em
polimeros biodegradaveis. ... 58
Figura 16 - Evolucdo da fracdo volumétrica limite de percolacdo com a razdo de
aspecto de fibras aleatoriamente distribuidas. .........cccccccceeeiiieeeieennnns 62
Figura 17 - Processo de formacéo de filmes poliméricos evaporacdo de solvente
(o= 153 1] g o | PP 63
Figura 18 - Estrutura do gliCerol. .........coooiiiiiiiiiii e 64
Figura 19 - Formagé&o do anidrido reativo apos aquecimento do CA. ................... 66
Figura 20 - Reticulagdo da GX pelo CA. ... 67



Figura 21 -

Figura 22 -
Figura 23 -
Figura 24 -

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34 -

Figura 35 -

Figura 36 -

Figura 37 -

Embalagens biodegradavéis (a) produzidas de polpa de manga; (b)
acompanhamento da degradacdo de frutas ndo revestidas e

revestidas com filmes biodegradaveis. .............cccccciiiiiiiics 71
Obtencéo das cascas de banana moidas. ...........cccooeeeeeiiiiiiiiicineeeen, 78
Esquema dos compostos majoritarios de BPP..............ccccceeeeeeieeee. 79

Rota esquematica de obtencdo do AIR; (I): 600 mL de 70% de etanol
em ebulicédo; (II): 600 mL de etanol absoluto em ebulicdo; 600 mL de
etanol absoluto a temperatura ambiente; (lll): 600 mL de etanol
absoluto a temperatura ambiente; (IV): 200 mL de acetona............... 84

Etapas para a extracdo de pectina; (a) AIR: razdo de solucédo de CA;
(b)precipitado do processo de extracdo (rico em celulose); (c)
sobrenadante com pH ajustado; (d) precipitacdo da pectina em etanol
absoluto; (e) pectina apos centrifugacéo e (f) apdés a moagem.......... 85

Estruturas dos residuos correspondentes acidos urdnicos esterificados
LS 1LY = RSP 88

Areas das bandas dos grupos carboxilicos esterificados e auséncia. 89

Etapa de polpacao acetossolve de AIR (a) suspendido em uma mistura
de &cido acético a 93% e 0,3% de HCI, em agua destilada; (b) licor
negro rico em lignina; (c) polpa acetossoIVe............ccevvvvveveiiiiiiieeennn. 92

Etapas de brangueamento das fibras das cascas de banana, através
do branqueamento (d) contendo NaOH 4% e H202 a 6% com a polpa;
(e) filtrado apo6s lavagem da polpa; (f) apdés secagem da fibra
branqueada; (g) Branqueamento em solucdo de KOH 6% da fibra
branqueada anteriormente; (h) filtrado apos lavagem da polpa; (i) apos
secagem da fibra branqueada. .............ccoooe 93

Esquema ilustrativo do isolamento dos nanocristais de celulose....... 94

Panorama geral da obtengéo de Nanocelulose, do AIR de cascas de
oF= T g = 1 0 - VTP 95

Esquema ilustrativo da preparacao dos filmes pelo método Casting. 97

Acompanhamento do ensaio de tracdo de filmes (a) antes e (b) depois
da aplicacao da tENSA0. ........cceveuuueiiiee e 99

Dessecador com as células de permeacdo, (b) célula com o filme
aderido a superficie, e (c) Estrutura de formacdo de uma célula de
permeacdo (constituido de quatro parafusos rosqueaveis com duas
estruturas intermediarias de fixag@o do filme). ...........cccccvviiiiiiinnnnnns 100

Acompanhamento do teste de solubilidade dos filmes: (a) Durante a
agitacao por 6h e (b) apds secagem (peso final).........cccccevveeeeeeennn. 101

Grafico de VCT exemplificando os Tempos de contato (TcH) e de
relaxacao (T1pH) em um experimento de CP/MAS.........ccccccceeeieeeennn. 104

Espectros de FT-IR referentes ao BPP; ao AIR e a pectina, obtida a
86°C, 216 MIN € PH 2,51, ....uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 107



Figura 38
Figura 39
Figura 40
Figura 41
Figura 42

Figura 43

Figura 44
Figura 45

Figura 46
Figura 47
Figura 48

Figura 49

Figura 50
Figura 51

Figura 52

Figura 53

Figura 54

Figura 55

Curva de distribuicdo de massa molar da pectina obtida do AIR. ..... 111

Rendimento da extracdo de pectina da casca de banana. ............... 115
Grau de esterificacdo de pectinas da casca de banana.................... 116
Teor de acido galacturénico em pectinas. ............ccoevvvvvvviiiiieeeeeeeennnns 118
Rendimento do acido galacturénico da extracdo de pectina casca de
DANANA ......oeiii e ————————— 119
Fotomicrografia Eletronica de Transmissao (MET) dos nanocristais de
celulose de cascas de banana. ........cccoeeeevvvvviiiiiiiiiee e 123
Grafico da distribuicdo do potencial zeta. .........ccccccoeviiiiiiiiieeenennnnn, 126

Propriedades de tracdo dos filmes em funcédo dos teores de CNC na
presenca (preta) / auséncia de CA (CINZA).........ceeeveeeeiiieeeiiiiiineeeenn, 127

Propriedades de elongacédo dos filmes em funcéo dos teores de CNC
na presenca (preta) / auséncia de CA (CINZA).......ccceeeevreveevrrnninnennnn. 129

Propriedades de elasticidade dos filmes em funcéo dos teores de CNC
na presenca (preta) / auséncia de CA (CINZA).......cccoeeeeveeveviunniineennn. 130

Propriedades de opacidade dos filmes em funcdo dos teores de CNC
na presenca (preta) / auséncia de CA (CINZA).......ccceeeeevereevrrrninnennnn. 131

Aparéncia dos filmes controle (CNC-0-CA-0), contendo a CNC (CNC-
7,5-CA-0), o CA (CNC-0-CA-20) e ambos CNC e CA (CNC-7,5-CA-20
e CNC-10-CA-20), de acordo com a sequéncia CNC-teor-CA-teor..133

Propriedades material insolavel dos filmes em fungéo dos teores de
CNC na presenca (preta) / auséncia de CA (Cinza). ........ccccceeeeeennn.n. 134

Propriedades de PVA dos filmes em funcdo dos teores de CNC na
presenca (preta) / auséncia de CA (CINZA)........ccccceeeeeeeeiiiieiiiiiineeeenn, 135

Esquema da permeacédo do vapor de agua em uma blenda controle (a)
e nos nanocompaositos com nanocristais (b), hipotetizando o aumento
da tortuosidade do caminho de difusédo pela presenca dos dominios de
nanocristais de CelUlOSe. ... 137

Os espectros de FT-IR dos filmes em concentracdes de CNC e o teor
de CA, bem como a pectina pura e a suspensao de CNC. Filmes
identificados como CNC-X-CA-Y, X e Y indicam os CNC e de CA (%)
com base em pectina seca, respectivamente..............cceevveieeeeennnnnnn. 139

Fotomicrografias do MEV de (a) Filme controle da pectina; (b) filme de
pectina com 7,5% de CNC; (c) Filme de pectina com CA a 20%; (d)
filme de pectina com CA a 20% e 7,5% de CNC, em peso. ............. 141

Espectros de RMN 13C - CP/MAS de filmes (identificado como CNC-X-
CA-Y; X e Y indicando os teores em percentis de CNC e CA,
respectivamente, com base em pectina Seca)..........cceeevvvvieeeeennnnnnn. 143



Figura 56 -

Figura 57 —

Figura 58 -

Espectros de RMN *3C - CP/MAS dos filmes: (a) CNC-0-CA-0 e CNC-
7,5-CA-20; (b) Sobreposicao para comparacao dos dados.............. 145

Gréficos: a) TcH e b) 'H-T1p a partir da dindmica de transferéncia de
polarizacédo. Legenda: 100: sinal a 100 ppm; 70: sinal a 70 ppm. 1-
Controle; 5: 7,5% CNC; 9: 7,5% CNC e 20% de CA e 10: 20% de CA;
*:Amostra com 0s melhores resultados...........cccccoeeeeeeiiiiiiieeieiiiiiiinn, 146

Os espectros de DRX dos filmes (identificado como CNC-X-CA-Y, X e
Y indica o teor por cento de CNC e CA, respectivamente, com base
em pectina seca) com os referidos angulos de difracéo................... 149



LISTA DE TABELAS

Tabelal - Aplicacdes das pectinas em diferentes segmentos industriais. ........... 48
Tabela 2 - Principais cultivares encontradas no Brasil e seus respectivos grupos e
CONSHILUIGAO GENOMICA. ....evvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 50
Tabela3 - Niveis de producédo de produtos agroindustrais no Brasil................... 55
Tabela 4 - Condi¢Bes experimentais de extracdo de pectina das cascas com CA
apresentando os valores codificados de acordo com o delineamento e
0s valores reais correspondentes (experimental). ...........cccceeeeeeeeeennns 86
Tabela5 - Composi¢do do p6 da casca de banana em base de matéria seca..105
Tabela6 - Principais frequéncias vibracionais para as fibras obtidas................ 109
Tabela7 - Valores das massas molares ponderada (Mw), numérica (Mn) médias,
e polidispersividade de amostras de pectinas; PC: pectina; PC-a: em
condigBes acidas; PC-b: em condigfes basicas. ............oeevvvvveeeennn. 112
Tabela 8 - Respostas para os 17 tratamentos de extracdo de pectina da casca de
banana (termos em negrito sdo os valores minimos e maximos)..... 114
Tabela9 - Valores de respostas e previstas nas condi¢cdes adequadas (87°C, 160
MIN, PH 2,0). oo 120
Tabela 10 - Equacbes de regressao (para variaveis codificadas) e parametros
estatisticoS d0S MOUEIOS. .........uuuuuuriiriiiiiiiiiii e 121
Tabela 11 - L/d de outras fontes biodegradaveis. ..........ccccccoiiiiiiiiiiiiieenniinnee. 124
Tabela 12 - Valores das respostas dos filmes, com e sem CA, de acordo com a
analise de significancia (IeSteS t € P). .....uvurrurirmuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 138
Tabela 13 - Valores das larguras da linha espectral (Hz) dos filmes em estudo
identificado como CNC-X-CA-Y, X e Y indicando os teores em
percentis de CNC e CA, respectivamente, com base em pectina
ST 0% ) 1RSSR 144
Tabela 14 - Tempo de Contato (TcH) e tempos de relaxacdo spin-rede de protons
na janela de variacédo (1H-T1p) de alguns filmes..........ccccvvvveeeeeenn. 147
Tabela 15 - Valores de Ic para as amostras de filmes analisadas. ...................... 150
Tabela 16 - Elaboracdo de artigos cientificos durante o Doutorado..................... 165



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

A Absorbancia

Aeua Area da banda da carbonila esterificada

ASTM American Society for Testing and Materials

AIR Residuo Insoltvel em Alcool

ATR Reflectancia total atenuada

BCC British Chambers of Commerce

BPP Cascas de banana moidas

CA Acido citrico

CE Ceara

CEE Comunidade Econémica Europeia

CNC Nanocristais de cellulose

CNPAT Centro Nacional de Pesquisa de Agroindustria Tropical

CNPq Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento

CMC Celulose microcristalina

CP Polarizacdo Cruzada

CP/MAS Polarizacdo Cruzada com rotacdo da amostra em torno do
angulo magico

DCC Delineamento de Composto Central

d Diametro dos nanocristais

AP Diferenca entre a pressdo parcial da atmosfera sobre a silica
gel e sobre a agua pura (3,168 kPa, a 25 °C)

DM Grau de Metoxilacdo de pectinas

DE Grau de Esterificacao de pectinas

EUA Acidos urénicos esterificados

EU Unido Europeia

EFSA Autoridade Europeia de Segurancga Alimentar

EMBRAPA Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

EPI Equipamento de Protec¢édo Individual

FUA Acidos urénicos nao esterificados (livres)

FA Fibra Acetossolve

FT-IR Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier

FAO Organizagdo Americana de Alimentos

GA Acido Galacturénico

GPC Cromatografia de Permeacao em Gel

GX Goma Xantana

HOO- fon peréxido

HG Homogalacturonana

HPMC Hidroxipropilmetilcelulose

HM Alta Metoxilacao

IFR Institute of Food Research

I Intensidade de difracao

Ic indice de Cristalinidade

L Comprimento dos nanocristais


https://en.wikipedia.org/wiki/Attenuated_total_reflectance

LTB Laboratério de Tecnologia da Biomassa

LM Baixa Metoxilagao

LPT Laboratério de Produtos e Tecnologia de Processos
L/d Razao de aspecto dos nanocristais

MA Massa da amostra

MAH Massa da amostra de holocelulose

MAIR Massa de fibra de AIR

MET Microscopia Eletrénica de Transmissao

MEV Microscopia Eletrénica de Varredura

MFa Massa de fibra acetossolve

MF Massa do funil seco vazio

MFH Massa do funil somada & massa de holocelulose
Ml Material Insoltvel

MMT Montimorilonita

MRE Massa do conjunto recipiente/extrativos

MRRS Massa do conjunto recipiente/residuo de solvente
MSR Método de Superficie de Resposta

NMF Nacdes mais favorecidas

PA Poliamidas

PVA Permeabilidade ao Vapor de Agua

P-9311 Padréao de pectina com valor de DM de 31%
P-9436 Padréao de pectina com valor de DM de 67%
P-9561 Padréao de pectina com valor de DM de 89%
PCB Polpa celul6sica proveniente das fibras brutas
PE Polietileno

PP Polipropileno

PVC Poli(vinilcloreto)

PET Poli(etileno tereftalato)

PLA Poli (4cido lactico)

PBAT Poli-butileno adipato co-tereftalato

PL Projeto de Lei

PS Poliestireno

RMN 13C Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
RA Raz&o das Areas dos acidos urénicos

RN Rio Grande do Norte

RDC Resolucao da Diretoria Colegiada

Rha Residuos de ramnose

Rsr Rendimento de branqueamento

RG-I Ramnogalacturonana tipo |

RG-II Ramnogalacturonana tipo |

SisNano Sistema Nacional de Laborat6rios em Nanotecnologias
SECEX Secretaria Executiva

TAPPI Technical Association of the Pulp and Paper Industry
TH Teor de holocelulose

The Teor de hemicelulose


https://ihsmarkit.com/products/tappi-standards.html

TA
T1pH

TcH
TACORRIGIDO
UE

VCT

Yca

XGA

4

Teor de alfacelulose

Tempo de relaxacdo de spin-rede de prétons na estrutura
rotativa

Tempo de contato

Valor real de alfacelulose

Unido Europeia

Tempo de contato variavel

Rendimento de acido galacturénico

Xilogalacturonana

Potencial Zeta



1

2.1
2.2
2.3

2.4

241
2.5

251
2.5.2
2.6

26.1
2.6.2

2.6.3

2.7
2.8
28.1
2.8.2
2.8.3

2.8.4

2.8.5

2.8.6

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt sttt ste e sreaneas 23
FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA ................ 27
Residuos agroinNduUSEIIaiS .....ccoeeeeeeeee e, 27
Organizacao Hierarquica das fibras vegetais .......cccccccvvvvvvvvveieieiennnnnn. 29
CelUIOSE i 32
Nanocristais de CeluloSe ..., 35
Extracdo dos nanocristais de celuloSe ........coovvviiiiiiiiiceiiiecic e 37
= To0 ] = 1S 42
Pectina: constituicdo quimica e estrutura .........cccceeeeeeeeeeeeeeiviicen e, 43
Pectina € suas apliCagles .....ccooeeeeiiiiiiiici e 47
Banana e suas cascas como fonte de pectinas ..........ccccceeeeeeeeeeeeeee. 49
A Fisiologia do amadurecimento daBanana ...........ccccceeeeeeie, 51
Analise do contexto econémico da producédo de Banana.................. 52
As cascas de Banana e suas funcionalizag8es ............ccceevvvvvvicieneeennn. 55
NANOCOMPOSITOS .oiiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e s eeeeens 56
Filmes BionanoCOMPOSITOS ....cciiiiiiiiiiiiiiieeee et 57
=T foTo ] F=Tox - Lo LT 60
TECNICA A CASTING .vvvviiii e e 62
[ o] ] o= T a1 (= 63
Agentes reticulantes ... 65
Aplicacao dos filmes bionanocompdsitos em embalagens................ 68

Aspectos regulatorios para a aplicagcdo da Nanotecnologia............... 71



3.1
3.2

4.1

411
4.1.2
4.1.3

4.1.4

4.1.5

4.1.6

4.1.7

4.1.8

4.1.9

4.2

421

4.2.2

4.2.3

4.2.4

4.3
4.3.1

4.3.2

4.4
4.5
4.6
4.6.1

4.6.2

OBUIETIVOS ..o e e eaas 76
GIAL . 76
ESPECITICOS it 76
METODOLOGIA ... e e e e s 77
Extracao e caracterizagcdo dos componentes de cascas de banana..77
LICIo L e I3 1 41T = To L= PP 79
TEON U8 CINZAS ..eeiiiiiiiiiiiiiiiieie ettt e e e e e e eeeees 80
Determinacao de eXtratiVOS ..........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeaaees 80
Teor de Lignina Klason INSOIOvel ... 81
Determinacdo de HoloCelulOSe .......ccoovvvviiiiiii e, 81
Determinacéo de alfacelulose e hemicelulose ..........ccccooeviieiiiiiiiiinnnnnn. 82
Preparacdo do residuo insoltvel em alcool (AIR) ......cccccevviiiiiiiiiiennnn. 83
Planejamento Experimental para a extracdo das pectinas................... 84
Caracterizacdo de BPP, AIR e pectina nas condi¢cdes adequadas....... 86
Caracterizacdo das pectinas e analises estatisticas...............ccceeeeeeenns 87
Determinacgao do grau de metoxilag&o (DM)...........uuuviiiiimiiiiiiiiiiniiiiinns 87
Teor (GA) e rendimento de Acido galacturénico (YGA).....ccoccevveeeurenenne. 81
ANAlIsSe EStatiStiCa.....ccoeeeeeeeee e 81

Estimativa da distribuicdo de massa molar por Cromatografia de

Permeagdo em Gel (GPC) ....oouviiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 83
Pré-tratamentos das fibras .........cccccoouuiiiiiiiiiiiiis 84
POIPacao OrganoSSOIVe. ... 85
Branqueamento das fibras ..o 85
Processo de obtencdo dos Nanocristais de celulose (CNC)................ 94
Preparagcao dos fIlMES ... 96
Caracterizacdo de CNC e doS filmes ... 97
Analise do potencial Zeta () .............cccuueeeeeiiiiiiiii 97

Microscopia Eletrénica de TranSmiSS80 ........cccevvvvvvviiiiieeeeeeeeicee e 97



4.6.3

4.6.4

4.6.5

4.6.6

4.6.7

4.6.8
4.6.9

4.6.10

4.7

5.1
5.2
5.3
5.3.1
5.3.2
5.3.3
5.3.4
5.3.5

5.3.6
5.3.7
5.4

541
54.2
5.4.3
5.4.4
5.5

5.5.1
5.5.2

ENSAIOS MEBCANICOS oot e 98

Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) ......cccovieeeeieeee e 99
Teste de solubilidade dos filMeS ... 100
OPACIAAUE ... 101

Espectroscopia na regidao do Infravermelho com Transformada de

o LU AT =T R 1 1 R EPPPPRR 102
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) ........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 102
Difracao de RaIOS-X (DRX).....uuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeineeeeeenenaes 102

Ressonancia Magnética Nuclear de '3C com polarizacdo cruzada e

rotacdo no angulo magico (RMN 13C - CP/MAS)......cccooveeeevciveeeeeecrnen. 103
Gerenciamento dos residuos provenientes das reagfes ................... 104
RESULTADOS E DISCUSSAO ...t 105
Composicao quimica da casca de banana.........cccccccvvveeveeeeiieeeeeeeennnnn, 105
Andlise dos espectros de FT-1R ..o 106
CaracterizaCcao das PECLINAS ........ccevvvuiiiiiiii e 110
€1 O PP PURRPPP 110
Respostas Experimentais - MSR..........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiieee 113
PP UPPRRRRR 115
D PP POPRRRPR 116
U 117
S 118
ANAlise EStatiStiCa......ccoeeeeeieeee e 120
Extracdo e Caracterizagcdo dos Nanocristais de celulose (CNC)........ 122
Rendimento de CNC.......ccooiiiiiiiiie e e e 122
L 122
PEeICOIAGCAD ... .o 124
Cargas superficiais dos CNC: potencial zeta ............ccevvveveiviiiiineeennnnn, 125
Caracterizagcao dos filmMes ... 126
RESISTENCIA A TrAGEAD ... .uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 126

Elongacdo e Modulo de Elasticidade.........ccccooeevvvvviiiiiiiiiiieeeeeeeeinn, 128



5.5.3
5.5.4
5.5.5
5.5.6
5.5.7
5.5.8
5.5.9

(@ 0 F= o o =T = 131

Solubilidade dos filMES ..., 133
/R 135
o T TSP 138
IVIEV ..ottt ettt ettt et ettt ettt ettt ettt et eee s 141
RMN 13C = CP/MAS ...ttt ettt 142
5] R 148
CONSIDERAGCOES FINAIS ..ottt 152
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS........cooeieeeeieeeeee e 154
REFERENCIAS ..ottt ettt re st ene 155
Y o= N [ =R 165

ANEXOS . 166



23

1 INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas, tem havido um crescente interesse por parte de
institutos de pesquisa e indastrias em prospectar biopolimeros a partir de fontes
renovaveis (UEHARA, 2017; TIBOLLA, 2018). Isso tem sido motivado pela
preocupacdo do uso continuo de fontes esgotaveis (petrdleo), assim como pela
necessidade de substituicio de produtos derivados de petréleo por materiais
ambientalmente corretos, preferencialmente, que sejam renovaveis e/ou
biodegradaveis, de acordo com a evolucdo do mercado global de polimeros
biodegradaveis (BCC RESEARCH, 2013).

Uma atencéo especial tem sido dada a minimizacdo ao reuso de residuos e
ao estabelecimento de novos produtos e subprodutos agropecuarios, como cascas
de arroz, de algodéo, de café, de frutas etc, as palhas, o bagaco de cana-de-acucar
etc, em substituicdo aos ndo renovaveis (ROSA et al., 2011; ROCHA et al., 2017).
Esses residuos, que resultam daquilo que é retirado da natureza e que, depois de
transformados, ndo conseguem mais retornar ao ciclo, acumulam-se e tornam-se
uma fonte perigosa de doencas e de contaminacdo para o meio ambiente (FAO,
2016). Em razéo disso, a quimica verde, quimica limpa, quimica ambientalmente
benigna, ou quimica autossustentavel ja € uma realidade, especialmente em paises
com industria quimica bastante desenvolvida e que apresentam controle rigoroso na
emissao de seus poluentes (ROSA, et al., 2011; CYPRIANO, 2015).

A agéncia de pesquisa britanica BCC Research previu (em 2012) o aumento
do uso de bioplasticos para cerca de 3,7 milhdes de toneladas em 2016 (BCC,
2012). Segundo estudos de consultorias especializadas (Helmut Kaiser Consultancy,
2012) espera-se que 0s bioplasticos sejam responsaveis por cerca de 25-30% do
mercado até 2020. A Europa € um dos mais importantes mercados mundiais, funcao
da crescente preocupacdo com questdes ambientais e também ocasionada pela
guantidade limitada de reservas de petréleo.

Neste contexto, observa-se um crucial interesse, em nivel mundial, em
relacdo aos polimeros biodegradaveis, principalmente quando se considera o
desenvolvimento de produtos que provoguem menor impacto ambiental. Entretanto,

devido ao seu alto custo quando comparado aos dos polimeros convencionais, para
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a maioria das empresas a utilizacdo de tais polimeros ainda € inviavel
economicamente (AZEREDO et al.,2015). Mesmo assim, as pesquisas apontam
para a substituicdo por plasticos biodegradaveis, uma vez que alguns segmentos do
mercado, que apresentam conscientizacdo pela preservagdo do meio ambiente, se
dispdem a pagar mais por um produto com menor impacto ambiental, resultando em
ganhos ambientais, econémicos e sociais (MORELLI et al., 2016).

Os biopolimeros, que séo polimeros naturais, vém ganhando campo e sendo
utilizados em diversos segmentos da industria. Estes materiais oriundos de fontes
renovaveis derivados de plantios de larga escala vem conquistando espaco, entre 0s
quais estdo o0s polissacarideos e as proteinas (SZAKAL et al., 2014). Os
polissacarideos mais utilizados na fabricacdo de filmes incluem derivados de amido
e celulose, alginatos, pectinas, quitosanas e algumas gomas (SILVA et al., 2015). O
interesse por filmes a base de pectinas cresceu nos ultimos anos, varios estudos
com foco em sua biodegradabilidade e nas propriedades mecéanicas estdo sendo
desenvolvidos utilizando fibras naturais como material de partida para a producao
dos novos compostos (BAN et al., 2006; SILVA, 2011; EGHBAL et al., 2016).

Fibras naturais de diversas fontes tém se mostrado como alternativas
tecnicamente viaveis para melhorar as propriedades mecanicas de biopolimeros,
devido & compatibilidade dos dois materiais (GOMEZ et al., 2016). Isso reduz as
principais deficiéncias dos filmes a base de polissacarideos e proteinas: a baixa
resisténcia mecanica e a incompatibilidade com ambientes de alta umidade relativa
do ar. A celulose, componente principal das paredes celulares das fibras vegetais,
tem sido explorada por apresentar caracteristicas comparaveis aos polimeros
sintéticos e ter potencial para substitui-los, além de ser um recurso biodegradavel.
Isto a torna ideal para a producdo de nanoparticulas atuando como agente de
reforco em compdsitos, pois apresenta boa resisténcia mecanica, térmica, rigidez e
alto grau de cristalinidade (SIQUEIRA et al., 2010; TOLEDO E SILVA, 2017).

Desse modo, pesquisas relacionadas as fibras oriundas de fontes vegetais
vém crescendo abruptamente nos ultimos anos e isso se justifica, pois além do fato
de serem biodegradaveis e provenientes de fontes renovaveis, podem ser aplicadas

em diversos segmentos da induastria. A producdo de fibras vegetais ocorre
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praticamente em todos o0s paises, como cultivos agricolas, produzida
espontaneamente na natureza ou como residuos gerados na agroindastria, estando
o Brasil em destaque devido a sua biomassa abundante e por possuir uma das
maiores extensdes territoriais cultivaveis (SANTOS et al.,, 2011; DUNGANI, 2016;
CARVALHO, 2017).

O numero de pesquisas relacionadas ao uso de residuos agricolas para
obtencéo de produtos de maior valor agregado tem apresentado um crescimento em
virtude da disponibilidade de fontes vegetais, tornando-se visivel a motivacdo pelo
estudo para a obtencao de fibras de celulose em tamanho nanométrico. Por sua vez,
o cultivo e a industrializacdo da banana gera uma consideravel quantidade de
residuos em base lignocelulésica (ELANTHIKKAL et al., 2010). Uma fonte pouco
pesquisada € a casca da banana, que além de ser uma fonte rica em celulose
apresenta caracteristicas funcionais ideais que agregam valores a este subproduto.
Desta forma, torna-se indispensavel a caracterizacdo e o estudo desta matéria-
prima, visto a importancia do conhecimento da estrutura para realizar os tratamentos
necessarios na obtencao de nanocristais de celulose (CNC).

O principal interesse nesta pesquisa € a aplicacdo de CNC em filmes a base
de pectina com potencial aplicacdo para embalagens biodegradaveis. Estes novos
materais caracterizados como nanocompasitos tém aplicacdo em diversas areas de
estudo e, quando empregados como materiais de embalagem, podem impedir a
migracdo de umidade, proteger os produtos alimenticios durante seu transporte,
evitando danos mecéanicos e conservando sua integridade fisica.

A demanda por embalagens plasticas abrange grandes setores industriais,
tais como o automotivo, o de alimentos e bebidas, o de eletrdnicos, de higiene,
perfumaria, entre outros requerendo uma grande variedade de -caracteristicas
especificas para as mesmas. Para a producdo dessas embalagens, atualmente,
90% da matéria prima utilizada € originada de fontes ndo renovaveis (petrdleo), as
quais, apesar de darem origem a embalagens resistentes ao ataque microbioldgico,
nao representam uma alternativa ecologicamente favoravel, tais embalagens devido

a forca entre suas ligacOes e ao fato de ndo servirem de fonte de energia a grande
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maioria dos organismos biologicos, requerem demasiado tempo e/ou catalizadores
para serem completamente degradados. E assim, se acumulam no meio ambiente.

Nesta perspectiva, em um cenario atual de constante mudancas, visando
a busca em atender as necessidades de um mercado consumidor cada vez mais
exigente e especificamente preocupado com a qualidade e inocuidade dos
produtos alimenticios, surgem as embalagens inteligentes, que além de proteger
indicam uma caracteristica especifica do alimento embalado, para o consumidor
elou fabricante, trazendo vantagens em relacdo as embalagens convencionais
(DAINELLI et al., 2018; TADINI, 2011).

O reconhecimento dos beneficios das tecnologias de embalagens ativas e
inteligentes pela industria de alimentos, o desenvolvimento de sistemas de
embalagens economicamente viaveis e a aceitacdo do consumidor, conduz ao
incentivo das pesquisas para a sua Iimplantacdo comercial. Por isso,
pesquisadores de todo o mundo estéo bastante interessados em reduzir o risco
de intoxicacdo das pessoas por ingestdo de alimentos inapropriados para o
consumo, ao mesmo tempo ajudar na prevencdo do desperdicio (PACQUIT et
al., 2016; CORREIA e LINHARES, 2016; UEHARA, 2017; TIBOLLA, 2018).

Diante do exposto, considerando a crescente geracdo de residuos pelo
processamento de alimentos e o potencial destes na sintese de novos produtos,
aliado ao impacto ambiental causado por embalagens plasticas largamente
utilizadas na induastria alimenticia, a proposta deste trabalho foi o estudo e a
valorizacdo do residuo agricola da casca de banana como matéria-prima na
obtencdo de subprodutos, nanocristais de celulose, que serdo aplicados como

agentes de reforgo na elaboracgéo de filmes bionanocompasitos.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Residuos agroindustriais

A agroindustria pode ser conceituada como o0 conjunto de atividades
relacionadas a transformacdo de matérias-primas provenientes da agricultura,
pecuaria, aquicultura ou silvicultura em produtos. A agroindustria ainda pode ser
entendida como todo segmento industrial de produtos alimenticios, e as industrias
gue transformam matéria-prima agropecuaria em produtos intermediarios para fins
alimentares e nao alimentares como fibras, couros, calcados e 6leos vegetais nao
comestiveis (pinhdo manso e tungue) (ARAUJO, 2005; OLIVEIRA, 2017).

Os residuos resultantes das atividades agroindustriais sdo gerados no
processamento de couro, fibras, alimentos, madeira, producéo de acucar e alcool etc
(CAETANO et al., 2017). Sua producédo é geralmente sazonal e esta associada a
maturidade da cultura ou a oferta da matéria-prima. O tipo e a quantidade de
residuos agroindustriais produzidos sdo variaveis com o tempo (ALAMAR, 2012;
MATOS, 2014).

