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RESUMO

O café¢ ¢ uma das bebidas mais consumidas no mundo, apresentando um efeito cultural e
social. Em 20172018, a producdo mundial foi de aproximadamente 164,99 milhdes de sacas
de café¢ e, consequentemente, foram produzidos mais de 2 bilhdes de toneladas de
subprodutos, que englobam cascas, polpas, mucilagens, pergaminhos, peliculas prateadas e
borras de café. O principal residuo produzido ¢ a borra de café, visto que uma tonelada de
graos de café cru gera 650 kg de borra de café. Diante da grande quantidade de residuos
produzidos, inimeros estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de encontrar alternativas
para o descarte desses, que causam contaminacao ambiental e outros problemas especificos,
como a adulteracdo do p6 de café¢ com a adi¢ao da borra de café. A borra de café ¢ rica em
compostos organicos como acidos graxos, cafeina, taninos, aminoacidos, polifenois e,
principalmente polissacarideos, que viabilizam potenciais aplica¢cdes. As galactomananas sao
os polissacarideos mais abundantes na borra do café, as quais possuem baixo grau de
ramificagdo e elevado grau de polimerizagdo, além de apresentarem excelentes propriedades
de reforco e de estabilizagdo de emulsdes. Em vista disso, a borra de café¢ é uma fonte
alternativa para produ¢ao de biopolimeros, os quais tém recebido atengdo nos ultimos anos,
especialmente em func¢do dos grandes impactos ambientais causados pelas embalagens
sintéticas. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um biomaterial constituido
predominantemente por galactomananas recuperadas da borra de café através de tratamentos
alcalino e enzimatico. Inicialmente, foram analisados os efeitos de trés pré-tratamentos
visando remover a lignina da borra de café, sendo um deles com solugdo de perdxido alcalino,
outro com hidroxido de sédio e o ultimo com solugdo de permanganato de potassio alcalino
submetido ao banho ultrassonico. Todos os pré-tratamentos apresentaram uma remogao
consideravel de lignina, entre 55 e 73%, sendo o contetido de lignina restante entre 6-11%. Os
materiais deslignificados foram submetidos ao tratamento enzimatico, no qual utilizou-se a
enzima celulase comercial proveniente do microrganismo 7richoderma reesei ATCC 26921.
Buscando otimizar o processo hidrolitico, foram testadas diferentes concentracdes de borra de
café e de celulase, e diferentes tempos de incubagdo, bem como conjugacdo de métodos
fisicos como ultrassom, autoclave e micro-ondas para melhorar a eficiéncia da agdo
enzimatica. A caracterizacao do material deslignificado foi realizada antes e apos o tratamento
enzimatico. Além disso, o material deslignificado rico em galactomananas foi utilizado para
produzir biofilmes, assim como o material antes do tratamento enzimatico. Os biofilmes
produzidos com a borra de café deslignificada e com a fracdo rica em galactomananas foram
semelhantes na aparéncia fisica e textura. No entanto, mostraram-se diferentes em relagdo a
permeabilidade ao vapor d’agua, temperatura de transi¢do vitrea e propriedades mecanicas.
Desse modo, a remogdo parcial da celulose resultou em um filme mais rigido e com
caracteristicas diferentes que apresenta potenciais aplicacdes como membrana no tratamento
de 4gua, membranas bioativas e como embalagens para mudas.

Palavras chaves: Borra de café. Galactomananas. Biomaterial. Tratamento enzimatico.



ABSTRACT

Coffee is one of the most popular beverages in the world with strong cultural and social
impacts. In 2017/2018, world coffee production was approximately164,99million bags of 60
kg, and consequently, more than 2 billion tons of by-products were concomitantly produced,
such as husk, mucilage, parchment, coffee silverskin and spent coffee grounds (SCG). The
main waste produced in the processing of coffee is SCG, which is rich in organic compounds
such as fatty acids, caffeine, amino acids, polyphenols and especially polysaccharides, which
enable potential applications. Galactomannans are the most abundant polysaccharides in SCG,
presenting a low degree of branching and a high degree of polymerization, which enables
excellent emulsifying and stabilizing properties. In view of the aforementioned, SCG is a
potential alternative source for the production of biofilms, which have received attention in
recent years, especially due to the large environmental impacts caused by synthetic
packaging. Thus, the objective of this work was to develop a biopolymeric film comprised
mostly of galactomannans recovered from spent coffee grounds by alkaline and enzymatic
treatment. Initially, the effects of three distinct pretreatments to remove lignin from SCG were
studied, one with alkaline peroxide solution, the other with alkaline solution and the last with
alkaline potassium permanganate solution assisted by ultrasound. All pretreatments resulted
in considerable removal of lignin, with the remaining lignin content in the range of 6-11%.
The delignified materials were submitted to enzymatic treatment using commercial cellulase
enzymes produced by Trichoderma reesei ATCC 26921. In order to optimize the hydrolytic
process, different concentrations of SCG, cellulase and incubation times were evaluated, as
well as the combination of extraction methods assisted by techniques such as ultrasound,
autoclave, and microwave. Characterization of the delignified material was performed before
and after the enzymatic treatment. Furthermore, the galactomannan-rich delignified material
was used to produce biofilms, as well as the material after enzymatic treatment. The biofilms
produced with the delignified coffee grounds and the cellulose-depleted galactomannan-rich
fractions were similar in physical appearance and texture. However, they were different in
relation to water vapor permeability, glass transition temperature and mechanical properties.
Thus, the partial removal of the cellulose allowed for the formation of a more rigid film than
that with the cellulose due to the strong interactions between the galactomannan chains. The
different characteristics of this film allow for potential applications such as water filtration
membranes, bioactive membranes and seedling packaging.

Keywords: Spent coffee ground. Galactomannan. Biomaterial. Enzymatic treatment.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os residuos agricolas e alimentares tém sido considerados um
problema crescente seja em nivel regional, nacional ou global (KATARE et al., 2017).
Aproximadamente 1,3 bilhdoes de toneladas de residuos, que equivalem a um terco da
producao mundial de alimentos, sao descartados gerando danos ambientais ¢ adversidades
econdmicas e sociais (FAO, 2011). Isso inclui perdas e desperdicios gerados durante a
producdo, transporte, embalagem, armazenamento e consumo de alimentos. Ademais, ¢
esperado o aumento da produgdo de residuos com o crescimento da populagdo e da
urbaniza¢do. Nos paises desenvolvidos, cerca de 40% dos alimentos sdo perdidos ou
desperdi¢ados, por exemplo, nos Estados Unidos, 38 milhdes de toneladas de alimentos sao
descartados anualmente, sendo 76,3% destinados a aterros sanitarios. Na Unido Européia, 98
milhdes de toneladas de residuos sdo gerados por ano com perspectiva de aumento de 42% até
2020. J4 na China, 90 milhdes de toneladas de residuos sdo produzidas por ano (XU ef al,
2018). E o Brasil, encontra-se entre os dez maiores produtores globais de residuos
alimentares, descartando 40 mil toneladas de residuos por dia (SOARES, 2017), os quais sao
encaminhados, majoritariamente, para aterros sanitarios, ou submetidos a incineragcdo e
compostagem. Desse modo, o reaproveitamento desses residuos ¢ imprescindivel para o
desenvolvimento sustentavel, além de impactar a economia (XU et al., 2018).

O café ¢ a bebida mais consumida no mundo (MUSSATTO et al., 2011), com produgdo
mundial, na safra 2017-2018, em torno de 159,7 milhdes de sacas de 60 kg (OIC, 2018).
Além disso, o café ocupa o segundo lugar no ranking de commodities, ficando atras apenas do
petroleo. Sendo assim, ¢ um produto muito importante economicamente para varios paises
como o Brasil, Vietnd, Colombia e Indonésia (MURTHY & NAIDU, 2012; OIC, 2017). O
Brasil ¢ o maior produtor mundial de café, e o segundo maior consumidor (FRANCA &
OLIVEIRA, 2009). Em 2018, no Brasil, foi estimada a producido de 51 milhdes de sacas de
café, com exportacdo de 33,5 milhdes de sacas (OIC, 2018). Durante a produgdo da bebida
cerca de 90 % do fruto torna-se residuo, presume-se que, para cada tonelada de grao de café
produzido, ¢ gerada aproximadamente uma tonelada de residuos, que engloba casca, polpa,
mucilagem, pergaminho, pelicula prateada e borra de café¢ (VALENCIA & FRANCO, 2010).
Portanto, em 2016, foram produzidos 15 milhdes de toneladas de residuos, sendo
aproximadamente 45-50% correspondente a borra de café, proveniente da extracdo aquosa

dos graos torrados (CAMPOS-VEGA et al., 2015).



Diante da grande quantidade de residuos produzidos, inumeros estudos tém sido
desenvolvidos com o intuito de encontrar alternativas para o aproveitamento desses que
causam preocupacdo ambiental, além de apresentarem outros problemas especificos, como
utilizacdao de borra de para adulteracao de café torrado e moido (CRUZ et al., 2012; REIS et
al., 2013). Dessa forma, a polpa e a mucilagem podem ser empregadas na producdo de
biocombustiveis, biogas, etanol, alimentacdo animal, fertilizante, adsorventes, entre outros
(SILVA et al., 1998; TOKIMOTO et al, 2005; VALENCIA & FRANCO, 2010). O
pergaminho pode ser usado como matéria-prima para producdo de biocombustiveis
alternativos a combustiveis oriundos de fontes ndo renovaveis, e ingrediente funcional para
alimentos por apresentar alta concentracdo de compostos antioxidantes e fibras (MUSSATO
et al., 2011). A borra de café pode ser empregada na alimentacdo animal (porcos, coelhos,
ruminantes e frangos); na producdo de combustiveis para caldeiras industriais e
biocombustiveis, como etanol e biodiesel; na compostagem; como fertilizante; na formulagao
de cosméticos; como ingredientes ou aditivos em alimentos; e na produ¢do de carbonos ativos
e enzimas (MATA et al., 2018).

A borra ¢ um dos principais subprodutos da industria e do comércio de café, obtida a
partir da produgdo de café soluvel e na preparacdo comercial da bebida, correspondendo a 45
% dos residuos (MARTINEZ-SAEZ et al., 2017). A composi¢ao da borra, no que tange aos
compostos organicos, possibilita potenciais aplicacdes, extrapolando as citadas anteriormente.
Essa ¢ rica em acidos graxos, lignina, celulose, hemicelulose e outros polissacarideos, além de
compostos fenodlicos (BALLESTEROS et al, 2018), que podem ser recuperados para o
desenvolvimento de produtos de alto valor agregado. Os principais polissacarideos sdo as
galactomananas, as arabinogalactanas tipo II e a celulose. Dentre estes, o polissacarideo
majoritario ¢ a galactomanana, que € hidrofilica e nao toxica, além de apresentar excelentes
propriedades de reforco e de estabilizacdo de emulsdes. Em vista disso, a borra de café ¢ uma
potencial fonte alternativa para producdo de biopolimeros (CAMPOS-VEGA et al., 2015;
ALBUQUERQUE et al., 2017).

A producdo de filmes comestiveis ou revestimentos biodegradaveis ¢ altamente atrativa
para industrias alimenticias por estes serem considerados uma alternativa para embalagens
sintéticas, e contribuirem para reducdo de impactos ambientais (GHANBARZADEH et al.,
2010). As embalagens plasticas convencionais sdo provenientes de fontes ndo renovaveis,
como o petroleo, e causam varios problemas ambientais, por serem necessarios longos
periodos para degradagdao (DEGRUSON, 2016). Porém, sdo imprescindiveis para proteger os

alimentos do meio ambiente, garantindo assim a qualidade de produtos. Dessa forma, buscam-



se materiais biodegraddveis para aumentar a vida util do produto, que ndo provoquem
contaminagdo ambiental, e apresentem baixos custos. Os biopolimeros utilizados para
desenvolver materiais de embalagem de alimentos sdo polissacarideos, proteinas e lipidios,
devido as capacidades destes de estabelecerem interagdes entre si criando uma rede continua
responsavel pelas propriedades funcionais semelhantes as de filmes sintéticos (DELGADO et
al., 2016).

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um biomaterial constituido
predominantemente por galactomananas recuperadas da borra de café por meio de tratamento
alcalino e enzimatico, e, desse modo, reduzir os problemas causados pela producgdo e descarte
inapropriado de residuos agroindustriais oriundos da produgdo do café, principalmente, a
borra de café, além de substituir alguns materiais poliméricos oriundos de fontes nédo
renovaveis. Para tanto, os objetivos especificos foram: a) otimizar os parametros do pré-
tratamento e hidrélise enziméatica empregados na borra de café; b) obter material a partir da
borra de café predominantemente constituido por galactomananas que possa ser empregado na
producdo de filmes biopoliméricos; c) caracterizar e comparar a borra de café antes e ap0s o
tratamento enzimatico; d) desenvolver e caracterizar os filmes biopoliméricos oriundos da

borra de café expostos a hidrélise enzimatica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producéo de Café

O café é uma das bebidas mais populares no mundo, com o consumo de mais de 400
bilhdes de xicaras por ano, principalmente devido as propriedades refrescantes e estimulantes
(ARYA & RAO, 2007; MUSSATTO et al., 2011c). Desde o seculo XVI, esse exerce um
papel fundamental na economia bem como na cultura ocidental (OESTREICH-JAZEN,
2013).

Nos Gltimos anos, a visdo em relacdo ao café mudou drasticamente, esse além de
“commodity”, € um produto de alta qualidade, podendo ser comparado ao vinho. Assim
sendo, o consumo de café trata-se de uma questdo de prazer, experiéncia, status social e estilo
de vida (SAMOGGIA & RIEDEL, 2018). Essa mudanca no comportamento do consumidor
reflete no mercado cafeeiro.

Em vista disso, 0 mercado de café apresenta inimeras novidades para o consumidor
como diversas aquisices e tecnologias, grandes investimentos no marketing e midia, e
também novas plantas (CARDOSO et al., 2017). As espécies mais comumente exploradas e
comercializadas sdo Coffea arabica L. (Café Arédbica) e o Coffea canephora L. (Café
Robusta). A primeira é proveniente da Etiopia, adapta-se bem a altitudes elevadas e é a
espécie de maior valor comercial, correspondendo a 75% da producdo mundial. Em
contrapartida, o café Robusta é considerado a espécie mais &cida e resistente a pragas, €
desenvolve-se em baixas altitudes (MUSSATTO et al., 2011c).

