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RESUMO

A producdo de embalagens oriundas de matérias primas sintéticas vem aumentando
exponencialmente, com isso tem ocasionado graves problemas ambientais devido a alta
longevidade desses materiais. Surge entdo a necessidade da substituicdo de produtos de
origem sintética por produtos de fontes renovaveis, e o desenvolvimento de novos produtos a
partir de processos mais limpos de fabricagdo. Os nanocristais de celulose sdo materiais que
tem chamado atengdo dos cientistas devido a suas caracteristicas fisicas e quimicas e sua
aplicacdo como reforco em outras matrizes poliméricas. Neste contexto o objetivo deste
trabalho foi a obtencdo de nanocristais de celulose, a partir da palha do milho (Zea mays) e
incorporagdo dos nanocristais em matrizes poliméricas de quitosana e proteina isolada de soja,
com o intuito de melhorar as propriedades mecénicas e a estabilidade térmica dos filmes. Os
filmes foram caracterizados por meio de analise termogravimétrica, difratometria de raios-x,
ensaios mecanicos, ultravioleta-visivel, permeabilidade a vapor de agua, espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier, cor, umidade e morfologia. Os resultados foram
interpretados com base nas interacGes intermoleculares entre os componentes do filme,
considerando-se também as mudancas na estrutura da proteina isolada de soja e quitosana
conforme sugeriram as medidas de fluorescéncia. Nas analises de difragdo de raios-x
observou-se um aumento na cristalinidade dos filmes com a adi¢do dos nanocristais, € um
aumento na temperatura de degradacdo da primeira curva na analise termogravimétrica. Os
filmes reforcados com nanoparticulas apresentaram maior absorbéncia a luz ultravioleta na
faixa de 200 a 360nm. A tensdo de ruptura dos filmes foi aumentada em até 42% bem como
suas propriedades de barreira ao vapor de agua. A adicdo de nanocristais nos filmes
poliméricos a base de quitosana e proteina de soja, ndo casaram diferencas significativa na
degradacdo dos mesmos, mostrando que o nanocristais sdo biodegradaveis. Portanto a adicao
de nanocristais aumenta as propriedades fisicos quimicos das substancia tornando os

polimeros naturais viaveis para a substituicdo das embalagens feitas com polimeros sintéticos.

Palavras-chaves: Nanocristais de celulose; biodegradacéo; proteina isolada de soja.



ABSTRACT

The production of packaging from synthetic raw materials has been increasing exponentially,
which has caused serious environmental problems due to the high longevity of these
materials. Then comes the need to replace products of synthetic origin with products from
renewable sources, and the development of new products from cleaner manufacturing
processes. Cellulose nanocrystals are materials that have attracted the attention of scientists
due to their physical and chemical characteristics and their application as reinforcement in
other polymeric matrices. In this context the objective of this work was to obtain cellulose
nanocrystals from corn straw (Zea mays) and incorporation of nanocrystals in polymeric
matrices of chitosan and soy protein isolate, aiming to improve mechanical properties and
stability. thermal of the films. The films were characterized by thermogravimetric analysis, x-
ray diffraction, mechanical, ultraviolet-visible tests, water vapor permeability, Fourier
transform infrared spectroscopy, color, humidity and morphology. The results were
interpreted based on intermolecular interactions between film components, also considering
changes in protein structure of soybean and chitosan as suggested by fluorescence
measurements. X-ray diffraction analyzes showed an increase in the crystallinity of the films
with the addition of nanocrystals, and an increase in the degradation temperature of the first
curve in thermogravimetric analysis. The nanoparticle reinforced films showed higher
absorbance to ultraviolet light in the range of 200 to 360nm. The tensile strength of the films
has been increased by up to 42% as well as their water vapor barrier properties. The addition
of nanocrystals in the chitosan and soy protein based polymeric films did not match
significant differences in their degradation, showing that the nanocrystals are biodegradable.
Therefore the addition of nanocrystals increases the chemical physical properties of the
substance making the natural polymers viable for the replacement of packages made with

synthetic polymers.

Keywords: Nanocrystals the Cellulose; Chitosan; Isolated Soy Protein; biodegradation;
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1. INTRODUCAO

Os materiais provenientes de polimeros sintéticos cresceram em importancia e
producdo. No século XXI, foram produzidos mais de 250 milhdes de toneladas por ano
ultrapassando a producao mundial de aco, caracterizando a era do plastico. A predominéncia
deste tipo de material se da devido ao baixo custo e a grande estabilidade quimica de sua
estrutura molecular. Suas propriedades fisicas, como o ponto de fusédo e resisténcia, tém sido
aplicadas na fabricacdo de diversos tipos de utensilios que facilitam a vida humana, como
garrafas de refrigerantes, hastes de cotonetes, sacos de supermercados, tubos de encanamento,
escovas de dente e até para-choques de veiculos (ROSA et al., 2002; OJEDA, 2008).

Os polimeros podem ser classificados em dois tipos: i) os biopolimeros produzidos a
partir de matérias-primas de fontes renovaveis, como: milho, cana-de-acucar, celulose, quitina
e outras, e ii) os polimeros artificiais produzidos a partir de matérias-primas de fontes nédo
renovaveis como: petréleo e outros minerais. O consumo de polimeros sintéticos ao longo dos
anos vem produzindo grande numero de residuos desse material os quais se acumulam pelos
aterros gerando problemas ambientais, pelo fato de possuirem elevada resisténcia a
degradacdo bidtica e abiotica, demorando anos para se decompor (BRITO et al., 2011). Por
isso, amplia-se a possibilidade de estudo e utilizacdo dos chamados polimeros biodegradaveis
como possivel alternativa na minimizacéo desses graves problemas (BARDI E ROSA, 2007).

Uma alternativa largamente estudada para reduzir os impactos da poluigdo ambiental
causados pelos plasticos derivados de petroleo é a substituicdo dos mesmos por materiais
poliméricos derivados de produtos naturais. Dentre os biopolimeros, a proteina isolada de soja
(SP1 — do inglés “Soy Protein Isolate”) tem sido estudada extensivamente devido a sua
aplicacdo em diversos setores de atividade, tais como: adesivos, plasticos, revestimentos,
emulsificantes na quimica de alimentos e na agricultura pela técnica de Mulching empregada
por produtores de hortalicas em cultivo protegido, com o intuito de encontrar um material
com um tempo de vida similar ao tempo de duracdo da cultura (GIACOMELLI, 2005;
MORENO, MORENO E TARQUIS, 2013)

Materiais a base de SPI, no entanto, ndo apresentam, na maioria dos casos,
propriedades fisico-quimicas e mecanicas satisfatorias, isto juntamente com a dificuldade de
processamento e alto custo, tornam suas aplicacdes restritas. Em decorréncia da necessidade

de melhorar tais propriedades, tentativas como a combinacdo com outros polimeros
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biodegradaveis e modifica¢cbes quimicas, tem sido desenvolvida (GIACOMELLI, 2005;
GONGALVES, 2009).

A quitosana € um polissacarideo natural de origem animal, abundante, que pode
formar uma matriz por si sé e/ou com outros agentes de reticulacdo devido a presenca de
grupos amino (NH2), tornou-se um dos polimeros mais atraentes derivados de recursos
renovaveis, porque possui propriedades notaveis, que encontram aplicacdes em muitas areas
da ciéncia e tecnologia de materiais, particularmente relacionadas a biomateriais e produtos
médicos (GANDINI E BELGACEM, 2013).

Neste contexto, a aplicacdo de Nanocristais de Celulose,
“Cellulose nanocrystals”(CNC) como agentes de reforco para matrizes poliméricas tem
chamado atencdo da comunidade cientifica, uma vez que oferecem uma combinacgéo Unica de
propriedades fisica e ambientais. Os nanocompadsitos baseados em CNC geralmente exibem
propriedades térmicas, mecanicas e de barreira (permeacdo de liquidos e gases) superiores em
relacdo ao polimero puro ou composto convencional (FLAUZINO NETO, 2012).

Desta forma, este estudo visa a elaboracédo e caracterizacdo de filmes produzidos a
partir de matrizes de SPI e quitosana, incorporados com diferentes concentracfes de

nanocristais de celulose.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar ainfluéncia da adigdo de nanocristais de celulose obtidos de palha de
milho, nas propriedades de nanocompositos de quitosana e proteina isolada de soja.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter nanocristais de celulose da palha de milho, avaliando os parametros de
extragao.

e Avaliar o rendimento e a qualidade dos nanoscristais obtidos da palha do milho.

e Incorporar os CNC em matriz de quitosana e SPI e identificar os grupos funcionais e
seus possiveis deslocamentos nos filmes a partir da obtencdo de espectros no
infravermelho dos filmes;

e Avaliar a influéncia da adicdo de nanocristais de celulose na coloracao,
permeabilidade a vapor de agua e nas propriedades mecanicas dos filmes;

e Determinar o rendimento e a qualidade dos nanoscristais obtidos da palha do milho.

e Caracterizar os filmes através de analises fisico-quimicas.

e Realizar teste de biodegradacéo.

14



3. REVISAO DA LITERATURA.

3.1 POLIMEROS SINTETICOS.

O Brasil produziu 300 mil toneladas de pléstico de politereftalato de etileno (PET)
em 2002, esse numero aumentou exponencialmente em 15 anos chegando 6.378.073 milhdes
de toneladas em 2017 segundo Cempre (2017) e ABRE (2017). Desde montante é reciclado
apenas 31%, num total de 550 mil toneladas de residuos. O mercado para embalagens PET
vem crescendo durante os Ultimos anos, atingindo taxas de 2,5% ao ano, 0 mesmo ocorrendo
com o numero de recicladores deste material, que vem aumentando a uma taxa de 30% ao ano
(CEMPRE, 2017; FEIPLASTIC 2017).

Grande parte dos residuos plasticos vendidos, tornam-se residuos em menos de um
ano, ou até mesmo apos seu uso Al-salem, Lettieri e Baeyens (2010). Em paises considerados
de terceiro mundo a proporcéo de residuos plasticos € de 4% em relacéo aos residuos solidos
urbanos, ja em paises emergente e de primeiro mundo esse valor varia entre 9% a 11% World
Bank (2009). No Brasil a proporcao pode chegar até 31% de residuos plasticos, fazendo assim
com que a vida til dos aterros/lixdes seja mais curta.

O crescimento acentuado do consumo de polimeros sintéticos esta relacionado ao
mercado de embalagens, principalmente para bebidas como refrigerantes, agua e sucos. Os
Oleos vegetais também tém sido embalados em PET em substituicdo aos tradicionais
recipientes de metal Feiplastic (2017). Esse indice elevado de consumo de plastico vem
produzindo grande numero de residuos desse material, os quais se acumulam pelos aterros
gerando problemas ambientais, em funcéo de sua elevada resisténcia a degradacdo bidtica e
abiotica, demorando anos para se degradar (BRITO et al., 2011).

Os impactos ambientais causados por polimeros sintéticos englobam desde o
processo de producdo até sua destinacdo final. Como exemplo cita-se 0 consumo de recursos
naturais e outras matérias primas, na geracao de efluentes liquidos e geracdo de residuos
solidos. As garrafas PET geram até oito vezes mais residuos do que seu proprio peso. Estes
residuos sdo medidos pelas emissdes atmosféricas, efluentes liquidos (agua usada e descartada
no processo produtivo) e residuos sélidos (VALT, 2007).

Geralmente as garrafas e sacolas plasticas vdo parar nos rios, mares e lagos,
agravando a poluicdo da agua e o problema das enchentes. O plastico demora mais de 100

anos para se decompor e pode causar até a perda de biodiversidade. Fragmentos de plastico
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podem ser consumidos por animais que os confundem com comida, levando-os a morte. Isto
estd se tornando grave nos oceanos, onde estudos indicam que boa parte das aguas ja esta
contaminada (GUIMARAES E ALBUQUERQUE, 2010).

