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RESUMO:
No presente estudo avaliou-se o potencial de producdo de nanofibras de celulose
pelo aproveitamento da torta de oliveira, esse residuo foi caracterizado
fisico-quimicamente, desengordurado, pré-tratado e submetido a hidrdlise com
enzimas hemiceluloliticas. O nanomaterial obtido pela acdo das enzimas
hemiceluloliticas foi analisado pelas técnicas de FTIR-ATR, DRX, TGA e DTG e
aplicado como aditivo na producao de filmes biodegradaveis de amido de milho e
glicerol pela técnica de casting, sendo caracterizados quanto a espessura,
propriedades mecanicas, composi¢ao, opacidade, permeabilidade ao vapor de agua
e solubilidade. As analises tiveram a finalidade de avaliar o efeito do nanomaterial na
matriz do filme e que alteragdes essa adicao promove nas caracteristicas dos filmes.
A concentracdo de nanofibras de 5% (m/v) apresentou efeito positivo nas
propriedades mecanicas, propriedades térmicas e solubilidade visto que
proporcionou aumento da temperatura de degradacao térmica de 210°C para 222°C
e aumento da tensdo maxima na ruptura de 3,79 para 6,21 MPa. Os resultados
obtidos neste estudo indicam que um dos aproveitamentos viaveis para a torta de
oliveira é a conversdo do material lignocelulésico em nanofibras que podem ser

empregadas como material de reforco em compdésitos biodegradaveis.



ABSTRACT

In the present study, the potential for producing cellulose nanofibers using olive
pomace (OP) was evaluated. This residue was physical-chemically characterized,
pre-treated and subjected to hydrolysis with hemicellulolytic enzymes. The
nanomaterial obtained by the action of hemicellulolytic enzymes was analyzed by the
techniques of FTIR-ATR, DRX, TGA and DTG and applied as an additive in the
production of biodegradable films of corn starch and glycerol by the casting
technique, being characterized in thickness, mechanical properties, chemical
composition, opacity, water vapor permeability and solubility. The analyzes were
intended to evaluate the effect of the nanomaterial on the film matrix and what
changes this change promotes in the characteristics of the films. The concentration
of nanofibers of 5% (m/v) had a positive effect on the mechanical properties, thermal
properties and solubility since there was an increase in the temperature of thermal
degradation from 210°C to 222°C and an increase in the maximum stress at rupture
from 3.79 to 6, 21 MPa. The results obtained in this study indicate that one of the
viable uses for olive pomace is the conversion of lignocellulosic material into

nanofibers that can be used as reinforcement material in biodegradable composites.



Lista de figuras

Figura 1: Monémero de glicose em conformagdo cadeira (conformagao
termodinamicamente estavel) 14
Figura 2: Dimero de glicose (celobiose) na cadeia linear da celulose 15
Figura 3: Ligacées de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares das
cadeias de celulose 16
Figura 4: Esquema das regides hemiceluloliticas que formam a parede celular
dos vegetais 17
Figura 5: Recorte da parede celular dos vegetais 17
Figura 6: Pentoses, hexoses, acidos urénicos e desoxieoses que formam a
hemicelulose 18
Figura 7: Alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico que sdo os principais
mondmeros da lignina 19
Figura 8: Principais sitios de hidrolise das enzimas hemiceluloliticas 21
Figura 9:Mecanismos de hidrélise das enzimas hemiceluloliticas por (A)
Retencdo da configuragdo do carbono anomérico e por (B) Inversao da configuragao
do carbono anomérico 22
Figura 10: Descricdo do mecanismo da hidrdlise hemicelulolitica com
recuperacao do catalisador 23
Figura 11: Arvore oliveira, frutos, folhas e detalhes do fruto da oliveira 26
Figura 12: Regides preferenciais de cultivo da oliveira (em verde) no RS 27
Figura 13: Fluxograma da producgao do azeite de oliva 29

Figura 14: Torta de oliveira fresca (residuo pastoso) e alperujo (rejeito liquido)

31
Figura 15: Constituintes fendlicos encontrados na torta de oliveira 33
Figura 16: Regides do amido (a) amilose e (b) amilopectina 43
Figura 17: Fluxograma de tratamento inicial da amostra 47
Figura 18: Digestao acida da torta de oliveira para determinacdo do teor de
celulose 49

Figura 19: Fluxograma para as analises de extrativos, celulose e hemicelulose
51



Figura 20: Erlenmeyer contendo a amostra em KOH 5% apos as 24 horas de
reagao (pré-tratamento alcalino) 52
Figura 21: Grafico do ensaio de condi¢cao 6tima de pH do preparo enzimatico
utilizado 54
Figura 22: Grafico do ensaio de condi¢gdo étima de temperatura do preparo
enzimatico utilizado 55
Figura 23: Licores obtidos apos a lavagem do material pré-tratado por
hidrdlise alcalina 62
Figura 24: Espectro de varredura da lignina presente no licor obtido apés as
lavagens 63
Figura 25: comparativo entre amostra bruta (esquerda), pré-tratada com KOH
(centro) e hidrolisada (direita) 64
Figura 26: TGA da amostra bruta (em preto) e amostra hidrolisada que
corresponde as NFC (em vermelho) 65
Figura 27: Curva de derivada primeira do TGA das amostra bruta (em preto) e
da amostra hidrolisada que corresponde as NFC (em vermelho) 67
Figura 28: Espectro de FTIR-ATR da amostra bruta 69
Figura 29: Espectro de FTIR-ATR da amostra que corresponde a NFC 70
Figura 30: Difratograma (DRX) da amostra bruta (em preto) e da amostra que
corresponde as NFC (em vermelho) 71
Figura 31: Curva de TGA dos filmes: Controle (cinza); adigdo 0,5% de
NF(vermelho); adicdo 1% de NFC (azul); adi¢do 2,5% de NFC (verde); adicdo 5% de
NFC (violeta) 78
Figura 32:Curva de derivada primeira da analise termogravimétrica do filme
controle (em azul) e com adigdo de 0,5% de NFC (verde); 1% de NFC (amarela);
2,5% de NFC (vermelho) e 5% de NFC (preto) 80
Figura 33: Curva de calibragado da xilose 105

Figura 34:Curva de calibragao de glicose 106



SUMARIO

L INEEOAUGAO. ...ttt e e e et e e et e e e e eta e e e e e eaae e e e e eaaaeeeeetaeeeeeasaeaeeennnens 11
2 OB EEIVOS. c. ettt ettt ettt ettt ettt ettt e b e a bt e bt e e a b e e bt e at e et e e ent e e bt e snteeabeenneeenseenee 13
3.ReVISA0 BIDIIOGIATICA. ... viiiiiieeiie et 14
3.1. Caracteristicas € composi¢ao da CEIUIOSE.........cccuririiieriieeiiieeie e 14
3.2. Caracterizagao € composi¢ao da hemicelulose..........cccvieviiiieiiiiinciieceiie e, 18
3.3. Caracterizagao de outros componentes da parede celular.............cccccveevevieenciieenneeenen. 19
3.4. Enzimas hemiceluloliticas € CelulolitiCas.........ccceevvreeiiieeiiieeieeeee e 20
3.4.1. HEMICEIUIASES. .....cccuvieeeiiieeciie ettt ettt ettt e aae e e e e eeaee e 20

3.4.2. CRIUIASES. ..ccuvvieeeiieeiie ettt e et e e e et e e et a e e eaaaeeabeeeaaeeeaaeeeaaeeennes 24

3.5. A torta de oliveira como fonte de celulose........coeevviieeiiieiiiieiieee e, 26
3.6. Nanotecnologia e Nanomateriais como refor¢o em filmes..........ccceeevveeiieeeiieennnnn, 35
3.7. Filmes para embalagens de alimentos..........cccueeevuieeriiieeniieeciieeeiee e 40
3.7.1. Filmes a base de amido e adicionados de NFC............ccccoeeviiieiiiiiniieiecieeceee e 42

4. JUSHITICATIVAL ....eeiiiieeiie ettt e ettt e et e e et e e st e e e s atae e saeeessseeessaeesssaeessseesnsseessseeessseaenes 46
5. Material € IMELOAOS. ...ccuvviieiiieciie ettt et e et e et e et e e et e e e aa e e e raeeenbaeeenbaeennreeennnes 47
5.1 MaAt@rIa-PIIMIA. . .eeeeviieiieeesiieeeeteeerteeeitteeeteeesteeesseeessseeessseeessseeessseeessseeessseeessseeessseennns 47
5.2. Caracterizag@0 da Matéria-pPriMa.........cccueeeeuieereieeesirieesieeesieeesreesssreessreesseeesseesssees 47
5.2.2. TeOTr de CEIUIOSE. ... cccuiieeiiieeiii ettt e e e e e e eaeesnaeeenaeeens 48

5.2.3. Teor de lignina € hemiCelulOSe..........covvviiiiiiieciieeiiece e 49

5.3. Analise dos grupos fUNCIONAIS.........cceiereuireeiieeeiieeciee e e e eree e 51
5.4. Analise da MICTOCSIIULULA. .......eeiuiiiiieiieiiieiee ettt ettt et st e st esaeeeaeeas 51
5.5. Obtengao das NANOTIDIAS. .........cccuuiiiiiiiiie et e et 52
5.5.1. Hidrolise ENZIMAICA.......c.veieiiieeiiieeiee ettt e e s 52

5.6. Aplicacao das nanofibras obtidas...........ccceeeieieiiiieiiieeieeee e 56
5.6.1. Produgdo de filmes e preparagao dos SUPOTLES.......c.eevuveeevieerrieeniieeeree e 56

5.7. Caracterizacao dos fIIMES..........coccviiiiiiiiiie et 56
5.7.1. Propriedades MECANICAS. .......ccueeerrreerreeeiieeeireeeieeesireesreeesseeessseeessseeessseeensseens 56

5.7.2. Solubilidade €m AGUA............ccccuiieiiiieeie e 57

5.7.3. Permeabilidade ao vapor de AgUa.............cccveeevieieiiieeieeee e 57

5.7.4. OPACIAAAC.......eeeciieeiiieeiee ettt e e e e s e e s e e sabe e e sb e e e nsaaeenaraeenaeeenes 58

5.7.5. Analise termMOZIaVIMELIICA. ....ccvrrerrrrerireerieeerreeerreeeireeeteeesreeessseeessseeesseeennns 58

5.7.6. Biodegradabilidade............c.cooiiiiiiiiiiiieeie e 58

6. RESUITAAOS. ...ttt ettt st e e ee 60

6.1. Caracterizagao da Materia-PriMa.........cccueeerureerrreesiieeeitreeereeesreeesseeesseeessseeensseesseens 60



6.1.1. ANALISE CENLESIMAL ... .o eieeieeeeeee e e e e e e e e e aeeeeaaeaes 60

6.1.2. Andlise de fibras lignoceluldsicas € extrativos totais..........ccueeecueeeriueeesveeesiveeenneenns 61
6.2. Hidrolise alcaling € eNZimAtiCa.........cecuvieeiuieeeiiieeiieeeieeeeieeeeteeesvee e e eaeeeaaeeeaee e 62
6.6. Caracterizacao da farinha e das nanofibras............c..cccoeoviiieieiiiii e 64
6.6.1. Andlise termMOZIravIMELIICA. ... .cccvreerrreerereeeiieeeireestreesreeesaeeesseeessseeensseeensseeens 64

6.6.2. Andlise dos grupos funcionais por FTIR-ATR.........ccccceeeiiiieriiiinieeeeeeee e, 67

6.6.3. Andlise da cristalinidade por difragao de raio-X.........ccceevvieeviieeniiieenieeeevee e 71

6.7. Analise dos fiIlmes ObtIAOS.......ccuiieiiiiiiiieciee e e 72
6.7.1. Solubilidade em AQUA..........c.ceeiiiiieiiie e 73

6.7.2. Propriedades MECANICAS. .......cccureeriireeiieeeiieeeieeeeieeeeieeesreeeseaeesssreeeneseeesaeeenens 74

6.7.3. Propriedades opticas (Opacidade).........ccceevueeeeiiieeiiiieeniie e 76

6.7.4. Propriedades tEIMICAS. .......eeiiuieeriieeeiieecieeerteeeieeeeiteeereeeeveeeseaeeesereeessaeeensneeens 78

7. Consideragies fINQAIS........eeiiiiiuiiieieiiiieeeeiee ettt e et e e e et e e e e te e e e e e ateeeeeeaaaeeeeeareeeeeeaneeas 81
8. RETCTEINCIAS. ... uiieiiie ettt e e e st e e s ete e e sbaeesseeensseesssaeessseeensseaenns 83
9. APENDICE ..ottt 104

0.1, HIidIOlISE ENZIMATICA. «....neeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaenraaaeaeeas 104



11

1.Introducgao

Nas ultimas décadas houve uma crescente demanda da exploragdo de
materiais duraveis para utilizacdo diaria e dentre estes podemos elencar os
polimeros sintéticos oriundos do petréleo, com grande variedade de aplicagoes,
devido a suas propriedades, versatilidade de uso e preco (FRANCHETTI;
MARCONATO, 2006). Na industria de alimentos esses materiais estdo intimamente
relacionados com a embalagem do alimento. Em fungdo disso, o consumo de
materiais plasticos vem aumentando, trazendo como consequéncia elevadas
quantidades de residuos que podem gerar impactos ambientais (DE LEIS et al.,
2017; GEYER; JAMBECK; LAW, 2017; ZINK; GEYER, 2017).

Para contrapor esse cenario, surgem as pesquisas com polissacarideos que
vém ganhando espago em fungcdo de serem produtos obtidos a partir de fontes
renovaveis e pelo baixo custo associado. Dentre os polissacarideos largamente
estudados estdo a celulose, o amido e a quitosana (BAILLIE, 2004; BRODIN et al.,
2017; COLLAZO-BIGLIARDI; ORTEGA-TORO; CHIRALT BOIX, 2018; MOHANTY,
A K., MISRA, M. AND HINRICHSEN, G.,2000; SILVA, R. et al., 2009).

Além da celulose convencional, a nanocelulose tem obtido destaque nos
meios industriais, principalmente por suas propriedades Opticas e de resisténcia
mecanica (AZIZI SAMIR; ALLOIN; DUFRESNE, 2005; SQUINCA et al., 2020). As
nanofibras de celulose (NFC) podem ser obtidas de diferentes formas, tais como por
hidrolise acida e por sintese bacteriana, porém a hidrélise acida caracteriza-se como
um processo agressivo e que demanda alta quantidade de agua para neutralizagao
(LAVORATTI, 2015; TIBOLLA, Heloisa; PELISSARI; MENEGALLI, 2014a). Esses
materiais também podem ser extraidos por processos mecanicos que diminuem o
emprego de reagentes quimicos (JONOOBI et al., 2010), porém, ainda que essa
seja uma estratégia que diminui o impacto ambiental causado pelas solu¢des acidas
empregadas, é uma tecnologia onerosa devido a quantidade de energia necessaria.

