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APRESENTACAO

O trabalho encontra-se dividido em cinco capitulos, sendo eles:

v Capitulo 1: Revisao de literatura para os topicos envolvidos:
Embalagens para alimentos; polimeros biodegradaveis; pectina; polimero
natural: bagago de cana-de-agucar; nanocelulose; nanocristal de celulose; celulose

nanofibrilada; embalagem ativa; embalagem antimicrobiana; nisina.

v Capitulo 2 : Sintese e caracterizagao de nanocristais de celulose (CNC)

extraidos da fibra do bagaco de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.).

v Capitulo 3: Sintese e caracterizacao da celulose nanofibrilada (CNF)

extraida da fibra do bagago de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.).

v Capitulo 4: Desenvolvimento e aplicagdo dos nanocristais de celulose
extraidos do bagago da cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.)

embalagem ativa biodegradavel.
v Capitulo 5: Desenvolvimento e aplicagdo da celulose nanofibrilada

extraida de bagaco da cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.)

embalagem ativa biodegradavel.
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RESUMO

SILVA, Daniela Leocadio, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2016. Influéncia da adigao de nanocristais e nanofibrilas de celulose extraidas
de bagago de cana-de-agucar nas propriedades de embalagens
biodegradaveis ativas a base de pectina. Orientadora: Nilda de Fatima Ferreira
Soares. Coorientadores: Jorge Luiz Colodette e Eber Antonio Alves Medeiros

Os polimeros biodegradaveis constituem um campo de pesquisa emergente na
area de embalagens, as maiores barreiras para a aceitagao destes materiais como
substitutos para os tradicionais polimeros nao biodegradaveis estdo no
desempenho mecanico limitado e alto custo. Diante disso, as nanoceluloses tém
sido estudadas como biopolimeros de alta tecnologia para aplicagdo em
nanorefor¢o em diversos materiais. A primeira etapa deste trabalho foi sintetizar e
caracterizar os nanocristais de celulose CNC extraidos a partir do bagaco de cana-
de-acgucar. Apés a sintese com a hidrolise acida, o rendimento foi estimado em 40
%, o tamanho variou de 6 a 20 nm de didmetros e comprimento médio dos cristais
variam de 150-300 nm. A avaliagdo da medida de potencial elétrico superficial
mostrou valor médio -19,4 mV, apresentou morfologia de bastonete, temperatura
inicial de degradagdo dos nanocristais de celulose foi de 268 °C, o indice
cristalidade foi de 71 % do CNC. A segunda etapa foi sintetizar celulose
nanofibrilada CNF extraida do bagaco de cana-de-agucar processo mecanico de
desfibrilacdo no moinho Super Masscolloider Masuko Sangyo. A celulose
nanfibrilada foi caracterizada tendo um rendimento estimado de 90 %, possui seu
comprimento alongado 350 nanométrico e seu diametro na escala 11 a 16
nanomeétrico. A avaliacdo da medida de potencial elétrico superficial mostrou valor
meédio -26,2 mV. A analise de difracdo de raios X e analise térmica revelaram que
NCFs possui cristalinidade 64,3 % e a temperatura inicial de degradagéo celulose
nanofibriladas foi 240 °C, provavelmente devido a estrutura amorfo. A préxima
etapa foi desenvolver uma embalagem ativa biodegradavel com pectina (PEC) e
adicionar o antimicrobiano nisina z e nanocristais de celulose com nanoreforgo. Os
resultados obtidos mostraram que os filmes de pectina (PEC) com nisina z (NIS)
inibiram o crescimento das bactérias avaliadas a Escherichia colie Staphylococcus

aureus. A temperatura inicial de degradacao dos filmes variou (260 °C a 290 °C). O

Xiv



alongamento na ruptura nao obteve diferenga significativa ao nivel de (P>0,05) na
interacdo.O alongamento na ruptura reduziu com adigdo das concentragdes
maximas de NIS e CNC e, consequentemente, houve aumentos do médulo de
elasticidade, tornando os filmes mais rigidos e mais fortes. A resisténcia a maxima
tracado do filme foi afetado pelos niveis de CNC (8,55 % e 10 %) estudados, no
entando, quanto maior concentracdo de nisina (8,55 %) e CNC maior foi o
resisténcia a maxima dos filmes.A taxa de permeabilidade do vapor de agua foi
influenciada por uma maior concentragdo de nanocristais de celulose (10 %) nos
filmes de pectina ocorreu uma aumento significativo da taxa de permeabilidade ao
vapor d’agua (TPVA), mostrando que o nanocristais de celulose em alta
concentragdo nao funcionaram como uma barrreira para impedir a passagem de
gases. A ultima etapa foi desenvolver uma embalagem ativa biodegradavel a base
de pectina com nisina z e celulose nanofibrilada (CNF). No teste de difusao em agar
para todos os tratamentos testados ocorreu diferencia significativa ao nivel
(P>0,05), observou-se atividade antimicrobiana in vitro da nisina z (NIS) para o
micro-organismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus. As propriedades
mecanicas dos flmes mostraram que a resisténcia maxima foram afetada pela
adicdo de celulose nanfibrilada (CNF) nos niveis estudados e obteve diferencga
significativa ao nivel (P>0,05).0 alongamento na ruptura obteve diferenca
significativa ao nivel (P>0,05) e também foi afetado pela presenca de CNF e NIS.
O mddulo de elasticidade nao obteve diferenca significativa ao nivel (P>0,05) em
concentracbes maximas de NIS e CNF. As analises termogravimétricas dos filmes
apresentaram uma temperatura de degradacao de variando de 241 °C a 349 °C
entre os tratamentos. A taxa de permeabilidade do vapor de agua (TPVA) reduziu
com a concentragdo maxima de 10 % de CNF nos filmes de pectina. A CNF
funcionou com uma barreira fisica formada com a dispersédo nanofibrilas na matriz
polimérica dificultando a passagem de vapor de agua. Essa propriedade é essencial

para embalagens para alimentos.
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ABSTRACT

SILVA, Daniela Leocadio, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November, 2016.
Influence of the addition of nanocrystals and cellulose nanofibrils extracted
from sugarcane bagasse on the properties of active biodegradable packages
based on pectin. Advisor: Nilda de Fatima Ferreira Soares. Co-advisors: Jorge
Luiz Colodette and Eber Antonio Alves Medeiros

Biodegradable polymers constitute an emergent research field in the area of
packages. The biggest barriers for the approval of these materials as substitute for
the traditional non-degradable polymers lay on the limited mechanical performance
and the high cost.Thereof, the nanocellulose has been studied as high tech
biopolymers for the application in nanoreinforcement in several materials. The first
stage of this work was to synthesize and characterize the cellulose nanocrystals (C
NC) extracted from the sugar cane bagasse. After the synthesis with acid hydrolysis,
the yield was estimated in 40 %, the size varied from 6 to 20 nm diameter and the
crystals average length varied from 150 to 300 nm. The superficial electric potential
measure assessment showed an average value -19,4 mV, presented rods
morphology, initial temperature of cellulose nanocrystal degradation was of 268 °C,
the cristalnillity index was 71 % from the CNC. The second stage was to synthesize
nanofibrillated cellulose CNF extracted from the sugar cane bagasse, mechanical
process of defribillation in the mill Super Masscolloider Masuko Sangyo. The
nanofibrillated cellulose was characterized with a yield estimated at 90 %, and it
has its length elongated 350 nanometric and its diameter in the scale of 11 to 16
nanometric. The superficial electric potential measure assessment showed an
average value -26,2 mV. The X-Ray diffraction analysis and the thermal analysis
revealed that CNFs have crystanillity 64.3 % and the nanofibrillated cellulose
degradation initial temperature was of 240 °C, probably due to the amorphous
structure. The next stage was to develop a biodegradable active package with pectin
(PEC) and to add the nisin Z antimicrobial as well as the cellulose nanocrystals with
nanoreinforcement. The results that were obtained showed that the pectin films
(PEC) with nisin Z (NIS) inhibited the growth of the evaluated bacteria Escherichia
coli and Staphylococcus aureus. The films degradation initial temperature varied

from 260 °C to 290 °C. The elongation in the rupture did not obtain significant
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difference at the level of P>0.05 in the interaction, but it was affected when the
presence of CNC and NIS were evaluated separately. That elongation reduced with
the addition of the maximum concentration of NIS and CNC and, consequently,
there were increase of the elasticity modules, making the films stronger and more
rigid. The maximum resistance of the film was affected by the studied levels of CNC
(8.55 % and 10 %); however, the bigger the concentration of nisine (8.55 %) and
CNC the bigger the maximun resistance of the films. The water vapor permeability
rate was influenced by a larger concentration of cellulose nanocrystals (10 %); in
the pectin films, a significant increase in the water vapor permeability rate (TPVA)
took place, showing that the cellulose nanocrystals in high concentration did not
function as a barrier to impede the gas passage. The last stage was to develop a
biodegradable active package pectin-based with nisin Z and nanofibrillated cellulose
(CNF). In the diffusion test in agar for all the tested treatments, a significant
difference at the level P>0.05 took place and an antimicrobial activity in vitro of the
nisin Z was observed for the microorganisms Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. The films mechanical properties showed that the maximum resistance was
affected by the addition of nanofibrillated cellulose (CNF) in the studied levels and
it obtained a significant difference at the level( P>0.05). The bigger the concentration
of NIS and CNF the bigger was the films maximum resistance. The elongation in the
rupture obtained significant different at level( P>0.05) and was also affected by the
presence of CNF and NIS. The elasticity module did not obtain significant difference
at level P>0.05 in maximum concentration of NIS and CNF. The films
termogravimetric analyses presented a degradation temperature varying from 241
°C to 349 °C among the treatments. The water vapor permeability rate (TPVA)
reduced with the maximum concentration of 10 % of CNF in the pectin films. The
CNF worked as a physical barrier formed with the dispersion of the nanofibrillated
in the polymeric matrix making the passage of water vapor difficult. This property is

essencial in food packages.

XVii



INTRODUGAO GERAL

Nos ultimos anos tem ocorrido o aumento da populagédo e da economia
mundial. Consequentemente, ha uma tendéncia do crescimento natural da
producao de residuos solidos n&o biodegradaveis, devido ao aumento do consumo
de alimentos e a utilizagdo de polimeros sintéticas. Estes residuos sao aqueles que
nao degradam rapidamente, em grande parte compostos de plasticos derivados do
petroleo.

As embalagens de origem sintéticas ou ndo naturais estdo entre os varios
residuos solidos urbanos descartados no meio ambiente que levam maior tempo
para se decomporem. As embalagens plasticas sdo utilizadas em larga escala para
embalar alimentos por estarem disponiveis em grandes quantidades, a baixo custo
e com boas caracteristicas mecanicas e de barreira. Entretanto, a poluicdo do meio
ambiente devido ao descarte de filmes plasticos constituidos de polimeros
sintéticos sem nenhum controle € um grande problema mundial, tendo como
desvantagem o fato de ndo serem biodegradaveis, e estarem envolvidos em
problemas de gerenciamento de residuos

Devido as caracteristicas dos plasticos sintéticos demorarem muito tempo
para se degradar no meio ambiente, tem se tornado cada vez mais necessaria a a
busca de novas tecnologias emergentes.Uma nova opgao que surge € a produgao
de polimeros biodegradaveis de origem animal, microbiana e vegetal. O polimero é
de origem vegetal como a pectina citrica de baixa metoxilagao € muito utilizada na
area de alimentos com espessantes e gelificantes, outra alternativa para seu o uso
€ constituicdo de filmes quando solubilizado agua devido a sua capacidade
filmogénica

As embalagens ambientalmente degradaveis, obtidas a partir de fontes
renovaveis, como os polimeros de origem vegetal, constituem opgao adicional ao
gerenciamento de residuos, além disso, a degradabilidade destes materiais que,
apos seu uso, permite sua permanéncia no ciclo natural do carbono S6 que grande
desafio para quem vai trabalhar com embalagem biodegradavel é o alto custo e

nao possui boas propriedades mecanicas.



As fibras naturais extraidas de diversas fontes como o bagago de cana-de-
acucar tém mostrado resultados promissores de utilizagdo como nanoreforcos em
embalagens na escala micrométrica e nanométrica.

Nas ultimas décadas vem crescendo os estudos das nanoceluloses como
reforco em compodsitos € nanocompédsitos em diversas areas.As nanoceluloses
podem ser isoladas a partir de diferentes fontes de fibras celuldsicas de fonte
vegetal e como isso vém conquistando espaco nos meios industriais e na area de
embalagens, principalmente por suas caracteristicas Opticas e de resisténcia
mecanica. Quando aplicadas na produgédo de materiais nanoestruturados, elas néo
somente alteram o comportamento fisico-mecanico exibido pelos materiais, mas
também afetam suas propriedades Opticas. Além disso, as nanoceluloses sao
materiais biodegradaveis.

Sendo o Brasil € um pais caracterizado pela economia agroindustrial e um
dos maiores produtores mundiais de cana-de-agucar. Assim, surge grande
expectativa na busca por adaptar as fibras vegetais como o residuo do bagaco da
cana-de-agucar no uso como nanoreforco em matrizes poliméricas, biopolimeros
ou blendas poliméricas.

.Nesse contexto, objetivou-se com o presente trabalho desenvolver uma
embalagem ativa biodegradavel a base de pectina incorporado com
antimicrobianos e nanoceluloses extraidos do bagaco da cana-de-acucar. Os
objetivos especificos deste estudo foram (i)sintese e caracterizagdo de nanocristais
de celulose extraidos do bagag¢o da cana-de-agucar, (ii) sintese e caracterizagao
de celulose nanofibrilada extraidos do bagag¢o da cana-de-acgucar, (iii) caracterizar
a embalagem ativa biodegradavel com nanocristail de celulose e celulose
nanofibrilada quanto as propriedades mecanicas e estruturais e (ii) avaliar a
influéncia da nisina z no filme com nanocelulose para inibicdo dos micro-

organismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus “in vitro”.



CAPITULO 1
REVISAO DA LITERATURA



1.1. Embalagens de alimentos

As embalagens desempenham um papel muito importante na conservagao
dos alimentos. De acordo com a Resolugdao RDC n° 91, de 11 de maio de 2001,
embalagem para alimentos € o artigo que esta em contato direto com alimentos,
destinado a conté-los, desde a sua fabricagdo até a sua entrega ao consumidor,
com a finalidade de protegé-los de agentes externos, de alteragbes e de
contaminagdes, assim como adulteragdes (BRASIL, 2001). Além de proteger o
alimento de poeira, oxigénio, luz, micro-organismos patogénicos, substancias
quimicas e fisicas, a embalagem deve ser inerte, leve, facil de eliminar ou reutilizar,
resistir ao processamento, atuar como barreira a gases e vapor de agua, ser
resistente, conservar as caracteristicas do alimento e apresentar informacdes ao
consumidor (DUNCAN, 2011; YOUSSEF et al., 2015).

A fim de exercer essas fungdes, as embalagens proporcionam protegao
fisica e cria condigdes fisico-quimicas adequadas para os produtos que sao
essenciais para estender a vida de prateleira e manter a qualidade e seguranga dos
alimentos (DUNCAN, 2011; GOMES, 2015).

Os materiais plasticos a base de petréleo sdo os mais utilizados na producao
de embalagens de alimentos por serem baratos, possuirem boa propriedade de
processamento, maior flexibilidade, diversidade de materiais, formatos, estruturas
e barreira (FABRIS et al., 2006; RHIM et al., 2013). Mais de 40 % dos materiais
plasticos sao utilizados para embalagens e quase 20 % deles s&o usados para
embalagens de alimentos, resultando em sérios problemas ambientais devido a
geragdo de residuos solidos ndo degradaveis no ambiente (SOTHORNVIT e
PITAK, 2007; RHIM et al., 2013). Diversas alternativas tém sido pesquisadas para
minimizar o impacto ambiental dos polimeros convencionais, uma delas € a
utilizagao de biopolimeros, que sao biodegradaveis (pectina), renovaveis e de baixo
custo (UGALDE, 2014; OJIJO e RAY, 2013).

Entretanto, as embalagens tradicionais necessitam de melhorias para
estender a vida de prateleira dos produtos alimenticios e atender as exigéncias dos
consumidores que buscam por produtos seguros, saudaveis, mais naturais e com

menos conservantes sintéticos, além de fornecer embalagens modernas, praticas,



que preservem os alimentos e que ao mesmo tempo sejam ecologicamente
corretas (SOARES et al., 2009; RHIM et al., 2013).

1.2. Polimeros Biodegradaveis.

Atualmente, um dos produtos mais importantes da industria sdo os
polimeros devido a suas diversas aplicagdes na area de embalagens para
alimentos . A poluicdo causada pelo descarte de plasticos produzidos a partir de
polimeros sintéticos no meio ambiente é preocupante. Pois, 0 tempo necessario
para biodegradagédo de um polimero como por exemplo o polietileno esta estimado
em 200 anos (BRANDELERO et al., 2013).

Os padrdes de consumo atuais fazem com que esses produtos sejam cada
vez mais nao reutilizaveis sendo depois descartados, causando acumulo nos
aterros sanitarios (REIS et al., 2011). Além disso, por serem produzidos a partir de
fontes petroquimicas n&o sdo biodegradaveis, acabam por ficar no meio ambiente
por centenas de anos. Contudo, os esforgos feitos para reciclar e incinerar estes
materiais possuem empecilhos econdmicos e ecoldgicos.

A demanda por materiais plasticos produzidos a partir de fontes renovaveis
tem apresentado um crescimento continuo tanto em funcdo de interesses
econdmicos quanto por razbes ambientais. Apesar de ainda apresentar custos de
produgao superiores aos polimeros convencionais, estes materiais designados
como biodegradaveis,tém sido objeto de extensas pesquisas e avaliagdes
(MARTELLI et al., 2014).

Uma alternativa ambientalmente correta € a utilizagdo de polimeros
biodegradaveis, que oferecem oportunidades para a redug¢ao dos residuos solidos
urbanos com reciclagem biolégica no ecossistema e substituicdo dos convencionais
plasticos sintéticos ndo degradaveis (DOMB et al., 2011; PELISSARI et al., 2013).
Desta forma, espera-se que estes materiais tenham facil degradacdo e menor
toxicidade.

Estes polimeros biodegradaveis constituem um campo de pesquisa
emergente e foram desenvolvidos inicialmente para serem utilizados na industria
de embalagens, no setor agricola e de liberagao de farmacos. Tais aplicagdes nao

requerem alta resisténcia mecanica(PANYAM, LABHASETWAR, 2012), as maiores
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barreiras para a aceitacdo destes materiais como substitutos para os tradicionais
polimeros ndo biodegradaveis estdo no desempenho mecanico limitado e no seu
alto custo, o qual é ocasionado, principalmente, pelo baixo volume de producéao e

nao propriamente pelo custo do material bruto.

1.2.2 Pectina

A pectina é um polissacarideo presente na parede celular dos vegetais,
sendo constituida por unidades de acidos D-galacturénicos (SILVA et al., 2015). E
amplamente empregada pelas industrias alimenticias e apresenta diversas
atividades como espessantes e gelificantes, (PEREIRA et al., 2014). A pectina é
um polimero biodegradavel formado basicamente de unidades a-1,4-D acido
galacturdnico, sendo uma importante familia de carboidratos de fonte renovavel.
Este carboidrato complexo tém inspirado estudos recentes de novas tecnologias
por sua ndo-toxicidade (BARBOZA et al., 2014).

Diferentes materiais estruturais tém sido utilizados na elaboragao de filmes
tais como proteinas, lipideos e polissacarideos. Os polissacarideos incluem
celulose, quitosana, amido e pectina. A pectina € um dos principais componentes
da parede celular vegetal, contribuindo para a integridade do tecido e rigidez, e &
considerada uma das macromoléculas mais complexos na natureza (JOLIE,
DUVETTER, VAN LOEY e HENDRICKX, 2010).

Segundo Espitia et al. (2014) as principais fontes industriais e extracao de
pectina sdo de polpa de maca e cascas de frutas citricas. A estrutura molecular da
pectina é composta predominamente por cadeias helicoidais de poli-a-1-4 acidos
galacturénico como grupos acido ocorrendo parcialmente como ésteres metilicos,
com varios graus de metilagdo de residuos de acidos carboxilicos e, ou acidos
poligalacturénico amidada (Figura 1) (MISHRA et al., 2012).
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Fonte. Mishra et al. (2012).
Figura 1. Estrutura quimica do acido poligalacturénico (a),b) estrutura quimica da pectina
mostrando seus grupamentos

Grupos carboxilicos metoxilados sao obtidos por grau de esterificagdo (GE)
com metanol. De acordo, com o grau de esterificacdo (GE) é a proporcional aos
grupos de acido galacturonico esterificado ( FARRIS et al., 2009 e SILA et al.,
2009), a pectina pode ser classificada como elevado grau metoxilagédo (HMP) ou
baixa grau de metoxilagdo pectina (LMP). O HMP tem mais de 50 % dos seus
grupos carboxilicos esterificados (GE>50), enquanto LMP tem uma GE < 50. Sua
GE afeta propriedades das pectinas durante a gelificagao. Deste modo, para formar
o gel LMP em presenca de ions divalentes € necessario que atue como uma ponte
entre os pares de grupos carboxila das cadeias diferentes da pectina. Segundo
Mishara et al. (2012 ) para o HMP para formar gel em meio acido & necessario a

adicao de diversos agucares, tais como sacarose ou glicose .



Diferentes interagdes intermoleculares estdo envolvidas na gelificagdo das
pectinas. A gelificacdo de LMP envolve interacdes eletrostaticas entre os cations e
as cavidades carregadas negativamente formados por cadeias poliméricas, no qual
os cations sao adicionados durante o processo de gelificagdo. Isto é conhecido
como o modelo de "Egg Box" ou ‘caixa de ovo (Figura 2), este processo é
semelhante ao de gelificagdo de alginato. Além disso, o modelo "Egg Box" formado
entre duas cadeias paralelas sdo estabilizados por forca de Van der Waals e

ligacdes de hidrogénio, além de interagdes eletrostaticas (FRAEYE et al.,2010).
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Fonte: FRAEYE et al. (2010).
Figura 2. Representacdo do modelo de "Egg Box". Cadeias de acido galacturdnico estao
representados por linhas pretas, os ions de calcio e os grupos carboxilicos por circulos.

A pectina é um ingrediente muito utilizado na industria de alimentos e é
geralmente reconhecido como seguro (GRAS) pelo FDA (FDA, 2013) e tem sido
utilizado como aditivo em alimentos, principalmente como gelificante, estabilizante
ou agente espessante em produtos como compotas, iogurtes, bebidas
lacteas,doces frutas e sorvete (LAURENT e BOULENGUER, 2003). A produgéo de
filmes a base de pectina pode ser realizados por diferentes métodos como "casting”,
extrusdao.Outro componente importante na elaboracao do filme a base de pectina é
o plastificante. O plastificante € geralmente uma pequena molécula de baixa
volatilidade que, quando adicionado ao material polimérico, modifica a sua
organizacao tridimensional, diminui as forcas intermoleculares, e aumenta o

volume livre e mobilidade da cadeia.



Estas alteragdes na organizagao das cadeias polimericas pode ser causadas
pela a adicdo do plastificante e com isso favorece o aumento da extensibilidade e
flexibilidade do filme desenvolvido, e também reduzindo a coeséo e a rigidez do
filme (KOKOSZKA, et al., 2010). Os plastificantes que podem ser utilizados para o
desenvolvimento de embalagens para alimentos, ,incluem o glicerol e o sorbitol, o
glicerol com plastificante ser o mais popular utilizado nas técnicas de produgéo de
filmes, devido a estabilidade e compatibilidade com a cadeia de embalagem
biopolimérico hidrofilico (CHILLO et al., 2008).

As matrizes dos biopolimeros tem sido amplamente exploradas no
desenvolvimentos de embalagens biodegradaveis para alimentos. A pectina € um
biopolimero que quando adicionados em polpas de frutas e conservantes tem
grande potencial para a producdo de embalagens ativas antimicrobianas
comestiveis, as quais liberam gradativamente o conservantes para os alimentos
(OTONI et al., 2014).

Varios estudos tém demostrado a utilizacdo da pectina como matriz
polimérica para embalagens ativas e comestiveis. Moura et al. (2014)
desenvolveram uma embalagem comestivel de pectina contendo polpa de fruta de
cacau. Ja Otoni et al. (2014) desenvolveram filmes biodegradaveis de pectina com
polpa de mamao, incorporados com antimicrobiano em nanoemulsdes de

cinamaldeido para controle do crescimento de micro-organismos.

1.2.3 Polimero Natural: Bagago da cana-de-agucar

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar. Na safra estimada
para 2016/2017, 684,774 milhdes de toneladas de cana-de-agucar serao
processadas pelas usinas brasileiras (CONAB, 2016). Estima-se que uma tonelada
de cana-de-agucar dere 280 kg de bagacgo. Deste total, estima-se que 1/3 seja
correspondente a geragao de bagaco, que é uma potencial fonte para a producao
de etanol. O bagaco € um subproduto abundante e contém teores elevados de
carboidratos, sendo composto por 40-45 % de celulose e 30-35 % de hemicelulose.
O restante é composto principalmente por lignina, além de menores quantidades

de minerais, ceras e outros componentes.



Estima-se que até 2020 cerca de 90 novas unidades de industrias
sucroenergéticas devem ser implantadas em diferentes regides do pais para suprir
a expectativa de crescimento do setor (UNICA, 2012). Sendo assim, a cana-de-
agucar ganha mundialmente espagco nas mais diversas areas, de formas
inovadoras e para variados fins. Aliado ao desenvolvimento cientifico e tecnolégico
esta a preocupagédo com o impacto ambiental, a globalizagdo da producéao e do
mercado que exige produgdo em larga escala em todos os setores da industria,
gerando grande diversidade de residuos que devem receber destinagdo adequada
(SUN et al., 2004).

O bagago resultante da moagem da matéria prima é considerado,
atualmente, o maior residuo da agricultura brasileira (CONAB, 2014). A principal
finalidade desse bagacgo é para a cogeracao de energia, que é pouco utilizada no
Brasil, tendo em vista que em 2011 apenas 30 % das usinas estavam ligadas a
rede elétrica como geradoras de energia (UNICA, 2012). O restante do residuo &
utilizado para os mais diversos fins como na producdo de ragdo animal,
bioplasticos, papel, cimento, cosméticos e adsorventes.

Em decorréncia da crescente atividade sucroalcooleira no Brasil, varios
subprodutos do processo industrial, como levedura, vinhaga, torta de filtro e bagago
tém sido produzidos em quantidades expressivas. O bagaco, subproduto obtido em
maior quantidade, € queimado para geragao de energia elétrica dentro das proprias
usinas ou usado para produzir racdo animal, alcool de segunda geracao, papel,
telhas e chapas de particulas aglomeradas, o que evidencia diversas possibilidades
de aplicagéo e significante interesse de pesquisadores no aproveitamento desse
matéria (COSTA e BOCCHI, 2012).

O bagaco de cana-de-acgucar ja é utilizado na area de embalagem como
matéria-prima na produgao de papeldo ecolégico o qual apresenta significativa
eficiéncia em reter calor (SOUZA et al., 2013). Essa caracteristica do papelao de
bagaco de cana, se combinada com a propriedade térmica-isolante da placa de
embalagem cartonada, pode resultar em protétipo de placa de isolamento
residencial, que por ser produzida com matérias-primas de baixo custo, sendo
acessivel a comunidades de baixa renda.

No que se refere a estudos cientificos, uma das descobertas mais recentes

nessa area € o polimero polihidroxibutirato (PHB), que pode ser sintetizado a partir
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do bagaco da cana-de-agucar (TELLES et al., 2011). Este polimero & obtido por
meio da agédo de bactérias que se alimentam do bagacgo e formam dentro de si o
polimero. O PHB pode ser usado na fabricagdo de vasos, colheres e sacolas
plasticas, entre outros objetos (TELLES et al., 2011).