Suas propriedades fisicas, como o ponto de fuséo e resisténcia, tém sido aplicadas na
fabricacdo de todo o tipo de utensilios que facilitem a vida humana. Das garrafas de
refrigerantes, passando pelas hastes de cotonetes, sacos de supermercados, tubos de
encanamento, escovas de dente e até para-choques de veiculos, os polimeros estdo presentes

em quase a totalidade dos utensilios de uso cotidiano (Rosa et al., 2002).

3.2 O RESIDUO PLASTICO E SUAS DESTINACOES POS-CONSUMO

Com o aumento populacional bem como o de suas atividades coletivas tem gerado
uma producdo exponencial de residuos sélidos, ocasionando muitos problemas relacionados a
destinacao final do lixo, que quase sempre é descartado de forma inadequada gerando a
contaminacdo do meio ambiente, e consequentemente colocando em risco a saude publica-
(LIMA et al., 2017).

O gerenciamento dos residuos sélidos sempre foi um problema para municipios e
estados, onde a forma de se gerenciar se resume em: coletar, transportar e depositar em areas
escolhidas sem os requisitos técnicos por falta de acompanhamento e suporte técnico, isso fica
ainda mais evidente em municipios considerados pequenos surgindo assim o0s lixdes
(MONTEIRO et al., 2001; SAO PAULO, 2013)

Assim para tentar amenizar os problemas ambientais gerados pelo descarte ndo s6 dos
polimeros sintéticos mas também dos outros residuos das atividades humanas, surge a técnica
do aterro visando o controle e protecdo do ambiente usando técnicas de engenharia e normas
de orientacbes para operacdo de compactar os residuos solidos a menor area possivel e
reduzi-los ao menor volume, cobrindo-os com uma camada de terra na conclusdo de cada
etapa do trabalhno (MONTEIRO et al., 2001).

A escolha de lugares que possivelmente possam se tornar aterro pode ser um trabalho
muito arduo para estados e municipios, por isso existe a norma NBR n° 13.896/1997 que
dispde sobre os critérios para os projetos de implementacdo e operacdo de aterros sanitarios,
sendo alguns deles: distancia minima de 200 metros de recursos hidricos; aspectos de
declividades superior a 1% e inferior a 30% distancia superior de 500 metros de centros
populacionais; acesso ao aterro; vida Util; fechamento perimetral; drenagem de agua pluviais;

tratamento do liquido percolado (chorume). Contudo, em alguns estados para facilitar a
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escolha adequada desses locais sdo usadas técnicas de geoprocessamento incorporada em
sistema de informac&o geogréfica (SIG) (LUZ et al., 2017).

Mesmo em lugares como os aterros a degradacdo dos polimeros sintéticos é muito
lenta podendo levar até 500 anos, levando os aterros a saturagdo em pouco tempo. A
"degradacao” desses plasticos gera particulas de plasticos menores, que se acumulam nos
ecossistemas em grandes quantidades modificando a microbiota da regido. Uma opcéo séo os
polimeros biodegradaveis, plasticos com propriedades similares mas com um menor tempo de
degradacédo, podendo ser utilizado para compensar esse problema (MARIANO-TORRES;
LOPEZ-MARURE E DOMIGUEZ-SANCHEZ, 2015)

3.3 POLIMEROS NATURAIS COMO ALTERNATIVA AMBIENTALMENTE
AMIGAVEL

H& uma tendéncia crescente para empregar polimeros naturais como reforgos em
plasticos, originando compositos. Os fatores que influenciam essa tendéncia séo
caracteristicas dos materiais poliméricos como a flexibilidade durante o processamento,
rigidez altamente especifica e o baixo custo produtivo, que tornam esses materiais de grande
interesse para os fabricantes (FARUK E BLEDZK], et al., 2012).

Nos Ultimos anos, cresceu o interesse em desenvolver filmes e coberturas ativas de
base bioldgica que sdo caracterizados por atividades antimicrobianas e antifingicas, a fim de
melhorar a conservacao de alimentos e reduzir o uso de conservantes quimicos. Uma vez que
na industria alimenticia, h& grande risco de contaminacgdes dos produtos, e as preocupacgdes
em relagdo ao impacto ambiental negativo dos materiais de embalagem convencionais.

O Brasil sendo um pais de grande biodiversidade possui um ambiente propicio para
estudos avancados, para o desenvolvimento de polimeros naturais mais resistentes, a fim de
gue possamos usufruir de produtos com alto valor agregado e sobretudo de baixo impacto
ambiental para o planeta. A aplicabilidade destes polimeros vai desde materiais simples até
grandes componentes para uso na medicina, aviacdo, alimentacdo, cosméticos, dentre outros
(SILVANA et al., 2016).

Na industria de alimentos a aplicacdo dos biopolimeros se da através de filmes e
coberturas comestiveis ou ndo, filmes biodegradaveis sdo utilizados para reforcar os
alimentos, resultando na melhoria da durabilidade durante o processamento, a estocagem e
distribuicdo. Outros beneficios da aplicacdo destes polimeros como novos materiais incluem a

biodegradabilidade, o uso de recursos renovaveis e, também, a possibilidade do controle
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genético da producdo visando a manipulacdo e modificacdo na estrutura e funcionalidade dos
mesmos (KESTER E FENNEMA, 1986).

Dois polimeros naturais tém chamado a atencdo da comunidade cientifica. a proteina
isolada de soja (SPI — do inglés “Soy Protein Isolate”) devido, principalmente, a sua
competitividade econdmica, uma vez que o Brasil € o segundo maior produtor mundial de
soja (em primeiro lugar aparece os Estados Unidos ) com uma safra de 116,996 milhdes de
toneladas e uma éarea plantada de 35,100 milhdes de hectares na temporada 2017/2018
(EMBRAPA , 2018).

O segundo polimero é a quitosana, considerado o segundo segundo polimero mais
abundante apenas perdendo para a celulose. Suas fontes na natureza sdo conchas de
crustaceos, esqueletos de moluscos e insetos, e algumas espécies de fungos. Quitosana pura
dificilmente ocorre na natureza, tendo de ser sintetizada a partir da quitina (MUZZARELLI
1983).

A insercdo dos filmes de polimeros naturais na inddstria de alimento deve ser
observada com muita atencdo, uma vez que a aplicacdo desta nova tecnologia seja necessaria
a realizacdo de teste que comprovem a sua eficacia quanto a propriedades de barreira,
propriedades mecanicas e sua degradabilidade. Este Gltimo por sua vez o mais importante,
sendo que a utilizagdo destes novos produtos traz a proposta de reduzir o impacto ambiental
gerados pelo uso das embalagens convencionas.

Sendo assim faz-se necessario que atestem a eficacia dos biopolimeros na
minimizacdo dos impactos ambientais, surgindo assim pesquisas que envolvessem a
biodegradabilidade destes materiais como: efeito da temperatura (degradacao térmica) devido
a contato com a agua (degradacdo hidrolitica), ou por efeitos ambientais, como a luz solar
(foto degradacdo) ou organismos (biodegradacdo) (SCUDERO-CASTEJON; MORENO,
2011).

3.4 CARACTERIZACAO DOS BIOPOLIMEROS APLICADOS A FORMACAO DE
FILMES

Inimeros estudos tém sido desenvolvidos visando a producdo e caracterizacdo de
filmes biodegradaveis a base de macromoléculas naturais, como proteinas de soro de leite,
gelatina, zeina, quitosana, quinoa, amido de mandioca, proteina de soja, pectina, alginato,
celulose entre outros. Dentre estes, 0 que mais tem chamado atencdo quanto a aplicabilidade
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em embalagens degradaveis sdo apenas trés: celulose, quitosana e proteina de soja. Devido a
grande disponibilidade na natureza e o baixo custo de producao.

3.4.1 Proteina Isolada de Soja

As proteinas possuem uma estrutura com até 20 monémeros diferentes (aminoécidos)
de alto potencial emulsificante. Sendo assim sdo amplamente utilizados na producdo de
biofilmes devido as suas propriedades funcionais, variedade de fontes disponiveis e de baixo
custo de producdo. A formacédo de filmes de proteina tem sido possivel em pH distante do seu
ponto isoelétrico (pl), uma vez que no pl, a coagulacdo ndo permite a formacdo de uma
matriz homogénea (MAURI E ANON, 2006).

As proteinas podem ser consideradas polimeros de alta massa molar, formados por
cadeias de aminoacidos unidas entre si por ligagdes peptidicas, conforme o arranjo destes
grupos de aminoacidos pode haver uma alteracdo das propriedades fisicas e quimicas, na
formacéo de biofilmes (PRATT E VOET 2014)

Em termos de niveis de organizacdo as proteinas possuem estruturas: primaria,
secundaria, terciaria e quaternéria Pratt e Voet (2014). A estrutura primaria de uma proteina
consiste na sequéncia de aminoacidos da sua cadeia polipeptidica ou das suas cadeias
polipeptidicas, no caso de esta ser constituida de mais de uma cadeia. A estrutura secundaria,
por sua vez, compreende o arranjo espacial dos atomos de um esqueleto polipeptidico, sem
levar em consideracdo a conformacéo de suas cadeias laterais. Inclui os padrdes regulares de
dobramento de polipeptideos, como as hélices, as folhas pregueadas e as voltas Voet e Pratt
(2006). A estrutura tercidria de uma proteina descreve o dobramento dos elementos estruturais
secundarios e especifica as posicdes de cada atomo na proteina, incluindo as das cadeias
laterais (KARLIN E ZHU, 1996).

A estrutura quaternaria de uma proteina é a conformacdo espacial da molécula dada
pela interacdo entre diferentes cadeias polipeptidicas. Essas subunidades associam-se em geral
com uma geometria especifica, onde apenas proteinas feitas de duas ou mais cadeias
polipeptidicas apresentam esta estrutura Giacomelli (2005). Na Figura 1 representa 0s niveis
de organizacdo de uma proteina.
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Figura 1- llustracéo gréafica das estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria
das proteinas.

Estrutura
Estrutura Estrutura Estrutura Quaternéria
Priméria Secundéria Tercearia

Fonte: (GIACOMELLLI, 2005).

A SPI € uma proteina extraida a partir das sementes de soja, que possuem 20% de 6leo
e 40% de proteina. No processo de extracdo a origem pelo menos 90% da proteina € retirada
dos flocos desengordurada que recebe tratamento de purificagdo em etapas baseado na sua
reatividade quimica e solubilidade, separando 0s componentes ndo proteicos Lodha e
Netravali (2005). Tanto a farinha desengordurada como a farinha séo colocadas em solugéo
alcalina diluida (pH ~ 9,0); centrifugagdo para eliminar o residuo insollvel e obter o extrato
alcalino; adicdo de &cido até pH isoelétrico (pH 4,5); centrifugacdo para obtengdo do
precipitado (isolado isoelétrico) e do sobrenadante “soro”; lavando o precipitado com agua
fria para eliminar o residuo do acido restantes e apds é realizado o tratamento com alcali até
pH 7-8 para dispersdo do precipitado e secagem da proteina isolada por atomizacéo,
explorando a variacdo da solubilidade do SPI em fungdo do pH, restando apenas o SPI que é
um po de coloracao creme, processo representado pela Figura 02 (KUMAR et al., 2002).
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Figura 2- Fluxograma do processo utilizado para obtencéo da SPI.

Fonte: (GIACOMELLLI, 2005).