Outra maneira de obtengdo de NFC é pelo emprego de enzimas, tais como,
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hemicelulases e celulases, sendo principalmente as hemicelulases as enzimas com
alto potencial de hidrélise para este fim (TIBOLLA, Heloisa;, PELISSARI;
MENEGALLI, 2014b).

As NFC sao apontadas na literatura como um aditivo com capacidade de
reforgar filmes biodegradaveis que podem ser empregados como embalagens de
alimentos (ALMEIDA et al., 2015; BLANCO et al., 2018; GOPAKUMAR et al., 2018;
MERCANTE et al., 2021). Para esses autores sao propriedades das NFC: o fato de
serem renovaveis, apresentarem baixo custo e baixa solubilidade em agua, quando
comparada ao amido, que € outro polissacarideo abundante.

Os filmes citados podem ser comestiveis ou serem enriquecidos com agentes
antioxidantes, enzimas e outras substancias inorganicas, auxiliando na diminuigao
de reagdes de oxidacdo ou demonstrar o estado de conservacdo do alimento,
acusando substéncias toxicas e inaceitaveis aos consumidores (LAGUERRE;
LECOMTE; VILLENEUVE, 2007; LECETA et al., 2013; REALINI; MARCOQOS, 2014).

Um residuo que se mostra promissor como fonte de celulose é a torta de
oliveira oriunda da produgao de azeite de oliva. Cultivada em larga escala em paises
da Europa, Argentina e Chile, a oliveira vem apresentando potencial de exploragao
em alguns estados do Brasil como Minas Gerais e Rio Grande do Sul. A ampliagéo
do cultivo abre também perspectivas para pesquisas com os residuos obtidos apds a
prensagem da azeitona para obtencao do azeite (DA SILVA, L. F. de O. et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2010).

A partir dessas constatacdes, o presente estudo verificou o potencial da torta
de oliveira como fonte de celulose que, apds hidrolisada enzimaticamente, servira
para a producao de nanofibras que serao aplicadas posteriormente como material de

reforco em compadsitos de biopolimeros.
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2.0bjetivos
Produzir nanofibras de celulose usando a hidrdlise enzimatica de residuos

lignoceluldsicos da torta de oliveira para aplicagao em filmes biodegradaveis.

A partir disso, sdo objetivos especificos deste trabalho:

e Caracterizar a torta de oliveira utilizada como matéria-prima para obtengao

das nanofibras de celulose.

e Testar o potencial de hemicelulases comerciais na producédo de nanofibras de

celulose (NFC) a partir da matriz citada.

e Produzir duas formulagdes de filmes biodegradaveis de amido, sendo uma

com adicdo de NFC.

e Testar as propriedades mecanicas, térmicas, 6pticas, a composi¢cao dos filmes

obtidos e o potencial biodegradavel.
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3.Revisao Bibliografica

3.1. Caracteristicas e composicao da celulose

Notadamente, a celulose € o polimero natural mais abundante em toda a
natureza e a sintese anual dessa substancia por plantas, algas e outros organismos
€ estimada em 1,55 bilhdes de toneladas (SILVA, R. et al., 2009). Essa
macromolécula é constituida basicamente por mondmeros de glicose (Figura 1)
ligados entre si por ligagbes [-1,4-glicosidicas, sendo que o arranjo das cadeias
poliméricas formadas € linear, além disso essas cadeias formadas apresentam

elevado grau de polimerizacgéao.

Figura 1: Mondmero de glicose em conformagéo cadeira (conformagéo termodinamicamente
estavel)

A ligacéo glicosidica do tipo beta é formada em consequéncia da unido de
dois anéis de glicose invertidos entre si, com angulo de 180° (considerando o
mesmo plano), essa ligacao resulta no dissacarideo denominado celobiose (KLEMM
et al., 2005). Ou seja, a celulose trata-se de um polimero linear constituido por

dimeros de glicose, a figura 2 destaca o dimero citado.
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Figura 2: Dimero de glicose (celobiose) na cadeia linear da celulose

A glicose é um monossacarideo que apresenta a conformacéo “cadeira”,
conformacao que apresenta menor calor de combustdo ou entalpia de combustéo,
ou seja, essa conformacdo do anel é termodinamicamente mais estavel. Essa
conformagao repercute na posicédo dos hidrogénios, preferencialmente na posigcao
axial e na posigéo das hidroxilas, em posi¢céo equatorial, sendo os grupos funcionais
oxigenados ligados aos carbonos que representam as posi¢des 2, 3 e 6 do anel.
Esses grupos definem a disposi¢ao das ligagcdes de hidrogénio, ou seja, definirao as
propriedades quimicas e fisicas do polimero em questdo. Alguns autores como
FENGEL, D; WEGENER, (1989) e DE MESQUITA et al. (2012) destacam que as
ligagbes de hidrogénio podem ser intermoleculares ou também intramoleculares
(que estdo esquematicamente demonstradas na figura 3). Esse conjunto de
interagdes culminam na formagédo de fibras com segmentos cristalinos e amorfos

gue consequentemente estao relacionados com a rigidez da biomolécula.
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Figura 3: Ligacdes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares das cadeias de celulose

Ressalta-se que a celulose apresenta uma propriedade interessante que € o
elevado carater hidrofilico (devido os grupamentos OH), porém € insoluvel em meio
aquoso devido a forte interacdo entre os feixes das fibras e ao elevado peso
molecular (BRAUN; DORGAN; CHANDLER, 2008).

Embora a composicdo quimica da celulose seja simples porque é
basicamente formada por sacarideo, sua estrutura fisica apresenta elevada
complexidade, possuindo regides altamente cristalinas e outras menos organizadas,
denominadas como regides amorfas. A figura 4 mostra que moléculas de celulose
sdo organizadas em unidades maiores, dando origem as protofibrilas ou fibrilas
elementares, que sao recobertas em unidades maiores chamadas de microfibrilas
que finalmente se organizam em fibrilas maiores, denominadas macrofibrilas,

formando as fibras de celulose.
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Figura 4: Esquema das regides hemiceluloliticas que formam a parede celular dos vegetais

Fonte: Lengowski

Além da celulose, os compostos majoritarios da parede celular incluem:

hemicelulose, lignina e substancias pécticas como pode ser observado na figura 5:

Lamela
Media
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Primaria

Membrana ' F Hemicelulose
Plasmatica B

Proteina Solivel

Figura 5: Recorte da parede celular dos vegetais

Fonte:todamateria.com.br/parede-celular/
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A parede celular vegetal € comumente subdividida em camada primaria e
secundaria. A distribuicdo de celulose, hemicelulose e lignina varia
consideravelmente entre essas camadas. A parede secundaria é dividida em mais
trés unidades, onde normalmente a segunda € a mais espessa, e é constituida na
sua maioria de celulose (LAVOINE et al., 2012; MENON; RAO, 2012).

3.2. Caracterizagao e composig¢ao da hemicelulose

A hemicelulose € um polissacarideo com peso molecular inferior ao da
celulose. E formada a partir de outros sacarideos, tais como, xilose, manose,
galactose, glicose, arabinose, 4-O-metil-glicurénico, D-galacturbnico e acido

D-glicurénico, cujos mondmeros estao representados na figura 6.

Pentoses Hexoses Acidos Hexuronicos Desoxieoses
HO HO /O
HO 0O HO 0 HO )
HO OH HO OH HO OH
OH OH OH OH
Xilose D-glicose Ac. D-glicurénico 0
HO HO_ O l_§,0H
~ CH3oH
HO i HO i HC_ o 0 oH 3
HO OH HO L-ramnose
OH OH OH gy
D-arabinopiranose D-manose Ac. D-O-metilglicurénico O'é
]
OH HO E
(0]
O on N O ~F /w/ OH
OH o) 0 CH,
HO OH
HO HO HO L-ficose
OH oH OH oH
D-arabinofuranose D-galactose Ac. galacturénico

Figura 6: Pentoses, hexoses, acidos urdnicos e desoxieoses que formam a hemicelulose

Os monossacarideos que constituem a hemicelulose estdo ligados entre si
por ligacdes glicosidicas, -1,4 e B-1,3. Diferente da celulose, que € um composto
cristalino e resistente a hidrdlise, a hemicelulose apresenta uma estrutura ramificada
e amorfa com pouca resisténcia a hidrélise (GREGORY; BOLWELL, 1999; HEINZE;
LIEBERT, 2012; MADEIRA et al., 2017).
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3.3. Caracterizagao de outros componentes da parede celular

A lignina é um heteropolimero amorfo, insoluvel em agua, consistindo de
precursores de unidades de fenilpropandides esquematizados na figura 7, esses

mondmeros sao descritos como alcoois p-cumarilico (1) coniferilico (2), sinapilico (3).
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HO 3
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3 . OH
3
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OCH,

Figura 7: Alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico que s&o os principais monémeros da
lignina

Ela esta presente na parede celular vegetal, ligada a hemicelulose e a
celulose, formando uma espécie de barreira impenetravel, para dar suporte
estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra o ataque microbiano e estresse
oxidativo. Quanto maior a proporgao de lignina, maior a resisténcia a degradagao
quimica (por acidos ou bases) e enzimatica (SANCHEZ, 2009). Dessa forma, para a
producdo de nanofibras, quanto maior o teor de lignina, maior devera ser a eficacia

do processo de deslignificagao.
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3.4. Enzimas hemiceluloliticas e celuloliticas

As enzimas hemiceluloliticas constituem um complexo capaz de atuar sobre
fibras lignoceluldsicas promovendo consecutivas hidrolises. E comum a aplicagdo
desse complexo enzimatico com o intuito de se produzir agucares fermentesciveis.
Sistematicamente, sabe-se que a glicose a partir da celulose e a xilose a partir das
xilanas sdo o maior alvo de estudos com essas enzimas, que sao produtos com
diversos fins na industria de alimentos (MACHADO DE CASTRO; PEREIRA, 2010;
ROBL et al., 2019).

3.4.1. Hemicelulases

Devido a heterogeneidade da estrutura da hemicelulose, sua degradagao
requer acdo de varias enzimas. As substancias presentes neste sistema sdo as
seguintes enzimas: endo-1,4-B-xilanases (E.C.3.2.1.8), responsaveis por catalisar a
hidrolise da cadeia principal do xilano até a formacao de xilooligossacarideos; as
1,4-B-xilosidases (E.C.3.2.1.37), que hidrolisam as ligagbes glicosidicas entre
unidades formadoras de xilooligossacarideos (xiloses) nas extremidades néo
redutoras; as a-glicuronidase (E.C.3.2.1.139), que hidrolisam as ligagdes a-1,2 do
acido glicurénico com os residuos de xilose; as a-L-arabinofuranosidases
(E.C.3.2.1.55), que removem os substituintes de L-arabinoses; as acetil xilano
esterases (E.C.3.1.1.72), que removem substituintes O-acetil dos residuos de xilose
e as esterases dos acidos ferulico (E.C.3.1.1.73) e p-cumarico (3.1.1.), que
hidrolisam as ligagdes ésteres destes componentes ligados nas cadeias laterais do
xilano (alguns sitios de atuagbes dessas enzimas podem ser observados na figura
8). A taxa de hidrélise depende do comprimento da cadeia e do grau ou tipo de
substituicdo da cadeia principal (DOBREV, 2009; CINTRA et al., 2020; KUMAR
SHARMA; SINGH ARORA, 2013; MOREIRA; FILHO, 2016).
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Figura 8: Principais sitios de hidrélise das enzimas hemiceluloliticas

Fonte: https://bioquimicabrasil.com/2018/02/04/enzimas-xilanases/

As enzimas que hidrolisam a hemicelulose podem atuar, no geral, por dois
mecanismos cataliticos diferentes. Um desses mecanismos mantém a configuragcao
do centro anomérico, via duplo deslocamento (por formacdo do intermediario
enzima-carboidrato) sendo chamado de mecanismo de "reten¢do de configuragao do
centro anomérico", 0 mecanismo genérico esta descrito na figura 9-A.

Outras enzimas atuam de maneira a alterar a configuragdo do carbono
anomérico deixando a hidroxila de equatorial para axial no produto final, esse
mecanismo é denominado "inversdo da configuragdo do centro anomérico" e esta
descrito na figura 9-B (CINTRA et al., 2020; MOREIRA; FILHO, 2016; SEGATO et
al., 2014).


https://bioquimicabrasil.com/2018/02/04/enzimas-xilanases/
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Figura 9:Mecanismos de hidrélise das enzimas hemiceluloliticas por (A) Retengdo da
configuragcao do carbono anomeérico e por (B) Inversao da configuragdo do carbono anomérico

Fonte: Koshland, 1953

A classe de enzimas que clivam o xilano agem via mecanismo de duplo
deslocamento, que do ponto de vista termodindmico € mais favoravel, essas
enzimas sao geralmente descritas como endo-enzimas, uma vez que sao enzimas
que atuam na hidrolise de ligagdes glicosidicas internas da cadeia. Por outro lado,
enzimas que atuam hidrolisando liga¢des glicosidicas terminais e liberam residuos
de agucares, sao conhecidas como exo-enzimas — que sdo as responsaveis pela
producao agucares ou carboidratos de baixo peso molecular (SEGATO et al., 2014).

Ainda a respeito dos aspectos mecanisticos, VIEGAS et al., (2014) e
OLIVEIRA (2010) relatam que a agao de hemicelulases trata-se de um mecanismo
de reacao acido-base, as espécies envolvidas nesse processo sdo a glutamina (78)
que age como nucledfilo e a glutamina (172) que atua como catalisador (Figura 10).

O nucledfilo promove o ataque nucleofilico, clivando a ligagéo glicosidica, ao passo
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que o catalisador estabiliza o oxigénio, doando um atomo de hidrogénio na forma de
préton. Ocorre a formagdo de um intermediario e posteriormente a hidrdlise,

hidroxilagao e transferéncia do hidrogénio, regenerando o catalisador.
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Figura 10: Descricdo do mecanismo da hidrélise hemicelulolitica (de xilanase) com
recuperacao do catalisador

Fonte: Oliveira, 2010

Sobre o0s microrganismos que sintetizam essas enzimas, os fungos
filamentosos sao 0s microrganismos que apresentam maior potencial para sintese
desse tipo de enzima em relagao a leveduras e bactérias (POLIZELI et al., 2005).

A respeito das condi¢des ideais para ensaio com esse tipo de enzimas, LIAO
(2015) e colaboradores observaram diferentes faixas de temperaturas e pH 6timos
para 4 xilanases extraidas a partir de diferentes microrganismos, ficando evidente
que essas enzimas apresentam diferentes especificidades, propriedades e
parametros cinéticos em fungao do meio, predominando a faixa de pH entre 4 e 7.