Com o desenvolvimentos da nanotecnologia muitos pesquisas estdo sendo
realizadas com nanocompdsitos para reforgo em polimeros biodegradaveis, um
destes materiais € a fibra vegetal, como o do bagago cana-de-agucar, tém gerado
grandes perspectivas para substituir as fibras sintéticas em materiais compasitos,
principalmente em paises que tem vocagéo agricola, como € o caso do Brasil
(COSTA e BOCCHI, 2012). Estes nanocompdsitos de origem vegetal tém chamado
a atengao dos pesquisadores devido as vantagens que oferecem quando utilizadas
como reforco em relagdo as fibras inorganicas, pois contribuirem para a
biodegradagao e a renovagao do ciclo ecoldgico, por possuirem baixa densidade
e, possibilitarem a reducdo de custos na fabricacdo de compdsitos, pois sao
subprodutos agricolas amplamente disponiveis, visto que sdo fontes renovaveis,

nao-abrasivas e moldaveis.

1.3 Nanocelulose

A industria mundial tem passado por inuUmeras mudancas em busca de
mateérias primas, processos e produtos mais sustentaveis. A utilizacido de materiais
biodegradaveis e/ou com potencial de reuso na cadeia produtiva tem ganhado
espaco e, lentamente, se tornado realidade para muitas industrias de
transformacao e conversao (SILVA,2015). Nesse contexto surgem as biorrefinarias,
que visam integrar processos e equipamentos para geragao de bioprodutos de
maneira sustentavel. Dentre esses produtos destacam-se as chamadas
nanoceluloses, que podem ser produzidas de qualquer fonte de biomassa
lignoceluldsica (DAMASIO,2015).

Entende-se como nanocelulose a parte dos materiais lignocelulésicos que
compreende a celulose cristalina e a celulose amorfa, com pelo menos uma
dimensao na escala nanométrica — i.e. menor ou igual a 100 nm (SILVA, 2015). Em

virtude disso, diversos sdo os nomes que a literatura fornece para os diferentes
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tipos de nanoceluloses, dependendo da sua razdo de aspecto e da composicao
cristalina e amorfa.

InUmeros processos podem ser usados para extracdo de nanoceluloses.
Dependendo do processo utilizado, tém-se diferentes tipos de nanoceluloses.
Segundo Khalil et al. (2014) as nanoceluloses podem ser classificadas em trés
subcategorias: de acordo com suas dimensdes, suas fungcbes e os métodos de
extragdo empregados em sua sintese. Esses métodos, por sua vez, dependem nao
s6 da fonte do material celuldsico, mas também das condi¢cdes de processamento
empregadas na obtengdo desses nanomateriais. Klemm et al. (2011) e Khalil et al.
(2014) dividem as nanoceluloses em trés classes: (1) nanocristais de celulose
(CNC), (2) celulose nanofibrilada(CNF) e (3) nanocelulose bacteriana (CBN). A
CBN é sintetizada pela familia de bactérias conhecida como Gluconoacetobacter
xylinius (KLEMM et al., 2011). A CBN n&o sera discutida nesta tese, pois a atencao
concentrada aqui foi nas nanoceluloses produzidas a partir de biomassa ou de
culturas agricolas/florestais.

As nanoceluloses vém conquistando espagco nos meios industriais,
principalmente por suas caracteristicas opticas e de resisténcia mecéanica. Quando
aplicadas na producao de materiais nanoestruturados, elas ndo somente alteram o
comportamento fisico-mecanico exibido pelos materiais, mas também afetam suas

propriedades Opticas. Além disso, as nanoceluloses sao materiais biodegradaveis.

1.3.1 Nanocristal de Celulose (CNC)

O nanocristal de celulose (CNC), também chamada na literatura de
nanocristais de celulose, cristalitos, whiskers e nanorods, apresenta-se geralmente
na forma de cristais com diametro de 5 nm a 70 nm. Seu comprimento varia de 100
nm a 250 nm quando a origem sao plantas lignoceluldsicas, e de 100 nm a varios
micrbmetros quando as fontes s&o bactérias, algas e animais marinhos
(LAVORATTI,2015). As propriedades do CNC dependem do material de origem.
Nanocristais de celulose oriundos da madeira, algodao e da celulose microcristalina
comercial (Avicel ®) possuem alta cristalinidade (90 %) e tamanho relativamente
uniforme, com didmetro entre 5-10 nm e comprimento até 300 nm. Ja os

nanocristais obtidos de bactérias, algas e tunicados sdo mais polidispersos, com
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diametro de 5 60 nm e comprimento que varia desde 100 nm até varios micrometros
(KLEMM et al., 2011).

Atualmente, diversos estudos tém sido desenvolvidos para a produgao de
novos materiais provenientes de fontes renovaveis. Os nanocristais (nanowhiskers)
de celulose sao estruturas de celulose altamente cristalinas, com grande numero
de grupos hidroxila e podem ser compativeis com a pectina (BARBOZA et al.,
2014).

Inseridos neste contexto, os ultimos 15 anos tém sido cenario de estudos
importantes sobre o uso da celulose como agente de reforgo para matrizes
poliméricas (EICHHORN et al., 2010). Isto se deve a ocorréncia de fragmentos
nanomeétricos de celulose, referidos como fibrilas, de elevada resisténcia mecanica,
na constru¢ao hierarquica das fibras vegetais (BIAO et al., 2011; CARRASCO et
al., 2011).

A localizagao e construcao desses fragmentos na estrutura de uma fibra séo
ilustradas no esquema da Figura 3. As fibrilas sdo formadas pelo empacotamento
de um conjunto de cadeias celuldsicas, o qual se baseia no arranjo cristalino do seu
polimorfo natural, denominado como celulose |. Este polimorfo apresenta célula
unitaria monoclinica (l) e triclinica (l) cuja proporc¢ao na fibrila depende unicamente
da matéria-prima de origem (EICHHORN et al., 2010). Por conseguinte, as fibrilas
se agregam para formar estruturas maiores, denominadas de agregados fibrilares.
Estes agregados por sua vez atuam como agentes de reforgo naturais na matriz
amorfa constituida de lignina e hemicelulose, sustentando, por fim, os diferentes
tecidos das fibras vegetais (SILVA et al., 2009).

O elevado grau de empacotamento das cadeias de celulose, devido as
ligacdes de hidrogénio inter e intramoleculares, tornam dificil a desestruturagao dos
agregados fibrilares e isolamento das fibrilas por simples métodos de
desmontagem. Todavia, os defeitos de desordem (regides amorfas) existentes
nestes fragmentos tém sido utilizados como pontos de quebra em processos
mecanicos e quimicos especificos permitindo, dessa forma, a obtencdo das
nanoestruturas celuldsicas (EICHHORN et al., 2010; OKAHISA et al., 2011).
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Fonte: FRAEYE et al. (2010).
Figura 3. Esquema ilustrativo da ocorréncia das fibrilas de celulose na estrutura

hierarquica de uma fibra vegetal de eucalipto. Figuras adaptadas das referéncias.

A desordem nas fibrilas esta associada principalmente a dois tipos de
regides amorfas. A primeira resulta de imperfeicdes de empacotamento das
cadeias de celulose localizadas na superficie da nanoestrutura. A segunda, e de
maior importancia, resulta do término de encadeamento das cadeias de celulose
ao longo da diregdo longitudinal das fibrilas, como ilustrado na Figura 4, o que gera
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regides amorfas intercaladas com as regides altamente cristalinas (IKKALA et al.,
2005).

Em geral, as caracteristicas das nanoestruturas de celulose nas aplicagbes
como agente de reforgo, tais como morfologia, dimensodes e cristalinidade séo entao
altamente dependentes do método de preparacado. A hidrolise acida tem sido um

dos métodos mais utilizados para obtenc&o de nanocristais de celulose (Figura 4).
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Fonte: IKKALA et al.2005.
Figura 4. Esquema ilustrativo do método da Hidrdlise acida. (a) Regides amo fase
Cristalinas em evidéncia numa fibrila. (b) Mecanismo envolvido na hidrélise acida. (c)

Nanoestruturas altamente cristalinas obtidas no processo.

Sob condigdes controladas, a hidrélise provoca a dissolugdo das regides
amorfas (superficiais e intercaladas), sem danos significativos das regides
cristalinas da fibrila. Isto ocorre devido a maior facilidade de permeacgao do acido
nas regides amorfas, o que gera uma cinética de hidrélise diferenciada das cadeias
de celulose nestas regides (SIQUEIRA et al., 2009).

Os segmentos cristalinos obtidos por este método apresentam, geralmente,
formato de bastdo, ou agulhas, e sdo denominados como whiskers de celulose
(HUGGE et al., 2007).
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As condigdes de hidrolise afetam as caracteristicas finais dos nanocristais
de celulose. Por exemplo, tempos longos de hidrdlise resultam em nanocristais
mais curtos. Diferentes tipos de acido também afetam as propriedades dessas
nanoestruturas: hidrélise por acido cloridrico (HCI), por exemplo, resulta em
nanocristais de celulose com carga superficial minima, enquanto o uso de acido
sulfurico (H2S0O4) promove a formagao de suspensdes aquosas estaveis, devido a
reacdo dos grupos hidroxila das cadeias de celulose com os grupos sulfatos
ionizaveis. A repulsao eletrostatica em determinados valores de pH entre os grupos
sulfato evita a agregacgao e precipitagdo dos nanocristais (BECK- CANDANEDO et
al., 2005). Utilizando o método da hidrdlise acida, suspensdes de nanocristais tém
sido obtidas a partir varias fontes como celulose bacteriana, algod&o, tunicina
(celulose animal), polpas celulésicas e fibras vegetais como de sisal e bagaco de
cana-de-agucar (BHATTACHARYA et al., 2008).

Dentre as fontes, o bagag¢o da cana-de- agucar seria indicado para extragao
de nanocristais de celulose. Representa uma fonte abundante de celulose,
geralmente, com um teor de 50 % do polimero, dependente da variedade e
maturidade da cana-de-agucar, além da qualidade do solo.

O bagago também representa o maior subproduto gerado nas industrias
agucareiras e de etanol. O destino comum do bagago é geralmente a incineragao
para cogeracao de energia e vapor nas industrias da cana (KIATKITTIPONG et al.,
2009). Contudo, a quantidade que é gerada deste residuo torna atrativo seu uso

como fonte de nanocristais de celulose.

1.3.2 Celulose nanofibrilada (CNF)

A celulose nanofibrilada (CNF), também chamada na literatura de
nanofibras, microfibras, celulose nanofibrilar e celulose microfibrilar, consiste em
nanofibras de celulose longas, flexiveis e emaranhadas, com didmetro variando
entre 1 e 100 nm, e comprimento na escala micrométrica. Seu aspecto visual € o
de um gel viscoso, de coloragao branqueada observado na Figura 5 (KLEMM et al.,
2011; ABDUL KHALIL et al)
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Figura 5 . Micrografia da CNF obtida por fibrilagdo mecanica aspecto visual do gel
de CNF (adaptada de DUFRESNE, 2013).

Ao contrario do CNC, a CNF possui regides cristalinas e amorfas e sua
morfologia se assemelha a uma rede de fibras. Por isso, sua razdo de aspecto &
geralmente alta, devido ao didmetro reduzido e ao maior comprimento das fibras,
na ordem micrométrica (LAVORATTI,2015). Devido tanto a essa caracteristica
quanto a sua morfologia, a CNF consegue formar uma rede de fibras muito rigida
(LAVOINE et al.,, 2012). Os métodos mais comuns de obtencdo da celulose
nanofibrilada sdo os que envolvem desintegragcdo mecanica da fibra, tais como
homogeinizacdo de alta pressao/alto cisalhamento, explosdo a vapor e
micronizagao (LAVOINE et al., 2012).

A desintegracdo mecénica das fibras celulésicas, sobretudo de suas
superficies, promovendo o rompimento da parede celular e a posterior exposi¢ao
das fibrilas e microfibrilas, que estavam anteriormente situadas no interior das fibras
(TURBAK et al., 1983, citados por SYVERUD et al., 2011). Esse processo resulta
em aumento da superficie externa, possibilitando maior area de contato e melhor
ligacao entre as microfibrilas de celulose nos grupos hidroxilicos terminais reativos.

As microfibrilas que formam a parede celular apresentam dimensodes
nanométricas com cerca de dezenas de nanOmetros de didmetro. As fibrilas
elementares que originam a celulose nanofibrilada compdem agregados de fibrilas
elementares que, em conjunto, formam as microfibrilas (CHINGA-CARRASCO,
2011).
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Quanto as dimensdes, o comprimento das cadeias de celulose nanofibrilada
€ varios micrometros maior que o seu didametro. A CNF apresenta diametro entre 5
e 60 nm e seu comprimento varia na escala micrométrica (KLEMM et al., 2011).

A CNF apresenta zonas com elevada intensidade de fibrilagbes devido as
forgcas de cisalhamento que as fibras sdo submetidas no processo de obtencgao,
enquanto os nanocristais s&o exclusivamente as regides cristalinas da molécula de
celulose. A celulose nanofibrilada apresenta regides amorfas e cristalinas que
compdem sua cadeia mais alongada no sentido longitudinal. Dessa forma, o longo
comprimento das cadeias de celulose nanofibrilada, associado a sua superficie que
contém vasta gama de grupos hidroxilicos expostos, acaba potencializando a
formacao de inumeras ligagcdes de hidrogénio (PAAKKO et al., 2007).

A parede celular das células do vegetal € composta por camadas formadas
por agregados de microfibrilas combinados com hemiceluloses e lignina
(SJOSTROM, 1993). A obtencéo e a separacéo de nanofibrilas de celulose a partir
da parede celular necessitam de algum tipo de tratamento quimico e/ou mecanico.

A fibrilagdo de fibras vegetais tem, em sua grande maioria, empregado
tratamentos mecanicos, utilizando homogeneizagcdo, moagem e refinacéo (ABE et
al., 2007). Todos esses métodos levam a producdo de gel com elevado teor de
agua, que pode ainda ser transformado em pd, por secagem por aspersao
(KOLAKOVIC et al., 2011).

A celulose kraft branqueada tem sido frequentemente utilizada como
material de partida para producéao de celulose nanofibrilada (IWAMOTO et al., 2005;
JANARDHNAN e SAIN, 2006; SAITO et al., 2006; SAITO et al ., 2007; SAITO et al.,
2009). Recentemente pesquisadores conseguiram o isolamento de nanofibrilas de
celulose a partir de polpa celuldsica, utilizando o processo mecanico de moagem,
0 que permitiu a obtencdo de nanofibrilas com largura média de 15 nm e alguns
micrébmetros de comprimento (ABE et al., 2007; ABE e YANO 2010; WANG et al.,
2013).

O principio fisico-mecanico de atuacado do equipamento para isolamento da
CNF consiste no desempenho de um conjunto de discos: um disco rotatério e um
disco fixo, em um compartimento pressurizado. Ha uma abertura ajustavel entre os

discos para que, por meio do contato mecanico, as fibras de celulose sejam
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desfibriladas por for¢cas de alto cisalhamento geradas pelos discos de moagem
(VIANA, 2013).

Durante o processo de desfibrilacdo mecéanica ocorrem a diminuicio
significativa no tamanho das fibras e o consequente aumento de sua area
especifica, devido a constante exposicdo das microfibrilas de celulose
componentes da parede celular. Uma area especifica maior permite o maior
numero de ligagdes entre as nanofibrilas e o menor espago vazio ou menor
tamanho dos poros entre elas, resultando em maior densidade e maior
transparéncia (JONOOBI et al., 2009; VIANA, 2013).

Apesar disso, deve-se levar em conta o alto consumo de energia requerido
nos processos que utilizam o principio mecanico de moagem, uma vez que
influencia os custos de producao (VIANA, 2013).

A deslignificacdo das fibras celuldsicas favorece a fibrilagcdo e reduz a
energia consumida durante o processo de moagem e obtencao de CNF (ABE et al.,
2007; IWAMOTO et al., 2008; MORAN et al., 2008). Dessa forma, a remocao da
lignina das fibras por processos de deslignificagao é etapa de grande importancia
para obtencdo das nanoceluloses. Zimmermann et al.(2010) afirmam que o mais
importante para o potencial de reforco € a qualidade da fibrilagdo. Uma fibrilacdo
de alta qualidade pode ser obtida com a escolha do pré-tratamento e da matéria-
prima adequados.

Varios setores industriais, como o automobilistico, de construcao civil e de
embalagens, vém desenvolvendo produtos a base de biopolimeros (compdsitos e
nanocompositos), utilizando como reforco mecanico as fibras naturais e seus
derivados. Portanto, pode-se antecipar que o uso comercial das CNF tera um

crescimento exponencial nos préximos anos.

1.4 Embalagem ativa

Embalagem ativa € um dos inovadores conceitos de embalagem de
alimentos mais utilizadas atualmente para preservar a qualidade, seguranca e
propriedades sensoriais dos alimentos (BARBOSA-PEREIRA et al., 2014).

A fungcédo da embalagem ativa é interagir com o alimento com o objetivo de

melhorar as caracteristicas fisicas, sensoriais e microbioldgica, estendendo a vida
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de prateleira dos alimentos e aumentando a seguranga e qualidade do alimento
embalado (SOARES, 1998; AHVENAINEN, 2003).

Dentre as principais técnicas de embalagens ativas, podemos citar as
antimicrobianas que inibem ou retardam o crescimento microbiano nos alimentos
(HAN, 2005), as substancias absorvedoras de etileno, oxigénio, diéxido de carbono
e umidade (MIHINDUKULASURIYA e LIM, 2014), as antioxidantes e aromatizantes
(MARKARIAN, 2006).

1.4.1 Embalagem Antimicrobiana

O desenvolvimento de embalagens antimicrobianas apresenta uma
abordagem promissora para controlar ativamente o crescimento microbiano na
superficie dos alimentos embalados e consequentemente estender sua vida de
prateleira (Kerry, 2014; COZMUTA et al., 2015; GORRASI et al., 2016).

A embalagem antimicrobiana € um tipo de embalagem ativa em que
compostos antimicrobianos s&o incorporados e, ou imobilizados no material da
embalagem com o objetivo de reduzir, inibir ou retardar o crescimento de micro-
organismos deteriorantes e ou patogénicos no alimento (HAN, 2005; SOARES et
al., 2009; DE AZEREDO, 2013). Esta prolonga a fase lag e reduz a fase de
crescimento dos micro-organismos, mantendo a seguranga e qualidade dos
alimentos (HAN, 2000).

As substancias antimicrobianas podem ser incorporadas diretamente a
matriz polimérica, na forma de ré6tulos e etiquetas ou estar contidos em sachés
(OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2004).

Alguns fatores podem afetar a efetividade da embalagem antimicrobiana,
como a estrutura quimica e as caracteristicas de solubilidade do antimicrobiano, a
composicao e o estado fisico do alimento, as condi¢des de tempo e temperatura de
estocagem e de distribuicdo, o método de preparo do filme e a interagdo com o
polimero (HAN, 2003).

Esse tipo de embalagem pode ser mais eficaz do que as substancias
antimicrobianas aplicadas na superficie do alimento, devido a liberacdo lenta e
controlada dos agentes incorporados no material da embalagem, reduzindo assim

a quantidade de aditivos adicionado aos alimentos (PENG et al., 2013).
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Os antimicrobianos mais utilizados geralmente sdo substancias naturais
ativas organicas, inorganicas ou bioldgicas, dentre elas as bacteriocinas, enzimas
antimicrobianas, 6leos essenciais, compostos fendlicos, etc (SALARBASHI et al.,
2013; WEN et al., 2016). Apesar da disponibilidade de muitos destes compostos,
os obtidos a partir de extratos de plantas s&o particularmente mais atraentes pela
industria de embalagens de alimentos devido as suas propriedades antibacterianas,
antifungicas e antioxidante (KANMANI e RHIM, 2014).

Entretanto, as embalagens tradicionais necessitam de melhorias para
estender a vida de prateleira dos produtos alimenticios e atender as exigéncias dos
consumidores que buscam por produtos seguros, saudaveis, mais naturais e com
menos conservantes sintéticos, além de fornecer embalagens modernas, praticas,
que preservem os alimentos e que ao mesmo tempo sejam ecologicamente
corretas (SOARES et al., 2009; RHIM et al., 2013).

Novas tecnologias e inovagbes em embalagens tém surgido com o objetivo
de melhorar e, ou monitorar a qualidade dos produtos, sendo que as que aparecem
em maior destaque sdo as do tipo ativa e inteligente (Figura.6) (GOMES et al.,
2015).

FUNGOES DA
EMBALAGEM

Figura 6. Fungdes basicas das embalagens e interfaces de atuagdo das embalagens ativas
e inteligentes (YAM et al., 2005)

As embalagens ativas interagem com o produto visando melhorar as
caracteristicas sensoriais, fisicas e microbiolégicas, prolongar a vida de prateleira

dos alimentos e aumentar a sua segurancga e qualidade (AHVENAINEN, 2003).
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1.5 Nisina

A nisina € uma bacteriocina da classe dos lantibioticos produzida por
linhagens de Lactococcus lactis subsp. lactis, uma bactéria amplamente utilizada
na industria de alimentos como cultura “starter” na composi¢cao de fermentos
lacticos para o processamento de queijos (MAIA et al., 2014).

A introdugao da nisina para uso comercial ocorreu na Inglaterra em 1953, e
no ano de 1988 foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para o uso
como conservante em alimentos e reconhecida como GRAS (Generally Regarded
as Safe). Tornou-se entdo a primeira bacteriocina aprovada para uso comercial em
aplicagdes alimentares no processamento de leite e derivados e, atualmente, tem
seu uso aprovado em mais de 50 paises (KHAN et al.,2015).

Desde muito tempo as bacteriocinas, e seus micro-organismos produtores
correspondentes, tém sido reconhecidos como potenciais agentes
bioconservadores de alimentos devido as suas propriedades, como por exemplo a
estabilidade as variagcbes de temperatura e pH e espectro de acdo amplo
(LACROIX et al., 2014).

Estruturalmente, a nisina consiste num pequeno polipeptidio de
caracteristica anfifilica formado por 34 aminoacidos com grupos terminais amina e
carboxila e cinco anéis internos envolvendo pontes dissulfeto. Possui os residuos
atipicos de dehidroalanaina e dehidrobutirina, além dos anéis de lantionina e -
metil-lantionina ja caracteristicos dos lantibiéticos (HUQ et al., 2014 e ROHANI et
al., 2011).

Ha duas variantes naturais de nisina, a nisina A e a nisina Z, que diferem
apenas no aminoacido que esta presente na posigcao 27; a histidina na nisina A e a
asparagina na nisina Z. Ambas as variantes da nisina apresentam atividade
antimicrobiana equivalente, no entanto a nisina Z apresenta maior solubilidade e
caracteristicas de difusdo em relagcéo a nisina A, caracteristicas estas importantes
quando se trata da aplicagéo potencial em alimentos (DE ARAUZ et al., 2009).

Assim, a nisina é considerada um importante aditivo alimentar com potencial
de uso especialmente sobre bactérias gram-positivas. Por outro lado, este peptideo
antimicrobiano esta sujeito a sofrer influéncias quanto a sua atividade em funcgao

de fatores tais como pH, temperatura, composicado e estrutura do alimento bem
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como da microbiota natural do alimento (ZHOU et al., 2013). Estes autores citam
que ja foram verificados casos de resisténcia das bactérias gram-positivas a esta
substancia, sendo que os mecanismos de resisténcias sejam extremamente
complexos, variando desde alteragao na superficie bacteriana pela alteragao na
composic¢ao de acidos graxos e fosfolipidios da membrana e da parede até mesmo
acao proteolitica de enzimas sobre o peptideo. Quanto a agéo proteolitica, Sun et
al. (2009) ja haviam relatado que este mecanismo de resisténcia se deve a
presenca na bactéria resistente do gene nsr que codifica uma proteina nisina
resistente (NSR).

Melo et al. (2006) avaliaram a eficiéncia antimicrobiana do filme de base
celulésica, incorporado com nisina sobre o micro-organismo Staphylococcus sp. em
diferentes meios de cultura. Os resultados demostraram satisfatérios quanto a
inibicdo de Staphylococcus sp. utilizando filmes antimicrobianos contendo nisina
apresentaram como um grande potencial na aplicacdo como embalagem ativa
antimicrobiana para o acondicionamento de alimentos, reduzindo as possiveis
contaminagdes microbiologicas.

Vérios autores estudaram a atividade antimicrobiana da nisina em filmes
ativos. Segundo Jin et al. (2009) estudaram a atividade antimicrobiana de filme
biodegradaveis a base pectina com nisina e com compdsitos acido polilactico tendo
acado antimicrobiana a Listeria monocytogenes. Cé et al. (2009) verificaram a
atividade de filmes ativos a base do quitosana com os agentes antimicrobianos
nisina e natamicina para ser usados com revestimentos comestiveis em kiwis e
morango minimamente processados e os resultados demostram que o filme ativo
com nisina e natamicina mantiveram os padrdes de controle microbioldgico.

Segundo Resa et al. (2014), a atividade antimicrobiana de filmes contendo
nisina e natamicina para o controle de micro-organismos em queijo Port Salu,

controlou a atividade da contaminagéo superficial deste queijo.
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CAPITULO 2

Sintese e caracterizagao de nanocristais de celulose extraidos da fibra do
bagaco de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.)
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Sintese e caracterizagao de nanocristais de celulose extraidos da fibra do
bagacgo de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.).

Resumo

Este estudo teve como objetivo sintetizar e caracterizar os nanocristais de celulose
(CNCs) extraidos da fibra do bagacgo de cana-de-agucar. As técnicas usadas para
a caracterizagao dos CNCs foram microscopia eletrdnica de varredura, microscopia
de forga atdmica, microscopia eletrénica de transmissdo, potencial zeta, analise
elementar (Fourier no infravermelho-FTIR), difragdo de raios X e caracterizagao
térmica de CNCs. A caracterizagdo morfolégica mostrou claramente a formacgao de
CNCs em forma de haste com o tamanho variando de 150-300 nm (comprimento)
e 6-20 nm (didmetro). A analise de difracdo de raios X e analise térmica revelaram
gue CNCs tém cristalinidade mais elevada (71 %) do que a fibra do bagago do cana-
de-agucar in natura (69 %), contudo menor estabilidade térmica. Os CNCs
sintetizados tém um elevado potencial de aplicagdo como reforco em
bionanocompdsitos para diversas areas (fabricagdo de papel, aditivos de
revestimentos, papéis de seguranca e embalagens de alimentos) e gerando valor
agregado em aplicagdes industriais, devido a sua boa estabilidade térmica

observado neste estudo.

Palavras-chave: bagago de cana-de-agucar, celulose, nanocristais de celulose,

nanocelulose, biopolimeros.
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Synthesis and characterization of cellulose nanocrystals extracted from
fibers of sugar cane bagasse (Saccharum officinarum L.).

Abstract

This study aimed to synthesize and characterize cellulose nanocrystals (CNCs)
extracted from sugar cane bagasse fiber.The techniques used for the
characterization of the CNCs were scanning electron microscopy, Transmission
electron microscopy, atomic strength microscopy, zeta potential, elementary
analysis (Fourier in infrared -FTIR), X-Ray Diffraction and thermal characterization
of CNCs. The morphological characterization clearly showed the formation of CNCs
stem-shaped with the size varying from 150 to 300 nm (length) and from 6 to 20 nm
(diameter). The X-Ray diffraction analysis and the thermal analysis revealed that
CNCs have more elevated crystallinity (71 %) than the sugar cane bagasse fiber in
natura (69 %), but smaller thermal stability. The synthesized CNCs have an elevated
application potential as reinforcement in bionanocomposite in several areas (paper
manufacture, coating additive, safe papers and food packages) which generates
aggregated value in industrial applications, due its good thermal stability observed

in this study..

Key words: sugar cane bagasse, cellulose, cellulose nanocrystals, nanocellulose,

biopolymers.
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1.Introducao

As pesquisas para o desenvolvimento de materiais biodegradaveis de fontes
renovaveis sao crescentes, devido as preocupagdes com recursos naturais
limitados e impactos ambientais causados pelo uso de polimeros sintéticos
(SCHMITT et al., 2015). A disponibilidade de biopolimeros, relativamente mais
baratos, que se apresentam em abundancia na natureza, pode ser citada como
uma razao na pesquisa para obteng¢ao de novos nanomateriais( LUZI,2016).

Os biopolimeros, como a celulose, ganham destaque na substituicdo de
materiais derivados de fontes ndo renovaveis. Dentre os nanomateriais conhecidos
e utilizados destacam-se as nanoceluloses sdo materiais celuldsicas que possuem
pelo menos uma de suas dimensdes na escala nanométrica (DAMASIO, 2015;
HAISHUM DU et al.,2016). Além disso, as nanoceluloses podem ser produzidas
por diferentes métodos, a partir de varias fontes lignocelulésicas (KHALIL et al.,
2014).