Diante da inquietacdo do mercado cafeeiro e exigéncias do consumidor, observa-se uma
evolucdo neste setor. Nos anos 2016-2017, a producdo mundial de café foi de 153,9 milhdes
de sacas, enquanto nos anos 2017-2018, a producdo mundial de café foi 164,99 milhGes de
sacas, registrando um aumento de 6,7% (OIC, 2017; OIC, 2018).

Contudo, em 2017-2018, o consumo mundial de café foi de 161,71 milhdes de sacas,
representando um aumento de 4,1 % em relagdo aos anos anteriores, 2016-2017,
correspondente a 155,1 milhGes de sacas. O Brasil é 0 segundo maior consumidor (20 milhdes
de sacas), bem como o maior produtor de café do mundo (61,7 milhdes de sacas), seguido
pelo Vietnd, Colémbia, Indonésia, Etidpia, Honduras e india (OIC, 2018).

Como consequéncia da popularidade e importancia do café, e do aumento da producao,
enormes quantidades de residuos sdo geradas. Em relagdo aos grdos de café produzidos, mais
de 70% destes se transformam em residuos (RODRIGUEZ & ZAMBRANO, 2013). Além



disso, na producdo de café, a cada 1 kg de café verde produzido é gerado 650 kg de borra de
café (MUSSATTO, 2014).

2.2 Residuos

2.2.1 Residuos Agroindustriais

Os residuos sdo substancias que ndo sdo caracterizados como matérias-primas ou
produtos, ndo apresentando valor econémico notério (SILVA, 2012). Esses sdo gerados
durante a producdo, manuseio, armazenamento, processamento, distribuicdo e consumo dos
alimentos (DAHIYA et al.,2017).

Os principais residuos agroindustriais gerados sao cascas, caro¢os, bagacos e sementes
(SOUSA et al., 2011). Por serem originados de hortalicas, frutas e gréos, esses sdo
extremamente heterogéneos com alto teor de umidade e indice de cinzas, estruturas amorfas,
além de serem ricos em carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas, nutrientes e antioxidantes
(CERDA et al.,, 2017; DAHIYA et al.,2017). Desse modo, esses Sd0 precursores de
problemas ambientais como a poluicdo de solos e de corpos hidricos, resultando em
problemas de salde publica quando descartados inadequadamente; ou sdo considerados
problemas paras as empresas devido ao custo gerado pela necessidade de transporte,

disposicao adequada ou tratamento ideal para um posterior descarte (SOUSA et al., 2011).

Além dos residuos serem materiais de alto volume e baixo valor, estes sdo propensos a
deterioracdo microbiana, limitando a respectiva exploracdo. Outros fatores que dificultam as
aplicacdes destes séo as restricdes legais e 0s custos para coleta, secagem, armazenamento e
transporte (OLIVEIRA & FRANCA, 2008). Diante desse contexto, procura-se realizar agoes
viaveis para minimizacdo ou reutilizacdo desses residuos, por exemplo, empregando-os na
alimentacdo animal, que nem sempre é adequada devido a dificuldade de equilibrar as
necessidades nutricionais; ou utilizando os residuos como substancias ativas como
antibacterianos e antioxidantes. Além disso, esses podem ser usados como matéria-prima para
combustdo ou submetidos ao processo de compostagem, transformando-os em materiais ricos
em himus e minerais (SILVA, 2012). Porém, a incineracdo e compostagem podem resultar na
emissdo de grandes quantidades de materiais volateis, como o0s gases de efeito estufa, ou na
contaminacéo de aguas subterraneas, provocando eutrofizagdo ou acidificacdo do ecossistema
local (SALEMDEERB et al., 2017).



Como resultado do grande volume produzido de residuos pelas industrias agricolas e
alimenticias, aliado as preocupac¢fes com impactos ambientais, hd uma crescente demanda por
gerenciamentos adequados dos residuos. Grande pressdo tem sido exercida nas industriais,
instituicbes governamentais e em varios ramos da pesquisa para estudar adequadamente e
formular propostas para o reaproveitamento desses residuos biolégicos. Por exemplo, o
desenvolvimento de bicombustiveis ou de materiais ecoldgicos, sustentaveis e de baixo custo
(OLIVEIRA & FRANCA, 2009).

1.1.1. Residuos Agroindustriais do Café

Dentre os residuos gerados durante o processamento do café, os principais sdo polpa,

casca, pelicula prateada e a borra de café (Figura 1).

Figura 1- Subprodutos oriundos da producao de café: A=Polpa; B =Casca; C = pelicula
prateada; D = Borra de cafe.

Fonte: Gadernal (2013); Zachlatimore (2015); Niglio et al. (2017); Karmee (2017).
A polpa do café é o primeiro subproduto obtido no processamento do café, durante o

processamento Umido. Essa equivale a 29% de peso do fruto, e a cada 2 toneladas de café
produzido, uma tonelada de polpa é obtida. Os principais compostos organicos presentes na
polpa do café sdo carboidratos, proteinas, minerais, compostos fenolicos (acidos clorogénicos



e cafeina), e taninos (MURTHY & NAIDU, 2012). J& casca de café, diferentemente da polpa,
é obtida no processamento seco do fruto. Essa reveste o grdo de café e corresponde a 12% do
peso do fruto. A cada tonelada de fruto de café sdo geradas 0,18 toneladas de cascas de café,
gue sdo compostas principalmente por carboidratos (72,3%) (MURTHY & NAIDU, 2012).

Tal composigdo permite que esses subprodutos sejam empregados em inimeras areas,
como na producdo de biogas, que se origina da degradacao da matéria organica em condi¢oes
anaerdbicas; na producao de bioetanol, por apresentar em torno de 15% de agucares; e como
combustivel direto por ter um poder calorifico em torno de 16 MJ/kg de polpa seca; como
fertilizante por serem ricas em potéssio e outros minerais; como ragdo animal, se retirados 0s
compostos antinutricionais; ou compostagem quando adicionados compostos ricos em
carbono e nitrogénio; em fermentacdes; na producdo de cogumelos; e como adsorventes
(FRANCA & OLIVEIRA, 2009; RODRIGUEZ & ZAMBRANO, 2013).

O pergaminho do café é conhecido como um endocarpo fibroso que representa 5,8% do
peso seco do fruto. Esse é composto por celulose, hemicelulose, lignina, e cinzas, e atua como
cobertura dos hemisférios da semente do café, separando um grdo do outro. Durante o
processamento Umido do café, o fruto passa pela secagem e descascamento removendo o
pergaminho (IRIONDO-DEHOND et al., 2019). Esse pode ser empregado para producdo de
energia por meio da queima em produtores de gas, como ocorre com 0 biogas
(RATHINAVELU & GRAZIOSI, 2003).

Outro importante subproduto é a pelicula prateada, a qual se origina do processo de
torrefacdo do grdo cru de café. Essa apresenta alta concentracdo de fibras dietéticas, bem
como alto teor de compostos fendlicos que conferem consideravel atividade antioxidante
(MUSSATTO, 2014). Desse modo, pode ser aplicada na producdo de extratos que atuam
como melhoradores da secrecdo da insulina e para producdo de paes (POURFARZAD et al.,
2013; FERNANDEZ-GOMEZ et al., 2016).

No entanto, quando o objetivo é a producdo de café sollvel ou a preparacdo da bebida
em cafeterias, restaurantes e preparos domésticos, uma enorme quantidade de borra de café é
gerada, com uma producdo anual em torno de 6 milhdes de toneladas no mundo (NGUYEN et
al., 2017).

A borra de cafe é rica em polissacarideos e proteinas, bem como contém cafeina,
taninos e polifenois (MATA et al., 2018). Esse residuo pode ser aplicado como matéria-prima
para producdo de combustivel para indlstria devido ao alto poder calorifico (5000 kcal/kg);
producdo de etanol; bebida destilada com aroma de café; matéria prima para cultivo de

microrganismos (BALLESTEROS et al., 2014); na compostagem; como racdo animal,



biossorventes; produgdo de enzimas (MUSSATTO, 2014; MARTINEZ-SAEZ et al., 2017); e
também como substrato para obter corantes e acidos organicos (JUNG et al., 2016).

Assim sendo, os subprodutos do processamento e producdo do café sdo empregados
para 0s mais comuns usos como a producdo de biogas, silagem, alimentacdo animal, alcool,
vinagre, enzimas, biopesticidas e probioticos. Contudo, considerando as elevadas quantidades
de residuos gerados, usos alternativos para este residuo sélido tém sido estudados como a
utilizacdo da casca e polpa para o cultivo de cogumelo; a incorporacdo da pelicula prateada e
da borra de café na producdo de paes, biscoitos e aperitivos (MURTHY & NAIDU, 2012).

2.3 Borrade café

2.3.1 Composicao

A borra de café é considerada o principal residuo associado a industria do café. A
composicdo quimica desse subproduto varia de acordo com o tipo e idade da planta,
localizacdo geogréfica, clima e solo nos quais a planta do café é cultivada (KARMEE et al.,
2018).

Genericamente, a borra de café é composta por lipideos (9-15% m/m), polissacarideos
(45-55% m/m), proteinas (13-17% m/m), alcal6ides (cafeina (0,007-0,50%), trigonelina),
minerais (K, Mg, P, Ca, Na, Fe, Mn e Cu) (0,25-1,6% m/m) e compostos fendlicos (1-
1,5%m/m) (CRUZ et al., 2012; BALLESTEROS et al.,2014; CAMPOS-VEGA et al., 2015;
ZABANIOTOU & KAMATEROU, 2019). Os principais polissacarideos presentes na borra
de café sdo celulose (10%) e hemicelulose (30-40%), que englobam as galactomananas e
arabinogalactanas tipo 11 (KOVALCIK et al., 2018).

A propriedade mais conhecida do café é o efeito estimulante resultante da presenca de
cafeina (MUSSATTO & TEIXEIRA, 2013). No entanto, os compostos fenolicos e o0s
carboidratos contribuem para as particularidades do café. Além da atividade antioxidante, os
compostos fendlicos apresentam atividade antibacteriana, antiviral, antiinflamatéria e anti-
tumoral (MUSSATTO et al., 2011b). Ja os polissacarideos presentes no café sdo fibras
dietéticas, uma vez que eles ndo sdo despolimerizados pelas enzimas do intestino humano.
Esses polissacarideos sdo fermentados por bactérias intestinais, originando acidos graxos de
cadeia curta, os quais promovem efeitos fisioldgicos benéficos e também afetam a
composigdo da microbiota intestinal. Além desses beneficios para o0 intestino, as

galactomananas presentes no café apresentam uma estrutura similar as mananas acetiladas



provenientes da babosa (Aloe vera(L.)), assim sendo, apresentam atividade
imunoestimulatéria, ou seja, ativam respostas de células do sistema imunolégico,
contribuindo para efeitos terapéuticos como cicatrizacdo de feridas e atividade antitumoral
(PETKOWICZ, 2014).

Assim sendo, os compostos presentes na borra de café apresentam beneficios para a
salde humana e multiplas propriedades bioldgicas, tornando a borra de café muito atrativa

para as industrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos (GIRALDO, 2016).

2.3.1.1 Polissacarideos

Os gréos de café sdo ricos em polissacarideos, que correspondem a aproximadamente
metade do conteudo dos gréos verdes de café (50% do peso seco). O teor de polissacarideos é
semelhante entre o café arabica e robusta (PETKOWICZ, 2014). Os principais polissacarideos
presentes no café sdo mananas ou galactomananas, arabinogalactanas tipo Il e celulose
(CAMPOS-VEGA et al., 2015).

As galactomananas (Figura 2) sdo compostas por uma cadeia principal de mananas
ligadas B-(1—4) e substituidas em O-6 por residuos de galactose ou arabinose, estas unidas
por ligacGes a-(1—6). Ademais, as galactomananas sdo acetiladas, com grupo acetil nas
posicdes O-2 e O-3 (SIMOES et al., 2013).

Figura 2 - Representacdo esquematica da estrutura genérica das galactomananas
isoladas do gréo de café.

@ p-manose

@ p-clicose
b D-manose acetilada & p-galactose
# D-manose duplamente acetilada {7 L-Arabinose

Fonte: Moreira et al. (2015).

No entanto, as arabinogalactanas (Figura 3) sdo polissacarideos ramificados, e
constituidos por uma cadeia principal de galactose unidas por ligagdes B-(1—3) ligadas a
cadeias laterais de galactose por meio de ligagdes B-(1—6) em posi¢des O-6. Além disso, as
cadeias laterais sdo substituidas em O-3 por arabinose anexada por ligagdes a-(1—3).

Algumas arabinogalactanas podem ter acido glucurdnico na posicéo terminal da cadeia lateral



10

(SIMOES et al., 2014). As arabinogalactanas tipo 1, geralmente estdo ligadas a proteinas
(PETKOWICZ, 2014).

Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura genérica das arabinogalactanas
isoladas do gréo de café.

<> D-Galactose @ L-Ramnose

(7 L-Arabinose @ acido D-Glicuronico
Fonte: Moreira et al. (2015).
Durante a torrefacdo, ocorre um aumento no volume do grdo de café e a abertura das

células da parede celular resultando no aparecimento de microporos. Além disso, em torno de
80% das arabinoses, 50% das galactoses e 35% das manoses sdo degradadas, variando de
acordo com o grau de torracdo, evidenciando a maior vulnerabilidade das unidades da
arabinose a altas temperaturas (NUNES et al., 2006). Apesar das galactomananas serem
consideradas mais resistentes do que as arabinogalactanas quando submetidas ao processo de
torrefacdo, estas sofrem despolimerizagdo, desramificacdo, reacbes de Maillard,
caramelizagdo, isomerizagdo, oxidacdo, descarboxilacdo e formacdo de melanoidinas
(SIMOES et al., 2014).
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Essas mudangas provocam aumento da solubilidade das arabinogalactanas e das
galactomananas, tornando os polissacarideos mais susceptiveis a extracdo durante o preparo
da bebida (NUNES et al., 2006; WEI et al., 2012; SIMOES et al.2013). Assim sendo, 0s
polissacarideos soltveis em agua presentes no café torrado exercem um papel importante na
retencdo de substéncias volateis e também contribuem para viscosidade da bebida,
proporcionando uma sensagdo cremosa conhecida como “corpo” da bebida (CAMPOS-VEGA
etal., 2015).