Dentre as aplicagdes exploradas por esse complexo enzimatico, as xilanases
sao comumente aplicadas na hidrolise enzimatica de biomassa lignocelulésica

derivada de residuos ou subprodutos agroindustriais, tal como a cana-de-agucar
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para produgéo de etanol (ZIMBARDI et al., 2013), no processo Kraft, para minimizar
a utilizagcdo de produtos quimicos na producao de papéis de qualidade (BUZALA et
al., 2016; CUI et al., 2015; TORRES et al., 2012); na alimentagdo animal ou
producao de ragao para aumentar a palatabilidade (ANBU et al., 2015; POETA et al.,
2018) e como aditivos na industria de alimentos com vistas a melhoria das
propriedades tecnoldgicas e organolépticas de alguns produtos, principalmente em
produtos de panificagdo no melhoramento da farinha de trigo (ELGHARBI et al.,
2015).

3.4.2. Celulases

As celulases sdao comumente classificadas como hidrolases que clivam
ligacbes glicosidicas das cadeias da celulose. Essas enzimas sao classificadas
conforme o local de atuagédo no substrato celulésico. Sao divididas em trés grandes
grupos: as endoglicanases, que hidrolisam liga¢des internas da fibra celuldsica; as
exoglicanases, que atuam na regido externa da celulose; e B-glicosidases, que
hidrolisam oligossacarideos em glicose (ZHANG; LYND, 2004).

A endoglicanase (endo-1,4-B-D-glicanase: EC 3.2.1.4) é a enzima do
complexo celulolitico responsavel por iniciar a hidrélise, que atua randomicamente
nas regides internas da fibra celuldsica. Sao liberados oligossacarideos de diversos
graus de polimerizagao (GP) e, por conseguinte, novos terminais: redutor, quando a
glicose possui uma hidroxila heterosidica livre e um n&o redutor, quando a hidroxila
heterosidica da molécula da extremidade participa de ligagdo com a glicose
adjacente (FABIOLA RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., [s. d.]; LYND et al., 2002).

O grupo das exoglicanases € constituido por celobiohidrolase (CBH) e
glicano-hidrolase (GH). A CBH (exo-1,4-B-D-glicanase, EC 3.2.1.91) participa da
hidrolise primaria da fibra e é responsavel pela amorfogénese, que é um fendmeno
que envolve ruptura fisica do substrato, desestratificando as fibras, devido ao
aumento das regides intersticiais. Este fenbmeno promove aumento na taxa de
hidrolise, por tornar amorfas as regides cristalinas do polimero, deixando-o mais
exposto as celulases (MACHADO DE CASTRO; PEREIRA, 2010; ZHANG; LYND,
2004).
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O grupo de enzimas do complexo celulolitico que engloba a glicosidase
(1,4-B-D-glicosidase) € capaz de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soluveis em
glicose (LYND et al., 2002).

Aparentemente, dentre os grupos de celulases, a unica que apresenta
potencial de uso para a produgédo de nanofibras é a endo-glucanase, visto que as
demais tendem a agir muito na cadeia cristalina, gerando oligossacarideos ou até
mesmo dissacarideos. Essa inferéncia ¢é confirmada por dois autores:
HENRIKSSON et al., (2007) e PAAKKO et al. (2007) que melhoraram o processo de

producdo de NFC empregando apenas a celulase denominada endo-glucanase.
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3.5. A torta de oliveira como fonte de celulose

A oliveira (Olea europeae L.) € uma arvore que apresenta troncos de casca
grossa, ramos delgados, folhas persistentes e alongadas e frutos denominados
azeitonas (Figura 11) com alto teor de 6leos de onde se extrai o azeite de oliva
(CAVALHEIRO et al., 2014).

Epicarpo (1-3%)
Endocarpo (14-26%)
Mesocarpo (70-85%)

Figura 11: Fruto da oliveira (azeitona) com descri¢cao do percentual correspondente ao
epicarpo (pele), endocarpo (polpa) e endocarpo (carogo)

Fonte: https://olivapedia.com/oliveiras-no-brasil-arauco/

O clima do Rio Grande do Sul - normalmente com estacbes bem definidas
auxiliou na adaptacdo desta planta aos solos gauchos. Segundo o levantamento
climatico, a regido sul do estado apresenta o melhor ambiente para cultivo da
oliveira, pois nessa regido ha maior similaridade com climas temperados de outros
paises em que a planta se originara (WREGE et al., 2015). No entanto, o
levantamento edafoclimatico do Rio Grande do Sul (Figura 12) demonstra que
embora o clima seja favoravel, a presenca de solo rico em rochas basalticas faz com
que muitas regides do estado ndo demonstrem estabilidade estrutural propicia para
a fixagdo no solo e desenvolvimento de pomares de oliveiras (WREGE et al., 2015).
Dessa forma o RS nao possui areas preferenciais para o crescimento de oliveiras -
que seriam regides com clima e solo perfeitos para esse cultivo. Porém, ha nos
pampas gauchos regides recomendaveis, ou seja, regides que possuem qualidades

para moderada adaptagdo desse vegetal. As regides recomendaveis estédo
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marcadas pela coloragao verde no mapa (Figura 12). Uma ponderagao que deve ser
levada em consideragdo € que como observa-se no esquema, o estado do RS
apresenta potencial de ampliar o cultivo desse vegetal e processamento dos frutos,
criando desafios para o aproveitamento de residuos provenientes do plantio e

processamento de azeitonas.
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Figura 12: Regides preferenciais de cultivo da oliveira (em verde) no RS

Fonte: Alba, Flores e Wrege (2015)

Estima-se que a produgdo mundial da safra de 2021 tenha ultrapassado 3
milhées de toneladas (IOC, 2021), sendo que o consumo desse produto estimado
em 3.211.000 toneladas. No Brasil, a safra de 2019 rendeu cerca de 230 mil litros de
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azeite, sendo aproximadamente 180 mil litros produzidos no estado do Rio Grande
do Sul (IBRAOLIVA, 2020).

Segundo CARDOSO; COIMBRA; AVEIRO, [s. d.]) e MANDARINO (2005), o
fruto da oliveira apresenta em média 50% de agua, 1,6% de proteinas, 22% de 6leo,
19,1% de carboidrato, 5,8% de celulose e 1,5% de minerais.

O interesse nessa planta esta relacionado ao fato de que azeite de oliva
possui um valor agregado, em relagdo a outros triglicerideos empregados na dieta
humana. Essa ag¢ao benéfica a saude esta relacionada com presencga de fendlicos e
aos acidos de cadeia insaturada quando comparado com Oleos de sementes
oleaginosas como a soja, milho e semente de girassol. Alguns autores afirmam que
a ingestao periddica de azeite de oliva extra-virgem possui uma correlagédo com a
diminuicdo da prevaléncia de doengas como céncer e doengas cardiovasculares
(CAVALHEIRO et al., 2014; DA SILVA, L. F. de O. et al., 2012; KRIS-ETHERTON et
al., 1999; LARSEN; JESPERSEN; MARCKMANN, 1999).

O azeite de oliva consiste em triglicerideos de acidos graxos cuja obtencao
pode ser efetuada a partir da operagcao de extracdo e é nessa etapa do processo
que sao produzidos os subprodutos. Normalmente o processo de extracdo é

precedido por outras operagées como pode ser observado abaixo (Figura 13).
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Figura 13: Fluxograma da produgao do azeite de oliva

A limpeza (operagdo 2 da figura 13) corresponde a etapa posterior ao
descarregamento da matéria-prima em esteiras para remog¢ao de pedagos de rocha
e elementos mais volumosos, logo apdés os materiais sdo encaminhados para
camaras sujeitas a corrente de ar que sao responsaveis pela eliminacao de folhas e
outras impurezas leves. A operagdo de lavagem das azeitonas (3) é realizada com
agua em temperatura ambiente, permitindo a remog¢ao de elementos solidos como
terra ou pequenas pedras. A moenda ou moagem (5) € a operagao seguinte onde
ocorre 0 aumento da superficie de contato e promove o rompimento da polpa,
liberando goticulas de azeite, é necessariamente nessa etapa, portanto, que se
forma uma pasta que ficara disponivel para a etapa de batedura ou termobatedura.
A termobatedura (quando ocorre com aquecimento brando, 30°C) corresponde a
agitacdo lenta e continua da pasta. Sado nessas condigdes que ocorrem a
coalescéncia de goticulas de Oleo e a separagdo das fases aquosa e oleosa
(APARICIO; HARWOOD, 2013).
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Posteriormente aos processos citados, a pasta obtida estd apta a ser
encaminhada para separagao das fases, ou seja, a para a operagao de extragao (7),
esta separagcao pode ocorrer por um dos trés métodos consolidados: sistema
tradicional de prensas; sistema de centrifugacdo de duas fases ou sistema de
centrifugacéo de trés fases.

Seja qual for o método empregado, o aumento da producéo de azeite de oliva
no Brasil proporciona um aumento da geracdo de residuos e os estudos sobre o
aproveitamento do bagaco de azeitona ainda sdo escassos no pais. A respeito dos
tipos de residuos provenientes da extragdo de azeite de oliva, os autores geralmente
os classificam em dois tipos: residuos sélidos e residuos liquidos. A natureza desse
residuo esta intimamente ligada ao tipo de extragao a qual ele foi submetido, como

demonstra-se no quadro 1.

Quadro 1: Tipos de residuo nos sistemas de extragdo de azeite

Sistema tradicional Sistema duas fases
Sistema trés fases
Residuo sdlido Torta ou bagaco Bagaco de duas fases
Residuo liquido Agua ruca -

Fonte: Medeiros et.al. 2016

A auséncia de residuo liquido no sistema de duas fases é explicada através
da natureza do processo em que as azeitonas séao trituradas, submetidas a batedura
e ocorre a formagao de fase liquida constituida pelos 6leos, ou seja, o azeite
propriamente dito. A segunda fase é a pastosa que corresponde aos solidos e a
agua de constituicdo da azeitona (ALBURQUERQUE et al., 2004). Esse sistema é
comumente empregado no Rio Grande do Sul para a produgéo de azeite de oliva em
grande escala. A principal vantagem de se adotar o sistema de duas fases é que
residuos liquidos denominados “agua ruga” ou “alperujo” nado sao produzidos
diretamente porque estdo misturados na pasta que corresponde a torta de oliveira, a
figura 14 apresenta o aspecto da torta de oliveira fresca cedido pela empresa Olivas

do Sul e ao lado o liquido drenado desse material.
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Figura 14: Torta de oliveira fresca (residuo pastoso) e alperujo (rejeito liquido)

Segundo Medeiros et al. (2016) as fases aquosas do sistema tradicional e de
trés fases quando liberadas na rede de esgoto, ou seja, no meio ambiente, trazem
danos ambientais devido a alta carga de compostos organicos dispersos, podendo
causar eutrofizagdo dos corpos d'agua. De qualquer forma, mesmo nao havendo
liberagdo de residuo aquoso nos sistemas de extracdo empregados no RS, é de
suma importancia que ocorra a exploragao de novas alternativas de uso do residuo
solido.

Diversos sédo os sub-produtos lignocelulésicos que podem ser gerados no
cultivo, colheita, e no processamento das azeitonas para a obtencao de azeite, a
medida que a producdo de azeite aumenta, torna-se um desafio o reaproveitamento
dos residuos provenientes do setor oleicola com o intuito de diminuir eventuais
danos ambientais, destes, os principais sub-produtos séo: (a) residuo da poda de
oliveira, que corresponde as folhas, galhos e por¢gdes do caule cortadas a cada dois
anos a partir da primeira colheita, sendo ricos em celulose, hemicelulose, lignina,
cinzas e extrativos (ROMERO-GARCIA et al., 2014); (b) carogos que podem ser
produzidos a partir da produgcdo de azeitonas de mesa ou a partir do seu
processamento na extragcao do azeite, apresentando alto teor de celulose (mais de
25%) além de hemicelulose e lignina (HODAIFA et al., 2013; ROMERO-GARCIA et
al., 2014); (c) folhas de oliveira, um residuo que também pode ser proveniente da
poda da arvore, apresenta na sua constituicdo substancias de interesse como

compostos fendlicos, minerais é acidos graxos insaturados (CAVALHEIRO et al.,
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2014) e (d) bagago de azeitonas ou torta de oliveira que corresponde ao residuo
pastoso ou sélido obtido a partir da extragdo do 6leo dos frutos por prensa ou por

centrifugacéo.

E consenso que a torta de oliveira corresponde a uma importante fonte de
fibras lignocelulésicas, visto que de acordo com esses autores (CHIOFALO et al.,
2004; CONTRERAS et al., 2020; DOMENECH et al., 2021; MEDEIROS et al., 2016)
ha presenga significativa de extrativos, celulose, hemicelulose, lignina, agucares,
acidos organicos, compostos fendlicos e ions diversos, correspondendo a fragao

mineral.

Dependendo do rendimento da extracdo de azeite, o sub-produto pode
apresentar elevada quantidade de material lipofilico, prevalecendo triacilglicerdis
com acidos graxos de cadeia insaturada — esses compostos lipidicos podem ser
extraidos e dar origem ao 6leo de bagago de oliva (RUIZ-MENDEZ et al., 2013).
Além dos Oleos estdo presentes quantidades significativas de outros metabdlitos
secundarios: acidos triterpénicos (como o oleandlico) e dialcoois triterpénicos (como
o uvaol), que sao exemplos de substancias de alto carater antioxidante podendo
atuar contra a oxidacao de lipoproteinas do tipo LDL (CLODOVEO et al., 2014) e
compostos fendlicos (MEDEIROS et al., 2016).

Sao compostos de destaque e que vém sendo estudados mundialmente a
partir da torta de oliveira: hidroxitirosol (I), oleuropeina (ll), tirosol (lll), acido cafeico
(IV), acido p-coumarico (V), acido vanilico (VI), elucidados na Figura 15 (DE
CARVALHO et al., 2016; MEDEIROS et al., 2016).
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Figura 15: Constituintes fendlicos encontrados na torta de oliveira

Além dessas substancias que conferem carater bioativo ha presenca de
teores significativos de pectinas na parede celular das células que compde o
mesocarpo, sendo o bagacgo, portanto, uma fonte promissora de substancias
pécticas para uso como espessante na industria de alimentos. Estudos demonstram
que o poder gelificante da pectina encontrada nesse sub-produto se assemelha a
pectina de baixa metoxilagdo comumente comercializada como aditivo alimentar
(GALANAKIS; TORNBERG; GEKAS, 2010).