A celulose nanocristalina sdo nanoceluloses derivada de fibras celuldsicas,
apds passarem por processo quimico. Para obtengdao dessas nanoceluloses
existem muitos fatores que tange as técnicas de individualizagdo das microfibrilas
de celulose, que estdo imersas em uma matriz constituida de hemiceluloses e
lignina (KHALIL et al., 2014; NG et al., 2015).

As metodologias de obtencdo de nanomateriais celuldsicos tem procurado
aproveitar as estruturas cristalinas ja presentes na fibra celulésica natural para o
isolamento de materiais ou os nanocristais de celulose (CNC) (BONDESON,
METHEW e OKSMAN, 2006), cuja obtencao depende das condi¢gbes experimentais
do processo utilizado. A composig¢ao destes materiais varia de acordo com a fonte
natural utilizada.

Assim, ha diversas particularidades presentes no processo de obtencio
destes nanomateriais: quantidade de lignina, hemicelulose e agucares presentes
na fibra, tamanho das regides cristalinas e condigcbes experimentais para seu
isolamento sao questdes que devem ser analisadas de acordo com a aplicagao
destinada ao material (DEEPA, ABRAHAM, et al., 2011 e OSKMAN, ETANG, et al.,
2011).
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No processo de obtencdo dos nanocristais de celulose, uma das etapas
fundamentais € a retirada de outros componentes presentes na fibra, processo
comumente chamando de branqueamento pelo método TCF (Totally Chlorine
Free), € uma tecnologia de branqueamento onde nao se utiliza qualquer reagente
a base de cloro. Com essas preocupag¢des ambientais em mente, o uso de novos
agentes oxidantes como o peréxido de hidrogénio vem crescendo, permitindo a
remogdao da maioria das substatncias cromoforas sob condigbes suaves
(REINSTALLER, 2008 e KODA, 2000)

A celulose nanocristalina € isolados a partir da hidrélise acida das fibras kraft
branqueadas pelo método TCF e sdo similar a pequenos cilindros ou bastonetes
de caracter cristalino. Ela € também conhecida como whiskers ou nanocristais de
celulose. O mecanismo de obtengao da CNC por meio de hidrélise acida envolve a
remocao das regides amorfas das fibrilas elementares de celulose por hidrolise,
restando apenas as regides cristalinas (DAMASIO, 2015; NETO et al, 2016; OUN
RHIM, 2016).

Por causa do seu apelo as propriedades intrinsecas, tais como dimensdes
nanoescala, elevada area superficial, morfologia Unica, baixa densidade e elevada
resisténcia mecanica. Além disso, os nanocristais de celulose pode ser facilmente
modificado e esta prontamente disponivel, renovavel, e biodegradavel (KHALIL et
al., 2014. DAMASIO, 2015).

Sendo o Brasil um pais caracterizado pela economia agroindustrial € um dos
maiores produtores mundiais de cana-de-aclcar. E também o primeiro do mundo
na producédo de acucar e etanol e conquista, cada vez mais, o mercado externo
com o uso do biocombustivel como alternativa energética. O Brasil produziu
623.127 milhdes toneladas de cana-de-agucar no ano 2015 é responsavel por mais
da metade do agucar comercializado no mundo, o pais deve alcancar taxa média
de aumento da producdo de 3,25 %, até 2018/19 do produto (UNICA-Unido da
Industria de cana-de-agucar,2016).

Estima-se que 1 tonelada de cana gera em torno de 280 kg de bagaco. O
bagaco também representa o maior subproduto gerado nos programas do etanol e
agucar no pais. O destino comum do bagacgo é geralmente a incineragao para

cogeragao de energia e vapor nas industrias da cana (CONAB, 2015). Contudo,
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quantidade que é gerada deste residuo torna atrativo seu uso como fonte de
nanocelulose.

Surge grande expectativa na busca por adaptar as fibras vegetais tais como
o residuo do bagacgo da cana-de-agucar, para nanoreforco em varias industrias
(embalagens e automobilistica). Sendo assim o objetivou-se isolar e caracterizar

os nanocristais de celulose extraidos da fibra do bagac¢o de cana-de-agucar.

2.Material e Métodos

2.1. Matéria-prima

A matéria prima utilizada neste estudo foi o bagaco da cana-de agucar
fornecida pela empresa agroindustrial do ramo de agucar e alcool, proveniente da
safra de (2014/2015).

2.2 . Caracterizagao da fibra da polpa Kraft bagago de cana-de-agucar

2.2.1 . Composig¢ao quimica

A caracterizagao quimica da fibra do bagago da cana-de- agucar foi realizada
no Laboratério de Celulose e Papel no Departamento de Engenharia Florestal da
Universidade Federal de Vigosa. As seguintes analises quimicas foram realizadas
em duplicata: teor de carboidratos (xilose, galactose, manose e arabinose), cinzas
e metais (Mg, Ca, Mn, Fe e Cu). Os procedimentos analiticos utilizados estédo

relacionados na Tabela1.

Tabela 1- Procedimentos analiticos realizados na caracterizagao
quimica da polpa Kraft do bagaco de cana-de-acucar

Parametros Procedimentos

Teor de Carboidratos * Wallis et al.(1996)

Teor de cinzas TAPPI 2110om 93

Metais** TAPPI T 266 om-
94

*Glicanas, xilanas, mananas e arabinanas.
** Calcio, magnésio manganés, ferro e cobre
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2.3) Branqueamento pelo método TCF (Totally Chlorine Free)

O branqueamento da polpa kraft do bagago da cana-de-agucar foi
realizada no Laboratério de Celulose e Papel no Departamento de Engenharia
Florestal da Universidade Federal de Vigosa. A polpa passou por um
branqueamento pelo método TCF (Totally Chlorine Free), € uma tecnologia de
branqueamento onde ndo se utiliza qualquer reagente a base de cloro
(MOREIRA, 2010). Este branqueamento foi dividido em quatro estagios:

A pré-deslignificagdo com oxigénio (O) consistiu em uma posterior
deslignificagédo da polpa apos o cozimento (Tabela.2). Ocorreu uma degradacéo
e dissolucédo da lignina, durante o branqueamento com oxigénio, ocorreu através
de reagdes das estruturas fendlicas livres na lignina.

O segundo estagio de quelacdo (Q) foram utilizados em processos de
branqueamento TCF, visando principalmente a remocdo de metais da
polpa(Tabela.2).

Os dois ultimos estagios com peréxido pressurizado (PO) e peréxido (P95
OC) teve como objetivo branquear a polpa através da reagéo quimica do perdxido
de hidrogénio sobre a lignina residual (Tabela.2).

Tabela 2- Etapas do branqueamento pelo método TCF (Totally Chlorine Free)
da polpa Kraft do bagago de cana-de-agucar

Condigoes Estagios do Branqueamento TCF
o Q (PO) P(95 °C)
Consisténcia (%) 12 3,5 10 10
Tempo (min) 38 30 120 120
Temperatura (°C) 100 35 -
Presséao (Kpa) 400 - 750 -
HCI (Kg/odt) - 1,3 - -
NaOH (Kg/odt) 15 - 5 9
H20: (Kg/t) - - 40 18
02 (Kg/t) 30 - 10 -
NazSi02 O2(Kg/odt) - - 12 10
MgSQO47 H20 (Kg/odt) 1 - 1
DTPA (Kg/odt) - 25 - -

Pré-deslignificagdo com oxigénio (O), quelagao (Q), perdxido pressurizado

(PO) e perdxido (P95 °C)
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2.4 Preparacgao dos nanocristais de celulose (CNCs)

As suspensdes coloidais de CNCs em agua desionizada foram
preparadas a partir de polpa branqueada pelo método TCF (Totally Chlorine
Free), Foram utilizadas polpas branqueadas, seguida de hidrolise acida H.SO4
(Synth) realizada durante 45 min & 50 °C sob agitagdo mecanica. Apos essa
etapa a solugao foi centrifugada (Eppendorf) a 16.000 g por 5min e depois
colocada em membrana de dialise (Sigma- alorich dialysis tubing celulose
43mm) por 48 h até o pH da solugéo ficar entre 6 e 7. A suspensao resultante foi
ent&o sonicador (Soni-tech ultrasonic cleaning) durante 5 min e armazenada sob
refrigeragao (7 °C) para posterior liofilizagao.

Para estimar o rendimento da hidrélise acida foi utilizada a equacgao:

Rend (%) = mf/mi X100 (eq.1)

Onde mi representa a massa inicial de FBC branqueada pelo método TCF
utilizada na hidrélise acida e mf representa a massa celuldsica obtida na
secagem das suspensoes (liofilizadas), ambas com relagdo ao processo da

hidrélise acida.

2.4.1 Tamanho médio do nanocristal de celulose e potencial zeta ({)

Os nanocristais de celulose extraidos da fibra do bagaco da cana-de-
agucar por extragdo acida foram diluidos em agua desionizada conforme
procedimento descrito por Damasio (2015) e analisados quanto ao seu tamanho
médio e distribui¢des de tamanhos e medidas de potenciais elétricos superficiais
(potencial zeta) com auxilio do Zetasizer Malvern NanoZS. As analises foram
realizadas a temperatura ambiente de 25 °C, usando angulo de detecgéo de
173°, operando em comprimento de onda de 633 nm (NEVES, 2013).Estes

dados foram obtidos em triplicata.

2.4.2 Espectroscopia na regiao de infravermelho

As analises de espectroscopia na regidao do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas para a fibra do bagago de cana-

de- acucar in natura (FBC), fibra do bagacgo da cana-de-agucar branqueada pelo
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método TCF (FBCB) e nanocristais de celulose (CNC) com auxilio de
espectrometro FT-IR Nicolet 6700 (Thermo Scientific, EUA). As amostras das
fibras e do nanocristal de celulose extraidos do bagago da cana-de-agucar foram
preparadas segundo Moreira (2010). Os espectros de absor¢cao na regido do
infravermelho foram obtidos em ampla regido de varredura de 4000 cm™' a 400
cm-', com resolugdo de 2 cm™'. Onde serdo observadas se houve algumas

modificagdes quimicas da superficie das fibras e dos nanocristais de celulose.

2.3.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas foram obtidas por meio de analisador
termogravimétrico (modelo 60, Shimadzu, Japao) com programa de temperatura
de 25 °C a 600 °C, taxa de aquecimento de 10 °C-min-' e vazao de 60 mL-min-",
sob atmosfera de nitrogénio (Damasio,2015). Todas as analises foram

realizadas em duplicatas com trés repeticoes.

2.3.5 Difratometria de Raios-X (DR-X)

Os nanocristais de celulose foram caracterizadas por difracdo de raio-X,
a fim de avaliar o indice de cristalinidade da celulose (Ic) as analises foram
realizadas no Departamento de Solos na Universidade Federal Vigosa, Brasil,
seguindo procedimentos descritos na literatura (BROWNING, 1967; FENGEL;
WEGENER, 1989).

As analises de difracdo de raios-X foram realizadas a temperatura
ambiente em difratbmetro X-ray Diffraction System modelo X Pert PRO
(PANalytical), utilizando filtro de Ni e radiagédo Co-ka (A = 1,78890 A), variacéo
angular de 5 a 50° (28), velocidade de 3°/min, tensao de 40 kV e corrente de 30
mA.

Para o calculo do Ic utilizou-se o software Origin 8.0 (ORIGINLAB, 2007),
de acordo com o método de Segal et al. (1959), por meio da relagdo entre os
picos de intensidade maxima (20 = 27°) e minima (20 = 18 °) de difragdo, apds

correcao da linha base.
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2.3.6 Microscopia de forga atomica (MFA)

As medi¢gdes em microscopio de forga atbmica das amostras dos
nanocristais de celulose (CNCs) foram realizadas no Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Vigosa-MG, Brasil. As topografias da CNC foram
estudadas usando microscopia de for¢ca atémica (AFM, NT-MDT, Russia). As
imagens de AFM foram adquiridas em modo contato intermitente em areas
aleatdrias de 5 x 5 ym? (DAMASIO, 2015). As amostras de nanocristais de

celulose foram analisadas a temperatura ambiente (25 °C).

2.3.7 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As fotomicrografias da superficie das fibras do bagago de cana-de agucar
e do nanocristal de celulose foram observadas com auxilio de Microscopio
Eletronico de Varredura (MEV / LEO — Modelo 1430VP, Inglaterra) com aumento
de 1000 X. Foram feitas no Nucleo de Microscopia e Microanalise do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Vigosa.

Foram preparadas amostras de 0,5 cm? de cada amostra. Em seguida,
foram fixadas em stubs e cobertas com uma camada de ouro (entre 20 nm e 30
nm) com auxilio de um metalizador Sputter Coater (Balzers - Modelo SCD 010),

para aumentar a condutividade da superficie das amostras (DAMASIO, 2015).

2.3.8 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A observagao da estrutura dos nanocristais de celulose foram realizada
em microscopio eletrénico de transmissdao modelo Zeiss EM 109 a 80 kV, no
Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV).

Em grids de cobre de 300 mesh recobertos com Formvar (0,5 % em
cloroférmio), foi depositada uma gota da suspensdo. A solugdo de acetato de
uranila 2 %, utilizada como contraste, foi gotejada sobre o material para facilitar
a observacao das estruturas (SILVA,2015).
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3. Resultados e discussao

3.1 Composi¢ao quimica

Para a determinacdo da qualidade do material lignocelulésico os
parametros quimicos como teores de celulose e lignina tém sido considerados
os mais relevantes (ARANTES, 2009). A polpacdo quimica € baseada no
principio de que a lignina pode ser degradada seletivamente, usando reagentes
quimicos apropriados e permitindo a separagdo das fibras sem destruir a
celulose (ZANATA, 2012).

As composicdes quimicas das amostras foram determinadas pelo padrao
TAPPI (2002) e os resultados estdo colocados na Tabela 3. Dentre os
carboidratos quantificados na polpa kraft do bagago da cana-de-agucar, os
maiores teores foram da glicose e a hemicelulose. A glicose apresentou teor de
(76,9 %) e a hemicelulose (17,5 %). Ja a lignina total apresentou baixo teor (1,72
%), a eliminagdo quase completa de lignina, que € uma substancia amorfa, levar
a um aumento do grau de cristalinidade das polpas apds o processo de
branqueamento pelo método TCF. A deslignificagao foi favorecida pela utilizagdo
de condigdes severas da polpacao, fenbmeno semelhante foi observado por
Wolf (2011).

Nota-se que o teor de cinzas foi elevado (3,37 %), grande parte das
cinzas provém da silica destes materiais (Tabela 3). O elevado resultado para o
teor de cinzas foi relatado por outros autores (WOLF,2011). Boechat (2010),
reportou que o teor de silica encontrado foi de 1,8 % respondendo por 51,4 %
do teor de cinzas do bagaco de cana-de-agucar, este resultado foi similar ao

encontrado neste estudo.
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Tabela 3. Composicdo quimica da polpa kraft

do bagago-de-cana n&o branqueada

Constituintes* Teor
(%)
Extrativos totais 0,60
Cinzas 3,37
Lignina total 1,72
Glicose 76,9
Xilose 16,4
Galactose 0,00
Manose 0,00
Arabinose 0,00
Acidos urénicos 0,80
Grupos acetilas 0,00

*Valores sdo média de duas repeticoes.

Estes resultados dessa pesquisa s&o similares aos valores reportados na
literatura (CANILHA et al., 2011, RABELO et al., 2011 e ROCHA et al., 2015).
Nao se pode considerar estes resultados como fixos para espécie vegetal, pois
podem ser verificadas variagdes devido a posi¢cao geografica do local de plantio,
época do ano, idade do vegetal investigado, clima, modo e local de
armazenamento, entre outros. Entretanto, a caracterizagao quimica € importante
no sentido de conhecer o material de estudo e permitir melhor compreensao dos
resultados obtidos posteriormente.

A composicdo inorganica da fibra esta apresentada na Tabela 4. Os
elementos minerais tém importancia no desenvolvimento dos vegetais e seu
papel € bastante conhecido.

A fibra do bagaco de cana-de-agucar possui compostos minerais que
podem interferir na produtividade industrial e, quando se acumulam no processo,
sao causadores de problemas como corrosdes, incrustacées e entupimentos e,
portanto, reduzem a vida util dos equipamentos. Parte destes contaminantes
permanecem nos efluentes, nos residuos sdlidos e aéreos. Devido aos
problemas que os elementos minerais podem causar no nas linhas de producgao,
a sua quantificacdo torna-se util para fornecer subsidios na escolha de medidas
preventivas, uma vez que uma grande quantidade destes elementos minerais
adentra as industrias (WOLF, 2011). Durante o branqueamento TCF, no estagio

de quelagao os minerais sdo degradados, com isso a polpa branqueada pelo
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método TCF usada na sintese dos nanocristais de celulose ndo possui estes

componentes na sua composicao.

Tabela 4. Principais minerais da fibra do bagacgo
de cana-de-acucar

Minerais* Teor (mg/kg polpa)
Ca 694

Fe 123

Mn 4,5

Mg 465

Cu 2,70

K 3029

Cl 397

*Valores sdo média de duas repeti¢des.
3.2 Branqueamentos TCF (Totally Chlorine Free)

No branqueamento é um tratamento quimico que visa melhorar as
propriedades de alvura, opacidade e clareza da polpa (MOREIRA, 2010). A
alvura inicial da polpa kraft do bagago de cana-de-agucar foi de 49,99 % de ISSO
e uma viscosidade de 970 dm3kg apos passar pelos quatro estagios de
branqueamento a alvura final foi de alvura de 91,11 % ISSO e a viscosidade de
718 dm3/kg. Observa-se que a fibra branqueada pelo método TCF adquiriu um
elevado grau de alvura o que é reflexo da modificagdo da sua composi¢céo

quimica.

3.3 Tamanho médio do nanocristal de celulose e potencial zeta ({)

O tamanho médio encontrado na suspensdao de nanocristais de
celuloses (CNC) extraidos da fibra Kraft do bagagco de cana-de-agucar
analisados com auxilio de um Zetasizer Malvern NanoZS foi 24,3 nm (Figura 1).
O tamanho do CNC foi similares aos resultados ja reportados por outros autores
(Teixeira et al., 2010), bagago de cana-de-agucar (MANDAL e CHAKRABARTY,
2014) e rami (MENEZES, SIQUEIRA, CURVELO e DUFRESNE, 2009).
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Figura 1- Tamanho do nanocristal de celulose

A avaliagao da medida de potencial elétrico superficial mostrou um valor
médio -19,4 mV. Como esse valor, em modulo, é abaixo de 25 mV, pode-se
considerar que essa suspensao seja instavel (MIRHOSSEINI et al., 2008; ZHOU
et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2010) com tendéncia a flocular (MIRHOSSEINI et
al., 2008). O valor encontrado no potencial Zeta pode ser justificado pelo pH da
suspensao que era ligeiramente acido (pH=6,56). Lu et al. (2014) reportaram que
elevados valores de potencial zeta indicam alta capacidade de dispersao na
agua, enquanto valores mais baixos desse parametro indicam baixa estabilidade
dessa dispersao.

O valor dessa carga superficial € negativo (-19,4 mV) devido as
esterificacbes das hidroxilas dos carboidratos com os grupamentos sulfatos, os
quais sao aniénicos. Os grupamentos sulfatos, que se originaram a partir da
hidrolise pelo acido sulfurico, agiam como uma forga electrostatica repulsiva e

influenciam diretamente a estabilidade da suspensao (LU et al., 2014).

3.4 Rendimento Dos Nanocristais de Celuloses(CNC).

O rendimento estimado da hidrdlise acida, pela equacgao (1.1), foi em torno
de 40 %. Este valor foi inferior ao obtido para a hidrélise acida de outras fontes
como, por exemplo, nanocristais de celulose obtidas do algodao (rendimento
entre 52-65 %) (MOREIRA, 2010). No entanto, tais compara¢des sao limitadas
pois devem levar em consideracdo nao so6 o tipo de fibra celuldsica de partida,
mas também as condi¢des utilizadas na hidrélise acida.
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3.5 Espectroscopia na regido de infravermelho

A espectroscopia FTIR tem sido amplamente utilizada na area de

celulose para a investigagao, uma vez que apresenta um método relativamente

facil de se obter informacéo direta sobre modificagdes quimicas que ocorrem

durante os varias tratamentos quimicos (HARAGUCHI et al.,2013).
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Figura 2- Espectros da regido infravermelho (FTIR) dos nanocristais de celulose (CNC),

fibra do bagago da cana-de-agucar branqueada (FBCB) e fibra do bagago da cana-de-

acucar in natura (FBC).

A Figura 2, mostra os espectros de FTIR da fibra in natura (FBC), fibra

branqueada (FBCB) e dos nanocristais de celulose (CNC). Os espectros

avaliados foram bastante similares, uma vez que se tratados de materiais

originados de um mesmo polimero-base fibra do bagago de cana-de-agucar. No

entanto, existem algumas regides que podem ser diferenciadas, devido aos

diferentes processos de obtengido. A banda larga em 3.351 cm-' no CNC

corresponde a vibragao das ligagdes dos grupos—OH os valores foram similares

ao reportados por outros autores (CAMARGO et al., 2014).

A amostra FBC apresentou banda em 1.507 cm', relativa a ligagdes C=C

presentes nos anéis aromaticos constituintes da lignina, por exemplo. Esta
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banda perde intensidade, mas nao desaparece-se nas fibras branqueadas
(FBCB) e hidrolisadas sugerindo uma remoc¢ao parcial da lignina ou alguma
degradagdo da celulose Durante os dois processos de branqueamento e
hidrolise acida. Outra banda que pode ser observado na fibra in natura (FBC) foi
aproximadamente de 1.740 cm™ , no espectro correspondeu a absorgédo da
deformagéao axial de C=0, que é atribuida aos grupos ésteres-urdnico e acetil
das hemiceluloses ou as ligagdes ésteres do grupo carboxilico da lignina (NETO
et al., 2013). Essas bandas s&o caracteristicas de materiais celuldsicos e seus
valores sao consistentes com os encontrados por Lu et al. (2014), Liu et al.
(2014) e Reddy et al. (2009).

A banda na regido 877 cm do infravermelho foi atribuida ao anel de
glicose, ligacbes C-H presentes na celulose e hemicelulose. Observou-se
também o aumento deste pico no espectro na fibra branqueada (FBCB), o que
se deveu a maior exposicao da fibra devido a retirada do material que a revestia
a lignina (LEAO, 2012).

Os espectros dos nanocristais apresentaram bandas na regido de 1.055
cm™ e 855 cm™' que correspondem a estrutura da celulose (ROSA et al., 2012).
Os nanocristais de celulose apresentam regides sulfatadas remanescentes da
hidrolise acida sofrida para sua obtencao (PODSIADLO et al., 2005; LU et al.,
2014). Essas regides encontram-se na faixa de 1.055 cm™' por causa da vibragao
da ligacdo S=0, que ocorre devido a reagdes de esterificagdo (LU e HSIEH,
2010; NETO et al., 2013).

3.6 Analise Termogravimétrica (TGA)

A temperatura inicial de degradagédo dos nanocristais de celulose foi de
(268 °C) provavelmente devido a estrutura cristalina da CNC. A fibra do bagaco
de cana-de agucar in natura (FBC) quando comparado com o nanocristal possuiu

estabilidade térmica maior.
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Figura 3- Degradacao térmica TGA (3A) e DTG (3B) do bagago de cana-de- agucar in
natura (FBC), nanocristais de celulose (CNC), fibra do bagacgo de cana-de- agucar
branqueada (FBCB).

O comportamento térmico e as curvas de TGA (Figura 3A) e de DTG
(Figura 3B). Mostraram os eventos térmicos que aconteceram durante a
degradagao das fibras e dos nanocristais de celulose, pode-se dividi-los em trés
principais: liberacdo da agua aderida das regides amorfas e superficiais;
degradacgao das regides amorfas e liberagdo de volateis; e degradacdo das
regides cristalinas e quebra dos monémeros que formam o polimero( MARIANO,
2016).

As curvas termogravimétricas TG representaram a perda de massa, em
porcentagem, em fungdo da temperatura, enquanto as curvas DTG
corresponderam a derivada primeira das curvas TG e apresentaram a variagao
da massa em relagdo ao tempo, registrada em fungdo da temperatura
(DAMASIO, 2015).

A estabilidade térmica € essencial para que as nanoceluloses sejam
utiizadas como material de reforco eficaz. A temperatura tipica de
processamento de materiais termoplasticos € acima de 200 °C, logo os
nanocristais de celulose apresentam grande potencial como agentes de reforgo
devem ser avaliadas quanto ao seu comportamento termomecéanico (ROMAN e
WINTER, 2004; NETO et al., 2013).

No entanto, existem nos nanocristais de celuloses outros componentes
que alteraram as temperaturas de degradagao maxima, como por exemplo os

grupos sulfatos, que aceleram as reagdes de degradagdo (ROMAN e WINTER,
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2004). Estas reagdes podem ser observadas no caso dos nanocristais de
celuloses (Figura 3A).

O primeiro evento térmico, que ocorreu entre as temperaturas de 30 e 120
°C, pode ser caracterizado como a perda de umidade superficial ou de agua nao
ligada quimicamente a nanoestrutura.

Mandal e Chakrabarty (2014), ao avaliarem nanocompdésitos baseados
em poli (alcool vinilico) e nanocelulose de bagago de cana, constataram que a
perda de agua ocorreu na faixa de 30 a 140 °C. Esse evento térmico ocorreu
devido a retirada de agua, que muitas vezes aderida somente a superficie
necessita de energia para evaporagao,caracterizando um processo
endotérmico. Na Figura 3B verificou que os nanocristais de celulose formados
apresentaram estas caracteristica dessa primeira fase endotérmica.

Os proximos dois eventos de degradagao sao responsaveis pela perda de
massa significativa para os nanocompadsitos. Teixeira et al. (2010) e Tonoli et al.
(2012) constataram diminuicdo da temperatura de degradacdo devido a
presenca de grupamentos sulfatos na superficie dos nanocristais de celulose. A
substituicdo de grupos OH por grupos sulfatos diminui a energia de ativagao de
degradagao das cadeias de celulose (WANG et al., 2007). A influéncia da
sulfatagdo em nanocristais pode ser observada na Figura 3B, em que 0s picos
de maior regido de perda de massa estao situados abaixo de 300 ° C, enquanto
que para a fibra do bagaco de cana-de- acucar (FBC) e fibra do bagacgo de cana-
de- agucar branqueada acima de 300 °C. Os CNCs desenvolvidos neste estudo
possuem estabilidade térmica viavel para diversas areas (embalagens, aparatos

eletrébnicos e camadas de papéis cartoes).

3.7 Difratometria de Raios-X (DR-X)

A similaridade entre os difratogramas evidenciou que a estrutura cristalina
tipo | da celulose na FBC foi preservada mesmo apoés o tratamento quimico, o
que é uma caracteristica positiva para a resisténcia mecéanica da FBC ( Figura
4).
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Figura 4— Difratogramas de raio-X do nanocristal de celulose (CNC), fibra do bagago
de cana-de agucar branqueada (FBCB), fibra do bagago de cana-de — agucar (FBC).

O valor encontrado do indice cristalinidade (IC) para a FBC foi aumentou
de 69 % para 80 % apo6s o tratamento quimico (branqueamento TCF). Este
aumento pode ser explicado pela remocdo dos componentes amorfos
(hemicelulose e lignina) e pelo rearranjo das cadeias de celulose na fibra apos o
tratamento quimico (CAMARGO et al.,2014).

ApOs o processo de hidrdlise destas amostras a cristalinidade diminui de
80 % na fibra branqueada, para 71 % o nanocristal de celulose. Valor similar foi
encontrado por Barboza et al. (2014). Essas diferencas no indice de
cristalinidade entre as amostras podem ser explicadas considerando-se o
processo de hidrélise das regides amorfas ocorreu parcialmente, mas sugere
que pode ter ocorrido uma degradacao parcial da estrutura cristalina superficial
dos nanomateriais, gerando defeitos superficiais que nédo permitem uma
cristalinidade préxima a 100 %. O Ic pode também ter sido influenciado pela
possivel presenga de alguns agucares na suspensao de nanocristais (KUMAR
et al., 2014). O tempo de hidrdlise acida foi um fator importante na sintese do
CNC e pode ter contribuido para IC de 71 %, isso ocorreu devido a presenga de
dominios amorfos remanescentes que nao foram hidrolisados. Resultados
similares foi encontrado Rosa (2012), evidenciou que o tempo de hidrdlise acida

também é um fator determinante na indice cristalinidade.
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3.8 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura foi realizada para avaliar os
diferentes tipos de estruturas formadas na superficie dos nanocristais e das
fibras. Os tratamentos quimicos também podem causar alteragdes estruturais
das fibras lignoceluldsicas. Por isso, a morfologia das fibras e do nanocristais de
celulose foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV), e as
micrografias sdo apresentadas na Figuras 5.