Parte das galactomananas e arabinogalactanas € extraida durante a preparacéo da bebida
(NUNES & COIMBRA, 2010), mas a maioria dos polissacarideos permanece associada a
parede celular como material insoltvel na borra de café (SIMOES et al., 2013).

Assim sendo, semelhante ao grdo de café, a borra é uma abundante fonte de
polissacarideos, principalmente de galactomananas. Essas sdo hidrocoldides sollveis em
agua, estaveis e altamente viscosas. Com isso, podem ser utilizadas como modificadores de
propriedades reoldgicas, espessantes, agentes de suspensdo em emulsdes e alimentos. A
auséncia de toxicidade das galactomananas permite o emprego na industria téxtil,
farmacéutica, biomédica, cosmética e alimenticia. Essas séo cada vez mais consumidas como
fibras alimentares para diminuir a ingestdo de calorias e promover reducdo de peso, para
controlar os niveis de glicose, colesterol e insulina, para reduzir os riscos de doencas
cardiacas e cancer de colon. Além disso, as galactomananas sdo utilizadas como
modificadores de textura e estabilizadores (CERQUEIRA et al., 2011a; ROSSI et al., 2017).

Além das potenciais aplicagdes, as galactomananas sdo responsaveis por caracteristicas
organolépticas do café, como o aroma, que geralmente esta relacionado com ligacdo
glicosidica; a estabilidade da espuma no café espresso que é um pardmetro de qualidade; e
também sdo responsaveis pela viscosidade nos extratos de café (ARYA & RAO, 2007).

As galactomananas de fontes distintas apresentam diferentes caracteristicas em relacdo a
razdo manose falactose (M/G), a distribuicdo dos residuos de galactose ao longo da cadeia
principal de manose, e a massa molecular (ROSSI et al., 2017).

Simdes et al. (2004) compararam as galactomananas presentes no café com uma das
principais galactomananas comerciais, a goma de alfarroba (Ceratonia siliqua). Este
encontrou uma razdo de M/G de 12,7 para as galactomananas presentes na borra do cafe,
enquanto a goma de alfarroba apresentou razdo M/G igual a 3,5. Além disso, perceberam que
as galactomananas da borra de café sdo mais resistentes a altas temperaturas do que as
galactomananas da goma de alfarroba (M/G = 3,5) visto que as galactomananas da goma de

alfarroba apresentaram maior perda de massa (72%) do que as galactomananas do café (48%),
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qguando expostas a alta temperatura. Isso pode ser correlacionado com o menor grau de
ramificacdo da galactomananas da borra de café, que resultam em alta interacdo de hidrogénio
intermolecular, originando uma estrutura altamente ordenada (SIMOES et al., 2014).

Por fim, as galactomananas séo os principais polissacarideos presentes no café, tanto no
grdo de café cru quanto no grdo de café torrado, contribuindo para inimeras propriedades
diferentes. A variedade na estrutura dessas depende da origem do café, do grau de torracéo,
do preparo da bebida, dentre outros parametros. E essa pluralidade de estruturas pode ser
relacionada com as respectivas propriedades, como beneficios para salde e percepcoes

organolépticas.

2.3.2 Pré-tratamento

A biomassa lignocelulésica, de maneira semelhante a parede celular das plantas, é
composta por grande quantidade de carboidratos, sendo esses celulose e polissacarideos ndo
celulésicos, associados covalentemente ou por meio de ligagdes ndo covalentes, uns com 0s
outros e também com polimeros, como lignina e proteinas. Devido a essa composicdo, tais
estruturas sdo potenciais fontes para produtos com alto valor agregado como biocombustiveis,
biofilmes e biocompoésitos. No entanto, as caracteristicas estruturais dos materiais formam
estruturas recalcitrantes para enzimas, bem como dificultam a aplicacdo destes. Assim sendo,
é necessaria a quebra da recalcitrancia desta para permitir o acesso de enzimas e tornar 0s
polissacarideos disponiveis (HARRIS & STONES, 2009; SUN et al., 2016; RAVINDRAN et
al., 2017).

Os aspectos que influenciam no acesso aos polissacarideos presentes na biomassa
ligninoceluldsica sdo teor de lignina, grau de polimerizacdo e cristalinidade da celulose,
presenca de grupos acetil, associacdo da celulose, hemicelulose e lignina, bem como a area
superficial e porosidade. Portanto, os pré-tratamentos sdo essenciais para realizar mudangas
estruturais e composicionais no material lignocelulésico (RAVINDRAN & JAISWAL, 2016).

Para que o pré-tratamento seja eficiente, esse deve proporcionar rendimento elevado;
baixo custo; minima degradacdo de agUcares; ndo gerar substancias toxicas que interfiram em
procedimentos posteriores, como a hidrolise enzimatica; ndo producdo de residuos solidos ou
prejudiciais ao meio ambiente; e minima demanda de energia (ALVIRA et al., 2010).

Com finalidade de abranger essas necessidades dos pré-tratamentos, inimeros métodos
tém sido estudados e propostos. Esses podem ser classificados em fisicos, quimicos, fisico-

quimicos e biologicos (quadro 1).
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Quadro 1 - Métodos de pré-tratamento de materiais lignocelulésicos.

Meétodo Processo
Fisico Moagem e Trituracdo
Ultrassom
Extruséo
Irradiacdo
Quimico Pré-tratamento alcalino

Pré-tratamento acido

Deslignificagio oxidativa

Organosolv

Pré-tratamento com liquidos i6nicos

Fisico Quimico Explosdo de vapor
Explosdo de fibra de aménia (AFEX)

Pré-tratamento de CO- supercritico

Pré-tratamento hidrotérmico

Biologico Consorcio microbiano

Pré-tratamento usando fungos

Hidrolise enzimética

Fonte: Taherzadeh & Karimi, 2008; Alvira et al., 2010; Sun et al., 2016; Ravindran & Jaiswal, 2016.

Os métodos fisicos tém como objetivo aumentar a area superficial do material
lignocelul6sico, reduzindo o tamanho das particulas e rompendo as estruturas. Além disso,
esse tipo de pré-tratamento diminui o grau de cristalinidade e de polimerizacdo da celulose,
deixando, desta maneira, os polissacarideos mais expostos e facilitando o acesso até estes. No
entanto, esse método é pouco eficiente em relacdo ao aumento da digestibilidade da biomassa
(TAHERZADEH & KARIMI, 2008).

De modo semelhante aos pré-tratamentos fisicos, os métodos fisico-quimicos aumentam
a area superficial e os poros das particulas. Esses apresentam inimeras vantagens como
nenhuma exigéncia de catalisador, baixo custo, baixo teor de inibidores e provoca menor
impacto no meio ambiente. Porém, esses degradam a hemicelulose, o0 que pode ser
considerada uma desvantagem do processamento (SUN et al., 2016).

Por outro lado, pré-tratamento biolodgico é mais especifico visto que sdo usados fungos

ou enzimas oriundas desses fungos que atuam diretamente na lignina, e as vezes também na
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hemicelulose. Com isso, 0 método bioldgico, reduz o grau de polimerizagdo, diminui a area
superficial e os poros, bem como degrada lignina e hemicelulose. Embora esse método
apresente inumeras vantagens como auséncia de produtos quimicos, condi¢bes brandas de
tratamento e menor consumo de energia, requer um longo tempo e pode ocorrer a formagéo
de subprodutos inibidores para enzimas (TAHERZADEH & KARIMI, 2008; SUN et al.,
2016).

Por sua vez, os métodos quimicos atuam diminuindo o grau de polimerizacdo e
cristalinidade da celulose, aumentando a é&rea superficial e degradando a lignina e
parcialmente a hemicelulose que estd covalentemente ligada a lignina. As maiores
desvantagens desse tipo de tratamento sdo a quantidade necessaria de reagentes quimicos e 0s
custos desses. Todavia, 0s métodos quimicos mostram-se mais eficientes na remocéo da
lignina (ALVIRA et al., 2010).

2.3.2.1 Pré-tratamento Alcalino

O pré-tratamento alcalino é o método mais comumente empregado para remoc¢do da
lignina em biomassa lignoceluldsica. Nesse pré-tratamento, a reacdo ocorre na ligacdo éster
entre a lignina e a hemicelulose. Essa ligacdo é quebrada, fazendo com que a lignina seja
solubilizada (SUN et al., 2016). O tratamento alcalino pode ser conduzido em temperatura
ambiente, e o tempo de reacdo pode variar em segundos ou dias (ALVIRA et al., 2010).

O mecanismo da reacdo é mostrado na Figura 4. Na primeira etapa, o ion hidroxido
ataca o carbono da ligagdo éster entre a lignina e o polissacarideo ou entre duas moléculas de
lignina, ou ainda entre duas moléculas de polissacarideo. Na segunda etapa, forma-se um
intermediario tetraédrico. Com intuito de se estabilizar, o alcéxido (-OCH3) do é&cido
carboxilico é eliminado, e forma-se uma ligacdo dupla estabilizando o &tomo de oxigénio. Na
etapa 3, o alcoxido desprotona o ion hidroxila da molécula, resultando na formacdo de ion
carboxilato (etapa 4). Desse modo, ocorre a deslignificacgdo do material lignocelul6sico
(MODENBACH & NOKES, 2014).
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Figura 4 - Mecanismo de deslignificacao pelo pré-tratamento alcali.
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Fonte: Modenbach & Nokes, 2014 (modificada).

Os reagentes alcalinos empregados nesse pré-tratamento sdo hidroxido de sddio
(NaOH), hidréxido de célcio (Ca(OH)), hidroxido de potassio (KOH), carbonato de sodio
(Na2CO3z) e amonia aquosa (ALVIRA et al., 2010).

O pré-tratamento com hidréxido de sodio acarreta inumeras modificages estruturais.
Dependendo das condi¢des do tratamento aplicado, a lignina é totalmente ou parcialmente
solubilizada, e também pode ocorrer a degradacdo da fracdo hemicelulésica. Dessa maneira,
esse tratamento dilata o material lignoceluldsico, aumentando a area superficial,
possibilitando maior acesso a fracdo celul6sica. Além disso, ocorre a reducdo do grau de
polimerizacdo e cristalinidade da celulose, facilitando a digestibilidade enzimética do
polissacarideo (MODENBACH & NOKES, 2014).

Esse tratamento pode ser classificado em duas categorias: 0 processo com baixa
concentragdo e o processo com alta concentragdo. O método envolvendo baixas concentrages
(0,5 — 4%) e temperaturas brandas (25-55°C) é favoravel uma vez que afeta a lignina, e
mantém inalterados e disponiveis para reacdes posteriores 0s carboidratos. J4 0 método que
emprega concentragdes de &lcali maiores do que 6% causam mudangas estruturais e
morfoldgicas na hemicelulose e celulose. Nesse caso, as regites amorfas da celulose dilatam
sequidas pelas estruturas cristalinas. Com isso, ocorre a reducdo do grau de polimerizacdo e

cristalizacdo com o aumento da concentragdo do &lcali.
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Por sua vez, a hemicelulose, em baixas concentracBes, permanece intacta, porém, em
altas concentracdes essa € solubilizada. Além disso, pode ocorrer a saponificacdo das ligaces
éster que ligam a hemicelulose e outros componentes lignocelulésicos, a remocao do grupo
acetil e substituicdo do &cido urdnico presentes na molécula da hemicelulose, bem como a
formagéo de sais (XU et al., 2016).

Girotto et al. (2018b) empregaram um pré-tratamento alcalino na borra de café, durante
24 horas, para posterior utilizacdo desta na digestdo anaerdbia. Testaram diferentes
concentracdes de hidroxido de sodio, 2, 4, 6 e 8%, e observaram que a maior remocédo de
lignina ocorreu com NaOH 2%, com pequenas remogOes de hemicelulose e celulose. No
entanto, em concentragdes maiores do que 4% a remocéo de lignina foi menos eficiente com
consequente remocdo de celulose e hemicelulose.

O tratamento com NaOH é um dos mais utilizados visto que apresenta baixo custo, é
efetivo em diferentes matérias primas e exige baixo gasto de energia comparado a outros pré-
tratamentos (SUN et al., 2016). Contudo, o pré-tratamento com NaOH apresenta algumas
limitacGes, como a necessidade de longos tempos de reacdo, horas ou dias; a perda de fracdo
dos aclcares devido a solubilizacdo durante o tratamento; e producdo de compostos
inibitorios como &cidos organicos, fenois, furfural, hidroximetil furfural (HMF). Além disso,
a remocao da lignina pode ndo ser completa, dependendo da estrutura da lignina presente na
matéria-prima, com esta podendo solubilizar e condensar em torno da celulose. Também pode
ocorrer do NaOH consumido durante a reacdo incorporar na biomassa formando sais
(MODENBACH & NOKES, 2014; XU et al.,2016).

No entanto, a eficiéncia do pré-tratamento alcalino, bem como a de outros pré-
tratamentos, pode ser melhorada com a combinacdo do ultrassom. Essa técnica fundamenta-se
no principio de cavitacdo em que ocorre a formacdo de micro cavidades ou bolhas devido a
propagacdo das ondas ultrassdnicas no liquido. A implosdo dessas cavidades resulta em altas
temperaturas e gradiente de pressdo, por curto tempo, formando pontos de alta densidade
energética em torno das cavidades. Consequentemente, a alta densidade energética pode
provocar alteragfes morfologicas na superficie dos compostos (SUBHEDAR & GOGATE,
2016).

2.3.2.2 Pré-tratamento com Permanganato de Potassio Alcalino

O permanganato de potéssio (KMnOgs) é considerado um forte agente oxidante, ndo
toxico, barato, e seguro em vista de outros oxidantes como ozonio e liquidos idnicos (MA et
al., 2015; RAVINDRAN & JAISWAL, 2016).
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O KMnO4 é comumente empregado na desinfeccdo de dgua e na oxidacdo da matéria
organica, podendo ser aplicado na deslignificacdo da biomassa lignoceluldsica. O liquido
residual dos tratamentos com KMnO4 pode ser precipitado gerando o0xido de manganés que
apresenta capacidade de adsorcao. Assim sendo, esse pré-tratamento é ecologicamente correto
quando comparado com o pré tratamento alcalino (MODENBACH & NOKES, 2014).
Contrastando esse com os pré-tratamentos explosdo a vapor e AFEX, o pré tratamento com
KMnO4 ndo necessita de equipamentos especiais e condigdes severas, sendo estes aspectos
vantajosos (UPPUGUNDLA et al., 2014).