E a respeito da aplicagao dos residuos gerados nos processos citados, ainda
predominam usos como fertilizantes para plantagdes, alimentagdo de animais e até
mesmo produg¢ao de biocombustiveis, visto o alto teor de matéria orgénica e fibras
insoluveis (Vera, 2009; Cabrera, 2010).

Por outro lado RABOUHI et al. (2009) demonstraram que esse sub-produto
era capaz de agir como aditivo em polimeros, segundo esses autores incorporagdes
de diferentes teores de solidos provenientes da torta de oliveira em matrizes
poliméricas, apods funcionalizacdo com diclorodimetilsilano otimizaram as
caracteristicas fisico-quimicas de diversos polimeros. Trabalhos que utilizam essa
abordagem justificam que dessa forma o polimero sintético torna-se menos
agressivo ao meio ambiente. Atualmente esse pensamento deve ser revisto, ja que
se sabe que o polimero sintético permanece em grande quantidade na matriz do
produto e caso sejam descartados de forma inadequada, continuardo gerando

impactos ambientais. LAMMI et al., (2018) testaram aplicagdes voltadas para a
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quimica de polimeros e desenvolveram compdsitos com a exploracdo das
caracteristicas de distintas fragdes do bagago de oliveira. As fragbes do subproduto
empregadas nessa abordagem foram sub-divididas e classificadas de acordo com a
polaridade da fragdo: (a) fracdo de alta polaridade devido a grupamentos hidroxila,
majoritariamente constituida de celulose cristalina (b) fragdo mais amorfa, rica em
lignina e outros constituintes fendlicos e (c) fragcao de propriedades intermediarias. A
partir da exploragcao dessas fragdes e suas respectivas aplicagdes, esses autores
citam melhora nas propriedades de barreira. DE MORAES CRIZEL et al., (2018)
testaram trés concentragdes (10%, 20% e 30%) do sub-produto na forma de farinha
e de microparticulas como aditivos em filmes de quitosana, concluiram que em
maiores teores, os filmes tendem a ficar menos uniformes e menos resistentes a
tracdo embora aumentem significativamente o efeito protetor contra a oxidagao do
alimento embalado pela agdo dos metabdlitos secundarios presentes no bagaco.
Outros autores citam melhora nas propriedades reoldgicas de filmes (KHALIFA et al.,
2016).

Esses estudos recentes voltados a ciéncia de materiais abrem espaco para a
pesquisa com celulose a partir de torta de oliveira, producdo de nanocelulose e

emprego como material de refor¢o na produgéo de filmes biodegradaveis.

Ha também na literatura abordagens que relacionam a utilizagdo desse
sub-produto na bioconversdo mediada por Streptomyces sp. em cultivo submerso,
visando uma maior disponibilidade de proteinas, acgucares pela hidrolise e
biotransformagcdo de fibras e gorduras presentes na torta de oliveira
(MEDOUNI-HAROUNE et al., 2018). Além de estudos de bioconversédo, a utilizagéo
da torta de oliveira como substrato em cultivo em estado solido também é
considerada, apresentando, dessa forma, uma valorizagdo integrada do bagacgo de
oliveira para produgcdo de lipase e obtencdo de substancias de valor agregado
(RIBEIRO et al., 2020).

Outros estudos vém sendo realizados na ultima década com o intuito de
purificar e efetuar aplicagdes em diversos seguimentos da industria. Dos quais
podemos citar a extragao de oleuropeina para aplicagoes farmacolégicas, sobretudo
devido suas propriedades anti-oxidantes, anti-inflamatdrias anti-microbianas e de
prevencdo contra o mal de Alzheimer (BULOTTA et al.,, 2014; JG et al., 2018)
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exploragdes biotecnoldgicas como producédo de enzimas microbianas (CLODOVEO
et al., 2014), cultivo de micro-organismos em estado semi-sélido (OLIVEIRA et al.,
2018), producdo de biocombustiveis como biogas e etanol a partir de
fermentagao/hidrolise (ABU TAYEH et al., 2014; CONTRERAS et al., 2020). Na
industria de alimentos autores relatam a adicdo das fibras desse sub-produto na
producao e enriquecimento nutricional de produtos de panificagdo e confeitaria, tais
como, massas alimenticias, paes e biscoitos aumentando o teor de fibras e atividade
antioxidante desses alimentos (CECCHI et al., 2019; PADALINO et al., 2018;
SIMONATO et al., 2019).

No entanto, aplicagdo que se explorou nesse trabalho foi o emprego do
conteudo de fibras lignocelul6sicas da torta de oliveira, purificagdo da celulose e
producdo de nanofibras de celulose por hidrdlise enzimatica, considerando que a
celulose é um composto que vem ganhando destaque pelo carater renovavel e por

suas propriedades fisico-quimicas.

3.6. Nanotecnologia e Nanomateriais como refor¢go em filmes

Define-se um material com propriedade nanotecnolégica quando ele possui
estrutura molecular estavel com pelo menos uma dimensao inferior a 100
nanémetros, manipulados a fim de dar origem a materiais com melhores
performances (DISNER; CESTARI, 2016; PACHECO-TORGAL; JALALI, 2010).
Quando comparados a outros materiais, os materiais de escala nanométrica
possuem melhores propriedades, tanto na qualidade como na eficiéncia, sendo uma
tecnologia emergente e interdisciplinar, ja aplicada e relacionada a inumeras areas
de conhecimento, tais como materiais de embalagem, industria farmacéutica,
cosmeética, tintas, eletronica, medicina, materiais plasticos, entre muitas outras
(MIKKONEN, 2020).

Grande parte dos trabalhos que sintetizam NFC relatam tamanhos médios de
diametro inferiores a 10 nm, confirmando o potencial de produg¢ao de estruturas em
escala nanométrica a partir da celulose (SAMUEL; ADEFUSIKA, 2019; TIBOLLA,
Heloisa; PELISSARI; MENEGALLI, 2014a). A literatura corrente aponta também,
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que ha o interesse e potencial de aplicagcbes de nanofibras de celulose na industria
de alimentos (como aditivo em embalagens biodegradaveis para melhorar
propriedades fisicas e mecanicas desses materiais).

Conforme MACHADO (2012), por exemplo, as NFC da fibra de cdco podem
ser empregadas como agente de reforco de filmes de amido de mandioca. Nesse
trabalho houve também a adicdo de erva-mate como aditivo antioxidante natural.
Este material foi empregado para o acondicionamento de azeite de dendé e segundo
os autores, mesmo em atmosfera de oxidacido acelerada, houve pouca formacao de
peréxidos, indicando eficiéncia da embalagem. Esse estudo corrobora com SOZER
& KOKINI (2009) que ponderam que o emprego de nanomateriais em embalagens
de alimentos possibilita o desenvolvimento de embalagens bioativas, pois estes sao
capazes de estabilizar compostos ativos — como prebidticos, probidticos, vitaminas
encapsuladas ou outros metabdlitos secundarios — em 6timas condigdes, até que
sejam liberados de forma controlada para o produto acabado.

Além de atuar como reforco em filmes, as NFC podem atuar como
estabilizante de compostos bioativos e como estabilizante em diversas emulsdes
alimentares. A estabilidade nesses sistemas esta intimamente relacionada ao fato
dos nanocristais ou NFC atuarem como particulas de janus, ou seja, particulas que
apresentem carater anfipatico (LI et al. 2021).

A sintese de NFC vém sendo encorajada a partir de diferentes fontes de
celulose, sobretudo no Brasil, que é um pais rico em biodiversidade. Chandra et al.
(2016) demonstraram a possibilidade de empregar celulose de residuos de palmeira
para producao de nanocelulose, a partir de métodos quimicos e mecanicos, segundo
esses autores o processo acarretou em melhores propriedades mecanicas e
térmicas, apresentando aptiddo como material de reforgo.

PELISSARI et al., (2017) defenderam o emprego de enzimas para produgao
de nanofibras de celulose, objetivando alto aproveitamento de frutos e engacgos da
banana, nesse trabalho s&do descritos diversos fatores como pH, temperatura e
atividade das enzimas hemicelulases e celulases, conforme essa autora o uso de
enzimas para a producido de filmes € um processo eficaz, pois apesar do valor
econdmico alto das enzimas quando comparados a reagentes quimicos, as rotas

enzimaticas culminam em processos mais brandos e ambientalmente amigaveis.
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Segundo a autora citada, o complexo celulolitico ndo apresentou resultados
promissores pela alta degradacao da cadeia cristalina. Indicando que devem ser
encorajadas pesquisas focadas na hidrélise mediada por hemicelulases como as
xilanases. Essa abordagem sugere sobre que a utilizacdo desse processo
corresponde a uma tecnologia que emprega reaproveitamento de material de baixo
custo, facilmente disponivel, sendo ambientalmente amigavel, exigindo baixo
consumo de energia na fabricacao.

De acordo com o quadro 2 podemos observar a composicdo e as
propriedades relacionadas com a adicdo de NFC obtidas de diferentes fontes em

filmes de diferentes matrizes.

Quadro 2: Propriedades obtidas pela adicdo de nano-reforcos em filmes

biodegradaveis

Referéncia Matriz Reforgco Propriedades
destacadas
George, 2011 Amido NFC de celulose Filmes com
comercial bacteriana melhores
propriedades
mecanicas
Machado et. al. 2014 Mandioca NFC de fibra de Diminui¢cao da
CcOCO atividade de agua
Silva, 2015 Mandioca NFC de fibra de Diminuicao da
coco, milho e PVA e aumento
eucalipto das propriedades
mecanicas
Martins, 2017 Mandioca NFC de fibras de Diminuicao da
pupunha PVA e da
solubilidade em
agua
Pelissari, 2017 Banana NFC de casca de Aumento da
banana opacidade, da
resisténcia a agua
e a tracao
Marques, 2018 Mandioca NFC de rami Reducéao da
absorcao de agua
Sanchez, 2021 Polivinil alcool NFC de residuo Aumento da
de poda de estabilidade
oliveira térmica, reducao
da PVA
Franco 2020 Quitosana NFC de pupunha Aumento da
elongacao e TR,
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aumento da
opacidade
Tibolla, 2019 Amido NFC de banana Diminuicao da
PVA, aumento da
opacidade e
mehora das PM
Coelho, 2020 Amido Nanocristais de Maior opacidade,
bagaco de uva aumento da TR
Sa, 2020 celulose nanocristais de Diminui¢ao da
bacteriana celulose PVA e aumento
bacteriana da cristalinidade
Martins, 2020 Amido NFC de pupunha | Aumento da TR,
reducao da PVA,
aumento da
opacidade
Silva, 2017 Amido de Nanocristais de melhores
manga celulose e propriedades
nanoamido mecanicas
Roy et al. 2020 Amido de nanoamido diminui¢ao da
feijao solubilidade,
aumento das
propriedades
mecanicas
Tibolla, 2020 Amido de NFC de fibras de melhora do shelf
banana banana life
Shapi'i et al. 2020 Amido de nanoquitosana atividade
mandioca antimicrobiana
Mukurumbira et al. Amido de nanoamido diminuigao da
2017 inhame e pva, aumento da
batata opacidade e
estabilidade
térmica
Qin et al. 2016 Amido de Nanowhiskers de aumento das
milho celulose propriedades
mecanicas,
diminuigao da
PVA,aumento da
opacidade
Li et al 2018 Amido de Nanofibras de Aumento das
milho polpa de propriedades
beterraba mecanicas,
aumento da

temperatura de
transigdo vitrea,
diminuicao da
PVA
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Travalini 2019 Amido de Nanofibra de aumento da
mandioca bagaco de opacidade,
mandioca diminuicao da
PVA
Nieto-Suaza et al Amido de Nanoamido diminuicao da
2019 banana e PVA, aumento da
babosa resisténcia
térmica,
diminuicao da
elongacao
Fazeli et al 2018 Amido Nanofibra de Aumento do
agave maodulo elastico,
diminuicao da
PVA
Fan et al 2016 Amido nanofibras de Melhora nas
milho ceroso propriedades
mecanicas,
aumento médulo
de young e
diminuigao de
PVA
Tian et al 2019 Amido nanofibra de melhora das
eucalipto propriedades
mecanicas
Lélis de Souza et al. | Amido de fruta | nanoparticulas de aumento das
2021 lobo celulose propriedades
térmicas, aumento
da tensdo na
ruptura, aumento
da opacidade
Xu et al. 2016 Amido Nanocristais de Aumento da
celulose de opacidade,
bagaco de uva aumento das
propriedades
mecanicas
Leal, 2018 Poliacetato de NFC de fibra de Aumento da
vinila paina resisténcia a
tracao

Legenda: TR: tens&o na ruptura; PVA: permeacgao de vapor d’agua

Desse modo, pode-se considerar as NFC sdao uma classe de materiais

atraentes para elaboracdo de compoésitos de baixo custo e de melhores

propriedades, que podem ser empregados na producado de filmes para embalagem

ou cobertura de alimentos.
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3.7. Filmes para embalagens de alimentos

As embalagens apresentam finalidade de protecédo do alimento, a priori, ndo
devem apresentar nenhum tipo de interagdo com ele. O embalamento do alimento é
uma parte importante dentre todas operacdes de processamento do alimento e entre
as fungdes as embalagens estdo: a contengdo para manter o alimento seguro até o
consumo, a protecdo contra riscos mecanicos e ambientais, comunicagdo para
identificar e auxiliar a venda do produto, a maquinabilidade que esta relacionada a
eficacia na linha de producgao, velocidade de enchimento e fechamento com minimas
paradas do processo e conveniéncia que relaciona todo processo de estocagem,
distribuicdo, abertura, descarte e recebimento do consumidor (Fellows, 2006).

Atualmente as embalagens envolvem uma gama de materiais, sendo os mais
utilizados: plasticos, metais, vidros e papéis. Outrossim, existe grande interesse no
desenvolvimento de novos tipos de embalagens principalmente no que diz respeito a
diminuicdo de emprego de plasticos, uma vez que apesar desses materiais
possuirem excepcionais propriedades funcionais, sao considerados nao
biodegradaveis e estdo envolvidos em problemas ambientais, pois levam muito
tempo para se degradarem, permanecendo praticamente intactos ao longo dos anos
(BONA, 2007).

Segundo a Abiplast (2019) o uso dos plasticos como embalagens de produtos
alimenticios acarreta um grande problema ambiental porque esses materiais
apresentam curto tempo de duragéo da prateleira ao consumidor final, gerando uma
grande quantidade de residuos.