As imagens de MEV permitiram observar que os nanocristais de celulose
(CNC) tem a capacidade de formacéo de filmes mais rugosos (Figura 5C).
Enquanto as fibras in natura (FBC) possuem morfologia entrelagada, rigida,
compactada e uma estrutura mais homogénea (Figura 5A), quando comparado
com o CNC (Figura 5B) exibiu uma morfologia mais desorganizada, com maior
exposicao das fibras, isso pode ser explicado devido ao tratamento quimico
(branqueamento TCF) que a fibra sofreu uma hidrélise acida que expds algumas

das regides cristalinas da fibra.

Figura 5 — Micrografia de MEV da fibra do bagago de cana de agucar—FBC (A), fibra
do bagacgo de cana de agucar branqueada—FBCB (B), nanocristais de celulose-CNC
(C).
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3.9 Microscopia de forga atdmica (MFA)

A microscopia de forga atdmica permitiu a observacgao fisica da topografia
exata dessas nanoestruturas. A medida que ocorreu a varredura na frequéncia
de oscilagdo da ponta, vales e picos sao desenhados em fungdo da morfologia
dos nanocristais de celulose estudados. A estrutura fisica dos nanocristais de
celulose (Figura 6) observados em MFA remeteu a um pequeno cilindro, cujas
dimensdes (comprimento e didmetro) estdo na escala nanométrica (IBRAHIM et
al., 2015). Ao tracar o perfil 3D (Figura 6C e 6D) dos CNCs, observou claramente

seu formato similar a bastonetes.

Figura 6— Imagens de MFA de CNC, Micrografia de forca atdmica varredura no modo
de contato intermitente.6A) e 6B) Imagem 3D da superficie do nanocristais de
celulose.
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Figura 6-Imagens de MFA de CNC, Micrografia de forga atdmica varredura no modo
de contato intermitente. 6C) e 6D) Varredura de 1x1 \ ym? (detalhe de um nanocristal)
em 6D) e 6F) Varredura geral da area de 5x5 ym3.

Os nanocristais caracterizados acima possuem comprimento médio dos
cristais variam da ordem de 150-300 nm. Ja os menores nanocristais de celulose
possuem diametro de 6 nm e os maiores didmetro de até 20 nm (figura 6A e 6B).
Cao et al. (2010) afirmam que ao utilizar hidrélise com acido forte obtém-se
geralmente nanocristais de 100 a 200 nm de comprimento e 20 a 40 nm de

largura.

3.10. Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Na Figura 7, mostrou a micrografia de MET apresentaram nanoceluloses
com formato de agulha, confirmando que a extragdo do CNC foi bem sucedida.
As caracteristicas morfolégicas dos CNCs sao dependentes da fonte de
celulose e das condigdes experimentais do seu isolamento. Dong et al. (1998)
foram os primeiros pesquisadores a estudar os efeitos das condi¢cdes de hidrolise
nas estruturas dos CNC de fibras de algodao, hidrolisadas com acido sulfurico.

Eles relataram que o aumento do tempo de hidrélise conduz a nanocristais mais
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curtos e com maior carga superficial, devido a presenga de grupos sulfato na
superficie dos nanocristais (LEITE,2015).

Os nanocristais de celulose séo similares a pequenas agulhas (Figura
7A) de caracter cristalino, isolados a partir da hidrdlise acida das fibras. O
mecanismo de obtencado dos nanocristais por meio de uma hidrélise acida, de
acordo com Paakko et al. (2007), demonstra que a agcao dos agentes de hidrdlise
promove a extragdo das regides amorfas das fibrilas elementares de celulose,

restando apenas as regides cristalinas.

7B

Figura 7. Microscopia electronica de transmissdo : imagens dos.nanocristais de
celulose— 20,000X mag (7A); B) nanocristais de celulose — 20,000X mag (7B)

Estas imagens mostraram nanocristais individuais e alguns agregados .
O aparecimento de cristais lateralmente agregados nas imagens MET ja era
esperado devido a elevada area superficial especifica e as fortes interacoes de
higrogénio estabelecidas entre os CNCs. Estes agregados pode existir mesmo
mesmo em suspensao,mas quando o meio de dispersdo é removido como no
caso da preparagao de amostra para o MET, estes agregados podem ser ainda
mais numerosos do que os cristais individuais (NETO,2012).

Segundo Leite (2015), no seu estudo mostrou a existéncia de estruturas
maiores (microestruturas) com tamanhos que variam de 10 a 100 pm,

aproximadamente. A presenga dessas estruturas pode ser devido a hidrdlise
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incompleta das fibras, como também a aglomeragédo durante a secagem dos
CNC.

De acordo Rosa et al,(2010) micrografias de transmisséo eletrbnica de
uma suspensao de nanocristais de celulose de fibra de coco imaturo obtiveram

formato muito similar ao encontrado neste estudo.

4. Conclusao

A partir deste estudo foi possivel o isolamento e a caracterizacdo dos
nanocristais de celulose extraidos do bagago de cana-de-agucar. O método
utilizado para produgdo de nanocristais de celulose apresentou um rendimento
de 40 %. Os nanocristais de celulose sintetizados e caracterizados encontra-se
na escala nanométrica e tém grande potencial como nanoreforco em
bionanocompdsitos para diversas areas e um valor agregado em aplicagdes

industriais, devido a sua estabilidade térmica apresentada neste estudo.
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CAPITULO 3

Sintese e caracterizagao da celulose nanofibrilada (CNF) extraida do
bagaco de cana-de agucar (Saccharum officinarum L.).
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Sintese e caracterizagcdao da celulose nanofibrilada (CNF) extraida do
bagaco de cana-de agucar (Saccharum officinarum L.)

RESUMO

Este estudo teve como objetivo sintetizar e caracterizar celulose nanofibriladas
(CNFs) extraidos da fibra do bagago de cana-de-agucar. As técnicas usadas
para a caracterizacdo dos CNFs foram microscopia eletrbnica de varredura,
microscopia de forga atdémica, microscopia eletrbnica transmissao, potencial
zeta, analise elementar (Fourier no infravermelho-FTIR), difragdo de raios X e
caracterizagao térmica de CNFs. As fibras do bagaco de cana-de-agucar foram
branqueada pelo método TCF ( com alvura de 91,11 % ISSO e a viscosidade de
718 dm?/kg ) e passaram processo mecanico de desfibrilagdo no moinho Super
Masscolloider Masuko Sangyo (5 passes) para obtengdo das celuloses
nanofibriladas. O rendimento encontrado foi em torno de 90 %. A caracterizagao
morfologica de CNF foi formada devido ao entrelagamento dessas nanofibrilas.
Apresentou uma estrutura heterogénea e desorganizada, com maior exposigao
das fibras devido ao tratamento mecanico. A celulose nanofibrilada possui seu
comprimento alongado 350 nanométrico e seu diametro na escala 11 a 16
nanomeétrica. A avaliagdo da medida de potencial elétrico superficial mostrou um
valor médio (-26,2 mV). A anadlise de difracdo de raios X e analise térmica
revelaram que NCFs possui cristalinidade (64,3 %) e a temperatura inicial de
degradagao celulose nanofibriladas foi (240 °C), provavelmente devido a
estrutura amorfo. AS CNFs sintetizados tém um elevado potencial de aplicagcéo
como reforgo em bionanocompésitos para diversas areas (fabricagao de papel,
aditivos de revestimentos, papéis de seguranga e embalagens de alimentos) e

gerando valor agregado em aplicagdes industriais.

Palavras chaves: nanocelulose, celulose nanofibrilada, bagago de cana-de-

agucar.
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Synthesis and Characterization of nanofibrillated Cellulose (CNF) extracted
from sugar cane bagasse (Saccharum officinarum L.).

ABSTRACT

This study aimed to synthesize and characterize nandfibrillated cellulose (CNFs)
extracted from sugar cane bagasse fiber. The techniques used for the
characterization of the CNFs were scanning electron microscopy, Transmission
electronic microscopy, atomic strength microscopy, zeta potential, elementary
analysis (Fourier in infrared -FTIR), X-Ray Diffraction and thermal
characterization of CNFs. The fibers of the sugar cane bagasse were whitened
using the TCF method (with whiteness of 91.11 % ISSO and viscosity of 718
dm3¥kg) and went through disfribilation mechanical process in the Super
Masscolloider Masuko Sangyo Mill (5 passes) for the obtainment of the
nanofibrilada cellulose. There was a yield of about 90 %. The CNFs
morphological characterization was formed due to the interlacing of thes
nanofibrillated, presenting a heterogeneous and disorganized structure, with a
bigger exposition of the fibers due to the mechanical treatment. The
nanofibrillated cellulose has its elongated length of 350 nanometers and its
diameter in the scale of 11 to 16 nanometers. The assessment of the superficial
electric potential measure showed an average value of -26,2 mV. The X-Ray
diffraction analysis and the thermal analysis revealed that CNFs have crystallinity
of 64.3 % and the initial temperature of nanofibrilada cellulose degradation was
of 240 °C, probably due to the amorphous structure. The synthesized CNFs have
elevated application potential as reinforcement in biocomposite in several areas
(paper manufacture, coating additive, safe papers and food packages) which

generates aggregated value in industrial applications.

Key Words: nanocellulose, nanofibrilada cellulose, sugar cane bagasse
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1-INTRODUGAO

Nos dultimos anos tem aumentado o0 numero de pesquisadores
interessados em estudar a viabilidade de utilizagdo dos recursos naturais
renovaveis nas mais diversas areas.

A busca crescente por tecnologias e produtos que proporcionem menor
impacto ambiental tem motivado o interesse no estudo e aplicacdo de matérias
primas biodegradaveis e renovaveis (AZEREDO et al., 2016). Faz-se necessario,
portanto, desenvolver novos materiais capazes de substituir aqueles ja
existentes por produtos de menor impacto ambiental e com propriedades
semelhantes aquelas dos materiais ja utilizados atualmente (ALEMDAR & SAIM,
2008; CHERIAN et al., 2011).

Dentre esses materiais naturais a celulose destaca-se como um material
renovavel, biodegradavel, de baixo custo, mostrando ainda excelentes
propriedades fisico-mecanicas (VIANA,2013 :XIAO et al. 2016 and ROSAZLEY
et al., 2016).

A nanocelulose pode ser obtida de diversas maneiras, tais como por
hidrolise acida e por sintese bacteriana. No entanto, estes processos sao
dispendiosos e tém baixo rendimento (TUZZIN et al., 2016). Recentemente, os
processos mecanicos de extracdo da nanocelulose de madeiras e residuos de
celulose industrial vém ganhando destaque por serem processos que, na maioria
das vezes, ndo exigem que a matéria-prima seja previamente tratada, o que
reduz os custos com insumos (JONOOBI et al., 2015; ROSAZLEY et al, 2016).

As celulose nanofibriladas (CNF) sdo originadas da desintegracado das
fibras celuldsicas, sobretudo de suas superficies, promovendo o rompimento da
parede celular e a posterior exposicao das fibrilas e microfibrilas anteriormente
situadas no interior das fibras (TURBAK et al., 1983, citados por SYVERUD et
al., 2011). As fibrilas elementares que originam a celulose nanofibrilada
compdem agregados de fibrilas elementares, que em conjunto formam as
microfibrilas (CHINGA-CARRASCO, 2011; GUIMARAES JUNIOR et al.,2015).

Nesse contexto, materiais em tamanho nanomeétrico, como celulose

nanofibradas, podem ser uma alternativa viavel devido a suas propriedades
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mecanicas e alta cristalinidade, além de serem provenientes de fontes naturais
e renovaveis (KAUSHIK et al., 2010; CHERIAN et al., 2011).

Diante da necessidade de produtos mais sustentaveis, as celuloses
nanofibradas, materiais lignocelulosicos podem ser uma alternativa para o
desenvolvimento de novos materiais a serem utilizados em diferentes aplicagdes
(DAMASIO, 2015; KILZILTAS et al., 2016)).

A CNF tém grande potencial de emprego na fabricacdo de diversos
produtos, por exemplo, muitas aplicagdes em nanocompdsitos, fabricacdo de
papel,papéis de seguranga e embalagens de alimentos (BELBEKHOUCHE et
al., 2011).

Surge grande expectativa na busca por adaptar as fibras vegetais, tais
como o residuo do bagaco da cana-de-agucar, para nanoreforco em varias
industrias. Sendo assim, objetivou-se isolar e caracterizar celulose nanofibrilada

extraidos da fibra do bagago de cana-de-agucar.
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2.Materiais e Métodos

2.1. Matéria- prima

Neste estudo foi utilizada polpa Kraft o bagago da cana-de acgucar
fornecida por uma empresa agroindustrial do ramo de agucar e alcool
proveniente da safra de (2014/2015).

O branqueamento da polpa kraft do bagago da cana-de-agucar foi
realizada no Laboratorio de Celulose e Papel no Departamento de Engenharia
Florestal da Universidade Federal de Vigosa. A polpa passou por um
branqueamento pelo método TCF (Totally Chlorine Free), € uma tecnologia de
branqueamento onde ndo se utiliza qualquer reagente a base de cloro
(MOREIRA, 2010). Este branqueamento foi dividido em quatro estagios:

A pré-deslignificagdo com oxigénio (O) consistiu em uma posterior
deslignificacédo da polpa apds o cozimento (Tabela.2). Ocorreu uma degradacéao
e dissolucédo da lignina, durante o branqueamento com oxigénio, ocorreu através
de reacdes das estruturas fendlicas livres na lignina.

O segundo estagio de quelacdo (Q) foram utilizados em processos de
branqueamento TCF, visando principalmente a remocdo de metais da
polpa(Tabela.2).

Os dois ultimos estagios com peréxido pressurizado (PO) e peréxido (P95
0C) teve como objetivo branquear a polpa através da reagéo quimica do perdxido

de hidrogénio sobre a lignina residual (Tabela.2).
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Tabela 2- Etapas do branqueamento pelo método TCF (Totally Chlorine Free)
da polpa Kraft do bagago de cana-de-agucar

Condigoes Estagios do Branqueamento
TCF

o Q (PO) P(95°C)
Consisténcia (%) 12 3,5 10 10
Tempo (min) 38 30 120 120
Temperatura (°C) 100 35 -
Presséao (Kpa) 400 - 750 -
HCI (Kg/odt) - 1,3 - -
NaOH (Kg/odt) 15 - 5 9
H202 (Kg/t) - - 40 18
O2 (Kgft) 30 - 10 -
Na,Si0- - - 12 10
O2(Kg/odt)
MgSO.7 H.O 1 - 1 1
(Kg/odt)
DTPA (Kg/odt) - 2,5 -

Pré-deslignificacao com oxigénio (O), quelagao (Q), perdxido pressurizado
(PO) e peréxido (P95 °C)

2.2.Preparacgao das nanofibriladas

No laboratério de Polpa e Papel da Universidade Federal do Parana
(UFPR) as amostras de polpa celulésica branqueada pelo método TCF foram
dispersas em agua destilada utilizando um liquidificador, durante o tempo de
cinco minutos, para obtengdo de uma suspenséao de fibras homogeneizadas.

As polpas branqueadas pelo método TCF formaram uma suspensao
juntamente com agua destilada na concentragdo 2 % base massa seca
(IWAMOTO et al., 2008), seguiram para o processo mecanico de desfibrilagcao
no moinho Super Masscolloider Masuko Sangyo (MKCAG6-3; Masuko Sangyo
Co., Ltd.) ( Figura .1).
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Fonte: Viana (2013).
Figura 1 - Moinho Super Masscolloider Masuko Sangyo

O moinho desfibrilador Super Masscolloider Masuko Sangyo consiste em
duas pedras de desfibrilacdo com um diametro de 150 mm, sendo a pedra
inferior rotatéria e a superior estacionaria. A regiao periférica da pedra é bastante

plana e a parte interior cbnica apresentando sulcos (Figura 2).

Fonte: Viana (2013).
Figura 2- Pedra com sulcos

O ajuste das pedras de desfibrilagao por meio da distancia entre elas
permite o controle do tamanho das particulas produzidas. A aproximagao das
pedras foi feita com o equipamento desligado e sem a suspensao de fibras.
Contudo é importante ressaltar que quando o moinho desfibrilador for ligado,
com as pedras proximas, que este esteja carregado de material. A presenca da
suspensao celuldsica no moinho desfibrilador permite a—lubrificagdo das pedras
evitando desta forma o chamado—vazio de moagem que pode causar o
desgaste das mesmas podendo resultar numa futura contaminagao do material.
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A separagao das microfibrilas da parede das fibras ocorre no moinho
desfibrilador por meio de um processo mecéanico de compressao e forcas de
cisalhamento geradas quando a polpa passa através da abertura entre as
pedras. A distancia entre os discos foi ajustada em cerca de 0,1 mm
(NAKAGAITO e YANO, 2005; STELTE e SANADI, 2009).

Além da regulagem das distancias entre as mos, o moinho desfibrilador
também permite o controle da frequéncia que pode ser de até 3000 rpm. Nesta
pesquisa adotou a freqiéncia de 1500 rpm conforme sugerido por outros autores
(IWAMOTO et al., 2008; IFUKU et al., 2009; IFUKU et al., 2010). Apds 5 passes
pelo moinho desfibrilador a suspensdo celulésica transforma-se numa
suspensao estabilizada (Figura.3), adquirindo aspecto de gel conforme

observado por Besbes et al. (2011).

Figura 3- Celulose nanofibrilada a partir da polpa organossolve do bagago de cana-de-
agucar branqueada (aspecto de gel)

2.3.1 Tamanho médio da nanofibrilada e potencial zeta ()

No laboratério de Embalagens (Labem) da Universidade Federal de

Vicosa (UFV) o gel da celulose nanofibrilada extraidas da fibra do bagaco da
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cana-de-agucar por processo mecanico foram diluidas em agua desionizada
conforme procedimento descrito por Silva (2015) e analisadas quanto ao seu
tamanho médio e medida de potencial elétrico superficial (potencial zeta) com
auxilio de um Zetasizer Malvern NanoZS. As analises foram realizadas a
temperatura ambiente de 25 °C, usando angulo de deteccéo de 173°, operando
em comprimento de onda de 633 nm. Estes dados foram coletados em triplicata
(DAMASIO, 2015).

Para estimar o rendimento do processo mecanico foi utilizada a equacgéo:
Rend (%) = mf/mi X100 (eq.1)

Onde mi representa a massa inicial de FBC branqueada pelo método TCF
utilizada no processo mecanico e mf representa a massa celulésica obtida na

secagem do gel nanocelulésicos , ambas com relagdo ao processo mecanico.

2.3.2 Espectroscopia na regiao de infravermelho

As analises de espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas com a celulose nanofibriladas
liofiizadas com auxilio de um espectrémetro FT-IR Nicolet 6700 (Thermo
Scientific, EUA). As amostras de celulose nanofibriladas extraidas do bagago da
cana-de-agucar foram preparadas segundo Damasio (2015). Os espectros de
absor¢cao na regidao do infravermelho foram obtidos em ampla regidao de
varredura de 4000 cm™ a 400 cm™, com resolugdo de 2 cm™. Onde foram

observadas as modificacdes quimicas da superficie das nanofibriladas.

2.3.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas foram obtidas por meio de analisador
termogravimétrico (modelo 60, Shimadzu, Japao) com programa de temperatura
de 25 a 600 °C, taxa de aquecimento de 10 °C-min-' e vazao de 60 mL-min-",
sob atmosfera de nitrogénio (SILVA,2015). A analise termogravimétrica
possibilitou avaliar a estabilidade térmica e a temperatura de decomposicao da
amostra da celulose nanofibrilada. Todas as analises foram realizadas com trés

repeticdes com duplicatas.
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2.3.5 Difratometria de Raios-X (DR-X)

As celuloses nanofibriladas (liofilizadas) foram caracterizadas por
difracdo de raio-X, a fim de avaliar o indice de cristalinidade da celulose (Ic),
seguindo procedimentos descritos na literatura (BROWNING, 1967; FENGEL;
WEGENER, 1989).

A técnica empregada para o calculo do indice de cristalinidade das
celuloses nanofibriladas foi a difracdo de raio-X. Essa técnica utiliza o
espalhamento da radiagdo X através de estruturas organizadas (cristais), o que
permite realizar estudos morfoldégicos em materiais, determinando sua estrutura
e sua fragao cristalina (BAUMHARDT NETO, 2007). As analises de difragcao de
raio-X foram realizadas a temperatura ambiente em difratdmetro X-ray Diffraction
System modelo X Pert PRO (PANalytical), utilizando filtro de Ni e radiagado Co-
ka (A= 1,78890 A), variagcdo angular de 5 a 50° (28), velocidade de 3°/min, tens&o
de 40kV e corrente de 30 mA.

Para o calculo do Ic utilizou-se o software Origin 8.0 (ORIGINLAB, 2007),
de acordo com o método de Segal et al. (1959), por meio da relagdo entre os
picos de intensidade maxima (26 = 26,15) e minima (26 = 18°) de difragcéo, apds

corregao da linha base.

2.3.6 Microscopia de forga atomica (MFA)

As medicbes em microscopio de forca atbmica das amostras celulose
nanofibriladas estudadas foram realizadas no Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Vigosa-MG, Brasil. As topografias da CNF foram
estudadas usando microscopia de forca atébmica (AFM, NT-MDT, Russia). As
imagens de AFM foram adquiridas em um modo contato intermitente em areas
aleatérias de 5 x 5 pm? (DAMASIO, 2015). As amostras de celulose

nanofibriladas foram analisadas a temperatura ambiente (25 °C).

2.3.7 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As fotomicrografias da superficie das nanofibriladas foram realizadas com
auxilio de Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV / LEO — Modelo 1430VP,
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Inglaterra) com aumento de 1000 X. Foram feitas no Nucleo de Microscopia e
Microanalise do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Vigosa.

A microscopia eletrbnica de varredura foi realizada para avaliar os
diferentes tipos de estruturas formadas na superficie das celulose nanofibriladas.
Foram preparadas amostras de 0,5 cm? de cada amostra. Em seguida, foram
fixadas em stubs e cobertas com uma camada de ouro (entre 20 nm e 30 nm)
com auxilio de um metalizador Sputter Coater (Balzers - Modelo SCD 010), para

aumentar a condutividade da superficie das amostras (SILVA, 2015).

2.3.8 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A observacdo da estrutura da celulose nanofibrilada foi realizada em
microscopio eletronico de transmissdo modelo Zeiss EM 109 a 80 kV, no Nucleo
de Microscopia e Microanalise (NMM) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Em grids de cobre de 300 mesh recobertos com Formvar (0,5 % em
cloroférmio), foi depositada uma gota da suspensdo. A solugdo de acetato de
uranila 2 %, utilizada como contraste, foi gotejada sobre o material para facilitar

a observacéao das estruturas (SILVA,2015).

3. Resultados e discussao

3.1 Branqueamentos TCF (Totally Chlorine Free)

O branqueamento € um tratamento quimico que visa melhorar as
propriedades de alvura, opacidade e clareza da polpa (MOREIRA,2010). A
alvura inicial da polpa kraft do bagago de cana-de-agucar foi de 49,99 % de ISSO
e uma viscosidade de 970 dm3kg apds passar pelos quatro estagios de
branqueamento TCF a alvura final foi de alvura de 91,11 % ISSO e a viscosidade
de 718 dm3kg. Observa-se que a fibra branqueada pelo método TCF adquiriu
um elevado grau de alvura o que é reflexo da modificagdo da sua composi¢ao

quimica.
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3.2 Tamanho médio de celulose nanofibrilada e potencial zeta ({)

As fibras do bagaco de cana-de-agucar foram branqueadas pelo método
TCF e passaram por processo mecanico de desfibrilacdo no moinho Super
Masscolloider Masuko Sangyo (5 passes) para obtencao das nanofibriladas. O
rendimento encontrado foi em torno de 90 %.

O tamanho médio encontrado na celulose nanofibriladas extraidos do
bagaco de cana-de-agucar analisados com auxilio de um Zetasizer Malvern
NanoZS foi de 11,93 nanémetros. Silva (2015) avaliou em seu estudo celulose
nanofibrilada extraida de polpa de algod&do onde o diametro ficou 104,15 nm.

A avaliacdo da medida de potencial elétrico superficial mostrou um valor
médio (-26,20 mV). Como esse valor, em modulo, € acima de 25 mV, pode-se
considerar que essa suspensao seja estavel (MIRHOSSEINI et al., 2008; ZHOU
etal., 2012; TEIXEIRA et al., 2010) com nao tendéncia a flocular (MIRHOSSEINI
et al., 2008). Damasio (2015) encontrou na sua CNF de origem de um mix de
madeiras de coniferas o valor do potencial Zeta de -26,86 mV valor bem similar
a este estudo. Silva (2015) relatou no seu estudo que a sua CNF extraida de
fibra de kraft de madeira teve o valor do potencial zeta de —30,1 mv com alta
capacidade de dispersao na agua.

Lu et al. (2014) reportam que elevados valores de potencial zeta indicam
alta capacidade de dispersdo na agua, enquanto valores mais baixos desse

parametro indicam baixa estabilidade dessa dispersao.

3.3 Espectroscopia na regiao de infravermelho

A Figura 4, mostra os espectros de FTIR da celulose nanofibrilada. Os
espectros avaliados sdo bastante similares, uma vez que se trata de materiais
originados de um mesmo polimero-base. No entanto existem algumas regides
que podem ser diferenciadas, devido aos diferentes processos de obtencéo. A
banda larga em 3.671 cm- ' corresponde a vibracdo das ligagbes dos grupos —
OH. Em 2.970 cm™' tem-se a vibragédo das ligagdes dos grupos C-H. Essas
bandas sao caracteristicas de materiais celulésicos e seus valores sao
consistentes com os encontrados por Lu et al. (2014), Liu et al. (2014) e Reddy
et al. (2009), Damasio (2015).
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A banda encontrada em 1.788 cm-! para a CNF representa o estiramento
de ligagdes dos grupamentos de acidos carboxilicos, C=0 e C-O. Outros estudos
relatam que essa banda foi muito evidente para a nanofibrilada (DAMASIO,
2015).

A vibragdo axial da ligagdao O-H da celulose e da agua absorvida foi
encontrada na banda de 3345 cm™, o resultado foi similiar ao encontrado por
ROMANZINI et al., 2012. A banda de 2970 cm™' representa o estiramento da
ligacdo C-H da celulose (JIANG et al., 2013; JONOOBI et al., 2011 ).

A banda de 1690 cm™ é a deformacao da ligagdo O-H da agua absorvida
(JONOOBI et al., 2011), a outra banda que também envidencia é 1426 cm™ que
€ deformacgéo da ligagdo simétrica dos grupos CHz da celulose,os resultados
similares foram repotados por CHEN et al., 2011 e GUIMARAES JUNIOR et al,
2015.