Um dos principais entraves para a ascensao das atividades agroindustriais no
Brasil, além da falta de incentivo aos pequenos produtores e a escassez de politicas
publicas mais eficientes voltadas para o dinamismo das acfes desse setor, € a falta
de uma logistica e infraestrutura adequada para o escoamento dos produtos, que a
cada dia ganha maior importancia dentro das empresas.

Concomitante a isso, outra probleméatica esta vinculada a grande quantidade
de residuos gerados durante o processamento/beneficiamentos de suas matérias
primas. Na maioria dos casos, os residuos oriundos das agroindustrias, ndo sao
tratados e apresentam uma disposi¢cdo ambientalmente inadequada, com potenciais
ricos de contaminacgao dos solos e aguas.

Residuos podem representar perda de biomassa e de nutrientes, além de
aumentar o potencial poluidor associado a disposicdo inadequada que, além da
poluicdo de solos e de corpos hidricos quando da lixiviagdo de compostos, acarreta

em problemas de saude publica. Por outro lado, o elevado custo associado ao
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tratamento, ao transporte e a disposicao final dos residuos gerados tem efeito direto
sobre o preco do produto final.

De forma geral, os residuos da agroindustria de processamento de produtos
de origem vegetal (frutas, oleaginosas, fibrosas, madeireiras etc) e animal (laticinios,
avicultura de corte, aquicultura, etc.) apresentam em suas composicdes diferentes
constituintes, estimulando oportunidades de agregacao de valor pela aplicacdo do
conceito de Biorrefinaria e da quimica verde enfocando o aproveitamento da
biomassa de modo que se tenham cadeias de valor similares aquelas dos derivados
do petréleo, mas com menor impacto no meio ambiente (.

A otimizacdo do uso da biomassa busca a utilizacdo de sistemas integrados
(matérias-primas, processos, tecnologias, produtos e residuos) sustentaveis, de
acordo com parametros técnicos que levam em conta, entre outros aspectos, 0S
balangos de massa e de energia, o ciclo de vida, o desenvolvimento socioecondmico
regional, a geragdo e o consumo dos produtos e servigos de forma distribuida e a
mitigacdo da emissado de gases do efeito estufa.

A Figura 1 apresenta de forma simplificada a visdo conceitual, o potencial de
quimico e os valores agregados dos residuos agroindustriais oriundos das
agroindustrias de processamento de produtos de origem animal e vegetal, dentre os
guais insere-se a casca de banana que apresenta teores consideraveis de celulose e
pectina que agregam valores na producdo de nanocelulose e compdsitos, por
exemplo, visando melhorias nas propriedades destes novos materiais (TIBOLLA,
2018).

Os produtos desenvolvidos a partir de residuos, como as cascas de banana,
possuem maior potencial de agregacéo de valor as cadeias produtivas da biomassa,
em funcdo da participacdo estratégica da industria quimica no fornecimento de
insumos e produtos finais a diversos setores da economia, como 0 petroquimico,
farmacéutico, automotivo, construcdo, agronegocio, cosmeticos etc (VAZ JUNIOR,
2013).
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Figura 1 - Potencial de valorizagdo de residuos agroindustriais.
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Fonte: Adaptada de ROSA et al. (2011).

2.2 Organizacéo Hierarquica das fibras vegetais

Segundo Silva et al. (2011), cada fibra lignoceluldsica tem uma estrutura de
camadas complexas, constituida por uma parede primaria fina, inicialmente
depositada durante o crescimento das células, que circunda uma parede secundaria,
constituida por trés camadas (S1, S2 e S3). As propriedades mecanicas da fibra sdo
determinadas pela camada intermediaria S2, que consiste em uma série de
microfibrilas, helicoidalmente formadas por longas cadeias de celulose e
organizadas no sentido da fibra, como mostrado na Figura 2. Tais microfibrilas tém o
didmetro de 10 a 30 nm e sao resultantes do empacotamento de 30 a 100 cadeias

de celulose estendidas.
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Figura 2 - Estrutura de uma fibra vegetal (a imagem de MEV refere-se a fibra de

Eucalipto).
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Fonte: SILVA et al. (2010).

Além das microfibrilas cristalinas de celulose, a fibra é constituida de fases
amorfas, predominantemente hemicelulose e lignina, embora haja também celulose
amorfa. A hemicelulose € constituida por polissacarideos que diferem da celulose
pela composicdo de varias unidades de acucares, por cadeias moleculares muito
mais curtas e por ramificacbes das cadeias. As unidades de acuUcares que formam
as hemiceluloses podem ser subdivididas em grupos como pentoses (xilose,
arabinopiranose, arabinofuranose), hexoses (glicose, manose, galactose), acidos
urénicos e deoxi-hexoses (SIQUEIRA et al., 2010). A Figura 3 mostra alguns desses
acucares. As hemiceluloses estdo associadas a celulose nas paredes das células

das plantas.
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Figura 3 - Estruturas quimicas da (a) xilose e do (b) acido glucurénico.
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A lignina, por sua vez, é constituida de moléculas diferentes das dos
polissacarideos, sendo formada por um sistema aromatico composto por unidades
fenilpropano, embora a estrutura quimica da lignina ndo tenha sido totalmente
elucidada ainda. Durante o desenvolvimento das células das plantas, ela é
incorporada como o Ultimo componente nas paredes, interpenetrando as fibrilas e
assim enrijecendo as paredes das células (MOUTTA, 2013).

Dessa forma, a fibra vegetal pode ser entendida, por si s6, como um material
compaosito que contém regides cristalinas (microfibrilas de celulose) embebidas em
regidbes amorfas (“matriz’ de lignina e hemicelulose, principalmente). As fibras
vegetais também possuem outros constituintes em menor quantidade, como ceras,
resinas, amido, pectinas e substancias inorganicas (célcio, silicio, potassio,
magneésio) (OLIVEIRA e SOUZA, 2017).

A biossintese da lignina nas plantas é realizada pela rota do acido chiquimico,
sendo este convertido em &cido prefénico e, posteriormente, transformado nos
aminodcidos tirosina e fenilalanina. Esses dois aminoacidos sdo os pontos de partida
para a produgcdo dos alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (Figura 4 em
cores). Esses trés precursores sdo a base do polimero da lignina, lignina p-
hidroxifenila (H) derivada do alcool p-cumarilico, Guaiacila (G) derivada do alcool
coniferilico e a Siringila (S) do alcool sinapilico (BOERJAN et al., 2003; FENGEL e
WEGNER, 1984; SARKANEN e LUDWIG, 1971; LINO, 2015).

O comportamento quimico da lignina é governado, principalmente, pela

presenca de diferentes grupos funcionais encontrados na macromolécula. A Figura 4
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revela a presenca de éteres (alifaticos e aromaticos), élcoois alifaticos e benzilicos,
fendis e em menor proporcao grupos carbonila (aldeidos, cetonas e ésteres). Ainda,
as diferentes ligacbes como ligagcbes do tipo éter ou tipo carbono carbono
determinam a escolha das condi¢cdes experimentais a serem utilizadas quando se
deseja o isolamento, a caracterizacdo e o estudo das propriedades quimicas das
ligninas (CURVELO, 1992; FENGEL e WEGENER, 1984).

Figura 4 - Estrutura proposta para as variedades de lignina.
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Fonte: CLIFFORD (2011).

2.3 Celulose

A celulose é um polimero natural linear cuja unidade repetitiva € formada a
partir de duas moléculas de glicose eterificadas por ligacbes B-1,4-glicosidicas
(Figura 05). Esta unidade repetitiva, conhecida como celobiose, contém seis grupos
hidroxila que estabelecem interagbes do tipo ligacdes de hidrogénio intra e

intermolecularmente (Figura 05). Devido a essas ligacoes de hidrogénio ha uma
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forte tendéncia da celulose formar cristais que a tornam completamente insollveis
em agua e na maioria dos solventes organicos. Tal caracteristica desempenha um
papel importante na orientacdo da estrutura cristalina e nas propriedades fisicas da

celulose.

Figura 5 - Unidade de repeticdo da molécula de celulose.
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Fonte: PEREIRA et al. (2017).

A celulose é constituida de regifes cristalinas, altamente ordenadas, e de
regides amorfas desordenadas. O grau de cristalinidade da celulose e sua massa
mollar variam de acordo com sua origem e processamento. A celulose é mais
resistente quimicamente a bases fortes, mas em meio acido torna-se facilmente
hidrolisada em acucares soluveis em agua (LU et al., 2011).

Nas regides cristalinas existe um arranjo geométrico que se repete nos eixos
principais da estrutura cristalina (eixos cristalograficos) para formar o volume total do
cristal. Em cristalografia, a esse arranjo geométrico da-se o nome de cela unitéria, a
qual possui dimensdes bem definidas. No caso da celulose, existe mais de uma
forma polimorfica, ou seja, ndo ha uma dimensao Unica para a cela unitaria, seis
polimorfos de celulose foram identificados: | (celulose nativa), I, I, i, Vi, e V.

Estudos de RMN 13C no estaso s6lido, mostraram que as celuloses nativas
apresentam duas formas cristalinas distintas, la e I8. O alomorfo la possui uma
estrutura cristalina triclinica (parametros de cela: a = 6,717 A, b = 5,962 A, ¢ =
10,400 A, o = 118.08°, B = 114.80° e y = 80.37°) contendo somente uma cadeia por
cela unitaria (Figura 06), sendo a estrutura dominante em celulose proveniente de

algas e bactérias. Ja a forma I3, possui estrutura cristalina monoclinica (parametros
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de cela:a=7,784 A, b =8,201 A, c=10,38 A, a =B =90° e y = 96.5°) com duas
cadeias de celulose por cela unitaria (Figura 6b). Esta estrutura € dominante em
plantas superiores (alomorfo I é o termodinamicamente mais estavel). As duas
estruturas coexistem em proporcbes que variam com a fonte (SILVA e
D'ALMEIDA,2009; MESQUITA, 2012; MOON et al., 2011).

Figura 6 - Estruturas cristalinas das celuloses nativas: (a) estrutura cristalina triclinica
da celulose la; b) Celulose I monoclinica; (c) representacdo esquematica das celas
unitarias; (d) orientacdo relativa das celas unitarias das estruturas la (linha seccio

nada) e IB (linha sdlida).
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Fonte: Adaptada de SANTOS (2013).

A celulose Il é que a possui a estrutura mais estavel (Figura 07) e a de maior
relevancia técnica, pois é utilizada para preparar materiais como celofane, rayon e
tencel (MESQUITA, 2012). Ela pode ser obtida a partir da celulose I, por tratamento
com hidréxido de sodio aquoso (mercerizacdo), ou por dissolugdo da celulose e
posterior precipitacao/regeneracdo (SANTOS, 2013).

As estruturas observadas na Figura 07 apresentam ligagdes de hidrogénio
intra-cadeias dominantes na posi¢do O3-H....05, as quais dao a celulose a rigidez e
linearidade da cadeia carcterizando-se como a grande diferenca entre a celulose | e
II. Na Figura 07 observa-se que a celulose | apresenta predominantemente as
ligacbes de hidrogénio em relacdo a posicdo O6-H....03 e na celulose Il o conjunto
dominante se refere a posigdo O6-H....02 apresentando uma influéncia direta na

estrutura do reticulo cristalino das estruturas.
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Figura 7 - Estruturas cristalinas das celuloses nativas.
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Fonte: MOON, et al. (2011).

2.4 Nanocristais de Celulose

A descoberta dos nanocristais de celulose (CNC) tem sido atribuida a Ranby
et al. (1951) que publicaram o primeiro trabalho descrevendo a obtencédo de
suspensdes coloidais de celulose por meio da hidrélise controlada com H2SOa.
Nickerson e Habrle (2015) tinham observado que a degradacédo de celulose com
solucéo acida em ebulicdo atingia um limite apdés um determinado tempo de reacéao.
Mukherjee e seus autores (1960) utilizando microscopia eletrénica de transmissao
(MET), observaram pela primeira vez que as particulas obtidas da suspensédo
hidrolisada, ap6s secagem, eram compostas por agregados de estruturas em forma
de agulha e que estas possuiam a mesma estrutura cristalina das fibras da celulose
original.

Os CNC séo particulas de celulose aciculares (aspecto fisico de agulha) de
alta cristalinidade (monocristais quase sem defeitos) com pelo menos uma dimenséo
menor ou igual a 100 nm (FLAUZINO NETO et al, 2013). Os nanocristais
constituem-se de dominios cristalinos de celulose que apresentam diferentes e
interessantes propriedades mecanicas, oticas e térmicas quando comparados com
as estruturas celulosicas de maior dimenséo.

As nanoparticulas de celulose podem existir sob duas formas distintas como:

microfibrilas e os whiskers, que séo partes cristalinas também conhecidas como
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nanocristais. Os nanocompoésitos podem melhorar as propriedades de barreira a
umidade dos polimeros. As fibras cristalinas aumentam a tortuosidade do material
em que estdo inseridas e conduzem a processos de difusdo mais lentos e, desta
forma, a permeabilidade é mais lenta (MORELLI, 2016).

As principais caracteristicas que estimulam a utilizacdo dos CNC enquanto
agentes de reforco em matrizes poliméricas sdo a grande area superficial especifica
(estimada em varias centenas de m2.gt), o grande médulo de elasticidade (cerca de
150 GPa), a alta razdo de aspecto (comprimento/diametro) e a eminente capacidade
de reforco a baixos niveis de carga (DUFRESNE, 2003; STURCOVA et al., 2005).
Outras vantagens atraentes dos CNC sdo a sua baixa densidade (cerca de 1,566
g/cm3), natureza néo abrasiva (menor desgaste dos equipamentos envolvidos em
Seu processamento), carater ndo-toxico, biocompatibilidade e biodegradabilidade.

Os nanocristais provém de fontes naturais renovaveis, que s&8o muito
abundantes e de baixo custo, ndo sendo necessario sintetiza-los; suas dimensdes
nanomeétricas permitem a producdo de filmes compdsitos com excelente
transmitancia de luz visivel e sdo facilmente modificados quimicamente (a sua
estrutura molecular tem uma superficie reativa de grupos hidroxila laterais, que
facilitam a enxertia de espécies quimicas para atingir propriedades de superficie
diferentes) (FLAUZINO NETO et al., 2013; LAHIJI et al., 2010; LI et al., 2009; LIU et
al., 2010; MOON et al., 2011; PENG et al., 2011; SAMIR et al., 2005).

Um grande desafio na utilizacdo de NCCs em aplicacdes comerciais € a sua
disponibilidade limitada e baixo rendimento quando isolados, sendo estes produzidos
em grande parte em escala laboratorial a partir de fontes naturais como: algodaouo,
bagaco de cana-de-agucarsz,s0, bagaco de mandiocais, fibras de sisalss, capimzz,
casca de cocosi, entre outras. As propriedades desses materiais dependem muito
das condicbes usadas na hidrélise acida, como o tempo e a temperatura. Além
disso, as fontes lignocelulésicas também influem drasticamente em propriedades
como, por exemplo, a cristalinidade e a morfologia (formatos e tamanhos) dos NCCs
obtidos.
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2.4.1 Extragéo dos nanocristais de celulose

A celulose cristalina esta presente naturalmente nas fibras vegetais e para
sua extracdo € necessario digerir 0os demais componentes presentes,
majoritariamente lignina e hemicelulose, através da utilizacdo de bases e &cidos
fortes. Como esses componentes constituem a fase amorfa da fibra, eles estdo mais
susceptiveis a penetracdo e ao ataque dos reagentes empregados, 0S quais
ocasionam hidrolise e, consequente, dissolucédo das cadeias de baixa massa molar
no meio reacional.

O processo de digestdo da lignina e da hemicelulose feito em escala
laboratorial em etapas, onde inicialmente é feito um processo conhecido como
polpacdo (BENNAR et al.,, 1992). Nessa etapa a maior parte da lignina e da
hemicelulose sdo removidas. A polpacdo é um processo quimico que expbe a
biomassa vegetal com a finalidade de recuperar a celulose, além de outros
constituintes lignocelulésicos menos abundantes, como a lignina e a hemicelulose. O
processo de polpacdo surgiu nas industrias de papel e celulose, utilizando como
fonte de celulose cavacos de madeira (SOPRANI, 2016).

Os principais tipos de polpacéo sao: kraft (utiliza uma mistura de hidréxido de
sédio e sulfeto de sdédio); sulfito (polpacdo com sais de &cido sulfuroso) e
organossolve, sendo este escolhido como processo de polpacdo das fibras em
estudo. A utilizacdo de solventes organicos recuperaveis, como acetona, etanol,
acido acético dentre outros, é uma particularidade da polpac¢do organossolve, uma
vez que ndo ha formacdo de produtos sulfatados. Nesse método a celulose e a
lignina sdo de boa qualidade e, diferentemente de outros métodos (kraft e sulfito), a
lignina obtida através do processo organossolve, do tipo acetossolve, é insolavel em
agua, sendo de facil separacéo.

Na sequéncia é realizado o branqueamento para remocao, principalmente da
lignina residual ainda impregnada nas fibras de celulose e deixar o material com
brancura elevada. O branqueamento de fibras vegetais é realizado com o uso de
fortes agentes oxidantes para remocédo de lignina residual e hemiceluloses. Os

processos convencionais que envolvem a utilizacdo de reagentes quimicos a base



38

de cloro apresentam o grande inconveniente da liberagdo de compostos
organoclorados, especialmente dioxinas e furanos, de toxidez elevada.

Segundo Loureiro (2009) o peroxido de hidrogénio atua como uma opc¢ao
ambientalmente correta de alvejante final durante a etapa do branqueamento, em
comparacao a formacgédo dos compostos organoclorados, onde a dissociacdo alcalina
(pKa= 11,6, 25°C) libera o anion (HOO") que compde essa molécula. termediarios, as
hidroxilas e o anion superoxido (HOO-). O anion HOO- é o agente ativo de
alvejamento da matéria-prima, sendo considerado um poderoso nucledfilo que reage
preferencialmente com grupos de carbonila simples e conjugadas. Portanto, o
peréxido de hidrogénio atua como uma boa opcdo de alvejante final. Além da
digestdo da lignina e da hemicelulose, a celulose amorfa também deve ser atacada
de modo a permitir a liberagdo da celulose cristalina em dimensdes nanométricas, 0
que é feito através da reacdo com um &cido forte.

A busca por novas formas de disposi¢cédo da celulose, como 0s nanocristais e
a celulose nanofibrilada, possibilitaram a otimizacdo e a inovacéo de processos de
obtencdo dessas nanoestruturas, como a microfluidizacdo e a hidrélise acida
(STROM et al., 2013). Este processo consegue separar os dominios cristalinos da
celulose da parte amorfa, permitindo a obtencdo de cristais singulares e bem
definidos. Este procedimento esta baseado na cinética de hidrélise mais rapida
apresentada pelas regides amorfas da celulose em comparacdo com os dominios
cristalinos (Figura 08) (LU et al., 2013).
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Figura 8 - Esquema com as regides amorfas (mais suscetiveis a hidrélise) e

cristalinas de celulose.
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Fonte: PEREIRA et al. (2017).

A reacdo de hidrolise da celulose com H2SO4 para extragdo de CNC ocorre
devido a diferenca de reatividade das reacdes amorfas e cristalinas uma vez que a
primeira apresenta maior acessibilidade, pois o ataque acido acontece
preferencialmente nas regibes amorfas menos impedidas, em detrimento das
regides cristalinas, levando a obtencédo dos CNC na forma de suspensdo aquosa
(SAMIR, ALLOIN e DUFRESNE, 2005). Esse tipo de processo de obtencdo de
nanocelulose requer um pré-tratamento nas fibras para deslignificacdo e
branqueamento, visando a remoc&o principalmente de hemicelulose e lignina
(BRASILEIRO et al., 2001; GIRI; ADHIKARI, 2013). Esses pré- tratamentos podem
ser fisicos, quimicos, mecanicos ou uma combinagédo destes. Tipicamente, os NCC
sao cristais com um diametro entre 3 e 20 nm e comprimento no intervalo entre 100
e 600 nm. As dimensdes e a cristalinidade dependem da fonte de celulose utilizada,
bem como do processo de obtencdo (REBOUILLAT, 2013).

A Figura 09 exibe o mecanismo de reagdo para a hidrdlise acida da celulose.

Essa é uma reacdo de esterificagdo que ocorre entre os grupos hidroxila livres da
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celulose com o H2SO4, levando a producéo de um éster de celulose com a liberacéo
de moléculas de agua (DUFRESNE, 2012).

A hidrolise acida inicia com a protonacédo do oxigénio glicosidico (Figura 9a)
com posterior quebra da ligacdo C1-O (MENDGEN, 1993; DANIEL, 1994). O
carbocation gerado na etapa b € estabilizado pela deslocalizagdo do par de elétrons
existente sobre o oxigénio do anel glicosidico, adjacente a C1 (Figura 9b). O ataque
nucleofilico da agua sobre C1 (Figura 9c) com regeneracdo do acido (Figura 9d e
9e) encerra a etapa de despolimerizagédo (se esta ocorrer no interior da cadeia da
celulose, gerando novos terminais) ou de producdo de glicose (quando ocorre

hidrolise diretamente nos terminais).

Figura 9 - Mecanismo da reacdo de hidrolise da celulose catalisada por acido; (a)
protonacdo do oxigénio glicosidico; (b) geracdo do carbocétion; (c) ataque da agua
sobre C1; (d) e (e) finalizagdo da etapa de despolimerizacao ou producéo de glicose.
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Quando utilizado H2SO4 na reacdo de hidrdlise, grupos sulfato ancoram na
superficie dos cristais produzidos a partir da esterificacdo dos grupos hidroxila
(MERLINI, 2016). Estes grupos promovem a oxidacdo da superficie, deixando-as
carregadas negativamente e com um pH acido, criando certa repulsdo entre os
nanocristais prevenindo aglomerag6es hidrofilicas, portanto facil dispersédo em agua
e interessantes propriedades 6pticas (DUFRESNE, 2012; CAMARGO,2015).

O tempo de hidrolise afeta diretamente a cristalinidade dos CNC e deve ser
suficiente para solubilizar as regides amorfas da celulose, obtendo um material de
elevada cristalinidade (SILVERIO et al., 2013). Segundo estudos de Beck-
Candanedo, Roman e Gray (2005), tempos de reacdo muito longos podem digerir
completamente a celulose e produzir moléculas de aclUcar. Tempos de reacdo muito
baixos podem levar a producdo de particulas grandes e agregadas. Segundo Xu e
autores (2013), condicbes mais severas de hidrélise acida (tempo de hidrédlise e
temperatura) poderiam destruir também as zonas cristalinas das fibrilas, resultando
assim, em CNC com menor diametro e maior carga superficial.

Apos o término das reacdes, os CNC sdo obtidos em suspensdes aquosas
estaveis e devem ser submetidos a dialise em agua dentro de membranas semi-
permeaveis até pH neutro, seguido de tratamento em ultrassom para completa
desagregacao dos mesmos, e filtracdo para a retencédo de eventuais particulas néo
hidrolisadas, e armazenamento em geladeira, como suspensao aquosa.

A estabilidade dessas suspensdes depende da dimensdo das particulas
suspensas e da sua polidispersividade, assim como da carga superficial presente
nas mesmas. Segundo Dufresne et al. (2012), CNC extraidos através de hidrélise
acida (H2S04) formam suspensfes aquosas mais estaveis do que aqueles obtidos a
partir de HCI, devido a presenca de cargas negativas na superficie dos CNC (grupos
sulfato), que ocasionam um equilibrio eletrostatico decorrente das forcas de repulséo
entre elas.

A individualizacdo dos CNC torna-se muito dificil de ser mantida apds a
secagem uma vez que as fortes pontes de hidrogénio existentes favorecem a
aglomeracdo (SAMIR et al.,, 2011). A introducdo de grupos sulfato tende a

comprometer a estabilidade térmica dos CNC pois, sob aquecimento, esses grupos
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podem se desprender (dessulfatacdo) e catalisar a degradacdo dos CNC
(PELISSARI et al., 2014).

Portanto, o isolamento de celulose a partir da hidrélise acida via H2SO4 € uma
rota promissora na producdo dos nanocristais de celulose a partir de materiais
lignocelulésicos como as cascas de banana, que € a fonte de celulose utilizada no

presente estudo.

2.5 Pectinas

Fibras alimentares solaveis, sendo hidrocoldides constituidos de unidades de
acidos galacturarénicos com graus diferentes de metoxilacdo. E de grande
incidéncia entre o0s vegetais, pode ser extraida do albedo de frutas citricas
(DUXBURY, 1991).

As pectinas sao polissacarideos integrantes da parede celular de plantas
dicotiledbneas, promovem a adesdo entre as células e resisténcia mecéanica da
parede celular. A unido de pectina entre celulose e hemicelulose formam a
protopectina nos tecidos vegetais. A protopectina, é insollvel, e de facil hidrolise por
aquecimento em meio &cido, originando a pectina (ORDONEZ-PEREDA, 2005;
THAKUR et al., 1997).

As pectinas sao constituidas especialmente por cadeias de &cido
galacturénico associadas com unidades de ramnose e sdo ramificadas com cadeias
de unidades de pentose e hexose. Sdo encontradas nas paredes celulares e nos
tecidos intracelulares das frutas e vegetais, sendo usadas como agentes
geleificantes e espessantes em diversos alimentos (JOLIE et al., 2012; ARAUJO,
2017).

As pectinas podem ser envolvidas em processos fisiolégicos complexos da
célula, tais como crescimento e diferenciacdo celular, além de influenciar na
porosidade, carga superficial, pH e balanco ibnico da parede celular (BOBBIO e
BOBBIO, 2003; CAFFALL e MOHNEN, 2009; JARVIS, 2011).
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2.5.1 Pectinas: constituicdo quimica e estrutura

Sdo uma familia de oligossacarideos e polissacarideos de constituicao
complexa. Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de elucidar sua
exata estrutura macromolecular (YAPO, 2009; SILA et al., 2008; RALET et al., 2009;
YANG et al., 2009; ROUND et al., 2010; CHRISTIAENS et al., 2011). Nao se trata de
uma unica molécula de estrutura simples, mas de uma familia de biomacromoléculas
muito diversas em sua composi¢cdo, podendo conter até 17 monossacarideos
diferentes, alguns deles esterificados com grupos metil e acetil (WILLATS et al.,
2006; RALET et al., 2009; FRAEYE et al., 2010). Para o melhor entendimento da
relacdo estrutura-propriedade técnico-funcional das pectinas é essencial uma
compreensao precisa de sua estrutura macromolecular.

As pectinas sdo biopolimeros multiblocos, que apresentam em sua estrutura
diferentes unidades de polissacarideos: a Homogalacturonana (HG), a
Ramnogalacturonana tipo | (RG-I) e a Ramnogalacturonana tipo Il (RG-1l) (FRAEYE
et al., 2010; JOLIE et al., 2012) (Figura 10). Além destes, galacturonanas
substituidas também tém sido descritas, como a xilogalacturonana (XGA) e
apiogalacturonana (API) (FRAEYE et al., 2010; WESTERENG et al., 2008; FISSORE
et al., 2009; BASANTA et al., 2012).

A HG é o polissacarideo péctico mais abundante, compreendendo em torno
de 50 a 90% do total da pectina (YAPO, 2009; SANTOS et al., 2013), que consiste
de uma cadeia linear de residuos de acido a-D-galacturénico (GalA) (até aprox. 200
unidades), unidos por ligagdes glicosidicas (1—4), parte dos quais podem estar
metil-esterificados no grupo carboxilico (C-6). Em menor grau, os residuos de GalA
também podem apresentar grupos acetil nas posi¢cdes O-2 e O-3 (PINHEIRO et al.,
2008; WESTERENG et al., 2008; FISSORE et al., 2009; VRIESMANN et al., 2011;
FISSORE et al., 2013).

As pectinas também podem apresentar grupos amida ((R-CO)NH2) ligados
em C-6, quando desmetoxiladas em presenca de amoénia, e em meio alcodlico
(Figura 10). Neste ultimo caso, as pectinas sao ditas amidadas (FRAEYE et al.,
2010; EINHORN-STOLL et al., 2012). As propor¢des de grupos metilicos, acetilicos

e amidicos influenciam as propriedades funcionais das pectinas.
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Figura 10 - Modelos propostos para a macroestrutura das pectinas. a) Modelo

continuo linear, com regibes de HG interceptadas com RG-1 e RG-II. b) Estrutura

alternativa, na qual a HG é considerada uma cadeia lateral da RG-I.
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Fonte: OLIVEIRA et al. (2013).
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O grau de metoxilagcdo (DM) é considerado um fator determinante para a

funcionalidade tecnolégica das pectinas. As de alto grau (HM) sédo aquelas que

apresentam mais de 50 % dos residuos de GalA metoxilados e so gelificam em meio

acido e na presenca de altas concentracdes de acucar (maior que 55 %, m/m).

Quando o DM é menor que 50 %, as pectinas classificam-se de baixo grau de

metoxilacdo (LM), gelificando na presenca de céations divalentes, geralmente Ca?*, e
a adicdo de acucar nao € obrigatéria (Figura 11) (YAPO, 2009; FRAEYE et al., 2010;
LIANG et al., 2012; VRIESMANN et al., 2012; NAGHSHINEH et al., 2013). E
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importante ressaltar a diferenca entre DM e DE. O primeiro consiste no percentual
de residuos de GalA metoxilados, enquanto o DE € o percentual total de GalA
esterificados, incluindo as esterificacbes com grupos acetilicos. Assim, pectinas que
apresentam grande percentual de grupos acetilicos na cadeia podem apresentar DE
maior que 50%, mas ser de baixo metoxil (DM < 50%).

Figura 11 - Cadeia central do acido poligalacturdénico apresentando os grupamentos

livres de metoxilacéo e metoxilados classificados em (a) HM e (b) LM.
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Fonte: PROPRIO AUTOR.

Ao contrario da HG, a RG-I é um polissacarideo altamente ramificado, sendo
frequentemente referido como regido de “cabeleira”, e o dominio HG como regiéao
‘lisa”. A cadeia da RG-l consiste de repeticbes do dissacarideo [—4)-a-D-GalA-
(1—2)- a-L-Rha-(1—], cujos residuos de ramnose (Rha) podem estar ligadas em O-4
a cadeias laterais de acucares neutros, principalmente galactose a arabinose, onde
o comprimento das cadeias pode variar consideravelmente e a composicdo de
acucares de RG-l pode ser altamente heterogénea (YAPO, 2009; WESTERENG et
al., 2008; FISSORE et al., 2013; SANTOS et al., 2013).

A RG-I representa 20-35% da pectina, com alto grau de especializacao celular

e expressdo dependente do desenvolvimento, no tipo e nUmero de agucares simples
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e oligossacarideos ligados a essa cadeia. A razdo para esse nivel de variacdo em
RG-I ndo é conhecida, mas sugere diversidade functional (CANTERI et al., 2012).

A RG-Il € uma molécula altamente complexa de baixa massa molar (5-10 kg
mol?), composta por aproximadamente nove unidades de &cido a-D-galacturdnico
(1—4), tornando-se um segmento estruturalmente mais complexo em uma
composicdo de 10% da pectina (WILLATS et al., 2006). Essa estrutura, altamente
conservada na maior parte das espécies vegetais, consiste de um esqueleto de
homogalacturonana de no minimo oito (provavelmente mais) unidades
monoméricas, contendo cadeias laterais de até 12 diferentes tipos de acucares,
alguns muito peculiares como apiose, acido acérico, acido 3-deoxi-lixo-2-
heptulosarico (DHA) e acido 3 deoxi-mano-2-octulosénico (KDO). Apesar desta
complexidade, a estrutura da RG-Il € conservada, independentemente do vegetal de
origem (CONTRERAS-ESQUIVEL, 2006; YAPO, 2009).