Além disso, o pré-tratamento com permanganato de potassio remove a lignina com
oxigénio e retém grande parte dos carboidratos na biomassa lignocelulésica em condicGes
brandas (MA et al., 2015), uma vez que a lignina é a molécula mais suscetivel a oxidacao
com permanganato de potassio dentre as moléculas que compdem a parede celular
(RAVINDRAN et al.,2017). O KMnOs age nas ligacOes éter e éster entre a lignina e os
carboidratos (RAVINDRAN & JAISWAL, 2016). Dessa forma, esse método de
deslignificacdo fundamenta-se na degradacdo seletiva das cadeias laterais alifaticas ligadas a
particulas aromaticas na lignina, formando inimeros acidos carboxilicos aromaticos (Figura
5) (GELLERSTEDT, 1992).

Figura 5- Os principais ésteres metilicos de &cidos carboxilicos formados na oxidacéo da
lignina com permanganato de potéssio.

COOCH; COOCH;, COOCH;
R:CH3 ou C2H5
H OCH;4 H H H;CO OCH;4
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Guaiacila p-hidroxifenila Siringila

Fonte: Gellerstedt (1992) modificada.
A capacidade de oxidagdo esta relacionada com a concentracdo de KMnQOs4, com o pH

do meio, e com estrutura da cadeia lateral. Em concentracfes até 4%, a oxidacdo ocorre
somente na lignina. No entanto, concentracfes maiores do que 4% causam a oxidagdo das
ligagOes éster e éter na fracdo hemiceluldsica, visto que essa apresenta natureza amorfa e é
mais vulneravel que a celulose (RAVINDRAN et al., 2017).
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Jd em relagdo ao pH do meio, constatou-se que o rendimento da reagdo de
deslignificagdo com KMnO4 foi maior em condicdes alcalinas que em condigdes neutras
(GELLERSTEDT, 1992). De acordo com o pH do meio, o ion permanganato (MnO4’) sofre
reacOes de reducdo, resultando em diferentes estados de oxidacdo (equacgdes 1, 2, 3 e 4). Em
meio &cido, é o fon Mn?"; em pH bésico, € 0 MnO4>; e, em meio neutro, € 0 MnO2. Assim
sendo, o ion MnO4? s6 ¢ estavel em meio alcalino, o qual fica disponivel para oxidar lignina
(PEARSON & GEORGE,1988).

Em meio &cido: MnOs + 8H* + 58" <> Mn?* + 4H,0 (1)
Em meio neutro: MnOs + 4H" + 3¢ <> MnO2 ¢5) + 2H20 2
Em meio bésico: MnOs + € <> MnO4* (3)

MnO4s% + 2H,0 + 2e <> MnO2 (5 + 40H"  (4)
Por sua vez, de acordo com o grupo presente na cadeia lateral das ligninas, maior sera
o rendimento da oxidagdo, ou seja, as ligninas que apresentam grupo metoxilico na posicao
alfa em relacdo ao anel aromético s&o menos reativas do que ligninas com grupos hidroxila

correspondentes a alcoois primarios, secundarios ou terciarios (GELLERSTEDT, 1992).

2.3.2.3 Pré-tratamento com Peroxido de Hidrogénio Alcalino

O peréxido de hidrogénio (H202) € um composto altamente reativo com intenso poder
oxidativo, miscivel em agua e ndo inflamavel. Esse é encontrado em diversos organismos e
participa de rotas bioldgicas, sendo considerado um metabolito natural (DUTRA et al., 2017).
Comercialmente, é encontrado na concentracdo de 20 a 60%, e € comumente empregado na
indUstria de papel para o branqueamento das polpas de celulose, bem como no tratamento de
efluentes por processos oxidativos avancados (SU et al., 2015; DUTRA et al., 2017).

Esse composto é empregado em pré-tratamento atuando na deslignificacdo de biomassa
lignocelul6sica, ocorrendo a remocdo de 50% ou mais de lignina (GOULD, 1984). A
degradacédo da lignina é acompanhada pela solubilizacdo de parte da fracdo hemicelulosica.
No entanto, a celulose fica altamente susceptivel para posteriores rea¢cbes como a hidrolise
enzimatica por celulase Trichoderma reesei (GOULD, 1985).

Monte et al. (2011) trataram bagago de cana-de-agucar com peroxido de hidrogénio
com subsequente hidrdlise enzimatica. Para isso, foi utilizado H20. 2% e 0,5% de sulfato de
magnésio durante 4 horas. Desse modo, constatou-se a remocéo de 70% de lignina, bem como
a solubilizacdo de 36% de hemicelulose, produzindo um substrato com caracteristicas

adequadas para a hidrélise enzimatica com enzimas celulase.
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O pré-tratamento com H»O> fundamenta-se em reagdes quimicas que este agente
oxidante sofre no meio alcalino (pH=11,5). O perdxido de hidrogénio decompde formando
radicais como HOO™ (equacdo 5), o qual reage com fenilpropanol/propafenona ou quinonas
que compdem a lignina, assim como ataca ligacdes duplas e carbonil presente na cadeia
lateral da lignina. Além disso, o radical HOO™ pode reagir com outra molécula de perdxido de
hidrogénio formando outros radicais como Oz~ ¢ HO" (equagdo 6). Os radicais formados a
partir da decomposicéo do H.O> atacam preferencialmente a lignina (GUO et al., 2013; XU et
al., 2016).

H,0, + H,0 == HOO" + H;0" ©)
H,0, + HOO <= OH" + O, + H,0 (6)
OH' + 0, + H*— 0, + H,0 )
H,0, + HOO© H*-—» O, + 2H,0 (®)

Os pré-tratamentos sao influenciados por inUmeras variaveis. Portanto, o pré-tratamento
com perdxido alcalino depende da concentracdo de solidos, da concentracdo de H.O2, do
tempo, da temperatura e do pH. A concentracdo de solidos influencia na escolha dos outros
pardmetros. J& a concentracdo de H20O> afeta significativamente na melhoria da acessibilidade
da biomassa a hidrélise enzimatica, a qual depende das caracteristicas da matéria-prima. Ao
passo que o tempo de reacdo depende da recalcitrancia da biomassa. De forma semelhante, a
temperatura do tratamento depende das particularidades do material tratado, sendo a
temperatura geralmente utilizada entre 25-70°C, com pressao 1 atm (DUTRA et al., 2017).

Por sua vez, o pH é o fator mais importante, visto que, de acordo com o pH do meio, 0
perdxido de hidrogénio se decompde formando um radical diferente. Estudos mostram que o
emprego do pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino sem corre¢des do pH resulta
em baixa eficiéncia, produzindo pequena quantidade de acUcares durante a hidrélise
enzimatica (DUTRA et al., 2017). Segundo Gould (1984), que avaliou o pré-tratamento com
peréxido de hidrogénio em residuos agricolas como palha de trigo e residuos da colheita de
milho, em pH 6,8, de 10-15% da lignina é solubilizada, enquanto, em pH acima de 10, nota-se
consideravel digestibilidade de lignina, alcangando o méximo de eficiéncia (60-65%) em pH
igual a 12,5.

Diferentemente de outros pré-tratamentos, como explosdo a vapor e AFEX, o
tratamento com peroxido de hidrogénio necessita de pouca energia, ndo produz compostos

inibidores a enzimas como hidroximetilfurfural e furfural, os reagentes sdo de facil aquisicéo,
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ndo sdo necessarios reatores especiais, e sdo compativeis com altas concentragdes de sélidos
(DUTRA et al., 2017). Alem disso, o tratamento com peroxido de hidrogénio ndo deixa
residuos na biomassa, uma vez que o peroxido se decompbe em agua e oxigénio (ZHANG et

al., 2019). Dessa forma, é considerado um pre-tratamento promissor (RABELO et al., 2011).

2.3.3 Meétodos de Isolamento de Galactomananas

Atualmente, ha um interesse especial no uso de polissacarideos oriundos de fontes
naturais e residuos agro-alimentares (BALLESTEROS et al., 2017). Dos polissacarideos, a
classe que constitui a hemicelulose é muito visada devido as respectivas propriedades
imunoestimuladoras (SIMOES et al., 2009), atividade antimicrobiana e antioxidante
(BALLESTEROS et al., 2015), e de controle dos niveis de glicose, colesterol e insulina
(ROSSI et al., 2017). Esses polissacarideos sao geralmente constituidos de pentoses (xilose e
arabinose) e hexoses (manose, galactose e glicose), com a composi¢do destas variando de
acordo com a origem da hemicelulose (MUSSATO et al., 2011a; VILARO et al., 2017). De
modo geral, a hemicelulose é encontrada na natureza associada a celulose e lignina,
resultando em uma rede forte e recalcitrante. Desse modo, sd0 necessarios processos que
sejam capazes de romper as ligagcdes covalentes entre esses compostos para a extragcdo e
isolamento desses polissacarideos (SCULLY et al., 2016; GETACHEW et al., 2018).

A extracdo € um processo importante para recuperacao de compostos de interesse que se
encontram em matérias-primas complexas (BALLESTEROS, 2016). Para isso, inUmeros
métodos tém sido estudados e adotados, como processos quimicos que se dividem em
tratamentos alcalinos (hidroxido de sdédio e hidroxido de potéssio) (BALLESTEROS et al.,
2015; SIMOES et al., 2010; SIMOES et al., 2009; FISCHER et al., 2001), e tratamento &cido
(&cido sulfarico) (MUSSATTO et al., 2011a); métodos fisicos, por exemplo, extracéo
assistida por ultrassom (YANG et al., 2008); auto-hidrolise (RODRIGUEZ-JASSO et al.,
2013) e também hidrdlise enzimética (PRATTO et al., 2016).

Esses métodos apresentam vantagens e desvantagens. A hidrélise acida é um dos
métodos mais eficientes para liberacdo de agucares, todavia pode ocorrer a decomposicao de
alguns acucares durante a reacdo (MUSSATTO & ROBERTO, 2004; MUSSATTO et al.,
2011a). Ja as hidrolises alcalinas resultam em alto nivel de degradacdo (acucares simples)
quando realizada em conjunto com aquecimento (GETACHEW et al., 2018).

A auto-hidrolise ndo requer o uso de reagentes quimicos, sendo assim é ecologicamente
favoravel. Contudo é um processo complexo que depende de muitos fatores como a proporgéo

matéria-prima e solvente, temperatura, tamanho de particula da matriz sélida, tempo de
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extracdo, estrutura e grau de polimerizacdo das moléculas e interacBes dos compostos
(BALLESTEROS et al., 2017). Assim sendo, pode resultar em baixos rendimentos,
decomposicéo dos acucares e formacao de produtos indesejaveis (GETACHEW et al., 2018).
Por sua vez, a hidrolise enzimatica é favoravel em relacdo a outros métodos, por ser
ecologicamente correta, ocorrer em condi¢cbes moderadas, produzir menos subprodutos de
degradacdo e apresentar maior especificidade em relagdo ao substrato. No entanto, esse
método depende da otimizacdo das variaveis e € geralmente de custo elevado (SCULLY et
al., 2016). Assim, busca-se encontrar um método de extracdo eficiente com minimizacédo de

produtos de degradacéo.

2.3.3.1 Tratamento Enzimatico

As enzimas sdo empregadas no desenvolvimento de produtos quimicos, em ciéncias
meédicas, aplicacbes analiticas, alimentos, detergentes e no tratamento de residuos.
Industrialmente, as enzimas sdo muito visadas por serem sustentaveis, ou seja, apresentam
baixo impacto ambiental e consumo energético, além de minimizarem efeitos indesejaveis, e
sdo biodegradaveis (ROCHA, 2010).

A celulase é uma enzima pertencente a classe das hidrolases e é produzida por fungos,
bactérias e protozarios. Essa enzima atua nas ligacdes 1,4-B-D-glicosidica de materiais
celulosicos, promovendo a quebra da ligacao e liberacdo de agucares, como a glicose que é de
grande interesse da industria. Tais enzimas sdo divididas em endoglucanases, exoglucanases e
B-glicosidases, de acordo com a reacgdo catalitica que promovem (Figura 6) (MORANA et al.,
2011).

Figura 6- Hidrdlise por enzimas celulases.
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As endoglucanases, também conhecidas como CMCase, catalizam a clivagem interna
das ligagoes B-1,4-glicosidica das regifes amorfas e sollveis da celulose. A agdo dessa
enzima resulta em uma répida diminuicdo do comprimento das cadeias de celulose e uma
gradual elevacdo da concentracdo de acgucares redutores, e, consequentemente, forma novos
terminais redutores e ndo redutores. Além disso, atua nos produtos intermediérios da hidrolise
da celulose convertendo-os em celobiose e glicose (LYND et al., 2012; SHARADA et al.,
2014).

As exoglucanases se dividem em celobiohidrolases (CBHs) e glucanohidrolases (GHSs).
As celobiohidrolases atuam nas extremidades redutoras e ndo redutoras das cadeias de
celulose, removendo unidades celobiose. Enquanto que as glucanohidrolases atuam na
molécula de celulose liberando glicose (ZHANG & LYND, 1988; LYND et al., 2012).

Por sua vez, as pB-glicosidases convertem a celobiose e alguns oligossacarideos
resultantes em glicose (MORANA et al., 2011). Essas enzimas, assim como as
celobiohidrolases, sdo inibidas pelo seu produto de hidrélise (AWAFO, 1997).

Portanto, a completa degradacdo da celulose envolve a interacdo das diferentes enzimas
celuloliticas. Essas enzimas agem sinergicamente visto que as enzimas endo quebram as
moléculas de celulose gerando nova cadeia com terminais redutores e ndo redutores, tais
cadeias sdo degradadas pelas enzimas exo liberando celobiose, e entdo os fragmentos de
celobiose séo convertidos em glicose pelas enzimas p-glicosidases (HORN et al., 2012). Essa
sinergia faz com que a velocidade da hidrolise das ligacdes glicosidicas aumente
significativamente quando comparado a velocidade de acdo isolada das enzimas individuais
(FLORENCIO, 2011).