O espectro de de 814 cm™ representa a Ligagdes B-glicosidicas entre os
monossacarideos da celulose, resultado foi muito similar ao encontrado por
JIANG et al., 2013.
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Figura 4- Espectros da regido infravermelho (FTIR) da celulose nanofibrilada (CNF)
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3.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

A temperatura inicial de degradacgao celulose nanofibrilada foi (240 °C),
provavelmente devido a estrutura amorfa. Damasio (2015) obteve o resultado
similar a este valor para sua CNF. Além disso, a presenca de hemiceluloses na
composi¢cao organica da CNF faz com que as temperaturas iniciais de
degradagao sejam mais baixas (NETO et al., 2013) quando comparada com
outras nanoceluloses sintetizadas por outros métodos, como por exemplo os

nanocristais de celuloses.
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Figura 5- Curvas do comportamento de degradagao térmica TGA das celulose
nanofibriladas (CNF)

Observam-se trés principais eventos de perda de massa na Figura 5. O
primeiro evento, com maxima taxa de degradagao em 94 °C e perda de massa
de 5,9 % esta relacionado com a evaporagao da agua presente nas fibras. O
segundo evento, com onset em 317 °C e maxima taxa de degradagao em 341
°C ( tabela.1), segundo De Rosa et al. (2011) e Peng et al. (2013), pode ser
atribuido a dois mecanismos de degradagéao: primeiramente, a desidratagao da
celulose causada por um processo endotérmico e, em seguida, a
despolimerizagédo térmica da celulose. No ultimo evento de perda de massa,
observado a partir de 444 °C, segundo Ashori et al. (2014), ocorre a
decomposicédo térmica da celulose em mondémeros de D-glucopiranose, que

podem ainda se decompor em radicais livres.
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Tabela 1 - Analise termogravimétrica da celulose nanofibriladas extraidas da fibra Kraft

do bagago de cana-de- agucar

Amostra Primeiro evento Segundo evento Terceiro evento
Tmax Perda de Tmax Tmax (°C) Perdade Massa residual
O massa €O massa % (m/m)

% (m/m) % (m/m
NCF 5,9 94 341 64,28 12,3

De acordo com a Tabela 1, a celulose nanofibrilada apresenta maior
percentual de massa residual quando comparada com outros materiais
celulésicos. O mesmo comportamento foi encontrado por Peng et al. (2013) ao
compararem a celulose microcristalina e as CNFs obtidas por secagem
supercritica. Os autores encontraram valores de massa residual para a celulose
microcristalina de 5,4 (%om/m) e de 11,5 % (%m/m) para a CNF obtida por
secagem supercritica.

A Tmax é critica para a aplicagéo da nanocelulose em compadsitos, pois €
um indicativo da estabilidade térmica do material (KAUSHIK e SINGH, 2011;
PENG et al., 2013). Conforme a Tabela 1, as celuloses nanofibrilada extraida
do bagago de cana-de—agucar possuem Tmax de 341 °C. O mesmo
comportamento foi encontrado por Peng et al. (2013). A celulose, quando seca
ao ar, forma uma camada sélida na superficie. Durante a degradagao térmica,
forma-se um filme compacto de cinzas que age como uma protegcao para as
fibrilas localizadas nas regides mais internas. Dessa forma, a degradagao
térmica dessas fibrilas é reduzida. Contudo, na CNF obtida por secagem
supercritica, as fibrilas ndo permanecem aglomeradas e a degradagao é

facilitada, justificando assim a menor Tmax (PENG et al., 2013).

3.5 Difratometria de Raios-X (DR-X)

A Figura 6, mostra os difratogramas de raio-X referente a nanocelulose
caracterizada neste estudo. O respectivo indice de cristalinidade foi calculada a
partir do difratograma. Como esperado, o indice de cristalinidade (IC) da CNF
apresentadou presencga de regides amorfas na estrutura das fibrilas elementares
formadoras da celulose nanonofibrilada. O valor do indice de cristalinidade da
CNF foi 64.4 % de acordo com a metodologia utilizada para seu calculo apés a

deconvolugéao das curvas (Figura 6). Este IC foi considerado baixo, uma possivel
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explicacdo encontrada foi a de que processos de fibrilagdo mecanica quebram
tanto a regido cristalina quanto a regido amorfa da celulose, resultando na

reducdo da cristalinidade.

Intensity/a.u.

20 degree

Figura 6. Difratogramas de raio-X da celulose nanofibrilada(CNF)

Segundo Lavoratti (2015), os valores do indice de cristalinidade
diminuiram apés a passarem pelo moinho de 83,5 % para 78,3 % na celulose
nanofibrilada de Eucalyptus sp. e de 74,7 % para 72,8 % na celulose
nanofibrilada de Pinus. Viana (2013) relatou no seu estudo que um fator
determinante para IC sdo os numeros de passes no moinho,quanto menor o
numeros passes maior IC.

Pressupbe-se que materiais com maiores indices de cristalinidade sao
mais resistentes a degradacao térmica, o que contribuiria para diversificar a
aplicagao dos nanocristais de celulose. Esta hipotese é baseada em trabalhos
que comprovam que as regides amorfas da celulose sdo mais suscetiveis a agéo
do calor e possuem menor estabilidade térmica, quando comparadas as regides
cristalinas (MAJOR, 1958; CHATTERJEE e CONRAD, 1966; BASCH e LEWIN,
1973; BROIDO et al., 1973; KIM et al., 2010). .

Ha duas possiveis explicacbes para esse fenbmeno: uma delas € o fato
de a celulose nanofibrilada possuir regides amorfas que, ao contrario da celulose
cristalina, ndo foram atacadas pelo processo quimico (CORREA et al., 2010;
LAVOINE et al.,, 2012). A outra € a de que as nanofibradas podem ser
danificadas ao passarem pelo processo de nanofibrilagdo. lwamoto et al. (2007)
estudaram o efeito do niumero de passes em um moinho micronizador na
cristalinidade das nanofibras de celulose obtidas e observaram que a
cristalinidade diminui consideravelmente com apenas um passe, evidenciando a

degradagao das nanofibras obtidas.
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Qing et al. (2013) submeteram a polpa de Eucalyptus aos processos de
micronizagao e microfluidizagao e a cristalinidade obtida para a polpa foi de 55
%. ApdOs a micronizacdo, esse valor foi reduzido para 47 %, e diminuiu ainda
mais para a polpa micronizada e posteriormente microfluidizada, atingindo um
indice de cristalinidade de 44 %. A explicagao encontrada pelos autores foi a de
que processos de fibrilagdo mecanica quebram tanto a regido cristalina quanto
a regiao amorfa da celulose, resultando na redugao da cristalinidade (QING et
al., 2013). Dessa forma, possivelmente tenha ocorrido a degradagao de parte
das estruturas cristalinas e amorfas da celulose durante o processo de
mecanico, uma vez que essa estrutura se mostra sensivel aos métodos de
fibrilagdo mecanica (LENGOWSKI et al., 2013).

3.6 Microscopia de forga atomica (MFA)

A microscopia de for¢a atbmica permite a observagéo fisica da topografia
exata dessas nanoestruturas. A medida que ocorreu a varredura na frequéncia
de oscilacado da ponta, vales e picos foram desenhados em fungado da morfologia
das nanoceluloses estudadas.

A celulose nanofibrilada (CNF) (Figura 7E E 7F) apresentou como uma
nanorrede. Essa rede de CNF é formada devido ao entrelagamento dessas
nanofibrilas, uma vez que seus sitios ativos de ligacdo estdo expostos. A
celulose nanofibrilada possui seu comprimento alongado 350 nanométrico
(Figura 4C e 4D) e seu diametro na escala 11 a 16 nanométrica (Figura 7A e
7B). Kumar et al. (2014), ao isolarem nanofibrilas de celulose de bagaco de cana,
madeira de folhosas e coniferas, encontraram didmetros de 12 a 75 nm, 16 a 80
nm e 21 a 97 nm, respectivamente. Essa grande diferenca é devido
principalmente aos processos de isolamento utilizados e a natureza das fibras
vegetais empregadas.

Segundo Klemm et al. (2011), a CNF pode apresentar didametro entre 5 e
60 nm e seu comprimento varia na escala micrométrica.A celulose nanofibrilada
apresenta regides amorfas e cristalinas que compdem sua cadeia mais alongada
no sentido longitudinal. A utilizagao das imagens de MFA permitiu o mapeamento
topografico 3D do material estudado (Figura 7A e 7B).
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Figura 7- Imagens de MFA de CNF, micrografia de forca atbmica varredura no modo

de contato intermitente. 7A) e 7B) Imagem 3D da superficie da celulose nanofibrilada
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Figura 7- Imagens de MFA de CNF, micrografia de forga atdmica varredura no modo
de contato intermitente. 7C) e 7D) Varredura de 1x1 \ pm? (detalhe de um celulose
nanofibriladal) em 6D) e 6F) Varredura geral da area de 5x5 pm?2.

As nanofibras naturais tém um maodulo de elasticidade muito elevado, se
comparado ao do ago, o que € particularmente relevante para diversas industrias
(DUFRESNE, 2008). Logo, o conhecimento de sua estrutura fisica e morfolégica
€ importante para definir suas aplicacbes e o modo mais adequado de sua

utilizagao.
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3.7 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens de MEV permitiu observar que a celulose nanofibrilada (CNF)
tem a capacidade de formagao uma rede com as fibrilas (Figura 8). Apresentou
uma estrutura heterogénea e desorganizada, com maior exposi¢céo das fibrilas

devido ao tratamento mecanico.

= E 1rwn F L |.m
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Figura 8. Micrografia de MEV aumento de 1000x -Celulose nanofibrilada extraida do

bagaco de cana de agucar.

A partir das micrografias, observou-se que a celulose nanofibrilada nao é
homogénea, haja visto que os feixes das nanofibras e fibras que n&o foram
fibriladas. Isso ocorre devido a existéncia dos grupos hidroxilas, que reagem e
causam aglomeracéao das fibras (PLACKETT et al.,2010).

3.8 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

As Figuras 9.A e 9.B apresentam imagens obtidas por Microscopia
Eletrbnica de Transmissao, referentes as celulose nanofibriladas.

Ao observar a celulose nanofibrilada nas imagens de MET é possivel
constatar, por meio da técnica de contraste utilizada, que sua nanoestrutura
apresenta-se rede de fibras (Figura 9A), sendo uma de suas dimensdes o
diametro na escala de nanémetros e seu comprimento na escala de micrémetros
(Figura 9B).

81



Mag :
B0 kv|20000 X || —

9.A 9.B

Figura 9 - Imagens de MET: A) CNF aumento de 20.000x —1 pym; B) CNF aumento
de 50.000x — 200 nm

O processo de desfibrilagdo mecanica resultou na fibrilagdo da parede
celular das fibras produzindo nanofibrilas, como é possivel perceber nas Figuras
9.A e 9.B pelo didmetro das mesmas. Como ja citado por alguns autores,as
nanoestruturas sdo elementos que apresentam pelo menos uma de suas
dimensdes menores que 100 nm (STELTE e SANADI, 2009; QUA e HORNSBY,
2011).

A CNF possui regides cristalinas e amorfas e sua morfologia se
assemelha a uma rede de fibras. Por isso, sua raz&o de aspecto é geralmente
alta, devido ao didmetro reduzido e ao maior comprimento das fibras, na ordem
micrométrica. Devido tanto a essa caracteristica quanto a sua morfologia, a CNF
consegue formar uma rede de fibras muito rigida (LAVOINE et al., 2012).

Damasio (2015) e Silva (2015) relataram no seus estudos que a celulose
nanofibrilada tinha morfologia de rede de fibra entrelagadas, a mesma morfologia
encontrada neste estudo .

De acordo com Zimmermann et al. (2010), ha inUmeros grupamentos
hidroxilicos expostos ao longo de toda a cadeia da celulose nanofibrilada,
portanto inumeras ligagdes de hidrogénio e aproximagoes fisicas podem ser
realizadas de modo a conferir o aspecto de teia observado nas imagens ( Figura
9.B).

Segundo Paakko et al. (2007), o comprimento das cadeias de celulose
nanofibrilada é varios micrdbmetros maior que o dos nanocristais de celulose,
potencializando grandes zonas de redes de fibrilagdo que garantem inumeras
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ligagcdes de hidrogénio a essas nanofibras, como mencionado anteriormente.
Assim, de acordo com Dufresne et al. (1997), a adicdo desses nanomateriais
permite a formag&o de nanorredes como fator de grande importancia para a alta

eficiéncia de reforco.

4. Conclusao

A partir deste estudo foi possivel o isolamento e a caracterizagdo da
celulose nanofibrilada extraida por processo mecanico a partir do bagago de
cana-de-acucar. O método utilizado para producdo de celulose nanofibrilada
apresentou um rendimento de 90 %. A celulose nanofibrilada sintetizada e
caracterizada encontra-se tamanho nanométrico e tém grande potencial como
nanoreforco em bionanocompdsitos para diversas areas e um valor agregado
em aplicagdes industriais, devido ao tamanho nanométrico e a estabilidade

térmica encontrado neste estudo.
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Desenvolvimento e aplicagao dos nanocristais de celulose extraidos do
bagaco da cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) embalagem ativa
biodegradavel
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Desenvolvimento e aplicagao dos nanocristais de celulose extraidos do
bagacgo da cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) embalagem ativa
biodegradavel

RESUMO

A utilizacdo de substancias ativas e de nanoceluloses s&o alternativas
interessantes para preservagdao de alimentos e melhoria das caracteristicas
fisicas das embalagens. Diante disso, foram estudados os efeitos do teor de
nanocristais de celulose (CNC) e nisina z (NIS) sobre as propriedades térmicas
e mecanicas, no filme de pectina citrica (PEC) produzido pelo método casting.
Os resultados obtidos mostraram que os filmes de pectina (PEC) com nisina z
(NIS) inibiram o crescimento das bactérias avaliadas,enquanto a adicédo de

1, 45 % e 10 % (m/m) de NIS na matriz do PEC foi capaz de inibir tanto o
crescimento da E.coli quanto o do S. aureus. A espessura dos filmes de pectina
foi influenciada pela a adigdo do antimicrobiano e dos nanocristais de celulose,
quando avaliados separadamente,o filme que obteve maior espessura foi com
concentracéo de 10 % de nisina z. As curvas de degradagao termogravimétricas
foram similares, uma vez que os filmes de pectina adicionados com nanocristais
de celulose e nisina z variou (260 °C a 290 °C) este valor vai depender da
concentragédo de nanocristais adicionados aos filmes. O alongamento na ruptura
nao obteve diferenca significativa na interagao, mas foi afetado quando avaliado
a presenca de CNC e NIS separadamente.O alongamento na ruptura reduziu a
adicao das concentragdes maximas de NIS e CNC e, consequentemente, houve
aumentos do modulo de elasticidade, tornando os filmes mais rigidos e mais
fortes. A resisténcia maxima a tracao do filme foi afetada pelos niveis de CNC
(8,55 % e 10 %) estudados, no entando, quanto maior concentragao de nisina
(8,55 %) e CNC maior foi o resisténcia maxima a tragao do filme. O mdodulo de
elasticidade obteve diferenga significativa na interagdo, mas foi pouco afetado
com adigdo de CNC e NIS .A taxa de permeabilidade do vapor de agua foi
influenciada por uma maior concentragao de nanocristais de celulose (10 %) nos
filmes de pectina ocorreu uma aumento significativo da taxa de permeabilidade
ao vapor d’agua (TPVA), mostrando que o nanocristais de celulose em alta

concentragao nao funcionaram como uma barrreira para impedir a passagem de
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gases. Os espectros do infravermelho(FTIR) dos filmes de pectina (4000 - 500
cm regido) mostraram uma semelhancia quimica para todos os filmes do

desenho experimental possivelmente devido as concentracdes dos tratamentos.

Palavras-chave: nanocelulose, nanocristais de celulose, pectina e nisina z.

90



Development and application of cellulose nanocrystals extracted from
sugarcane bagasse (Saccharum officinarum L.) biodegradable active
packaging

ABSTRACT

The usage of active substances and nanocellulose are interesting alternatives for
food preservation and improvement of package physical characteristics.
Accordingly, the content effects of cellulose nanocrystals (CNC) and nisin z (NIS)
over the thermal and mechanical properties on the citric pectin film (PEC)
produced by the casting method were studied. The obtained results showed that
the pectin (PEC) films with nisin z (NIS) inhibited the growth of the assessed
bacteria, whereas the addition of 1, 45 and 10 % (m/m) of NIS in the PEC matrix
was able to inhibit not only the growth of E. coli but also the growth of S.
aureus.The thermogravimetric degradation curves were quite similar, once the
pectin films added with nanocrystals and nisin had a degradation initial
temperature ranging from 260 °C to 290 °C. This value will depend on the
concentration of the nanocrystals added to the films. The elongation at break did
not obtain significant difference in the interaction, but it was affected when the
presence of CNC and NIS was assessed separately. When NIS and CNC were
analyzed separately regarding their maximum concentration values the the
elongation at break had lower values. When the two factors were combined in
their minimum and maximum concentrations there was a decrease in the value
of the elongation at break. For intermediate concentrations of NIS and CNC, the
value of elongation had the best results. The elongation at break reduced with
the addition of the maximum concentrations of NIS and CNC and, consequently,
there was an increase in the elasticity module, making the films stronger and
more rigid. The maximum resistance to film traction was affected by the studied
levels of CNC (8.55 % and 10 %). However, the bigger the nisin concentration
(8.55 %) and CNC, the bigger was the maximum resistance to traction. The
elasticity module obtained significant difference in the interaction, but it was little
affected by the addition of CNC and NIS . The water steam permeability rate was
influenced by a bigger concentration of cellulose nanocrystals (10 %). In the
pectin films there was a significant increase in the water steam permeability rate
(TPVA), showing that the cellulose nanocrystals in high concentration do not work

as a barrier to prevent the passage of gases. The FTIR spectra of the pectin films
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(4000 - 500 cm region) showed a chemical similarity for all the films of the

experimental drawing probably due to the treatments concentrations.

Key Words: nanocellulose, cellulose nanocrystals, pectin and nisin z.
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1.Introducgao

Nos ultimos anos, os consumidores estdo cada vez mais preocupados
com a qualidade e seguranga alimentar dos alimentos, buscando por produtos
nutritivos, mais préximos ao natural, convenientes, com maior vida de prateleira
e que nao oferegam riscos a saude. Desta forma, as embalagens ativas tém
atraido muito a atenc&o das industrias de alimentos e pesquisadores desta area
como uma forma de estender a vida de prateleira e de garantir a seguranga dos
alimentos (RHIM, 2013).

Dentro do ambito da conservacao de alimentos, a aplicagao de peptideos
antimicrobianos de bactérias laticas em embalagens de alimentos para produgao
de filmes bioativos tém recebido grande atencdo. A nisina tem sido cada vez
mais utilizada como bioconservante para incorporacao direta em filmes ativos de
forma eficaz contribuindo para o aumento da vida de prateleira dos alimentos
(KHAN et al., 2015).

Além da preocupacgao com a qualidade dos alimentos, tem-se preocupado
também com as questdes ambientais, pois 0 aumento do uso de embalagens
plasticas traz uma série de preocupacgdes quanto a contaminagao ambiental,
devido ao acumulo de residuos. Surge o interesse pela produ¢ao de embalagens
a partir de materiais biodegradaveis e de recursos renovaveis. No entanto, o seu
uso como embalagem de alimentos ainda é restrito devido as limitagdes quanto
as suas propriedades mecanicas e de barreira e estabilidade térmica.

Devido as caracteristicas dos plasticos e ao fato do petréleo ser um
mineral ndo renovavel, tem se tornado cada vez mais necessaria a produgao de
polimeros biodegradaveis de origem animal, microbiana e vegetal. A pectina de
origem vegetal € muito utilizada na area de alimentos com espessantes e
gelificantes, outra alternativa para seu o uso é constituicdo de filmes quando
solubilizado agua devido a sua capacidade filmogénica (CHOJNICKA-PASZUN
etal., 2014).

As embalagens bidegradaveis, obtidas a partir de fontes renovaveis, como
os polimeros de origem vegetal, constituem opg¢des adicionais ao gerenciamento
de residuos, além disso, a degradabilidade destes materiais que, apds seu uso,

permitam sua permanéncia no ciclo natural do carbono.
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O Brasil € um pais caracterizado pela economia agroindustrial € um dos
maiores produtores mundiais de cana-de-agucar (UNICA,2016). Assim, surge
grande expectativa na busca por adaptar as fibras vegetais como o residuo do
bagaco da cana-de-agucar no uso como reforco em matrizes poliméricas,
biopolimeros ou blendas poliméricas. No entanto, fatores relacionados a
compatibilidade das fibras com as matrizes poliméricas € com mecanismos para
diminuir sua hidrofobicidade devem ser investigados, a fim desta tecnologia ser
efetivamente aplicada na fabricacdo de nanocompdsito de baixo custo,
biodegradaveis e resistente a umidade.

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de filmes ativos
biodegradaveis com nanocristais de celulose extraidos do bagago da cana-de-

acgucar para o uso em embalagem ativa para alimentos.
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2.Material e Métodos

Os filmes foram produzidos no laboratério de Embalagem do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal

de Vigosa, Brasil.

2.1. Avaliagao da atividade antimicrobiana da Nisina Z

As analises microbioldégicas foram realizadas no Laboratério de
Embalagens. Todos tratamentos foram realizados com trés repeticdo e em

duplicata

2.1.1 Micro-organismos

Culturas puras Escherichia coli (ATCC 11229), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) foram usadas para testar a atividade antimicrobiana “in vitro” das

nisina z.

2.2 Delineamento Experimental

Foi utilizado o delineamento composto central rotacional (DCCR) com
duas variaveis para estudar os efeitos combinados da nanocelulose como o
nanocristais de celulose (CNC) extraido do bagaco de cana-de-agucar e nisina
z (NIS) sobre as propriedades mecanicas dos filmes de pectina (PEC) e avaliado
pela Metodologia de Superficie de Resposta (MSR). O modelo estatistico que
representa a influéncia do CNC e NIS sobre as propriedades mecanicas do filme
foi desenvolvido e validado através da analise de varidncia (ANOVA).

Para melhores resultados no modelo de regressao, utilizou-se o
procedimento de exclusdo de variaveis “(stepwise)’” a partir da analise da
estatistica t das variaveis, conforme realizado por Li (2012). Neste procedimento,
todas as variaveis séo incluidas no modelo e vao sendo retiradas uma a uma,
em fungdo da contribuicdo significativa dada pela analise da significancia da
estatistica t. A técnica consiste em eliminar as variaveis nao significativas, que
correspondem aquelas que apresentam o menor valor da estatistica t, em valor

absoluto, por se tratar das variaveis de menor importancia (HAIR Jr et al., 2009).
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Para as variaveis significativas, procedeu-se a andlise de correlagdo para
quantificar o grau de correlagdo com a variavel resposta. As analises de
microscopia de forga atdmica foram validados a rugosidade dos filmes por uma
andlise de varidncia (ANOVA) com testes de médias Tukey. Analise

termogravimétrica e infravermelho foram submetidos a analise descritiva.

2.3. Producao do filme a base de pectina

Os filmes de pectina foram produzidos pelo método “casting”, de acordo
com Azevedo (2014) com modificagdes.As concentragdes de nanocristais de
celulose (CNC) e nisina z (Handary) foram adicionadas nos filmes de pectina e
foram determinadas a partir dos resultados obtidos nos testes difusédo em agar o
nanocristal de celulose (CNC) e a nisina z foram incorporados em relagéo a
massa do polimero.

Os filmes pectina (PEC) foram desenvolvidos segundo Azevedo 2014 com
modificagdes, sendo pectina citrica de baixa metoxilagado (Vetec) e glicerol P.a
(Isopor) fixados em 6 % (m/v) e 40 % (m/v), respectivamente, baseado em pré-
testes. O filme PEC foi preparado dissolvendo-se 3,5 g (m/v) de pectina com 1,4
g de glicerol (GLI) (baseado na massa de PEC) em 120 mL de agua desionizada
respectivamente, sendo ambos submetidos a agitagdo continua em agitador
magnético com 2000 rpm durante 30 min, em temperatura de 75 °C. Os demais
filmes foram desenvolvidos conforme filme PEC, variando o CNC liofilizado (0 e
10 g/100 g de PEC) e Nisina z (0 e 10 g/100 g de PEC) dispersos com glicerol.
Ap0s agitacao e dissolugéo da solugao filmogénica , as solugdes foram vertidas
em placas de vidro. O controle de espessura foi efetuado por volume aplicado
no suporte, correspondente a 120 mL. Em seguida, os filmes com dimensodes 18
x 30 cm, foram secos em temperatura 30 °C durante 48 h e umidade relativa de
37 % garantindo evaporacao lenta do solvente e formagédo do filme. Os

tratamentos estao decritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Tratamentos dos filmes de pectina incorporados com nanocristais de
celulose (CNC) e nisina z (NIS).

Tratamentos Concentragoes™* (%)

CNC1,45 NIS1,45

CNC 10,00 NIS5,00
CNC 5,00 NIS10,00
CNC 5,00 NIS5,00
CNC 1,45 NIS1,45
CNC 8,55 NIS8,55
CNC 5,00 NIS5,00
CNC 8,55 NIS1,45
CNC 5,00 NIS10,00
CNC 5,00 NIS5,00
CNC 0,00 NIS5,00

Nanocristais de celulose (CNC) e nisina z (NIS).

= = 00O NOOG A~ WDN -
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2.3.1 Atividade antimicrobiana ‘“in vitro” dos filmes

Para avaliar a atividade antimicrobiana do filme ativo foi aplicado o método
de difusdo em agar segundo Hanusova et al. (2010) modificado, colocando-se
discos (@ = 1 cm) do filme ativo incorporado com a nisina z e nanocristal de
celulose nas concentragdes citados dos item 2.3 (essas concentracdes foi em
relacdo a massa do polimero) sobre a superficie do plate count agar —-PCA
(Merck) contendo suspensao micro-organismos na concentragdo (10° UFC/mL)
citados no item 2.1.1. Em seguida, o indculo foi espalhado sobre a superficie do
agar com auxilio de alca de drigalsky. Posteriormente, as placas foram
incubadas a 35 °C por 24 horas. A atividade inibidora foi quantificada por

medic¢ao (paquimetro) do diametro total (didmetro do disco mais zona de inibicao

2.4 Caracterizagoes do filme de pectina produzido incorporado com

nanocristais de celulose e nisina z.

2.4.1 Espessura

A espessura média dos filmes (um) foi mensurada com auxilio de

micrometro (MITUTOYO, modelo 547-401, Japdo). As medidas foram realizadas
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em dois corpos de prova de cada tratamento em trés repeticdes, realizando-se
as medidas em dez pontos aleatérios e diferentes dos mesmos (CAMILLOTO,
2009).

2.4.2 Caracterizagao morfolégica e topografica dos filmes

A) Microscopia de forga atbmica

A microtopografia e a rugosidade da superficie dos diferentes filmes foram
avaliadas utilizando-se o Microscépio de Forgca Atdbmica (NT-MDT modelo
NTEGRA PRIMA) realizada no Departamento de Fisica da Universidade Federal
de Vigosa, Vicosa - MG, Brasil.

Amostras dos filmes foram cortadas e fixadas no suporte de porta
amostras do microscépio, com auxilio de fita dupla-face. Em seguida, cada
amostra foi analisada utilizando o modo de contato intermitente com cantilever
macio e constante de forga 0,02 Nem-'. Para cada tratamento, foram realizadas
varreduras de 60 ym x 60 ym, onde fordo determinado a rugosidade média e a
rugosidade quadratica dos filmes (CAMILLOTO, 2009).

B) Propriedades mecénicas

Os filmes produzidos foram submetidos a testes mecanicos para
avaliagao da resisténcia maxima a tragao (MPa), alongamento na ruptura (%) e
modulo elastico (MPa) de acordo com a norma ASTM D882-91 (ASTM, 2002),
utilizando-se a Maquina Universal de Testes Mecéanicos (INSTRON Corporation,
modelo 3367). Foram testados 5 corpos de prova de cada tratamento com cinco
repeticoes no ponto central, com dimensdes de 10 cm de comprimento e 2,5 cm
de largura. A maquina foi operada com carga de 1 kN, velocidade de separagéo

das garras de 12,5 mm.min™' e distancia inicial de 50 mm (ASTM, 2002).

C) Propriedades de barreira ao vapor de agua

A Taxa de permeabilidade a vapor d’agua (TPVA) dos filmes foram

determinadas por meio do método dessecante, seguindo a ASTM E 96/ E 96M
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—-05 (ASTM, 2005) com algumas modificagdes. Foram utilizadas capsulas
circulares (@ = 82,3 mm) com paredes impermeaveis, contendo 30 g de cloreto
de calcio anidro (Vetec) com granulometria entre 600 um e 2,36 um. Os filmes
foram vedados com parafina histolégica (Synth) na jungao filme/capsula. As
capsulas foram acondicionadas em dessecadores contendo solugao saturada de
cloreto de sodio (Vetec), com o objetivo de manter a umidade relativa em torno
de 75 %. O ganho de massa associando a umidade permeada pelo filme foi
avaliado por meio de pesagens diarias até massa constante.

A TPVA foi expressa em gem=-dia.”! As analises foram realizadas com

trés repeticdbes em duplicata.

D) Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas foram realizadas com auxilio de um
analisador térmico DTG (modelo 60, Shimadzu - Japao), onde cerca de 5 a 10
mg de amostra de filme de pectina contendo nanocristal de celulose e nisina
foram aquecidos na faixa de temperatura de 20 °C a 600 °C com razéo de
aquecimento de 10 °Cemin-' para cada tratamento. A vazdo de nitrogénio sera
mantida em 60 cm3s min-' (CHANG et al., 2010). As analises fordo realizadas em

duplicata.

E) Espectroscopia de absorgao na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR).

A espectroscopia de absorgcao na regiao do infravermelho foi realizada
com o objetivo de identificar as interagbes entre a matriz polimérica (pectina), os
nanocristais de celulose e nisina z adicionados. Os filmes de pectina com
nanocristais de celulose e nisina z foram fixados no equipamento FT-IR Nicolet
6700 (Thermo Scientific, EUA) pelo suporte para filmes. Os espectros de
absor¢cdo na regido do infravermelho foram obtidos em ampla regido de
varredura de 4000 a 400 cm™', com resolugdo de 2 cm™' ( DAMASIO, 2015).
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3. Resultados e Discussao

3.1 Avaliagao da atividade antimicrobiana dos filmes adicionado com
nisina z.

Os resultados obtidos mostraram que os filmes de pectina (PEC) com
nisina z (NIS) inibiram o crescimento das bactérias avaliadas, enquanto a adigéo
de 1,45 % e 10 % (m/m) de nisina z na matriz de filme de pectina foram capazes
de inibir tanto o crescimento e E.coli quanto o do S. aureus, produzindo uma
zona de inibicao clara em torno do filme, mostrando difusdo da nisina z para o
meio sélido de forma significativa (p<0,05) sendo que adicdo de 10 % nisina z

proporcionou maior inibicdo ( Tabela 2 ,Figura 1 e Figura 2).

Tabela 2. Estimativas dos coeficientes de DCCR, na avalicdo da atividade
antimicrobiana dos filmes de pectina com concentragdes de nisina z (1,45 %; 5
%:8,55 %e 10 %) e nanocristais de celulose (0 %;1,45 %;5 %; 8,55% e 10 %).

Variavel Equacio R2 FAJ®
E .coli 1,60* +0,0136* CNC +0,0738 NIS* - 0,0078* NIS? 45.96% 0,290
S. aureus 2,857* -0,257* CNC +0,0029* NIS- 0,0185*CNC? 30,59% 0,306

a Foi utilizado o modelo Quadratico Completo e os coeficientes nao apresentados na equagéo
foram ndo significativos (p>0,05).

* Significativo pelo teste t de Student (P<0,05)

b FAJ: Valor-P para a falta de ajuste do modelo

De acordo com a literatura a nisina z apresentou propriedade
antimicrobiana, especialmente, contra bactérias gram-positivas, tais como
Staphylococcus aureus (BREWER et al, 2002;. LOPEZPEDEMONTE et al.,
2003; SOBRINO-LOPEZ E MARTIN-BELLOSO, 2006), e pouca ou nenhuma
atividade contra bactérias gram negativas como E.coli.

Devido ao seu efeito sobre as batérias gram-positivas, especialmente a
S. aureus, muitos estudos reportaram a incorporacao de nisina z em varios tipos
de filmes feitos de celulose, nailon, isolado protéico de soro, hidroxipropil metil
celulose, zeina, amido, quitosana, PBAT, proteina de soja, carboximetil celulose
€ a sua utilizacdo como embalagem ativa para reduzir as bactérias indesejaveis
nos géneros alimenticios (NATRAJAN e SHELDON, 2000; COMA et al.,
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2001;TEERAKARN et al., 2002; CHOLLET et al., 2008;. GADANG et al., 2008;
KRISTO et al., 2008; NEETOO et al., 2008; NGUYEN et al., 2008;
BASTARRACHEA et al., 2010, CAO-HOANG et al., 2010; IMRAN et al. 2010,
BASCH et al., 2013).

Figura 1. Teste de difusdo em agar dos filmes de pectina incorporado com
nanocristais de celulose (CNC) e nisina z (NIS) para o micro-organismos Escherichia
coli (ATCC 11229). A) Tratamento 5 (1,45 % de CNC 1,45 % NIS); B) Tratamento 11
(0 % CNC 5 % NIS).

Na figura 1,0bservou-se uma regido onde obteve o maior halo de inibigéo
(>1,7 cm), isso corresponde as menores concentragdes de nisina (1,45 % a 5 %)
dos tratamentos T5 e T11, a essas concentragdes que foram mais efetivas na
agao de inibicao do micro-organismo E. Coli. Um outro fator que pode ser
relatado que agéo inibitora da nisina z nédo foi tdo eficaz para este micro-
organismos que é gram-negativo e a difusdo do antimicrobiano também foi
prejudicada pela dispersdo dos nanocristais de celulose. Enquanto o filme tinha
maior concentracdo do antimicrobiano nisina z ndo houve inibigao do micro-
organismo (Figura.2). Segundo Khan et al.(2015), encontraram resultado bem
similar para a inibigdo do micro-organismo E. coli, em concentragdes mais baixas

foram mais efetivas a acdo do antimicrobiano neste micro-organismo.
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Figura 2. Atividade antimicrobiana dos filmes de pectina incorporados com nanocristais
de celulose (CNC) e nisina z (NIS).

Na figura 3, o maior halo de inibicdo foi para valores maiores de 3,0 cm
de halo, isso corresponde a maior concentragcdo de nisina z (10 %), os
tratamentos 3 e 9 sdo os correspondem essas concentragdes que foram mais
efetivo na acédo de inibicdo do micro-organismo S. Aureus. A difusdo do

antimicrobiano n&o foi prejudicada pela adigdo do nanocristais de celulose
(Figura 4).

Figura 3.Teste de difusdo em agar dos filmes de pectina incorporados com
nanocristais de celulose (CNC) e nisina Z (NIS) para o micro-organismos
Staphylococcus aureus (ATCC 6538)). A) Tratamento 3 (5 % de CNC 10 % NIS);
B) Tratamento 9 (5 % CNC 10 % NIS).
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Figura 4. Atividade antimicrobiana dos filmes de pectina incorporados com nanocristais
de celulose (CNC) e Nisina z(NIS).

A incorporagao de nisina nas concentragbes de 1,45 e 10 % (m/m) no
filme de pectina apresentou resultados satisfatérios quanto a inibicdo de S.
aureus e E.coli. O Filme antimicrobiano incorporado com nisina z, mediante os
resultados obtidos, apresentou potencial de aplicagdo como embalagem ativa
antimicrobiana no controle dos micro-organismos estudados, estendendo assim

a vida de prateleira e assegurando a segurancga alimentar.

3.2 Espessura

A espessura dos filmes de pectina foi influenciada pela a adicao do
antimicrobiano e dos nanocristais de celulose. Quando avaliados
separadamente, a regidao que obteve maior espessura foi com concentragao de
10 % de nisina z. Os resultados da espessura mostraram que essa propriedade
teve diferenca significativa entre os filmes nanocompdsitos desenvolvidos com
base no DCCR quando houve adicdo de nisina z nas concentragdes estudadas
(1,45 % e 10 %) (Tabela 3 ).
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Tabela 3. Estimativas dos coeficientes de DCCR, da presenga de nanocristais
de celulose na espessura dos filmes de pectina.

Espessura Equacgao? R? FAJP

(mm) 0,1610* + 0,00153* CNC2+0,00153* NIS2 0,2788 0,307

a Foi utilizado o modelo Quadratico Completo e os coeficientes ndo apresentados na equagao
foram nao significativos (p>0,05).
* Significativo pelo teste t de Student (P<0,05)
b FAJ: Valor-P para a falta de ajuste do modelo

Um fator que contribuiu para o aumento da espessura foi a adigao da
nisina z e de nanocristais de celulose, quanto maior a concentragao de nisina z
e nanocristais de celulose maior a espessura do filme de pectina. A menor
espessura foi obtida com a concentragdo de 1,45 % de nisina z com pequena
diferenca de espessura (0,10 - 0,14 £ 0,04 mm) entre os tratamentos, isso devido

a interacdo da nisina com a pectina ( Figura.5).
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Figura 5. Espessura dos filmes de pectina incorporados com nanocristais de celulose
(CNC) € nisina z (NIS).

A espessura € um parametro importante para filmes e geralmente
influéncia nos parametros como permeabilidade ao vapor de agua, propriedades

mecanicas e liberagcdo de agentes ativos.
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3.3 Caracterizagao morfolégica e topografica dos filmes

A) Morfologia de forga atbmica

As fotomicrografias obtidas por microscopia de forga atdmica permitiram
avaliar a microtopografia da superficie dos filmes em trés dimensdes e ainda
determinar a rugosidade média dos filmes.Com base em imagens de topografia
com tamanhos de 5 x 5 ym? obtidas por AFM foram observados que as
rugosidades das matrizes dos filmes de pectina foram alteradas
significativamente apds a adigdo dos nanocristais de celulose (CNC) e da nisina
z (NIS).

Observou que os tratamentos com nanocelulose PEC/CNC/NIS
diferenciam-se entre si,por apresentarem uma superficie mais irregular e porosa,
sendo observados alguns agregados, representados pelas areas mais claras
(Tabela 4). Entretanto, ocorre uma grande alteracdo da microtopografia dos
filmes nas diferentes concentragdes de CNC. Isto pode ser explicado baixa
dispersdo do CNC no polimero em fungao da formagdo de aglomerados na

matriz polimérica (Figura.6,7,8 e 9).
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Figura 6. Topografia em 3D dos filmes de pectina adicionado com nanocristais de de
celulose(CNC) e nisina z (NIS). T1 (1,45 % CNC 1,45 % NIS ), T 2(10 % CNC 5 % NIS)
0
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Figura 7. Topografia em 3D dos filmes de pectina adicionado com nanocristais de de

celulose(CNC) e nisina z. (NIS) T 3(5 % CNC 10 % NIS ), T4(5 % CNC 5 % NIS ), T 5(
1,45 % CNC 1,45 % NIS ).
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Figura 8. Topografia em 3D dos filmes de pectina adicionado com nanocristais de de

celulose(CNC) e nisina z (NIS). T 6( 8,55 % CNC 8,55 % NIS ), T7(5 % CNC 5 % NIS),
T 8( 8,55 % CNC 1,45 % NIS ).
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Figura 9. Topografia em 3D dos filmes de pectina adicionado com nanocristais de de
celulose(CNC) e nisina z (NIS). T10 (5% CNC 5% NIS ), T11 (0 % CNC 5 % NIS )

Tabela 4. Valores médios de Rugosidade (Ra) obtidos para os diferentes
tratamentos.

Tratamentos Ra (nm)
T1(1.45 % CNC 1,45 % NIS) 74,50 A
T 5 (1,45% CNC 1,45% NIS) 70,60 B
T 6 (8,55 % CNC 8,55 % NIS) 50,18 C
T2 (10 % CNC 5 % NIS) 29,18 D
T 10 (5 % CNC 5 % NIS) 23,24 E
T 8 (8,55% CNC 1,45% NIS) 18,19 F
T7 (5% CNC 5% NIS) 18,00 G
T 11 (0% CNC 5% NIS) 15,60 H
T3 (5% CNC 10 % NIS) 15,30 I
T9 (5% CNC 10 % NIS) 12,90 J
T4 (5% CNC 5% NIS) 3,60 K

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

A rugosidade média (Ra) dos filmes contendo nanocristais de celulose
com nisina z, diferiu estatisticamente entre os tratamentos estudados.

Provavelmente, o aumento da rugosidade em algumas concentragdes foi
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provocado pela baixa interacdo entre a CNC/polimero, permitindo a formacao de

agregados que alteraram a rugosidade do filme.

B) Propriedades Mecéanicas

Os resultados encontrados com base no delineamento composto central
rotacional mostraram que a resisténcia maxima a tracao foi afetada pela adi¢cao
da interagdo CNC* NIS nos niveis estudados. O alongamento na ruptura n&o
obteve diferencga significativa na interagdo, mas foi afetado quando avaliado a
presenca de CNC e NIS separadamente. O mddulo de elasticidade obteve
diferencga significativa na interagdo, mas foi pouco afetado com adigdo de CNC
e NIS quando avaliado separadamente (Tabela 5).

Tabela 5. Estimativas dos coeficientes de DCCR, na avalicao das propriedades
mecanicas do filme de pectina com concentragdes de CNC (1 % a 10 %) e Nis(1
% a e10 %).

Parametros Equacéo ? R? FAJP
Resisténcia Maxima 1,021* - 0,161CNC* -0,071 NIS*-0,0054 CNC**+  0,7193 0,03
a tragao (MPa) 0,071CNC.NIS*

Along. Ruptura (%) 15,53* +1,42* NIS -0,250 CNC?#*-0,177.NIS** 0,3544 0,349
M. Elasticidade 32,3* + 1,12NI1S#*-1,59 CNC.NIS* 0,8152 0,02
(MPa)

2 Foi utilizado o modelo Quadratico Completo e os coeficientes ndo apresentados na equagédo foram néo
significativos (p>0,05).

* Significativo pelo teste t de Student (P<0,05)

b FAJ: Valor-P para a falta de ajuste do modelo

A resisténcia maxima a tragcdo do filme foi afetada pelos niveis dos
nanocristais de celulose e nisina z nas concentragbes maxima (8,55 % e 10 %)
estudados (Figura 10). O tratamento 6 foi referente a essa alta concentragao de
nanocristal de celulose e nisina z que obteve maior resisténcia maxima a
tracdo.Quando o nanocristal de celulose e a nisina z foram analisados
separadamente em seus valores maximos de concentragdes, o alongamento da
ruptura obteve valores menores. Quando os dois fatores foram combinados em
suas concentracbes minimas e maximas houve um descrécimo no valor de
alongamento da ruptura. Para concentragdes intermediarias de nanocristais de
celulose e nisina z, o valor de alongamento a ruptura obteve os melhores

resultados (Figura10 ).
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Figura 10. Resisténcia maxima a tracdo dos filmes de pectina incorporados com
nanocristais de celulose (CNC) e nisina z(NIS).

Em relagcdo ao alongamento, ao comparar os tratamentos constatou que
houve decréscimo de 24 e 14 mm para os tratamentos (T4 ,T10 e T7) e para
os tratamentos (T6,T9 e T3), respectivamente (Figura.11). Esse fato pode ser
explicado por Iwamoto et al. (2007) que relataram menor resisténcia a tragéo
para os filmes produzidos, especialmente para a propriedade de alongagéo na
ruptura devido ao excesso de componentes com menor razao de aspecto, que
geralmente sao rigidos e de facil desprendimento da matriz. Fica evidente que
os tratamentos que possuem 10 % de nanocristais de celulose apresentaram
decréscimo 58,33 % no valor do alongamento para ruptura (Figura 11).

Alguns autores, como Teixeira (2011), ja reportaram o inesperado
aumento na alongacdo com o aumento da concentragdo de nanocristais nas
matrizes poliméricas. Algumas causas sao associadas a este comportamento:
as condicdes de formagao do nanocompdsito, a possivel presenca de acucares
na suspensao e a modificagcdo da quantidade de agua presente no filme sao

possiveis explicacdes para este efeito.
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Figura 11. Alongamento de ruptura dos filmes de pectina incorporados com nanocristais
de celulose (CNC) e nisina z(NIS).

O moddulo de elasticidade dos filmes de pectina foram influenciado pela
adicdo da maxima da concentragado de nanocristais de celulose e adigao minina
de nisina z, ocorrendo um aumento do modulo de elasticidade (Figura.12).
Damasio (2015) salientou que o modulo de elasticidade apresentou
crescimentos estatisticamente significativos em seu valor quando aumentada a
concentragcao dos nanocristais de celulose.

Moreira (2010) desenvolveu filmes de blenda polimérica de
amido/pectina (TPS/PEC) com nanocristais de celulose extraidos do bagago da
cana-de-agucar, foi verificado que mesmo pela incorporagcdo de 10 % de
nanocristais de celulose a resisténcia a tracdo e o mddulo elastico da blenda
TPS/PEC foram pouco aumentados, enquanto a alongacdo na ruptura foi

expressivamente reduzida de 14 para 8 %.
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Figura 12. Médulo de elasticidade dos filmes de pectina incorporados com nanocristais
de celulose (CNC) e nisina z (NIS).

Damasio (2015) avaliou filmes produzidos de matriz polimérica de
celulose nanofibrilada (CNF) com adigdo de nanocristais de celulose (CNC) com
nanoreforgo. Adicao de diferentes quantidades de CNC influéncia significativou
(p<0,05) na carga maxima suportada pelos nanocompdsitos CNF-CNC. Algumas
propriedades mecanicas, em especial a carga maxima de ruptura, estdo
diretamente relacionadas com as ligagbes de hidrogénio formadas entre as
estruturas e ndo necessariamente com a resisténcia das nanoceluloses em si
(ABE e YANO, 2009).

Oliveira et al ( 2016), relatou que as propriedades fisicas dos filmes de
pectina foram afetadas com diferentes concentragdes de argila montmorilonita
(MMT). A adi¢ao do MMT para os filmes de pectina aumentou significativamente
a sua resisténcia a tracao e médulo de elasticidade mesmo em concentragao
baixa de MMT. O resultado encontrado para este estudo nao foi similar ja que se
trata de nanocompdésitos com composi¢ao quimica diferentes ao relatado acima.

A resisténcia a tracao, alongamento na ruptura e moédulo de elasticidade,
sao indicadores comuns usados para descrever as propriedades mecanicas dos
filmes e estado relacionados com a sua estrutura quimica com a resisténcia
mecanica sendo estes parametros importantes uma vez que eles descrevem
desempenho mecanico e estrutural (ESPITIA et al .,2014).

Corréa et al. (2013) prepararam nanocompodsitos de poliamida 6 e
nanocristais de celulose. Os nanocristais foram pré-dispersos em uma solugao
de poliamida 6 antes da etapa de processamento. Usando essa abordagem, &

possivel diminuir a formacao de aglomerados de nanocristais, 0 que resulta em

112



melhorias nas propriedades térmicas e mecanicas dos nanocompositos. Um
aumento de 45 % no moédulo de elasticidade € obtido para nanocompdsitos
contendo 1 % de nanocristais em massa.

Rafieian et al. (2014) investigaram nanocompositos de glutenina
reforcados com nanocristais de celulose modificados. Os filmes obtidos por
“solvent-casting” contendo 5 % em massa de nanocristais modificados,
apresentam aumento de 58,8 % na resisténcia a tragdo. No entanto, filmes
contendo concentragdes maiores de nanocristais de celulose, a resisténcia a
tracao tendeu a diminuir devido a aglomeragao das nanoparticulas na matriz.

Os resultados até agora apresentados na literatura demonstram a
importancia das interagdes carga/matriz e carga/carga para alcangar uma
melhora nas propriedades mecanicas. E necessario um balanceamento entre a
distribuicdo das nanoparticulas na matriz, evitando a formacgéo de aglomerados,
mas suficiente para manter a rede de percolagao necessaria para a distribuicao
de tensdes no material (LEITE,2015).

Segundo Toledo e Soares (2016) a utilizacdo de fibras naturais, como
nanocristais de celulose, em compdsitos poliméricos tem recebido grande
volume de pesquisas na diligéncia de desenvolvimento de materiais

biodegradaveis e de alto desempenho mecéanico.

C) Estudo das propriedades de barreira a vapor de agua

A avaliagdo individual de nanocristais de celulose e nisina z, bem como a
interagcdo desses fatores obtiveram resultados independentes na taxa de
permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA), mesmo com p<0,05 e o valor de R?
baixo (Tabela 6).

Tabela 6. Estimativas dos coeficientes de DCCR, da presencga de NIS e CNC na
TPVA dos filmes de PEC.
TPVA Equacéo 2 R2 FAJP®

(g/m?2. dia?) 0,231* - 0,00577 * CNC-0,00367* NIS 2 0,329 0,285

aFoi utilizado o modelo Quadratico Completo e os coeficientes ndo apresentados na equagao
foram nao significativos (p>0,05).

* Significativo pelo teste t de Student (P<0,05)

bFAJ: Valor-P para a falta de ajuste do modelo
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Quando foi adicionado uma maior concentragcdo de nanocristais de
celulose (10 %) nos filmes de pectina ocorreu uma aumento significativo da taxa
de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA), mostrando que o nanocristais de
celulose em alta concentragao nao funcionaram como uma barrreira para impedir
a passagem de gases (Figura.13). Uma provavel explicacdo é que o0 processo
de homogeneizagao néo tenha sido eficiente em relagao ao tempo de sonicagéo,
fazendo com que ndo houvesse boa dispersdo dos nanocristais na matriz
polimérica. A permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA) nos filmes deve ser o
mais baixo possivel (BENBETTAIEB, KUREK, BORNAZ, e DEBEAUFORT,
2014).

Apesar da alta concentragdo de nanocristais de celulose n&o tenha sido
eficiente para redugao da TPVA, este resultado indicou que houve uma melhora
do processo de obtengao dos filmes, pois quantidades menores de nanocristais
de celulose (1,45% ; 5% e 8,55 %) foram necessarias para reduzir a taxa de
permeabilidade de vapor de agua (Figura 13). E importante salientar que a
homogenizagcado ou uso de ultrassson € um fator importante na dispersao dos
nanocristais de celulose nos polimeros, pois € necessario que a nanocelulose
seja bem misturada, homogeneizada e dispersa em todo o filme para que possa
ser efetiva na melhoria da barreira ao vapor de agua (SILVA e D’ALMEIDA,
2009). A aplicacdao de ultrassom gera grandes gradientes de tensdo e de
cisalhamento com a movimentagao dos liquidos da suspensao, causados por
transmissao muito rapida de moléculas de solvente ao redor da bolha de
cavitacdo, bem como por ondas de choque intensas emanadas em colapso
(SUSLICK e PRICE, 1999), o que pode favorecer a dispersao de nanoparticulas

nos filmes, diminuindo a taxa de permeacao.
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Figura 13. Taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA) dos fiimes de pectina
incorporados com nanocristais de celulose (CNC) e nisina z (NIS).

Henrique et al. (2008), indicaram que a adigao de fibras no filme aumentou
a permeabilidade dos mesmos. Este fato pode ser justificado pela né&o
incorporagdo das fibras em sua matriz polimérica, gerando espagos
intermoleculares grandes, o que permitiu maior passagem de vapor de agua
através da superficie. Este resultado foi similar ao encontrado neste estudo.

Mariano (2013) relatou no seu trabalho que em sistemas poliméricos
contendo nanocristais houver uma redugao da permeabilidade (seja liquidos ou
gases) até a adicdo de uma determinada quantidade de nanocristais, e que apés
este ponto a permeabilidade apresenta um comportamento oposto. Isto se deve
ao fato de que com o aumento da concentragdo de nanocristais alguns pontos
do filme podem apresentar aglomeragdes que causariam falhas na estrutura
tridimensional matriz—nanocristal, o que permitiria a passagem de agua (e
possivelmente gases) através do filme. As analises mostraram que os filmes
apresentaram uma maior redugao na permeabilidade no fiime com 1 % de
nanocristais, onde houve uma reducéao de 25,2 %, sendo que apos esta adicao
os provaveis efeitos de aglomeragdo ja passaram a atuar aumentando a
permeabilidade. Este resultado foi similar ao encontrado neste estudo.

Um outro fator que pode ter influenciado na alta taxa de TPVA é a
caracteristica hidrofilica da pectina (-OH) e dos nanocristais de celulose (-OH),
o glicerol pode ter contribuido para o aumento dos valores de TPVA, devido ao

fato de que sua alta capacidade de interagir com agua facilitou a solubilizagéo e
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permeacao do filme. O glicerol possui baixa massa molar, reduzindo interagdes
polimero-polimero, pois € facilmente inserido entre as cadeias do polimero,
aumentando a mobilidade e provocando maior difusdo de agua pela matriz do
filme, gragas a desorganizagao da matriz polimérica que se torna menos densa
e com maior volume livre (MOREIRA, 2010).

Moreira (2010) no seu estudo adicionou nanocristais de celulose extraidos
do bagaco de cana-de-agucar em blenda polimérica de amido/pectina
(TPS/PEC), a incorporagao dos nanocristais de celulose em alta concentragbes
foram efetivas para diminuir as propriedades de barreira ao vapor de agua da
blenda TPS/PEC. A presenca dos nanocristais de celulose na matriz, em
qualquer concentracdo, promoveu reducao nos valores de permeabilidade ao
vapor de agua, levando a alteragdes na estrutura dos nanobiocompdésitos, isso
porque 0s nanocristais, associados ao glicerol, agiram como uma barreira e
diminuiram os espacos livres na matriz polimérica dificultando a passagem do
vapor (MULLER et al., 2008; BECK et al., 2005; ANGLES e DUFRESNE, 2001).

Machado (2011) relatou no seu estudo que nanocelulose de coco
influenciou diretamente na permeabilidade ao vapor de agua, e a medida que se
aumentou a concentracdo destas nanoparticulas nos nanobiocompdsitos, a
permeabilidade ao vapor de agua diminuiu,valores opostos foram encontrados
neste estudo.

Analisando os valores obtidos, pode-se estabelecer uma associagao entre
a quantidade de nanocristais de celulose e o uso de ultrassom, revelando que o
uso de ultrassom pode ser um fator determinante na dispersdo dos nanocristais
de celulose na matriz polimérica, contribuindo para diminuicdo da
permeabilidade para quantidades maiores que 8,55 % de nanocelulose e um
outro fator que deve ser levado em consideracao € a hidroficidade da pectina e

dos nanocristais de celuloses.

D) Anélise termogravimétrica (TGA)

As curvas de degradacao termogravimétricas foram similares, uma vez
que os filmes de pectina adicionados com nanocristais de celulose e a
temperatura inicial de degradagcdo dos filmes com pectina nanocristais de
celulose e nisina z variou (260 °C a 290 °C) este valor dependeu das
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concentragbes dos nanocristais adicionados nos filmes (Figura.14). Segundo
Damasio (2015), essa degradacdo ocorre devido a estrutura cristalina do
nanocristais de celulose. No entanto, ha presenca de outros componentes que
alteraram as temperaturas de degradagao maxima, como os grupos sulfatos, que
aceleraram as reacoes de degradagao dos nanocristais de celulose (ROMAN e
WINTER, 2004). Um outro fator que pode ter influenciado a degradagao térmica
dos filmes foi a despolimerizacao das cadeias poliméricas (SILVA,2015).

O comportamento térmico e as curvas de TGA e de DTG na Figura 14. A
partir das analises avaliadas os eventos térmicos que aconteceram durante a
degradagdo dos nanocompositos, podemos dividi-los em trés principais:
liberagdo da agua aderida as regides amorfas e superficiais; degradacao das
regides amorfas e liberagao de volateis; e degradacéo das regides cristalinas e
quebra dos mondmeros que formam o polimero.

A primeira ocorreu entre 59 e 130 °C com uma perda de massa em torno
de 8 % a 12 %. Esta corresponde a eliminagdo de agua fisicamente ligada e a
perda de volateis de baixa massa molar. A segunda etapa ocorreu em intervalos
distintos para cada polimero.

O filme de pectina na terceira etapa ocorreu entre 180 e 270 °C, com
maximo na curva DTG em 239 °C. Estes eventos podem ser atribuidos a
degradagao térmica da pectina. Similarmente a degradacdo da celulose, as
reacbes de degradagao envolveram a despolimerizagdo das cadeias
poliméricas, geragdo de compostos aromaticos e alifaticos, liberagdo de H20,
CO2e CO, levando a formacao de um residuo carbonaceo (ANDRADE et al.,
2009).
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Figura 14. Curva de termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) dos filmes de
pectina,incorporados com nanocristais de celulose(CNC) e nisina z(NIS).
(T1) CNC1,45%NIS1,45%; (T2)CNC 10%NIS5% ;(T3) CNC 5%NIS10%; (T4) CNC 5%NIS5%;
(TS)CNC1,45%NIS1,45%;(T6)CNC8,55%NI1S8,55%,(T7)CNC5%NIS5%;(T8)CNC8,55%NIS1.45%;
(T9) CNC 5%NIS10%; (T10) CNC 5%NIS5%; (T11) CNC 0%NIS5%;

A estabilidade térmica é essencial para o uso efetivo de nanoceluloses
como material de reforgco em polimeros. A temperatura de processamento tipica
de materiais termoplasticos é acima de 200 °C, de modo que as nanoceluloses
que sao cada vez mais utilizados como agentes de reforgo devem ser avaliados
pelo comportamento termomecanica (ROMAN e Winter, 2004;. NETO et al.,
2013).