Como os filmes sdo feitos por materiais poliméricos, apresentam pouca flexibilidade,
sdo rigidos e quebradicos, caracteristicas estas que se agravam se a umidade for baixa. Por
isso se faz necessaria a adicdo de um plastificante a matriz polimérica, ainda na fase de
preparacdo do filme para melhorar suas caracteristicas de flexibilidade, reduzindo as forgas de
atracdo entre as moléculas de proteina nos sistemas de baixa umidade Coupland et al. (2000).
Para que haja a emulsificacdo tanto o SPI quanto o plastificante devem estar dissolvidos em
agua, apo6s a secagem em estufa de circulacdo os filmes ainda continuam com um bom
percentual de &gua, que também atuard& como um plastificante. Para a utilizagdo do
plastificante deve ser observado a compatibilidade com a matriz polimérica utilizada e a
definicdo da proporcionalidade entre os componentes a fim de adequara composicéao final a
uma determinada aplicacdo (MADALENO et al., 2009).

O uso do glicerol como plastificante nos filmes poliméricos é muito comum para

melhorar a tenacidade e a flexibilidade segundo Lodha e Netravali (2005).Filmes com teor
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baixo de proteina e de glicerol, produzidos em meio alcalino tem a capacidade de reduzir a
permeabilidade ao vapor de agua. Considerando os fatores desejaveis que um filme deve ter
para ser aplicado na industria de alimentos como: baixa permeabilidade ao vapor de agua,
baixa solubilidade e boa resisténcia mecanica, as melhores condi¢cdes de processo que
atenderiam a estas caracteristicas foram 15,2% de extrato proteico de soja, 29,2% de glicerol
em pH 6,1(ROCHA et al., 2014).

Filmes proteicos melhoram as propriedades mecanicas e de barreira dos alimentos
diminuindo a perda de aromas volateis e a passagem do gas oxigénio. No entanto, de acordo
com Coupland et al. (2000), os filmes feitos de proteinas sdo sensiveis a umidade, uma vez
gue a agua dentro dos filmes tem efeito plastificante. Varios estudos tém sido conduzidos com
a intencdo de melhorar a performance desses filmes. Um método muito utilizado para
aumentar as propriedades de barreira e fisicas dos filmes tem sido a incorporacdo de outras
materias-primas capazes de suprir as deficiéncias existentes como é o caso das fibras de
celulose, nanocristais de celulose ou microfibrilas em matriz a base de amido
(ABDELMOULEH et al., 2005).

3.4.2 Quitosana

A quitina é o segundo polimero mais abundante na natureza s6 perdendo para a
celulose que faz parte da composicdo da parede celular das plantas. E encontrada nos
componentes estruturais do exoesqueleto dos artropodes, e de fungos. A quitina, com
estrutura poli (B - (1-4) - N-acetil-D-glucosamina), é um polissacarideo natural de grande
importancia, onde, através do processos quimicos de desacetilacdo (Figura 3), é possivel obter
0 seu principal derivado: a quitosana um copolimero formado por unidades monoméricas de
B(1-4) 2-acetamida-2-deoxi-D-glicose (ou D-glucosamina) estrutura muito similar a da
celulose figura 04 .(PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009, SUH; MATTHEW, 2000).

Figura 3- Obtencéo de quitosana por meio da desacetilacdo de quitina.

CH,OH
H

NaOH
desacetilagio

H NH,

NHCOCH,

Quitina Quitosana
Fonte: (SPIN-NETO, 2008).
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Figura 4- Estrutura quimica da quitina (x) e da quitosana (y)
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Fonte:(KHOR, 2001).

Além da grande disponibilidade desse material na natureza outro aspecto que levanta
interesse € seu amplo espectro antimicrobiano que, associado a biocompatibilidade, a
biodegradabilidade e a ndo toxicidade, tornam este polimero particularmente interessante para
aplicacdes na agricultura, medicina, meio ambiente e na industria de alimentos. Portanto,
estudos estruturais desses compostos tornam-se importante para uma melhor compreensao das
suas fungdes (SPIN-NETO, 2008; PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009).

No Brasil a producéo de quitina ainda é pequena (EUA e o Japdo maiores produtores), sendo
esse polimero obtido a partir das cascas de crustaceos do tipo Ucides cordatus e Litopenaeus
vannamei. O residuo da producéo de camardo contém cerca de 15% a 20% de quitina, 25% a 40% de
proteina e 40% a 55% de carbonato de célcio. Os residuos de caranguejos possuem altos niveis de
nutrientes como N, P, Ca e Mg Andrade et al. (2012). Pode-se ainda obter quitina da parede celular
dos fungos do género Mycelia. A obtencdo desta matéria prima geralmente estd associada com a
industria alimenticia, que descarta diariamente toneladas desse material. Mesmo que estes sejam
biodegradaveis, causam problemas ambientais pelo descarte inadequado. A medida que véao se
acumulando criam desordem social, uma vez que produzem cheiro desagradavel podendo
atrair insetos vetores de doencas, o que pode causar danos a satude humana, desse modo existe
necessidade de pesquisas que busquem uma solugéo para esse problema (CRAVEIRO,1998;
ROCHA et al, 2014).

A quitosana normalmente é insoltvel em solucdes de pH basico. Quando estdo em
solugdes acidas, 0os grupos amino que estdo livres sdo protonados e a molécula torna-se
altamente solGvel, como mostra a Figura 5. O acido acético e o acido formico sdo os mais
usados para a solubilizacdo da quitosana. Podendo ser também solubilizados por alguns

acidos inorganicos, como: acido nitrico, cloridrico, perclérico e fosforico, mas somente depois
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de prolongada agitacdo e aquecimento (SUH E MATTHEW, 2000; OKAMOTO et al., 1995;
RINAUDC E PAVLOV E DESBRIERES, 1999).

Figura 5- Protonacgdo dos grupos aminas em meio acido.

OH OH OH OH OH OH
+HA
0 0 | = 0 0

NH 2 NH, NH glH3 & NH;
0=C o=C :
] =] A
CH3 CH3 A

Fonte: (RINAUDC; PAVLOV; DESBRIERES, 1999).

A solubilidade da quitosana esta relacionada com a quantidade de grupos amino
protonados (—-NH3+) presentes que formam o polimero. Quanto maior a quantidade destes
grupos, maior o numero de interacOes eletrostaticas repulsivas entre as cadeias e também
maior a sua solvatacdo em &gua. Deste modo, um substrato com alta densidade de sitios
negativos imerso nessa solucdo se comportara como um suporte adequado a atracdo e
subsequente formacao de um filme homogéneo (ASSIS, 2003).

A quitosana apresenta propriedades antimicrobianas e estimulantes do sistema imune,
as quais sdo manifestadas na aceleracdo da cicatrizagéo de feridas. Outras propriedades que
estdo presentes na quitosana incluem: inibicdo de células, efeito antifungico, atividade
antiacida e antitlcera, agdo hemostéatica e hipocolesterolémica.(SPIN-NETO, 2008)

Este polimero natura possui multiplos campos de aplicagdo, podendo ser utilizado em
diversas &reas como na industria alimenticia, através do desenvolvimento de embalagens
inteligentes que mostram a qualidade do alimento conforme as condi¢des de armazenamento,
na agricultura, no tratamento de &guas residuais e principalmente na industria farmacéutica,
na qual é possivel destacar o desenvolvimento de novas drogas com grande especificidade,
melhor acdo terapéutica e minimizagdo de efeitos colaterais e por fim na medicina com o

potencial para fazer a substituicdo de cartilagem ja desgastada (TIYABOONCHALI, 2003).

3.4.3 Nanocristais de Celulose

Filmes de (SPI) e de quitosana, ndo apresentam propriedades fisicas e mecanicas

satisfatorias para o uso na inddstria alimenticia. Uma alternativa para o aperfeicoamento

dessas propriedades, € a utilizacdo de nanoparticulas como reforgos.
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A celulose € uma das nanoparticula mais utilizadas por ser a mais abundante na crosta
terrestre, uma vez que faz parte da parede celular das plantas e da composicdo de alguns
organismos marinhos (PEREIRA et al., 2014).

A organizacdo da parede celular é bem simples consiste de uma rede de microfribrilas
de celulose em uma matriz de polissacarideos e proteinas, dispostas em 2 camadas
primaria e secundaria que sdo majoritariamente constituidas de hemicelulose, lignina e
celulose. A camada secundaria é subdividida em camadas S1, S2 e S3 (Figura 6). A
camada S2 é a mais espessa, responsavel pela resisténcia mecéanica da fibra, pois é
basicamente constituida de celulose (~90%) nas microfibrilas (TAINZ et al., 2017,
FELDMAN, 1985).

Figura 6- Estrutura organizada da madeira de uma arvore evidenciando a composicéo

da parede celular das células vegetais.

Fonte:(TAINZ et al., 2017).
Isso ocorre porque a biossintese é orquestrada por complexos terminais especificos
(CT) ligados a membrana plasmatica. Para arvores e plantas os CT sdo organizados em

rosetas de seis membros com cada subunidade polimerizando 6 cadeias de celulose e o
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complexo todo 36 cadeias. Essas cadeias sdo dispostas lado a lado e serdo posteriormente
organizadas em nanofibrilas. As nanofibrilas priméarias tém ao redor de 5 nm de didmetro,
mas acombinacdo de maiores quantidades pode formar estruturas mais espessas, as
microfibrilas que contém regides amorfas e cristalinas (Figura 7) (TAINZ et al., 2017
FELDMAN, 1985).

Figura 7- Estrutura das microfibrilas de celulose evidenciando suas regites amorfas e

cristalinas.
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Fonte: (TAINZ et al., 2017).

As regies cristalinas das microfribrilas de celulose séo formadas por nanocrisais, que
apresentam propriedades mecanicas, 6ticas e térmicas diferentes quando comparados com as
estruturas celul6sicas de maior dimensdo Pereira et al (2014). De fato, h4& uma grande
expectativa com relacdo a utilizacdo dessas nanoestruturas no desenvolvimento de materiais
avancados como: filmes finos e dispositivos 6ticos (SAMIR E ALLOIN E DUFRESNE,
2005)
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Isso se justifica pelo fato de serem de facil obtencdo e por apresentarem excelentes
propriedades mecénicas (apresentam modulo eléstico proximo ao do Kevlar), aliada a uma
baixa densidade (1,6 g cm?), biodegradabilidade, biocompatibilidade e possibilidade de
funcionalizacdo quimica devido a presenca de hidroxilas superficiais.

Para a obtencdo dos nanocristais de celulose existem diferentes métodos, incluindo
hidrélise enzimética e hidrdlise assistida por ultrassom. Porém, a metodologia mais utilizada é
a hidrolise acida. Nesta reacdo, as regides amorfas, mais acessiveis, sdo mais rapidamente
atacadas ficando assim os dominios cristalinos que, quando utilizadas as condigdes ideais,

permanecem intactos como exemplificado na Figura 8.

Figura 8- Este esquema mostra as regides amorfas dos nanocristais mais suscetiveis a

hidrélise acida.
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Fonte: (PEREIRA et al., 2014).

O procedimento tipico para obtencao de nanocristais, ou nanowhiskers de celulose em
dispersdo aquosa consiste em submeter as fibras celuldsicas a hidrolise acida (H2SO4 ou
HCI) sob condicbes controladas (tempo, temperatura). Posteriormente a suspensdo €
diluida e lavada com sucessivas centrifugagdes. Por fim é realizada uma didlise contra agua

destilada para remocéo do acido residual da dispersdo (MOON et al., 2011).