O comprimento da cadeia de homogalacturonana e as proporgbes de HG,
RG-I e RG-Il, assim como a distribuicdo das cadeias de HG na molécula podem
influenciar as propriedades funcionais da pectina (BASANTA et al., 2012). Pectinas
citricas possuem maiores propor¢cbes de HG, seguidas por RG-I e RG-Il, sendo,
portanto, ricas em &cido galacturénico (PINHEIRO et al., 2008; CANTERI et al.,
2012). Yapo (2009) estimou as proporcdes destes polissacarideos em pectinas
citricas em 88/11/1, respectivamente.

De modo geral, quanto maior o teor de acido galacturénico na pectina, melhor
sao suas propriedades gelificantes e espessantes, favorecendo as interacdes entre
as diferentes cadeias pécticas e a formacédo de zonas de juncdo nos processos de
gelificacdo. Por isso, a FAO considera que a pectina deve apresentar um teor
minimo de acido galacturénico de 65 %, em massa (WILLATS et al., 2006).

A forma com que os diferentes dominios da pectina estdo arranjados na
estrutura macromolecular ainda nao esta claramente compreendida. Até 0 momento,
duas macroestruturas tém sido propostas (WILLATS et al., 2006; ROUND et al.,
2010; CANTERI et al., 2012). A primeira e mais aceita é a de que a HG, a RG-l e a
RG-1l formam uma cadeia continua. No entanto, uma estrutura alternativa considera

a HG como uma cadeia lateral da RG-I, similarmente ao que ocorre com as
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arabinanas e galactanas (WILLATS et al, 2006; FRAEYE et al., 2010).
Independentemente da estrutura, € amplamente aceito que o0s diversos
polissacarideos que compde a molécula encontram-se ligados covalentemente.

Com excec¢do da RG-Il, as caracteristicas estruturais das pectinas, incluindo
grau de metoxilacdo, grau de acetilagdo, massa molar, composi¢cdo de acucares
neutros do polissacarideo RG-I, bem como o padrdo de distribuicdo das cadeias
laterais, sdo altamente varidveis de acordo com a matéria-prima, grau de
amadurecimento, método de extracdo utilizado e até mesmo regides distintas de um
mesmo tecido vegetal (KOUBALA et al., 2008; FISSORE et al., 2009; ROUND et al.,
2010).

Para extrair a pectina a partir do tecido vegetal é necessario o emprego de
agentes quimicos, tais como acidos, bases, compostos quelantes (p. ex.: oxalato de
amonio e EDTA), ou por meio da utilizagdo de enzimas (KOUBALA et al.,2008;
FISSORE et al., 2010; LIANG et al., 2012). No entanto, em escala industrial, realiza-
se a chamada extracdo acida convencional, na qual sdo utilizadas solucdes de
acidos fortes, como o acido nitrico, cloridrico, sulfarico e fosférico, sob aquecimento.
Alguns paises proibem a utilizacdo destes acidos, substituindo-os por &cidos
organicos como o citrico, latico ou tartarico (PINHEIRO et al., 2008; CANTERI et al.,
2012; VRIESMANN et al., 2012).

Independente do método de extracdo, degradacBes na estrutura da pectina
sempre irdo ocorrer, em maior ou menor grau. No entanto, as extragdes em meio
acido, principalmente quando se utilizam acidos fortes, sdo as que mais afetam a
estrutura original. Por isso, métodos alternativos de extracdo, denominados de
“ecologicos”, ou que promova maiores rendimentos e menores tempos e custos de
producdo tém sido investigados. Estes métodos incluem a utilizacdo de acidos

organicos.

2.5.2 Pectinas e suas aplicagbes
A importéncia da pectina na tecnologia e no processamento de alimentos,
bebidas e farmacos esta relacionada a sua funcao de conferir firmeza, retencéo de

sabor e aroma, assim como hidrocoloide na dispersédo e estabilizacdo de diversas
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emulsbes. A formacdo de gel é a principal caracteristica funcional da pectina, e
depende essencialmente das caracteristicas do meio: pH, teores de sélidos soltveis
e cations divalentes, concentracdo da pectina e grau de metoxilacdo (PAIVA et al.,

2009), de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - AplicacGes das pectinas em diferentes segmentos industriais.

Industria Aplicacéo

Sucos e vinhos Melhoria na extracdo de sucos, clarificacdo, pigmentos,
liebracdo de aroma e outros compostos.

Alimentos Producao de purés, polpas de frutas, liberacdo de aroma,
compostos prebibticos e raca animal.

Reducao dos niveis de colesterol e tratamento de desordens

intestinais.
Farmacéutica Possivel efeito para tratamento do cancer de célon intestinal
Oleos Mellhoria na extracao de 6leos e recuperacao de 6leos
essenciais de citricos, extracdo de agentes antioxidantes.
Bioetanol Degradacao da matéria organica e liberacao de acucares
para degradacdo microbiana e producédo de bioetanol
Ché e café Melhora na fermentacéo
Téxtil Tratamento das fibras naturais
Papel Branqueamento da polpa kraft

Fonte: HUR, et al. (2013).

A estrutura molecular de um gel aquoso apresenta trés elementos: (a) zonas
de juncdo, onde as moléculas poliméricas estdo juntas; (b) segmentos de inter-
juncdo dos polimeros que sdo relativamente moveis; e (c) agua presa na rede
polimérica. Uma zona de juncdo pode envolver ligagbes covalentes, eletrostaticas,
de hidrogénio ou interagdes hidrofobicas (NAZZARO et al., 2012).

Existem varios estudos sobre a formagdo e a aplicacdo de coberturas ou
capsulas de géis de pectina em alimentos ou farmacos, e que, por serem em forma
de pelicula, s&o também denominados de filmes (KANG et al., 2005;
MAFTOONAZAD et al., 2007; TRIPATHI et al., 2010). Entretanto, apenas alguns
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desses trabalhos produziram filmes independentes para poder determinar as
caracteristicas fisicas desses produtos (SOUTO-MAIOR et al., 2008).

Alves et al. (2010) verificaram as propriedades de barreira de filmes a base de
blendas de pectina e kappa carragena com incorporacdo de flocos de mica e
observaram uma diminuicdo da permeabilidade ao vapor de 4gua, e também dos
gases CO2 e O2 em relagédo aos filmes sem a incorporagédo dos flocos de mica.
SILVA et al. (2009) avaliaram o efeito da concentracdo do plastificante em filmes de
pectina e alginato reticulados com ions de calcio e concluiram que o aumento da
concentracdo do plastificante (glicerol) diminuiu a resisténcia a tracdo dos filmes
compostos e aumentou a solubilidade em agua, a umidade e o alongamento desses

filmes.

Batista e autores (2005) estudaram o efeito da adicdo de acidos graxos sobre
as propriedades dos filmes de pectina e observaram que a utilizagdo da mistura
desses componentes na preparacao dos filmes aumentou os valores de tensao da
ruptura e da elongacdo. No entanto, ndo diminuiu a permeabilidade ao vapor de
agua em relacdo aos filmes produzidos com a adicdo dos acidos graxos
individualmente. Também nesse estudo foi observada a alta solubilidade dos filmes
produzidos e os autores sugerem que filmes com essa caracteristica podem ser
utilizados para cobertura de sementes agricolas que necessitem de rapida
germinacao no campo ou como carreadores de aditivos necessarios ao crescimento

das mesmas.

2.6 Banana e suas cascas como fonte de pectinas

Atualmente a bananeira é classificada na botanica dentro da classe das
monocotiledéneas, ordem Zingiberales, familia Musacea. Nesta familia, temos a
insercéo de dois géneros, Ensete e Musa. O género Musa conta com quatro se¢oes:
Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys e Eumusa, sendo a Uultima onde se
encontram as bananeiras cultivadas e onde ha um maior nimero de espécies de
relevancia (LIMA et al., 2014; FRIZO, 2015).

As espécies de banana sao taxonomicamente agrupadas de acordo com sua

"ploidia”, ou seja, de acordo com 0 numero de cromosSSOmMOS conjuntos que contém
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e com a proporcéo relativa em seu genoma (SULAIMAN et al.,, 2011; PEREIRA,
2012). A evolucdo do género Musa, onde ao longo de sua historia natural
cruzamentos ocorreram e acarretaram nos trés niveis cromossémicos diferentes
observados hoje, ocasionou um fendmeno conhecido como poliploidia. Algumas
cultivares de banana atuais s&o diploides, ou seja, possuem dois conjuntos do
namero basico de cromossomos que €é 11, e, portanto, contam com 22
cromossomos. Contudo, existe também muitas cultivares triploides e tetraploides,
com conjunto de 33 e 44 cromossomos respectivamente. Na verdade, as cultivares
de banana mais importantes séo triploides (PERRIER et al., 2011).

As bananas de exportacdo sdo geralmente triploides AAA, e algumas de
cozer sao triploides de mesma constituicdo genética. Quase todos os cultivares de
bananas sao poliploides, derivados da hibridizacdo de Musa acuminata e Musa
balbisiana. Boa parte destas Ultimas sdo bananas de cozer, chamadas platanos,
apesar de algumas serem utilizadas como frutas de sobremesa, como € o caso da
banana prata, de genoma AAB (SILVA et al., 2007).

A atual forma de classificacdo da banana em vigor esta de acordo com o
proposto por Simmonds (1962) na qual os clones sdo nomeados em fungéo de sua
constituicdo gendmica, nome do grupo e nome da cultivar. Por exemplo: Cultivar
“William” (AAA, Grupo ‘Cavendish”) (SULAIMAN et al., 2011) conforme a descricédo
elencada na Tabela 2.

Tabela 2 - Principais cultivares encontradas no Brasil e seus respectivos grupos e
constituicdo Gendmica.

Constituicdo Gendmica Grupo Cultivar
AA - Ouro
AAA Cavendish Nanica, Nanicédo, Grand
Naine, William
AAA Gros Michel Gros Michel, Highgate
AAB - Maca
AAB Prata Prata, Prata Ana, Catarina,

Pacovan, Enxerto

AAB Terra Terra, Terrinha, Pacova,

D’Angola
AAB Figo Figo Vermelho, Figo Cinza

Fonte: SILVA et al. (2007).
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2.6.1 A Fisiologia do amadurecimento da Banana

O amadurecimento é o resultado de mudancas complexas que ocorrem no
fruto. As principais mudancas que podem ser observadas sdo: aumento de taxa
respiratéria, aumento na producdo de etileno, aumento na concentracdo de
acucares, solubilizacdo das substancias pécticas, degradacdo de pigmentos,
aumento na concentracao de fenolicos e acidos, producao de volateis, variacbes nos
teores de enzimas, vitaminas, minerais e mudancas na permeabilidade dos tecidos
(CHITARRA e CHITARRA, 1994).

A casca da banana apresenta coloracdo que vai do verde ao amarelo na fase
de maturacdo devido a presenca de clorofila, xantofila e caroteno. Dois outros
pigmentos sao encontrados no protoplasma da célula: os flavonoides e as
antocianinas. A quantidade de clorofila encontrada na fruta verde é de 52 a 103
mg/kg de casca. O teor de xantofila tem demonstrado ser maior que o de caroteno,
estando entre 5 a 7 mg/kg de casca, enquanto que o caroteno € encontrado na
proporcao de 1,5 a 3,5 mg/kg. No decorrer da maturacéo, a clorofila é gradualmente
destruida pela acdo enzimatica e o caroteno e a xantofila tornam-se cada vez mais
evidentes. A cor da casca € um bom indicativo do grau de amadurecimento da
banana (MEDINA e PEREIRA, 2004).

Von Loesecke (1950) classificou o amadurecimento da banana em sete
pontos de escala de maturacdo de acordo com a cor da casca (Figura 12). Ja Lii,
Chang e Young (1982) estudaram as transformagdes que ocorrem durante o
amadurecimento das bananas e relacionaram o contetdo de amido e acucares totais
conforme a cor das cascas.

Francisco e autores (2014) estudaram frutos em estagio de maturacéo do tipo
6 onde as cascas apresentaram uma coloracdo completamente amarelada em
potencial aplicagdo como fonte de materiais biodegradaveis. Silva et al. (2007)
concluiram que as amostras de banana com aceitacdo por maior niumero de
consumidores foram aquelas constituidas por frutos que se encontravam nos
estadios de amadurecimento 5 e 6. A partir deste estudo Castricini e autores (2012)
optaram como via de caracterizacdo os frutos que atingiram o estadio 6 de

maturagao para futuras aplicacdes na area de Biotecnologia.



52

Figura 12 - Escala de Maturacao de Von Loesecke.
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Fonte: PBMH e PIF (2016).

2.6.2 Analise do contexto econdmico da producédo de Banana

A banana representa uma das mais importantes culturas de frutas em regides
tropicais e subtropicais tornando-se importante na forma de promoc¢ao da seguranca
alimentar em muitos bol¢cdes de pobreza. Enquanto o consumo per capita nos
principais paises importadores do mundo (EUA e Unido Europeia) € de 13
kg/habitante/ano, em regides pobres do globo, tais como Uganda, Ruanda e Burundi
na Africa, essa quantidade aumenta para mais de 200 kg/habitante/ano, de maneira
que a banana chega a representar quase 30% do aporte diario de calorias dessas
populacdes. No Brasil, por sua vez, o consumo da fruta € de 7,7 kg/habitante/ano.
(FAO, 2013).

A producéao global anual de bananas ultrapassou os 100 milhdes de toneladas
em 2011 (The World Banana Forum, 2015) e o Brasil tornou-se um dos cinco
principais produtores mundiais (Evans e Ballen, 2012). O total gasto anualmente
pela Unido Europeia (UE) com a importagdo da banana ultrapassou os 2,7 bilhdes
de euros nos ultimos triénios (2003-2005; 2006-2008 e 2009-2011) (Hortifruti Brasil,
2012). O Brasil aproveitou-se desse mercado com uma participacdo considerada
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representativa, onde o montante gasto pela UE com as compras da fruta brasileira
apresentou uma variagao positiva de 28,3% de 2003-2011.

Em 2014, as exportacOes para a UE cairam expressivos 39% (no periodo de
janeiro a novembro), em comparagéo com ao ano de 2013, de acordo com dados da
Secex. A elevada concorréncia com outras empresas e paises e as altas tarifas
impostas ao produto brasileiro na UE contribuiram para tal decisdo. Porém, as
exportacdes ao bloco europeu continuam, mesmo que em volume mais reduzido,
tendo em vista que outros grandes produtores do RN e CE tém enviado os lotes ao
exterior.

Por outro lado, o envio da fruta aos membros do Mercosul foi 5,2% maior no
mesmo comparativo em 2014, atingindo a casa dos 47 milhdes de toneladas.
Previsdes apontam aumento dos embarques de banana, com a regido norte de
Minas Gerais podendo iniciar a exportacdo de banana prata a Europa (HORTIFRUTI
BRASIL, 2014).

Em 2015, as exportacdes globais de banana registraram o primeiro declinio
desde 2010, depois de ter atingido um pico sem precedentes de 18,6 milhBes de
toneladas em 2014. Embora a demanda de importacdo permaneca forte em todas as
regibes, os efeitos adversos do fendbmeno climéatico de El Nifio, bem como a
propagacdo da doenca de Fusarium Wilt afetou negativamente os rendimentos e
resultou em escassez de producdo em varias das principais regibes produtoras e
exportadoras (FAO, 2016).

As exportagfes da América Latina e do Caribe apresentaram queda de 1%
devido a menores embarques da Costa Rica e da Colémbia, dois dos maiores
exportadores da regido (Figura 13). A Costa Rica sofreu escassez de producao
devido a fortes chuvas e, portanto, lutou para competir com a feroz pressao de
precos no mercado mundial. A Colémbia foi afetada por extrema seca, baixos niveis
de produtividade, queda na é&rea colhida e condi¢cbes de estrada precarias, 0s
investimentos estratégicos foram prejudicados pela fraca moeda colombiana. O
crescimento das exportagcbes na América Latina resultou, principalmente, de um
maior crescimento dos dois maiores exportadores do Equador, que se recuperaram

de condic¢Oes climaticas adversas, e a Guatemala, que se beneficiou do acordo de
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livre comércio com os Estados Unidos e acesso preferencial a Unido Européia.
(FAO, 2016)

Figura 13 - Dados da exportacdo mundial de banana por regido no periodo de 2011
— 2015 (verde - América Latina e Caribe; amarelo — Asia e Azul — Africa).
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Fonte: FAO, 2016.

O acesso ao mercado de bananas na Unido Europeia é regulado pelos
termos e condi¢gbes do Acordo de Genebra sobre o Comércio de Bananas, que foi
negociado entre a Unido Européia e os produtores latino-americanos de banana em
dezembro de 2009 e entrou em vigor em 1 de maio de 2012. O acordo multilateral
substituiu o sistema anterior de tarifa Unica e, desse modo, terminou a longa disputa
comercial entre a Unido Européia e os paises produtores de banana da América
Latina, bem como entre a Unido Européia e os Estados Unidos. Por este acordo, a
Unido Européia comprometeu-se a reducdo progressiva da tarifa das Nacbes mais
favorecidas (NMF) em oito etapas, com projecéo futura de 176 € / tonelada para €
114 / tonelada em 2019. Em 2015, a tarifa NMF foi de € 132 /t, e em 2016 em € 127
/t.

Atualmente, a producao no Brasil deve continuar aumentando como resultado

dos ganhos de produtividade. Apesar das exportagdes terem sido baixas na década
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passada devido a importancia do mercado interno, um aumento nas vendas para

mercados estrangeiros pode ocorrer como resultado da reorganizacao da industria e

a abertura de novos canais de comeércio projetados para 2023-2024, conforme a

Tabela 3, com énfase para a evolucdo da producédo e as expectativas para a banana

(OCDE-FAO, 2015).

Tabela 3 - Niveis de producao de produtos agroindustrais no Brasil.

Unidade 2005/6 2010/11 2011/12 2012/13 2013/14 2014/2015 2023/24

Graos T 3,5 3,7 2,9 2,8 3,4

Cafe Milhdes 32,9 48,1 43,5 50,8 49,2

de
sacas
Papaia T 1,6 1,9 1,9 1,5 1,6
Manga T 1,0 1,2 1,2 1,2 1,2
Banana* T 7,0 7,3 6,9 6,9 7,1

3,2 3,2
45,3 61,0
1,6 1,8
1,2 1,4
7,2 7,8

* Indicativo da fonte de estudo da presente pesquisa.
Fonte: FAO, 2016.

2.6.3 As cascas de Banana e suas funcionalizacfes

As cascas de banana (30% do peso do fruto) sdo normalmente descartadas,

causando problemas ambientais devido a sua susceptibilidade a degradacéo
microbiana (GONZALEZ-MONTELONGO, LOBO e GONZALEZ, 2010) (Figura 14).

Esses materiais foram apresentados como fontes de pectina e celulose (OLIVEIRA

et al.,2016), o que os tornam interessantes para a exploragdo, dentro de
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perspectivas econémicas e ambientais, e no aproveitamento desses residuos com

possivel destino no mercado com alto valor agregado.

Figura 14 - Cascas de bananas.

Fonte: PROPRIO AUTOR

A literatura reporta poucas informacdes a respeito da composicao das cascas
de banana e as propriedades dos seus componentes, como as hemiceluloses e as
pectinas. Segundo alguns pesquisadores, na variedade Nanica, por exemplo, suas
cascas possuem um alto teor de pectina (10-21%, em base seca) e baixos teores de
celulose e hemicelulose (cerca de 6-9% e 1-8%) (EMAGA et al., 2008). Zhang e
autores (2005) mencionaram o teor de hemiceluloses em torno de 20% e
Oberoi et al. (2012) reportaram teores de hemicelulose e pectina em cerca de 10% e
16%, respectivamente.

Pectinas, provenientes de residuos agroindustriais, como as cascas de
banana, tém sido utilizadas para o desenvolvimento de novos materiais, com
destague aos nanocompoésitos como forma de melhoramento de propriedades
mecanicas para aplicacdo como embalagens de alimentos (PASINI CABELLO et al.,
2015; PENHASI e MEIDAN, 2014).

2.7 Nanocompdésitos

No ano de 1960, os materiais poliméricos eram considerados caros e com 0
objetivo de baixar os custos de manufatura, os fabricantes passaram a utilizar cargas

minerais fibrosas ou particuladas, de baixo custo, no seu desenvolvimento. O
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método se propagou de tal maneira que o uso de cargas, termo técnico como ficou
conhecido esse tipo de recurso na producéo de polimeros, tornou-se frequente, pois
estas fornecem corpo e conferem novas propriedades aos materiais (FLAUZINO
NETO, et al., 2015; MELO e AOUADA, 2017).

A adicdo de cargas (fase dispersa/descontinua) a matriz polimérica (fase
continua) origina um novo material com caracteristicas diferentes, denominado
composito. A matriz polimérica tem a funcdo de manter a integridade estrutural do
composito em virtude das suas propriedades de coesdo, uma vez que a fase
dispersa desempenha o papel de transferir tensdes que, por sua vez, atuam como
um refor¢co ou enchimento do material, conferindo um melhor desempenho mecanico
da matriz e, portanto, modificando suas propriedades. Entretanto, essa adicdo de
cargas a matriz polimérica também promove impactos negativos como: diminui¢ao
da resisténcia ao impacto, menor resisténcia a tracdo, maior densidade e maior

rigidez (PELISSARI et al., 2014).

7

Para que a carga forneca resisténcia ao polimero é necessario que haja o
controle das propriedades fisico-quimicas na interacdo da carga com a matriz e,
caso esta interacdo nédo seja adequada, o produto final seréa fragil. E necessario uma
boa dispersdo das particulas na matriz, de forma que as cargas ndo fiquem
agregadas, dificultando a interacdo com a matriz polimérica, o que afeta as
propriedades mecéanicas, através da concentracao de tenséo. Portanto, a resisténcia
final € dependente do tamanho da particula, pois o tamanho da carga determina a
area de contato e a resisténcia aumenta com a diminuicdo do tamanho da particula
(MELO e AOUADA, 2017). Desta forma, Alexandre e Duboi (2016) justificaram a
utilizacdo das nanoparticulas no desenvolvimento de nanocompdsitos; compostos
hibridos incorporados a matriz polimérica, com pelo menos uma de suas fases em
escala manométrica, de 10° metros, onde a manipulagdo dos materiais é realizada
na escala atbmica (SILVA et al., 2015; MORELLI, 2016).

2.8 Filmes Bionanocompdsitos
Segundo Siqueira, Bras e Dufresne (2012), a definicAo de biocompositos

pode envolver tanto reforcos quanto matrizes polimeéricas provenientes de fontes
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naturais. Bionanocompdsitos seriam, portanto, compostos que caberiam nas duas
definicbes descritas acima. Sendo assim, o termo bionanocompdsito poderia ser
empregado tanto para matrizes poliméricas provenientes do petrdleo, como o PBAT,
porém reforcadas com nanocargas naturais como 0S nanocristais de celulose,
quanto para matrizes poliméricas provenientes de fontes naturais (biopolimeros),
como o PLA, porém reforcadas com cargas inorganicas como as hanoargilas
(MORELLI, 2016) (Figura 15).

Figura 15 - Rota esquemética e ilustrativa da obtencdo de bionanocompdsitos
preparados por incorporacdo de nanocristais de celulose em polimeros

biodegradaveis.

Fontes renovaveis CNC

Polimeros biodegradaveis

Fonte: Adaptada de Pereira et al. (2014).

Polimeros provenientes de fontes renovaveis surgem como uma alternativa
de menor impacto ambiental em comparacdo aqueles dependentes da exploracao
do petrdleo. No entanto, para outros autores, o termo biopolimero pode designar
polimeros biodegradaveis e, portanto, biocompdésitos seriam compaositos
biodegradaveis. Segundo a ASTM 6400-04, plasticos biodegradaveis podem ser
definidos como aqueles que sao degradados a partir da acdo de microorganismos

naturais, como bactérias, fungos e algas (VIEIRA, 2012).
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Estes materiais permeiam em campos de aplicagdo na area da saude, pois
sdo sensiveis a bioabsorcdo pelo corpo humano, em aplicagdes como implantes
(MORELLI, 2016). Isso faz com que ndo seja necessaria cirurgia posterior para
remocao do implante apés regeneracdo do organismo. Um exemplo disso, € 0 uso
de suturas ou de parafusos ortopédicos completamente reabsorviveis pelo corpo.
Outro exemplo é o uso desses polimeros como suporte para crescimento celular
(scaffolds) ou para liberacéo controlada de medicamentos.

O desenvolvimento de filmes bionanocompdsitos para uso em embalagem de
alimentos tem sido motivado pela preocupacdo com o grande volume de lixo néo
biodegradavel gerado pelo descarte de embalagens convencionais. Dentre os
biopolimeros utilizados para a fabricacdo destes materiais encontram-se 0s
polissacarideos, tais como a pectina, alginato, amido, quitosana e celulose (Figura
04). O material a ser utilizado é escolhido de acordo com suas caracteristicas e
aplicagéo requerida (BALDWIN, 2012). Para serem utilizados como embalagens, os
filmes devem atender a um numero de requisitos funcionais especificos: barreira ao
vapor de agua e a gases, solubilidade em &gua ou lipidio, caracteristicas mecanicas
e reoldgicas, ndo-toxicidade etc (BARDET, 2013).

As nanoestruturas de celulose tém sido associadas a melhorias nas
propriedades de barreira de filmes poliméricos. Além disso, melhores propriedades
mecanicas de polimeros foram observadas como consequéncia da adicdo de
nanocelulose, apresentando um desempenho em estreita relagdo com o teor,
dimensdes das nanoestruturas (e consequente razao de aspecto), assim como ao
grau de interacdo matriz-celulose e efeitos de percolacdo (HUBBE et al., 2008;
AZEREDO et al., 2012; ABDOLLAHI et al., 2013).

Como em todo material composito, as propriedades dos bionanocompdsitos
dependem das propriedades individuais de cada componente (matriz e refor¢o), da
composicdo (fracdo volumétrica dos constituintes), da morfologia de cada fase
(arranjo espacial, dimensdes, cristalinidade) e das propriedades da interface.

Samir e autores (2011) destacaram a importancia de trés parametros na
definicdo das propriedades mecanicas de compésitos com CNC. O primeiro é a

razado de aspecto (L/d) dos nanocristais, que esta relacionada com o material de
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origem e ao método de extracdo dos CNC. Quanto maior essa razao maior sera o
efeito de reforco esperado. O segundo € o método de preparacdo dos
nanocompositos, que pode ser por evaporacdo de solvente (agua ou solventes
organicos, dependendo da solubilidade do polimero) ou no estado fundido, em
processos baseados em extrusdo e injecdo. O terceiro parametro € o resultado das
interacOes entre matriz polimérica/nanoparticulas e entre as nanoparticulas.

Em compdsitos convencionais a priorizacdo do primeiro tipo de interacédo €
importante na busca de melhores propriedades mecanicas. No entanto, no caso dos
CNC, a perspectiva da formagcdo de uma rede percolada estd relacionada a
capacidade de interacdo entre as nanoparticulas por meio de interacdes por ligacao
de hidrogénio (MONTANO-LEYVA, 2013; SILVA et al., 2015).

2.8.1 Percolacao

Idealmente, a formagcdo de uma rede percolada entre reforgcos de uma matriz,
ocorre quando as conexdes existentes entre esses reforcos deixam de ser locais,
passando para um estado de conexdo infinita (SAMIR, ALLOIN e DUFRESNE,
2005). Em outra conceituacdo, as cargas deixam de atuar simplesmente como
particulas individuais e passam a fazer parte de uma estrutura rigida de sustentacéo,
conectada em forma de rede.

Favier e autores (1997) buscaram aplicar a teoria de percolacéo para justificar
as surpreendentes propriedades mecanicas encontradas a altas temperaturas,
através de estudos de compdsitos de latex reforcados com nanocristais de celulose
extraidos de tunicados obtidos por casting, A proposta do trabalho foi entender como
a rigidez elastica do composito evoluia com o aumento da fracdo volumétrica dos
CNC e sugerir um modelo para essa evolugdo. Nesse estudo, a percolagcao foi
investigada atraves de simulagbes numéricas visando quantificar a fragcao
volumétrica limite de percolacdo (minima necessaria para formacdo da rede
percolada) e as propriedades mecanicas foram analisadas através da Teoria de
Percolacdo e de um Modelo simples de Voigt (MORELLI, 2016). Todos os
parametros elasticos associados com essa descrigdo foram determinados atraves de

simulag@es utilizando o método de elementos finitos.
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Um estudo inicial foi feito para determinacédo da fracdo volumétrica de CNC
necessaria para formar uma geometria de rede percolada (fracdo volumétrica limite
de percolacao, o¢v). Para isso, foi gerado um conjunto tridimensional contendo 5.000
CNC aleatoriamente distribuidos e orientados, de formato cilindrico, e determinada
razdo de aspecto L/d entre o comprimento (L) e o diametro (d) dos mesmos. A
possibilidade de interacédo entre esses CNC na constituicdo de uma rede percolada
foi entédo estudada. Foi percebido que a ¢v dos CNC diminuia drasticamente com o
aumento da razédo de aspecto dos mesmos, segundo a seguinte Equacdo 1 (sendo
L/d significativamente diferente da unidade) (TAIPINA, 2012):

9 0,7
T — 1
Vo Lsd @)

No entanto, diferentemente do caso da percolacdo elétrica, na qual a
existéncia de um caminho continuo entre os elementos condutores distribuidos na
matriz isolante € suficiente para fazer todo o sistema conduzir, na percolacdo
mecanica a existéncia desse caminho continuo de ligacdo entre os elementos
rigidos ndo garante a rigidez de todo o sistema, uma vez que ela depende
fortemente da natureza das ligacdes existentes entre os elementos. Na pratica, além
da razdo de aspecto, a orientacdo e o tipo de interacdo existentes entre as particulas
rigidas e entre essas e a matriz também influenciam a fracdo volumétrica limite de
percolacdo (SAMIR, ALLOIN e DUFRESNE, 2005; BRETAS et al., 2010).

No caso dos nanocristais de celulose, as pontes de hidrogénio tendem a
favorecer a formacéo dessa rede percolada rigida. Vale ressaltar também que, na
extracdo dos nanocristais de celulose, um intervalo de comprimentos e diametros
das nanoparticulas é obtido, resultando, portanto, em um intervalo de razdes de
aspecto. Sendo assim, o valor encontrado através desse célculo de fragédo
volumétrica de percolacdo deve ser utilizado apenas como um valor orientativo na

busca de uma estrutura percolada.
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Figura 16 - Evolucdo da fracdo volumétrica limite de percolacdo com a razéo de

aspecto de fibras aleatoriamente distribuidas.
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Fonte: MORELLI (2016).