Dessa forma diversos estudos empregando macromoléculas para produgao
de filmes biodegradaveis vem sendo encorajados na tentativa de substituicdo das
embalagens convencionais: DA ROSA ZAVAREZE, (2012) propuseram a aplicagao
de proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas de corvina na producdo de filmes
biodegradaveis, ja que essa é considerada uma das espécies mais importantes da
atividade pesqueira no Brasil. Segundo esses autores ainda s&o necessarios novos
estudos para melhorar as propriedades como resisténcia a tracdo, permeabilidade a

agua, resisténcia e flexibilidade de filmes oriundos das proteinas desse pescado.
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CHAMBI & GROSSO (2011) exploraram propriedades como umidade, espessura do
filme, textura, permeabilidade de vapor de agua em filmes de metilcelulose, pectina,
glicomanana e gelatina, observando que filmes com melhores propriedades
mecanicas foram obtidos a partir da mistura dos polissacarideos citados, sendo que
a permeabilidade ao vapor de agua foi melhorada com a adi¢cado de gelatina desde
que o experimento seja conduzido em meio acido. Esses trabalhos trazem a tona
problemas relacionados a matriz como a complexidade das propriedades de filmes
(principalmente a solubilidade), mas por outro lado enfatizam a abundancia das
matrizes utilizadas, ou seja, estimulam o foco no reaproveitamento, mesmo que nem
todas apresentem potencial de aplicagées em larga escala.

Dentro dos materiais biodegradaveis, podemos citar as embalagens
enriquecidas com principios ativos que interagem de maneira intencional com o
alimento, prolongando sua vida de prateleira ou conferindo caracteristicas sensoriais
e/ou nutricionais desejaveis (OLIVEIRA DE SOUZA; SILVA; DRUZIAN, 2012). A
utilizagdo de produtos de origem natural para o desenvolvimento de uma
embalagem biodegradavel com acado antioxidante € de grande interesse para a
industria de alimentos e para a sociedade, visto que se trata de uma embalagem que
traz beneficios no consumo do alimento e sobretudo ao meio-ambiente no que diz
respeito a biodegradabilidade (LAMMI et al., 2018; MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010).

Muitos trabalhos tém desenvolvido novos sistemas de embalagens utilizando
matrizes biodegradaveis (flmes ou coberturas comestiveis biodegradaveis). Nessa
abordagem a classe de compostos majoritariamente empregada € a dos
polissacarideos (amido, quitina, alginato etc) e proteinas como a gelatina, sendo que
0 amido possui baixo preco e pode ser encontrado em varios vegetais, nos ultimos
anos houveram pesquisas explorando o amido de milho (MALHERBI et al., 2019),
batata (HU; CHEN; GAO, 2009), mandioca (MANIGLIA et al., 2019), ervilha (CHEN,

Y. et al., 2009) e outros vegetais endémicos do Brasil.
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3.7.1. Filmes a base de amido e adicionados de NFC

O amido é um polissacarideo renovavel, biodegradavel, de baixo custo,
disponivel, podendo estar presente em diferentes érgédos de vegetais, tais como,
raizes, caule (tubérculos), frutos e sementes. Na dieta humana corresponde a mais
importante fonte de glicose (energia). Ja na industria esse carboidrato possui
diversas aplicagdes como agente gelificante, espessante, estabilizador de coloide,
na retengdo de agua e na formagao de miolo e estrutura em produtos de panificagao
e confeitaria. As principais fontes comerciais de amido sdo o milho, trigo, mandioca,
a batata, o arroz, etc. (LUCHESE; SPADA; TESSARO, 2017; MALI et al., 2005;
MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

As propriedades desse carboidrato dependem da fracdo de amilose e
amilopectina presentes. A amilose (Figura 16 - A) € formada por uma cadeia de
glicoses ligadas por ligagao glicosidica a-1,4, que lhe conferem uma conformagao
linear, propriedades de retrogradacao e formagao de géis firmes. E na produgao de
filmes essa fragdo acarreta produtos de maior resisténcia mecéanica. Nesse sentido
para confeccao de filmes sdo requeridos amidos que apresentem elevada fracdo de
amilose. A amilopectina (Figura 16-B). Por sua vez, é formada por cadeias de
estrutura ramificada formada por ligagdes glicosidicas a-1,6 e, quando dispersa em
agua, é mais estavel, ou seja, apresenta menor tendéncia a retrogradar culminando
em filmes fracos (ASHOGBON; AKINTAYO, 2014; MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010; ROY et al., 2020).
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Figura 16: Regides do amido (a) amilose e (b) amilopectina

Para emprego em um filme, o amido, deve sofrer a transicdo da fase amorfa,
ou seja, seus granulos devem ser desestruturados e posteriormente recristalizados
de forma parcial. Esse fenbmeno pode ocorrer por meio do evento conhecido como
gelatinizagcdo (MIRANDA, V. R.; CARVALHO, 2011; SOUZA; ANDRADE, 2000).

A gelatinizagdo consiste na transformag¢ao do amido granular em uma pasta
viscoelastica e ocorre em ambientes aquosos. Durante o aquecimento de uma
dispersdo de amido, os granulos incham até atingirem a temperatura na qual eles
sdo rompidos, a chamada “temperatura de gelatinizagdo”, e assim tem sua ordem
molecular destruida, alterando suas propriedades de forma irreversivel (SOUZA,;
ANDRADE, 2000). Todavia, quanto maior for a propor¢do de agua, maior sera a
temperatura em que esse fendbmeno ocorre. Em condi¢des favoraveis, as moléculas
gelatinizadas podem sofrer reassociagdes por meio de interagdes intermoleculares,
sobretudo a ligacao de hidrogénio, possibilitando a formagao de uma estrutura

teoricamente mais cristalina. Esse fendmeno é conhecido como retrogradagao esta
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relacionado ao fendmeno que leva ao envelhecimento dos fiimes de amido,
tornando-os mais quebradicgos e rigidos (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Para evitar esse processo, comumente se adicionam aditivos que evitam o
processo de retrogradagédo e permitindo que o amido mantenha suas propriedades
de gel. Nesse sentido, um aditivo primordial na sintese de filmes sdo os ditos
plastificantes, que tornam o produto obtido (filme) menos quebradico e com
melhores propriedades fisicas.

Para esse fim, geralmente s&o empregados polidis dos quais sdo comumente
empregados: glicerol, sorbitol, xilitol, frutose, sacarose ou polietilenoglicol na
producao de filmes biodegradaveis. O glicerol tem aparecido nos trabalhos como um
plastificante efetivo devido a sua menor massa molecular, maior hidrofilicidade,
disponibilidade e prego, gerando filmes com elevada flexibilidade (SUEIRO;
FARIA-TISCHER; LONNI C E SUZANA MALI, 2016).

A literatura aponta que o mecanismo de acdo dos plastificantes € o
rompimento das interagbes do proprio polimero, no caso do amido, causando
aumento nos espacgos intermoleculares, aumentando a mobilidade e gerando uma
diminuicdo dos intersticios, resultando materiais com menores temperaturas de
transicao vitrea. A temperatura de transicao vitrea trata-se da temperatura em que o
material passa do estado de menor mobilidade molecular e maior rigidez para o
estado em que ha maior mobilidade molecular (MALI et al. 2010).

Essas estratégias, de adicdo de diferentes substancias, para refor¢co ou como
agente plastificante dizem muito a respeito das propriedades gerais dos filmes que
empregam biomoléculas, ja que os biopolimeros empregados para a produgao
desses materiais comumente apresentam propriedades mecanicas e de barreira
inferiores aos polimeros sintéticos a base de petroleo. Nos ultimos anos tem se
explorado, portanto, diversos compodsitos e blendas que possam superar essa
problematica (SA, 2020).

A aplicacdo da celulose em filmes biodegradaveis e filmes biodegradaveis
ativos vem sendo explorada de diversas formas nos ultimos anos. Os estudos
voltados a éarea de alimentos demonstram que este tipo de tecnologia pode
apresentar a possibilidade de criagdo de novos produtos e embalagens (ALMEIDA et
al., 2015).
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Filmes com a adicdo de nanocelulose consistem em compdsitos opticamente
de baixa opacicidade, com um coeficiente de dilatacdo térmica mais baixo em
relagao a aditivos inorganicos que nao sao tao disponiveis. Além disso, as peliculas
formadas com NFC resultam em composi¢des que podem ser facilmente dobraveis e
biodegradaveis o que as potencializa como excelentes materiais de reforgo
(MARTOIA et al., 2016; SILVEIRA et al., 2020).

A utilizacdo de NFC obtida por hidrolise enzimatica como agente de reforgo
para filmes biodegradaveis na substituicdo de embalagens comerciais ndo € uma
novidade por si sO, o estudo realizado por PELISSARI et al., (2017) evidenciou essa
possibilidade, aplicando hidrélise enzimatica para producdo de nanofibras de
celulose. Por outro lado as abordagens que empregam torta de oliveira como fonte
de celulose utilizam hidrélise acida na sua produgéo.

Além dos aditivos que promovem a melhora nas propriedades fisicas dos
filmes, como €& o caso das nanofibras, outra vertente explora a interagcdao do
filme/embalagem com o alimento, trata-se das embalagens ativas. Segundo
AZEREDO et al. (2000) uma embalagem ativa pode alterar positivamente a vida de
prateleira de alimentos de diferentes apresentagdes, tais como, a atmosfera
modificada mantida por equilibrios dindmicos entre a respiracdo e permeacao do
alimento. Outra forma seria 0 emprego de sistemas que capturem gas oxigénio,
impedindo reagdes de oxidagao, proliferagcdo de microorganismos aerdbios, para tal
finalidade o autor sugere que essa reducédo da oxidagdo pode se dar pela aplicagéo
de sistemas enzimaticos, fotoquimicos, quimicos, liberagdo de aditivos, dentre
outros.

Dessa forma torna-se um desafio explorar as caracteristicas de materiais de
reforco naturais que melhorem as propriedades de biomoléculas ja empregadas
como filmes substitutos a plasticos, como é o caso do amido, pois a medida que os
filmes biodegradaveis se aproximam, em termos de propriedades, dos plasticos,
maior serdo as suas empregabilidades e menor sera a justificativa para
continuarmos explorando os plasticos sintéticos oriundos do petroleo e seus

derivados que tanto comprometem o meio ambiente quando mal descartados.
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4. Justificativa

Como apontado no referencial, poucos sao os trabalhos que empregam
enzimas (livres ou imobilizadas) na hidrolise de materiais lignocelulosicos para a
producdo de nanofibras e posterior uso em filmes biodegradaveis. As hidrélises
acidas da maioria dos trabalhos encontrados, além de usar solventes agressivos ao
meio ambiente, necessitam de quantidades excessivas de agua para realizar a
lavagem/neutralizagdo dos materiais obtidos. Apesar de terem potencial para
diminuirem o uso de plasticos obtidos a partir do petroleo, ainda se distanciam da
proposta em prol do meio ambiente ao empregar grande quantidade de acidos e
agua, o que pode inviabilizar a produgao em larga escala.

Na tentativa de contrapor esse cenario, essa pesquisa destinou-se a diminuir
o emprego de tais substancias (acidos, principalmente), substituindo-as por enzimas
hemicelulases e celulases, que a principio apresentam especificidade elevada,
trazendo processos de elevado rendimento, revertendo ou diminuindo o uso de
outras substancias.

Dessa forma podemos supor que esse projeto possui carater de contribuir
com o meio ambiente de trés formas: na substituicdo de plasticos para embalagens
de alimentos, na redugdo de descarte inapropriado do processo de producao de

azeite e na diminuicado de substancias que demandam altas quantidades de agua.
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5. Material e Métodos

5.1 Matéria-prima

Foi utilizado para o desenvolvimento das nanofibras o residuo agricola do
processamento do azeite de oliva fornecidos pela empresa Olivas do Sul localizada
na cidade de Cachoeira do Sul — RS. A amostra foi mantida congelada em freezer
domeéstico (-18°C) até o momento do uso. Durante o descongelamento foi separado
o liquido (alperujo) da parte sélida por peneiragdo. A porgao solida foi seca em
estufa com circulagdo de ar forcada a 60°C por 24h, processada em moinho de
facas para obtencdo de uma farinha peneirada em malha 20 mesh, embalada a
vacuo e armazenada em freezer até seu uso e posterior caracterizagao.O panorama

geral do projeto pode ser conferido no fluxograma na figura 17.

5.2. Caracterizagao da Matéria-prima

Bagaco

Secagem em Estufa
(60°C/24h)

Moagem
(Moinho de Facas)

Farinha

Figura 17: Fluxograma de tratamento inicial da amostra
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A composigao da farinha foi verificada conforme métodos da AOAC
(2005), onde foram analisados teores de umidade, proteina, lipideos totais,
cinzas e fibras totais. Além disso, a farinha foi caracterizada quanto aos

seguintes parametros:

5.2.1. Teor de extrativos totais

O teor de extrativos totais foi obtido conforme o método gravimétrico descrito
por FORNARI JUNIOR et al. (2016) com devidas adaptagdes. Foi adicionado a
amostra o solvente orgéanico polar (etanol) na propor¢ado de 0,025. O conjunto foi
acondicionado em um erlenmeyer e tapado com um vidro de relégio fixado com
papel filme. O material foi acondicionado em agitador mecanico com velocidade de
100 rpm por 24 horas em temperatura ambiente, apods, foi filtrado com o auxilio do
papel filtro, lavado exaustivamente, a amostra foi seca em temperatura ambiente
ainda no funil e posteriormente levada a estufa a 110°C até peso constante. As
medidas gravimétricas foram aferidas em balanca analitica por diferenga do peso

inicial e final
5.2.2. Teor de celulose

O teor de celulose foi estimado de acordo com a metodologia descrita por
TIBOLLA (2014a) com adaptacdes segundo a qual pesou-se 1 grama da amostra
seca e livre de extrativos totais, adicionou-se 20 mL de &cido acético 80% e 2 mL de
acido nitrico 70%. Essa mistura foi mantida em banho aquecido por 20 minutos a
110°C. Utilizou-se a mesma fonte de aquecimento do Kjehldal como mostra a
FIGURA 18. Apds decorrido o tempo de aquecimento, foi efetuado o resfriamento
em banho de gelo. Adicionou-se cerca de 60 mL de agua destilada e filtrou-se a
vacuo o material, o sélido foi lavado até a neutralidade com agua e etanol com a
finalidade de remover o acido nitrico e os produtos gerados durante a reac¢ao, apods a
neutralizagdo, a amostra entao foi transferida para uma placa tarada e o sistema foi
submetido a secagem em estufa por 24h a 70°C, até peso constante. A massa de

celulose foi calculada de acordo com a Eq.2:
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MPA - MP N
M.

%celulose = 100

(Eq. 2)

Onde: MPA: massa da placa com amostra; MP: massa da placa e MA: massa

da amostra.