3.4.4 Palha do Milho

O milho é uma cultura essencial para a economia do Brasil, tendo em vista que seu

cultivo se adaptou bem ao clima e hoje atinge todas as regides do pais e sua producdo vem
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aumentando a cada ano. O Brasil ocupa a terceira posicdo mundial, com a safra 2018/19
estimada em 90,5 milhdes de toneladas, perdendo para o Estados Unidos 371,517 milhdes de
toneladas e China com 256,000 milhdes de toneladas. (BRASILIA, 2018)

Quando ocorre a colheita do milho maduro sdo gerados residuos como: o caule, a
folha, o sabugo e a palha da espiga que ndo sdo usados na industria, entdo sdo deixados no
campo para a ciclagem de nutrientes pois a palha apresenta alto niveis de nutrientes como
pode ser observado na Tabela 1. Possuem também a caracteristica de evitar a total evaporacéao
da &gua do solo, assim aumentando a unidade do solo Koopmans e Koppejan (1997). Como a
palha em si apresenta pouco umidades cerca de 15% tem a possibilidades de utilizacdo dos
seus residuos para a producdo de energia atraves da combustdo. (NOGUEIRA ; RENDEIRO,
2008).

Tabela 1- Contetdo de nutrientes (kg.ha-1) nos restos culturais produto do cultivo de

milho.
Convencional Direto
Nutrientes (média + desvio (média + desvio
padréo padrao)
P 0,02+ 0,08 0,03+ 0,02
Ca? 50,00 + 8,75 65,00 + 11,00
NO 26,85 + 14,24 30,60+ 9,91
NH4 0,95+ 0,16 0,67+0,1
Mg?* 80,00 = 15,77 81,00 + 45,00
K* 47,00 + 27,30 86,00 + 21,24
Fe 6,00 £ 3,95 8,60 £21,24
Cu 650,50 + 151,07 620 + 188,47
Zn 0,29+ 0,05 0,30+ 0,12 0,30+ 0,12

Fonte: OLIVEIRA JUNIOR et al., 2015)

O processo de decomposicdo dos residuos vegetais deixados no solo € altamente
complexo, seu controle ocorre por acdes de microrganismos e sua decomposicao € alterada de
acordo com as caracteristicas fisicas e quimicas do solo. Os restos culturais, destinados a
cobertura do solo possuem funcGes importantes na protecdo destes contra 0s agentes erosivos,
adicdo de Carbono, formacdo da matéria organica e na manutencdo da fertilidade e
conservacao dos solos (HOLTZ , 1995; REDIN, 2010)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS NANOCRISTAIS DE CELULOSE A PARTIR DA PALHA DE
MILHO

4.1.1 Mercerizacdo, branqueamento(Extracao de lignina) e extracéo dos nanocristais de
palha de milho

A primeira etapa, mercelizagdo foi realizada da seguinte forma, em um recipiente
adequado (Erlemeyer) foram adicionadas 20 gramas de fibra para 400 mL de solucéo de
hidroxido de sodio 5%, e deixado em shaker a temperatura ambiente por 4 h sob agitacdo de
160-180 rpm. Apos esse periodo, a solucédo foi filtrada em TNT (tecido nao tecido), disposta
em placas de petri grandes 10mm e secas em estufa (com circulacdo de ar) por
aproximadamente 24h.

Em seguida, 20 gramas de fibra mercerizada foi adicionada em 400 mL de solucéo de
perdxido alcalino / hipoclorito alcalino, sob agitacdo na chapa de aquecimento a temperatura
de 50 °C (solugéo) por 1h30 minutos, filtrada em TNT, disposta em placas de petri grandes e
secas em estufa (com circulagédo de ar) por aproximadamente 24h.

Apos em um recipiente adequado (Becker) foi adicionado 1 grama de fibra para 15
mL de solucdo de &cido sulfarico 60% m/m, agitado, em chapa aquecedora e alterado 0s
parametros de acordo com o planejamento experimental: Fatorial 22, com 4 repeticdes no
ponto central e 4 axiais Tabela 2.

Tabela 2- Planejamento experimental para a extracdo de CNC da palha do milho.
Fonte: Dados da pesquisa.

Ensaio Variaveis codificadas Variaveis com valores reais
X1 X2 Tempo (min) Temperatura (°C)
1 -1 -1 30 30
2 1 -1 90 30
3 -1 1 30 50
4 1 1 90 50
5 0 0 60 40
6 0 0 60 40
7 0 0 60 40
8 0 0 60 40
9 -1,41 0 18 40
10 +1,41 0 102 40
11 0 -1,41 60 26
12 0 +1,41 60 54
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Apbs cada ensaio, adicionou-se 25 mL de agua gelada para sessar o processo de
hidrélise e a solucdo foi acondicionada a solu¢do em tubo de lipidios, para posteriormente
centrifugacdo. Os tubos contendo a solucdo acida foram centrifugados por cerca de 10 a 12
vezes. Apos cada centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e completado o volume de
agua, em seguida a solucgdo foi ultrassonificada por 10 minutos, intercalando, 10 minutos de
centrifugacdo com 10 minutos de ultrassom. A presenca dos nanocristais de celulose foi
observada pela turvacdo do sobrenadante, apds cada lavagem os tubos de amostra foram
comparados com um tubo com &gua destilada a fim de identificar a presenca dos mesmos.

Em seguida o liqguido com nanocristais foi colocado em membrana de diélise
(SIGMA-Dialysis Tubing, Benzoylated), com largura plana de 9mm, para que seja retirado
todo resquicio de acido sulfdirico. As membranas eram condicionadas em beker de 2 litros
preenchidos com &gua destilada, sendo trocada uma vez por dia em um periodo de 3 dias.

Depois dos procedimentos descritos foram determinados os rendimentos para cada
amostra e plotada a superficie resposta para o experimetno. A melhor condicdo foi escolhida

para a extracdo de grande quantidades empregadas na confeccao dos filmes.

4.1.2 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A identificacdo dos grupos funcionais e seus possiveis deslocamentos, foram
avaliados usando um Espectrofotdmetro modelo FT/IR-4100 tipo A no Laboratério de Optica
da UFGD. A faixa de comprimento de onda usado foi de 550 a 4000 cm™, com resolucéo de 4
cmt.Esta anélise serviu para constatar se a primeira e segunda etapa ,mercerizacio e

branqueamento, realmente tiveram sucesso na remogéo da lignina.

4.1.2 Cor instrumental

A cor dos filmes foi determinada utilizando-se o colorimetro Hunterlab (Colorquest
I, Faifax, USA), seguindo o método HUNTERLAB. Os parametros L*, a* e b* foram
determinados para cada formulacdo em triplicada. O calculo de diferenca total de cor (AE) foi

realizado pela Equacéo 3:

AE = [(AL*)? + (Aa*)® + (AD*)? Equagéo 1
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Onde: AL" ¢ a variagdo em mais claro e escuro; Aa” € a variagdo em vermelho e

verde; Ab"é a variagdo em azul e amarelo.

4.2 DESENVOLVIMENTO/PREPARO DOS FILMES

Os filmes/biocompdsitos de proteina de soja e quitosana incorporados ou hdo com 0s
nanocristais de celulose foram obtidos pela técnica de casting Tabela 3 (FAKHOURI et al.,
2013).

Inicialmente foram realizados alguns ensaios com concentragdo de quitosona 2%
e proteina de soja 6% variando as concentracfes de plastificante entre 10%, 20% e 30%,
visando conhecer o comportamento das solugdes obtidas e dos filmes formados em relagéo as
caracteristicas visuais, solubilidade em agua e resisténcia mecanica .

Tabela 3- Formulagdes dos filmes de quitosana e SPI.
* Todas a formulagGes usaram glicerol como plastificante, com relagdo de 20% com o SPI e a quitosana.

Fonte: Dados da pesquisa.

Formulacéo SP1 (g/100g solucéo) Quitosana (g/100g CNC (ml /100 g
solugéo) biopolimero
Quitosana pura - 2 -
Quitosana 1% CNC - 2 24,10
Quitosana 2,5% CNC - 2 60,24
SPI puro 6 - -
SP1 1% CNC 6 - 72,30
SP12,5% CNC 6 - 180,723

Os filmes usados para o teste de caracterizacdo, foram elaborados SPI e quitosana,
reforcados com nanocristais de celulose, obtidos da palha do milho. Para o processo de
extracao e necessarias trés etapas: mercerizacdo, branqueamento e extracdo de nanocristais de
celulose. Apés o tratamento para a extracdo dos nanocristais, 0s mesmos sdo aplicados em

filmes de quitosana e proteina de soja, depois levados para a analise térmica e fisica.

4.2.1 Filmes isolados de proteina de soja

Para a obteng&o dos filmes de proteina foi feita uma adaptacdo a metodologia descrita
por Freitas et al. (2009). Os filmes foram preparados misturando 18 g de proteina isolada de

soja com 3,6 g de glicerol e 300 mL de agua destilada usando um agitador magnético com
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aquecimento 90°C por 20 minutos. O pH das solugdes foi ajustado para 8,0 por adi¢do de uma
solucdo de NaOH 0,IN. Estas solugbes foram entdo misturadas e aliquotas de 50 mL
distribuidas em placas de 11,8 cm de diametro, os filmes secaram a temperatura de 45°C por
24h em uma estufa com circulagéo.

Os filmes foram colocados em dessecadores a uma temperatura de 25°C. O ambiente
RH ( humidade relativa) dentro dos dessecadores foi obtido com solucdo saturada de nitrato

de magnésio.

4.2.2 Filmes quitosana.

A preparacdo da solucdo de quitosana foi realizada pela dissolugdo de 6 g de
quitosana em 297 mLde agua destilada . O pH foi ajustado adicionando 3ml de acido acético e
adicionou-se 0,320 g de glicerol agente plastificante, apds mantido a solugdo sobre repouso
por 2h, logo apds a solugdo com a quitosana ja diluida foi colocada sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 5h a uma rotacdo de 1000 rpm. A filtragem da solucéo foi realizada
com TNT (para retirar 0 material insolivel. Apos e centrifugacdo a solucao foi vertida em

placas de Petri e levada a estufas de circulagédo para secagem a 43°C por 24h.

4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

4.3.1 Permeabilidade ao vapor de agua

A PVA dos filmes foi determinada utilizando o método padrdo E96 da ASTM
modificado, e foi expressa em gmm/m?d.kPa. A permeabilidade ao vapor d’agua foi
determinada gravimetricamente a 25 °C. Os filmes (0,0019 m?) foram fixados em células de
acrilico contendo em seu interior cloreto de célcio anidro (CaCly). O cloreto de célcio anidro
foi previamente seco em estufa a 140°C por 24 h e cerca de 5 g de CaCl> anidro foram
utilizadas em cada célula. As células foram acondicionadas em uma cuba hermética contendo
solucdo de cloreto de sodio concentrada. Desta forma se determinou o ganho de peso
(umidade) de cada célula com o tempo ocasionado pelo gradiente de UR de 2-75 %. As
células foram pesadas a cada 60 min em uma balanga analitica (OHAUS) por 10 horas e
subsequentemente duas pesagens apds 24 h e a relacdo linear entre a quantidade de agua

32



transferida por unidade de area e tempo foi obtida. A PVA foi calculada de acordo com a
equacéo 2.
:'!HII."E_IE

PVA = —r.—orsy (Equagdo 2)
A'p""[ T _}

Onde a espessura média de cada filme (m); A é a area de permeacio (0,0019 m?);
URL1 é a umidade relativa no interior da cuba (75 %); UR2 é a umidade relativa no interior das
células (2 %); ps é a pressdo de saturacdo do vapor a temperatura do ensaio (kPa); e o termo

M /. (g dgua/dia) foi calculado a partir da regresséo linear obtida pelo ganho de massa em

funcdo do tempo.

4.3.2 Transmitancia UV-Vis

E a razdo entre a quantidade de luz que atravessa 0 meio e a quantidade de luz que
incide perpendicularmente a superficie. A determinacdo de transmitancia foi realizada pelos
métodos ASTM D 1746 e D 1003, e medida em percentual (%). O equipamento utilizado foi
0 VARIAN CARY 50 CONC.