2.8.2 Técnica de casting

Na preparacdo de bionanocompdsitos com CNC o método que tem sido mais
utilizado e descrito na literatura € a obtencéo de filmes por evaporacdo de solvente
(solvent casting ou simplesmente casting, em inglés) (RIBEIRO NETO e
MARCONCINI, 2017), por se tratar de estudos que visam basicamente investigar 0s
efeitos fisico-quimicos que os CNC podem incorporar as matrizes poliméricas em
escala laboratorial. Por isso a maior parte dos estudos citados na literatura utiliza
casting como método de processamento, assim como eletrofiacdo e preparacao de
filmes auto-montados (layer-by-layer).

A técnica de producdo dos filmes via o método casting, a partir de uma
suspenséo, envolve inicialmente uma etapa de solubilizagdo do polimero em um
solvente (agua, etanol, solucdo de acido acético etc.) ao qual podem ser
incorporados diversos aditivos (plastificantes, agentes reticulantes, agentes
antimicrobianos etc.). Posteriormente, a solucdo formadora do filme é vertida sobre

um suporte e submetida a um processo de desidratagdo até uma condicdo que
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permita um facil desprendimento do molde, ou aplicada no recobrimento de um
produto (MORELLI et al., 2016).

O processo de evaporacao de solvente envolve a dispersao dos polimeros em
um solvente adequado formando uma solucédo filmogénica. Depois da evaporagao
do solvente, o filme é destacado do suporte, Figura 17 (JONES; MEDLICOTT, 1995).
Durante a evaporacdo do solvente, hA um aumento na concentracao da disperséao.
Com isso, as forcas intermoleculares, entre os segmentos das cadeias poliméricas,
tornam-se cada vez mais eficazes e os filmes resultantes apresentam estrutura

densa e forte devido ao entrelagamento das cadeias (SIEPMANN et al., 2008).

Figura 17 - Processo de formacao de filmes poliméricos pelo método de evaporacéo

de solvente (ou casting).
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Fonte: Adaptada de SILVA, 2016.
Existem varias estratégias para melhorar as propriedades dos filmes. A

maioria dessas sdo modificacdes feitas na solucéo filmogénica. Os métodos mais

comuns sao adicao de plastificantes, reticulantes e o uso de blendas (SILVA, 2016).
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2.8.3 Plastificantes

Sao geralmente liquidos utilizados para aumentar a flexibilidade e a
distensibilidade do filme na sua temperatura de utilizacdo (CANEVAROLO, 2006).
Além de alterar as propriedades mecénicas, as substancias que atuam como
plastificante também tem forte influéncia nas propriedades térmicas dos materiais,
como moléculas pequenas que se alojam entre as cadeias poliméricas, afastando-as
umas das outras. Esse afastamento provoca a reducdo das forcas de atracéo
intermolecular secundaria, aumentando a mobilidade das cadeias, reduzindo assim,
0 nivel energético necessario para dar mobilidade a cadeia toda, ou seja, diminui-se
a temperatura de transicao vitrea. Os plastificantes podem ser divididos em sollveis
e insoluveis em agua (BODMEIER e PAERATAKUL, 1997).

Os soluveis sdo completamente dissolvidos na fase aquosa da dispersao
polimérica coloidal, e em altas concentracdes podem levar a um aumento da difusédo
de agua no polimero. Ja os insoluveis, tem que ser emulsionado na dispersédo de
polimero, podendo ocupar os micros espacos vazios do filme, ocasionando uma
reducdo na absorcdo de agua. Contudo, plastificantes insolUveis podem provocar
separacdo de fases ou zonas descontinuas durante a secagem do filme, e como
consequéncia tem-se a reducdo a flexibilidade e o aumento da permeabilidade a
vapor de agua (SIEPMANN, PAERATAKUL e BODMEIER, 1998). Vieira e autores
(2011) relatam que os plastificantes mais utilizados na producdo de filmes
biopoliméricos sdo os poliéis, mono, di e oligossacarideos. Os principais consistem
no sorbitol, etileno glicol, polietileno glicol, propileno glicol, manitol, xilitol e glicerol ou

glicerina (Figura 18).

Figura 18 - Estrutura do glicerol.
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Fonte: PROPRIO AUTOR.
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2.8.4 Agentes reticulantes

Basicamente, séo utilizados com o propdsito de melhorar as propriedades dos
filmes poliméricos, como a resisténcia a agua, coesao, rigidez, resisténcia mecanica
e permeabilidade. Estes materiais sdo substancias de baixa massa molar e
apresentam grupos funcionais reativos capazes de permitir a formacao de ligacdes
inter e intracadeias (GONSALVES et al., 2011). Recentemente, 0 processo de
reticulacdo vem sendo necessario para prover maior compatibilidade e integridade
entre as fases poliméricas e produzir blendas poliméricas mais homogéneas com
diferentes propriedades.

A rede reticulada é formada por meio da reacdo entre o0s sitios reativos
especificos presentes nas unidades estruturais dos polimeros e alguns agentes
reticulantes, melhorando a resisténcia desses materiais a agua. Com o aumento da
densidade de reticulacdo, a capacidade de absorcdo do solvente diminui (LUCAS et
al., 2001; SHI et al., 2007).

A reticulacéo visa, principalmente, modificar as propriedades de estabilidade
quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade e cor dos materiais (GUPTA,
GOPAL, 2011). Os polimeros reticulados exibem diferencas consideraveis em suas
propriedades, dependendo do grau de reticulacdo e do método de preparacdo. Um
polimero semicristalino reticulado forma cristalitos que ancoram as cadeias da parte
amorfa e se tornam os pontos de reticulacéo, deixando o material insolivel em agua,
podendo este ser aplicado na liberagdo controlada de farmacos (HASSAN, 2000).

Varios reticulantes sao utilizados, como o glutaraldeido, formaldeido, glioxal,
acido citrico e outros (REDDY; YANG, 2010) e diversos estudos tém usado 0s
acidos organicos como agentes reticulantes, como o acido citrico anidrido, maleico e
o tartarico (CANEVAROLO, 2006; OREFICE et al., 2006). Entre os reticulantes
usados, o acido citrico (CA) vem sendo bastante empregado (REDDY; YANG, 2010).

O CA vem sendo estudado e aplicado como agente reticulante por apresentar
estrutura multicarboxilica, o que faz com que a esterificacdo possa ocorrer entre 0s
grupos carboxilas deste agente reticulante e os grupos hidroxilas existente nos
polimeros (YANG et al., 2004). Atua como um agente de ligacdo cruzada, devido a

sua estrutura, reforcando a ligacao intermolecular através da introdugéo de ligagbes
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covalentes de modo a melhorar as propriedades de resistividade de materiais
poliméricos frente a agua (YU et al.,, 2005; SHI et al., 2008). O processo de
reticulacdo ou também chamado de esterificacdo leva a formacéo de éster, podendo
ser mono, di ou triéster. Essa esterificacdo ndo ocorre em baixas temperaturas. Uma
variedade de caracteristicas estruturais e fisicas muda como resultado da
esterificacao (SHI et al., 2008).

A esterificacdo de grupos hidroxilas utilizando o CA pode ocorrer de duas
formas: esterificacdo de Fisher e por um mecanismo com formac&o de um anidrido
altamente reativo. A reacédo de esterificacdo de Fisher pode ocorrer em condi¢des
acidas e basicas. A reacao ocorre entre os acidos carboxilicos do CA e as hidroxilas
dos polimeros e inicia-se com a protonacdo do grupo acido carboxilico, que por sua
vez é atacado pelo grupo hidroxila levando a formacéo de um éster. Nesta reacao é
produzida molécula de agua como subproduto e pode ser realizada com ou sem
catalisadores adicionais (OLSSON et al., 2013).

A outra via de esterificacdo seria através da formacdo de um anidrido ciclico
reativo, o qual representa o produto obtido via 0 mecanismo da reticulacdo. Nesse
processo, a reacdo de reticulacdo torna-se favorecida pelo processo de cura dos
filmes secos, tipicamente acima de 100°C (DASTIDAR e NETRAVALI, 2012;
OLSSON et al., 2013). O mecanismo ocorre quando o CA sofre aguecimento entre
140-175°C, intervalo de temperatura para o inicio da reacdo, e entdo desidrata,
obtendo-se um anidrido ciclico altamente reativo (Figura 19), que reage facilmente
com grupos hidroxilas presentes na pectina, biopolimero do presente estudo (BIRCK
et al., 2014).

Figura 19 - Formacgé&o do anidrido reativo apds aquecimento do CA.

Acido citrico Anidrido reativo
o
OH
OH ;
HO A ’
o
OH

(o)
Fonte: Adaptada de BIRCK et al. (2014).
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Bueno e autores (2013) estudaram o mecanismo de reticulagdo do CA com
blendas poliméricas de Goma Xantana (GX), polissacarideo extracelular, ramificado,
anibnico, sintetizado por diferentes tipos de cepas da bactéria Xanthomonas, e poli
(a@lcool vinilico) (PVA), polimero sintético, semicristalino e hidrofilico com excelente
combinagao flexibilidade, compatibilidade com tecidos vivos. No caso da GX, a
esterificacdo pode acontecer entre os grupos carboxilas do CA e hidroxilas da GX, e
entre 0os grupos carboxilas da goma xantana e hidroxila do CA, como representado

na Figura 20.

Figura 20 - Reticulacdo da GX pelo CA.

[ Goma xantana (GX) )

O

Goma xantana (GX) ]

Acido citrico

Fonte: Adaptada de BUENO et al. (2013).
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2.8.5 Aplicacéo dos filmes bionanocompdsitos em embalagens de alimentos

A embalagem desempenha um papel fundamental na inddstria alimenticia
gracas as suas multiplas funcbes. Além de conter o produto, ela € muito importante
na sua conservacdo, mantendo a qualidade e a seguranca, atuando como uma
barreira contra fatores responsaveis pela deterioracdo quimica, fisica e
microbiolégica (ALMEIDA et al., 2015). Apesar das inUmeras inovacdes registradas
em nivel da producado, aplicacdo dos materiais, tecnologia de conservacdo dos
produtos e sistemas de distribuicdo, as formas tradicionais de embalagem coexistem
gracas as caracteristicas especificas e funcionais e a capacidade de adaptacao

como resposta as necessidades e exigéncias dos mercados.

Sao varias as definicdes que podem ser apresentadas para a embalagem:
sistema coordenado de preparacdo de produtos para transporte, distribuicdo,
armazenamento e uso final; meio de assegurar o envio de produtos ao consumidor
final, em condicbes adequadas e a baixo custo; funcdo técnico-econbmica de
diminuir o custo de distribuicdo e aumentar as vendas; arte, ciéncia e tecnologia de

preparar produtos para transporte e venda (CUNHA, et al., 2007).

Quanto a funcdo ou nivel das embalagens pode-se classificar em primarias,
secundarias e terciarias. A primaria (lata, garrafa, saco) estad em contato direto com o
produto e é normalmente responsavel pela conservacdo e contencdo do produto.
Elas sdo agrupadas em cargas unitarias, em paletes de madeira ou plasticas, e
estabilizadas com filme estiravel, termorretratii ou com cintas. A embalagem
secundaria (caixas de cartdo ou cartolina), que contém uma ou varias embalagens
primarias, € normalmente responsavel pela protecdo fisico-mecéanica durante a
distribuicdo. Ela também é responséavel pela comunicacdo, sendo o suporte da
informacdo, principalmente nos casos em que contém apenas uma embalagem
primaria.

A embalagem terciaria agrupa diversas embalagens primarias ou secundarias
para o transporte (caixas de papeldao ou grades plasticas para garrafas de bebidas).
A escolha por embalagens deste tipo depende da natureza da embalagem individual

(rigida, semi-rigida ou flexivel); do esquema de paletizagdo (dimensionamento da
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embalagem coletiva com vista a maximizar o aproveitamento da palete) e dos
custos.

As principais embalagens utilizadas sdo as metalicas (latas), frascos de vidro,
papel, papeldo e plasticos, na forma de garrafas, caixas, potes ou filmes para
formacdo de sacos. Os papéis sdo flexiveis, leves e podem ser facilmente
reciclados. Vidros e metais tém sido utilizados para produtos de alto valor agregado,
sendo resistentes a corrosédo e a tracao, respectivamente (MAHALIK e NAMBIAR,
2010). Os polimeros apresentam muitas caracteristicas desejaveis para uma
embalagem, como transparéncia, maciez e boa resisténcia (BOHLMANN, 2006).
Sua extensa aplicacdo na industria de embalagens deve-se ao baixo peso
e, consequente, menor custo, boas propriedades mecanicas como resisténcia ao
rasgo e a tracdo, assim como boa barreira ao oxigénio e capacidade de vedacéao
térmica.

Os plasticos mais comumente utilizados na industria de embalagens séo
derivados de produtos petroquimicos, entre eles o poli(etileno tereftalato) (PET),
poli(vinilcloreto) (PVC), polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS) e
poliamidas (PA) que tém sido amplamente utlizadas para diversos tipos de
alimentos, nas formas de filmes, chapas, garrafas, copos e bandejas. Entretanto,
estes materiais, por ndo serem totalmente reciclaveis nem biodegradaveis, causam
efeitos adversos ao meio ambiente, trazendo riscos a saude humana e aos
ecossistemas. Para se ter ideia, cerca de 40% dos plasticos séo utilizados para
embalagens diversas e especificadamente quase a metade deles (aproximadamente
20%) sao usados para embalagens alimenticias (RHIM, PARK e HA, 2013).

Nos ultimos anos, diante da grande quantidade destes materiais plasticos que
€ descartada diariamente, devido ao longo tempo de degradacédo destes materiais
no meio ambiente, tém causado preocupacao. Assim, 0os 6rgdos governamentais de
protecdo ao meio ambiente e as organizagcdes ndo governamentais de protecao ao
meio ambiente, tém buscado formas de se discutir e conscientizar a populagédo do

consumo consciente destes materiais (MMA, 2015).
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Além disso, o consumo de combustiveis fésseis (mais de 99% dos plasticos
originam-se de combustiveis fosseis), a poluicdo ambiental, o esgotamento de
aterros, o elevado consumo de energia nos processos de producéo e a difusdo de
polimeros e alguns aditivos toxicos em produtos alimenticios sdo alguns dos sérios
problemas enfrentados pela industria de embalagens. Portanto, uma forte tendéncia
para o aumento do uso de materiais renovaveis tem sido observada nos ultimos dez
anos (MAHALIK e NAMBIAR, 2010).

Embalagens com aplicacbes nanotecnoldgicas adquirem melhores
propriedades fisico-quimicas, reducdo da hidrofilicidade, além de proporcionar uma
melhor biodegradabilidade, o que gera valor agregado aos produtos (ZHOU et al.,
2011). Tais embalagens podem ser classificadas, genericamente, como: embalagens
aprimoradas, cujos nanocompostos podem alterar suas propriedades e aumentar a
validade comercial do alimento; embalagens ativas pela adicdo de nanocompostos,
como por exemplo, nanoparticulas de Oxido metélicos ou de metais com
propriedades antimicrobianas (filmes antimicrobianos, filmes antioxidantes, filmes
incorporados de enzimas, saches antimicrobianos, saches absorvedores de etileno,
de oxigénio, de umidade, indicadores de temperatura, indicadores microbiolégicos,
modificadores sensoriais etc); embalagens bioativas, incorporando compostos
bioativos capazes de prevenir ou reduzir riscos de doencas e embalagens
inteligentes, incorporadas com nanosensores para monitorar e relatar as condicdes

dos alimentos acondicionados ou do ambiente ao redor (SILVA, 2015).

A Figura 21 apresenta resultados de pesquisas realizadas pela Embrapa
CNPAT no desenvolvimento de filmes biodegradaveis a partir da polpa de manga
para a utilizagdo como embalagens e o acompanhamento de degradacéo de frutas
nao revestidas e revestidas com filmes nanoestruturados a fim de melhorar o tempo

de comercializagéo do produto.
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Figura 21 - Embalagens biodegradavéis (a) produzidas a partir de polpa de manga;
(b) acompanhamento da degradacdo de frutas néo revestidas e revestidas com

filmes biodegradaveis.

FRUTAS
| REVESTIDAS

POLPA DE
MANGA

Fonte: SNA, 2014.

2.8.6 Aspectos regulatérios para a aplicacdo da Nanotecnologia

Com o avango da utilizagdo da nanotecnologia, pode haver um aumento
potencial de fontes diretas e/ou indiretas de contaminacao de alimentos, através do
contato com as nanoparticulas. A migragdo de nanoparticulas da embalagem para o
alimento ainda ndo pode ser considerada significativa devido a poucos estudos
desenvolvidos neste setor. Desta forma, ndo ha diretrizes especificas para a
nanotecnologia aplicada a embalagens, onde, na maioria dos casos, utilizam-se
legislacdes ja vigentes de migracdo, de maneira geral, de compostos presentes em
embalagens plasticas (CHAUDHRY et al., 2008; ALMEIDA et al., 2015).

No Brasil, a RDC n° 51 (26/11/2010) estabelece os critérios de migracao para
materiais, embalagens e equipamentos plasticos destinados ao contato com
alimentos para caracterizacdo do tipo de embalagem destinada a cada produto,
considerando-se suas caracteristicas fisico-quimicas e de processamento (BRASIL,
2010). O Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao, criou a Portaria n® 245
(05/04/2012), que institui Sistema Nacional de Laboratérios em Nanotecnologias -
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SisNano como um dos elementos do Programa Nacional de Nanotecnologia, no
ambito da Estratégia Nacional de Ciéncia, Tecnologia e Inovacao. Esses laboratorios
tém como objetivos principais a estruturacdo da governabilidade para as
nanotecnologias, promover uma maior disponibilidade do conhecimento, bem como
desenvolver cada vez mais pesquisas neste setor, de forma a promover o avango
cientifico e tecnoldgico do pais (BRASIL, 2012).

Existem os Projetos de Lei (PL) como o n° 5133/13 e n°® 6741/2013 (BRASIL,
2012), ambos de autoria do Deputado Sarney Filho, que visam regulamentar a
rotulagem de produtos desenvolvidos por processos nanotecnolédgicos e de produtos
gue fazem uso da nanotecnologia, criando exigéncias para que o0 consumidor seja
informado se determinada embalagem de alimentos contém nanocompostos em sua
formulacdo, embora a Associacédo Brasileira de Ciéncias e a Sociedade Brasileira
para o Progresso da Ciéncia tenham publicado manifesto em resposta aos teores
descritos nos projetos referidos (BRASIL, 2016).

De acordo com o texto inserido nos PL, as embalagens devem conter um
simbolo que identifique a presenca de produto ou processo deste tipo, em destaque,
para uma das seguintes expressfes: (nome do produto) obtido pelo referido
processo; ou (nome do ingrediente ou ingredientes) nanotecnoldgico (s). A proposta
encontra-se sujeita a apreciacdo do plenario e em andlise das comissdes de
Desenvolvimento Econémico, Industria e Comeércio; de Defesa do Consumidor; de
Constituicao e Justica e de Cidadania, de acordo com os teores extraidos do site da
Camara dos Deputados (BRASIL, 2018).
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05/04/2017 - Mesa Diretora da Camara dos Deputados ( MESA)

o Defiro o Requerimento n. 3.478/2015. Apense-se 0 Projeto de
Lei n. 6.741/2013 ao Projeto de Lei n. 5.133/2013, nos termos dos
arts. 142, caput, e 143, I, b, do Regimento Interno da Camara dos
Deputados. Revejo o despacho proferido em 30 de junho de 2015 de
criacdo da Comissao Especial destinada a proferir parecer ao Projeto
de Lei n. 6.741/2013, para que esta se destine a apreciar o Projeto
de Lei n. 5.133/2013. Publique-se. Oficie-se.][ATUALIZACAO DO
DESPACHO DO PL 5.133/2013: a CDEICS, a CDC, a CMADS, a
CSSF, a CCTCI, a CFT (mérito e art. 54 do RICD) e a CCJC (mérito
a art. 54 do RICD). Proposi¢do sujeita a apreciagdo do Plenario.
Regime de tramitagc&o: ordinério.])

06/04/2017 - PLENARIO ( PLEN)

. Ato da Presidéncia: Cria Comissao Especial, nos termos do
inciso Il do art. 34 do Regimento Interno. DCD de 07/04/2017 PAG
25 COL 01.

06/04/2017- COORDENACAO DE COMISSOES PERMANENTES
(ccp)

o A CDECIS o0 Mem. n° 38/17 - COPER, solicitando a devolu¢io
deste.

12/04/2017 - Comissdo de Desenvolvimento Econdmico,

Industria, Comércio e Servi¢co ( CDEICS)

o Devolugcdo a CCP, conforme solicitagdo contida no Mem. n°
38/17 - COPER.

Para a Unido Européia, por exemplo, o quesito seguranca esta diretamente
vinculado com produtos quimicos que podem migrar da matriz da embalagem para
os alimentos. Essas embalagens devem ser fabricadas de acordo com 0s seus
regulamentos, incluindo as boas praticas de fabricacdo, de forma que qualquer
transferéncia ndo levante preocupacdes de segurancga, ndo altere a composi¢ao dos
alimentos de uma forma inaceitavel ou tenha efeitos adversos de sabor/odor (EFSA,
2011; BRASIL, 2012). A Diretiva n° 82/711/CEE estabelece as regras de base
necessarias a verificagdo da migracdo dos constituintes de embalagens para
alimentos e a Diretiva 85/572/CEE lista os simulantes para avaliar a migragéo dos

componentes dos materiais plasticos (EFSA, 2011).
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Na Europa, o uso de nanoparticulas em alimentos ou em contato com
alimentos, deve ser precedido da avaliacdo pela European Food Safety Agency e ser
submetido a Diretiva n°® 1333/2008 como novo aditivo, ainda que a mesma particula
na escala convencional j4 tenha sido aprovada (EU, 2011). Para embalagens de
alimentos, atualmente, apenas trés nanomateriais foram autorizados: o negro de
carbono, o nitreto de titanio e dioxido de silicio. Porém, o nitreto de titdnio ndo pode
ser detectavel em alimentos, o negro de fumo ndo pode ser utilizado em niveis
superiores a 2,5% m/m de embalagens e para o diéxido de silicio o limite de
migracao especifica ainda néo foi definido (EFSA, 2015).

Diante desta perspectiva, o presente trabalho inseriu a nanotecnologia
aplicada em alimentos nos processos de obtencdo dos novos materiais, 0s
bionanocompasitos, a partir de residuos agroindustriais, cascas de banana, onde foi
possivel a extracdo de um polissacarideo, a pectina, para ser utilizado como matriz
dos filmes obtidos. Nanoestruturas de celulose, de mesma origem da matriz, obtidas
a partir de hidrolise acida, foram incorporadas nos filmes com o intuito de melhorar
as propriedades fisio-quimicas e 6ticas dos novos materiais com potencial aplicacédo

em embalagens biodegradaveis.

A pesquisa investigou a atuacdo de agentes externos (reticulante e de
reforco), a qual abordou a atividade do CA que tem sido relatado para reticular os
filmes em estudo devido a formacéo de ligacdes covalentes diéster entre dois dos
seus grupos carboxila e hidroxila de diferentes cadeias de polissacarideos e sua
propriedade de atoxicidade (BONILLA et al., 2013; OLSSON, HEDENQVIST,
JOHANSSON, 2013), bem como os agentes de reforco, CNC, para melhorar as

propriedades dos filmes por diferentes mecanismos.

Este trabalho foi realizado para avaliar os efeitos combinados de um reforgo
com estrutura nano (CNC) e um agente de reticulagdo (CA) nas propriedades de
tracdo, de barreira e resisténcia a agua de filmes, a partir de pectina de casca de
banana, a fim de avaliar se essa combinacdo de aditivos resulta em filmes
bionanocompdsitos com propriedades melhoradas quando comparados com a
utilizacdo individual de cada material (CUNHA, 2010).
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A tese foi desenvolvida través de uma parceria sélida e de grandes resultados
com 0s grupos do Laboratério da Tecnologia de Biomassa (LTB) da Embrapa
Agroindustria Tropical (EMBRAPA-CNPAT), do Laboratério de Produtos e Tecnologia
de processos (LPT) da Universidade Federal do Ceara e o Biorefinery Centre do
Institute of Food Research (IFR), na Inglaterra. A producado cientifica da pesquisa
culminou na publicacdo de 4 artigos, em sua totalidade, onde 2 artigos cientificos em
revistas com fatores de impacto relevantes obtidos do trabalho desenvolvido com as
cascas de banana (presente estudo) e 2 artigos complementares foram publicados a
partir do planejamento experimenal para a extracdo de pectina de cascas de roma,
bem como a obtencdo de filmes a base de pectina incorporados com CNC, da

mesma fonte de investigacdo (Apéndice A).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Investigar o potencial de utilizacdo dos residuos do processamento de fibras
de cascas de banana na obtencdo de um polissacarideo (pectina) e nanocristais de
celulose (CNC) para a elaboragédo e avaliacdo de filmes bionanocompdsitos com

potencial aplicacdo para embalagens biodegradaveis.

3.2 Especificos

o Estudar a composicdo quimica de cascas de banana, com énfase em

pectinas e CNC,;

o Otimizar a extracdo de pectina, a partir de cascas da banana, utilizando o
método de superficie de resposta (MSR), como base de uma analise estatistica;

o Estabelecer as condi¢cbes adequadas para a extracdo de CNC a partir de

fibras de cascas de banana;

o Desenvolver filmes bionanocompdsitos a base de pectinas extraidas de
cascas de banana;

o Caracterizar os bionanocompdésitos e os filmes pelas técnicas de Microscopia
Eletronica de Transmisséo e de Varredura (MET e MEV), Difracdo de Raio-X (DRX),
Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR), Potencial Zeta, RMN *3C no estado sélido

etc;

o Analisar as propriedades mecanicas, de barreira e Opticas dos filmes
avaliando os efeitos de CNC e do agente de reticulagdo (CA) com potencial

aplicacao para embalagens.
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4 METODOLOGIA

A parte experimental da presente tese foi realizada nos laboratérios da
Embrapa Agroindustrial Tropical (EMBRAPA/CNPAT), no Brasil, e do Biorefinery
Centre do Institute of Food Research (IFR), na Inglaterra, executando as tarefas, os
estudos, as reagdes, 0s ensaios e a caracterizacdo dos processos de extracao de
pectina, a partir de cascas de banana, e do desenvolvimento dos filmes

bionanocompdsitos incorporados com CNC e CA.

4.1 Extracdo e caracterizacdo dos componentes majoritarios de cascas de

banana

As cascas de banana no estagio de maturacdo 6 (bananas totalmente
maduras e prontas para o consumo, de acordo com a escala de Von Loesecke)
(Figura 12, pag. 52) foram adquiridas no Mercado da cidade de Norwich (Reino
Unido — Inglaterra). As bananas foram as do tipo Cavendish, Grupo Musa AAA e

subgrupo Cavendish.

A fim de retardar a oxidacdo das cascas foi realizado o intumescimento em
solucdo de metabissulfito de s6dio (Na2S20s) (1% m/v) durante 24 h. Neste processo
reacional o metabissufito de sédio atua como agente oxidante e quando lancado no
ambiente, reage com oxigénio dissolvido da agua, formando sulfato acido de sédio,
dissociando em sédio e ions bissulfito, diminuindo a concentragdo de oxigénio na
adgua. Cada miligrama de bissulfito de sédio consome 0,15 mg.L? de oxigénio
dissolvido (CRUZ, 2014). Apos o intumescimento as bananas foram secas em estufa
a 60°C pelo periodo de tempo de 24h e moidas em um moinho centrifugo Brinkmann
Retsch ZM-1 de 0,5 mm (Retsch GmbH, Haan , Alemanha) (Figura 22).
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Figura 22 - Obtencéo das cascas de banana moidas.

Fonte: PROPRIO AUTOR

As cinzas, 0s extrativos e os teores de lignina Klason de cascas de banana
moidas (BPP) foram determinados de acordo com os métodos TAPPI T413 om-93
(TAPPI ,1993), TAPPI T204 cm-97 (TAPPI, 1997) e TAPPI T222 om-22 (TAPPI,
2000), respectivamente. Os teor de hemicelulose e de alfacelulose foram analisados
como descrito por TAPPI T203 cm-99 (TAPPI, 2009), e de holocelulose, de acordo
com a literatura (YOKOYAMA, KADLA E CHANG, 2011). As caracterizagdes foram
realizadas no Laboratério de Tecnologia da Biomassa, da Embrapa CNPAT.

Um esquema de como estes componentes podem ser extraidos e
quantificados foi ilustrado na Figura 23, considerando que todas as determinacdes

nesta etapa foram realizadas, no minimo, em trés repeticdes (triplicatas).
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Figura 23 - Esquema dos compostos majoritarios de BPP.
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Fonte: Adaptada de MOREIRA, 2010.

4.1.1 Teor de Umidade

Uma massa de 1,0000 g de BPP (mi) foi colocada em cadinhos previamente
tarado e o conjunto foi condicionado em estufa a 105 °C por 24 h. Em seguida, a
amostra foi transferida em dessecador e quando resfriada foi pesada em balanca
com precisdo de 0,0001g. O procedimento foi repetido até se atingir massa
constante (mr). Apos os experimentos os dados foram aplicados em um software de
planilha eletrénica, o Microsoft® Excel®. O teor de umidade foi calculado pela

Equacéo 2:

' ™

m—m
Umidade (%) = | ——— | X 100 )

. v
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4.1.2 Teor de Cinzas

Em um cadinho previamente tarado foi colocada uma massa de 1,0 g de BPP
(mf) e o conjunto foi aquecido em bico de Bunsen para combustéo lenta da amostra,
até desaparecimento da chama no seu interior. Em seguida, o cadinho foi
acondicionado a uma temperatura de 600°C, em mufla, por 4 h. As amostras
calcinadas foram colocadas em dessecador para resfriamento e, a seguir pesadas

(mcz). O teor de cinzas foi obtido pela Equacéo 3:

Cinzas (%) { mCZ} X 100 (3)
Mg

4.1.3 Determinacao de extrativos

Pesou-se aproximadamente 4,0g de amostra seca de BPP em um cartucho
de papel. Em um baldo de vidro foram adicionados aproximadamente 350 mL de
etanol junto ao cartucho com a amostra. Em seguida, o sistema de extragao tipo
Soxlet foi montado. Ajustou-se o sistema para completar 24 ciclos de refluxos de
solvente. Apos esta etapa, o cartucho contendo a amostra sem extrativos foi retirado
do sistema e o solvente recuperado. O cartucho foi levado a estufa por 24h a 105°C,
retirado e colocado em dessecador até atingir temperatura ambiente. Entdo, foi
realizada a pesagem do mesmo. O teor de extrativos (TE) presente na amostra seca

foi calculado com base na Equacéo 4.