E) Espectroscopia na regido do Infravermelho — FTIR

Os espectros de FTIR dos filmes de pectina (4000 - 500 cm regiéo)
mostraram uma semelhangca quimica para todos os filmes do desenho
experimental (Figura 15), possivelmente devido as concentragbes dos
tratamentos. Os tratamentos variam em sua composigédo, apenas em algumas
concentragdes, justificando a diferenga da intensidade entre as bandas.

As bandas de absorcao de filmes de pectina sao caracteristicas e pode
ser observado que as principais bandas estavam relacionadas com o
estiramento —OH na regigo de 3770 — 3088 cm -, -C-H por volta de 2915 cm -
e carbonila (-C=0) em 1738 cm ' ( Figura 15). Também foram observadas
bandas em 1670 cm-' e 1575 cm™' relacionadas respectivamente com o
estiramento de carboxilato assimétrico e simétrico, estiramento de ligagao —C-
O-C- em 1190 cm', devido a presenca de ligagao glicosidica, e uma banda em
850 cm' relacionada a hidrogénios anoméricos equatoriais (SYNYTSYA et al,
2003 )
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A vibragdo localizada na faixa espectral de 800-1190 cm™' ¢ atribuida a
bandas de glicerol correspondendo a bandas de vibragdes de C-C e C-O
(GUERRERO et al., 2010; BARBOSA, 2011).
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Figura 15. Espectroscopia no infravermelho dos filmes de pectina incorporado com
nanocristais de celuloses e nisina Z. T1) CNC1,45%NI1S1,45%; (T2) CNC 10%NIS5%;
(T3) CNC 5%NIS10%; (T4) CNC 5%NIS5%; (T5) CNC 1,45%NIS1,45%; (T6) CNC
8,55%NI1S8,55%; (T7) CNC 5%NIS5%; (T8) CNC 8,55%NI1S1.45%; (T9) CNC
5%NIS10%; (T10) CNC 5%NIS5%; (T11) CNC 0%NIS5%;
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A banda larga em 3.442 cm™' corresponde a vibragdo das ligagdes dos
grupos —OH dos nanocristais de celulose. Em 2.915 cm™ tem-se a vibragdo das
ligacbes dos grupos C-H. Essas bandas sdo caracteristicas de materiais
celulésicos e seus valores sdo consistentes com os encontrados por Lu et al.
(2014), Liu et al. (2014) e Reddy et al. (2009).

Os nanocristais de celulose apresentaram regides sulfatadas
remanescentes da hidrélise acida sofrida para sua obtengédo (PODSIADLO et al.,
2005; LU et al., 2014 ). Essas regides encontram-se na faixa de 1.205 cm™ por
causa da vibragao daligacdo S = O, que ocorre devido a reagdes de esterificacdo
(LU e HSIEH, 2010; NETO et al., 2013). De acordo com Barbosa (2007),
compostos contendo enxofre na forma de sulfatos (R-O-SO2-OR) podem
apresentar vibragdes assimétricas (1.421-1.372 cm™) e simétricas (1.228-1.190
cm') que s&o similares as encontradas para NCC neste estudo.

Os picos de 1.033 e 877 cm™ estdo associados com as vibracdes de
ligagcdes do polimero de celulose, C-O e C-H, presentes na cadeia do polimero
(ALEMDAR e SAIN, 2008), que apareceram em ambos os espectros. O
crescimento desses picos para o espectro de CNC revelou o aumento da
porcentagem de material celulésico, como também observado por Neto et al.
(2013), provavelmente devido a extracdo de impurezas durante a hidrdlise,

restando apenas regides cristalinas do polimero inicial de celulose.

4. Conclusao

Foi possivel o desenvolvimento do filme de pectina com naocristais de
celulose e nisina z.

Os filmes ativo antimicrobiano incorporados com concentragdes de nisina
z apresentaram atividade “in vitro” sobre S.aureus e E.coli.

O aumento da concentracdo de CNC nos filmes PEC nao foi eficiente
educdo da TPVA.

Degradacao termogravimétricas foram similares, uma vez que os filmes
de pectina adicionados com nanocristais de celulose e nisina z a temperatura
inicial de degradacgao dos filmes variou (260 °C a 290 °C).

A resisténcia maxima a tragcao e o médulo de elasticidade dos filmes de

pectina foram influenciados pela adicdo da maxima da concentracdo de
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nanocristais de celuloses e adicado minina de nisina,ocorrendo um aumento do
modulo de elasticidade e resisténcia maxima a tragao dos filmes estudados.

Os espectros de FTIR dos filmes de pectina mostraram uma semelhanca
quimica para todos os filmes do desenho experimental possivelmente devido as

concentracdes dos tratamentos.
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CAPITULO 5

Desenvolvimento e aplicagao da celulose nanofibrilada extraida de
bagaco da cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) embalagem ativa
biodegradavel.
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Desenvolvimento e aplicagao da celulose nanofibrilada extraida de bagago
da cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) embalagem ativa
biodegradavel.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi desenvolver uma embalagem ativa
biodegradavel utilizando como matriz polimérica pectina citrica reforcada com a
incorporagao de nanocelulose (celulose nanofibrilada) extraida do bagago de
cana-de-acucar, bem como, avaliar o efeito da adigcdo do antimicrobiano nisina
Z no biocontrole de micro-organismos . No teste de difusdo em agar para todos
os tratamentos testados ocorreu diferencia significativa ao nivel (P>0,05),
observou-se atividade antimicrobiana ‘in vitro’ da nisina z (NIS) para o micro-
organismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A espessura foi afetada
pela a adigdo da nisina z, quanto maior a concentragdo de nisina maior a
espessura do filme de pectina. O aumento da rugosidade em algumas
concentracbes foi provocado pela baixa interacdo entre a CNF/polimero,
permitindo a formacao de agregados que alteraram a rugosidade dos filmes. As
propriedades mecanicas dos flmes mostraram que a resisténcia maxima a
tracdo foram afetadas pela adigdo de celulose nanfibrilada (CNF) nos niveis
estudados e obteve diferenca significativa ao nivel (P>0,05) com os filmes
celulose nanofibriladas desenvolvidos na presenca de nisina z. Quanto maior
concentracao de nisina z e celulose nanofibrilada maior foi o resisténcia maxima
a tracao dos filmes. O alongamento na ruptura obteve diferenga significativa ao
nivel (P>0,05) e também foi afetado pela presenga de CNF e NIS. Quando os
dois fatores foram combinados em suas concentragdes maximas houve aumento
no valor de alongamento da ruptura analisados. O modulo de elasticidade nao
obteve diferenca significativa ao nivel (P>0,05) em concentragdes maximas de
NIS e CNF houve reducao este parametro e para concentracdes intermediarias
de NIS e CNF. As analises termogravimétricas dos filmes apresentaram uma
temperatura de degradacao de variando de 241 a 349 °C entre os tratamentos.
A taxa de permeabilidade do vapor de agua (TPVA) reduziu com a concentragao
maxima de 10 % de CNF nos filmes de pectina . A CNF funcionou com uma

barreira fisica formada com a dispersao nanofibrilas na matriz polimérica
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dificultando a passagem de vapor de agua. Pelos resultados obtidos, conclui-se
que os filmes com celulose nanofibrilada e nisina z desenvolvidos neste estudo
possuem estabilidade térmica, propriedades mecanicas e atividade
antimicrobiana viavel para diversas aplicagbes, como no desenvolvimento de

embalagens ativa para alimentos.

Palavras-chave: nanocelulose,celulose nanfibrilada, pectina e nsina z.
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Development and application of nanofibrillated cellulose extracted from
sugarcane bagasse (Saccharum officinarum L.) biodegradable active
packaging.

ABSTRACT

The purpose of this research was to develop a biodegradable package
using as polymeric matrix citric pectin reinforced with the incorporation of
nanocellulose (nanofibrillated cellulose) extracted from the sugar cane bagasse,
as well as to evaluate the effect of the addition of the nisin Z antimicrobial in the
control of microorganisms. In the diffusion test in agar for all the treatments tests
a significant difference took place at level P>0.05. An antimicrobial activity in vitro
of nisin Z (NIS) was observed for the microorganisms Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. The thickness was affected by the addition of nisin Z,
when one observed that the bigger the concentration of nisin, the bigger the
thickness of the pectin film. The increase in roughness in some concentrations
was caused by the low interaction between the CNF/polymer, allowing the
formation of aggregates which altered the films roughness. The films mechanical
properties showed that the maximum resistance to traction was affected by the
addition of nanofibrilada cellulose (CNF) in the studied levels and a significant
difference at level (P>0.05) was obtained with the films of nanofibrillated cellulose
developed in the presence of nisin, when one observed that the bigger the
concentration of NIS and CNF, the higher the maximum resistance to the films
traction. The elongation at break obtained significant difference at level P>0.05
and it was also affected by the prsence of CNF and NIS. When both factors were
combined in their maximum concentrations there was an increase in the value of
elongation at break that were analyzed. The elasticity module did not obtain
significant difference at level (P>0.05). In maximum concentrations of NIS and
CNF there was a reduction of this parameter and for the intermediate
concentrations of NIS and CNF as well. The films thermogravimetric analyses
presented a degradation temperature that ranged from 241 to 349 °C between
the treatments. The steam water permeability rate (TPVA) reduced with the
maximum concentration of 10 % of CNF in the pectin films . The CNF worked
as a physical barrier formed with the nanofibrils dispersion in the polymeric matrix
making the passage of water steam difficult. According to the obtained results,
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one can conclude that the films with nanofibrillated cellulose and nisin developed
in this research have thermal stability, mechanical properties and antimicrobial
activity which are viable for several applications, such as in the development of

active package for food.

Key words: nanocellulose, nanofibrillated cellulose, pectin and nisin z.
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1.Introducgao

A questdo do crescente acumulo de residuo nao biodegradavel nos
centros urbanos, aliado as dificuldades de reciclagem da maioria das
embalagens, tém gerado sérias preocupacgdes a sociedade e grande interesse
para solucionar esta problematica, ja que esses fatores constituem grandes
problemas ambientais. Desta forma, o desenvolvimento e aplicagao de filmes de
pectina, como embalagens para alimentos, poderiam fornecer uma alternativa
viavel e correta ecologicamente (OLIVEIRA et al.,2016).

Os biopolimeros sdo polimeros ou copolimeros produzidos a partir de
matérias primas de fontes renovaveis, como: milho, cana-de-agucar, celulose,
quitina, pectina e outros, sendo na sua maioria biodegradaveis. As fontes
renovaveis sdo assim conhecidas por possuirem um ciclo de vida mais curto
comparados com as fontes fosseis, como o petrdleo, o qual leva milhares de
anos para se formar ( PEREIRA et al.,2013 ).

Os polimeros biodegradaveis tém despertado enorme interesse, pois
representam uma alternativa real para substituir os polimeros nao
biodegradaveis principalmente em aplicagées de curto prazo. Os polimeros
biodegradaveis foram desenvolvidos para serem empregados em industrias de
embalagens, em setores agricolas e de liberagdo de farmacos. Porém os
polimeros biodegradaveis possuem desempenho mecanico limitado e alto custo
quando comparados com os polimeros nao biodegradaveis (MOURA, 2013).

Um dos materiais mais promissores para serem utilizados como
nanoreforgo em polimeros biodegradaveis é a celulose. A celulose é a biomassa
mais abundante no planeta e pode ser obtida de fontes naturais (LAVORATTI,
2015). E necessario dar um destino a esse residuo de celulose, e a sua
transformacdo em nanocelulose € uma alternativa viavel. As nanoceluloses
estdo em escala nanométrica, como a celulose nanofibrilada, podem ser uma
alternativa viavel devido as suas propriedades mecanicas e alta cristalinidade,
além de serem provenientes de fontes naturais e renovaveis tais como a madeira
e residuo agricola por exemplo (KAUSHIK et al., 2010; CHERIAN et al., 2011).

Entre as fibras vegetais existentes na biomassa, as fibras do bagaco de

cana-de-agucar representam um residuo agroindustrial volumoso que pode ser
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empregadocomo fonte de nanocelulose (celulose nanofibrilada) para
nanoreforco em embalagem ativa biodegradavel. Sendo o Brasil um pais
caracterizado pela economia agroindustrial e um dos maiores produtores
mundiais de cana-de- agucar (UNICA, 2016), surge grande expectativa na busca
por adaptar as fibras vegetais como o residuo do bagaco da cana-de-agucar no
uso como nanoreforgo em matrizes poliméricas e biopolimeros.

A embalagem ativa biodegradaveis constitui uma ferramenta
complementar para a conservagao de alimentos, podendo garantir que todos os
procedimentos adotados para a obtengédo de um produto final de qualidade serao
assegurados (COZMUTA et al., 2015).

Esta tecnologia, em que ocorre uma interagao desejavel, entre produto e
embalagem é denominada embalagem ativa (GOMES et al., 2015). Embalagem
ativa é aquela que, através da utilizacdo de um agente ativo incorporado no
material polimérico ou adicionado as embalagens, promove fun¢des adicionais
as embalagens alimenticias, como por exemplo agéo antimicrobiana.

A deterioracédo de alimentos por acdo de micro-organismos € umas das
principais causas de perdas da qualidade e seguranca. Neste contexto, o
emprego de nisina z, na producédo de filmes ativos aplicados em sistema de
embalagens antimicrobianas para alimentos, mostra-se como uma tecnologia
interessante. A nisina z tem sido cada vez mais utilizada como bioconservante
para incorporagao direta em filmes ativos de forma eficaz contribuindo para o
aumento da vida de prateleira dos alimentos (KHAN et al., 2015).

Objetivou-se com este trabalho desenvolver e caracterizar filme ativo
biodegradavel a base de pectina incorporado com antimicrobianos (nisina z) e

celulose nanofibrilada (CNF) extraidos do bagaco da cana-de-agucar.
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2.Materiais e Métodos

Os filmes incorporados com diferentes concentragdes de nisina z e
celulose nanofibrilada foram produzidos no laboratério de Embalagem do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal

de Vigosa, Brasil.

2.1. Avaliacao da atividade antimicrobiana da Nisina Z

As analises microbioldégicas foram realizadas no Laboratério de
Embalagens. Todos tratamentos foram realizados com trés repeticdo e em

duplicata.

2.2.1 Micro-organismos

Culturas puras Escherichia coli (ATCC 11229), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) foram usados para testar a atividade antimicrobiana “in vitro” das

nisina z.

2.3 Delineamento Experimental

Foi utilizado o delineamento composto central rotacional (DCCR) com
duas variaveis para estudar os efeitos combinados da nanocelulose como a
celulose nanofibrilada (CNF) e nisina z (NIS) sobre as propriedades mecanicas
dos filmes de pectina (PEC) e avaliado pela Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR). O modelo estatistico que representa a influéncia do CNF e NIS
sobre as propriedades mecanicas e o6ticas dos filmes foram desenvolvido e
validado através da analise de variancia (ANOVA). Para melhores resultados no
modelo de regressao, utilizou-se o procedimento de exclusdo de variaveis
“(stepwise)” a partir da analise da estatistica t das variaveis, conforme realizado
por Li (2012). Neste procedimento, todas as variaveis sao incluidas no modelo e
vao sendo retiradas uma a uma, em fungao da contribuicdo significativa dada
pela andlise da significancia da estatistica t. A técnica consiste em eliminar as

variaveis nao significativas, que correspondem aquelas que apresentam o menor
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valor da estatistica t, em valor absoluto, por se tratar das variaveis de menor
importancia (HAIR Jr et al., 2009). Para as variaveis significativas, procedeu-se
a analise de correlagdo para quantificar o grau de correlagdo com a variavel
resposta. As analises de microscopia As analises de microscopia de forca
atbmica foi validado a rugosidade dos filmes através da analise de variancia
(ANOVA) com testes de médias tukey. As analises termogravimétrica foram

submetidos a analise descritiva.

2.4. Producao do filme a base de pectina

Os filmes de pectina foram produzidos pelo método “casting”, de acordo
com Azevedo (2014). As concentrag¢des de celulose nanofibrilada (CNF) e nisina
z foram adicionadas no filme de pectina e foram determinadas a partir dos
resultados obtidos nos testes difusdo em agar. A celulose nanofibrilada (gel) e a
nisina z foram incorporados em relagdo a massa do polimero.

Os filmes pectina (PEC) foram desenvolvidos segundo Azevedo 2014 com
modificacdes, sendo PEC e glicerol fixados em 6 % (m/v) e 40 % (ml/v),
respectivamente, baseado em pré-testes.O filme PEC foi preparado dissolvendo-
se 3,5 g (m/v) de PEC com 1,4 g de glicerol (GLI) (baseado na massa de PEC)
em 120 mL de agua deionizada respectivamente, sendo ambos submetidos a
agitacédo continua em agitador magnético durante 30 min, em temperatura de 75
°C. Os demais filmes foram desenvolvidos conforme filme PEC, variando o gel
da CNF(0 e 10 g/100 g de PEC) e nisina z (0 e 10 g/100 g de PEC) dispersos
com glicerol. Apos agitagao e dissolugdo da solucéao filmogénica , as solugdes
foram vertidas em placas de vidro. O controle de espessura foi efetuado por
volume aplicado no suporte, correspondente a 120 mL. Em seguida, os filmes
com dimensdes 18 x 30 cm, foram secos em temperatura 30 °C durante 48 h e
umidade relativa de 37 % garantindo evaporagéao lenta do solvente e formacao

do filme. Os tratamentos estio decritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Tratamentos dos filmes de pectina incorporados com celulose
nanofibrilada (CNF) e nisina z (NIS).

Tratamentos Concentragoes*%

CNF1,45 NIS1,45

CNF 10,00 NIS5,00
CNF 5,00 NIS10,00
CNF 5,00 NIS5,00
CNF 1,45 NIS1,45
CNF 8,55 NIS8,55
CNF 5,00 NIS5,00
CNF 8,55 NIS1,45
CNF 5,00 NIS10,00
10 CNF 5,00 NIS5,00

11 CNF 0,00 NIS5,00
Celulose nanofibrilada (CNF) e nisina z (NIS).
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2.41 Atividade antimicrobiana “in vitro” dos filmes

Para avaliar a atividade antimicrobiana do filme ativo foi aplicado o método
de difusdo em agar segundo Hanusova et al. (2010) modificado, colocando-se
discos (@ = 1 cm) do filme ativo incorporado com a nisina z e celulose
nanofibrilada sobre a superficie do plate count agar—PCA (Merck) contendo
suspensao micro-organismos na concentragido (10° UFC/mL) citados no item
2.1.1. Em seguida, o indculo foi espalhado sobre a superficie do agar com auxilio
de alca de Drigalsky. Posteriormente, as placas foram incubadas a 35 °C por 24
horas. A atividade inibidora foi quantificada por medicdo com paquimetro do

didmetro total (didametro do disco mais zona de inibi¢do).

2.5 Caracterizagoes dos filmes de pectina produzidos incorporados com

celulose nanofibrilada e nisina z.

2.51 Espessura

A espessura média dos filmes (um) foi mensurada com auxilio de

micrometro (MITUTOYO, modelo 547-401, Japdo). As medidas foram realizadas
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em dois corpos de prova de cada tratamento em trés repeticdes, realizando-se
as medidas em dez pontos aleatérios e diferentes dos mesmos (CAMILLOTO,
2009).

2.5.2 Caracterizagcao morfoldgica e topografica dos filmes

A)Microscopia de forga atdmica

A microtopografia e a rugosidade da superficie dos diferentes filmes foram
avaliadas utilizando-se o Microscépio de Forga Atébmica (NT-MDT modelo
NTEGRA PRIMA) realizada no Departamento de Fisica da Universidade Federal
de Vigosa, Vigosa - MG, Brasil.

Amostras dos filmes foram cortadas e fixadas no suporte de porta
amostras do microscépio, com auxilio de fita dupla-face. Em seguida, cada
amostra foi analisada utilizando o modo de contato intermitente com cantilever
macio e constante de forga 0,02 Nem-'. Para cada tratamento, foram realizadas
varreduras de 60 um x 60 ym, onde serdo determinado a rugosidade média e a
rugosidade quadratica dos filmes (CAMILLOTO, 2009).

B) Propriedades mecéanicas

Os filmes produzidos foram submetidos a testes mecanicos para
avaliagao da resisténcia a tragdo (MPa), alongamento na ruptura (%) e mddulo
elastico (MPa) de acordo com a norma ASTM D882-91 (ASTM, 2002),
utilizando-se a Maquina Universal de Testes Mecanicos (INSTRON Corporation,
modelo 3367). Foram testados 5 corpos de prova de cada tratamento com cinco
repeticoes no ponto central, com dimensdes de 10 cm de comprimento e 2,5 cm
de largura. A maquina foi operada com carga de 1 kN, velocidade de separagéo

das garras de 12,5 mm.min-1 e distancia inicial de 50 mm (ASTM, 2002).

C) Taxa de permeabilidade a vapor d’agua (TPVA)

A Taxa de permeabilidade a vapor d’agua (TPVA) dos filmes foram
determinadas por meio do método dessecante, seguindo a ASTM E 96/ E 96M

— 05 (ASTM, 2005) com algumas modificagdes. Foram utilizadas capsulas
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circulares (@ = 82,3 mm) com paredes impermeaveis, contendo 30 g de cloreto
de calcio anidro (Vetec) com granulometria entre 600 ym e 2,36 ym. Os filmes
foram vedados com parafina histoldégica (Synth) na juncéo filme/capsula. As
capsulas foram acondicionadas em dessecadores contendo solugéo saturada de
cloreto de sdodio (Vetec), com o objetivo de manter a umidade relativa em torno
de 75 %. O ganho de massa associando a umidade permeada pelo filme foi
avaliado por meio de pesagens diarias até massa constante.

A TPVA foi expressa em gm=2-dia’'. As andlises foram realizadas com

trés repeticbes em duplicata.

D) Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas foram realizadas com auxilio de um
analisador térmico DTG (modelo 60, Shimadzu - Japao), onde cerca de 5 a 10
mg de amostra de filme de pectina contendo celulose nanofibrilada e nisina z
foram aquecidos na faixa de temperatura de 20 °C a 600 °C com razao de
aquecimento de 10 °Cemin-! para cada tratamento. A vazdo de nitrogénio foi
mantida em 60 cm3s min' (CHANG et al., 2010). As analises foram realizadas

em duplicata.

E) Espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho foi realizada
com o objetivo de identificar as interacbes entre a matriz polimérica (pectina),
celulose nanofibrilada e nisina adicionados. Os filmes de pectina com celulose
nanofibrilada e nisina foram fixados no equipamento FT-IR Nicolet 6700 (Thermo
Scientific, EUA) pelo suporte para filmes. Os espectros de absor¢gédo na regiao
do infravermelho foram obtidos em ampla regiao de varredura de 4000 a 400 cm~

1, com resolugéo de 2 cm~'(Damasio, 2015).
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3.Resultados e Discussao

3.1.Atividade antimicrobiana “in vitro” dos filmes

A atividade antimicrobiana do filme ativo foi avaliada para culturas puras
Escherichia coli (ATCC 11229), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) pelo teste
de difusdo em agar. No teste de difusdo em agar para todos os tratamentos
testados ocorreu diferencia significativa (P>0,05) (Tabela.2). Os tratamentos 11
e 9 apresentaram maiores zonas de inibicdo de 1,8 £ 0,2; 1,5 £ 0,2 cm de
didmetro para a Escherichia coli ( Figura.1) .

Os tratamentos 10, 7 e 3 n&o apresentaram zonas inibicdo para E.coli. A
agao da nisina z para o micro-organismos gram-negativo (E.coli) foi pouco eficaz

quando comparado com micro-organismos gram-positivos (S. aureus).

Figura1. Teste de difusdo em agar dos filmes de pectina incorporado com celulose
nanofibrada (CNF) e nisina Z (NIS) para o micro-organismos Escherichia coli.
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A)Tratamento 9 (5 % de CNF 10 % NIS); B) Tratamento 11 (0 % CNF 5 % NIS); C)
Tratamento 10 (5 % CNF 5% NIS)

Tabela 2. Estimativas dos coeficientes de DCCR, na avaligdo da atividade
antimicrobiana dos filmes de pectina com concentragdes de NIS (1,45; 5;8,55 e
10 %) e CNF (0;1,45;5; 8,55 e 10 %).

Variavel Equagio RZ2 FAJ°

E.coli 2,13*-0,334* NCF - 0,210* CNF? + 0,0347* NIS?- 0,0400 * 52,41% 0,317
CNF .NIS

S. aureus 1,390* + 0,455* NIS - 0,0015* NCF CNF 2- 0,0261*NIS2- 67,82% 0,138

0,0422 * CNF .NIS

a Foi utilizado o modelo Quadratico Completo e os coeficientes ndo apresentados na equagao
foram nao significativos (p>0,05).

* Significativo pelo teste t de Student (P<0,05)

b FAJ: Valor-P para a falta de ajuste do modelo

Os tratamentos que variaram sua concentragdo de 5 % a 10 % de nisina
z obteveram maior halo de inibicdo (Figura.2). Apesar dessa acéo inibitéria da

nisina z ela ainda é pouca efetiva para o micro-organismo E.coli que é gram-

negativo.

CHF (%)

Figura 2. Superficie de resposta da atividade antimicrobiana dos filmes de pectina
incorporados com celulose nanofibrilada (CNF) e nisina z (NIS) para o micro-organismo
E.coli.

A atividade antimicrobiana do filme ativo foi avaliada para cultura pura
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) pelo teste de difusdo em agar. No teste de
difusdo em agar para todos os tratamentos testados ocorreu uma diferencia
significativa (P>0,05) . Os tratamentos que obteve-se maior zona de inibigdo foi
na concentragdo maxima de 10 % de nisina z (Figura 3) referente aos
tratamentos 3 e 9. A presenga da CNF nos filmes de pectina ndo afetaram a acao

do antimicrobiano (nisina z) quando avaliado na sua concentragao maxima.
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Figura 3. Teste de difusdo em agar dos filmes de pectina incorporado com celulose
nanofibrada (CNF) e nisina Z (NIS) para o micro-organismos Staphylococcus
aureus. A)Tratamento 3 (5 % de CNF 10 % NIS); B) Tratamento 9 (5 % de CNF 10
% NIS).

Wang et al. (2013) avaliaram a atividade antibacteriana de filme com
nisina contra o S. Aureus no seu estudo foi realizada em meio de cultura liquido
e o resultado encontrado foi que a concentracio relativa de S. aureus diminuiu
acentuadamente a partir de 100 % para 11,65 % quando o teor de nisina
aumentou de 0 a 10 %.

Wang et al,(2015) relataram no seu estudo que quanto maior a
concentragao de nisina maior foi a zona inibidora para do S.aureus, neste estudo
obteve resultado similar. Duram et al,(2016) desenvolveram uma embalagem
ativa com nisina e natamicina para o controle destes micro-organismos
estudados .

Devido ao seu efeito sobre as batérias gram-positivas, especialmente a
S. aureus, muitos estudos reportam a incorporacgao de nisina em varios tipos de
filmes feitos de celulose, pectina, nailon, isolado protéico de soro, hidroxipropil
metil celulose, zeina, amido, quitosana, PBAT, proteina de soja, carboximetil
celulose e a sua utilizagdo como embalagem ativa para reduzir as bactérias
indesejaveis nos géneros alimenticios (NATRAJAN e SHELDON, 2000; COMA
et al, 2001;TEERAKARN et al., 2002; CHOLLET et al, 2008;. GADANG et al.,
2008; KRISTO et al, 2008, NEETOO et al., 2008; NGUYEN et al,
2008;BASTARRACHEA et al., 2010, CAO-HOANG et al., 2010; IMRAN et al.
2010, BASCH et al., 2013).

Incorporagao de nisina z nas concentragbes de 1,45 e 10 % (m/m) no

filme de pectina apresentou resultados satisfatorios quanto a inibicao de S.
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Aureus ( Figura 4). Said et al,(2016) também utilizaram nisina z para a acgao

antimicrobiana sinérgica contra Staphylococcus aureus no seu estudo.
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Figura 4. Superficie de resposta da atividade antimicrobiana dos filmes de pectina
incorporados com celulose nanofibrilada(CNF) e nisina Z (NIS) com controle do micro-
organismos S. aureus.