4.3.3 Difracdo em raios X

Os ensaios de difracdo de raios-X, para os filmes, foram realizados em um
difratdmetro, com radiagdo Ka de cobre, voltagem de 40 kV, corrente de 40 mA, varredura
0,05 (26/5 s) para valores de 20 entre 5 e 45°. A analise foi realizada pelo grupo de pesquisa
em Quimica de Superficies e Moléculas Bioativas da UFMS em Campo Grande-/MS.

4.3.4. Ensaio Mecénico de Resisténcia A Tragao

Os testes mecanicos de resisténcia a tracdo dos filmes foram realizados conforme a
norma ASTM D882 (American Society for Testing And Materials, 2012), utilizando-se a
maquina universal de ensaios da marca Emic (modelo DL2000) e celula de carga TRD-21
com capacidade de carregamento igual a 50 kg (490,5 N).

Os corpos de prova (Figura 09) foram obtidos a partir dos filmes, apresentando
espessura uniforme de 0,08-0,120 mm, 130 mm (comprimento), 10 mm (largura) e

condicionados antes da realizacdo dos ensaios a 22+1°C, 58+3% UR, durante 48 h.
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Posteriormente, os corpos de prova foram posicionados na maquina universal de ensaios com

espacamento de 50 mm entre as garras mecanicas.

Figura 09- Corpos de prova de SPI (A) e quitosana (B).

Fonte: dados da pesquisa.

Os testes de resisténcia a tracdo foram realizados com velocidade constante de 10
mm.min?, a 22+1°C e 58+3% UR. Para cada tratamento (formulagéo) dos sistemas foram
realizadas 15 replicatas. Os dados foram coletados da maquina universal de ensaios por meio
do software Tesc® versdo 1.13. O ensaio mecanico de resisténcia a tragdo foi utilizado para
analisar as modificacbes nos filmes de quitosana e SPI, por meio das medidas das
propriedades tensdo maxima, tensdo na ruptura, deformacdo especifica e modulo de
elasticidade (modulo de Young).

A analise estatistica para testar a igualdade das médias dos tratamentos em cada um
dos sistemas foi realizada pela analise de variancia (ANOVA), acompanhada de um teste F.
Para examinar as diferencas entre as médias por comparacdo maultipla foi utilizado o teste de
Tukey. O nivel de significancia dos testes estatisticos foi de 5% e os dados foram tratados nos
software Excel® 2013 da Microsoft® Corporation e STATISTICA® version 7 da StatSoft
Inc.As propriedades mecanicas dos filmes serdo obtidas a partir de corpos de provas, segundo
as normas técnicas como a ASTM D638 (ASTM, 2010). As avaliacdes de diferentes
parametros, tais como: médulo de elasticidade, tensdo na ruptura e alongamento méximo,
permitiram relacionar caracteristicas dos componentes e composicdo com propriedades

macroscopicas do produto final.
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4.3.5 Cor instrumental

Mesma metodologia utiliza no item 4.1.2.

4.3.6 Espessura

A espessura foi obtida pela média dos valores de cinco pontos aleatorios em
diferentes segmentos do filme, utilizando-se um micrémetro digital (Model COOLANT
PROOF IP 65, Mitutoyo, Japan, resolugéo 0,001 mm).

4.3.7 Analise elementar- CHN

As amostras dos filmes de quitosana e SPI foram secas em estufa de circulagéo por
24h, em seguida foram trituradas e acondicionadas em eppendorf, para o transporte até o
Centro Analitico de Instrumentacéo da Universidade de Séo Paulo, localizado.

Analise elementar € uma técnica para determinacdo das porcentagens de carbono,
hidrogénio e nitrogénio em uma amostra, seu funcionamento é baseado no método de Pregl-
Dumas, em que as amostras sdo sujeitas a combustdo em uma atmosfera de oxigénio puro, e
0s gases resultantes dessa combustdo, usando analisador elementar - Perkin EImer 2400 series

4.3.8 Analise Estatistica

O programa Statistica 7 foi utilizado para calcular as analises de variancia (ANOVA),
aplicado teste de Tukey para determinar diferencas entre as propriedades dos materiais no
intervalo de 95% de confianga.

4.4 ENSAIO DE BIODEGRADACAO

Para esta analise foi utilizada uma metodologia de Bartha e Pramer (1965), que
desenvolveram uma metodologia para a captacdo e quantificacdo do CO proveniente da
respiracdo aerobica. O metodo Respirométrico de Bartha, padronizado pela norma brasileira
NBR 14283 (ABNT, 1999), este método tem sido utilizado para avaliar o tempo degradacdo

35


https://www.google.com/search?rlz=1C1CHZL_pt-BRBR834BR834&q=eppendorf&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjhyebbk8fiAhWSEbkGHWbdDZsQkeECCCwoAA

de compostos organicos bem como sua estabilidade quando no solo, a partir de medidas da
liberacdo do CO2 gerados pela atividade dos microrganismos (CAMARGO et al. ; 2009)

Os ensaios de degradacdo foram realizados em trés etapas. Sendo que a primeira etapa
consistiu na coleta do solo agricola na fazendo experimental da UFGD (Universidade Federal
da Grande Dourados), apds o solo foi peneirado usando uma malha de 2 mm para retirar as
impurezas, logo em seguida o solo foi colocado em uma estufa de circulagdo a 50°C por 48h
para o calculo da umidade. Depois disso, o0 solo foi misturado com vermiculita nas proporcoes
de solo 2: 1: vermiculita (VMS), e a umidade ajustada para 60%.

Na segunda etapa, os respirobmetros (Figura 10) com os filmes de quitosana e SPI
foram preparados para a biodegradagdo em solo agricola em triplicatas, totalizando 24
frascos levando em consideracdo os branco (ndo possuiam filmes apenas o solo agricola e
vermiculita), duas referéncia e seis amostras. 0s respirometros de 2000 mL foram
preenchidos com trés camadas de materiais. O primeiro foi de 100 g de vermiculita (VER), o
seguinte foi de 350 g de (VMS), onde foi colocado um pedaco de amostra de filme ( em
média 250 mg) no meio e, finalmente, 100 g de VER. As camadas no controle consistiram
apenas em VER / VMS / VER na mesma quantidade do teste de amostra.. Uma vez
preparadas as trés camadas, um recipiente de plastico de 50ml contendo 30 mL de KOH
(cerca de 0,06 N) foi posicionado na camada superficial da vermiculita, para interceptar o
CO2 evoluido da biodegradacdo e o respirdmetro foi fechado hermeticamente. A
biodegradacédo se seguiu em uma B.O.D — Modelo SP-500 em temperatura de 35°C por 30
dias.

Figura 10- Respirdmetros utilizados para o experimento de degradacgédo

KOH solucdo (——‘
T «— Vermiculita

Filmes | «— Solido imido

] «<— Vermiculita

Fonte: (MARTELLLI, 2008).
O Jultimo passo corresponde a avaliagdo da quantidade de CO. evoluiu da
biodegradacgédo. Assim, em intervalos periodicos de tempo, o bidmetro foi aberto e o béquer

com KOH foi removido. Uma aliquota de 10 mL foi retirada e titulada novamente com HCI
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0,1 N. Subsequentemente, a solucdo de KOH no béquer foi substituida por uma nova dentro

dos respirébmetros.

Para o calculo da geracdo de gas carbGnico em cada respirdmetros, foi utilizado a

seguinte formula:

umol COxzsolo(residucy = (A - B)X 50 X f Hei Equacéo 03

Em que:

A= ¢é o0 volume de HCI 0,1 N gasto para titular o branco (mL);
B=¢é o volume de HCI 0,1 N gasto para titular o tratamento (mL);
50= é um fator para transformar equivalente em umol de COZ2;
frci= é o fator do HCI 0,1N.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TRATAMENTO DOS RESIDUOS DO MILHO

5.1.1 Mercerizarao e Branqueamento

O processo de mercerizagdo é aplicado em fibras naturais, com o objetivo de obter um
produto final branco (Figura 11). Este processo permite a remoc¢do de diversas impurezas
presentes nas fibras, as quais sdo responsaveis pela sua cor, como a lignina e hemicelulose
gue sdo os principais componentes da biomassa. Palha de milho apresentam de 57 a 58% de
hemicelulose e 14% lignina e 41% de celulose de acordo com Salazar e Silva (2005),
enquanto outras como fibras de curaua apresentam cerca de 10% de hemicelulose e 8% de
lignina ssegundo Leédo e Caraschi,(1998). Por esse motivo a palha de milho precisao passar

pelos 2 processos de branguiamento para que esses elementos indesejados sejam eliminados.
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Figura 11- Comparacao entre matéria prima (A), fibra mercerizada (B)e fibra

branqueada (C).

Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados foram expressos em valores L* (luminosidade ou brilho), que variam do
preto (0) ao branco (100) CIE (1983). A avaliacdo de luminosidade para a palha de milho in
natura, mercerizada e branqueada, apresentaram valores de 76,42, 54,39 e 77,53
respectivamente. Neste contexto, é possivel observar que a luminosidade da amostra
mercerizada é inferior & amostra in natura, constatando-se que 0 processo de mercerizagao
altera a coloragdo da amostra, este fato pode ocorrer pela hidroxialquilizacdo que converte
compostos lipofilicos em sollveis em agua. Em relacdo ao branqueamento, esta amostra
apresentou maior indice de luminosidade em relacdo as outras, assim, observa-se que 0
processo aplicado obteve resultado esperado, pois, atuou no clareamento da palha do milho e

possivel remogédo de impurezas.

As fibras branqueadas apresentaram uma remocao parcial da lignina e até mesmo, uma
determinada degradacdo da celulose durante os processos de branqueamento.

5.1.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Nos espectros de FTIR representados no Figura 12. foi possivel verificar bandas em
torno de 3400cm™, picos referentes a trechos simétricos e assimétricas das ligagdes C-H de
cadeias alifaticas. As bandas da regido 1600 e 670cm™, sdo faixas compreendidas pelos

grupos funcionais caracteristicos da celulose, hemicelulose e lignina e suas unidades de
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repeticdo, enquanto a banda em 1240cm™, pode ser atribuida & C-O, ligados a grupos
aromaticos, apresentaram diminuigdo na intensidade destes sinais, e, portanto, correlaciona-se

a reducgdo destes compostos, que foram eliminados no tratamento quimico (PAIVA, 2010) .

Figura 12- Mostra os trechos simétricos e assimétricas das ligacdes C-H de cadeias
alifaticas em a) Palha de milho in natura b) Palha de milho Mercerizada c) Palha de
milho branqueala.
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- b) Milho Mercerizado 1600 |
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Nuamero de onda (em’)
Fonte: Dados da pesquisa.

Os espectros obtidos, na regido do infravermelho, das fibras sujeitas a diferentes
condicdes de tratamentos, possibilitaram monitorar a eficacia dos tratamentos através do

aumento e/ou reducdo de intensidade de picos relacionados a grupos funcionais caracteristicos

5.1.3 Processo de Extragdo de Nanocristais

Observando a Tabela 3, pode-se verificar que os parametros que obtiveram os
melhores resultados foram 1 e 3 , isso acontece porque a hidrolise afeta o grau de
cristalinidade dos nanocristais. Para as amostras que sofreram a hidrdlise acida, o tempo de
extracdo influencia o grau de cristalinidade, amostras submetidas a menores tempos e
temperaturas durante a extracdo apresentaram maior cristalinidade Rosa et al. (2007). Isto
provavelmente ocorreu devido a destruicdo parcial da parte cristalina, uma vez que a fibra
vegetal tende a sofrer desnaturacdo em altas temperatura ficando com uma aparecia verde

escura .
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Tabela 4- Rendimento dos nanocristais obtidos da palha do milho, em diferentes

temperaturas.