E = MRE — MRRS

100 (4)
MA

onde: MRE = massa do conjunto recipiente/extrativos; MRRS = massa do conjunto

recipiente/residuo de solvente; MA = massa da amostra.
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4.1.4 Teor de Lignina Klason Insoluvel

O teor de lignina Klason insoluvel foi determinado de acordo com a norma
TAPPI T222 OM-22. Uma massa de 1,0 g de BPP seca (mr) foi colocada em
almofariz com 17 mL de solucdo de H2SO04 72% (m/m), macerada exaustivamente, e
deixada em repouso por 24 h a temperatura de 25°C. Em seguida, a mistura foi
transferida para um baldo redondo de 1 L, diluida com agua destilada para a
concentragdo de H2SO4 de 3% e aquecida sob refluxo por 4 h. Ao final do tempo a
lignina insoluvel foi filtrada em filtro de vidro sinterizado tipo M (previamente tarado)
lavando-se com agua destilada (trés repeticdes de 50 mL). A lignina insolavel foi
entdo secada em estufa a temperatura de 105°C, transferida e resfriada em
dessecador e pesada em balanca com precisdo de 0,0001g. O procedimento foi
repetido até se atingir massa constante (mi) O teor de lignina foi calculado de acordo

com a Equacéao 5:

Lignina Klason insoltvel (%) = M X100 5)
- Me

4.1.5 Determinagé&o de Holocelulose

Holocelulose é um termo empirico para se referir a mistura de celulose e
hemicelulose. Esta determinacéo foi realizada de acordo com a norma TAPPI T19-
om-54 (TAPPI, 1991). Uma massa de 3 g de BPP seca (mr) foi colocada em
erlenmeyer de 500 mL (triplicata). Foi adicionado a cada erlenmeyer 120 mL de
agua destilada e aquecido até temperatura de 70°C, em banho-maria e com o auxilio
de uma chapa aquecedora. Ao atingir a temperatura desejada foram adicionados 2,5
g de NaClO2z e 1 mL de CH3COOH. A mistura foi mantida sob agitacao durante todo
o tempo de reacdo. Apdés uma hora a cada erlenmeyer foram adicionados
novamente 2,5g de NaClO2 e 1 mL de CH3COOH. Este processo foi repetido mais
uma vez, totalizando trés vezes no total, e a reagdo continuou por mais 3h. Ao
término de 5h de reacéo, cada erlenmeyer foi colocado em banho de gelo até atingir
temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada uma filtracdo em funil de vidro

sinterizado ASTM n° 2 previamente lavado e seco a 105° por 2h. Foram realizadas
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sucessivas lavagens com agua destilada (50 mL em trés operacfes) até que o
precipitado atingisse a neutralidade. O funil com o precipitado entdo foi seco em
estufa a 105°C até atingir peso constante e, em seguida pesado. O teor de

holocelulose (TH) foi calculado com base a Equacéo 6.

~ MFH — MF
H—T*lOO (6)

onde: MFH = massa do funil somada a massa de holocelulose; MF = massa do funil
vazio e seco; MA = massa da amostra.

4.1.6 Determinacgéo de alfacelulose e hemicelulose

A partir da determinacdo da holocelulose poOde-se obter os teores de
alfacelulose e hemicelulose. Cerca de 1g de holocelulose foi pesada e adicionada a
um almofariz. Em seguida, 15 mL de hidroxido de soédio 17,5% (m/v) foram
adicionados ao almofariz. O sistema permaneceu em repouso por 2min e a seguir a
mistura foi macerada com o auxilio de um pistilo por 8 a 10 min. Entdo, foram
adicionados a mistura 40mL de agua destilada e, em seguida, filtrado em funil de
vidro sinterizado ASTM n° 2 previamente lavado e seco a 105°C por 2h. O
precipitado foi lavado com agua destilada (50 mL em trés operacdes) até atingir a
neutralidade. O funil foi colocado em estufa a 105°C até atingir peso constante. ApGs
a secagem, o funil foi colocado em dessecador até atingir temperatura ambiente e,
em seguida foi pesado, obtendo-se a alfacelulose. O teor de holocelulose é a soma
dos teores de alfacelulose e hemicelulose. O teor de alfacelulose (TA) foi calculado
com base na Equagéao 7.

_ MFA — MF

(7)
VAR * 100

TA

onde: TA = teor de alfacelulose presente na amostra; MFA = massa do funil somada
a massa de alfacelulose pds-estufa; MAH = massa da amostra de holocelulose; MF

= massa do funil seco vazio.
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O valor real de alfacelulose (TAcorigido), OU Seja, 0 conteldo de alfacelulose
contido na amostra bruta, foi calculado com base na Equacdo 8. O teor de
hemicelulose foi calculado pela diferenca entre os teores de holocelulose e

alfacelulose (Equacéao 9).

TH * TA

TACorrigido = W ®)

THe =TH - TACmigido 9)
onde: THe = teor de hemicelulose presente na amostra.

4.1.7 Preparacdo do residuo insoltvel em alcool (AIR)

A extracdo de pectina foi realizada a partir da preparacdo de um residuo
insolivel em alcool (AIR) a fim de remover os compostos de baixa massa molar,
incluindo vestigios de acido galacturénico livre (EMAGA et al., 2008). O AIR foi
preparado com base no método criado por Waldron e Selvendran (1990) com
modificacdes: 100 g de cascas de banana moidas (BPP) foram lavadas com por¢ao
total de 2000 mL de solvente (etanol e acetona), para a remocdo de quaisquer

compostos fendlicos solUveis em alcool, na sequéncia a seguir (Figura 23):

e 600 mL de 70% v/v de etanol em ebulicdo durante 5 min — (1)

e 600 mL de etanol absoluto em ebulicdo durante 5 min — (ll)

e 600 mL de etanol absoluto a temperatura ambiente durante 5 min)— (lll)
e 200 mL de acetona — (IV)

Entre os processos de lavagens, o material de partida (AIR) foi filtrado com
auxilio de uma malha de nylon de 10 um (Figura 24), seco ao ar a temperatura
ambiente e usado posteriormente para as extracdes de pectina e nanocristais de

celulose.
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Figura 24 - Rota esquematica de obteng&o do AIR; (I): 600 mL de 70% v/v de etanol
em ebulicao; (I): 600 mL de etanol absoluto em ebulicdo; 600 mL de etanol absoluto
a temperatura ambiente; (Ill): 600 mL de etanol absoluto a temperatura ambiente;
(IV): 200 mL de acetona.

I i W,
® K_J )
N = Py
e - =

) Material de partida
Fonte: PROPRIO AUTOR

4.1.8 Planejamento Experimental para a extragdo das pectinas

Para o estudo da otimizagdo das condi¢cdes de extracdo de pectina a partir de
BPP utilizou-se uma metodologia de superficie de respostas como o planejamento
experimental do presente estudo, através do Delineamento Composto Central (DCC)
com trés variaveis independentes (BARROS NETO,1995). Este delineamento
possibilitou reduzir o nUmero de pontos experimentais a serem testados e permitir o
ajuste e testes de modelos de regressdo (FONSECA et al., 2012), onde consistiu de
oito experimentos fatoriais (niveis +1 e -1), seis axiais (niveis +a e — a) e trés
repeticbes no ponto central (nivel 0) totalizando 17 experimentos. O DCC foi
realizado conforme descrito por Tedfilo e Ferreira (2006), onde as variaveis

independentes foram descritos na Tabela 4.

e pH da solugéo;
e Temperatura e

e Tempo de extracao.
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A pectina foi extraida, a partir do AIR, com solu¢bes de CA (AIR: razéo de
solucéo, 1:20 m/v) (Figura 25). A proporcéo foi colocada em um banho de agua, sob
agitacao (150 rpm), e centrifugado a 2555,7 g por 30 min a 10°C em uma centrifuga
Beckman Coulter JS-4,2. O sobrenadante formado foi filtrado sob vacuo e teve pH
ajustado a 3,5 (pH de solubilidade minima de pectina) com KOH seguido da adi¢ao
de etanol absoluto (na proporcédo 1:1,v/v). A suspensao foi agitada durante 30 min,

deixou-se precipitar a 4°C durante 2 h e centrifugada (15 minutos, 4°C, 3475,5 Q).

O precipitado foi coletado, lavado com 100mL de etanol a 70% (v/v),
centrifugado novamente (20 minutos, 4°C, 3475,5 g) e seco a temperatura ambiente.
Em seguida, o material foi dissolvido, agitado em agua (250 mL em trés repeticdes)
por 20 minutos em um homogeneizador Ystral e seu pH foi ajustado para 7 (com 6%
KOH), seco e moido até um po6 fino através de um moinho de base (A10, IKA GmbH,

Alemanha).

Figura 25 - Etapas para a extragdo de pectina; (a) AIR: razdo de solucédo de CA;
(b)precipitado do processo de extracdo (rico em celulose); (c) sobrenadante com pH
ajustado; (d) precipitacdo da pectina em etanol absoluto; (e) pectina apoés
centrifugacéo e (f) ap6s a moagem.

Fonte: PROPRIO AUTOR



86

Tabela 4 - Condicdes experimentais de extracdo de pectina de cascas de banana

com CA apresentando os valores codificados de acordo com o delineamento e 0s

valores reais correspondentes (experimental).

Variaveis independentes

Tratamento Temperatura Tempo de extragéo pH

Codificada Real ('C) Codificada Real (min) Codificada Real
1 -1 74,05 -1 144 -1 2,51
2 1 85,95 -1 144 -1 2,51
3 -1 74,05 1 216 -1 2,51
4 1 85,95 1 216 -1 2,51
5 -1 74,05 -1 144 1 3,99
6 1 85,95 -1 144 1 3,99
7 -1 74,05 1 216 1 3,99
8 1 85,95 1 216 1 3,99
9 -1,68 70 0 180 0 3,25
10 1,68 90 0 180 0 3,25
11 0 80 -1,68 120 0 3,25
12 0 80 1,68 240 0 3,25
13 0 80 0 180 -1,68 2,00
14 0 80 0 180 1,68 4,50
15 0 80 0 180 0 3,25
16 0 80 0 180 0 3,25
17 0 80 0 180 0 3,25

Fonte: PROPRIO AUTOR

4.1.9. Caracterizacédo de BPP, AIR e pectina nas condi¢des adequadas

Os Espectros de FT-IR foram obtidos a partir de BPP, do AIR e de pectina, na

faixa de frequencia 4000-800 cm™ (128 ciclos e resolugdo de 2 cm* ) em um
espectrometro Nicolet Magna-IR 860 FTIR (Thermo Nicolet, Madison, WI, EUA). As

amostras foram colocadas sobre um acessério de ATR de diamante GoldenGate

(Specac, Orpington, Kent). O cristal vazio foi utilizado como referéncia. Os espectros

foram comparados a fim de compreender as modificacées no processo de extracao
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de pectina. A andlise foi realizada na Central Analitica do Institute of Food Research

(IFR), sob a supervisao do pesquisador Dr. Nikolaus Wellner.

4.2 Caracterizacdo das pectinas e andlises estatisticas

4.2.1 Determinacao do grau de metoxilacdo (DM)

Existem varias técnicas descritas na literatura que sao utilizados para a
determinacdo de DM. Entre elas encontram-se a FT-IR (MANRIQUE e LAJOLO,
2002), a RMN (SKOOG, HOLLER E NIEMAN, 2002) e a técnica de Titulacdo
Potenciométrica (BOCHEK, ZABIVALOVA E PETROPAVLOVSKII, 2001). A técnica
de FT-IR com tais modificacBes foi escolhida neste trabalho e conduzida para a
andlise estrutural e quantitativa da pectina, além de ser rapida e precisa na regiao do
infravermelho médio (200 - 4000 cmt) (GNANASAMBANDAM E PROCTOR, 2000).

Os espectros de FT-IR foram obtidos a partir de padrbes de pectina com
valores de DM conhecidos de 31% (P-9311), 67% (P-9436) e 89% (P-9561)
adquiridos da Sigma (Steinheim, Alemanha) e quatro padrbes obtidos a partir da
misturas dos padrdes de pectina (com valores de DM de 40, 49, 60 e 78), a fim de
construir uma curva analitica para a determinacdo do grau de metoxilacdo. Os perfis

dos espectros foram registrados em triplicatas.

A determinacdo do DM foi baseada nas areas da banda em 1700-1750 cm™ e
1600-1630 cm™, caracteristicas de &cidos urdnicos metil esterificados (EUA) e
acidos urénicos livres (FUA), respectivamente, (Figura 25) calculadas, através do
uso do Origin Pro 9 (Equacdo 10), a funcdo de ajuste da banda mudltipla e a

montagem Gaussiana (OriginLab, Northampton, EUA).
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Figura 26 - Estruturas dos residuos correspondentes aos &cidos urdnicos

esterificados e livres.

COOH COOCH;
o
ok or o o’ oH o
Fua OH Eua OH

Fonte: PROPRIO AUTOR.

Uma curva de calibracdo foi construida plotando o DM versus a razédo entre a
area da banda do EUA (Aeua), e da soma das areas das bandas dos padrdoes EUA e
FUA (Aeua + Arua) (Figura 27) foi utilizada para determinar o DM da pectina de

cascas de banana, de todos os tratamentos (Equacdes 10 e 11), onde:

DM = 126,3x Ra - 2,493 (R2 = 0,974) (10)

Ra = Aeua

Acua + Arua

(11)

onde: DM: grau de metoxilacdo; Aeua: area correspondente a banda em 1700-1750
cm? (acidos urdnicos metil esterificados) e Arua: area correspondente a banda em

1600-1630 cm (acidos uronicos livres).
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Figura 27 - Areas das bandas dos grupos carboxilicos esterificados e n&o

esterificados.
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Fonte: PROPRIO AUTOR

4.2.2 Teor (GA) e rendimento de Acido galacturdnico (Yea)

A determinacédo do teor de acido galacturdnico (GA) foi obtida pelo método de
Monsoor, Kalapathy e Proctor (2001) com modificacfes: um conjunto de 10 padrbes
de acido galacturdnico foram preparados através de uma mistura de acido
poligalacturénico (95%, 81325, Fluka) com celulose (Sigmacell tipo 20, Sigma), para
obtencéo dos padrées com teores de acido galacturénico de 0% (celulose pura) até
90% (m/m). As areas das bandas foram medidas como a area acima da linha de
base entre 1840 cm™ e 1550 cm™, usada para calcular a area total da banda da
carbonila (A1sso-1840). Uma curva de calibracéo foi construida, plotando o teor de GA

de pectina de cascas de banana versus a area total da banda da carbonila (Equacéo

12).

GA (%) = 0,7934 x Aisso-1840 - 0,1985 (R2 = 0,951) (12)
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onde: GA: teor de acido galacturénico; Aisso-1840: area acima da linha de base entre

1840 cm* and 1550 cm, correspondendo a area da banda da carbonila total.

O rendimento de é&cido galacturdnico (Yca), definido pela Equacdo 13, foi
considerado como uma medida adequada para o rendimento do processo de
extragdo, uma vez que foram incluidos no célculo tanto o rendimento da extracéo

(EY), quanto a pureza do material extraido (teor de acido galacturénico, GA), onde

YGA (%)_ EY (%) X GA (%) (13)
100

onde: Yca: rendimento do &cido galacturdnico; EY: rendimento da extracdo; GA: teor

de acido galacturonico.

4.2.3 Analise Estatistica

Os resultados de rendimento de extracdo, grau de metoxilacdo, teor e
rendimento de acido galacturdnico foram analisados utilizando o software Minitab®
16 (Minitab Inc., State College, PA, EUA). As regressoes lineares foram obtidas e
avaliadas em termos da determinacao de coeficientes de determinacdo (valores de
R?) e dos teores significativos de seus valores F e p (relacionado diretamente com a
amostra, evidenciando a for¢ca de um resultado para o teste em contraste a uma

simples rejeicao ou ndo rejeicdo de uma hipotese).

4.2.4 Estimativa da distribuicdo de massa molar por Cromatografia de

Permeacdo em Gel (GPC)

A analise de GPC da amostra de pectina, obtida pelo delineamanento
experimental, foi realizada em um cromatografo SHIMADZU LC-10AD com detector
de indice de refracdo RID-10A a 40 °C. A coluna utilizada possui como
caracteristicas: Ultrahydrogel linear (7,8 x 300 mm), fase movel de nitrato de
s6dio,NaNQOs, 0,1 mol L' a temperatura ambiente, fluxo de 1 mL. s e o volume de

amostra injetada foi de 20 L.
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Na determinagédo das massas molares utilizou-se como padréo externo as
pululanas (ShodexDenko®) (MM de 59 x 10® a 7,88 x 10° g.mol?),
homopolissacarideos lineares isolados do fungo Aureobasidium pullulans
(LEATHERS,2003) de diferentes massas molares. Todas as amostras foram
preparadas na concentracdo de 1 mg.mL? (0,1 % m/v) e filtradas em membrana
Millipore® 0,45 um. Para a determinacdo da massa molar da banda da amostra de
pectina (Mwd), uma curva padrédo foi construida utilizando-se pululanas de massas
molares conhecidas e monodispersas, relacionando com a resposta do volume de
eluicdo com a massa molar destas. O grafico da curva padréo originou a equacao da
reta que relaciona a massa molar da banda em logaritmo com o volume de eluicéo,

sendo esta Equacéo 14.

log Mbda = 12,08 — 0,81xVe (24)

A analise foi realizada no Laboratério de Polimeros e Inovacdo de Materiais
(LabPIM) , sob a supervisdo da Profa. Dra. Nagila Ricardo, do Departamento de
Quimica Organica e Inorgéanica, da Universidade Federal do Ceara.

4.3 Pré-tratamentos das fibras

4.3.1 Polpagéo Organossolve

A polpacéo utilizada foi do tipo Acetossolve com o pré-tratamento obtido
através do procedimento experimental Bennar et al. (1992) com modificacdes: o AIR
foi suspendido em uma mistura de acido acético a 93% e 0,3% de HCI, ambos em
peso, em agua destilada, para uma relacédo de 1:10 (AIR: solugédo, m/v) sob refluxo
em 115 °C e agitacédo constante (150 rpm), durante 3 h. A mistura foi filtrada através
de um papel de filtro de 28 um, resultando em um licor negro rico em lignina e de

celulose Acetossolve (fibra parcialmente deslignificada).

A polpa Acetossolve foi lavada com 250 mL de acido acético quente (80°C,
99,7%), até que o liquido ficasse incolor e, em seguida, lavado com 1L de agua
destilada até o pH 6,5, e seco em estufa a 45°C até peso constante. A polpa

Acetossolve foi branqueada em dois passos (Figura 28). O rendimento de polpagao
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acetossolve (RA), ou seja, o percentual de FPMD (base seca) que foi convertido em

FA (base seca), foi calculado utilizando a Equacéo 15.

Ra = mea_x 100 (15)
Mair

onde:Ra = rendimento de polpacéo acetossolve; mra = massa de fibra acetossolve
obtida no processo; e mar = massa de fibra de AIR utilizada no processo.

Figura 28 - Etapa de polpacédo acetossolve de AIR (a) suspendido em uma mistura
de &cido acético a 93% e 0,3% de HCI, em agua destilada; (b) licor negro rico em

lignina; (c) polpa acetossolve.

— 3

Fonte: PROPRIO AUTOR.

4.3.2 Branqueamento das fibras

Foram empregados dois processos, de acordo com Bennar et al. (1992). No
primeiro, uma solugéo aquosa contendo H202 a 6% (v/v) e NaOH a 4% (m / v) foram
adicionados em um recipiente a 70°C, em uma proporcao de 1:90 (polpa: solucéo,
m / v) sob agitacdo constante (150 rpm) durante 3 h. Em seguida, apoés ter sido
lavada com de 1L de agua destilada até pH 7 ela foi seca em estufa a 60°C durante
24 horas. A seguir, a fibra foi imersa em KOH 6% (m/v) em uma razéo de 1:20 (ml/v,
fibra: solugédo), a 80°C sob agitacdo constante (150 rpm) durante 90 min e lavada
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com o mesmo volume de 4gua destilada até pH 7, e seca em estufa a 60°C durante
24 horas (Figura 29).

O rendimento de branqueamento (Rsr), ou seja, o percentual de FA (base

seca) que foi convertido em PCB (base seca), foi calculado utilizando a Equagéao 16.

Rer = mece_x 100 (16)
MFra

onde: Ra = rendimento de polpacéo acetossolve; mpcs= massa de polpa celuldsica
proveniente das fibras brutas obtida no processo; mra = massa de fibra acetossolve

utilizada no processo.

Figura 29 - Etapas de branqueamento das fibras das cascas de banana, através do
branqueamento (d) contendo NaOH 4% e H202 a 6% com a polpa; (e) filtrado apos
lavagem da polpa; (f) apdés secagem da fibra branqueada; (g) Branqueamento em
solucdo de KOH 6% da fibra branqueada anteriormente; (h) filtrado ap6s lavagem da

polpa; (i) apés secagem da fibra branqueada.

Fonte: PROPRIO AUTOR
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4.4. Processo de obtencédo dos Nanocristais de celulose (CNC)

A hidrdlise acida foi conduzida de acordo com o método descrito na literatura
(CRANSTON e GRAY, 2006) com modificacdes, (Figura 30), a polpa branqueada
Acetossolve foi agitada (200 rpm) em uma solucao de H2SO04 60% (m/m) a 45°C, em
uma proporcao de 1:20 (m/v, polpa:solucdo) durante 150 min. A reagao foi encerrada
através da adicdo de 100mL de agua gelada e, imediatamente, o material obtido
(uma suspenséo) foi diluido 10 vezes com 250mL de agua deionizada para remocao
do excesso de &cido. Em seguida, a solugdo foi submetida a trés ciclos incluindo a
centrifugag&o durante 15 min a 20 °C (3475,5 g, Avanti J-25, Beckman Coulter, Brea,
EUA), diluicdo de 10 vezes com agua deionizada e ultrassonicacdo durante 2 min
em um sonicador de sonda Branson (digital Sonifier 250, Branson Ultrasonics,
Danbury, EUA) a 20 kHz.

Depois desses ciclos de centrifugacéo, diluicdo e sonicacdo (pos-hidrolise), a
suspensdo de CNC foi dialisada durante 48 horas até atingir pH neutro, para
remocdo dos grupos sulfatos que ndo reagiram, sais e acucares soluveis. Esse
procedimento pos-hidrélise foi realizado quatro vezes e o teor de solidos da
suspensdo de CNC dialisado foi determinado gravimetricamente apds secagem a
105 °C até peso constante, em um forno de secagem, de acordo com 0 panorama

geral apresentado pela Figura 31.

Figura 30 - Esquema ilustrativo do isolamento dos nanocristais de celulose.
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Fonte: PROPRIO AUTOR.
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Figura 31 - Panorama geral da obtencéo de Nanocelulose, a partir do AIR de cascas
AIR

de banana.
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Fonte: PROPRIO AUTOR
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4.5 Preparacao dos filmes

Os filmes foram preparados com diferentes teores de CNC (0; 2,5; 5,0; 7,5, e
10% em peso de pectina), com e sem CA (20% em peso em pectina), em um total de
10 filmes, denominados genericamente como CNC-X-CA-Y, onde X e Y indicam as
percentagens de CNC e o teor de CA, respectivamente. Para cada filme, o volume
previamente determinado da suspensdo de CNC foi coletado, e adicionou-se 4,50 g
de pectina, e 1,35 g de glicerol (plastificante), CA e agua destilada, cujo volume foi
calculado para fornecer uma relacdo de pectina : solucdo de 2,5g/100 mL,
respectivamente. A dispersao na formacdo do filme foi homogeneizada em um
homogeneizador X10/25 (Ystral, Ballrechtar-Dottingen, Alemanha) durante 30 min.

As suspensdes foram submetidas a vacuo para remocéo de bolhas, levadas
para a sonicacao durante 2 minutos (variavel de amplitude de 40%) e adicionado
duas gotas de 1-octanol, como agente de remocéao, a fim de evitar a presenca de
bolhas remanescentes na solucdo. Os filmes foram depositados sobre placas de
petri, para uma espessura final aproximada de 0,1mm e, em seguida, colocados
para a secar a 40°C, em estufa com ventilacdo (Memmert, Schwabach, Alemanha),
durante 16 h. Para os filmes com CA, foi realizado um procedimento de cura que
consistlU em aquecer as placas de petri na estufa a 150°C durante 10 minutos,
utilizando a mesma estufa com ventilacao.

Os filmes secos foram destacados das placas e acondicionados (50% de
umidade relativa a 24°C) em uma estufa de condicionamento (Weiss Gallenkamp,
Loughborough, Reino Unido), durante 40 horas antes das analises (Figura 32). A
espessura dos filmes foi verificada com um micrometro em 6 posicdes aleatérias das

amostras destinadas aos testes.
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Figura 32 - Esquema ilustrativo da preparacao dos filmes pelo método Casting.
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Fonte: Adaptada de AZEREDO (2014).

4.6 Caracterizacédo de CNC e dos filmes
4.6.1 Analise do potencial Zeta ({)

O potencial zeta () dos CNC foi medido em triplicatas com um Zetasizer
Nano ZS 3000 (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, RU) para suspensodes
diluidas de CNC a 0,1% em peso com agua deionizada. A andlise foi realizada no
Biorefinery Centre, do Institute of Food Research (IFR), sob a supervisdo do Dr.
Michael Ridout.

4.6.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As suspensdes de CNC, anteriormente sonicadas, foram colocadas em garras
revestidas de carbono Formvar e coradas negativamente com 2% de acetato de
uranila. As amostras foram fotografadas utilizando um Microscépio Eletrénico de
Transmissao Tecnai 20 (FEI, Hillsboro, EUA), com uma voltagem de aceleracdo de
200kV e uma ampliacado de 57500x. As dimensdes de CNC foram tomadas como as
médias de 30 medi¢Bes. As imagens foram analisadas com o software Gimp 2.6
para céalculo de comprimento (L), largura (D) e razdo de aspecto (L/D) com base na

medida de pelo menos 100 cristais, calculando-se as médias e os desvios padroes.
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As dimensfes de CNC (comprimento e didametro) foram tomadas como médias de 30
medidas, usando a barra de escala incorporada na imagem. A analise foi realizada
no Biorefinery Centre, do Institute of Food Research (IFR), sob a supervisdo da Dra.

Kathryn Cross.

4.6.3 Ensaios Mecanicos

Ensaios de tracdo foram realizados (com cinco repeticdes), em amostras com
8 mm x 50 mm, de acordo com o0 D882-09 (ASTM, 2009), em um texturobmetro TA.XT
Plus (Stable Micro Systems, Godalming, UK) equipado com garras de tracdo A/TG e
uma célula de carga de 5 kg (Figura 33). As espessuras das amostras foram
determinadas, através de um micrdmetro com uma aproximacdo de 0,01 mm em 6
locais aleatorios. A distancia inicial e a velocidade foram definidos como 40 mm e 1
mm/s, respectivamente.

A significancia das diferengas entre filmes sem e com CA para as
propriedades de tracdo, material insolivel e PVA foi estabelecida por testes t
pareados para cada resposta, considerando-se todas as replicatas para todos o0s
niveis de CNC. A analise foi realizada no Biorefinery Centre, do Institute of Food
Research (IFR), sob a supervisdo do Dr.Nikolaus Wellner.
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Figura 33 - Acompanhamento do ensaio de tracdo dos filmes (a) antes e (b) depois

da aplicacao da tensao.

anl i

Fonte: PROPRIO AUTOR

4.6.4 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

A determinacédo da permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi obtida a partir
do método de E96-05 (ASTM, 2005) para cinco amostras com modificacdes: o0s
filmes teste tinham as espessuras medidas (parafuso micrométrico, Moore & Wright,
Sheffield, UK) com uma aproximacdo de 0,01 mm, em seis localizacbes aleatérias,
selados com vaselina entre a tampa e o fundo de células de permeacao em acrilico

(2,4 cm de didametro e 1 cm de altura), contendo 2 mL de 4gua destilada.

As células foram colocadas em um dessecador ligado a tubos de
fornecimento de fluxo continuo de ar seco (menos de 1% de umidade relativa) a
partir de um secador de ar Balston 75-60 a 24 °C, e pesadas oito vezes ao longo de
um periodo de 24 h (Figura 34). As medi¢cOes foram realizadas em quatro repeticdes
para cada amostra. O coeficiente de PVA de cada amostra foi obtido através da

Equacéo 17.

. X
t. A. AP (17)

PVA =
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onde: x: espessura média dos filmes (m); A: area de permeacgao (0,00196 m2); AP:
diferenca entre a presséo parcial da atmosfera sobre a silica gel e sobre a 4gua pura
(3,168 kPa, a 25 °C); m /t: calculado por regresséo linear usando dados de ganho

de massa, em funcdo do tempo (g/s).

Figura 34 - Dessecador com as células de permeacéo, (b) célula com o filme aderido
a superficie, e (c) Estrutura de formacdo de uma célula de permeacao (constituido
de quatro parafusos rosqueaveis com duas estruturas intermediarias de fixacdo do

filme).

B
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Fonte: PROPRIO AUTOR

4.6.5 Teste de solubilidade dos filmes

O material insoltvel foi determinado através de pedacos de filme de 2 cm x 2
cm, em quadruplicata, de acordo com o0 método proposto na literatura modificacdes
por OJAGH et al. (2010) com modificacbes: as amostras, previamente secas e
taradas, foram imersas em 50 mL de &gua destilada durante 6 h, a 25 °C, sob
agitacdo (150 rpm). O peso seco das partes restantes do filme foi determinado apo6s
filtracdo em papel de filtro, previamente seco e tarado, usado para calcular o material
insolivel como percentagem do peso seco inicial. Os pesos secos foram

determinados ap0s secagem, a 103°C, durante 24 h, utilizando uma estufa com
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circulagdo de ar (Memmert, Schwabach, Alemanha) (Figura 35). O Material Insolavel
(M.1.) foi determinado utilizando-se o método de filtragdo segundo a técnica n°
971.09 da AOAC (1995), conforme a Equacao 18.

M.1. (%) = (m#/mi)x100 (18)

onde: mi : massa inicial dos filmes (g); mr : massa final os filmes (g).

Figura 35 - Acompanhamento do teste de solubilidade dos filmes: (a) Durante a

agitacdo por 6h e (b) apds secagem (peso final).

Fonte: PROPRIO AUTOR

4.6.6 Opacidade

Foi determinada (em quadruplicata), conforme descrito por Irissin-Mangata,
Bauduin, Boutevin e Gontard (2001) com modifica¢gfes: tiras de filme 1 cm x 5 cm
foram colocadas no lado interno de uma célula espectrofotométrica de UV-Vis Varian
Cary 50 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), perpendicularmente ao feixe
de luz. O espectro de absorgéo (400-800 nm) das amostras de filme foi registrado e
a opacidade foi definida como a area sob a curva gravada (estimada pela regra
trapezoidal linear) e expressa como unidades de absorbancia versus nanémetros
(comprimento de onda) por milimetro (espessura do filme) (A.nm.mm-1).
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A andlise foi realizada no Biorefinery Centre, do Institute of Food Research

(IFR), sob a supervisao do Dr. Michael Ridout.

4.6.7 Espectroscopia naregido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

Foi utilizada para a investigagdo molecular de CNC e dos filmes, através de
um espectrémetro Nicolet Magna-IR 860 FTIR (Thermo Nicolet, Madison, WI, EUA),
equipado com um sistema de ATR de reflexdo Unica (Golden Gate Specac,
Orpington, Kent).Os espectros foram registrados com 128 ciclos a 2cm™ de
resolucdo, para uma gama espectral de 4000-800 cm™. O cristal vazio foi utilizado
como referéncia.

A analise foi realizada no Biorefinery Centre, do Institute of Food Research

(IFR), sob a supervisao do Dr. Nikolaus Wellner.

4.6.8 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens de MEV das superficies dos filmes revestidas de ouro foram
realizadas usando um Zeiss Supra 55 VP SEM (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com
uma tensdo de aceleracdo de 5 kV e uma ampliacdo de 2000 x. A analise foi
realizada no Biorefinery Centre, do Institute of Food Research (IFR), sob a
supervisao do Dr. Michael Ridout.