Figura 18: Digestao 4cida da torta de oliveira para determinacéo do teor de celulose

5.2.3. Teor de lignina e hemicelulose

Para determinar o teor dessas macromoléculas utilizou-se a metodologia
descrita por TIBOLLA (2014a) com devidas adaptagdes. A amostra 0,3 gramas livre
de extrativos junto a 3 mL de acido sulfurico 72% foram incubados a 30°C por 1h. O
acido foi entdo diluido com agua deionizada (84 mL) e o sistema foi submetido a
autoclavagem a 121°C por 1 hora.

O teor de lignina insoluvel em acido foi determinado a partir da filtragdo a
vacuo. Os solidos foram lavados com 50 mL de agua deionizada e por fim, o sélido
foi seco em estufa até o peso constante.

A amostra foi calcinada para efetuar a quantificacdo de impurezas minerais
de acordo com a metodologia AOAC 2005. Sendo o teor de lignina calculado pela
Eq.3:
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MP—MFA—MCX

Yolig = 100

(eq. 3)

Onde: MP: massa da placa; MFA: massa final da amostra; MC: massa de

cinzas e MI: massa inicial.

O filtrado da analise de lignina insoluvel correspondeu a lignina soluvel, sendo
a analise realizada em espectrofotbmetro UV/VIS no comprimento de onda de

240nm. O teor dessa macromolécula foi determinado pela Eq.4:

absvf . FD .

%ligs = 100

(eq. 4)

Onde: %ligs é o teor de lignina soluvel; abs: absorbancia; vf: volume do

filtrado; FD: fator de diluigdo; a absortividade molar e MI: massa inicial.

A absortividade molar utilizada foi = 25 considerando os comprimentos de
onda de 240 nm (SLUITER et al., 2008).

O teor de hemicelulose foi calculado por diferenca dos teores encontrados de

celulose, ligninas e cinzas.
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Extracao continua
(Soxhlet)

}_4

[Farinha isenta de metabélilos]

Ac. sullirico 729

ﬁﬁ%@ E}irgz’z Autoclave
110°C
{Teor de Celulose} [Teor de lignina e hem'rceluluse]

Figura 19: Fluxograma para as analises de extrativos, celulose e hemicelulose

5.3. Analise dos grupos funcionais

A anadlise dos grupos funcionais presentes no residuo foi realizada em
espectrofotdbmetro de absorg¢ao no Infravermelho com janela espectral de 400 a 4000
cm™, sendo aplicado o modo de atenuagido da transmitancia da radiagdo incidida,
dessa forma serdo comparados os grupos funcionais antes e apds as hidrdlises e

relacionando com os teores de celulose, hemicelulose e lignina encontrados.

5.4. Analise da microestrutura

A analise da microestrutura da farinha da torta de oliveira foi efetuada a partir
de microscopia eletrbnica de varredura (MEV), realizadas junto ao Centro de
Microscopia Eletrénica (CME) da UFRGS. As amostras foram colocadas em
suportes de aluminio e cobertas com uma camada de 92 A de ouro para melhorar a

sua condutividade, sob voltagem de aceleragédo de 10 kV.
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5.5. Obtenc¢ao das nanofibras

5.5.1. Hidrélise Enzimatica

Para essa metodologia foram seguidos os passos propostos por TIBOLLA et
al (2014):

Anteriormente ao processo de hidrdlise enzimatica, foi efetuado o tratamento
alcalino com hidréxido de potassio 5 % m/v por 14h (Figura 20), respeitando a
proporcao de bagacgo e solugdo de KOH (1:20). Esse procedimento visou atacar as

fracdes de lignina da fibra vegetal.

Figura 20: Erlenmeyer contendo a amostra em KOH 5% apds as 24 horas de reacéo
(pré-tratamento alcalino)

by

Antes de dar inicio a hidrdlise enzimatica, e apos o pré-tratamento, foi
esquematizada uma lavagem com agua deionizada dividida em 10 etapas, com a
finalidade de neutralizar o teor de base empregado no pré-tratamento alcalino, para
isso foram utilizados ciclos de centrifugagdo de 15 minutos a 3000 g na temperatura
de 5°C.

O licor obtido pela lavagem da amostra alcalina foi diluido e suas

absorbancias lidas no espectrofométro para comparacgao do teor de lignina.
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Na sequéncia, esses materiais foram submetidos a primeira hidrélise
enzimatica na presencga da enzima hemicelulase comercial nas condi¢des ideais da
enzima (pH e temperatura, cujos resultados estao dispostos nas Figuras 21 e 22).

A atividade do complexo de enzimas hemiceluloliticas foi baseada na
metodologia proposta por GHOSE e BISARIA (1986) para tal foi elaborada uma
curva de calibracdo dos acgucares presentes na hemicelulose (xilose) e na celulose
(glicose) (APENDICE 9.1). O substrato foi xilana de sabugo de milho (0,9 mL na
concentragédo de 0,5%) e papel filtro (50 mg), nesses substratos ocorreu a adi¢gao de
0,1 mL de preparado enzimatico filtrado. Todas solugbes foram feitas em meio
tampao acetato 0,05 M. As reagdes ocorreram por 10 min na temperatura de 50°C. A
reacao foi parada com a adigao de 1mL de acido 3,5-dinitrosalisilico e colocada em
banho-maria a 100°C por 15 minutos e posteriormente resfriada. Os agucares
redutores foram quantificados pelo método proposto por Miller (1959) e a leitura foi
feita em especrofotdmetro em 540 nm.

A partir das reacgdes de hidrélise enzimatica dos substratos xilana de sabugo
de milho e celulose na forma de papel filtro e do uso das enzimas hemicelulases e
celulases, a atividade calculada experimentalmente do preparo enzimatico foi de 160
U/g e 2,5 FPU/g. Para hemicelulases 1 U é a atividade padrao que hidrolisa a xilana
promovendo a formagao de 1 micromole de xilose equivalente.

Além da medicao da atividade foram estabelecidas as condi¢cdes 6timas para
0 emprego da enzima em relagéo a atividade de hemicelulase. As condigdes ideais
sao importantes para conhecer o comportamento da enzima e maximizar a eficiéncia
do processo de hidrélise hemicelulolitica.

Foi testado o comportamento nos pHs 4, 5, 6 e 7. Para o pH (FIG. 21), a faixa
escolhida esta relacionada com as especificacbes encontradas na literatura e com o
indicado por GHOSE (1986), o grafico obtido indica que o pH 5 é de fato o mais
indicado para a conducao da hidrdlise, conforme o autor citado a enzima apresenta

condicdo ideal de trabalho no pH 4,8.
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Figura 21: Grafico do ensaio de condi¢&do 6tima de pH do preparo enzimatico utilizado

Para a determinagcdo da temperatura ideal (Figura 22), o experimento foi
conduzido em pH 5, em solucdo tampao acetato (0,05 M). O comportamento
observado indicou que a temperatura de 50°C é favoravel para o processo, dentre os
pontos analisados. Alguns artigos que empregam hemicelulases comerciais citam
uma faixa de trabalho que varia de 50°C a 65°C, porém nossos ensaios preliminares
verificaram que a partir de 60°C esse preparo perdia sua atividade em proporgao
logaritmica e nessas condi¢cdes a partir de 73°C a atividade da enzima tende a zero,
porém para parar a reacao optamos em trabalhar com a temperatura de 90°C para

garantir a desnaturagao de todo complexo enzimatico.
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Figura 22: Grafico do ensaio de condigcdo 6tima de temperatura do preparo enzimatico
utilizado

ApOs a determinacdo da atividade, e condigdes ideais, efetuou-se a hidrdlise
enzimatica da amostra livre de extrativos, desengordurada e deslignificada.

Os materiais obtidos a partir da hidrélise enzimatica da matriz foram
liofilizados e analisadas fisica e quimicamente. Para isso, foram efetuados os testes
de analise de grupos funcionais com espectroscopia de infravermelho,
comportamento térmico e microestrutura e cristalinidade no RX com a finalidade de
interpretar se as reagdes quimicas (hidrélises) modificaram de forma significativa a

estrutura do material obtido.
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5.6. Aplicagao das nanofibras obtidas

5.6.1. Producgao de filmes e preparagao dos suportes

Os filmes foram preparados segundo a metodologia proposta por Soares
(1998), sendo a técnica utilizada a tipo casting.

A solugéo filmogénica foi obtida dissolvendo-se 4 gramas de amido em agua
destilada sob aquecimento até completa gelatinizacdo (80°C por 30 min) em
conjunto das nanofibras de celulose e da adigao de glicerol. Todos os componentes
foram homogeneizados, e posteriormente, levados para banho ultrassénico por 15
minutos para remocao das bolhas formadas durante o processo. A concentracao de
plastificante estd de acordo com a encontrada na literatura (MALHERSBI et al., 2019;
PAGNO et al., 2015; TIBOLLA, H. et al., 2019). A suspensao filmogénica foi vertida
em placas de acrilico e levadas a secagem em atmosfera controlada para impedir

contaminagdes.

Quadro 3:Composigao dos filmes de amido produzidos

Filmes %
Amido NFC Plastificante

Controle 100 0 0,25
negativo

Amostras 99,5 0,5 0,25

contendo NFC 99 1 0,25

97,5 2,5 0,25

95 5 0,25

5.7. Caracterizagao dos filmes

5.7.1. Propriedades mecanicas

Os filmes foram cortados em tiras de 100mm de comprimento de 10 mm de
largura e a espessura dos corpos de prova foi determinada a partir de cinco

medigdes em regides aleatérias empregando micrémetro digital (DIGIMESS -
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precisdo de 0,001mm, resolugdo 00mm ~ 25mm. Os ensaios de tragdo foram
efetuados no texturbmetro (TA.XT2i) com carga de 5kg (ASTM D882-09) (ASSIS et
al., 2018; PAGNO et al., 2015).

5.7.2. Solubilidade em agua

A solubilidade foi calculada empregando a metodologia proposta por
GONTARD et. al. (1992). Para tal, trés discos de cada filme com didmetro de 20 mm
foram alocados em dessecador contendo silica por 48 horas. Essas amostras foram
pesadas para obtencdo do peso seco inicial e posteriormente imersas em solugao
aquosa de cloreto de sédio 0,02% m/v a 25°C por 24 horas. Apds esse intervalo de
tempo foi realizada uma operacédo de filtracdo e a matéria insoluvel foi seca em
estufa, o material resultante foi novamente pesado para a constituigdo do peso seco

final.

5.7.3. Permeabilidade ao vapor de agua

Essa metodologia foi baseada no trabalho de PAGNO (2014) com
modificagdes, para tal as células de permeacgado (63 mm de didmetro; 25 mm de
altura) foram preenchidas com silica gel e seladas com a amostra. Esses sistemas
foram alocados em camaras de vidro contendo solucéo saturada de cloreto de sodio
75% m/v a 25°C. A permeabilidade foi mensurada gravimetricamente empregando
balanga analitica (AY 220, Shimadzu). O resultado desse teste foi obtido de acordo

com a eq. 5:

w.L
wWyp=——
Onde: w: é a massa da agua permeada; L: é a largura do filme; A: é a area

total do filme e Ap: a diferenca entre a presséo de vapor interna e externa.
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5.7.4. Opacidade

A transmissdo de luz foi aferida utilizando espectrofotdmetro (UV 1800 -
Shimadzu) nos comprimentos de onda de 210 nm e 500 nm, abrangendo, portanto,
o UV e o visivel e de acordo com ASSIS et al.,, (2018). A montagem desse
experimento foi feita cortando os filmes em retangulos do tamanho de cubetas (1 cm

de largura) e fazendo as leituras diretamente no equipamento.

5.7.5. Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica foi realizada utilizando um aparelho TGA, para isso
amostras de aproximadamente 5 mg foram aquecidas de 25°C a 800°C a 10°C/min.
A estabilidade foi aferida pela perda de peso em fungcdo da temperatura conforme
(PAGNO et al., 2015).

5.7.6. Biodegradabilidade

A andlise de biodegradabilidade dos filmes produzidos foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por ASSIS et al., (2018), para isso os filmes foram
cortados em retangulos, secos em estufa a 60°C até peso constante, apds esses
filmes foram acomodados entre malhas de aluminio e esse conjunto introduzido em
caixas plasticas contendo solo organico natural com pH préximo a neutralidade, com
4 cm de profundidade. Apds 15 dias, a amostra deve ser retirada do solo, lavada,
submetida a secagem em estufa novamente até o peso constante. A

biodegradabilidade foi calculada conforme a eq. 7:

=" 100

o eq.7

WL(%) =

Onde: WL é a perda de massa dos filmes (relacionada com a

biodegrabilidade); m, € a massa seca e m, € a massa inicial.
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Os graficos apresentados nos resultados foram plotados no software Origin e
as diferencas estatisticas, quando apresentadas, foram calculadas no software
Statistical Analysis System (SAS) utilizando teste Tukey com nivel de confianga de
95% (p<0,05).



6. Resultados

6.1. Caracterizagao da matéria-prima
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Quadro 4: Resultado da analise centesimal, de fibras lignocelulésicas e de

extrativos totais

Parametro

Autores citados

Encontrado no
estudo

presente

Umidade
Albuquerque et al. 2004

72%

8,73+0,01%

Cinzas

Medeiros et al. 2016
Leite et al. 2016
Fernandes et al 2016

3-4,5%

4,65+0,14

Gorduras
Alhamad et al. 2017

13%

26,10+0,02

Proteinas
Chiofalo et al. 2004
Albuquerque et al. 2004

3,28-7%

0,26+0,02

Celulose
Fernandes et al. 2016

22,9%

19,74+3,55

Hemicelulose
Leite et al. 2016
Ribeiro et al. 2020

11-24%

29,71+3,91

Lignina
Leite et al. 2016

>40%

45,9+1,65

Extrativos
Doménech et al 2021

42%

40,22+0,58

6.1.1. Analise centesimal

Para a umidade o valor experimental obtido no presente estudo esta de

acordo com a RDC n° 263 de 2005 que normatiza o teor maximo aceitavel de

umidade de até 15% em farinhas/farelos.

Para as cinzas, a quantidade de minerais nos alimentos € muito variavel pois

depende de fatores extrinsecos, principalmente edafoclimaticos. As redugbes de
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ions em relagc&o ao referencial, podem estar relacionadas a solubilidade em agua ou
aos processos o0s quais o material foi submetido (ORDONEZ, 2005).

O teor de lipideos encontrado foi superior ao relatado por outros autores, no
entanto a origem do bagacgo interfere nesse parametro bromatoldgico, visto que
diferentes métodos de extracdo e diferentes cultivares culminam em teores

diferentes de lipideos no subproduto.