Paramentos Tempo ( Min.) Temperatura (°C) Rendimento (%)
1 60 Min. 26 °C 2,0
2 30 min. 30°C -
3 90 min. 30°C 2,0
4 18 min. 40°C 1,2
5 60min. 40°C 1,8
6 102 min. 40°C -
7 30 min. 50°C 0,9
8 90 min. 50°C 0,9
9 60 min. 54 °C 1,3

Fonte: Dados da pesquisa

Segundo Dufresne (2017) tempos acima de 60 minutos para extracdo dos nanoscristais
indicam a presenca da lignina residual na segunda etapa de branqueamento, ela dificulta a
hidrolise acida, sendo necessario mais tempo para que ocorra e separacao da parte cristalina
da amorfa. Uma vez que a hidrolise ocorre principalmente nas regides amorfas e o grau de
cristalinidade das fibras celuldsicas varia com a origem da fibra precursora, este ultimo fator é
importante na definicdo da dimenséo dos NCCs.

De acordo com a tabela 4, o parametro que obteve a melhor resultado foi o de nimero
1 pois a extracdo ocorre em menos tempo, ja os tratamentos 2 e 6 ndo apresentaram 0s
nanocristais, 0 motivo é que processo esta relacionado ao tempo, em um curto periodo de
tempo a hidrélise ndo ocorre ndo havendo separacdo das partes amorfas e cristalinas da
celulose, em tempos muito longo s fibra tende a se desnaturar adquirindo um aspecto verde

escuro, assim toda a fibra acaba se perdendo.

5.2 CARACTERIZACAO DOS BIOCOMPOSITOS

5.2.1 Difracao de Raios-X

A quitosana no estado solido, é classificada em muitos trabalhos cientificos, como
misturas de cadeias cristalinas e amorfas assim como a proteina de soja , que provavelmente
encontram-se interligadas Holanda (2011). Na quitosana o grupo das hidroxilas, carbonilas e
amino terminais da estrutura favorecem a formacéao de fortes interagdes intra e intermolecular,
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uma vez que as pontes de hidrogénio que atuam como ligacbes secundérias influenciando a
mudanca nas ligagdes das moléculas do filmes de quitosana originando assim regides amorfas
OLIVEIRA etal., 2012).

Ja nos filmes de SP1 , as proteinas interagem ndao mais intra, mas intermolecularmente,
através da formacdo de ligacbes de hidrogénio, pontes dissulfeto e ligacdes hidrofobicas
formando uma rede. Esta rede, pouco hidratada, cujas propriedades sdo, sobretudo, funcéo do
tipo, das atribuicdes e da intensidade das ligacdes estabelecidas (GONTARD; GUILBERT;
CUQ, 1993)

Os picos agudos e bem definidos no difratograma referentes aos planos
cristalogréficos e caracterizam tanto os filmes de quitosana como os de proteina de soja bem
cristalizados (CHOO ; KIM, 2004). Os angulos de difracdo referentes a esses biofilmes
(Figura 12), aproximam-se dos valores apresentados por Santos (1989) e 8,3° 11,28°; 18,1° ¢
22,44, de onde pode-se concluir que a que os filmes utilizados nesse trabalho tem alta
cristalinidade. (SANTOS 1989).

Em seu trabalho Barros e Branciforti (2018) dizem que a permeabilidade de gases
como oxigénio e o vapor de agua, tendem a diminuir com o aumento do grau de cristalinidade
do filme uma vez que, cristalinidade e permeabilidade tem relacdo entre si, através da
observacdo do aumento do caminho difusional, devido a maior tortuosidade das regides

cristalinas e, consequente isso acarreta na diminuicao da permeabilidade.
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Figura 13- Difratograma dos biofilmes de quitosana e SPI com diferentes

concentracdes de nanocristais.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Como observado na Figura 13 a pico em 20°, aproximadamente, presente nos 2 filmes
de quitosana e no SPI indicam uma regido de cristalinidade. O difratograma mostra que ao
elevar a quantidade de nanocristais de celulose nos biofilmes, aumenta também a quantidade
de regibes cristalinas e diminui o espacamento basal das amostras. Na SPI pura o
espacamento era de 1,17 nm ja nas amostras de quistosana 2,5% de CNC esse espacamento
cai para 0,25 nm. Nas amostras de quitosana esse efeito e inverso uma vez que o espago basal
aumento conforme a adicdo de nanocristais aumentam, na amostra de SPl puro 0s
espacamento € de 0,47 nm subindo para 2,34nm em filmes com 2,5% de CNC. Este fato
ocorre devido a configuracdo das ligacdes dos nanocristais chamadas de “paralelismo”
guando todas as cadeias de CNCs séo dispostas de tal forma que o link de 1 a 4 aponta na
mesma diregdo caracterizando uma estrutura cristalina mostrando assim uma intercalagéo
perfeita entre os matérias (TEIXEIRA et al., 2010; MOON et al., 2011).

Com base na analise da Figura 13, podemos constatar também, que na amostra de
quitosana com a adicdo de nanocristais houve uma diminui¢do na cristalinidade, j& nas
amostras de filmes de SPI houve um aumento da cristalinidade, o que indica que a quitosana
possui mais areas cristalinas e os filmes de proteina de soja mais areas amorfas. (SAKATA et

al., 2006).
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5.2.2 Termogravimetria (TG)

Tecnica foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica dos filmes de quitosana
e proteina de soja isolada representados na figura 14, considerando a possivel utilizacdo dos
mesmo como coberturas, envoltério ou como embalagens de alimentos, e que 0S mesmos

podem ser submetidos a processos térmicos durante a preparagdo, processamento ou mesmo
no consumo.. (BARRETO,2003)

Figura 14- Curvas termogravimetricas dos filmes de SPI (A) quitosana (B) na taxa de
aquecimento de 100 C/min e fluxo de nitrogénio constante de 50 mL/min. perda de

massa (% residual).
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Os graficos da Figura 15, mostram que os filmes de quitosana e de
proteina de soja , respectivamente, apresentaram apenas dois estagios de degradacdo, sendo
que o primeiro estagio de perda de massa corresponde a perda de agua e de compostos de
baixa massa molecular na temperatura que varia de 65°C a 88°C, que encontram-se ligada aos
“sitios ligantes” da molécula de quitosana bem como com as moléculas formadoras dos filmes

de SPI, devido a hidrofilicidade causada por estas ligacdes de hidrogénios, formados por
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agrupamentos de hidroxila de unidade de glicose, bem como a decomposicdo (térmica e
oxidativa), vaporizacdo e eliminagdo de compostos volateis (ZACCARON, 2005; FAMA;
GOYANES; GERSCHENSON, 2007).
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Figura 15- Curvas termogravimétricas derivadas (DTGA’s) dos filmes de quitosana (A)
Pura; (B) 1% CNC; (C) 2,5% CNC e SPI (D) Puro; (E) 1% CNC; (F) 2,5% CNC.
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Os resultados obtido para os filmes nas analises de termogravimetria s&o muito
similares aos encontrado por outros autores, tais como Martins et al. (2012) e Guerrero et al.
(2011), que obtiveram temperaturas entre 60 a 88°C no primeiro estagio (perda de agua) e o
segundo estagio com o inicio a 240°C e alcangando um méximo a 380° C.

Os filmes contendo ou ndo CNCs apresentaram dois estagios de perda de massa, sendo
que o primeiro estagio a referente a perda de agua, que ocorreu entre as temperaturas de 60 a
88°C. A degradacdo destes filmes estd de acordo com os estudos feitos por
(KHUTORYANSKIY et al., 2004).

O segundo estagio de degradacéo foi observado nas temperaturas de pico de 318,26 °C
(SPI Puro), 320,24°C (SPI 1,5% CNC), 313,24°C (SPI 2,5% CNC), 337,46°C (Quit. Pura),
283°C (Quit. 1% CNC), 306,47°C (Quit.2,5% CNC), que estdo associados com a degradacao
do grupo carbonila e formagdo de CO,. Dados da literatura indicam que a temperatura de
degradacédo da cadeia principal se encontra entre 292 a 350°C (SCHMIDT, GIACOMELLI e
SOLDI, 2005).

De forma geral, é possivel concluir que os de filmes SPI reforcados com os
nanocristais de celulose tiveram um aumento significativo no primeiro estagio da temperatura
de degradacdo como mostra a Figura 14, devido as funcGes na estabilidade térmica de
nanocompositos que sdo duas : um efeito de barreira, 0 que deve melhorar a estabilidade
térmica, ou um efeito catalitico sobre a degradacdo da matriz de polimero, reduzindo assim
sua resisténcia Lima Junior, et al (2016), mas ndo houve um aumento significando na segunda
etapa de degradacédo. Nos filmes de quitosana adi¢do de nanocristais diminuiu as propriedades
térmicas, este resultado pode estar ligado a diminuig@o de cristalinidade. Com a adi¢do dos
nanocristais de celulose houve um aumento na perca de massa tanto nos filmes de quitosana
como nos filmes de proteina de soja como mostra Tabela 04. Nos resultados obtidos néo teve
uma diferenga significativa nos valores TG dos filmes em questéo.
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Tabela 5- Estégios de perda de massa, com suas respectivas temperaturas de degradacéo
térmica e, consequentemente, a massa residual dos filmes de quitosana e proteina de
soja isolada.

Etapas De Decomposi¢do

1 2 3
Puro 19%CNC 2,5 %CNC
Amostras
Perda Perda Perda
Ti Tf de Ti Tf de Ti Tf de
(°C) (°C) massa  (°C) (°C) massa (°C) (°C)  massa
(%) (%) (%)
Proteina de 4524 593,81 22,06 31,24 593,94 23,94 26,70 593,95 23,94
Soja(A)
Quitosana(B) 2453 595,17 21,72 24,60 59517 36,89 24,53 595,17 21,72

Ti = temperatura inicial Tf = temperatura inicial

Fonte: Dados da pesquisa.

5.2.3 Espectroscopia na Regido do UV-vis

A transmitancia verifica o quanto de luminosidade passa pela superficie do filme. Ja a
analise de absorbancia quantifica o quanto esse filme absorve de um comprimento de onda
especifico. A utilizacdo de um comprimento de onda no ultravioleta é importante, pois se 0
filme barra a passagem de luz UV ele sera eficaz na protecdo de alimentos expostos a esse
tipo de radiacdo para que os mesmos ndo sofram com a fotodegradacdo,

Os espectros de absorcdo na regido do UV-vis das amostras mostram absorc¢des na
faixa de 200 a 360 nm resultado semelhante com o obtido por Vargas (2016). As transi¢des
eletrbnicas nos grupos funcionais presentes, que podem ser responsaveis pelas absorcoes
observadas, sdo: R2CO (280nm), R-CHO(290 nm), RCOOH (205 nm) tendo a transi¢do n —
7n* e 0 grupo funcional C=C (217 a 245 nm) com a transi¢do ©= — m*. Os grupos funcionais
oxigenados sdo os principais responsaveis pelas absor¢des em todas as amostras (SOUZA,
2017).

Com a adigéo dos nanocritais de celulose nota-se que aumenta a banda de absor¢ao
de luz uv-vis, como é observado nos filmes de quitosana 2,5% CNC (347 nm) e de SPI
2,5% CMC. As propriedades oOpticas dependem fortemente do tamanho da particula, da
morfologia (forma) ou da natureza do agente passivador (DANIEL; ASTRUC, 2004).

A transmitancia das amostras foi investigada em uma série de comprimentos de onda
de excitagdo (Figuras 16). As amostras sintetizadas apresentam curvas de fluorescéncia que
indicam uma maior homogeneidade no tamanho das nanoparticulas preparadas. A aparéncia
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de um Unico pico de emissdo indica a presenca de populagdo de nanoparticulas com
distribuicdo de tamanho mais homogéneo para as amostras. A relagcdo entre 0 comprimento da
onda de excitacdo e a intensidade de emissdo forma o deslocamento de Stokes, pode ser
associado ao efeito de defeitos de superficie, ou ao efeito do tamanho das nanoparticulas
(PENG, 2012; SAHU 2012; EVANGELISTA etal., 2017; TEIXEIRA et al., 2017).