4.6.9 Difracado de Raios-X (DRX)

O padrédo de cristalinidade de alguns filmes foi analisado usando um
difratbmetro de Raios-X (Xpert Pro MPD, PANalytical, Almelo, Holanda) equipado
com um tubo de Co a 40 kV e 30 mA em uma faixa de 5° a 50°, em 260. As analises
foram realizadas no Laboratorio de Raios-X da Universidade Federal do Ceara. O
indice de cristalinidade (IC) foi calculado pela Equacdo 19 (SEGAL et al., 1959).

lc=1—(l/ 2) (19)

onde: l1 = intensidade do minimo de difracdo, relacionada a parte amorfa; I =

intensidade do maximo de difracdo, relacionada a parte cristalina.
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4.6.10 Ressonancia Magnética Nuclear de *C com polarizacdo cruzada e
rotacdo no angulo magico (RMN 13C - CP/MAS)

Os filmes foram cortados em tiras de 3 cm x 1 cm, enrolados e inseridos em
um rotor Kel-F de 4mm para andalise de RMN *3C no estado soélido. Os espectros
foram obtidos em um equipamento Agilent 600-MHz, equipado com uma sonda -°N
IH -13C 4 mm a 14 kHz, e realizados no Laboratério Multiusuario de Quimica de
Produtos Naturais — LMPN- da EMBRAPA/ CNPAT. A técnica de RMN 13C - CP/MAS
foi empregada com uma rampa de 80-100%, com tempo de contato de 500 uS, pulso
de alta energia de dissociagdo com pontos de dados 2K (espinhal 64), atraso de 4 s

entre cada aquisicdo, e 2000 varreduras.

Para o Tempo de Contato Variavel (VCT) nos experimentos de CP-MAS
(Metz, 1994) utilizou-se uma faixa de 80-100%, em um intervalo de 0,1 a 10 ms, com
256 varreduras, pontos de dados 2k e 3 s de atraso entre cada aquisi¢do. O software
VNMRJ™ 4.0 (Varian RMN Systems, Palo Alto, CA, EUA) foi utilizado para aquisicéo
e processamento de dados e as curvas de CP foram elaboradas com o Origin Pro 9,

a partir da expressdo de Intensidade, I(t), em funcdo de Tch € TioH (Equacao 20)

resultando em um perfil exemplificado na Figura 36.

Te, | ! ’
4 5
I(t)=1,| 1-=| |exp| ——— | —exp ——J (20)

1p.H 1p.H CH
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Figura 36 - Grafico de VCT exemplificando os Tempos de contato (TcH) e de

relaxacdo (T1pH) em um experimento de CP/MAS.
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Fonte: OLIVEIRA, 2014.

4.7 Gerenciamento dos residuos provenientes das reacdes

Os materiais provenientes de processos realizados em laboratorio com a
finalidade de eliminacdo (potenciais agressores ao meio ambiente), foram
encaminhados ao Setor de Gerenciamento de Residuos, localizado na estrutura
fisica do Biorefinery Centre (Norwich), para as etapas posteriores de viabilizacdo de
um destino adequado aos materiais descartados. Previamente, os pesquisadores
devem descrever quali e quantitativamente os residuos gerados no laboratorio, junto

com a identificacdo dos materiais descartados.

Os residuos foram dispostos em 2 tambores metéalicos de 200 litros, de
tampa fixa na chapa, de acordo com a mistura dos materiais utilizados. Os descartes
foram realizados apoés a finalizacdo de cada procedimento, mediante planejamento
em laboratorio, para o agendamento no departamento supracitado, de acordo com
as normas regulamentadoras da Instituicdo (NRC,1995) a respeito do gerenciamento

de residuos em laboratérios de pesquisa na Inglaterra.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK55885/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao quimica da casca de banana

Foi realizada para a caracterizacao da fibra de interesse, BPP, e para o inicio
de investigagcdo do meio de extracdo de pectina e da obtencdo de nanocelulose, a
partir da celulose presente do material de estudo. A BPP mostrou uma composigao
de 39,02% de holocelulose (alfacelulose + hemicelulose + pectina), dos quais 48%
(18,74% do total) correspondem a alfacelulose, e os restantes 52% (20,28% do total)
refere-se a hemicelulose e pectina. Mesmo com a predominancia dos outros
macrocomponentes, a presenca de pectina e celulose foi relevante para a realizacéo

dos testes posteriores.

Quando comparado aos valores relatados por Oberoi e autores (2011), para o
mesmo material de origem (cascas de banana), os teores de carboidratos foram
menores, enquanto que os extrativos foi semelhante, e os teores de cinzas e lignina
foram superiores (Tabela 5). Todavia, 0s autores mencionaram, apenas, a espécie

Musa acuminata, mas nao identificaram o cultivar de banana usado.

Tabela 5 - Composicao do pé da casca de banana em base de matéria seca.

Componentes Teor (g/100 g)*

OBEROI et al.(2011)
Presente Trabalho

Cinzas 11,5+0,2 9,8+0,4
Extrativos 30,6 £+ 3,8 29,8 +£0,3
Lignina Klason 16,7 + 4,6 2,9+0,1*
Holocelulose 39,0+6,6 38,8+0,2
a -celulose 18,7+ 3,2 12,7 +£0,2
Hemicelulose + pectina 20,2+7,3 26,1 +£0,2

*Valores apresentados sdo média + erro padrdo para n = 3. ** Teor de liginina detergente acida.

Fonte: PROPRIO AUTOR
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5.2 Anélise dos espectros de FT- IR

As pectinas extraidas foram analisadas quanto ao grau de esterificacdo, o que
permite identificar os grupos funcionais em diferentes regides do espectro. Para a
andlise discursiva foram extraidos os dados da pectina obtida no tratamento 4
(Tabela 04, p4g. 87), conjunto de dados escolhido para referenciar a caracterizacao.

A faixa entre 1000 e 2000 cm™? é a regido importante na identificacdo de
grupos funcionais do acido galacturdénico, uma vez que 0s grupos carboxila livres
absorvem em aproximadamente 1620 cm, e as esterificadas em 1750 cm™. A faixa
de absorcdo entre 2400 e 3600 cm™ corresponde aos estiramentos dos grupos
hidroxila relativos a umidade das amostras de pectina. As bandas na faixa entre
3000 e 2800 cm™ estdo relacionadas as ligacdes C-H e CHs dos grupamentos metil
éster (FELLAH et al., 2009; SOUSA et al., 2017). A regido mais importante para a
determinacdo do grau de esterificacdo das pectinas é aquela relacionada
diretamente aos grupos carboxilicos apesar da influéncia das demais.

Para efeitos de comparacdo com a intensidade de outras bandas e espectros,
a intensidade da banda a 3400 cm™ (estiramento OH) foi considerada como um
padrdo. O espectro de FTIR de BPP mostrou algumas bandas relacionadas com a
presenca de celulose evidenciando a diminuicdo de intensidade, em comparacao ao
isolamento da pectina (bandas de deformagcdo CH2 em 1433, 1371 e 1322 cm™)
(Figura 37). Memon e autores (2008) apresentaram espectros bastante similares na
regido mencionada para analise de residuos lignocelulésicos em diferentes

condic¢des de extracao.

O AIR apresentou algumas bandas com reducdo na intensidade quando
comparado ao BPP, tais como as bandas em intensidades de absorcdo em 2920cm
e 2852 cmt, observadas no espectro da Figura 37, sdo caracteristicas dos grupos
CH, CH2 e CHs ccorrespondendo as porc¢des alifaticas dos constituintes das fibras
(LOPES et al.,, 2013). Santos et al. (2010), Silva et al. (2013) e Li et al. (2015)
concluiram que as bandas com absorbancia em 2920 cm representam estiramento
assimétrico CH de grupos metil e metilénicos e 2854 cm™ associada ao estiramento
simétrico de CH de carbono com hibridizagcdo sp®, como o da celulose, oriundos da

fibora do caju. As banda em 2852 e 2920 cm? foram novamente reduzidas
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drasticamente no isolamento de pectinas, o que podem ser atribuido & remocéo de
outros polissacarideos (celulose e hemicelulose) e lignina, bem como o ombro para
1520 cm, referente a vibracdo do esqueleto do anel aromatico (C=C).Portanto, a

pectina isolada apresentou um método eficaz de extracéo a partir de BPP.

Figura 37 - Espectros de FT-IR referentes ao BPP; ao AIR e a pectina, obtida a 86°C,
216 min e pH 2,51.
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Fonte: PROPRIO AUTOR

A banda aproximada em 1610 cm™ aparece tanto em BPP, quanto no AIR
como uma superposicao da vibracao de estiramento C=0 de grupos carboxila nao
esterificados (pectina) com o estiramento C=C do esqueleto aromético (fracdes de
lignina) e provoca o deslocamento para comprimentos de onda maiores a pectina
isolada (1690 cm™), ocasionado pela remocdo de lignina. Nesta regido, também,

associa-se a deformacéo angular da ligacdo O-H, causada pela absor¢cédo de agua
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pelas fibras. CHERIAN et al. (2008) observou que, em caso de fibras submetidas a

pré-tratamentos, ocorre uma contribuicdo da agua nessa regiao.

A banda em 1737 cm, atribuida ao estiramento C=0 de grupos carboxila
metoxilados, apresentou-se mais intensa com deslocamento para um ndmero de
onda maior na pectina isolada. Isto foi atribuido a absorcdo diferente entre os
polissacarideos esterificados e livres, segundo Gnhanasambandam e Proctor (2002)
e Andrade (2010).

Algumas bandas sdo mais intensas no espectro da pectina, tal como a 1218
cm? (estiramento C-O), 1097 cm?t e 1023 cm? (estramento C-O em COH e
estiramento simétrico C-O-C), 965 cm (deformacdo C-O), 920 cm™ (deformacéo
assimétrica tipo balanco -CHz) e 889 cm™ (deformacgéo -CCH e -COH na posicédo C-
6 do anel glicosidico). Os carboidratos tem absorcao forte entre 1200 e 950 cm, esta
regido é associada ao “fingerprint” caracteristico para cada polissacarideo. Segundo
Andrade (2010) estas bandas séo frequentemente dificeis de serem interpretadas,
entretanto foi observado que esta regido independe da origem da pectina e pode ser

usada para identificar o GA.

Guimaraes et al. (2009), Wang et al. (2009), Rosa et al. (2010), e Souza et al.
(2015) descreveram os valores de comprimento de onda, bem como as atribuiges
aos efeitos ocasionados pelas vibracdes dos possiveis compostos moleculares
associados para fibras vegetais. A Tabela 6 sumariza as principais bandas obtidas

nos espectros de FTIR e suas respectivas atribuicdes.
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Tabela 6 - Principais frequéncias vibracionais para as fibras obtidas.

Comprimento de onda

Atribuicéo
(cm™)
3400 (F) O-H (estiramento)
2920 (f) C-H (estiramento)
2852 (f) C-H (estiramento simétrico) em
em OCHs
1737 (p) C=0 (estiramento)
1639 (F) O-H (deformacéo angular da H20)/
C=0O(estiramento) e ArC=0
(estiramento)
1610 Vibragdo C=C do esqueleto aromatico
1513 (mf) Vibragdo C=C no esqueleto do
anel aromético
1430 (mF) Deformacéo angular
C-H
1374 (mf) CHs (deformagéo) /OH
(deformacéao)
1322 (mf) Vibracdo em balanco (tipo wag) CH:2
O-H (deformacéo no plano)
1218 (mF) Estiramento C-O
1097(p) Estiramento C-O em COH e C-O-C (estiramento
simétrico)
1023 (F) Estiramento C-O em COH e C-O-C (estiramento
simétrico)
965 Deformacéao C-O
920 Deformacao assimétrica tipo balan¢o — CHs
889 Vibracéo do anel glicosidico; deformacgéao C-H

Fonte: PROPRIO AUTOR.
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5.3 Caracterizagéo das pectinas

5.3.1 GPC

As pectinas sdo reconhecidas como cadeias lineares de acido galacturénico,
mas podem apresentar diversas ramificacbes de polissacarideos formados por
dezessete diferentes monossacarideos. A homogalacturonana, formada por
unidades de acido galacturénico, € o principal polissacarideo da parede celular
sendo responsavel por até 65% do total de pectina. Ligados a essa cadeia principal
encontram-se diversos outros polissacarideos com diferentes tamanhos de cadeia,
como a ramnogalacturonana | e Il que apresentam de 20-35% e 10% da constituicdo
da pectina, respectivamente. Canteri e autores (2012) observaram que cada um
desses polissacarideos aparece como ramificacdes existentes em cadeias lineares
de oito ou mais unidades de acido galacturdnico. Tais ramificacdes apresentam até
12 diferentes tipos de agucares.

Polissacarideos naturais sdo polimeros que ndo apresentam massas molares
precisamente definidas, e sim, massas molares médias. I1sso se deve ao fato destes
compostos geralmente serem polidispersos, apresentando uma distribuicdo de
espécies moleculares quase idénticas em estrutura, com variagdo apenas no
tamanho da cadeia. Toda essa complexidade na constituicdo das pectinas influencia
diretamente o valor de sua massa molar e a diversidade dos mondémeros e seus
respectivos polimeros que constituem a cadeia lateral ddo a justificativa para seu
carater polidisperso.

A curva de distribuicdo de massa molar da pectina foi mostrada na Figura 38,
a qual apresentou um perfil polidisperso, caracteristico de polissacarideos naturais.
O cromatograma exibiu uma Unica banda, comportando-se como um sistema
homogéneo, com volume de eluicdo de 8,62 mL no seu apice. A massa molar da
banda foi estimada em 4,19 x10° g.mol* ou 419 kDa. O resultado obtido no presente
trabalho foi proximo dos encontrados na literatura, onde o valor enquadrou-se na
faixa de 7,00x10° a 3,05x10° g.mol! (ANDRADE E AZERO, 2000; TORRES,
HALLMARK E WILSON, 2014), sendo a variacdo de massa dependente da espécie

e do processo de extracéo e purificacdo do polimero natural.
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Figura 38 - Curva de distribuicdo de massa molar da pectina obtida a partir do AIR.
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Fonte: PROPRIO AUTOR.

O elevado valor da massa molar da pectina analisada apresentado na Tabela
07, deveu-se, provavelmente, a polimerizacdo dos acucares neutros presentes nas
moléculas da pectina, e a consecutiva reticulacdo (ligacdo cruzada) entre o0s
acucares neutros polimerizados e a molécula da pectina. Esta reticulacao foi devida
a utilizacdo de CA no processo de extracdo, que atuou como um agente de
reticulacdo entre as moléculas de pectina e 0s acgUcares neutros polimerizados,
produzindo polimeros tridimensionais com alta massa molar (KURITA, FUJIWARA E

YAMAZAKI, 2008).
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Tabela 7 - Valores das massas molares massicas ponderada (Mw), numérica (Mn)
médias, e polidispersividade de amostras de pectinas; PC: pectina; PC-a: em
condicdes acidas; PC-b: em condi¢fes basicas.

_ y | M ( ) Polidispersividade
Mw (g.mol" g.mol _
Amostra w (9 ) | Mn (Ma/Mn) REF
PC 4,9 x 10° 9,0 x 10* 55
PC-a 4 5 5,6 SOUSA et
8,1 x 10 4,5 x 10 al. (2017)
PC-b 6,8 x 10% 2,8 x 10° 41
Pectina a partir 5 4 Presente
do AIR 4,19x10 7,48x10 5,6 Estudo

Fonte: PROPRIO AUTOR

Pelos resultados da Tabela 7 pode-se possivel verificar que a pectina é
polidispersa e polimolecular, ou seja, é heterogénea com relacdo a sua estrutura
guimica (observado pelo IPD) e a massa molar, visto que possui aleatoriedade nos
valores das massas molares obtidos para pectinas. O valor do IPD propicia avaliar a
amplitude de distribuicdo da massa molar e, observando os valores obtidos,
constatou-se que os comprimentos das cadeias formadas estdo distantes entre si,
pois o valor da polidispersividade esta acima e distante da unidade (HARDING,
2005). Ao observar o carater polidisperso da pectina a partir do AIR nas condi¢des
otimizadas (delineamento realizado) associa-se a caracteristica de materiais

poliméricos, 0s quais ndo apresentam um valor Unico de massa molar.

Souza e autores (2017) apresentaram resultados de distribuicdo de massa
molar de pectina de meldo (PC) em condi¢cbes acida (PC-a) e basica (PC-b) e
pectina comercial (PC) que corroboraram com o presente estudo (condi¢des acidas).
Um meio mais acido e/ou com temperaturas mais elevadas pode ser responsavel

pela degradacao da cadeia lateral da pectina comercial (PC), restando uma por¢ao
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estrutural mais homogénea pela reducdo da quantidade de estruturas com diferentes
massas moleculares.

O estudo comparativo foi realizado através das condicfes de extragcdo em pH
acido (4,6), bem como temperaturas de 75°C adotadas para a amostra PC-a pode
ter permitido uma menor alteracdo das cadeias laterais desse polimero, justificando
seu maior IPD de 5,6. A pectina do presente trabalho apresentou as condi¢cdes de
pH 2,0 e 87°C e um IPD semelhante ao de Souza et al. (2017). A maior
polidispersividade das amostras, em condicbes acidas pode ter relagdo com as
condi¢Oes de extracdo adotadas no DCC.

5.3.2 Respostas Experimentais - MSR

A Tabela 8 apresenta as respostas experimentais para todos os 17 ensaios
realizados através do DCC. Os valores obtidos revelam os intervalos, bem como o
minimo e maximo para o rendimento de extracdo (5,21 e 12,21), grau de
metoxilacdo (43,45 e 78,96), teor (53,08 e 85,99) e rendimento de &cido
galacturdnico (2,95 e 9,64). Os dados foram corroborados com os resultados obtidos

por MSR através dos graficos de contorno inseridos nas figuras posteriores.
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Tabela 8 - Respostas experimentais para os 17 tratamentos de extracao de pectina

da casca de banana (termos em negrito sdo os valores minimos e maximos).

Rendimento

Grau de

Teor de acido

Rendimento de acido

Tratamentos de extracéo metoxilagdo (%) galacturdnico (g/100 galacturdnico

(%) 9) (9/100 g AIR)
1 7,86 70,54 56,86 4,47
2 12,21 60,38 77,74 9,50
3 7,71 68,75 70,17 541
4 11,21 43,45 85,99 9,64
5 5,56 76,08 53,08 2,95
6 9,14 65,42 64,60 5,91
7 5,86 76,61 62,18 3,64
8 9,86 51,97 68,01 6,70
9 5,21 78,96 62,93 3,28
10 10,36 61,84 73,95 7,66
11 7,13 69,74 66,70 4,76
12 7,41 71,03 72,77 5,40
13 10,86 62,24 77,80 8,45
14 5,21 68,00 68,89 3,59
15 8,14 70,78 82,65 6,73
16 6,21 69,74 83,46 5,19
17 7,14 72,71 85,75 6,13

Fonte: O PROPRIO AUTOR

As Figuras 39-42 representam os graficos de contorno para as respostas

experimentais obtidos por MSR, através da realizacdo do DCC. Na maioria dos

estudos por superficie de resposta, a forma do relacionamento entre a variavel

resposta e os fatores é desconhecida. A qualidade das estimativas dos parametros

depende, principalmente, do método de estimacdo utilizado (método dos minimos

quadrados ou método da maxima verossimilhanca) e da utilizacdo de planos

adequados para a coleta de dados.
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5.33 EY

Os valores de rendimento da extracdo (EY) variaram dentro do intervalo de
5,2-12,2% (m/m, baseado no peso seco de AIR) (Tabela 8). Happi Emaga e autores
(2008) apresentaram resultados em um intervalo de 2,4 a 21,7, em % de massa, 0

qual os resultados obtidos confirmaram que os dados estdo dentro de uma faixa
aceitavel.

Figura 39 - Rendimento da extracdo de pectina da casca de banana.

Tempo (min) versus temperatura (°C) pH versus temperatura (°C)
216 1
180 -
144 4
. ' 2
70 75 80 85 90 75 80 85
pH versus tempo (h) Rendimento da extracdo
(g/100g AIR)
4 < 6
6 - 8
B 8- 10
B 10- 12
L] > 12

144 180 216
Fonte: PROPRIO AUTOR

Houve um aumento no rendimento de extragdo aumentando a temperatura e
diminuindo os valores de pH, como observado na regido de coloragdo verde escura
(tonalidade maxima) para os valores elevados de rendimento (Figura 39), enquanto

que o tempo ndo apresentou um impacto significativo, obsevando os
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comportamentos nos gréficos de contorno e as equacgdes de regressdo. Os efeitos
do pH e a temperatura foram semelhantes aos descritos por Happi Emaga e autores
(2008), embora tenham relatado que o tempo teve um efeito positivo (e altamente
significativo) sobre os rendimentos. Wai, Alkharkhi e Easa, 2014 verificaram,
também, que o rendimento de extracdo de pectina foi favorecido por condi¢cdes

severas a partir da polpa de maca, do subproduto do liméo e da casca de durian.

5.3.4 DM

Os valores de DM foram obtidos no intervalo de 43,5% a 79% (Grau de
metoxilagdo, Tabela 8). Kermani e autores (2014) verificaram valores de DM na
faixa semelhante a relatada ao extrair a pectina de casca de banana com H2SOs,

embora os valores mais elevados eram esperados neste estudo em funcdo da

menor capacidade de hidrélise de CA.

Figura 40 - Grau de esterificacdo de pectinas da casca de banana.

Tempo (min) versus temperatura (°C) pH versus tempoeratura (°C)

216
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2

144 180 216

Fonte: PROPRIO AUTOR
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Valores elevados de pH e baixos de temperatura e tempo produziram pectinas
com elevado grau de metoxilacéo (Figura 40) corroborando com os dados de Gérna
e autores ( 2007) para cascas de banana. Isto pode ser atribuido ao nivel elevado de
esterificacdo da cadeia poligalacturbnica, propriedade importante para o
direcionamento de aplicacdo do polissacarideo sob condicbes severas de
temperatura e pH. Outra explicacdo possivel relaciona-se aos tratamentos mais
severos, 0s quais podem ter extraido pectinas mais fortemente ligadas, que
apresentam um menor DM.

Koubala e autores (2014) relataram que a pectina soltvel em quelante (PSQ)
de casca de mamao apresenta um teor de GA mais elevado e menor valor de DM
em comparag¢ao com a pectina solivel em agua (PSA), sugerindo uma extracao de
pectina mais eficiente pelo decréscimo de DM, possivelmente, porque a pectina mais

fortemente ligada possuia baixo grau de metoxilagéo.

5.3.5 GA

GA apresentou valores no intervalo de 53,1 a 86 g /100g (Tabela 8). Happi
Emaga e autores (2008) relataram valores inferiores de GA para o material de
origem corroborando com o estudo. Segundo a FAO (2014) e EU (2011)
(SINGTHONG et al., 2005) a pectina deve ser constituida de, no minimo, 65% de

acido galacturonico.

A Figura 41 indicou que o teor de GA aumentou com 0 aumento da
temperatura, do tempo, e pelo decréscimo dos valores de Ph, até um ponto de
inflexdo méximo (cerca de 83°C, 190 min e pH 2,7, como determinado pela fungéo
de resposta do Minitab Optimizer descrito na se¢éo 4, pag.90), para além do qual os
valores de GA foram bastante reduzidos. A existéncia desse ponto de inflexdo esta
relacionada com os termos quadraticos significativos do modelo de GA (Tabela 10).
Este comportamento esta associado a combinacdo de fendmenos que ocorrem,
simultaneamente, durante a extracdo de pectina com &cido, a uma temperatura
elevada: a liberacdo de acucares como um produto de hidrélise da pectina (o que
contribui para o GA) e a sua degradacao por calor e acido.
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Figura 41 - Teor de acido galacturbnico em pectinas.
Tempo (min) versus temperatura (°C) pH versus temperatura (°C)
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Fonte: PROPRIO AUTOR

Estes resultados foram corroborados pelos estudos de Chan e Choo (2013)
qgue verificaram um aumento de GA com o aumento do tempo e da temperatura de
extracdo. Relataram, também, que para um valor de pH muito baixo (1,5) resultou
em uma maior remoc¢ao de compostos de baixa massa molar (fracoes degradadas
de pectinas ou substancias ndo-pécticas), a partir de polpa de mac¢d, quando
comparado com um pH de 2,0, ou seja, 0 grau de pureza de extratos foi prejudicado

por condi¢bes muito 4cidas.

536 Yca

O Yaa foi aumentado pelo incremento de temperatura e os valores de pH mais
baixos, em um intervalo de 2,95 a 9,649/100g (Tabela 8; Figura 42), enquanto os
termos restantes ndo foram significativos, de acordo com as analises estatisticas
obtidas na Tabela 10 (pag. 121).
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O rendimento da extracdo, de acordo com as condi¢bes adequadas, foi de
14,2% em peso, valor inferior ao rendimento de 21,7% em peso, obtido por Happi
Emaga e autores (2012). No entanto, as condi¢cfes utilizadas por estes, a fim de se
obter um rendimento tdo elevado, foram mais severas (90°C, 240 minutos, pH 1,5)
do que as condi¢des do presente estudo. Além disso, as caracteristicas da pectina
obtidas para um rendimento de 21,7% em peso (GA de 40% e um DM de 49%)
foram inferiores aos obtidos neste estudo sob as condicfes obtidas (um GA de 76%

e um DM de 54%), confirmando a eficiéncia do processo de extracao.

Figura 42 - Rendimento do acido galacturdnico da extracdo de pectina da casca de

banana.
Tempo (min) versus temperatura (°C) pH versus temperatura (°C)
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A fim de otimizar a extracdo, a funcdo especifica do Minitab foi usada para
definir as condi¢gbes que produziram um Yea maximo, mantendo o alto grau de
metoxilacdo (DM minimo de 51%). Estas condi¢cdes foram definidas como (secéo 4,
Tabela 4, p4g.86):

e T:87°C,
e t:160 min;
e pH: 2,0.

A adequacgéao dos modelos para predizer as respostas foi testada efetuando a
extracdo de pectina nas condicdes adequadas e os valores experimentais foram
encontrados para confirmar com os valores previstos contidos na Tabela 9. A
diferenca entre os valores enquadra-se na significancia do método, de acordo com

0s parametros estastisticos (F e p-valor) encontrados.

Tabela 9 - Valores de respostas experimentais e previstas nas condicdes adequadas
(87°C, 160 min, pH 2,0).

Resposta Valor previsto Valor experimental*
EY (9/100 g AIR) 13,89 14,23 +1,19
DM (%) 51,79 53,73 + 2,89
GA (g/100 g) 78,12 75,91 + 4,17
YGA (g/100 g AIR) 11,07 10,81 + 1,16

EY: Rendimento de extracdo; DM: grau de metoxilacdo; GA: teor de &cido galacturbnico;
YGA: rendimento do acido galacturdnico. * Média + desvio padrao para 3 repeticdes.

Fonte: PROPRIO AUTOR

5.3.7 Analise Estatistica

O efeito linear da temperatura (variavel x no polinbmio) foi o Unico que afetou
significativamente todas as respostas. O tempo de extragcéo (y) (efeito linear) nao

teve efeitos significativos sobre as respostas, exceto pelo GA. Os efeitos quadraticos
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afetaram apenas os teores de acido galacturbnico (em negrito). Os efeitos de
interacdo nao foram significativos para as respostas obtidas. Todos os modelos
foram significativos (p <0,05) e os valores dos coeficientes de determinacédo (R?)
obtidos foram de 86-95%, indicando que um modelo quadratico representou
satisfatoriamente a relacdo entre os efeitos (variaveis independentes) e a resposta
(EY, DM, GA e Rca).

Barros e autores (2013) sugeriram que para uma regressao ser significativa
nao apenas estatisticamente, mas também (til para fins preditivos, o valor calculado
para a regressdo deve ser no minimo quatro vezes o valor de F tabelado. Essa
condicao foi amplamente satisfeita nesse estudo, de acordo com os dados extraidos
do programa utilizado. Para um modelo de regressédo, quanto maior o F, melhor e
mais significativo sera o valor de p (ou p-valor) para o software Minitab® 16.
Analisando o parametro F para o rendimento do acido galacturdnico foi observado os
seguintes valores: Fiab = 3,0 € Fcac= 13,7 (Fcac>Ftab). Portanto, o resultado tornou o

p-valor significativo para as medidas.

Tabela 10 - Equacbes de regressao (para variaveis codificadas) e parametros

estatisticos dos modelos.

Equacdes F R?

EY=7,11+176x+0,03y—-1,32z+0,43x%2+ 0,25 y? + 0,52 z2 — 8,25 (p<0,01) 0,91
0,06 xy — 0,03 xz + 0,27 yz

DM=7135-729x-2,16y+2,68z-120x%x>-1,21y>-3,072z>2— 4,70(p=0,027) 0,86
3,64 xy+ 0,02xz+0,73yz

GA=84,11+5,32x + 3,24y —4,247—-6,01 x>-5,55y?>—4,28 7> - 10,59 (p<0,01) 0,93
1,34 xy— 2,42 xz—-1,13yz

Yea=598+1,66x +0,27y—-1,32z-0,07 x>-0,21y?+0,12 22 — 13,70 (p<0,01) 0,95
0,09 xy — 0,41 xz + 0,05 yz

x: Temperatura; y: Tempo; z: pH. X, y e z: valores codificados variando de -1,68 a 1,68 (Tabela 4).

Fonte: PROPRIO AUTOR
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5.4 Extracao e Caracterizacdo dos nanocristais de celulose (CNC)
5.4.1 Rendimento de CNC

O rendimento é um fator chave na determinagcéo da economia do processo de
hidrélise (HAMAD e HU, 2010), e estd diretamente relacionado as condi¢cbes de
reacdo utilizadas: tempo, temperatura e concentragdo de acido (LU et al., 2013). O
rendimento de CNC foi de 7,56%, em peso, com base em AIR seco. Considerando-
se um teor de alfacelulose de 18,7%, em peso de cascas de banana (Secado 5,
pag.106), foi obtido um rendimento aproximado de 40%, em peso com base em
celulose (material de partida para a realizacéo da hidrélise). Os resultados de Morelli
(2016) corroboraram com este estudo, afirmando que durante o forte processo de
hidrolise acida para obtencdo dos nanocristais, parte da celulose cristalina é
hidrolisada em acucares que se dissolvem no meio aquoso, 0 que leva ao
rendimento de apenas cerca de 40% mesmo para o caso dos CNC extraidos da

celulose.

Xu e autores (2013) obtiveram CNC de Aspen brangueada com um
rendimento entre 25 e 30%, através de hidrolise acida com H2SO4 a 64% m/m, sob
diferentes condi¢cbes de hidrolise. Nesse trabalho a condicdo adequada foi
alcancada utilizando concentragdo de H2SOs4 de 63,5% em massa e mantendo a
hidrolise por 130 min, a 44°C, com relacdo CMC/solucdo acida de 10g/100 mL.
Nessa condicdo, o rendimento na obtencdo de CNC foi de 30%, tendo sido obtidos
nanocristais. Diante dos dados da literatura pode-se constatar que o teor obtido
neste estudo foi superior aos demais e, o que comprova a eficacia da extracdo de

celulose a partir do AIR, atribuindo a remocéo significativa de lignina e hemicelulose.