As celulases possuem relevancia significativa atualmente devido as inimeras pesquisas
envolvendo a degradacdo de celulose para conversdo de biomassa lignocelul6sica em etanol e
bioprodutos. Além disso, estas apresentam relevancia econémica, sendo empregadas em
inimeros ramos industriais como gestdo de residuos, e industrias de bioetanol, de alimentos,
agricola, de detergentes, téxteis, de papel e celulose, de vinho e cervejeira, de extracdo de
azeite de oliva, farmacéuticas, de engenharia genética e outras (SHARADA et al., 2014).

As enzimas de maior interesse comercial sdo as celulases de fungos aerdbicos
celuloliticos, como Trichoderma reesei, Aspergiullus niger e Humicola insolens (NG et al.,
2011). O Unico obstaculo que essas enzimas apresentam é o alto custo. Contudo, nas
biorrefinarias sdo adotadas estratégias para reduzir o custo, como aumento da produtividade

volumeétrica das enzimas, 0 uso de substratos mais baratos, producdo de celulases com maior
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atividade especifica sobre substratos sélidos e desenvolvimento de coquetéis enzimaticos com
maior estabilidade para processos especificos (ZHANG et al., 2006).

2.4 Filmes de Biopolimeros ou Biodegradéaveis

2.4.1 Filmes de Polissacarideos

Com o desenvolvimento de novas tecnologias, que empregam materiais inovadores com
propriedades Unicas, os polimeros conquistaram espago na industria e no mercado, devido as
respectivas propriedades e versatilidade, sendo essenciais no cotidiano. Os polimeros sdo
moléculas constituidas por pequenas unidades repetitivas, denominadas mondmeros,
formando compostos de altas massas moleculares, lineares ou ramificados. Esses apresentam
inimeras aplicacbes nas inddstrias petroquimicas, farmacéuticas, médicas, odontoldgicas,
biomédicas, de alimentos e cosméticos, sendo a principal aplicacdo, na producdo de
embalagens para itens alimentares, eletricidade e produtos agricolas (GINJUPALLI et al.,
2017; KULKARNI & DASARI, 2018). Pelo fato dos polimeros serem compostos por longas
cadeias de carbono, estes sdo demasiadamente resistentes a degradacdo (GINJUPALLLI et al.,
2017) e, por serem em geral provenientes de fontes ndo renovaveis (petroleo), acarretam
inimeros problemas como elevado consumo de energia, aquecimento global, problemas
ambientais gerados pelo desenvolvimento de bactérias e fungos, mal odor, e danos a animais e
a a satde humana (THIAGAMANI et al., 2017).

O consumo mundial de embalagens plésticas apresenta crescimento anual entre 5-9%,
impulsionando o desenvolvimento da industria de plastico, visto que essas sdo empregadas
para armazenarem, protegerem e aumentarem a vida Util de produtos, auxiliarem no transporte
e na identificacdo e consumo do produto, e sdo essenciais para 0 sucesso comercial da maioria
das mercadorias (PELLEGRINO, 2008). Em 1950, a produ¢do mundial de pléastico foi de 1,5
milhGes de toneladas, atingindo 288 milhdes de toneladas em 2012, sendo a China o maior
produtor. Em 2016, foram vendidas 480 bilhdes de garrafas plasticas e somente, 7% destas
foram coletadas e recicladas, devido ao custo e o tempo do processo de reciclagem
(SIRACUSA et al., 2008; SOTO, 2015; ANDA, 2017). Além disso, as embalagens plasticas
sdo as mais produzidas dentre outros tipos de embalagens, bem como as mais exportadas pelo
Brasil, representando 38,85% da producdo de embalagens, e 39,80% do total exportado
(GORGULHO, 2018).

Portanto, inumeros estudos tém sido desenvolvidos com intuito de atender as

necessidades das industrias téxteis, cosméticas, farmacéuticas e alimenticias, que buscam
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novos materiais oriundos de fontes renovaveis, preferencialmente, que ndo sejam recursos
alimentares, e que sejam obtidos em grandes quantidades, para producdo de embalagens
biodegradaveis com propriedades similares as das embalagens sintéticas e que apresentem
baixo custo e reduzam o impacto ambiental (BALLESTEROS et al., 2017; YE et al., 2017).

As embalagens biodegradaveis se dividem em filmes biodegradaveis e revestimentos
comestiveis. Os filmes sdo estruturas pré-formadas que envolvem os alimentos, enquanto que
o0s revestimentos sdo formados durante a aplicacdo direta nos produtos alimentares a serem
cobertos (YOUSUF et al., 2018). Ambos podem ser utilizados para preservar o produto,
controlando e inibindo a migracdo de umidade, oxigénio, dioxido de carbono e aromas e
também para manter e aumentar as caracteristicas sensoriais dos alimentos pela adicdo de
compostos bioativos (MARTINS et al., 2012; BALLESTEROS et al., 2017).

Os filmes sdo formados por materiais biopoliméricos que sdo divididos em trés
diferentes classes: polimeros produzidos por microrganismos, como a pululana e
hidroxipolialcanoatos (PHAS); polimeros produzidos por sintese quimica a partir de fontes
renovaveis de origem bioldgica, por exemplo, o &cido polilatico, polimerizado a partir do
acido latico; e os polimeros oriundos da biomassa, dentre estes proteinas, polissacarideos,
lipidios e resinas (SRINIVASA & THARANATHAN, 2007).

Os biopolimeros originarios da biomassa apresentam caracteristicas fisicas e quimicas
diferentes, assim sendo, resultam em filmes e revestimentos com propriedades distintas
(LACROIX, 2009). Os lipidios e ceras, quando empregados nos filmes e revestimentos,
auxiliam no controle da umidade, gases e migracdes de compostos semelhantes e, desse
modo, sdo aplicados a alimentos frescos, congelados ou processados conservando a qualidade
destes, como a cera de carnauba e a cera de abelha. Quando associados a outras matérias-
primas, esses compostos melhoram as propriedades dos filmes e revestimentos.

Por sua vez, as proteinas formam biofilmes que apresentam excelentes barreiras ao
dioxido de carbono e ao oxigénio. As proteinas mais estudadas e empregadas como matéria-
prima sdo caseina, gluten, proteina de soja, whey protein, coldgeno e gelatina, as quais
apresentam baixo custo, alta disponibilidade por serem subprodutos da industria de alimentos
e da producéo agricola, além de apresentarem biodegradabilidade inerente. Essas, bem como
0s polissacarideos, sdo o0s biopolimeros mais empregados na producdo de filmes
biodegradaveis devido a habilidade de estabelecer interagdes polimeéricas e criar uma rede
continua, que proporciona propriedades funcionais semelhantes as de filmes sintéticos
(DELGADO, 2016; YOUSUF et al., 2018).



25

Além dessa habilidade, os polissacarideos tém a capacidade de sinergia com outros
compostos, formando biopolimeros com caracteristicas superiores. Essa propriedade dos
polissacarideos desperta grande interesse do mercado, visto que as propriedades fisico-
quimicas e mecanicas da matriz final podem ser influenciadas pelo tipo de ligacdo quimica,
forma, massa molecular e grau de polimerizacdo dos compostos que constituem a matéria-
prima (MARTINS et al., 2012; BALLESTEROS et al., 2017).

Os polissacarideos que sdo comumente utilizados para formacdo de filmes e
revestimentos sdo: quitosana; amido; celulose e derivados, compreendendo metilcelulose
(MC), carboximetilcelulose (CMCQ), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e
hidroxipropilcelulose (HPC); e gomas que sdo subdivididas em alginato, pectina, carragenina
e galactomananas (GIRALDO, 2016). Esses sdo hidrofilicos proporcionando uma boa barreira
a gases, como oxigénio e dioxido de carbono, porém, oferecem fraca barreira ao vapor d’agua
e propriedades mecanicas insuficientes (CERQUEIRA et al., 2011a).

Além disso, os filmes formados apresentam estruturas frageis e duras, com aparéncias
quebradicas (PINHEIRO et al.,, 2010). No entanto, o desempenho do filme pode ser
melhorado com a incorporacdo de aditivos como plastificantes, sendo os mais comumente
empregados os polidis, como glicerol, sorbitol, polietilenoglicol (DU et al., 2016). Ademais,
os filmes e revestimentos a base de polissacarideos podem atuar como veiculos para
antioxidantes (&cido ascorbico), agentes antimicrobianos, aromas, nutrientes, aumentando a
funcionalidade e a seguranca dos alimentos (CERQUEIRA et al., 2009a; SARTORI &
MENEGALLI, 2016).

Os filmes de polissacarideos sdo amplamente utilizados, especialmente para
conservagdo de vegetais, mariscos, produtos carneos e frutas. Baldwin et al. (1996) aplicaram
filmes comestiveis de celulose para conservagdo de macas e batatas fatiadas por apresentarem
compostos antioxidantes, acidulantes e preservativos. Distintivamente, Antosik et al. (2017)
estudaram a aplicacdo dos filmes de carboximetilcelulose (CMC) como adesivos sensiveis a
pressdo (PSA), que sdo utilizados para conectar diferentes materiais, como metal, papel,
plastico, vidro, madeira e couro. Desse modo, podem ser aplicados na fabricagdo de fitas de
montagem, rétulos, filmes de protecdo, fitas de méscaras, bandagens e eletrodos biomédicos
(ANTOSIK et al., 2017).

Os filmes de quitosana podem ser empregados para evitar o escurecimento do péssego
pos-colheita ou da lichia, bem como outras frutas descascadas e subprodutos (LI & YU, 2001;
DONG et al., 2004). Segundo Crini & Badot (2008), esses polimeros também servem como

adsorventes para remocdo de metais pesados e corantes.
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Por sua vez, os filmes de amido podem aumentar a vida util de frutas como morangos e
uvas (GARCIA et al., 1998; FAKHOURI et al., 2015). Outra aplicago citada por Ali et al.
(2017) foi uso do filme de amido para producdo de capsulas medicinais, visto que apresentam
boas propriedades mecanicas e maior protecdo contra radiagdo UV.

Ademais, os biofilmes constituidos por polissacarideos sdo completamente degradados
em curto tempo, variando de acordo com o material do filme, o solo e as condicdes
agrondmicas. O filme a base de amido degrada completamente entre 40 a 60 dias, ja o filme
de quitosana precisa de 90 a 150 dias, enquanto que o filme a base de celulose gasta mais de
365 dias dependendo do contetdo de lignina e da cristalinidade da celulose (SRINIVASA
&THARANATHAN, 2007).

2.4.1.1 Filmes de Galactomananas

O potencial de formacéo de filme dos polissacarideos como amido, carragena, quitosana
e galactomananas é explorado h& anos, porém, tem ganhado maior énfase nos ultimos anos
devido a maior demanda por materiais biodegradaveis (LIU & PAN, 2018; LIU et al., 2019).

Dentre os polissacarideos naturais, um dos mais conhecidos e explorados atualmente
sdo as galactomanananas, sendo a goma de alfarroba, goma guar e goma tara, comercialmente
conhecidas (CERQUEIRA et al., 2011b). As galactomananas apresentam a capacidade de
alterar as respectivas propriedades fisicas quando em solucdo, formando solucdes estaveis e
viscosas, em peguenas concentracdes e com a necessidade apenas de agua.

Além disso, esse polissacarideo apresenta alta massa molecular, solubilidade em agua,
carater ndo-ibnico e auséncia de toxicidade (MENDES et al., 2017). No entanto, essas
propriedades podem variar de acordo com a razdo de manose/galactose, com a distribuicéo de
manose e galactose ao longo da cadeia principal e também com o grau de polimerizacao
(PRAJAPATI et al., 2013). Diante das caracteristicas apresentadas pelas galactomananas,
essas podem ser empregadas no desenvolvimento de biofilmes (CERQUEIRA et al., 2011b).

Em relacdo a razdo manose e galactose (M/G), quando maior a presenca de galactose
como grupos laterais, mais afastada as cadeias de manose encontram-se. Desse modo,
formam-se filmes menos coesos visto que para a formacgdo de um filme coeso e resistente séo
necessarias interacOes fortes entre as cadeias polimericas. Assim sendo, as galactomananas
que interagem mais fortemente sdo aquelas menos ramificadas, i.e., com menores quantidades
de galactose (DEA et al., 1986; MORRIS, 1990). Logo, quando as cadeias principais contém

mais de seis unidades de manose ndo substituidas, as interagdes intermoleculares ocorrem
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majoritariamente nessa area. Mas, se a cadeia principal é mais substituida, as interacdes
ocorrem nos lados ndo substituidos da cadeia (DEA et al., 1986).

Além disso, a razdo M/G interfere na viscosidade das solucbes poliméricas, bem como
na solubilidade das galactomananas. Se o numero de grupos laterais for reduzido, a
viscosidade da solu¢do aumentara (CERQUEIRA et al., 2011a; PRAJAPATI et al., 2013).
Todavia, se esse nimero for muito pequeno, a solubilidade dos polimeros também diminui, ou
seja, uma molécula com alto teor de galactose dissolve em agua fria, ao contrario de uma
molécula de galactomanana pouco ramificada que exige calor para dissolucdo (MIKKONEN
et al., 2007; PRAJAPATI et al., 2013).

A viscosidade da solucdo também ¢é influenciada pelo grau de polimeriza¢do. Quanto
menor a massa molecular, menor a viscosidade da solucdo. Logo, quanto maior a cadeia do
polissacarideo, mais coeso e resistente € o filme (MIKKONEN et al., 2007).

Diante das caracteristicas estruturais, as hemiceluloses apresentam inUmeras
desvantagens quando utilizadas no desenvolvimento de biofilmes em relacdo a
permeabilidade ao vapor de agua, propriedades mecanicas e propriedades térmicas (HANSEN
& PLACKETT, 2008).

A alta hidrofilicidade das hemiceluloses proporcionada pelos numerosos grupos
hidroxila ao longo da cadeia resulta em baixa protecdo contra agua (PENG et al., 2011b ;
ESCALANTE et al., 2012). Ademais, o baixo grau de polimerizacdo das hemiceluloses, da
origem a filmes com pobres propriedades mecanicas (QI et al., 2016a). E as hemiceluloses
também sdo menos resistentes termicamente que a celulose e lignina (YANG et al., 2007).
Assim sendo, se aplicada como embalagem, ndo protege o alimento do contato com a agua, é
mecanicamente fraca e pouco resistente a temperaturas.