6.1.2. Analise de fibras lignocelulésicas e extrativos totais

O teor determinado de celulose (19,74%) € proximo do relatado por
FERNANDES, M. C. et al., (2016) que apontam 22,9% dessa macromolécula no
residuo analisado. Outros autores LEITE et al., (2016); MIRANDA, |. et al., (2019) e
RIBEIRO et al., (2020) apontam teores inferiores aos encontrados no presente
estudo para essa biomolécula. O conhecimento do teor de celulose & importante
para a determinacao do rendimento das reacdes de hidrélise.

O valor experimental para a quantidade de hemicelulose é superior ao
relatado por alguns trabalhos na literatura. DOMENECH et al., (2021) indicam teores
de hemicelulose entre 11,7% e 12,4%, ja FERNANDES, M. C. et al., (2016); LEITE
et al., (2016) e MIRANDA, |. et al., (2019) apontam valores entre 22 e 24% de
hemicelulose na torta de oliveira, teores mais préximos ao encontrado em nosso
trabalho.

A lignina trata-se da biomolécula que deve ser extraida no processo de
pré-tratamento por emprego de alcali, uma vez que ela envolve as fibrilas de
celulose, dessa forma sua remocéao facilita o ataque promovido pelas enzimas do
complexo celulolitico. Segundo LEITE et al., (2016) essa substancia encontra-se em
teores de quase 42% na torta de oliveira. A partir dos nossos dados experimentais, a
lignina apresentou um teor mais elevado em relagdo aos trabalhos consultados.

O teor de extrativos totais encontrado na amostra foi de 40,22+2,48% (n=3),
estando esse resultado de acordo com (DOMENECH et al., 2021) que abordam no
seu estudo que a torta de oliveira apresenta 42+1,2% de extrativos totais.
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6.2. Hidrdlise alcalina e enzimatica

Apéds 14h de hidrdlise alcalina, o licor resultante da primeira lavagem (primeiro
béquer da esquerda para a direita na figura 23) foi devidamente diluido e lido em

espectrofotobmetro de absorgdo molecular.

Figura 23: Licores obtidos apds a lavagem do material pré-tratado por hidrélise alcalina

A anadlise do espectro de varredura no UV-Vis (Figura 24) permitiu a
conclusao de que havia no licor um teor consideravel de lignina dissolvida, visto que
a absorbancia maxima da solugdo se deu proxima a 240 nm, similar ao
comportamento demonstrado por NACARID (2009) e colaboradores corroborando
ao fato de que o emprego da base (KOH 5%) contribuiu no processo de

deslignificagéo e de remocgao dos produtos fendlicos presentes na amostra.
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Figura 24: Espectro de varredura da lignina presente no licor obtido apés as lavagens

Apods a determinacédo da atividade de hemicelulase e celulase, confirmacéao
das condi¢des ideais, as quantidades de enzimas foram dissolvidas em tampao
acetato (0,05 mol.L-1), onde obteve-se uma solugdo com atividade hemicelulolitica
de 3 U/mL, sendo o volume total de tampao em cada erlenmeyer de 50 mL onde foi
realizada a hidrélise do material desengordurado, livre de extrativos e deslignificado.
O material obtido apds a hidrdlise foi centrifugado (Figura 25, a direita) e liofilizado

para posteriores analises, comparagao com a fibra bruta e aplicacdo nos filmes.
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Figura 25: comparativo entre amostra bruta (esquerda), pré-tratada com KOH (centro) e
hidrolisada (direita)

6.6. Caracterizagao da farinha e das nanofibras

6.6.1. Analise termogravimétrica

A anadlise termogravimétrica € uma importante ferramenta analitica que
relaciona a perda de massa durante o aquecimento controlado em fung¢ao do tempo.
Dessa forma podemos verificar a estabilidade de um material e relacionar com a
composi¢cao do mesmo. A amostra livre de extrativos e desengordurada apresentou
uma perda de massa expressiva em 239°C (dentro da faixa de degradacgéao térmica
da hemicelulose), além disso a amostra teve outras perdas em temperaturas
maiores, possivelmente decomposicdo da celulose e ligninas. Esse mesmo
comportamento vai ao encontro da analise termogravimétrica realizada por outros
autores tais como SAHU & GUPTA (2017) que citam a estabilidade térmica de

compositos hibridos contendo nanocristais de celulose de sisal.
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Figura 26: TGA da amostra bruta (em preto) e amostra hidrolisada que corresponde as NFC
(em vermelho)

No entanto, ao analisarmos a figura acima, nota-se que a amostra que sofreu
hidrolise com hemicelulase apresentou 59,33% de degradagdo a 286°C. Segundo o
referencial adotado, a celulose sofre degradacéo térmica na faixa entre 240-350°C;
ORRABALIS et al., (2020) relataram perda expressiva de massa nas amostras de
NFC de cactus a partir de 290°C, segundo os autores citados, o aumento da
cristalinidade faz com que nanofibras possam perder a estabilidade térmica em
faixas de temperatura mais elevadas que a hemicelulose (290°C a 375°C). Dessa
forma os resultados obtidos para esse parametro estdo de acordo com essas
inferéncias.

A analise de DTG apresentada na FIG. 29 permite a corroboracdo desses

apontamentos visto que a amostra bruta apresenta dois eventos de perda



66

significativa e a amostra tratada com as enzimas hemicelulases apresentou
praticamente um evento demonstrando perda na faixa de degradacgao térmica da
celulose. A concentracdo de celulose cristalina € apontada na literatura como a
causa desse comportamento. No trabalho descrito por HUANG et al. (2016) as
nanofibras de celulose demonstram um comportamento térmico similar aos do
presente estudo (com temperaturas de degradacédo acima de 300°C). Para esses
autores na presenga de impurezas ou quando sao funcionalizadas pela acao de
algum reagente, as nanofibras apresentam reduzida resisténcia térmica. Alguns
autores relatam que na hidrélise da celulose com acido sulfurico, ocorre reagao de

sulfonacdo em hidroxilas, impactando nessa propriedade.

O comportamento encontrado no grafico de degradagéo térmica também foi
observado por SHARMA et al. (2018) que compararam a degradacgéo térmica de
fibras de celulose obtidas por hidrdlise alcalina de residuos de arroz, celulose e
nanofibras de celulose ponderando que as nanofibras obtiveram melhor resisténcia

térmica aumentando de 260°C para 321°C.

Essa inferéncia é corroborada pela andlise de DTG (Figura 27) dessas

amostras.
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Figura 27: Curva de derivada primeira do TGA das amostra bruta (em preto) e da amostra
hidrolisada que corresponde as NFC (em vermelho)

Como é mostrado na figura 29, a decomposi¢cdo da celulose da amostra
tratada com enzimas (em vermelho na figura 29) se da em um unico pico/evento
visto que a medida que a temperatura aumenta, inicia 0 evento de degradagao
térmica em 298°C que segue aumentando continuamente atingindo um pico préximo
a 375°C, tal comportamento € similar ao indicado por JIANG et al., (2020);
KRISTANTO; AZIS; PURWONO (2021).

6.6.2. Analise dos grupos funcionais por FTIR-ATR

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier é uma
técnica analitica que possui varias aplicagdées no campo da quimica e engenharias.
Essa técnica esta relacionada com a absor¢céo de energia infravermelha média nas
frequéncias entre 400 e 4000 cm-'. Ao absorver essa energia, as ligagdes quimicas
viboram e como diferentes tipos de ligacdo apresentam diferentes entalpias de
ligacdo, a partir da relagdo entre a transmitancia (ou absorbancia) € possivel

identificar qual € o grupo funcional presente na amostra. A incidéncia da radiagéo
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infravermelha na amostra livre de extrativos pela técnica de FTIR-ATR (Figura 28)
apresenta absorgbes maximas registradas nos nimeros de onda 3559 cm', 2923
cm™, 2852 cm™, 1743 cm™, 1644 cm™, 1461 cm™, 1376 cm™, 1226 cm™,1159 cm™’,
1068 cm™, 860 cm™, 788 cm™, 755 cm™”, 713 cm™. Segundo o referencial, as
vibragbes acima de 3300 cm™ referem-se ao estiramento das ligagdes OH, a baixa
intensidade e o alargamento desse pico devem-se ao fato de que a amostra, mesmo
desengordurada é uma matriz complexa em que os grupos OH encontram-se
majoritariamente em interagbes de grande energia associada, tais como,
dipolo-dipolo e ligagdo de hidrogénio (Liang et al., 2013; PRASAD et al., 2008), a
complexidade do material fica ainda mais evidente quando se observa as absorcoes
abaixo de 1000 cm™, uma vez que muitas bandas apresentam-se sobrepostas.

E consenso na literatura que as absorcdes entre 3000 cm e 2800 s&o devido
ao estiramento das ligagdes C-H (Sdécrates, 2004). O pico proximo a 1743 é
caracteristico de carbonila presente na hemicelulose e lignina (XU, F. et al., 2013).
Diversos autores relatam a presenca de um pico em formato de “V” devido a
vibracdes de deformacgao angular das ligagdes de moléculas de agua adsorvidas na
matriz (SALAM et al., 2011) o que explica a absor¢do em 1644 cm. O pico em 1461
cm é atribuido as vibragdes dos anéis siringila e guaiacila da lignina (DENCE; LIN,
1992). A vibracdo em torno de 1376 cm pode ser referente as ligagdes -C-CH;
acopladas a grupos acetil (SALAM et al., 2011) e o pico em torno de 1226 devido
deformagéo angular de grupos acetil/éster de hemicelulose (COSTA et al., 2017). As
absorcoes entre 1159 e 1068 sao caracteristicas de vibracbes de anéis de
monossacarideos (como a piranose) e vibragdes de ligacdo glicosidica, ja a
absorgcado em 860 pode ser atribuida a deformagao angular de ligagbes presentes em

por¢cdes amorfas da celulose ou da propria hemicelulose (SOCRATES, 2001).
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Figura 28: Espectro de FTIR-ATR da amostra bruta

Ao passo que, apdés a remogao de lignina e hidrélise promovida pelas
hemicelulases, além das mudangas macroscépicas observadas (mudanga de
coloracéo e textura da suspensao) a analise do FTIR-ATR do produto obtido revela
uma série de modificagbes na composi¢cao da matriz, de acordo com a figura 29,
podemos constatar um aumento do sinal referente ao estiramento das ligagdes de
grupamentos hidroxila em 3343 cm-1, a redugado da frequéncia e o pico mais agudo
podem indicar uma alteragdo ou redugao das interagdes intermoleculares das fibras
presentes. Outros autores Liang et al., (2013) Meng et al. (2014) obtiveram um
aumento desse sinal nas amostras de nanofibras.

A redugéo dos picos referentes ao estiramento das ligagdes C-H reduziu por
causa da remocao de cadeias carbbnicas dos componentes da hemicelulose e
lignina (SILVESTRE et al. 2017).
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Ja o pico referente aos grupos carbonilados (1741 cm™) diminuiu
significativamente, corroborando que a remogao de fibras néo celulésicas foi eficaz,
visto que carbonilas podem ser encontradas tanto nos acidos urdnicos, quanto nos
componentes das ligninas.

O aumento do pico entre 1639 cm™ e 1641 cm™ indica um aumento de agua
adsorvida que pode ser explicada pela interacdo devido a exposicao das hidroxilas
do produto obtido (FANG et al., 2002; Meng et al., 2014; SALAM et al., 2011; TIAN et
al., 2017; TIBOLLA, Heloisa; PELISSARI; MENEGALLI, 2014a). Os picos entre 1149
cm™ e 1035 cm™ referem-se as deformagdes no plano das ligagdes (C-O-C) e do
anel piranose presente nos monémeros glicose (SOCRATES, 2001; WU et al.,
2014).
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Figura 29: Espectro de FTIR-ATR da amostra que corresponde a NFC
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6.6.3. Analise da cristalinidade por difracao de raio-x

A comparacado do difratograma da amostra bruta e da amostra hidrolisada
com hemicelulase (Figura 30) permite inferir que a intensidade préxima a 22° é mais
acentuada na amostra que foi submetida ao tratamento enzimatico. Li e
colaboradores (2014) demonstraram um comportamento de espalhamento dos raios
X similares ao produzirem nanofibras de celulose a partir de beterraba agucareira.
Os resultados do presente estudo indicaram um grau de cristalinidade de 20,84 e
43,28% para a amostra bruta (OP) e tratada com enzimas (OPET), respectivamente.
Segundo ABU TAYEH et al, (2014) a perda de interagdes entre as fibras
(hemicelulose e celulose) ou a diminuigao de sitios amorfos da celulose sdo a causa
de aumento na cristalinidade do material. TIBOLLA et al. (2014) demonstraram que
apoés a aplicacao de hidrdlise enzimatica a cristalinidade do material aumentou de 15

para 49,2%, valores préximos aos encontrados no presente estudo.
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Figura 30: Difratograma (DRX) da amostra bruta (em preto) e da amostra que corresponde as
NFC (em vermelho)
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A partir da equagao de Scherrer, foi estabelecida uma média do didmetro das
fibras obtidas apds a agdo das enzimas. O valor experimental encontrado nesse
trabalho foi igual 22,84 nm. Outros autores apontam didmetros menores que 10 nm
(MORAN et al., 2007; PELISSARI et al., 2017; TIBOLLA, Heloisa; PELISSARI;
MENEGALLI, 2014a) indicando que outros tratamentos, como o tratamento
mecanico por homogeneizagdo a alta pressao poderiam ser uteis caso fossem
aplicados no produto obtido com o objetivo de diminuir mais ainda o didmetro das

fibras obtidas e melhorar suas propriedades fisicas.

6.7. Analise dos filmes obtidos

O quadro 5 mostra os resultados das principais propriedades dos filmes com

adi¢ao de NFC e do filme controle (somente amido):

Quadro 5: Resultados das analises mecanicas, Opticas e térmicas dos filmes
produzidos

Formulagao Propriedades mecanicas Propriedade | Propried
optica ade
térmica
Tensao Elongacao | Opacidade | T onset
maxima na (%) (%) (°C)
ruptura
(MPa)
Amido 3,79+1,10° | 63,22+13,60 0,54+0,13° 310"
Amido + 4,29+0,52° | 72,89+14,45 0,87+0,16° 315"
NFC 0,5% :
Amido + 5,18+0,67° | 69,16+13,56 1,76+0,11° 319"
NFC 1% >
Amido + 5,12+0,94* | 67,57+18,58 1,91+0,08° 317"
NFC 2,5% @
Amido + 6,21+1,192 | 34,49+9,22" 2,57+0,23° 322
NFC 5%

Legenda: NFC= nanofibra de celulose; #*°=as letras diferentes em mesma coluna representam a

diferencga estatistica (p<0,05) entre as médias aferidas pelo teste de Tukey. Ns = estatistica nao

avaliada.
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6.7.1. Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes refere-se a um parametro importante, pois indica sua
integridade em meios aquosos como também se o filme podera ser empregado em
meios em que a atividade de agua € elevada, determinando o comportamento
durante processos em que agua livre esteja presente, como a cocgéo e até mesmo
para seu comportamento no caso de ingestdo, caso seja aplicado em filmes
comestiveis (DA MATTA et al., 2011).