5.4.2 MET

A Figura 43 mostrou as fotomicrografias de MET dos CNC extraidos. A
imagem de MET apresentou nanoparticulas com formato de agulhas confirmando
que a extracdo foi bem-sucedida. Os nanocristais obtidos apresentaram diametro (d)
de 3,6 nm (= 0,8 nm) e comprimento (L) de 205 nm (= 45 nm) resultando em uma

meédia de razdes de aspecto (L/d) por volta de 58, valor superior aos relatados para
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0s CNC para a fibra da casca de coco (AZEREDO, MIRANDA, ROSA,
NASCIMENTO e DE MOURA, 2012; NASCIMENTO et al., 2014), fibra de algodao
(AZEREDO et al., 2012), linter de algoddao (MORAIS et al., 2013) e casca de soja
(FLAUZINO NETO, 2013) (Tabela 11).

Figura 43 - Fotomicrografia Eletrbnica de Transmissao (MET) dos nanocristais de

celulose de cascas de banana.

Fonte: PROPRIO AUTOR.

Eichhorn et al. (2010) verificaram que 0s nanocristais com elevada relacao de

aspecto (maiores do que 50), grande area superficial por unidade de volume e
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grande resisténcia e rigidez, promovem melhores propriedades aos compdésitos

qguando utilizadas como elementos de reforco.

Tabela 11 - L/d de outras fontes biodegradaveis.

Fonte L/d [REF]

Linter de algod&o 19 MORAIS et al,
2013.

Fibra de algodao 22 AZEREDO et al.,
2012

Fibra de casca de soja 27,9 FLAUZINO NETO,
2013.

Fibra da casca do coco 42 NASCIMENTO et
al., 2014

Fibra da casca de banana 58 Presente estudo

Fonte: PROPRIO AUTOR.

5.4.3 Percolacao

A fracdo volumétrica minima de CNC necesséria para formacédo de uma rede
percolada dentro da matriz polimérica € dada pelo limite tedrico de percolacéo (¢v).
Aplicando os valores de razéo de aspecto (L/d) dos CNC obtidos obtem-se um limite
de percolacéo de 1,2 v%, de acordo com a Equacédo 1 (pag.61).

Considerando-se os valores de densidades de CNC, da pectina extraida de
cascas de banana e do glicerol como 1,6 g.cm3 (MORELLI et al., 2016), 1,1 g cm™
(tal como medido por pesagem hidrostatica), e 1,26 g.cm-3, respectivamente, foram
obtidas as fracbes massicas minimas tedricas para percolacdo de 1,7 m% para 0s
CNC, para formar uma rede percolada em filmes de pectina plastificados com
glicerol. Siqueira e autores (2010) demonstraram que, acima deste limiar de
percolacdo, os nanocristais sdo esperados formar uma rede de ligacao de hidrogénio

resultando em uma melhoria efetiva das propriedades mecéanicas dos filmes.
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Bretas e D’Avila (2010) definiram que uma rede percolada constitui-se por
infinitas conexdes entre os CNC, que enrijece e ancora a matriz polimérica na qual

se insere.

5.4.4 Cargas superficiais dos CNC: potencial zeta ({)

¢ € uma medida das interacOes elétricas entre as particulas, ou seja, pode ser
referido como a estabilidade de uma suspensdo coloidal. Na producdo de
nanocristais de celulose busca-se maximizar as forgas repulsivas entre elas, a fim de
evitar agregados que comprometem sua capacidade como agente de reforco em
matrizes poliméricas (TIBOLLA, 2014).

A suspensdo de nanocristais de celulose apresentou um valor de potencial
zeta elevado e negativo (-28,3 £ 0,7) mV (Figura 44). As fibras de celulose,
geralmente, possuem carga negativa quando em suspensdo aquosa, devido a
presenca e a ionizacdo de grupos acidos caracteristicos das hemiceluloses e da
lignina, tais como carboxilicos, acido sulfénico, fendlicos e grupos hidroxila
(ISTIROKHATUN et al., 2015). No entanto, a carga das fibras também depende da
sua origem, do tipo de branqueamento da polpa e do tratamento mecanico.

No processo de branqueamento pelo método alcalino, a carga superficial das
fiboras normalmente diminui devido a dissolucdo e remocdo de polissacarideos
acidos, particularmente xilanas (da hemicelulose) e lignina degradada. Os agentes
alcalinos (NaOH e KOH) reagem com a lignina residual de diferentes formas,
influenciando no nimero de grupos &cidos carregados negativamente (BHARDWAJ
et al., 2004).

O tratamento pds-hidrélise, Ultima etapa do processo, pode influenciar na
estabilidade da suspensédo coloidal. De acordo com Andrade-Mahecha (2012), o
processo realizado (centrifugacéo, diluicdo e ultrassonicacdo) maximiza as forcas
repulsivas entre 0s nanocristais e, em consequéncia, a suspensdo aquosa de
nanocristais torna-se um sistema mais estavel.

Lin e Dufresne (2014) relataram experimentos similares com CNC via hidrolise
com H2SO4 e este valor esta inserido na faixa aceitavel, gracas a presenca dos

grupos sulfatos carregados negativamente nas superficies de CNC. Moom e seus
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autores (2005) afirmaram que um valor absoluto superior a ~25 mV, as forgas
repulsivas podem ser fortes suficientemente para superar as atracfes de Van der
Waals entre as particulas, ndo apresentando a tendéncia de agregacao. Portanto, o
perfil de dispersdo obtido confirmou a eficacia da estabilidade dos nanocristais
obtidos em suspenséo.

Figura 44 - Grafico da distribuicdo do potencial zeta.
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Fonte: PROPRIO AUTOR
5.5 Caracterizacao dos filmes

A extracao de pectina para a obtencéo dos filmes bionanocompdsitos resultou
em um rendimento, em peso com base em AIR seco, de 15,1%, com o valor de DM
de 56% e um teor de GA de 73,4%. Happi Emaga e autores (2008) mostraram
valores congruentes ao do presente estudo com o perfil de pectina de HM para a

producéo de filmes a base de polissacarideos.
5.5.1 Resisténcia a tracao

As figuras 45 — 51 apresentam as propriedades dos filmes como funcdo do

teor de CNC e da presenca ou auséncia de CA. A resisténcia a tracdo dos filmes
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(com e sem CA) (Figura 45) aumentou com a adicéo de, pelo menos, 5% em peso
de CNC. Teores elevados de CNC ndo melhoraram a resisténcia, atingindo um
maximo de 7,5% em peso de CNC e um descréscimo em 10% em peso de CNC na
presenca de CA e na auséncia o maximo obtido foi de menor valor). Este efeito pode
esta associado a polidispersividade na suspenséo contendo o teor de 10% de CNC
devido a aglomeracdo que ocasiona a diminuicdo desses valores, ou seja, um

descréscimo da tendéncia como reforco.

Os valores na mesma linha (cor) seguidos pela mesma letra ndo sao
significativamente diferentes (Turkey, p< 0,05).

Figura 45 - Propriedades de tracdo dos filmes em funcéo dos teores de CNC na

presenca (preta) / auséncia de CA (cinza).
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Fonte: PROPRIO AUTOR

O aumento da resisténcia dos filmes contendo CNC pode estar relacionado as
interacOes favoraveis pectina-CNC, bem como o efeito de reforco através da
transferéncia de estresse nessa interface, confirmado por Khan e autores (2012). De
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acordo com Moura et al. (2016), a incorporacao de nanoestruturas nos filmes pode
aumentar a resisténcia mecanica devido a substituicdo parcial do polimero por
nanocristais na matriz do nanocomposito. Outro motivo pode ser a ocupacao de
parte dos espagos vazios entre as cadeias do polimero pelas nanoestruturas, o que

causa um aumento na resisténcia, decorrente de uma maior compactacdo da matriz.

5.5.2 Elongac¢ao e Mé6dulo de Elasticidade

A elongacéao foi diminuida, significativamente, apenas quando o maior teor de
CNC (10%, em peso) foi adicionado (Figura 46). Uma diminuicdo na elongacéao
também foi observada por Gomez-Estaca et al. (2011) em filmes de gelatina de
peixe e quitosana. As nanoestruturas diminuem o volume livre entre as cadeias do

polimero, aumentando as for¢as intermoleculares na matriz (HOSSEINI et al., 2015).

Para os filmes contendo CA, a falta de efeito de CNC (em teores menores que
10%, em peso) na elongacéo foi surpreeendente, uma vez que ambos, CNC e CA,
eram esperados contribuir um com o outro para diminuir essa propriedade; ao inves
disso, o comportamento observado pode ser explicado pelos efeitos combinados de
CNC com os do reticulante e do plastificante do CA. Azeredo e autores (2015)
confirmaram esse fenbmeno em seus resultados na avaliacdo do CA em filmes a
base de hemicelulose a partir da palha de trigo.

Segundo Uranga et al. (2016) o CA aumenta, simultaneamente, a resisténcia
a tracdo e a elongacdo de filmes de gelatina, que também parece contraditério
guando se considera o CA apenas como um agente reticulante. No presente estudo
que a presenca simultanea de CNC e CA trouxe um efeito misto de reticulacéo e
plastificagdo do CA, embora a presenca de 10% em peso de CNC parece ter

revertido isto em favor da predominéancia do efeito reticulante.
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Figura 46 - Propriedades de elongacgéo dos filmes em funcéo dos teores de CNC na

presenca (preta) / auséncia de CA (cinza).
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Fonte: PROPRIO AUTOR

Similarmente, o moédulo elastico aumentou para um maximo em 7,5%, em
peso de CNC, para os filmes sem CA, e 5% para os filmes contendo CNC e CA
(Figura 47). A estabilizacdo da resisténcia a tracdo e do médulo elastico em teores
acima de 5%, em peso de CNC, corroboraram com as observacdes de Khan et al.
(2012) para filmes de quitosana com reforco de CNC. Exceto para a elongacéo, as
propriedades de tracdo ndo foram reduzidas por teores elevados de CNC. Isto
indicou que a agregacdo de CNC né&o ocorreu ou nao foi eficiente para reduzir as
estas propriedades dos filmes. Abdollahi e autores (2013) demonstraram resultados
concernentes a este efeito na producao de filmes com a matriz a base de alginato na
incorporagcdao de CNC com o aumento do teor do agente de reforgco de 10% (em
peso de CNC).
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Figura 47 - Propriedades de elasticidade dos filmes em funcdo dos teores de CNC

na presenca (preta) / auséncia de CA (cinza).
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Os valores de resisténcia a tracdo e de mddulo elastico dos filmes obtidos
deste estudo foram superiores aos produzidos a partir de pectina extraidas de
cascas de roma utilizando uma argila como material de refor¢co, a montimorilonita
(MMT), a qual tem sido incorporada nos filmes com potencial aplicacdo em
embalagens para alimentos, segundo Oliveira et al. (2016).

Lorevice e autores (2016) obtiveram valores inferiores para 0s ensaios
mecanicos a partir de pectinas comerciais. Diante dos resultados alcancados, os
valores de resisténcia para todos os filmes tém sido maior do que o limite inferior
aceitavel para filmes para embalagens (4 MPa) (Tabela 12, pag. 138) de acordo com
Tajeddin, Rahman e Abdulah (2010). Uma vez que a fracdo massica limite de
percolacdo calculada de CNC adicionada a matriz de pectina foi estimada em 1,7%,
para formar uma rede percolada, o teor de CNC acima de 2,5%, em peso, tem sido

necessario para um reforco efetivo, possivelmente devido a uma dispersdo de CNC
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inferior ao ideal dentro da matriz, a qual foi relatada, também, por Morelli e autores
(2016).

5.5.3. Opacidade

Os filmes formados foram quase incolores e bastante translicidos, exceto
agueles com 10% ,em peso CNC, que parecia um pouco opaco. Com efeito, a
opacidade dos filmes (Figura 48) foi aumentada significativamente, apenas quando
10% em peso de CNC foram adicionados aos filmes (ambos para aqueles com ou
sem CA).

Figura 48 - Propriedades de opacidade dos filmes em fungéo dos teores de CNC na

presenca (preta) / auséncia de CA (cinza).
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A opacidade depende da diferenca do indice de refracdo associado ao
espalhamento da luz, da distribuicio do agente de reforco e da dispersdo do
polimero (DALPIAZ, 2006). O indice de refracdo estd relacionado ao desvio que

ocorre quando um raio de luz passa em um angulo inclinado de um meio para outro;
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é definido pela raz&o entre os senos dos angulos de incidéncia e de refracdo. Este
indice, que é adimensional, € medido segundo o método ASTM D 542. A maioria dos
polimeros tem indice de refracdo na faixa entre 1,45 a 1,60. (CALLISTER JUNIOR,
2012; LIDE, 2002).

O poder opacificante de um agente de reforco (CNC) aumenta com a sua
agregacao no interior da matriz e na diferenca entre o indice de refracdo de CNC e
a pectina, em concordancia com Pereda et al. (2014). O baixo efeito de CNC na
opacidade dos filmes neste estudo, pode ser explicado pela dispersédo efetiva de
CNC na matriz de pectina (exceto para o teor mais elevado de CNC, 10%), bem
como pela pequena diferenca entre o indice de refracédo de celulose (1,53, de acordo
a Bardet et al. 2013) e pectina (1,50, de acordo com Donaldson, 1991).

A Figura 49 mostrou a aparéncia dos filmes bionanocompédsitos com a
presenca e auséncia de nanocristais de celulose utilizados como reforgo, isolados da
casca de banana. Em uma analise comparativa, o filme controle (CNC-0-CA-0)
apresentou maiores valores de brilho. Este fenbmeno pode resultar de: (a) efeitos de
tamanho nanémetro devido a presenca de particulas soélidas; (b) interacbes fortes
entre 0s nanocristais de celulose e a matriz de amido; (c) alta relacdo de aspecto
das nanocristais de celulose e (d) a distribuicdo aleatéria da nanoparticulas na
matriz.

A propriedade de brilho esta estritamente relacionada a textura da superficie;
isto €, ao grau de polimento da superficie analisada (MOLINA, 2013). A distribuicao
de tamanho de particula empregada na formulacdo do filme influencia esta
propriedade: uma distribuicdo de tamanho de particula mais uniforme produz
superficies mais polidas e brilhantes justificando os resultados de brilho obtidos para
os filmes biodegradaveis avaliados (CNC apresenta diferentes diametros e
comprimento), de acordo com os estudos de Tibolla et al. (2018).

Portanto, a rugosidade acentuada das superficies dos filmes contendo maior
teor de CNC (CNC-10-CA-20) também explica os valores de brilho inferior e a maior
opacidade desses filmes, de acordo com os resultados obtidos de MEV, onde as
fotomicrografias exibiram uma superficie visivelmente rugosa para o filme contendo
CNC e CA (Figura 53, pag. 143).
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Figura 49 - Aparéncia dos filmes controle (CNC-0-CA-0), contendo a CNC (CNC-7,5-
CA-0), o CA (CNC-0-CA-20) e ambos CNC e CA (CNC-7,5-CA-20 e CNC-10-CA-20),

de acordo com a sequéncia CNC-teor-CA-teor.
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Fonte: PROPRIO AUTOR.

5.5.4 Solubilidade dos filmes

O teste de solubilidade foi analisado através do perfil de material insoluvel
apos cada processo. O teor de material insolavel de filmes (com ou sem CA) foi
aumentado pelo teor de CNC de 5% em peso, ou mais (Figura 50). George e
Sabapathi (2015) relataram que a presenca de CNC resulta na diminuicdo da
solubilidade do filme, gracas a insolubilidade em agua dos nanocristais.

Filmes contendo CA tendem a apresentar um maior teor de material insoltvel
aos filmes correspondentes sem CA, sugerindo a ocorréncia de reticulagdo entre o
CA e a matriz de pectina, associada a reducdo da quantidade de grupos hidrofilicos
disponivel para interagdo com agua, aumentando a hidrofobicidade dos filmes em
estudo.

Segundo Azeredo e autores (2015), uma vez que a reticulagdo quimica

consiste em ligar cadeias de polimeros por ligacbes covalentes, formando redes
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tridimensionais, um dos seus efeitos mais visiveis esta na diminuigdo da solubilidade

em agua do material reticulado.

Figura 50 - Propriedades material insoltvel dos filmes em fung&o dos teores de CNC

na presenca (preta) / auséncia de CA (cinza).
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Fonte: PROPRIO AUTOR.

Lu e autores (2015) desenvolveram um trabalho envolvendo a preparacao de
filmes bionanocompdsitos com a insercdo de CNC de algodéao, e tendo como matriz
polimérica o amido plastificado com glicerol. As andlises revelaram que as fortes
interagcbes entre 0os nanocristais e a matriz de amido plastificado desempenham um
papel chave no refor¢co dos compositos.

Os compdsitos apresentaram um aumento tanto na tensao de ruptura quanto
no modulo de elasticidade, passando respectivamente de 2,5 MPa para 7,8 Mpa, e
de 36 MPa para 301 MPa, ambos inferiores aos resultados obtidos pelo presente

estudo. Além disso, a incorporacdo dos CNC conduziu a uma diminuicdo da
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solubilidade dos filmes de amido em agua, dado importante para as aplicacdes
desse material na area de embalagens, que corrobora com os resultados obtidos.
Mesmo que a solubilidade em agua dos filmes tenha diminuido por CNC e
CA, os filmes obtidos apresentaram valores elevados e dever4a serem usados para
aplicacbes que ndo necessitam de uma alta resisténcia a 4gua, como embalagem
primaria para produtos que serdo protegidos da umidade por uma embalagem

secundaria.

555 PVA

Os filmes apresentaram diminuicdo nos valores de PVA com o aumento do
teor de CNC. O decréscimo nos valores de PVA foi eficaz em 2,5% em peso para 0s
filmes sem CA, e em 5% em peso para os filmes contendo CNC e CA, de acordo

com a Figura 51.

Figura 51 - Propriedades de PVA dos filmes em funcdo dos teores de CNC na

presenca (preta) / auséncia de CA (cinza).
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De acordo com Lorevice et al. (2016), existe uma diferenca entre as
guantidades de moléculas entre os filmes e que parte da agua fica retida na matriz
atuando como um plastificante, sendo atribuido este aumento de permeabilidade a
diferenga entre a quantidade de moléculas que se difundem no material e aquelas
que se desprendem da mesma. Quando se adicionam os CNC ocorre uma
diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua dos filmes quando comparados
agueles contendo apenas pectina. Isto se deve ao fato de que as nanoestruturas
preenchem os poros das matrizes, associando-se ao caminho tortuoso induzido
pelos nanocristais para a transmisséo de vapor de dgua (Figura 52).

Segundo Chang et al. (2010) a adicdo de nanoparticulas de quitosana
dificultou a passagem de moléculas de agua pela matriz do filme, por preencher os
espacos das cadeias poliméricas, bem como os resultados demonstrados por El Miri
e autores (2015) quanto a diminuicdo da PVA do presente estudo. A intensidade
deste efeito depende em geral da razdo de aspecto da fase hanométrica na matriz, a
qual precisa ser suficientemente alta para alterar o caminho de difusdo da molécula
penetrante.

No entanto, incrementos nas propriedades de barreira também podem ser
observados nos casos onde as temperaturas de relaxacdo da matriz sao
aumentadas pela formacdo de nanocompdsitos. Isto ocorre devido a restricdo da
mobilidade das cadeias poliméricas pela interacdo quimica com a fase adicionada.

Neste caso, é possivel conjecturar que os dominios dos nanocristais de
celulose, assim como evidenciados por MEV atuaram como barreiras impenetrantes,
de tal forma que as moléculas de agua tiveram que seguir um caminho aumentado
ou tortuoso, para se difundirem através da matriz polimérica, como esquematizado

na Figura 52.
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Figura 52 - Esquema da permeacédo do vapor de 4gua em uma blenda controle (a) e
nos nanocompaositos com nanocristais (b), hipotetizando o aumento da tortuosidade
do caminho de difusédo pela presenca dos dominios de nanocristais de celulose.
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Fonte: Adaptada de MOREIRA (2010).

Maia e autores (2000) afirmaram que quanto mais hidrofilico for o polimero,
mais facil sera a transmissdo de umidade, logo, filmes obtidos a partir do
polissacarideo, a pectina, foram otimizados. Diversas alteracbes podem ser
realizadas, como a insercdo de ligacdes cruzadas (ou crosslinking) com CA (ou
acidos lactico e tanico). No presente estudo, o resultado na reducdo a
permeabilidade de umidade do filme ocorre porque este tipo de ligacdo diminue os
deslocamentos segmentais da estrutura do polimero, diminuindo a difusdo ativada, a

solubilidade do permeante e, por conseguinte, a permeabilidade.

Diante desta perspectiva de resultados, os filmes contendo CA apresentaram
uma maior resisténcia e modulo elastico e valores menores de elongagéo, assim
como teores elevados de material insolivel e baixos valores de PVA. Segundo
Seligra et al. (2016) o CA apresentou um comportamento de agente reticulante em

filmes de polissacarideos, o que corroboram com os resultados obtidos.

Esses filmes também apresentaram transparéncia reduzida, embora o CA

tenha o indice de refracdo similar ao da pectina (1,50, LIDE, 2012), provavelmente
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porque o CA apresentou algumas agregacdes nos filmes estudados. Os efeitos da
presenca de CA nas propriedades foram representados na Tabela 12, a partir de
testes t para cada resposta considerando todas as repeticoes para todos os niveis
de CNC.

Tabela 12 - Valores das respostas dos filmes, com e sem CA, de acordo com a

analise de significaAncia (testes t e p).

Médias* t p
Resposta
Sem CA Com CA
Teste de tenséo (MPa) 7,49 7,94 -2,55 0,018
Elongacao na ruptura (%) 457 4,18 -2,44 0,024
Modulo de elasticidade 155864 1691.11 2,33 0,029
(MPa)
Opacidade (A.nm.mm?) 2246,30 2412,00 -3,56 < 0,01
Material insoltvel (%) 13,13 14,75 -3,24 < 0,01
PVA (g.mm.kPa*.ht.m?) 3,31 3,10 -3,13 < 0,01

*Média de 25 medidas (5 replicatas para 5 teores de CNC).
Fonte: PROPRIO AUTOR

5.5.6 FT-IR

Os espectros de FT-IR (Figura 53) apresentaram varias bandas associadas
com a estrutura de pectina, como a 3300 cm™ para o estiramento OH, 1224 cm
para a deformacdo OH em grupos carboxilas (SYNYTSYA et al., 2013), 1146 cm™
para o estiramento C-O nos grupos C-O-H (YU, WANG e MA, 2005), 1102 cm? e
1020 cm™ para os estiramentos C-O e C-H, respectivamente, e 953 cm! para as
deformacgbes CCH e COH (SYNYTSYA et al., 2013). As bandas, em cerca de 1620 e
1728 cm™? sdo atribuidos ao estiramento C=0O dos grupos carboxilas urbnicos

esterificados e nao esterificados, respectivamente (PENG et al., 2016).
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Figura 53 - Os espectros de FTIR dos filmes de pectina com diferentes
concentracfes de CNC e o teor de CA, bem como a pectina pura e a suspenséo de
CNC. Filmes identificados como CNC-X-CA-Y, X e Y indicam os CNC e de CA (%)

com base em pectina seca, respectivamente.

(=]
N
N ©
O
8 Q NS
@ $3 ~ & a3y 8
: &R - . CNC-0-CA-0
i
|
I
/:\_/\ CNC-7,5-CA-0
@ |
5 8 ! .
© I ! CNC-0-CA-20
: 1 1
1 1 1
I . CNC-7,5-CA-20
_/\/\ :
i
; Pectina
/\ ’/ CNC
r & 4 I .

T L T T
3500 3000 2000 1500 1000

i Comprimento de onda (cm™)

Fonte: PROPRIO AUTOR

N&o foram observadas bandas especificas de adicdo de CNC, de acordo com
0 espectro em questdo. As bandas a 2940 cm™ e 2885 cm™! (estiramento assimétrico
CH de grupos metoxi) (MARCOTT et al., 2014) sugere a presenca de lignina e/ou
lipidios remanescente da extragdo de pectina. Estas bandas estavam presentes nas
cascas de banana moidas (BPP) (secéo 5.2, Figura 37, pag.107) e sua intensidade
dimimuiu durante o processo de extracdo de pectina, que foram atribuidas a
remocdo parcial de lignina e/ou lipidios. A presenca de lignina em filmes causa a
incompatibilidade de regiées com a matriz polimérica acarretando em uma auséncia

de homogeneizacao da suspensao filmogénica.
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A ocorréncia de reticulagdo foi avaliada por duas comparacdes entre os filmes
correspondentes com e sem CA: a intensidade relativa da banda por volta de 1728
cml, uma vez que uma intensidade maior da banda em filmes contendo CA pode
indicar a formacao de éster (REDDY e YANG, 2010; SELIGRA et al., 2016; SHI et al.,
2007) e a razdo entre a intensidade da banda a 3300 cm™ (Is300) € a da banda a
1146 cm™ (lu4e), a qual indica a existéncia de grupos hidroxila, sendo, esta, uma
indicacdo indireta da reacao de esterificacdo (SELIGRA et al., 2016). As intensidades
das bandas foram calculadas como as alturas de pico, medidas a partir da linha de
base.

As intensidades das bandas em 1728 cm* foram maiores em filmes contendo
CA, quando comparadas aos filmes sem CA, o que pode ser atribuido a banda de
carbonila do éster formado, sugerindo a reticulacdo, em concordancia com o
comportamento do FT-IR apresentado por Seligra et al. (2016). Além disso, a relacdo
entre a intensidade das bandas em 3300 cm (Iz300) € 1146 cm™ (l1146) dos filmes
contendo CA (0,53 e 0,79, respectivamente, para os filmes CNC-0-CA-20 e CNC-
7,5-CA-20) foram menores do que aqueles dos filmes correspondentes sem CA (1
para ambos, CNC-0-CA-0 e CNC-7,5-CA-0), indicando uma menor disponibilidade
de grupamentos OH, provavelmente relacionada com a reacdo de esterificacédo
envolvendo CA. Os testes de solubilidade corroboraram com estes resultados, na
constatacdo do decaimento dos grupamentos disponiveis de OH.

Segundo Kloprogge, Hickey e Frost (2004), os acidos carboxilicos produzem
uma absorcao de deformacao axial do grupo hidroxila de forma intensa e muito larga
na regido de 3300 - 2500 cm™. A absor¢do, muitas vezes, aparece superposta com
as vibracdes de estiramentos CH que ocorrem na mesma regido. Entéo, a presenca
de bandas de 3534cm™ e 3398 cm™ reflete o comportamento caracteristico de
acidos carboxilicos. Estas bandas foram identificadas no filme CNC-0-CA-20,
derivadas da presenca do CA. Quando os CNC e CA estavam presentes (filme CNC-
7,5-CA-20), estas foram encobertas pela banda larga em 3300cm™, provavelmente

porque o CNC contribuiu para a formacao dessa banda.
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5.5.7 MEV

As imagens (Figura 54) mostraram, que a presenca de CNC nédo parece
alterar a rugosidade da superficie do filme, exceto quando CNC e CA foram
adicionados, criando uma superficie visivelmente mais rugosa, possivelmente
induzida pela formag&o de alguns complexos entre o CA e a celulose.

Como efeito, um aumento na area superficial das nanoparticulas presentes no
bionanocomposito reticulado pode ocorrer a modificacdo da estrutura da matriz
polimérica, o que resulta em um aumento do modulo de elasticidade e na dureza da
amostra e, possivelmente, na alteracdo no grau de cristalinidade. Nanoparticulas
menores podem agir como sitios de nucleacéo, de acordo com os resultados obtidos

por Edwards e autores (2002).

Figura 54 - Fotomicrografias do MEV de (a) Filme controle da pectina; (b) filme de
pectina com 7,5% de CNC; (c) Filme de pectina com CA a 20%; (d) filme de pectina
com CAa 20% e 7,5% de CNC, em peso.
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Fonte: PROPRIO AUTOR
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As nanoparticulas passam a ocupar os poros dos filmes aumentando sua
compactacédo, funcionando como um mecanismo de reforco. Lorevice et al. (2016)
também relataram uma diminuicdo na quantidade de poros em filmes de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), um éter de celulose onde os hidrogénios e 0s
grupos hidroxilas da celulose foram parcialmente substituidos por alquil ou por
grupos alquil substituidos, para modificar as caracteristicas da celulose nativa e
polpa de mamao, quando a estes foram adicionadas as nanoparticulas de quitosana.
Resultados semelhantes foram reportados por Hosseini et al. (2015) e Huq et al.
(2012) em matrizes de alginato e celulose microcristalina (CMC).

Portanto, ao observar as fotomicrografias da Figura 54 foi possivel constatar
as nanoparticulas espalhadas na matriz do filme funcionando como agentes de
reforco, além de diminuirem a interagdo da matriz com a agua, tornaram o filme mais
hidrofébico. Esta caracteristica é de primordial importancia para a area de aplicacédo

em embalagens.

5.5.8 RMN 3C - CP/MAS

O perfil espectral de filmes de RMN 3C - CP/MAS, no estado sélido, foi
mostrado na Figura 55. Os espectros de RMN 2C sdo compostos, principalmente,
de sinais de pectina com o Ces das unidades de acido galacturénico, que variaram no
intervalo de 165,5-178,5 ppm; C1 da por¢cdo anomérica em 93,3-112,0 e 0os atomos
de carbono restantes do anel piranosidico em C2, Cs, C4, € Cs em 65,8 a 87,1 ppm
(ZHU, LIU, ZHENG, E GAO, 2014). Os espectros para o glicerol foram observados
em 64,1 (Glicerol Ci1-OH) e 73,2 ppm (Glicerol C2-OH). O sinal do Ci, perfil
especifico de analise de celulose, foi utilizado para o estudo dos processos

dinamicos dos filmes em estudo.
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Figura 55 - Espectros de RMN 3C - CP/MAS de filmes (identificado como CNC-X-
CA-Y; X e Y indicando os teores em percentis de CNC e CA, respectivamente, com

base em pectina seca). C2-0GCs
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Fonte: PROPRIO AUTOR

A técnica de RMN 3C do estado solido torna-se muito Util no estudo de
polimeros associada aos deslocamentos quimicos no espectro, muito sensiveis a
estrutura e a conformacdo da molécula, as interacdes intermoleculares, a troca
quimica, as mudancas de conformacdo e aos tempos de relaxacdo. Estes motivos
sdo sensiveis a dinamica molecular do filme, apresentando importantes efeitos nas
propriedades mecanicas e fisico-quimicas de moléculas, tais como no
comportamento de materiais amorfos, condu¢cdo em polimeros, na contribuicdo da
classificagdo de alimentos naturais, na classificacdo de resinas, na caracterizacao
de polissacarideos etc (COSTA et al., 2003; BHATISTA, 2003; AZEVEDO, 2003).
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A dinamica molecular pode ser caracterizada por experimentos de analise de
largura de linha espectral das amostras do presente estudo. O filme da pectina e o
glicerol sem os aditivos (CNC-0-CA-0) apresentou o valor da largura da linha
espectral de 892,3 Hz. Com a adi¢cédo de 20% de CA, a largura da linha foi de 822,5
Hz; com 7,5 % de CNC foi para 1088,1 Hz e com 20% de CA e 7,5% de
nanocelulose foi para 1235,8 Hz. Observou-se que 0s nanocristais de celulose tem
mais efeito sobre a dinamica do sistema do que o CA, corroborando com a cinética
do mecanismo de polarizagao cruzada, de acordo com o perfil dos valores plotados
na Tabela 13.