Contudo, buscando melhorar as caracteristicas estruturais das hemiceluloses, séo
adotadas varias estratégias como modificacbes enzimaticas, modificagdes quimicas,
modificagdes por acoplamento e crosslinking (ligagGes cruzadas) (LI & PAN, 2018).

O crosslinking € um método eficiente de melhorar as propriedades de filmes de
polissacarideos e proteinas (LI & PAN, 2018). Baseia-se em ligacGes covalentes ou nao,
formando uma rede tridimensional. As ligacOes covalentes sdo estabelecidas por reacgdes
quimicas ou irradiacdo, enquanto as ligagdes ndo-covalentes séo oriundas de ligacdes idnicas,
ligacGes de hidrogénio ou interacBes hidrofobicas. No caso dos polissacarideos, essa ligagédo
se da entre hidroxilas e carbonilas (AZEREDO & WALDRON, 2016). Essa rede

tridimensional reduz a mobilidade das estruturas poliméricas, melhorando as propriedades
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mecanicas (XU et al., 2016), as propriedades de barreira a gases (BALAGUER et al., 2011),
bem como aumentando a resisténcia a solventes quimicos (RAWLINS & MENDON, 2008).

Com essas modificacdes, as propriedades mecanicas, de barreiras e reoldgicas dos
filmes e revestimentos de galactomananas podem ser utilizadas para manter ou melhorar a
estabilidade, a seguranca e a qualidade dos alimentos e também para aplicacOes
biotecnoldgicas. Quando esses filmes e revestimentos foram aplicados em frutas, como
acerola, manga, seriguela, caja, maca, houve diminuicdo da taxa de troca gasosa entre as
frutas e o ambiente, funcionando de forma semelhante a atmosfera controlada, diminuindo o
consumo de oxigénio e produzindo menor quantidade de dioxido de carbono, e, dessa forma,
mantendo os aspectos sensoriais da fruta (CONFORTI & TOTTY, 2007; CERQUEIRA et al.,
2009c¢). Os envoltdrios também podem ser utilizados para reduzir a contaminacdo em queijos
durante o armazenamento, diminuindo as taxas de transferéncia de gas, a perda de peso e as
mudangas de cor no queijo (CERQUEIRA et al., 2009Db).

Além disso, os filmes de galactomananas podem ser empregados no campo
farmacéutico imobilizando compostos como peptideos, antioxidantes, lecitinas, e, desse
modo, exercendo o papel de curativo de feridas e como forma de dosagem farmacéutica
solidas para individuos com dificuldade de degluticdo (ALBURQUEQUE et al., 2017).

As galactomananas sdo compativeis com outras gomas, agentes espessantes e outros
materiais, formando produto final mais forte, elastico e com desempenho desejavel. Por
exemplo, a mistura de dois polissacarideos com distintas propriedades, permite a melhoria da
funcionalidade, como galactomanana e carragena origina filmes com melhores propriedades
mecanicas e barreira a agua (MARTINS et al., 2012), enquanto a juncdo de galactomananas e
xiloglucana proporciona filmes com maior transparéncia e estabilidade térmica (MENDES et
al., 2017). Ja a fusdo de galactomananas de diferentes espécies de plantas (A. pavoninaand e
C. pulcherrima) resultou na otimizacdo das propriedades mecéanicas, de transporte e
molhabilidade do filme, o qual pode ser empregado como envoltério de mangas e macas
(LIMA et al., 2010).

Assim sendo, o grande potencial dos polissacarideos no desenvolvimento de filmes e
coberturas, principalmente as galactomananas, desencadeia o interesse de pesquisadores e
industrias para a exploracdo desses materiais como fonte para substituintes dos polimeros

sintéticos ampliando o campo de aplicacGes e ndo prejudicando 0 meio ambiente.
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2.4.2 Métodos de Formacao de Filmes

Sabe-se que os filmes de biopolimeros ndo podem ser extrudados assim como filmes
plasticos sintéticos, visto que a extrusdao envolve temperaturas superiores a 200°C e o0s
biopolimeros nédo apresentam pontos de fusdo definidos, além de sofrerem decomposicdo em
altas temperaturas (SRINIVASA & THARANATHAN, 2007). Desse modo, a formacédo dos
filmes e membranas de biopolimeros ocorre pelo método de inversdo de fases, a qual é
amplamente aplicada em pesquisas e na industria.

O processo de inversdo de fases fundamenta-se na transformacdo de uma solucdo
polimérica em um sistema de duas fases ocasionada pela instabilidade termodinamica desta
solucdo. No processo de separacdo de fases, a solucdo polimérica é precipitada em duas
diferentes fases, uma que é rica em polimero, que se encontra no estado solido e origina a
matriz da membrana, enquanto a outra é liquida e com menor teor de polimero, a qual forma
o0s poros da membrana (BAKER, 2012).

Esse método pode ser classificado de acordo com o mecanismo de separacéo adotado
que compreende a separacdo de fases termicamente induzida, ou a separacdo por difusdo. A
separacdo de fases termicamente induzida compreende a reducdo da temperatura da solucao
polimérica para que ocorra a precipitacdo induzida. Na separacdo induzida por difusdo, esta
ocorre devido ao contato da solu¢do do polimero com um vapor ou liquido, desse modo,
resulta na troca de massa por precipitacao induzida (REN & WANG, 2011).

A separacgéo induzida por difusdo pode ser por adsorc¢ao de vapor, por evaporacdo do
solvente e por precipitacdo de imersdo. Na separacdo por adsorcdo de vapor, a solucao
polimérica é exposta a um vapor ausente de solventes e gases. Ao adsorver o vapor, ocorre a
precipitacdo da solucdo. Ja a separacao por evaporacao do solvente, também conhecida como
método casting, a solucdo polimérica é composta por um solvente volatil, um polimero e um
ndo solvente que seja menos volatil. A volatilizacdo do solvente mais volatil gera uma solucéo
estavel que precipita. Por sua vez, a precipitacdo por imersdo ocorre quando a solucéo
polimérica é imersa em um ndo-solvente. Dessa forma, o ndo-solvente difunde-se para
solugdo polimérica e o solvente difunde para o banho de coagulacdo, causando a rapida
precipitacdo (Figura 7). Essa precipitacdo origina uma estrutura assimétrica e com poros
(REN & WANG, 2011; LALIA et al., 2013).
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Figura 7 - Esquema de representagdo da precipita¢éo por imerséo (S=solvente; NS= néo
solvente).
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(Banho de coagulagdo)
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Fonte: Ren & Wang, 2011 (modificada).
As caracteristicas da membrana assimétrica formada pela inversdo de fases por

precipitacdo por imersdo sdo controladas pela termodindmica da solugdo, bem como pela
cinética de transferéncia de massa (TIAN et al., 2014). A termodindmica esta relacionada com
o equilibrio entre o solvente, ndo solvente e o polimero. Ao passo que a cinética é relativa ao
transporte matuo dos componentes, ou seja, a difusdo do ndo solvente e do solvente. Desse
modo, a morfologia final da membrana que inclui os poros, pode ser alterada ao variar a
concentracdo da solucao polimérica, o tempo de difusdo do solvente, introduzindo aditivos ou
modificando o par de solvente e ndo solvente (GUILLEN et al., 2013).

Por meio da técnica inversdo de fases € possivel preparar filmes e membranas de
diferentes tipos de polimeros. Assim sendo, a inversdo de fases € considerada uma técnica
muito versatil. No entanto, para que essa técnica seja empregada, o polimero deve ser soltvel
no solvente e o sistema deve apresentar falta de miscibilidade em determinada concentracao e
temperatura (FIGOLI et al., 2015; HILAL et al., 2015).

Assim sendo, indimeros estudos envolvendo biopolimeros, como amido,
galactomananas e quitosana, utilizam o método de inversdo de fases com separacdo de fases
induzida por evaporacdo, uma vez que esse € mais rapido e facil. Albuquerque et al. (2017)
produziram um filme a base de galactomananas extraidas das sementes da planta Cassia
grandis, empregando o método casting, utilizando &4gua, galactomanana e glicerol na solucao
filmogénica. Dong et al. (2004) usaram, além de agua e o biopolimero quitosana, acido
acético glacial para o desenvolvimento do filme pelo método de separacdo induzida por
evaporacdo que ocorreu a 25°C. De forma semelhante, Ali et al. (2018) avaliaram um filme

elaborado com amido, agua e adicéo de cristais de celulose, também pelo método casting.
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Embora os biopolimeros sejam altamente hidrofilicos, a celulose é um polimero com
baixa solubilidade em &gua, justificada principalmente pela cristalinidade da mesma (REN &
WANG, 2011). A dissolucdo da celulose é alcancada pelo uso de solventes alternativos como
N-metilmorfolina-N-ido (NMMO), N,N-dimetilacetamida (DMAC) e cloreto de litio/N-
metilpirrolidona (NMP/LICI), cloreto de litio/1,3-dimetil-2-imidazolidinona (LiCI/DMI),
cloreto de litio/N,N-dimetilacetamida N-metilmorfolina N-6xido (NMMO/LICI), aménia/sal
de amonia, acido fosforico, calcio e tiocianato de sddio. No entanto, sdo preferidos os sais
inorganicos comuns, como o cloreto de zinco, devido a problemas de toxicidade e necessidade
de temperaturas elevadas para dissolver apresentados pelos solventes alternativos (REN &
WANG, 2011; XU et al., 2016).

Dentre 0s sais inorganicos usados para a dissolucdo da celulose, encontra-se o cloreto de
zinco (ZnCly). O fon Zn?* atua nas ligagGes de hidrogénio que sdo responsaveis pela rigidez e
insolubilidade da celulose, quebrando-as e deixando a cadeia da molécula de celulose mais
flexivel. Ademais, ocorre a formacdo de complexos Zn-celulose, alterando as ligagdes de
hidrogénio intermoleculares (Figura 8) (SEN et al., 2016; XU et al., 2016).

Figura 8 - Ligacdo entre moléculas de celulose e ions Zn?*
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Fonte: Xu et al.(2016), modificada.



32

Como apresentado no item 2.3.1.1, os polissacarideos presentes na borra de café séo
galactomananas, celulose e arabinogalactanas tipo Il. As galactomananas presentes na borra
de café, assim como a celulose, apresentam baixa solubilidade, pois exibem baixo grau de
ramificacao, e sdo compostas por cadeias lineares e longas.

Em vista disso, pesquisadores desenvolveram filmes utilizando sais inorganicos e o
método de inversdo de fases por imersdo, e apontaram isso como uma opcéao para utilizar a
celulose e materiais que contém celulose na producdo de biomateriais. Thiagamani et al.
(2017) utilizaram a borra de café como agente de reforco em um filme de celulose,
empregando o mesmo método, sendo o solvente usado para dissolver a celulose o hidréxido
de litio com uréia.

Dessa forma, no presente trabalho foi empregado o método de inversao de fases com
precipitacdo induzida por imersdo para o desenvolvimento de biofilmes, e o cloreto de zinco
como solvente para dissolver as fracdes polissacaridicas isoladas da borra de café através do

tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino associada a hidrolise enzimatica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais e reagentes

Borra de café gerada de bebidas tipo espresso foi coletada na cafeteria Intuicdo e Grao
de Cafeé, em Belo Horizonte, Minas Gerais. Apos coletada, a borra foi seca a uma temperatura
105°C, durante 16h (SILVA e QUEIROZ, 2002). Em seguida, esta foi armazenada em
embalagem de polipropileno hermeticamente fechada e mantida a temperatura ambiente
(25°C) para utilizagdes posteriores.

Os reagentes utilizados no presente trabalho foram adquiridos da Anidrol (Diadema,
Sao Paulo — Brasil), Neon (Suzano, Sdo Paulo — Brasil), Sigma — Aldrich (Jurubatuba, Sao
Paulo - Brasil) e Synth (Diadema — Brasil). A enzima celulase do microrganismo
Trichoderma reesei ATCC 26921 e os padrdes de aglicares foram obtidos na Sigma — Aldrich

(Jurubatuba, Sao Paulo - Brasil).

3.2 Pré-tratamento da Borra de Café

3.2.1 Permanganato de Potassio Assistido por Ultrassom (PP)

Para realizagdo do pré-tratamento com permanganato de potdssio assistido por
ultrassom, a borra de café previamente seca foi adicionada em um frasco Erlenmeyer com
solucdo de permanganato de potassio, na proporcao de 1:10 (10% m/v).

Para otimizar as condic@es reacionais, foi realizado o planejamento fatorial 2°com ponto
central (Tabela 1), utilizando o Software STATISCA. Desse modo, foram avaliados os
principais efeitos de cada fator e também a interacdo entre estes. Foram analisadas diferentes
concentragcdes de permanganato de potassio (1, 2, 3, 4 e 5%) em pH 11,5-12, variando
também o tempo de reagdo (20, 40, 60 e 80 minutos), em temperatura ambiente.

Tabela 1- Planejamento fatorial do pré-tratamento com permanganato de
potassio assistido por ultrassom (© = triplicata no ponto central).

Concentracio
Amostra Tempo (min) KMnO4 (%om/v)
7© 50 3
50 50 3
4 80 5
2 20 5
6© 50 3
1 20 1
3 80 1
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As amostras preparadas foram submetidas ao banho ultrassénico (Unique USC-716504)
na frequéncia de 25 kHz, 150 W. Apos o tratamento em banho ultrassonico, os residuos foram
lavados utilizando agua destilada, filtrados e secos a 55°C por 16 horas em uma estufa
convectiva com circulagdo de ar (Nova ética, modelo 420).

Concluido o tratamento, estas foram armazenadas em embalagens plasticas de
polietileno de baixa densidade zip lock (fecho hermético) em ambiente seco e ao abrigo de
luz, para subsequentes caracterizagdes objetivando determinar as condigdes Otimas para esse
tratamento que resultasse na maior remocao de lignina e conservasse a fragao hemiceluldsica.

A metodologia adotada fundamentou-se nos estudos de Ravindran et al. (2017a).