Filmes com maior resisténcia a agua terao menor valor de solubilidade (TIAN,
Y. et al., 2019). Esse fenbmeno consiste, portanto, em um parémetro crucial na
definicdo das aplicacbes de filmes biopoliméricos (QIN et al., 2016). Certas
aplicagdes, como embalagens de alimentos, exigem baixa solubilidade em agua
para manter a integridade do produto, enquanto outras aplicagdes podem exigir uma
solubilidade significativamente maior.

Através dos resultados (QUADRO 6) pode-se perceber que somente a adigéo

de 5% de NFC proporcionou diminui¢gao na solubilidade dos filmes.

Quadro 6: Resultado da analise de solubilidade dos filmes produzidos

Formulagao Amido Amido + Amido+ Amido + Amido +
(controle) NFC 0,5% NFC 1% NFC 2,5% NFC 5%
Solubilidade | 33,56+1,92 | 31,57+2,74* 30,913,012 | 29,38+1,23% | 25,14+2,49°
(%’) a

O valor da solubilidade do filme de amido encontrado experimentalmente é
similar ao descrito por TRAVALINI et al., (2019) cujo valor de solubilidade descrito
para o controle foi de 31,3+0,64%. A solubilidade dos filmes de amido no presente
estudo diminuiu com a incorporagdo das NFC como ja mencionado, dessa forma, a
explicagdo para a redugao da solubilidade em agua pode estar na prépria natureza
da celulose que € insoluvel no meio aquoso, ainda que possua hidroxilas aptas a
interagirem por ligacdo de hidrogénio. A diminuicdo desse parametro para KHAN;
HUSAIN; AZAM, (2012) e SANTANA et al., (2016) é atribuida a cristalinidade das
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nanofibras de celulose que tornam o filme menos hidrofilico que o amido e também
as fortes interacbes que podem ocorrer entre o amido, o plastificante e as
nanofibras.

Os resultados da adicdo de adicdo NFC indica que as nanofibras trouxeram
uma maior resisténcia, integridade e estabilidade no meio aquoso. PELISSARI et al.,
(2017) e WILPISZEWSKA & CZECH, (2014) relatam um comportamento parecido ao
adicionarem nanofibras de celulose de casca de banana em filmes de amido
obtendo 32,3% de solubilidade para o filme controle e uma reducgao para 23,9% no
filme com adicdo 5% de NFC submetidas previamente a homogeneizagédo de alta

pressao.

6.7.2. Propriedades mecanicas

Os filmes de amido sdao comumente descritos como quebradicos e
apresentam baixo coeficiente de plasticidade, baixa elongagéo e baixa ductilidade.
Essas caracteristicas sdo relacionadas principalmente as interacdes
intermoleculares estabelecidas na matriz do amido (MALI et al., 2005; SELIGRA et
al., 2016). No presente trabalho, a adicdo de NFC promoveram mais interacées na
matriz, deixando os filmes mais resistentes a ruptura por energia mecéanica.

Diversos autores (CHEN, W. et al., 2018; COELHO et al., 2020; PELISSARI et
al., 2017; MISHRA; GREGOR; WIMMER, 2017) ponderam que o emprego de NFC
traz vantagens nas caracteristicas internas da matriz polimérica — em nivel
molecular, reduzindo a quantidade e o tamanho de poros, proporcionando melhores
propriedades mecanicas.

Os valores mensurados das propriedades mecanicas estao listados na tabela
5. Dentre todas as formulagdes, aquela que tinha 5% de adicdo de NFC apresentou
maior resisténcia a tragdo e menor elongagdo em relagdo ao controle e as outras
amostras. A adicdo de 5% de NFC promoveu diferengas estatisticas significativas
(p<0,05) nesses parametro.

Os valores de TR obtidos no presente trabalho foram maiores que os
encontrados por TIAN, Y. et al., (2019) e por CHENG et al., (2019) que relataram

tensdo maxima na ruptura de 4,5 Mpa em filmes formulados com 1% de NFC,
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indicando propriedades mecanicas interessantes de reforco para o material
produzido.

Corroborando com dados encontrados na literatura, os filmes adicionados de
5% de NFC apresentaram reducgado significativa da elongagado, indicando maior
tenacidade e rigidez do material. Isso pode ser atribuido a maior interagao entre os
componentes do filme.

De forma geral, o comportamento obtido neste trabalho vai ao encontro dos
parametros de outros estudos consultados que empregam NFC em filmes de amido,
ja que eles indicam que a adicdo de nanomateriais ocasiona melhoras nas
propriedades mecanicas - no que diz respeito ao aumento da tensdo de ruptura
(COELHO et al., 2020; FRANCHETTI; MARCONATO, 2006; SA, 2020; TIBOLLA, H.
et al., 2019).

Nos estudos citados, as mudancas nas propriedades mecanicas dos filmes
geralmente sdo atribuidas a mudanga das interagdes, principalmente aumento da
ligacao de hidrogénio. Para MARAN et al., (2013) durante a preparacgao de filmes de
amido, os reticulos cristalinos s&o destruidos principalmente por causa da absorcao
de energia térmica que aumenta tanto a vibragao das liga¢des, quanto a tensao de
cisalhamento. Esse fendmeno favorece a entrada das moléculas de glicerol
(plastificante), promovendo a formagao de novas interagoes.

Além das interagdes intermoleculares, CHAND et al. (1988) apud PARUL
SAHU (2017) apontam que a resisténcia a tracdo € diretamente proporcional a
concentracdo de celulose no meio, corroborando com os resultados obtidos no
presente estudo, uma vez que na concentracdo mais alta de NFC (5%) houve
melhores resultados de tensdo maxima de ruptura. Ja o alongamento maximo de
ruptura ou elongagcdo aumenta proporcionalmente com o aumento do angulo entre
os constituintes da matriz, pois nessas condicbes € maior o trabalho de fratura
necessario para que haja o estiramento das fibras. Como a elongacdo em
concentragbes intermediarias desse estudo (0,5%, 1% e 2,5%) foram
estatisticamente iguais ao controle, portanto maiores do que a elongacédo da amostra
com adicdo de 5% de NFC, acredita-se que a conformacdo do amido e das

nanofibras nesses filmes tenha sido termodinamicamente favoravel e tenham
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contribuido com a mobilidade na matriz, proporcionando maiores elongagbes em
relagdo a amostra de maior concentracio.

O comportamento observado permite apontar que a adigdo de NFC a 5%
apresentou tendéncia de diminuir ou substituir descontinuidades e zonas
quebradicas, favorecendo a rigidez, diminuindo a mobilidade, visto que a ruptura
ocorreu numa forga maxima mais elevada. Segundo MARTINS et al., (2020) e
TIBOLLA, H. et al., (2019), a causa disso pode ser as ligagbes cruzadas entre
moléculas de amido com as NFC, proporcionando melhoras nas propriedades

mecanicas, especialmente a ruptura.

6.7.3. Propriedades épticas (Opacidade)

Os parametros Opticos sdo importantes visto que no caso de filmes, se
aplicados em embalagens podem influenciar as caracteristicas nutricionais e de
aceitabilidade do alimento. A transparéncia dos filmes tem relacdo com seus
componentes, dessa forma estabelece-se uma relagcdo proporcional a espessura,
pois quanto mais espesso e quanto maior o teor de substancias dispersas, mais
opaco sera o filme obtido.

A partir da observacao dessa propriedade e levando em conta a espessura do
filme obteve-se uma variacado de 0,54% a 2,57%. A amostra com 0,5% de NFC nao
apresentou diferencga significativa em relagdo ao controle, no entanto em adigdes
superiores a 1% houve aumento significativo da opacidade.

Os indices de opacidade dos filmes desenvolvidos no presente trabalho
apresentaram o mesmo comportamento de MARQUES (2018) que demonstrou um
aumento de 0,32 para 2,21% ao adicionar nanofibras de rami em filmes de amido.

Na literatura outros estudos vém demonstrando que as NFC mesmo em
teores abaixo de 5% ocasionam mudancas nas propriedades Opticas de diversos
filmes (COELHO et al., 2020; LI et al., 2021; MARTINS, 2017; PELISSARI et al.,
2017; SANTANA et al., 2017).

Para os autores citados, esse aumento observado na opacidade é um fator
proporcional as fortes interacbes entre as nanofibras de celulose e a matriz de
amido, levando a formacdo de um compdsito compacto que modifica o indice de

refracdo e restringe a passagem da luz através do filme. Essas informagdes
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corroboram com a inferéncia apontada na analise das propriedades mecanicas
quando ocorre a adicdo de 5% de NFC nas condigbes citadas proporciona a matriz
melhores interacbes que por sua vez repercutem nas propriedades mecanicas,

térmicas e opticas.
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6.7.4. Propriedades térmicas

A estabilidade térmica € um parametro essencial a ser considerado quando
determinamos o potencial de uso de compdsitos para uso em embalagens, visto que
o comportamento da degradagdo de um modo geral, seja térmica ou pela aplicagao
de outro tipo de energia, permite aos pesquisadores projetar condigbes de
processamentos e maximizar o desempenho do produto obtido. Desse modo, é
importante entender as caracteristicas de materiais na presenga de NFC, ja que
esse parametro depende da fonte, do tipo de matriz e do processo de secagem da
solugéo filmogénica (LI et al., 2021; SANTOS; PIZATO; CORTEZ-VEGA, 2020; WU
et al., 2014; XU, Y.; ATRENS; STOKES, 2020).
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Figura 31: Curva de TGA dos filmes: Controle (cinza); adi¢do 0,5% de NF(vermelho); adigéo
1% de NFC (azul); adigdo 2,5% de NFC (verde); adicao 5% de NFC (violeta)
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De acordo com a fig. 31 a degradacao térmica dos materiais obtidos pode ser
dividida em duas etapas: na primeira perda de umidade no evento que vai até
aproximadamente 150°C que de acordo com POP et al., (2019) € nessa etapa que
ocorre a perda total de agua. Ja no outro evento ocorre a maior perda de massa
devido a degradacdo do plastificante, do amido e das nanofibras de celulose
(MONTERO et al., 2017).

De acordo com LIU et al (2020); apud PALUDO (2021) existe uma relagao
entre o teor de NFC e a degradacgéo térmica, visto que de acordo com o estudo
citado aumentando a adicdo de 3% para 4% de nanofibras de celulose bacteriana,
0s picos de degradagao podem aumentar de 330°C para 440°C.

Os resultados desse parametro obtidos no presente estudo indicam que as
NFC produzidas apresentaram capacidade de melhorar a resisténcia a degradagao
térmica, uma vez que o inicio desse evento nas amostras com 2,5% e 5% ocorreram
em temperaturas maiores.

Ao observarmos o grafico de DTG das amostras (Figura 32), verifica-se que
dentre as amostras com NFC, aquela com 5% é de fato o filme que sofreu menor
perda de massa, corroborando ao fato de que elevadas concentragdes de nanofibras

tendem a apresentar maiores interagdes que exigem maiores energias de ativagao.
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Figura 32:Curva de derivada primeira da analise termogravimétrica do filme controle (em azul)
e com adigdo de 0,5% de NFC (verde); 1% de NFC (amarela); 2,5% de NFC (vermelho) e 5% de NFC
(preto)

Essa caracteristica observada no filme com adicdo de 5%, somadas as
informacdes espectroscopicas e as propriedades mecéanicas permitem concluir que é
favoravel a aplicagdo desse material em embalagens de alimentos (MISHRA;
GREGOR; WIMMER, 2017; PELISSARI et al., 2017).



81

7. Consideracgodes finais

A hidrélise enzimatica proporcionou a produgdo de um nanomaterial
celuldésico com 43% de rendimento. A composicdo centesimal do material bruto foi
determinada e as modificacbes estruturais foram acompanhadas pela analise de
resultados da diferenga na massa do material, teor de extrativos e ligninas extraidos
no pré-tratamento e por dados instrumentais como o TGA, DRX e FTIR-ATR.

Um dos objetivos principais foi a adicdo nas NFC em filmes biodegradaveis. A
matriz polimérica estudada, composta por amido de mandioca, glicerol e nanofibras
de celulose provindas do sub-produto denominado torta de oliveira, permitiu a
elaboracao de filmes com até 5% de inclusao de NFC.

Os filmes produzidos apresentaram-se macroscopicamente homogéneos nao
ficando evidentes bolhas de ar ou rachaduras. A determinacdo de propriedades
fisico-quimicas ndo revelou diferenca estatistica na espessura e as propriedades
mecanicas (tensdo maxima na ruptura) aumentaram cerca de 50% em relagdo ao
filme de amido controle quando se adicionou 5% de NFC na solugao filmogénica.

A adicdo do nanomaterial resultou na alteracdo das interacdes
intermoleculares entre os componentes do filme (amilose e amilopectina),
minimizando as ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de amido e formando
novas ligagdes que repercutiram nas propriedades mecanicas como o aumento da
tensao de ruptura.

O comportamento térmico dos filmes também foi alterado pela adicao das
nanofibras, levando ao aumento da temperatura de degradagao. A degradacéo em
um unico estagio também confirmou a alta interacdo entre a matriz de amido e as
nanofibras.

Dessa forma conclui-se que os filmes desenvolvidos no presente trabalho
(com a adicao de nanofibras de celulose de torta de oliveira por hidrélise enzimatica)
tiveram propriedades mecanicas, e térmicas melhoradas e solubilidade diminuida, o
que justifica o potencial de reaproveitamento do residuo denominado torta de
oliveira. Também destaca-se que os resultados obtidos estdo de acordo com

principios da quimica verde no que diz respeito ao reaproveitamento, a substituicdo
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de plasticos sintéticos, e sobretudo a especificidade e ao uso de catalisador em
processos industriais, visto que substituimos acidos por enzimas.

Novos ensaios devem ser realizados com o intuito de melhorar a elongacéo e
a resisténcia a tragdo simultaneamente variando a concentragéo de plastificante. Do
mesmo modo, serdo realizados experimentos visando testar o potencial do filme

como suporte para enzimas.
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9. APENDICE

9.1. Hidrdlise enzimatica

A determinacdo da atividade enzimatica, bem como das condi¢des ideais de
hidrélise permitem o conhecimento sobre as propriedades da enzima e a previsao da
quantidade de produto obtido ao final do processo. As figuras abaixo (FIG 33)
mostram as curvas de calibracdo utilizadas para a determinagcdo da atividade de
hemicelulase (xilanase) e de celulase (endoglucanase) no preparo comercial

(Pentopan mono BG).
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