Tabela 13 - Valores das larguras da linha espectral (Hz) dos filmes em estudo
identificado como CNC-X-CA-Y, X e Y indicando os teores em percentis de CNC e

CA, respectivamente, com base em pectina seca).

Amostras Largura dalinha espectral (Hz)
CNC-0-CA-0
892,30
CNC-7,5-CA-0 1088,10
CNC-0-CA-20 822,50
CNC-7,5-CA-20 1235,80

Fonte: PROPRIO AUTOR
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Os espectros de CP/MAS (Figura 56) mostraram a reducdo dinamica do sinal
em 98 ppm, 70 ppm e em 170 ppm que ocorre, principalmente, com a adi¢céao
simultanea de CNC e CA nos filmes. Estes dados comprovam o enrijecimento das
cadeias poliméricas. Através da comparacdo sobreposta dos dados torna-se
possivel visualizar mais claramente a reducdo da intensidade de sinal para a adigdo

simultanea de CNC na matriz de pectina.

Figura 56 - Espectros de RMN 2C - CP/MAS dos filmes: (a) CNC-0-CA-0 e CNC-
7,5-CA-20; (b) Sobreposicéo para comparacdo dos dados.
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200 180 150 140 120 100 S0 [=1e)

CNC-7,5-CA-20
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Fonte: PROPRIO AUTOR
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O mecanismo mais eficaz para a transferéncia de polarizagdo associa-se ao
efeito com menor tempo de contato necessario, TcH, e foi observado para as filmes
contendo CNC e CA (condicdo de n° 9 assinalado pelo asterisco, Figura 57)
(44,7ms, Tabela 14), em relacdo as demais condi¢cdes indicando o conjunto de
componentes para uma estrutura complexa, onde foi confirmada a reducdo da
dindmica do sistema, caracterizando o0 enrijecimento das cadeias mostrados na
Figura 56, o que explica os efeitos crescentes do moédulo elastico e decrescente de

elongacéo nos filmes com CNC e CA.

Figura 57 — Gréficos: a) Tcu e b) 'H-T1, a partir da dinamica de transferéncia de
polarizacéo. Legenda: 100: sinal a 100 ppm; 70: sinal a 70 ppm. 1-Controle; 5: 7,5%
CNC; 9: 7,5% CNC e 20% de CA e 10: 20% de CA; *: Amostra com os melhores

resultados.
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Fonte: PROPRIO AUTOR

i\ 9

. A 0 9 0
10/ ‘10/ ’lQ/ ,@}

A Tabela 14 mostrou o perfil inversamente proporcional de Tch € 0 H-T1p,
tempo de relaxacdo de spin-rede de prétons na estrutura rotativa (*H-T1p) obtido a
partir do experimento de VCT, os quais foram obtidos por meio de um ajuste
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exponencial dos dados. O H-T1p que investiga os movimentos mais lentos, na faixa
meédia dinamica de kHz, aumentou com CNC e CA (13,15s), em relacdo as outras
condi¢cbes, como o CNC-0-CA-0 (filme controle) com o valor obtido de 6,8s. Este
efeito de incremento esta associado, provavelmente, a difusdo de spin eficiente
dentro da celulose cristalina e ao aumento das interagdes intermoleculares do tipo
dipolo-dipolo (MORGADO, 2009).

Tang e autores (2010) apresentaram dados referentes a esses efeitos
mencionados, sugerindo que o CA e CNC tém um efeito sinérgico resultante da
combinacdo desses dois aditivos, com a reducao da dinamica do polimero, e pode
ser usado como agentes de reforco. Além disso, a técnica de RMN 13C do estado
sélido torna-se uma ferramenta valiosa para estudos dinamicos de biopolimeros
pécticos, de acordo com os estudos de Ferreira (2008) com polpa de cupuacu e de

Denari (2014) com complexos de quitosana/gelatina em L-&cido lactico.

Tabela 14 - Tempo de Contato (TcH) e tempos de relaxacdo spin-rede de prétons na

janela de variacéo (1H-T1p) de alguns filmes.

Filmes* Ten (Ms) T1p (S)
CNC-0-CA-0 58,6 6,8
CNC-7,5-CA-0 63,2 7,6
CNC-0-CA-20 85,78 7,8

CNC-7,5-CA-20 44,47 13,15

* Filmes identificados como CNC-X-CA-Y, X e Y indica 0os nanocristais de celulose e teores
de CA (%) baseado na pectina seca.

Fonte: PROPRIO AUTOR



148

5.5.9 DRX

A Figura 58 exibiu os difratogramas de Raios-X dos filmes controle (CNC-0-
CA-0), com a presenca de CNC em diversas proporcdes, de acordo com a
metodologia abordada, e o perfil cristalografico de CNC.

Para determinar a cristalinidade dos CNC e as amostras os filmes em estudo
da area sob os picos cristalinos, foi preciso conhecer a area referente a banda
amorfa da celulose, o que poderia ser conseguido através da andlise de uma
amostra de celulose 100% amorfa, segundo Park et al. (2010). Isso néo foi realizado
no presente trabalho, e optou-se por avaliar mudancas na cristalinidade das
amostras comparativamente, através de uma relacdo entre a intensidade de picos
conforme o método de Segal (Equacao 19, pag.102), como descrito na metodologia,
e amplamente empregado para a andlise da cristalinidade dos nanocristais de
celulose. Sendo assim, os indices de cristalinidade (Ic) de CNC, a partir de cascas
de banana foram calculados considerando a razdo entre a altura do pico cristalino
mais intenso da celulose nos planos cristalograficos (002), a 22° (l1), e a altura do
minimo entre os picos nos planos (002) e (101), relacionada a banda amorfa, em
torno de 16° (I2).

O valor obtido de Ic foi de 70%. Logo, o principal objetivo da hidrélise acida foi
reduzir as particulas da escala micrométrica (CMC) para a escala nanométrica
(CNC), o que foi comprovado pela analise de MET (Figura 54, pag.141). Pequenas
variacfes na cristalinidade avaliadas por raios-X, para materiais de mesma origem,
também podem ser causadas por efeitos de superficie, dependendo da forma
geométrica das amostras. Li et al. (2009) e Tibolla et al. (2018) apresentaram
resultados inferiores de Ic para os CNC de mesmo material de partida do presente
estudo.

O filme sem CNC (apenas o substrato ou controle) apresentou um perfil de
DRX com picos a 12°, 18° e 20° para os planos cristalograficos caracteristicos da
pectina (100, 101 e 020, respectivamente), polissacarideo base para a formacéo da
matriz do bionanocompésito (BERTOTI et al., 2009; SPYNACE et al., 2009:;
GUIMARAES et al., 2010).
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Figura 58 - Os espectros de DRX dos filmes (identificado como CNC-X-CA-Y, X e Y
indica o teor por cento de CNC e CA, respectivamente, com base em pectina seca)

com os referidos angulos de difracao.

12° 18° 20° 22°
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Fonte: PROPRIO AUTOR.

A adicdo de CNC a matriz a base de pectina, forneceu um pico a 26=22°, em
relacdo ao padrdo DRX de celulose I. Por isso, os nanocristais de celulose
mantiveram a sua cristalinidade dentro da matriz, ou seja, a estrutura cristalina
original da celulose, de maior resisténcia mecanica, foi mantida nos nanocristais
apos a hidrdlise acida para a incorporacao nos filmes, tornando o processo quimico
de extracdo eficaz. O pico amplo a 26 = 12° estava ausente, 0 que foi sugerido a

ocorréncia de mudancgas na estrutura dos nanocompésitos. Os resultados obtidos
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foram confirmados por Llanos e Tadini (2018) na obtencdo de filmes
bionanocompadsitos.

Os filmes contendo ambos aditivos, CNC e CA, exibiram angulos de difracao
(26): 18°, 20 e 22°, com os planos cristalogréaficos (101), (002) e (040),
respectivamente. Os indices de cristalinidade foram calculados para os materiais em
diferentes propor¢cdes de nanocristais de celulose (Tabela 15). Os valores obtidos
confirmaram a atuacao sinérgica entre os CNC, CA e pectina nas propriedades dos
filmes desenvolvidos, proporcionando um aumento de Ic, de acordo com 0s estudos
de Morelli (2016).

Tabela 15 - Valores de Ic para as amostras de filmes analisadas.

Amostra Ic (%)
CNC-0-CA-0 15
CNC-2,5-CA-20 22
CNC-5,0-CA-20 25
CNC-7,5-CA-20 29
CNC-10-CA-20 22
CNC 70

Fonte: PROPRIO AUTOR

O Ic aumentou, em um maximo de 7,5% de CNC, e apresentou um
decréscimo a partir de 10% de CNC. Este efeito pode ser confirmado pelos
resultados das propriedades fisico-quimicas, como a resisténcia a tracdo e
elongagédo, que apresentaram perfis opostos para os filmes com maior concentragéo
de CNC. Isso pode ser associado a agregacdo e a autocondensacdo dos

nanocristais em concentra¢cées mais altas e, portanto, tornando espacos vazios no
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filme bionanocompodsito. Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos de
Reddy e Rhim (2014) e Mandal e Chakrabarty (2015).

Os perfis obtidos caracterizam-se pela influéncia da reticulacao (formacéo das
ligacdes cruzadas) do CA com o substrato, na presenca do agente de refor¢co (CNC),
confirmando através do aumento do grau de lc, um dos fatores que comprova o
enrijecimento do filme, conferindo maior resisténcia a tracdo e as propriedades
mecanicas melhoradas dos filmes bionanocompdsitos associados aos resultados
obtidos dos ensaios mecéanicos (TANOBE et al., 2005). Fatores como a umidade
relativa do armazenamento, formulagédo do filme, composicdo quimica, tamanho e a

cristalinidade das fibras utilizadas como reforco afetam o Ic desses materiais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O potencial de utilizacdo dos residuos do processamento de fibras de cascas
de banana foi investigado em sua composicdo quimica, onde foi possivel observar
que a presenca de pectina e celulose foram relevantes para a realizacdo dos
processos metodolégicos, a fim de se obter os filmes bionanocompadsitos.

As pectinas foram extraidas a partir da casca de banana com CA, sob
diferentes condi¢cdes de pH, temperatura e tempo de extracdo. Condicdes severas
de temperatura e de pH resultou em um rendimento mais elevado de extragcdo em
um perfil de diminuicdo do grau de metoxilagdo, no intervalo a partir de 79%
(méximo) até 43% (minimo). As condicGes adequadas da extracdo, definidas como
aguelas que produziram um rendimento maximo de acido galacturénico, mantendo

um grau de metoxilacdo de, pelo menos, 51% foram de: 87°C, 160 min e pH 2,0.

Filmes bionanocompdésitos a partir da pectina e dos nanocristais de celulose
(CNC) de cascas de banana foram obtidos com sucesso, com ou sem a adi¢éo de
CA. Os nanocristais apresentaram um valor médio de razdo de aspecto( L/d) por
volta de 58, superior aos relatados na literatura para outras fibras vegetais. Os
teores de CNC em torno de 5% em peso nos filmes, apresentaram-se com as
melhores propriedades de tracao, resisténcia & 4gua e barreira de vapor de agua.

A ocorréncia de reticulacdo entre o CA e a pectina foi confirmada por
espectros de FTIR e de uma melhoria das propriedades dos filmes resultantes da
presenca de CA. Além disso, o CA, pode ter se ligado covalentemente a CNC,
conforme observado pelo aumento do grau de cristalinidade, e no teor de CNC, em
um maximo, de 7,5%. A adicdo simultdnea de CA e CNC provocou um efeito
sinérgico e promoveu um enrijecimento das cadeias de pectina, de acordo com 0s

resultados de RMN 3C no estado sélido e Difracdo de Raios-X;

A solubilidade em agua dos filmes apresentou uma redugcéo com a adicéo de
CNC e CA, através de um efeito sinérgico. Embora os resultados obtidos
apresentaram valores elevados, os filmes bionanocompdésitos devem ser usados

para aplicacdes que n&o necessitam de uma alta resisténcia a agua, como por
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embalagem primaria para produtos que serdo protegidos da umidade por uma

embalagem secundaria, como em aplicacdo para sachés de cha, sopa, café etc.

O efeito da melhoria das propriedades mecanicas e de barreira dos filmes
elaborados neste estudo pode ser atribuido ao fendmeno de percolagdo mecanica
dos nanocristais de celulose e a formagcdo de uma rede continua da nanocelulose,
ligada por interacdes de hidrogénio, devido a uma boa dispersédo dos nanocristais na

matriz, o que indica uma boa interacdo entre os componentes do filme.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O fim dessa tese de doutorado foi dado pelo tempo e ndo pelo esgotamento
do assunto. Sendo assim, sdo muitas as possibilidades para trabalhos futuros, e

agui menciono as atividades que estdo em andamento e as posteriores:

e Caracterizacfes complementares dos filmes obtidos a partir de cascas
de banana, através da Analise Termogravimétrica (TGA), Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC), DMA (Analise Dinamico-Mecéanica),
dentre outras técnicas que possam extrair mais informacdes a cerca

dos materiais obtidos.

e Avaliar o potencial de biodegradabilidade dos filmes obtidos, conforme

a legislacao pertinente para embalagens.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 18 February 2015

Received in revised form 18 July 2015
Accepted 20 August 2015

Available online 21 August 2015

A central composite design was used to determine effects of pH (2.0-4.5), extraction temperature
(70-90°C) and time (120-240 min) on the yield, degree of methoxylation (DM) and galacturonic acid
content (GA) of pectins extracted from banana peels with citric acid. Changes in composition during
the main steps of pectin extraction were followed by Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy.
FTIR was also used to determine DM and GA of pectins. Harsh temperature and pH conditions enhanced
the extraction yield, but decreased DM. GA presented a maximum value at 83 °C, 190 min, and pH 2.7.

’lfo"{“s’gzﬁm i The yield of galacturonic acid (YGA), which took into account both the extraction yield and the pectin
Bio)[:olymers purity, was improved by higher temperature and lower pH values. The optimum extraction conditions,
Response surface methodology defined as those resulting in a maximum YGA while keeping DM at a minimum of 51%, were: 87 °C,
Banana 160 min, pH 2.0.

Pectin © 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction interesting not only from an economic point of view, but also from

Bananas (Musa acuminata, AAA Group) are one of the most
important fruit crops, with a global annual production that sur-
passed 100 million tons in 2011 (The World Banana Forum,
2014). Bananas are mostly consumed raw, and their processed
products include banana flour, chips, and puree (which can be used
to produce nectars, smoothies, and a variety of other products).
Banana peels constitute about 30% of the fruit, and represent an
environmental problem because of their large nitrogen and phos-
phorus contents as well as their high water content, making them
highly susceptible to microbial degradation (Gonzilez-
Montelongo, Lobo, & Gonzélez, 2010). The use of banana peels as
a source of high value compounds such as pectin (Happi Emaga,
Ronkart, Robert, Wathelet, & Paquot, 2008b), cellulose nanofibers
(Tibolla, Pelissari, & Menegalli, 2014), and phenolic compounds
(Gonzalez-Montelongo et al., 2010; Rebello et al., 2014) is
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an environmental perspective.

Some previous studies were carried out to investigate effects of
process variables on extraction of pectin from banana peels. Qiu
et al. (2010) investigated the effects of pH, extraction time,
temperature, and salting out time on pectin extraction by using
an enzymatic method. Happi Emaga et al. (2008b) evaluated the
differences in pH, temperature and time on pectin extraction from
banana peels using sulfuric acid. However, no previous report has
been found on studying effects of process variables on pectin
extraction from banana peels using organic acids. On one hand,
strong mineral acids are cheaper and more effective than organic
acids; on the other hand, organic acids are more interesting than
strong acids from an environmental point of view (Chan & Choo,
2013; Pinheiro et al.,, 2008). Moreover, because of their lower disso-
ciation constant, organic acids have a lower hydrolyzing capacity
than mineral acids, so they will be less likely to cause proton-
catalyzed depolymerization of pectins (Kermani et al., 2014). That
may be especially important during the mixing step, when the local
acid concentrations can fluctuate dramatically. Pectin yields from
extraction of apple pomace, cocoa husks, and passion fruit peel with
citric acid were found to be similar to those obtained with
hydrochloric acid (Canteri-Schemin, Fertonani, Waszczynskyj, &
Wosiacki, 2005; Chan & Choo, 2013; Kliemann et al., 2009).

The objective of this study was to evaluate the influence of pH,
temperature, and time on pectin extraction from banana peels with
citric acid.
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The industrial production of pomegranate juice has been favored by its alleged health benefits derived
from its antioxidant properties. The processing of pomegranate juice involves squeezing juice from the
fruit with the seeds and the peels together, leaving a pomace consisting of approximately 73 wt¥% peels.
In this study, pectin was extracted from pomegranate peels, and used to produce films with different

contents of montmorillonite (MMT) as a nanoreinforcement material. The nanoreinforcement improved

the tensile strength and modulus of films when added at up to 6 wt%, while the further addition of MMT

:z{“slg:ﬁm ds (to 8 wt%) reduced the reinforcement effect, probably because of dispersion problems. The elongation
Bio‘golymers was decreased with increasing MMT concentrations. The water vapor permeability decreased with
Nanoclays increasing MMT contents up to 8 wt% MMT, indicating that the increased tortuosity of the permeant path
Edible films was effective on barrier properties of the film.

Food packaging © 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction received relatively little attention, although there is a recent pub-

Pomegranate (Punica granatum L.) is an ancient fruit native to
the Middle East, and widely cultivated nowadays in Western coun-
tries as well. The pomegranate arils are consumed as such, or are
processed into juices, jams, and other products. The industrial
production of pomegranate juice has been favored by its alleged
health benefits derived from its antioxidant properties (Sturgeon
& Ronnenberg, 2010; Viuda-Martos, Fernandez-Lopez, &
Pérez-Alvarez, 2010). The processing of pomegranate juice involves
squeezing juice from the fruit with the seeds and the peels
together, resulting in a pomace consisting of approximately
73 wt% peels (Wang, Pan, Ma, & Atungulu, 2011). Pomegranate
peels are one of the most valuable by-products of the food industry
(Moorthy, Maran, Surya, Naganyashree, & Shivamathi, 2015), and
have been the subject of several studies focused on extraction,
chemical structure and biological activity of some bioactive
compounds (Negi & Jayaprakasha, 2003; Pan, Qu, Ma, Atunguluy,
& McHugh, 2011; Saad et al, 2012). The extraction of pectin has
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lication on optimization of ultrasound assisted extraction of pectin
from pomegranate peel (Moorthy et al., 2015).

Biobased films and coatings have been extensively studied in
the last few decades as biodegradable (or even edible) food
packaging materials, which are meant to reduce the negative
environmental impact caused by the huge volume of constantly
discarded non-biodegradable petroleum-based packaging materi-
als. Many of those biodegradable/edible materials are based on
polysaccharides such as starch (Miiller, Laurindo, & Yamashita,
2011; Ortega-Toro, Jiménez, Talens, & Chiralt, 2014) and pectin
(Otoni et al, 2014; Penhasi & Meidan, 2014). However,
polysaccharide-based materials usually have poor mechanical
and barrier properties when compared to petroleum-based poly-
mers. Polysaccharide films and coatings are not necessarily meant
to replace an external (petroleum-based) packaging, but rather to
help it in its protective function. Anyway, improvements in
mechanical and barrier performance of polysaccharide-based
materials would favor their applicability.

Vartiainen, Tammelin, Pere, Tapper, and Harlin (2010) and
Mangiacapra, Gorrasi, Sorrentino, and Vittoria (2006) reported that
the overall physical properties of pectin films were improved by
addition of low levels of montmorillonite-type (MMT) nanoclays.
MMT clays have been used as reinforcing materials for food pack-
aging films and coatings (Busolo, Fernandez, Ocio, & Lagaron, 2010;
Mascheroni, Chalier, Gontard, & Gastaldi, 2010; Tun¢ & Duman,
2011). They are formed by platelets with two layers of tetrahedral
silica sheets filled with an octahedral alumina sheet (Weiss,



ANEXO C - ARTIGO PUBLICADO

International Journal of Biological Macromolecules 88 (2016) 373-379

ELSEVIER

Contents lists available at ScienceDirect

International Journal of Biological Macromolecules

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ijbiomac

Pectin extraction from pomegranate peels with citric acid

@ CrossMark

Paulo Henrique F. Pereira?, Tilio [talo S. Oliveira”, Morsyleide F. Rosa“,
Fabio Lima Cavalcante®, Graham K. Moates?, Nikolaus Wellner?, Keith W. Waldron?,

Henriette M.C. Azeredo®*

4 Institute of Food Research, Norwich Research Park, Colney, Norwich NR4 7UA, UK

b Federal University of Ceara, Chemistry Department, Campus do Pici, Bloco 940, CP 6021, CEP 60455-760 Fortaleza, CE, Brazil
€ Embrapa Tropical Agroindustry, R Dra. Sara Mesquita, 2270, CEP 60511-110 Fortaleza, CE, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history:
Received 4 August 2015

Received in revised form 30 March 2016
Accepted 31 March 2016
Available online 1 April 2016

Keywords:

Polysaccharides

Biopolymers

Response surface methodology
FTIR

Pomegranate peel

Pectins were extracted from pomegranate peels with citric acid, according to a central composite design
with three variables: pH (2-4), temperature (70-90°C), and extraction time (40-150 min). Fourier trans-
form infrared (FTIR) spectroscopy was used to follow changes in material composition during the main
steps of pectin extraction, and also to determine the degree of methyl esterification and galacturonic acid
content of pectins produced under different conditions. Harsh conditions enhanced the extraction yield
and the galacturonic acid contents, but decreased the degree of methoxylation. The optimum extraction
conditions, defined as those predicted to result in a yield of galacturonic acid higher than 8 g/100 g while
keeping a minimum degree of methoxylation of 54% were: 88°C, 120 min, pH 2.5. Close agreement was
found between experimental and predicted values at the extraction conditions defined as optimum.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Pomegranate (Punica granatum L.) is one of the oldest known
edible fruits, native to Persia, cultivated in ancient Egypt, Greece
and Italy, then spread to several other regions | 1|.The pomegranate
arils are consumed as such or processed into juices and other
products, whose consumption has been motivated by their alleged
health benefits derived from their high antioxidant capacity [2-4].
The processing of pomegranate juice results in a pomace consist-
ing of approximately 73 wt% peels [5]. Several studies have been
focused on extraction of phenolic compounds from pomegranate
peels and their active properties [6-8|. A recent study [9| was pub-
lished on optimization of ultrasound assisted extraction of pectin
from pomegranate peel, although the properties of pectin extracted
from different extraction conditions have not been evaluated.

Pectin extraction is most commonly carried out using a dilute
mineral acid, usually hydrochloric, sulfuric, or nitric acid, because
of their lower price, and their ability to generate pectins enriched
in homogalacturonic blocks as a result of significant hydrolysis of
neutral sugar-containing rhamnogalacturonic regions at low pH
and high temperature [ 10]. However, the main drawback of those

* Corresponding author.
E-mail address: henriette.azeredo@embrapa.br (H.M.C. Azeredo).

http:/{dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2016.03.074
0141-8130/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

mineral acids are their toxicity and the generation of environmen-
tally unfriendly (corrosive) effluents, requiring special treatments
to remove undesirable compounds from the pectin extracts so
the final product can receive the GRAS (generally recognised as
safe)status [ 11]. Pectin extraction yields from apple pomace, cocoa
husks, and passion fruit peel with citric acid have been reported
to be similar to those obtained with hydrochloric acid [12-14].
Moreover, organic acids have a lower hydrolyzing capacity than
mineral acids (because of their lower dissociation constant), and
are therefore expected to cause less de-polymerization of pectins
[15].

Pectins can be characterised by different parameters, the most
important being the degree of methoxylation or degree of methy!
esterification (DM), which refers to the percentage of methoxy-
lated Cg atoms in the galacturonic acid backbone, and is closely
related to the gelling properties [ 16]. DM may reach the equivalent
of 14% methoxyl, which means degrees of esterification between
50 and 80%, for high methoxyl pectins (HMP), whilst pectins with
methoxyl contents below 7%, corresponding to a DM below 50%, are
regarded as low methoxyl pectins (LMP) [17]. The main difference
between HMP and LMP refers to their gel formation mechanisms,
since gel formation is the key to most pectin applications. Pectin
gels are formed when the molecule chains are crosslinked, form-
ing a three-dimensional network where water and co-solutes are
retained [17]. In the case of HMP, crosslinks are formed by hydro-
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Pectin and cellulose nanocrystals (CNCs) isolated from banana peels were used to prepare films. The
effects of a reinforcing phase (CNCs) and a crosslinker (citric acid, CA) on properties of pectin films were
studied. Glycerol-plasticized films were prepared by casting, with different CNC contents (0-10 wt%),
with or without CA. Overall tensile properties were improved by intermediate CNC contents (around

5wt%). The water resistance and water vapor barrier properties were also enhanced by CNC. Evidences

Keywords:
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polymer chains.

were found from Fourier Transform Infrared (FTIR) spectra supporting the occurrence of crosslinking
by CA. Additionally, the tensile strength, water resistance and barrier to water vapor were improved by
the presence of CA. The *C ssNMR spectra indicated that both CA and CNC promoted stiffening of the

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Concerns about environmental impacts from food packaging
waste have motivated development of biodegradable materials,
mostly from renewable sources. The global market for biodegrad-
able polymers has increased from 0.4 to 1.3 billion pounds between
2006 and 2013 [1]. Pectins, present in plant primary cell walls and
middle lamellae, have a main backbone consisting of a-1,4-linked
galacturonic acids with variable degree of methoxylation (DM) of
their carboxylic acid residues. According to their DM, pectins are
classified as high methoxyl pectins (HMP) or low methoxyl pectins
(LMP), having DM =50 and DM < 50, respectively |2].

The global annual production of bananas (Musa acuminata,
AAA Group) surpassed 100 million tons in 2011, Brazil being the
fourth producer [3]. Banana peels (30% of fruit weight) are usu-
ally discarded, causing pollution because of their susceptibility to
microbial degradation [4]. They have been presented as sources of
pectin [5,6] as well as cellulose [6,7], which makes their proper
exploitation interesting from the perspective of valorization of
by-products for non-food applications in a biorefinery context,
transforming them into value-added products, decreasing their

* Corresponding author.
E-mail address: henriette.azeredo@embrapa.br (H.M.C. Azeredo).
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negative environmental impacts, and enhancing their economic
feasibility.

Pectins from other sources have been used for development
of biodegradable films [8,9]. However, the use of polysaccharide
films for food packaging is still limited due to their poor tensile
and barrier properties when compared to those of petroleum-
derived polymers. The incorporation of nanoreinforcements such
as cellulose nanocrystals (CNCs) has been suggested to improve the
performance of pectin films [ 10]. CNCs are needlelike crystals mea-
suring 4-25 nm in diameter and 100-1000 nm in length [ 11, often
isolated by processes including acid hydrolysis [12]. The most stud-
ied effects of CNCs on polymer matrices are on tensile properties,
due to the high strength and stiffness of CNCs [13] and to mechani-
cal percolation yielded by CNC hydrogen bonding interactions [ 14].

Another limitation of polysaccharide-based films is their strong
hydrophilic character, which makes them dissolve in contact with
water, limiting their applications. Citric acid has been reported to
crosslink polysaccharide films by forming covalent di-ester link-
ages between two of their carboxyl groups and hydroxyl groups
of different polysaccharide chains [15,16]. Carboxyl groups of cit-
ric acid form cyclic anhydrides, which react further with hydroxyls
from the polysaccharide [ 17]. The reaction is favored by curing the
dried films, typically above 100° C [16,18].

Although banana peels have been reported in previous stud-
ies as a source of pectins [5,6,19,20] and cellulose nanostructures
[7,21,22], to our knowledge, this is the first study to propose the
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1 INTRODUCTION
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MMT is an excellent reinforcing filler, thanks to its high surface area and large aspect ratio.
Moreover, it increases the tortuosity of the diffusive path for permeants, forcing them to travel a
longer path to diffuse through a polymer matrix. MMT is recognized as a low toxicity material,

and is commonly used in pharmaceutical products. 3 RESULTS AND DISCUSSION
The objective of this study was to to evaluate the influence of montmorillonite — unmodified 22 _
(MMT) or modified with citric acid (MMT-CA) — as a nanoreinforcement for edible films from g _ §,
pomegranate skin pectin. = g
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2.2. Pectin extraction with citric acid
MMT (both unmodified and modified) improved the tensile strength and the elastic modulus of
films, as expected from a reinforcing agent. The elongation was impaired, which usually
Residue happens with the addition of reinforcements.

/ ﬂ The water vapour permeability was decreased by both fillers, indicating the tortuosity-
increasing effect from the nanoclay. The water solubility was slightly reduced, probably because
% s MMT is less hydrophilic than the pectin matrix.

Citric acid extractlon The modification with citric acid did not affect MMT performance in improving film properties.

\ 4 CONCLUSIONS
- -

: Films from pomegranate skin pectin were successfully obtained and reinforced with
Extract preEéif;Jaitr;?ilon pggteir?s - either ified (MMT) or modified with citric acid (MMT-CA). Both

5 nanofillers were effective to improve overall tensile properties and to decrease water vapour

2.3. Elaboration of films: permeability and water solubility of the films. However, the MMT modification with citric acid did
not improve MMT properties as a reinforcing agent.

MMT: previously hydrated (with water and glycerol, stirring ovemnight),
homogenized, and sonicated.
Nme ﬁ!m fo@lng dispersions were prepared: a control (without _MMT)’ 4 The authors gratefully acknowledge the financial support of the UK Biotechnology & Blolog:cal
dispersions with MMT (at 2, 4, 6, and 8% w/w, based on dry pectin) and 4 Sciences Research Council (BBSRC) and the Brazilian
dispersions with MMT-CA (same concentrations as MMT). (Embrapa).
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1INTRODUCTION

The world banana production was more than 100 milon tons in 2011, 30% of which is
represented by banana skins, With the increasing industiallzaion of banana, large ameunts of
banana skin have been wasted or used as anmal feed, which Is uneconomical and unfriendly
o the environment. Banana sking may aematively be used for extraction of high added value
products such as pectin Athough commercial pectin s usually extracted with a hot solution of
a strong mineral acid, the use of organic acids such as cltic acid has been demonstrated as
effective to extract pectin, with a lower environmental Impact when compared o strong mineral
acids,

The objective of this study was to evaluate the Influence of conditions (pH, temperature, and
fime) of pectin extraction from banana skin with citric acid.

2METHODOLOGY

21, Alcohol Insoluble residue (AIR): successive washings of dehydrated banana sking with
ethanol and acatone.

JRESULTS AND DISCUSSION
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The yield was favoured by higher temperatures and lower pH values, and was virtually
unaffected by extraction time,
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Higher temperatures and lower pH vakes decreased the degree of estenfication (OE),
Indicating thet effects on breaking ester Inkages. Anyway, even the least esterified pecting
obtained in this experiment presented DE values higher than 50%, being classified as high
methoxylpecting (HMP),
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