1.1.1. Alcali assistido por ultrassom (HS)

Para a conducdo do pré-tratamento com alcali assistido por ultrassom, baseou-se na
metodologia de Ravindran ef al. (2017a), na qual a borra de café seca foi adicionada em um
frasco Erlenmeyer contendo hidroxido de sodio (NaOH). Foram avaliadas diferentes
concentragdes de NaOH (1; 2; 3; 4; 5% m/v). A solu¢do foi homogeneizada e esta foi
conduzida ao ultrassom (Unique USC-16504) por 30 minutos em 25 kHz, 150 W. Em
seguida, o residuo foi submetido a subsequentes lavagens com agua destilada, seco em estufa
convectiva a 55°C por 16 horas, e armazenado em ambiente seco e ao abrigo de luz, para

posteriores analises.

3.2.2 Tratamento com Perdxido de Hidrogénio Alcalino (PHA)

Para o tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino, foi adicionada uma solugdo de
peréxido de hidrogénio 35% a borra de café seca, na propor¢do de 1:5 (m/v) (BATISTA,
2017). Na sequéncia, incorporou-se na mistura, gota a gota, solu¢do de hidréxido de sodio 40%
(m/v) até ocorrer uma reacao exotérmica notada pela expansdo da mistura com liberacdo de O>
resultante da degradacdo de H,O, acompanhada pelo aumento de temperatura do sistema (GUO et
al., 2013). Ao findar a reacdo e resfriamento da mistura, ajustou-se o pH da suspenséo até pH
11,5+0,1, acrescentando solugdo de NaOH 40% (GOULD, 1984). Em seguida, a mistura foi
conduzida a incubadora orbital (marca Quimis, modelo Q816M20) sob agitacdo de 120 rpm, por
18 h a 25 °C. Apos esse periodo sob agitacao, neutralizou-se a mistura utilizando solucao de acido
acético 10% (m/v), filtrou e lavou a mesma. O filtrado foi seco em estufa convectiva com

circulacdo de ar (marca Unique, modelo 420) a 55 °C, por 16 horas.
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O material obtido foi moido e peneirado em peneiras de malha 35 mesh. A fracdo rica em
polissacarideos passante foi armazenada em embalagens de polipropileno, em ambiente seco e ao
abrigo de luz, para decorrentes analises e aplicacdes.

Embasou-se na metodologia de Vilela et al. (2016) e Gould & Freer (1984) para o

desenvolvimento desse tratamento com adaptacdes.

3.3 Determinacéo da Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica da enzima celulase oriunda do microrganismo 7richoderma
reesei ATCC 26921 foi determinada de acordo com a metodologia de Adney & Baker,
(1996).

Para isso, adicionou-se em um tubo de ensaio, uma tira de papel filtro (I1x 6 cm), em
forma de espiral, utilizada como substrato. Subsequentemente, foi adicionado 1 mL de uma
solugdo tampao de citrato de s6dio 50 mM (pH 4,8), de forma a imergir a tira de papel. O tubo
foi acondicionado por um minuto em banho-maria a 50°C, para que houvesse um equilibrio da
temperatura antecedendo a adi¢do da enzima. Logo, adicionou-se 1 mL da solucdo de enzimas
ao tubo. A concentracdo da solucdo enzimatica utilizada deve ser aquela em que a enzima
libera 2 mg de glicose. A mistura foi colocada e mantida em banho-maria por 60 minutos a
50°C.

Apoés o periodo no banho-maria, adicionou-se 3,9 mL solugdo de DNS para parar a
reacdo enzimatica. Para o preparo da solu¢ao de DNS, foram dissolvidos 10,6 g de acido 3,5
dinitrosalicilico e 19,8 g de hidréxido de s6dio em 1416 mL de 4gua destilada, e, em seguida,
foram adicionados 306 g de sais de Rochelle (tartarato de sddio e potéassio), 7,6 mL de fenol
(aquecido a 50°C) e 8,3 g de metabissulfito de sodio.

Ademais, foram preparados o branco, controle da enzima e o controle do substrato. Para
o branco, utilizou-se 1,5 mL da solugdo tampao de citrato de s6dio 50 mM. Para o controle da
enzima, adicionaram-se 1 mL da solu¢do tampao de citrato de sdédio 50 mM e 0,5 mL da
enzima em um tubo de ensaio. E para o controle do substrato, foi colocada em um tubo de
ensaio uma tira de papel filtro (1x 6 cm) e 1,5 mL de solugdo tampao de citrato de so6dio 50
mM.

Para quantificar os agtlicares redutores na solucao, foi preparada a curva de calibracao, a
partir de uma solucao de glicose 10 mg mL, que foi diluida com solucao de citrato de sddio
50 mM para obtencdo dos pontos da curva. Estes foram 1,00 mg/0,5 mL; 1,65 mg/0,5 mL; 2,50
mg/0,5 e 3,35 mg/0,5 mL .
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As solugdes controle, branco e a para a curva de calibragdo de glicose foram incubadas
de modo semelhante aos tubos contendo o complexo enzimatico, 60 minutos a 50°C, com
consecutiva adi¢ao de 3 mL da solucao de DNS.

Todas as solugdes preparadas foram juntamente fervidas por 5 minutos, com contetido
de agua suficiente para cobrir o volume contido nos tubos. Na sequéncia, as solugdes foram
colocadas em um banho de gelo e centrifugadas. Para leitura das amostras no
espectrofotometro, essas foram diluidas sendo adicionados 0,2 mL das solugdes em 2,5 mL de
agua. A leitura foi feita no espectrofotdmetro UV-Vis (marca Gold, modelo Spectrumlab 53),
no comprimento de onda 540 nm. O experimento foi feito em triplicata.

Apoés as leituras, foi plotada a curva de calibragdo de glicose possibilitando a
determinagdo da quantidade de glicose na amostra. Aplicando a equacdo 9, foi calculada a

atividade enzimatica no papel filtro em FPU, dado em unidade mL"'.

0,37
[enzimal]

Atividade enzimatica em papel filtro =

©)

3.4 Hidrélise Enzimatica

A hidroélise enzimatica foi realizada com o intuito de remog¢ao da celulose da fracdo rica
em polissacarideos extraida da borra de café, para posterior produgdo de um biofilme
predominantemente constituido de galactomananas. Para este fim, utilizou-se a enzima
celulase comercial proveniente do microrganismo 7richoderma reesei ATCC 26921.

Essa etapa do estudo foi efetuada de acordo com os métodos descritos por Ravindran et
al. (2017b) e Yang et al. (2015), modificados. A reacdo foi conduzida em frasco Erlenmeyer
de 250 mL, no qual adicionou-se 100 mL da solugdo tampao de citrato de sédio 50 mM (pH
4,8) e 5% m/v de amostra. Para evitar a proliferagdo de microrganismos, o frasco Erlenmeyer
contendo a solu¢do tampao e a fragdo rica em polissacarideos foi previamente esterilizado na
autoclave (marca Quimis, modelo 38L - 1180) a 121°C e 1 atm, por 20 minutos.

Além disso, foi avaliado o efeito de trés tratamentos precedentes a adi¢do de enzima,
objetivando maior atividade enzimadtica e aumento da remocdo da celulose. Estes foram: no
primeiro tratamento, a mistura foi submetida ao ultrassom (Unique USC-7/6504), durante 55
minutos, na frequéncia 25 kHz, 150 W (Adulkar & Rathod, 2014); no segundo, a mistura foi
conduzida a forno de micro-ondas (Panasonic, modelo Piccolo ST35HW) com poténcia de
800W, durante 60 segundos (HU & WEN, 2008); e, no terceiro, a mistura foi colocada em
autoclave, durante 20 minutos, com o frasco Erlenmeyer aberto para que o vapor de agua

entrasse em contato com a suspensao.
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Apbs o resfriamento, adicionaram-se, nos frascos Erlenmeyer, 1,5 mL da solugdo
enzimatica, e estes foram mantidos em uma incubadora com agitacdo orbital (marca Quimis,
modelo Q816M20) a 50°C, com agitacdo de 150 rpm. Ademais, foi analisado o tempo ideal
de reagdo, ou seja, que alcangasse a maior remogao de celulose, variando em 24, 48, 72 ¢ 120
horas.

Depois do periodo de incubagao, as suspensdes foram filtradas para que o sobrenadante,
contendo o material hidrolisado, fosse separado do material nao hidrolisado, ¢ ambos
pudessem ser analisados em relacdo ao conteido de monossacarideos. O sélido foi seco em
estufa convectiva (marca Unique, modelo 420) durante 16 h a 55°C, ¢ o sobrenadante foi
armazenado a -4°C para analises posteriores.

A determinagdo dos agucares hidrolisados foi feita pelo método colorimétrico fenol-
sulfurico (DUBOIS et al., 1956). Sendo assim, transferiram-se 0,5 mL da solu¢do a ser
analisada para um tubo de ensaio, ¢ adicionaram-se 0,5 mL da solu¢do de fenol 5%. A mistura
foi homogeneizada, e, em seguida, foram adicionados 2,5 mL de 4cido sulfurico concentrado.
Como ocorre uma reagao exotérmica, as solugdes foram incubadas por 15 minutos até resfriar.
As leituras das amostras foram feitas em espectrofotdmetro UV-Vis (marca Gold, modelo
Spectrumlab 53), a 485 nm, em cubeta de quartzo. O branco utilizado para zerar o
espectrofotometro foi agua destilada. Para quantificar a glicose, foi feita uma curva de
calibracdo, com as seguintes concentragdes: 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 pg mL. As solucdes
foram preparadas da mesma maneira que a amostra a ser analisada, utilizando uma solucao

mae de 0,01 mg'mL.

3.5 Analise das FracGes Ricas em Polissacarideos

3.5.1 Rendimento

Apos os pré-tratamentos quimicos, associados ao banho ultrassénico, aplicados a borra
de café, foi calculado o rendimento do processo com o objetivo de avaliar a perda de massa
das amostras. Para isso, utilizou-se a equagao:

R(%) = =£ x 100 (10)
mg
em que R(%) ¢ o percentual de rendimento do pré-tratamento, mr ¢ a massa da borra de café

apos o pré-tratamento, e m; ¢ massa da borra de café antes do pré-tratamento.
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3.5.2 Determinagdo do Teor de Lignina

A determinacdo da lignina insoltvel foi realizada de acordo com a norma TAPPI 222 —
método de Klason de lignina insoluvel modificado (GOMIDE & DEMUNER, 1986).

Para esse fim, 300 mg das amostras foram transferidas para um tubo de ensaio de
aproximadamente 15 mm de didmetro e 60 mm de comprimento, assim como 3 mL de acido
sulfurico 72%. Os tubos foram mantidos em banho-maria a 30°C por 1 hora, com agitagdo
constante. Apds o tempo de permanéncia em banho-maria, o conteudo dos tubos foi
transferido para frascos Erlenmeyer de 250 mL, aos quais foram adicionados 84 mL. O
conjunto foi fechado com papel Kraft, e transferido para autoclave (marca Quimis, modelo
38L - 1180) e mantido por 1 hora, a 120 °C, e aproximadamente 1 atm. Em seguida, a mistura
foi filtrada e lavada com agua destilada quente até a completa remogao do acido.

O sdlido obtido foi seco em estufa convectiva (Deleo) a 105°C até peso constante. O

teor de lignina insolavel (LI) foi determinado pela equagao:
™
LI (%) = X 100 (11)

em que LI (%) ¢ o teor percentual de lignina Klason insoltivel, mr € a massa de lignina Klason

insolavel seca (g) e m; ¢ a massa da amostra inicial (g).

3.5.3 Determinacdo do Teor de Umidade

Para a determinagdo do teor de umidade, trés capsulas de porcelana por amostra foram
identificadas e secas em estufa com circulacdo de ar (Nova ética, modelo 420) a 105°C,
durante 30 minutos. Posteriormente, essas foram resfriadas em dessecador até atingirem a
temperatura ambiente. Apds esse procedimento, pesaram-se as capsulas vazias na balanga
analitica e depois foram adicionados 2 g de amostra em cada uma delas. O conjunto foi
acondicionado em estufa com circulag¢do de ar a 105°C por 3 horas. Para resfriar, as capsulas
foram transferidas para o dessecador € mantidas por 20-30 minutos até atingirem temperatura
ambiente, ¢ em seguida, a massa foi aferida (ZENEBON et al., 2008). O procedimento foi

realizado em triplicata. Para calcular o teor de umidade, empregou-se a equagao:

. (mai_mas)
% umidade = ———— x 100 (12)

Mg,

sendo, m,j a massa da amostra inicial e mas a massa da amostra final.
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3.5.4 Determinacédo de Extrato Etéreo

Para a determinacdo de lipideos ou extrato etéreo empregou-se o método gravimétrico
de Soxhlet modificado (SILVA E QUEIROZ, 2002; ZENEBON et al., 2008). A analise foi
realizada em triplicata.

Para isso, foram adicionadas pérolas de vidro nos recipientes especificos para determinacgéo
da gordura bruta, denominados reboiler. Esses foram secos em estufa a 105°C, por 1 hora, e, em
seguida, colocados no dessecador por 30 minutos, pesados e identificados. Ademais, pesou-se 1,5
g da amostra seca que foi inserida em um cartucho extrator composto por papel filtro qualitativo
com 12 cm de diametro, dobrado e grampeado. O cartucho foi colocado no extrator Soxhlet.

Em cada reboiler, adicionou-se 150 mL de éter de petroleo (ponto de ebulicdo 35-70°C).
Subsequentemente, o conjunto constituido pelo extrator, reboiler e condensador foi montado; e
foram ligados o condensador e 0 aquecimento. A extracdo ocorreu em duas etapas: nos primeiros
20 minutos, foi feita por imersao, e depois em 40 minutos se deu por gotejamento, com uma taxa
de refluxo de 3 a 5 gotas por segundo. Ao findar a recuperacao do solvente, 0s copos contendo a
gordura bruta e as amostras foram colocadas em capela de exaustéo para a evaporagdo do excesso
de solvente. Depois os copos foram secos na estufa convectiva a 100°C, por 30 minutos, para a
remocao do solvente residual. Foram mantidos no dessecador por 30 minutos e, ao resfriarem
atingindo temperatura ambiente, foram pesados.

O percentual de lipideos foi calculado a partir da equacao:

(x—b)x100

Gordura bruta (%) = —

(13)

em que x é a diferenga da massa do copo com a gordura extraida (g) e da massa do copo vazio (g),

b o branco da anélise (g), e ma € a massa da amostra (g).