Como mostram a Figura 16, ndo houve grande diferenga na transmitancia entre 0s
filmes com ou sem a adi¢do de nanocristais, os picos de refracdo ficam entre 360 a 490 nm,
indicando a presenca de carotenoides, que absorvem a luz visivel na faixa dos tons de azul e,
portanto, sendo responsavel pelas cores visualizadas laranjas e amarelo Solomons (2005). Os
carotenoides se tornam potenciais antioxidantes, retardando o seu envelhecimento do produto

e no corpo humano estimula a producdo de melanina (MACHADO, 2005; JONES,2006;
SARON,2006).

Figura 16- Espectros de fluorescéncia obtidos com progressivos comprimentos de onda

de excitacdo, entre 350 a 780 nm. da amostra quitosana e SPI.
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.2.4 Ensaio mecanico de resisténcia a tragédo
5.2.4.1 Filmes de SPI.

Os resultados das propriedades mecéanicas tensdo maxima, tensdo na ruptura,

deformacéo especifica e modulo de elasticidade do filme de SPI (controle) e das modificacdes
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com CNC. O valor médio, o desvio-padrdo e a comparagdo multipla entre as médias das
propriedades mecanicas estdo apresentados na Tabela 6.

Os resultados da adicdo do CNC no filme de SPI mostraram que as tensdes maximas e
na ruptura foram elevadas com diferencas significativas somente para o ensaio SPI 1%CNC.
De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, a adigdo de 1% do CNC elevou a
tensdo maxima e na ruptura do SPI, respectivamente, em 25% e 19%.

Os valores da deformacéo especifica dos filmes de SPI foram reduzidos com a adi¢éo de
1% do CNC (aproximadamente 36%). De acordo com a analise estatistica ndo foi observado
diferenga significativa com a adi¢do de 2% de CNC na matriz do SPI controle.

Na anélise dos resultados obtidos, a adicdo do CNC contribuiu significativamente para
aumentar a rigidez (mddulo de elasticidade) na matriz dos filmes de SPI somente na

formulacéo contendo SP1 1% CNC (elevacao de aproximadamente 29%).

Tabela 6- Propriedades mecanicas dos filmes de SPI com CNC.

Tensao Tenséo na Deformacao Mdédulo de
Amostras maxima ruptura especifica elasticidade
(MPa) (MPa) (%) (MPa)
SPI puro 15,17+0,29° 14,50+0,712 52,137,76° 548+22°
SPI 1% CNC 18,90+0,42" 17,25+0,50° 33,1445,37° 709+28°
SPI 2,5%CNC 11,00£0,35° 9,20+0,45° 48,61+8,512° 396+20°

TLetras iguais na mesma coluna indicam que néo houve diferenca significativa (p < 0,05).

Fontes: Dados da pesquisa.

5.2.4.2 Filmes de Quitosana

Os resultados da adicdo do CNC no filme de quitosana mostraram que as tensdes
méaxima e na ruptura foram elevadas com diferencas significativas. De acordo com 0s
resultados apresentados na Tabela 7, a adi¢do de 2,5% do CNC elevou a tensdo maxima e na

ruptura da quitosana, respectivamente, em 41% e 43%.

Os valores da deformacao especifica dos filmes de quitosana foram elevados com a
adicdo de 1% do CNC, apresentando diferenca significativa de aproximadamente 38% em
relagdo a quitosana (controle).
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Na anélise dos resultados obtidos, a adicdo do CNC contribuiu significativamente para
aumentar a rigidez (mddulo de elasticidade) na matriz dos filmes de quitosana somente para
as formulacbes contendo Quitosana 2,5% CNC (elevacdo de aproximadamente 11%). Se
comparar com os filmes de quitosana com os de SPI pode se observar que os filmes que
guitosana presentaram, um maodulo de elasticidade maior isso pode estar ligado ao fato que a

adicdo de nanocristais diminuiu a cristalinidade dos mesmaos.

Tabela 7. Propriedades mecéanicas dos filmes de quitosana com CNC.

Tensao Tenséo na Deformacdo  Modulo de
Quitosana_Controle  maxima ruptura especifica elasticidade

(MPa) (MPa) (%) (MPa)
Quitosana_Controle 28,672,312 27,00+2,65° 4,450,782 14094372
Quitosana 1%CNC 33,80+2,17" 31,802,492 8,80+0,64° 1459+132
Quitosana 2,5%CNC 40,45+2,76° 38,50+3,54° 6,12+1,38? 1559+10°

TLetras iguais na mesma coluna indicam que néo houve diferenca significativa (p < 0,05).

Fontes: Dados da pesquisa.

5.2.5 Permeabilidade a vapor de agua

Quanto mais elevada for a atividade da agua (aw), mais rapido 0s microrganismos
(como bactérias, leveduras e bolores) serdo capazes de crescelogo a importancia da aw esta na

sua relacdo com a conservagéo dos alimentos.

A &gua pode segunda Labuza, Tannembaum e Karel (1970) pode ser encontrada de
trés formas nos alimentos: Agua livre (disponivel ou ndo ligada); Agua adsorvida (hidratada);
Agua ligada quimicamente. Sendo que a agua livre é liberada com mais facilidade. Atua como
meio de dispersdo e nutriente para o crescimento de microrganismos ou reagdes quimico-
enzimaticas, tendo que para haver um melhoramento da estabilidade dos alimentos, a agua
livre tem que ser reduzida através de processor como o congelamento, desidratacdo parcial ou
adicdo de aclcar ou sal. O uso de embalagens que diminuam a permeabilidade do vapor de
agua e outro método que ajuda mesmo que um pouco a melhorar conservacdo do alimento
(CUNHA, 2016)

Os resultados obtidos com 0s nanocompositos mostram uma diminuicdo consideravel
na permeabilidade do vapor de agua (PVA), em relacdo ao filme puro. Pode- se observar que
ocorreu uma maior redugéo da permeabilidade com o aumento da adi¢do dos nanocristais, isto

€, quanto mais nanocristais é adicionado a matriz polimérica (quitosana), mais dificil vai ser a
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passagem do vapor de agua. Segundo Paralikar et al (2008), os nanocristais proporcionam
uma barreira fisica, assim criando um caminho dificil para a umidade que tenta permear a
membrana, sem falar que a alta cristalinidade dos CNC e a forte interacdo entre 0s seus
grupos hidroxilas entre as cadeias de celulose facilitam suas propriedades de barreira.

Os filmes de quitosana com 1% e 2,5% de CNC , apresentaram uma melhoria na
reducdo do PVA cerca de 80% e 95% respectivamente como indica a Tabela 08. 1sso mostra
que 0s nanocristais estavam bem dispersos pela matriz polimérica da quitosana, resultado
parecido com a de Garcia et al (2006) que utilizou CNC extraidos de microfibras de a-
celulose para reforco de filmes Carrageenan. Também constatou que o aumento da adi¢do de
CNC sobre uma matriz pode fazer com que 0s nanocristais se aglomerem prejudicando as
propriedades de barreiras dos filmes, este problema ocorre com outros compostos poliméricos
como descritos por Farias et al. (2012) onde a aglomeracdo de CNC causou um aumento da
espessura aumentando a permeabilidade dos filmes.

Outra explicacdo para os resultados inconclusivos demostrados pelos filmes de SPI1 é a
concentracdo do plastificante, como relata Mali et al. em seu trabalho dizendo que o
aumento da concentracdo do glicerol, usado como plastificante em filmes, tem uma
tendéncia ao aumento da permeabilidade de vapor de agua com o0 aumento de sua
concentracdo. Portanto, o efeito do glicerol na permeabilidade estd associado a sua
concentracdo na formulagdo, visto que afeta a solubilidade do permeante no biopolimero e a
formacdo de espacos vazios na estrutura polimérica. Aumentando-se a solubilidade e a

difusibilidade do permeante no polimero, aumenta a permeabilidade.

Tabela 08. Determinacéo da cor, espessuras e PVA.

Biofilmes Diferenca de cor ( AE¥) Espessura vapor d’agua
(9.um.m2diat kPa?

SPI puro -
91,42+ 0,042 0,19+ 0,0342

SP1 1% CNC 4,10.10*+ 0,356
91,08+ 0,122 0,26+ 0,0692

SP12,5% CNC -
90,50 + 1,23° 0,30+ 0,11082

Quit. puro 20,53.10+ 0,519°
93,24+ 0,43° 0,07+ 0,007"

Quit. 1% CNC 0,99.10+ 0,0962
90,78+ 0,032 0,08+ 0,0142

Quit. 2,5% CNC 2,30.10+ 0,2042
90,50+ 1,232 0,07+0,006°
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TLetras iguais na mesma coluna indicam que néo houve diferenga significativa (p < 0,05).
Fontes: Dados da pesquisa.

Segundo a Tabela 08, ndo foi possivel calcular o PVA para os filmes de SPI puro e
com 2,5% CNC, uma vez que as capsulas perderam massa ao invés de ganhar, o que significa

gue agua saiu da capsula ao invés de entrar.

5.2.6 Espessura

Os valores de espessura variaram entre 0,078 mm a 0,19 mm nas formulacdes controle,
e com 1% de nanoparticula de mandioca até 0,26 mm , j& nas formula¢fes com 2,5% SNC a
espessuras variam 0,78 mm(quitosana) a 0,30 mm(SPI), assim mostrando que adi¢do de
nanoparticulas aumenta a espessura dos filmes, havendo dessa forma diferencas significativas
entre as amostras (p<0,5%) como mostra tabela 8. Quando se produzem filmes por casting, o
controle da espessura depende largamente da viscosidade que é diretamente ligada a
solubilidade, se considera 6tima uma solubilizacdo superior a 80%. A Solubilidade da
proteina de soja e da quitosana estdo diretamente relacionada com o pH sendo que € menor
proxima a seu ponto isoelétrico e maxima proxima a pH 8 (RODRIGUES; GOZZO E
MORETT]I, 2013)

No entanto, filmes com espessuras uniformes sdo mais favoraveis a apresentar
melhores resultados em testes mecanicos, porque a espessura uniforme serve como uma base

para determinar varias propriedades dos filmes (Nascimento, Calado E Carvalho, 2012).

5.2.7 Andlise de Cor

Os filmes obtidos com SPI e quitosana em todas as concentragcdes testadas
apresentaram-se transparentes e brilhantes. Verificou-se efeito significativo das fontes de
CNC sobre a diferenca de cor dos filmes é ndo-significativo para concentracdo e interacao
entre concentracao e tipo de amido (Tabela 8).

O croma a* indica a variagdo de cor do verde (- 60) ao vermelho (+ 60). Os biofilmes
quitosana mostraram variacdo de -1,58 a 3,03 e os filmes de SPI entre 1,53 a 3,05, indicativo
para 0 componente vermelho, com diferenca significativa (p > 0,05).0s valores obtidos do
croma b* estdo relacionados com variacdo das cores do azul (- 60) a amarelo (+ 60). Os
resultados obtidos da quitosana para o croma b* mostraram varia¢ao entre 29,45 a 43,01, ja

para SPI varia entre 26,65 a 43,25 , valores positivos para 0 componente amarelo. Os maiores
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valores do croma b* foram observados nos biofilmes com maior concentracdo de
nanocristais, influenciada pela sua coloragéo levemente amarelada.

Segundo AKin e Hasirci (1995) em seus trabalhos observaram a mudanga da coloracao
de amarelo para laranja vivo nos primeiros minutos de reacdo entre o glutaraldeido e a
solucdo de gelatina. Butler et al. (1996) observaram que os filmes a base de quitosana
apresentam uma coloragdo amarelada, que é acentuada a medida que a espessura aumenta. Em
outros estudos observaram que 0s compostos desenvolvidos com maior proporcdo de isolado
protéico de soja apresentaram-se mais opacos, em virtude da presenca de particulas

insolUveis.