Reichenberg et al. (2015) desenvolveram uma blenda polimérica com
antimicrobiano nisina, no resultado encontrado houve redugdo dos micro-
organismos gram-positivos. Os resultados foram similares ao encontrado neste
estudo.

O filme antimicrobiano incorporado com nisina z, apresentou potencial
de aplicagcdo como embalagem ativa antimicrobiana para o acondicionamento
de alimentos como por exemplo queijos, estendendo assim a vida de prateleira
e assegurando a seguranca alimentar. Segundo Jagus et al,(2016) a nisina z é
um dos antimicrobianos mais eficientes para controlar a contaminacdo dos

alimentos.

3.2.Espessura

A espessura dos filmes de pectina nao foram afetados pela adicado de CNF
nos niveis de concentragbes estudados (1,45 % a 10 %). Os resultados da
espessura mostraram que essa propriedade teve diferenca significativa entre os
filmes nanocompdsitos desenvolvidos com base no DCCR quando houve adigao

de nisina z nas concentragdes estudadas (1 e 10 %) (Tabela.3).
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Tabela 3. Estimativas dos coeficientes de DCCR, da presenca de celulose
nanofibrilada na espessura dos filmes de pectina.

Espessura Equagio? R? FAJP

(mm) 0,1005* + 0,00173 NIS*+0,000643* CNF? 0,1781 0,327

a Foi utilizado o modelo Quadratico Completo e os coeficientes ndo apresentados na equagao
foram nao significativos (p>0,05).
* Significativo pelo teste t de Student (P<0,05)
b FAJ: Valor-P para a falta de ajuste do modelo

Um fator que contribuiu para o aumento da espessura foi a adigao da
nisina z , quanto maior a concentracdo de nisina maior a espessura do filme de
pectina (Figura.5). Assim, as espessuras dos filmes produzidos foram uniformes,
0 que € desejavel para a realizagao das comparagdes entre os tratamentos nas

analises de caracterizacoes.
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Figura 5. Espessura dos filmes de pectina incorporados com celulose nanofibrilada(CNF)
e nisina z (NIS).

3.3 Caracterizagao morfoldgica e topografica dos filmes

A) Microscopia de forgca atdbmica e a rugosidade da superficie dos filmes

As fotomicrografias obtidas por microscopia de forga atbmica permitiram
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avaliar a microtopografia da superficie dos filmes em trés dimensdes e ainda
determinar a rugosidade média dos filmes. Com base em imagens de topografia
com tamanhos de 5 x 5 uym?obtidas por AFM foram observados que as
rugosidades das matrizes do filme de pectina foram alteradas significativamente
ap6s a adigao do celulose nanofibrilada e nisina z..

Os tratamentos com nanocelulose PEC/CNF/NIS diferenciaram entre
si,por apresentarem uma superficie mais irregular e porosa, sendo observados
alguns agregados, representados pelas areas mais claras. Entretanto, ocorreu
uma grande alteragdo da microtopografia dos filmes nas diferentes
concentracdes de CNF. Isto pode ser explicado pela dispersdo da CNF no

polimero em fung¢ado da interacao favoravel (Figura.6 ,7,8 e 9).

™

Figura 6. Topografia em 3D dos filmes de pectina adicionado com celulose
nanofibrilada(CNF) e nisina z (NIS) T1 (1,45 % CNF 1,45 % NIS ) T 2( 10 % CNF 5 %
NIS )
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Figura 7. Topografia em 3D dos filmes de pectina adicionado com celulose
nanofibrilada(CNF) e nisina z (NIS): T 3 ( 5 % CNF10 % NIS); T 4 (5 % CNF 5 %
NIS); T 5 ( 1,45 % CNF 1,45 % NIS);T 6 ( 8,55 % CNF 8,55 % NIS)
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Figura 8. Topografia em 3D dos filmes de pectina adicionado com celulose
nanofibrilada (CNF) e nisina z ( NIS): T7( 5 % CNF 5 % NIS );T 8( 8,55 % CNF 1,45
% NIS );T9 (5% CNF 10 % NIS ); T10 (5 % CNF 5 % NIS)
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Figura 9-Topografia em 3D dos filmes de pectina adicionado com celulose
nanofibrilada (CNF) e nisina z ( NIS):T11 ( 0 % CNF 5 % NIS)

A rugosidade média (Ra) dos filmes contendo a celulose nanofibrilada
com nisina z, diferiu em relagao ao filme sem celulose nanofibrilada (T11). Para
os demais tratamentos observou-se diferenca significativa, sendo que estes
apresentaram uma rugosidade média maior nos tratamentos 3 e 2 (Tabela 4).
Estudos mostraram que o aumento da rugosidade na superficie de um polimero
apods o recobrimento por plasma pode ser resultado da diferenca das taxas de
erosao, causada pelo bombardeamento de ions, entre as regides amorfas e
cristalinas do polimero (EGITTO et al.,1994).Mais recentemente, foi
demonstrado que a rugosidade da superficie de filmes depositados por plasma
contribuiram para a obtencao de filmes ultra-hidrofébicos (MILLER et al .,1996).

De acordo com a Tabela 4, observou que a presenca da celulose
nanofibrilada provocou um aumento na rugosidade média do filme contendo
nisina z. Provavelmente, o aumento da rugosidade foi provocado pela baixa
interacao entre nisina/celulose nanofibrilada/polimero, permitindo a formacgao de

agregados que alteraram a rugosidade do filme
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Tabela 4. Valores médios de Ra obtidos para os diferentes tratamentos.

Tratamentos Ra (nm)
T3 (5 % CNF10 % NIS) 187,9 A
T2 (10 % CNF 5 % NIS) 187,9 A
T4 (5% CNF 5 % NIS) 111,5 B
T7 (5% CNF 5% NIS) 106,6 C
T10 (5 % CNF 5 % NIS) 103,2 D
T6 (8,55 % CNF 8,55 % NIS) 56,96 E
T8 (8,55 % CNF 1,45% NIS) 54,61 F
T9 (5% CNF 10 % NIS) 50,82 G
T5 (1,45 % CNF 1,45 % NIS) 30,70 H
T 11 (0 % CNF 5 % NIS) 21,15 I
T1(1,45 % CNF 1,45 % NIS) 11,82 J

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Os tratamentos 1, 5 e 11 foram que tiveram menor média de rugosidade
um fator pode ser observado foram os tratamentos que possuem a menor
concentracdo de celulose nanofibrilada. A reducdo dos valores médios de
rugosidade (Ra), reforcaram que baixos valores encontrados para estes
parametros indicaram uma maior dispersdo e individualizagdo dos feixes de
nanofibras, tornando-as mais homogéneas e estaveis (KABOORANI et al. 2012).

Antouniou et al.(2015) verificaram que a incorporagao das nanoparticulas
de quitosana na matriz polimérica proporcionaram aumento da rugosidade do
filme, e sugeriram que a presenga dos pontos agudos presente na
fotomicrografia era atribuido a presenga do nanocompadsitos, e atribuiram que o
aumento da rugosidade contribui para a melhoria da barreira ao vapor de agua
e propriedades mecénicas do filme. Este mesmo comportamento foi observado
por Azeredo et al.(2010) com adicdo de nanofibra de celulose em filme de
quitosana plastificado com glicerol.

A rugosidades dos filme com celulose nanofibrilada foi um fator
determinante para a melhorias das propriedades mecanicas. Isso significa,
dentre outras coisas, melhorias nas propriedades mecanicas, uma vez que
quanto maior a individualizagao dos feixes, maior o numero de hidroxilas livres e
area superficial destes nanoreforcos, melhorando assim, sua interacdo com a
matriz e proporcionando um melhor desempenho como reforgo (BILBAQOi-SAINZ

et al., 2011). A melhoria da distribuigcdo das nanofibras na matriz conduziu a um
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empacotamento mais eficiente e a uma estrutura mais compacta (P ETERSSON
et al. 2007; LU et al. 2008; JONOOBI et al. 2010; XU et al. 2013).

B) Propriedades Mecénicas

Os resultados encontrados com base no delineamento composto central
rotacional mostram que a resisténcia maxima a tragao foi afetada pela adi¢ao de
NCF nos niveis estudados, e obteve diferengas significativa (P<0,05), entre os
filmes com celulose nanofibriladas desenvolvidos na presencga de nisina z. O
alongamento na ruptura apresentou diferenga significativa (P<0,05), foi afetado
pela presenga de CNF e NIS. O mddulo de elasticidade nao apresentou

diferenca significativa (P<0,05), foi afetado com adicdo de CNF e NIS (Tabela 5)

Tabela 5. Estimativas dos coeficientes de DCCR, na avaligdo das propriedades
mecanicas do filme de pectina com concentragdes de CNF (1 a 10 %) e Nis(1 a

e10 %).

Parametros Equacéo ? R? FAJ®
Resisténcia Maxima 3,412* - 0,459CNF* -0,229 NIS*+0,0361 CNF #*+ 0,9406 0,037
a tragao (MPa) 0,0471 CNF.NIS*

Along. Ruptura (%) 39,03* - 2,13 NIS* +0,139 NIS?*+0,237 CNF.NIS* 0,9535 0,004
M. Elasticidade -7* - 3,49 CNF #*-3,03NIS?* 0,9549 0,002
(MPa)

2 Foi utilizado o modelo Quadratico Completo e os coeficientes ndo apresentados na equagdo foram ndo
significativos (p>0,05).

* Significativo pelo teste t de Student (P<0,05)

® FAJ: Valor-P para a falta de ajuste do modelo

A resisténcia maxima a tracao dos filmes foram afetados pelos niveis de
CNF (1,45 a 10 %) estudados, quanto maior a concentragdo de NIS e CNF maior
foi o resisténcia maxima a tragao do filme (Figura 10). O modulo de elasticidade
apresentou pequena reducao com adigao das concentracdes maximas de NIS e
CNF (Figura 12). Para concentragdes intermediarias de NIS e CNF, o valor do
modulo de elasticidade também foram intermediarios Quando os dois fatores
foram combinados em suas concentragdes maximas houve aumento no valor de
alongamento da ruptura analisados (Figura 11).

A adigao de diferentes quantidades de CNF nos filmes de PEC promoveu
influéncia significativa (p<0,05) na resisténcia maxima a tragao suportada pelos
filmes com nanocompésitos CNF (Figura.10). Algumas propriedades mecanicas,
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em especial a carga maxima de ruptura, estdo diretamente relacionadas com as
ligagdes de hidrogénio formadas entre as estruturas, e ndo necessariamente

com a resisténcia das nanoceluloses em si (ABE e YANO, 2009).
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Figura 10. Resisténcia maxima a tragao dos filmes de pectina incorporados com
celulose nanofibrilada(CNF) e nisina z(NIS).
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Figura 11. Alongamento a ruptura dos filmes de pectina incorporados com celulose
nanofibrilada(CNF) e nisina z (NIS).
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Figura 12. Modulo de elasticidade dos filmes de pectina incorporados com celulose
nanofibrilada(CNF) e nisina z(NIS).

Segundo Junior (2015), adiciagédo de 4,5 e 6,5 % de celulose nanofibrilada
de bambu obtidas com 30 passagens pelo desfibrilador resultou em melhorias
significativas (p<0,05) para alongamentos dos bionanocompdsitos. Com a
insercao de 6,5 % de celulose nanofibrilada na matriz, os aumentos estimados
para os valores de tensao e alongamento na ruptura foram de aproximadamente
24 e 51 %, respectivamente, em relagao a blenda de controle.

Damasio (2015) mencionou no estudo que houve diferencia significatiava
entres os tratamentos para a relacdo ao alongamento, ao comparar os
tratamentos ocorreu um decréscimo de 49, 73 e 81 % para T1, T2 e T3,
respectivamente. Esse fato pode ser explicado por lwamoto et al. (2007), que
relataram menor resisténcia a tracao para os filmes produzidos, especialmente
para a propriedade de alongacgao na ruptura devido ao excesso de componentes
com menor razdo de aspecto, que geralmente sdo rigidos e de facil
desprendimento da matriz.

O bionanocompdsito refor¢ado (amido e alcool polivinilico) com 4,5 % de
celulose nanofibrilada extraida de bambu apresentou valor significativamente
maior (p<0,05) de alongamento em relagao as outras amostras, tornando o filme
cerca de 29 % mais ductil do que a blenda de controle (JUNIOR, 2015)

O aumento das propriedades mecanicas dos filmes pode ser explicado
pela densa rede de ligagdes de hidrogénio criadas pela maior area superficial
produzida apds o processo de desfibrilagdo da polpa celuldsica (SPENCE et al.,
2010)
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Correia (2015) reportou no seu estudo que compdsitos extrusados com
celulose nanofibrilada atuou de modo a melhorar a resisténcia mecénicas essa
melhoria pode estar associada & maior adesao entre as nanofibriladas e a matriz
cimenticia.

Xu et al. (2013) compararam dois tipos de nanoceluloses (CNF e CNC)
na matriz polimérica do polietileno, a CNF obteve a maior resisténcia mecanica
e modulo de elasticidade do que CNC, mas alongamento a ruptura foi
prejudicado pelo CNF devido emaranhamento e aglomeragdo de fibras,

prejudicando o alongamento a ruptura dos filmes.

C) Espectroscopia na regido do Infravermelho — FTIR

Os espectros avaliados sdo bastante similares, uma vez que se trata de
materiais originados de um mesmo polimero-base (Figura.13). No entanto
existem algumas regides que podem ser diferenciadas, devido aos diferentes
processos de obtengéo. A banda larga em 3.332 cm™ ' corresponde a vibragao
das ligagdes dos grupos —OH. Em 2.960 cm-! tem-se a vibrag&o das ligagoes
dos grupos C-H. Essas bandas sao caracteristicas de materiais celuldsicos e
seus valores sao consistentes com os encontrados por Lu et al. (2014), Liu et al.
(2014) e Reddy et al. (2009). A vibracao localizada na faixa espectral de 820-
1296 cm™ é atribuida a bandas de glicerol correspondendo a bandas de
vibragdes de C-C e C-O (GUERRERO et al., 2010, BARBOSA, 2011).
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Figura 13. Espectroscopia no infravermelho dos filmes de pectina incorporado com
cellulose nanofibrilada e nisina. T1) CNF1,45%NI1S1,45%; (T2) CNF 10%NIS5%; (T3)
CNF 5%NIS10%; (T4) CNF 5%NIS5%; (T5) CNF F1,45%NI1S1,45%; (T6) CNF
8,55%NI1S8,55%; (T7) CNF 5%NIS5%; (T8) CNF 8,55%NIS1.45%; (T9) CNF
F5%NIS10%; (T10) CNF 5%NIS5%; (T11) CNF 0%NIS5%;

A vibracao localizada na faixa espectral de 3024 a 3960 cm- ' vibragado

axial da ligacao O-H da celulose e da agua absorvida (ROMANZINI et al., 2012).
O estiramento da ligagdo C-H da celulose é representado pela na faixa espectral
de 2121 a 2970 cm™' (JIANG et al., 2013; JONOOBI et al., 2011).
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A deformacéo da ligacdo O-H da agua absorvida esta localizada na faixa
de 1618 a 1840 cm™ (JONOOBI et al., 2011). Deformacgéo das ligagdes dos
grupos C-H e C-O dos anéis aromaticos dos polissacarideos constituintes da
celulose 1370-1315 presentes na celulose nanofibrilada (ROMANZINI et al.,
2012).

Estiramento das liga¢gdes dos grupos C-O e O-H dos polissacarideos da
celulose 1040 a 1316 cm™' (ROMANZINI et al., 2012). As ligagbes B-glicosidicas
entre os monossacarideos da celulose 820 a 864 cm™' (JIANG et al., 2013).

A pectina pode ser comprovada nos compostos pela presenca dos picos
de 1618 a 1797 cm' ,correspondente a banda de absorgdo dos grupos carbonila
livres e esterificados , (XU et al.,2003). Os grupos hidroxila e carboxila presentes
na estrutura da pectina sdo responsaveis pela reticulagdo, e para que esta

ocorra, € necessaria a formacao da ligacao éster entre estes grupos.

D) Analise Termogravimétrica

O primeiro evento térmico, que ocorreu entre as temperaturas de 49 e
131 °C, pode ser caracterizado como a perda de umidade superficial ou de agua
nao ligada quimicamente a nanoestrutura (Figura 14 e Figura 15). Mandal e
Chakrabarty (2014), ao avaliarem nanocompdsitos baseados em poli (alcool
vinilico) e nanocelulose de bagaco de cana, constataram que a perda de agua
ocorreu na faixa de 30 a 140 °C, o que esta consistente com os dados obtidos
neste trabalho. Esse evento térmico ocorreu devido a retirada de agua, que
muitas vezes aderida somente a superficie necessita de energia para
evaporacgao, caracterizando um processo endotérmico (DAMASIO, 2015).

Verificou que os fiimes de pectina com nanocompdsitos formados
somente por CNF foram que apresentaram as caracteristicas dessa primeira
fase endotérmica. A hipotese dessa fase ser bastante evidente em TO foi devido
as regides amorfas presentes na nanoestrutura, que podem estar associadas a
maior presenga umidade. Damasio (2015), ressaltou no seu estudo que esses
componentes sdo termicamente estaveis nessa faixa de temperatura, desde que

nao sejam expostos ao calor por periodos prolongados.
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De acordo com a Tabela 6, os filmes de pectina com celulose
nanofibrilada apresentaram maior percentual de massa residual foram os
tratamentos (4, 5, 7, 9 e 10), quando comparadas com o tratamento 11 (controle)
que nao posui CNF na sua matriz polimérica. Um outro fator influenciou
diretamente na degradacgao térmica foi a combinacdo das concentragbes de
celulose nanofibrilada (CNF 5 %) e nisina z (NIS 5 %) nos tratamentos (4, 7 e 9)
que tiveram o maior percentual de degradacéo térmica avaliado neste estudo.

Os filmes tiveram uma variagcdo na Tmax de 241 a 349 °C. O mesmo
comportamento foi encontrado por Peng et al. (2013). A celulose, quando seca
ao ar, forma uma camada sdlida na superficie. Durante a degradagao térmica,
formou um filme compacto de cinzas que agiu como uma prote¢ao para as fibrilas
localizadas nas regides mais internas. Dessa forma, a degradacado térmica
dessas fibrilas é reduzida. A Tmax é critica para a aplicagao da nanocelulose em
compdésitos, pois € um indicativo da estabilidade térmica do material (KAUSHIK
e SINGH, 2011; PENG et al., 2013).

Tabela 6 — Temperatura e perda de massa dos principais eventos térmicos

Tratamento Temperatura do Perda de Massa
Pico (°C) Total

(%)
T 248 55
T2 241 51
T3 325 52
T4 272 66
T5 290 67
T6 336 63
T7 326 67
T8 349 52
T9 245 62
T10 317 63
T11 236 50

Dessa forma, a faixa de temperatura de 228 a 406 °C caracterizou o
segundo evento térmico como aquele em que as regides amorfas e os possiveis
outros componentes como as hemiceluloses residuais na superficie sao
degradados. Normalmente, as hemiceluloses apresentam sua degradacéo na
faixa de 225 a 325 °C e a celulose no intervalo de 305 a 375 °C, como relatado
por Prins et al. (2006).
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O ultimo evento neste estudo foi caracterizado como a degradagao das
regides cristalinas e a quebra dos mondébmeros, que para os nanocompdsitos
contento celulose nanofibriladas ocorreu de 336 a 551 °C. Estes eventos podem
ser atribuidos a degradagao térmica da pectina. Similarmente a degradacao da
celulose, as reacdes de degradagao envolvem a despolimerizagdo das cadeias
poliméricas, geragdo de compostos aromaticos e alifaticos, liberagdo de H20,
CO2e CO, levando a formacado de um residuo carbonaceo (ANDRADE et al.,
2009).
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Figura 14. Curva de termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) dos
filmes de pectina,incorporados com celulose nanofibrilada (CNF) e nisina z(NIS). (T1)
CNF 1,45%NI151,45%;(T2) CNF 10%NIS5%;(T3) CNF 5%NIS10%;(T4) CNF
5%NIS5%; (T5) CNF 1,45%NI1S1,45%; (T6) CNF 8,55%NIS8,55%;
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filmes de pectina,incorporados com celulose nanofibrilada(CNF) e nisina z(NIS). (T7)

CNF 5 % NIS 5 %; (T8) CNF 8,55 %NIS 1.45 %; (T9) CNF 5 % NIS 10 %; (T10) CNF

5 % NIS 5 %; (T11) CNF 0 % NIS 5 %;

No ultimo evento de perda de massa, observado a partir de 336 °C,

dmfdt(mais)

Segundo Ashori et al. (2014), ocorre a decomposigao térmica da celulose em

mondmeros de D-glucopiranose, que podem ainda se decompor em radicais

livres.
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Pelos resultados obtidos, conclui-se que os filmes com celulose
nanofibrilada desenvolvidos neste estudo possuem estabilidade térmica viavel
para diversas aplicagdo, como no desenvolvimento de embalagens para

alimentos.

E) Taxa de permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes é fator muito importante para
embalagens para alimentos (SAHA et al, 2016). A permeabilidade no filme
deveria ser a mais baixa possivel (BENBETTAIEB, KUREK, BORNAZ, e
DEBEAUFORT, 2014). Quando comparados com os polimeros sintéticos, os
polimeros biodegradaveis tém wuma propriedade de barreira inferior
(KOLODZIEJSKA & PIOTROWSKA, 2007). Para a melhoria das propriedades
de barreira, a celulose nanofibrilada foi incorporada na matriz polimérica de
pectina para tentar diminuir a permeabilidade vapor d’agua através da matriz do
polimero.

A avaliacao individual de CNF e NIS, bem como, a interacdo desses
fatores obtiveram resultados independentes na taxa de permeabilidade ao vapor
d’agua (TPVA), mesmo com p<0,05 e o valor de R? baixo (Tabela 7). O controle
de espessura é uma variavel importante em estudos de propriedades de barreira.
Com o aumento da espessura, ocorre reducao da resisténcia a transferéncia ao
vapor de agua e menor TPVA (MCHUGH et al.,1993).

Tabela 7. Estimativas dos coeficientes de DCCR, da presenca de NIS e CNF na
TPVA dos filmes de PEC.
TPVA Equagéo 2 R? FAJP®

(g/m2. dia?) 0,356* - 0,00533 * CNF?2 0,1599 0,289

aFoi utilizado o modelo Quadratico Completo e os coeficientes ndo apresentados na equagao
foram nao significativos (p>0,05).

* Significativo pelo teste t de Student (P<0,05)

bFAJ: Valor-P para a falta de ajuste do modelo

Filmes a base de pectina sdo materiais biodegradaveis necessitam
possuir baixa permeabilidade ao vapor d’agua ou a gases, quando sao utilizados
como embalagens. Na Figura 16, os niveis de NIS (1,45 %; 5 %; 8,55 % a 10 %)
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e CNF (0 % ,1,45 %; 5 %; 8,55 % e 10 %) estudados tanto na auséncia quanto
na presenga dos dois componentes, nas suas concentragbes maximas,
resultaram em menores valores de TPVA. Porém, quando os componentes
foram avaliados individualmente no filme, resultaram em maior TPVA. O filme
de pectina € um polimero hidrofilico que possui grupos hidroxilicos, assim, a
agua poderia facilmente permear o filme. Entretanto, na presenca de CNF, uma
barreira fisica € formada com a dispersao nanofibrilas na matriz polimérica
dificultando a passagem de vapor de agua (NING et al., 2009; RAY e
OKAMOTO, 2003).
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Figura 16. Taxa de permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes de pectina incorporados
com celulose nanofibrilada(CNF) e nisina z (NIS).

Ficou evidente neste estudo que quando se aumenta concentragao
maxima de 10 % de CNF nos filmes de pectina ocorreu redugéo da taxa de
permeabilidade do vapor de agua o mesmo resultado foi encontrado por
Machado (2011) no geral nanocelulose de coco influenciou diretamente na
permeabilidade ao vapor a agua, e a medida que se aumentou a concentragao
destas nanoparticulas nos nanobiocompositos, a permeabilidade ao vapor de
agua diminuu .

Belbekhouche et al. (2011), prepararam filmes com CNC e CNF extraidas
do sisal. Os filmes CNF apresentaram menores TPVA do que o CNC, o que pode
ser devido a lignina residual presente, extrativos, e acidos graxos na sua

superficie.
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Savadekar (2012) relatou que a nanocelulose (CNF) no filme de amido
promoveu uma queda da taxa de permeabilidade de vapor para o filmes

estudado.

A pectina é constituida por unidades de acido D-galacturdnico e pode ter
diferentes graus de metoxilada (esterificados com metanol), grupos carboxilico
influenciam diretamentes na taxa de permeabilidade de vapor d’agua (MISHRA
etal., 2012). Segundo Ottoni (2014) relatou que pectina de baixa metoxilagao os
valores TPVA sdo menores devido aos seus grupamentos carboxilicos serem

mais lineares.

SAHA et al,(2016), desenvolveram um filme meticelulose, pectina e a
argila- MMT , observaram uma diminui¢ao da permeabilidade ao vapor de agua
do filmes com adicdo do nanocompdsitos devido a essa incorporagdo na matriz
de polimero, os gases tém percorrer um caminho tortuoso, dificultando a

passagem dos gases..

4. Conclusao

Foi possivel o desenvolvimento do filme de pectina com celulose
nanofibrilada e nisina z.

No teste de difusdo em agar para todos os tratamentos testados foi eficaz
na inibicdo dos micro-organismos estudados.

A celulose nanofibrilada aumentou a temperatura de degradagéo. As
propriedades mecanicas dos filmes apresentaram um aumento da resisténcia
maxima a tracdo e o alongamento na ruptura.

O aumento da concentracdo de CNF nos filmes PEC foi eficiente reducéao
da TPVA.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O presente trabalho sugere que seja realizado uma mudanca de
superficie nas nanoceluloes estudadas para se tornarem mais compativeis com
as matrizes poliméricas aumentando sua interagcédo e dispersao com a matriz,
tornando viavel a sua aplicagdo em embalagens biodegradaveis . Os modernos
sistemas de acondicionamento de alimentos contribuem para aumento da
segurancga alimentar.Sendo assim, faz necessario aplicagao dessa embalagem
ativa biodegradavel com nanoceluloses e nisina z em alimentos pereciveis, como
por exemplo, o queijo minas frescal. Desta forma, o desenvolvimento do filme
embalagem ativa para queijo minas frescal ajudara na inibicdo do crescimento
de E. coli e S. aureus provera um impacto muito significativo para a qualidade
do produto ofertado ao consumidor, além &, claro do impacto positivo na saude

publica.
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CONSIDERAGOES FINAIS.

Foi possivel obter nanocristais de celulose e celulose nanofibrilada a partir
dos residuos do bagago de cana-de-agucar, a fibra do bagago passou por
branqueamento pelo método TCF, aonde n&o se utilizou qualquer reagente a
base de cloro. Utilizou-se dois métodos de sintese das nanoceluloses o quimico
€ mecanico. Foram obtidas nanoceluloses com didmetro aproximado de 6- 20
nm.

Os nanocristais de celulose e a celulose nanofibrilada foram adicionadas
na matriz polimérica da pectina com o antimicrobiano nisina z. Foi observado
neste estudo que nanocristais de celulose tiveram baixo rendimento processo
quimico, n&o obtiveram uma boa interacdo e dipersdo na matriz
polimérica,influenciado no aumento da taxa de permeabilidade de vapor de agua
e algumas propriedades mecéanicas nao foram melhoradas com adicao dos
nanocristais de celulose nos filmes de pectina.

Com base nos resultados obtidos, a celulose nanofibrilada mostrou ser
uma alternativa melhor para aplicagdo como nanoreforcos em polimeros
biodegradaveis devido ao seu alto rendimento do processo mecanico, melhor
dispersao, reducao da taxa de permeabilidade de vapor de agua formando uma
barreira fisica e além de ter contribuido para o melhor desempenho nas
propriedades de mecanicas e estabilidade térmica dos filmes estudados.

Recomenda-se a aplicacdo de celulose nanofibrilada na producao de
embalagens biodegradaveis e papéis de imprimir e escrever, devido suas

propriedades de resisténcia mecanicas e térmicas avaliadas nesse estudo.
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