5.2.8 Analise Elementar

Os resultados de anélise elementar de carbono e hidrogénio para Quitosana e spi estdo
listados na (Tabela 8). Com base nas porcentagens obtidas foram calculadas as quantidades de
cada elemento por grama de composto e também os valores da razdo entre as quantidades de
carbono e nitrogénio (C/N).

Os filmes de Quitosana com a concentracdo de 1% e 2,5% de nanocristais,
presentaram queda nas porcentagens de nitrogénio, bem como também nos teores de carbono
em relagdo da matriz, o que se reflete em um aumento da Raz&o molar C /N. O aumento da
razdo molar entre o carbono e nitrogénio confirma a inclusédo de novos fragmentos na cadeia
polimérica, com consequente aumento do numero de atomos de carbono, ja que a Quitosana
contém apenas um atomo de nitrogénio por unidade monomerica. Ja com os filmes de SPI ndo
houve alteracdo consideravel na concentracdo de nitrogénio e carbono, dos filmes reforcados

com nanocristais em relagéo a sua matriz.

Tabela 09- Percentuais de Carbono(C) e Nitrogénio (N), e seus respectivos de mmol e
razdo molar C/N dos biofilmes de quitosana e SPI.

Filmes C% N% Cmmolg? N mmolg? C/N
SPI Puro 46,05 11,55 38,37 8,25 4,65
SP1 1% CNC 45,08 11,29 37,56 8,06 4,66
SP1 2,5% CNC 46,97 11,76 39,14 8,40 4,65
Quit. Puro 41,38 6,17 34,48 4,40 7,83
Quit. 1% CNC 36,83 541 30,69 3,86 7,95

53



Quit. 2,5% CNC 39,83 5,80 33,19 4,14 8,01

Fonte: Dados da pesquisa.

Os filmes de quitosana com 1% de CNC apresentaram um comportamento diferentes
dentre os outros filmes. Nesses filmes a razdo molar entre carbono e nitrogénio é que mais se
aproxima do valor apresentado pela matriz, sendo assim apresentando um baixo grau de

modificacdo da superficie.

5.2.9 Analise de Respirometria

Os respirdmetros ficaram incubados no periodo de 40 dias em uma estufa BOD em
uma temperatura constante de 25 °C. A Tabela 10 fornece os valores de CO> desprendidos dos
respirdbmetros do ensaio e do controle. Para se determinar a quantidade de gas carbonico
produzida devido a biodegradagédo, subtraiu-se o CO. gerado no respirdmetro controle
daquele observado na média do tratamento, obtendo-se os dados de produgdo acumulada ao

longo dos 40 dias.

Tabela 10- Quantidade de CO2 liberada nos respirémetros.

Quit. Quit. 1% Quit. Controle SPI SPI'1 SPI

pura CNC 2,5% (umol) puro % CNC 2,5%

(umol) (umol) CNC (umol)  (umol) CNC
(umol) (umol)
26/Mar/18 114,02 115,2 112,46 104,39 127,2 127,72 127,2
30/Mar/18 97,85 97,69 93,73 85,85 126,17 127,72 126,69
03/Abri/18 102,33 99,75 101,3 92,7 126,17 124,63 126,02
07/Abri/18 38,31 36,05 39,5 37,44 75,55 43,77 39,5
11/Abri/18 56,13 58,4 53,25 46,04 63,55 60,1 64,37
15/Abri/18 48,77 51,5 49,55 46,35 53,25 51,5 52,22
19/Abri/18 48,92 52,73 47,89 38,62 56,13 48,1 56,65
23/Abri/18 33,47 36,77 35,22 30,5 36,05 36,92 35,22
29/Abri/18 44,8 43,77 43,77 42,95 45,16 43,77 37,8
03/Mai/18 45,83 46,35 45,32 42,95 41,2 46,35 43,77

Fonte: Dados da pesquisa.
Analisando os percentuais de atividade metabdlica, pela liberacdo de dioxido de
carbono, nos filmes com ou sem a incorporagdo dos nanocompoésitos, notou-se que no

decorrer do monitoramento independente da concentracdo de CNC incorporados aos filmes, a
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liberacdo do CO> obteve poucas variagdes entre os filmes de quitosana e os de SPI, estes
polimeros sdo degradados por fungos, que podem secretar enzimas, que catalisam reacdes de
oxidacéo de polissacarideos. Ja as bactérias podem liberar enzimas para degradar este tipo de
macromolécula. Além disso fungos e bactérias pode agir cooperativamente (CHANDRA,
1998).

De acordo com Campagner et al. (2014), os polimeros de amido e SPI apresentam
comportamento biodegradavel, onde a degradacdo dos materiais poliméricos ocorre através
da acdo de organismos vivos, como bactérias e fungos. J& Jayasekara et al. (2005), diz que
principal alteracdo que um polimero degradavel sofre é a diminui¢cdo na massa molecular em
funcdo da degradacdo dos nanocompositos originando moléculas menores. Em outro trabalho
Condés et al., (2015) constataram que a perda de massa foi semelhante para todos os filmes
de amido de milho, adicionados ou ndo de nanocristais, atingindo valores entre 80 e 90% de
biodegradacgéo total apds trés semanas de exposi¢do, muito parecido com o resultado obtido
com os filmes de SPI neste trabalho.

Observou-se que nas primeiras semanas o processo de liberacdo de CO. é menor nos
filmes de quitosana em relacdo dos SPI Figura 17a, uma vez que a espirometria serve para
quantificar a atividades de microbianas no solo através da liberagdo de didxido de carbono. O
fato da liberagéo de CO- ser menor nos filmes de quitosana pode der explicado, por ser um
polimero versétil, e possuir atividade antimicrobiana e ndo-toxicidade. Essas propriedades
antibacterianas inerentes e a capacidade de formacéo de pelicula de quitosana fazem dela uma
escolha ideal para 0 uso como um material antimicrobiano biodegradavel de embalagem que
pode ser usado para melhorar a capacidade de armazenamento de alimentos pereciveis
(DUTTA et al., 2009).

Tem sido provado de forma convincente que filmes de quitosana apresentam boa
atividade antimicrobiana, que pode ajudar a prolongar o prazo de validade dos alimentos. Esta
acdo é devida a capacidade de ligar-se as moléculas de agua, inativar enzimas microbianas e
absorver o0s nutrientes usados pelos micro-organismos, mas ndo ha interferéncia na
degradacédo dos filmes na natureza (DEVLIEGHERE, VERMEULEN E DEBEVERE, 2004;
VILLADIEGO et al., 2005).
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Figura 17. (A) Liberacdo de COz2 nos filmes de quitosana e SPI1.(B)Producéo de CO2
acumulado durante o periodo de 40 dias.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na figura 17B € apresentada a producdo média acumulada efetivo de CO. nos
respirdbmetro que receberam quitosana e SPI ambos reforcados com nanocristais, para tanto,
foi descontada a produc&o nos respirdmetro no controle. E observado que o pico de liberagdo
do gés fica no intervalo de 15 dias, sendo liberado aproximadamente 0,29g de CO, para 0s

filmes de quitosana e 0,239 para os filmes de SPI, durante todo o experimento.

5.2.10 Biodegradabilidade do biofilme

Em solo com umidade de 33,33%, pH de 5,98 e armazenados em temperatura de
25°C+ 2°C, sendo verificados que todos os tratamentos, nos intervalos de 4 dias,
apresentaram indicios de biodegradacéo visivel apds 3 semanas. Os tratamentos de quitosana
(Puro; 1% CNC; 2,5% CNC) apresentaram tempos de degradacdo total superior 40 dias j& o0s
filmes de SPI (Puro; 1% CNC; 2,5% CNC) apresentaram nos tempos de 7 a 30 dias, maior
pontos de degradacdo (Figura 17). Este aspecto pode estar relacionado a maior concentracao
de celulose bacteriana nestes tratamentos, pois se trata de umpolimero formado por moléculas
de glicose unidas por ligacGes glicosidicas formando cadeias lineares ndo-ramificadas longas
(Raven et al., 2001), com elevada capacidade de retengdo e absorcdo de agua (Czaja et al.,

2006), favorecendo a biodegradabilidade pelos micro-organismos do solo.

56



Figura 18- Evolucéo da biodegradabilidade de biofilmes de quitosana e SPI com
diferentes concentrac@es nanocristais de celulose.
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Fonte: Dados da pesquisa
Autores como Pellicano, Pachekoski e Agnelli (2009) obteve PHBV/Ecoflex® (70/30)
escuros, frageis, com manchas escuras na superficie, como indicacdo de degradacéo, para

filmes produzidos com 30% de amido apresentaram degradacdo total a partir do 60-dia, a
presenca do amido aumenta a velocidade de biodegradacdo do composto.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados no estudo confirmam que os nanocristais de celulose,
quitosana e a Proteina de soja isolada se apresentam como materiais promissores para 0
desenvolvimento de compdsitos biodegradaveis a serem aplicados na inddstria de alimentos
na forma de filmes e coberturas para a protecdo dos alimentos . A obtenc¢do dos nanocristais
de celulose da palha de milha por hidrolise acida ndo se mostrou vantajosa por apresentar
baixo rendimento em comparacao a outros substratos,), mas a vantagem deste processo é que
nanocristais que apresentam grande potencial para serem utilizados como reforgo de matrizes
poliméricas biodegradaveis, devido ao seu tamanho nanomeétrico e alto grau de cristalinidade.

A aplicacdo dessas nanoparticulas nos filmes plastificados com glicerol resultou na
obtencdo de um material homogéneo com caracteristicas mecanicas, de barreira e térmicas
apropriadas e com o diferencial de serem biodegradaveis. Verificou-se que a concentracdo de
nanocelulose foi a responsavel por alterar significativamente as propriedades mecanicas. As
nanocargas foram responsaveis por aumentar o modulo de Young e a tragdo maxima, , sendo
estes resultados consistentes com a literatura.

Na anélise de PVA os filmes de SPI ndo tiveram bom rendimento, uma vez que a
adicdo de nanocristais fez com que a espessura dos filmes aumentasse facilitando assim
permeabilidades do vapor sem falar da caracteristica hidrofilica dos filmes proteicos. Ja os
filmes de quitosana apresentaram espessuras lineares e um bom rendimento nos teste e
permeabilidades a vapor de agua. Nos testes de biodegradacdo observou que tanto a quitosana

como os filmes a base de proteina isolada de soja, tiveram méxima degradacdo nas 3
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primeiras semanas do estudo e que a adi¢cdo de nanocristais ndo interferiu ndo processo de
degradacdo dos microrganismos presentes no solo.

Portanto a adicdo de nanocristais a estruturas poliméricas biodegradaveis se torna
estratégia para aumentar as propriedade fisicas-quimicas dos mesmo, que serdo utilizados
como embalagens para a industria de alimento, mas se faz necessarios mais estudos sobre essa
aplicacdo, para a determinacdo do comportamento dessas possiveis embalagens em contato
direto com os alimento, quais microrganismo degradardo estd embalagem na natureza e quais

compostos serdo liberados por eles na natureza.

7. CONCLUSAO

O emprego de nanocristais para o reforco de polimeros naturais como quitosana e
proteina de soja, € uma forca eficiente de melhorar a propriedades fisico-quimicas destes
materiais, uma vez que se faz necessaria investimentos em novas tecnologia para diminuir o
impacto ambiental gerado pelo uso de polimeros sintéticos, pois os polimeros biodegradaveis
sofrem mais facilmente a acdo de microrganismos, por conterem funcBes organicas em suas
cadeias alifaticas: carbonilas, hidroxilas, ésteres, hidroxiacidos, mais suscetiveis a agéo

enzimatica,
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