3.5.5 Determinacdo de Nitrogénio Total (Proteinas)

A andlise de proteinas foi realizada pelo método de Kjeldahl, que compreende trés
etapas: digestdo, destilacdo e titulacdo (LABCONCO, 1998; ZENEBON et al.,2008).

Na etapa de digestdo, a matéria organica da amostra ¢ decomposta com acido sulftrrico e
um catalisador, e o nitrogénio € transformado em sal amoniacal. Para isso, pesaram-se 0,25g
de amostra em um papel isento de nitrogénio (papel manteiga 6x6 cm), que foi fechado
cuidadosamente e colocado no tubo de Kjeldahl. Ademais, foram pesados 2 g da mistura
catalitica que consiste em 96% de sulfato de potassio (KoSOs) e 4% de sulfato de cobre
hidratado (CuS04.5H>0) em papel manteiga, também dispostos no tubo de Kjeldahl.
Cuidadosamente, foram adicionados 5 mL de 4cido sulfirico no mesmo recipiente da amostra

e catalisador. Em seguida, os tubos foram agitados e levados para o bloco digestor. Esses
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foram submetidos ao aquecimento gradual até 350°C, evitando a perda de nitrogénio junto
com a fumaga organica 350°C (LABCONCO, 1998; GALVANI & GAERTNER, 2006). O
procedimento foi encerrado quando o balao ficou limpido e transparente (azul ou verde claro),
e 0s gases brancos desapareceram, 4 horas apds o inicio.

Ap6s o resfriamento dos tubos, prosseguiu-se para etapa de destilacdo, em que a amdnia
¢ liberada do sal amoniacal posteriormente formado, pela reagdo com hidroxido de sodio. Para
tanto, nos tubos foram adicionados 15 mL de dgua até dissolver a amostra digerida. Esses
foram colocados no destilador de Kjeldahl (marca Quimis, modelo Q328S21). No
equipamento também foi adicionado 20 mL da solugdo de NaOH 40%, com a torneira
fechada, a qual foi aberta lentamente para neutralizagdo e alcalinizacdo do produto da
digestdo. No bico do condensador, foi posicionado frasco Erlenmeyer de 250 mL com 10 mL
de 4cido borico 3% e indicador misto. A chave do equipamento foi ligada, e deixou-se destilar
até a solugcdo do frasco Erlenmeyer mudar da cor marrom-alaranjada para uma coloragao
verde, decorrente da formagdo do borato de amdnio, e completar um volume de
aproximadamente 50 mL para garantir o término da evaporagdo e condensagdo de toda a
amonia presente na amostra.

Por ultimo, foi feita a titulacdo do excesso de acido utilizado na destilagio com
hidréxido, e, com isso, determinou-se a quantidade de nitrogénio. Portanto, o destilado foi
titulado com uma solucdo de 4acido cloridrico 0,1 mol/L, acondicionado em um bureta de 25
mL, até a mudanca de cor de verde/azulado para laranja.

A partir do volume de &cido cloridrico gasto na titulacdo foi possivel calcular o teor de
nitrogénio aplicando a equacéo

Vxfx0,1X0,014x100
m

NT (%) =

(14)

em que NT ¢ o teor de nitrogénio total de amostra (em porcentagem); V € o volume gasto de
HCl1 0,IN; f é o fator de correcdo do HCIl 0,IN; 0,014 ¢ o miliequivalente grama do
nitrogénio; e m ¢ a massa da amostra (g).
Para determinar a proteina bruta da amostra (PB) utilizou-se a equagao:
PB(%) = NT X Fn (15)
em que se multiplica o teor de nitrogénio total de amostra (NT) pelo fator de conversao do

nitrogénio total em proteina (Fn) igual a 6,25.
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3.5.6 Determinacao de Acucares Neutros

A determinagdo de acucares neutros (ramnose, xilose, galactose, glicose, manose
arabinose e fucose) foi realizada por cromatografia a gas com detector FID, apos a hidrolise
acida dos polissacarideos e transformacao dos mondmeros em acetatos de alditol. Baseou-se
na metodologia MELTON & SMITH (2001), modificada.

A derivatizacdo desses polissacarideos pode ser dividida em trés etapas: hidrolise dos
polissacarideos, redugcdo dos monossacarideos em acetatos de alditdis e acetilacdo dos

alditois.
3.5.6.1 Hidrolise dos Polissacarideos

Para hidrolise dos polissacarideos, aproximadamente 5 mg de amostra foram
adicionadas em um frasco de vidro limpo com tampa de politetrafluoretileno (PTFE), seguida
da adig¢do de 125 pL de solucdo de acido sulfurico 72%, e este foi incubado em banho-maria
por 3 h, a 30°C. Posteriormente, foram adicionados 1,37 mL de agua ultrapura no frasco, ¢
este foi submetido ao tratamento na autoclave por 1 h a 121°C. Findado o tempo de incubagao
adicionaram-se 300 uL de solu¢do de amodnia 15M para neutralizar a solugdo, e entdo, foram
adicionados 50 pL de padrao interno alose (20 mg/mL).

O hidrolisado foi filtrado utilizando seringas descartaveis com filtro com membrana de
PVDF (fluoreto de polivinilideno) com didmetro de @ = 0,13 mm e poros com @ = 0,22 pum,

aproximadamente, 200 puL, que foi acondicionado em frascos limpos.

3.5.6.2 Reducdo dos Monossacarideos aos Acetatos de Alditol Correspondentes

Na etapa de reducdo dos monossacarideos aos acetatos de alditol correspondentes,
foram adicionados 1 mL da solu¢ao de borohidreto de s6dio 0,5 M em DMSO na fragdo
hidrolisada com H>SO4, e esta foi agitada e incubada a 40 °C durante 90 minutos. Em seguida,
foram adicionados 100 pL de solucdo de acido acético 18N, em ambas as fracoes,

consumindo o excesso de NaBHa4.

3.5.6.3 Acetilacdo dos Alditois

Na etapa de acetilacdo dos alditois, foram adicionados em cada tubo 200 pL de 1-
metilimidazol, catalisador da reagdo, e 2 mL de anidrido acético. Os tubos foram agitados em
vortex e incubados até atingir temperatura ambiente, aproximadamente, por 10 minutos. Logo
apos, acrescentaram-se 5 mL de agua ultrapura, para neutralizar o excesso de anidrido acético,

agitando e incubando a mistura até atingir temperatura ambiente.
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Subsequente a acetilagdo, foi feita a extracao dos acetatos de alditois, adicionando 1 mL
de diclorometano (DCM) e agitando. Ao separar as fases, a fase inferior foi transferida para
um frasco limpo. Repetiu-se o processo de extragdo com a fase aquosa. Nos extratos de DCM
obtidos, foram adicionados 4 mL de agua ultrapura. O tubo foi agitado e a fase aquosa
superior foi removida e descartada. Tal procedimento foi realizado trés vezes, para eliminagao
do DCM. Por fim, o DCM foi completamente evaporado por meio da secagem dos tubos em
atmosfera inerte de nitrogénio.

Os frascos foram armazenados em freezer até o uso.

3.5.6.4 Determinacdo dos Acetatos de Alditol por Cromatografia a Gas

Na determina¢do dos acetatos de alditois por cromatografia a gas foi utilizado o
cromatografo a gas Varian 3900, equipado com detector de ionizagdo de chama (FID). Foi
utilizada uma coluna capilar BPX-70 (30 m x 0,32 mm x 0,25 um; SGE Chromatography
Products).

O método empregado para essa analise foi: temperatura inicial do forno de 38°C, com
rampa de aquecimento de 50°C/min até atingir a temperatura de 170°C, com posterior
aquecimento de 2°C/min até atingir 210°C, na qual a temperatura foi mantida por 20 minutos;
com duracao da corrida de 42 minutos. A temperatura do detector foi 230°C. O gés de arraste
usado foi o gas nitrogénio com fluxo de 1,5 mL/min.

Imediatamente antes da analise, foram adicionados 2 mL de DCM em cada fracao
anteriormente preparada. Além disso, foram preparados frascos de controle de dgua ultrapura,
dos 4cidos sulfurico e TFA, e o controle com mistura de 13 padrdoes de monossacarideos.
Cada frasco controle continha 100 pL.

Para o preparo dos padrdes de monossacarideos, os seguintes monossacarideos foram
secos usando pentoxido de fosforo (dessecante): 2-desoxi-D-glucose, 2-desoxi-D-ribose,
D-(-)-ribose, D-(+)-galactose, D-(+)-manose, D-(+)-xilose, Eritritol (i-eritritol, meso-eritritol),
L-(+)-arabinose, L-(+)-ramnose, mio-inositol, a-D-(+)-fucose (6-desoxi-D-galactose), a-D-
(+)-glucose e B-D-alose. Em seguida, foram pesados 20 mg de cada monossacarideo seco em
frascos individuais e adicionou-se 1 mL de 4gua ultrapura em cada frasco. Entdo, foram
coletados 100 pL de cada padrao de monossacarideo, os quais foram misturados em um tnico
frasco. As misturas foram mantidas no freezer até o momento de uso.

Foi feita a analise de cada amostra e dos padrdes preparados e utilizou-se o software de
aquisicao de dados Galaxie Workstation para analisar e calcular a drea dos picos presentes nos

cromatogramas. A analise foi realizada em triplicata.
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3.5.7 Andlise Colorimétrica

Para analise colorimétrica, utilizou-se o colorimetro triestimulo (marca Hunter lab,
modelo Colorflex 45/0) com angulo de observacdo de 10 graus e luz diurna (iluminante
padrao D65). As amostras foram colocadas no equipamento em quantidade suficiente para
completar o recipiente de analise, e as leituras foram realizadas de acordo com as instrugdes
do fabricante. A andlise foi feita em triplicata. O aparelho fornece os resultados em termos
numéricos expressando a cor da amostra por meio de coordenadas L* (luminosidade),
a*(coordenada de vermelho a verde) e b* (coordenada de amarelo a azul), fundamentadas no
espaco instrumental CIELAB (MINOLTA, 2007).

Foram calculados os parametros h*(hue - tonalidade) e c*(croma - intensidade da cor),
de acordo com as equagdes 16 e 17, respectivamente (BORGES et al., 2002). A partir desses
valores foi possivel obter a cor e realizar uma avaliacdo comparativa entre as fragdes obtidas

por cada tratamento.

h *= arctan (g) (16)

cx=1/(an?+ (b+)’ a7
3.5.8 Auvaliacdo Morfoldgica por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A avaliacdo de alteragdes na estrutura morfoldgica da borra de caf¢ antes e apos pré-
tratamento e tratamento enzimatico, foi realizada de acordo com a metodologia adotada por
Raghavi et al. (2016). Para isso, utilizou-se o equipamento Shimadzu (SSX-550), com
filamento de tungsténio. As amostram foram secas em estufa de circulacdo de ar por 4 horas,
transferidas para o suporte e recobertas com uma fina camada de ouro, visto que esses
materiais ndo sdo condutores de elétrons. Desse modo, foram submetidas a uma tensdo de

aceleracdo de 15kV com ampliagao de 500x.

3.5.9 Cristalinidade

Para avaliar a cristalinidade das amostras de borra de café antes e apds os pré-
tratamentos e tratamento enzimatico, empregou-se o difratométro X Philips-PANalytical,
modelo PW 1710. Logo, os parametros utilizados foram: angulos de difracao abrangidos entre
20 = 5° a 50°, passo 0,06° por segundo. Além disso, foi empregada fonte de radiacao de Cu
Ko (o = 0,154 nm), gerada em voltagem de 40 kV e corrente 35 mA (RAVINDRAN et al.,
2017a).
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O indice de cristalinidade foi calculado pela equacgdo 18 (Segal et al., 1959), em que loo2
¢ a intensidade em um angulo 26 proximo a 22°, que representa a parte cristalina do material,
e lam é a intensidade em um angulo 20 proximo a 18° equivalente a fragdo amorfa do

material.

IC = [1 - ‘—m] x 100 (18)

Iooz
3.5.10 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A andlise por Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR) foi utilizada para detectar
mudangas nos grupos funcionais e ligacdes quimicas causadas pelo pré-tratamento e
tratamento enzimatico da borra de café.

Para esta analise, utilizou-se o espectrofotometro no infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR). O procedimento foi realizado em triplicata, baseando no estudo de
Belchior ef al. (2016). O detector empregado foi o DLATGS (Deuterated Triglycine Sulfate
Doped with L-Alanine) que abrange as faixas do espectro de 4000 a 600 cm™ com 20 scans e
modo de transmissdo com resolucdo de 4 cm™. Além disso, foram utilizados acessorios de
refletincia total atenuada (ATR, do inglés Attenuated Total Reflectance) em cristal de ZnSe, a
20°C em atmosfera seca. As medidas de referéncia foram realizadas com o prisma de cristal

vazio (background).

3.5.11 Andlise Térmica

A andlise termogravimétrica (TGA) mostra o comportamento de uma amostra de acordo
com a temperatura em que esta ¢ exposta, ja a termogravimetria derivada (DTG), ¢ a derivada
primeira da TGA, sendo registrada em fun¢@o da temperatura ou tempo. Ambos determinam o
comportamento térmico de uma amostra.

Dessa forma, as técnicas TGA e DTC foram utilizadas para analisar o comportamento
térmico da borra de café e das fragcdes obtidas apds o pré-tratamento e tratamento enzimatico.
As andlises foram realizadas no equipamento Shimadzu TGA-51. Para as analises, colocou-se
entre 10-20 mg de amostra em um cadinho de aluminio. As condi¢des adotadas foram:
variacdo de temperatura de 25°C até 580°C, sob taxa de aquecimento 10°C/min, em atmosfera

de nitrogénio com fluxo de 120 mL/min (CERQUEIRA et al., 2011c).

3.6 Analise da Fracdo Rica em Galactomananas

Para caracterizacdo da fracdo rica em galactomananas resultantes da hidrolise

enzimatica, foram feitas as analises de maneira semelhante as realizadas para as borras
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tratadas, que engloba analise colorimétrica (item 3.5.7), microscopia de varredura eletronica
(item 3.5.8), cristalinidade (item 3.5.9), infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
(item 3.5.10), analise térmica (item 3.5.11), e também a determinacdo e quantificacdo dos

monossacarideos (item 3.6.1).

3.6.1 Determinagao e Quantificacdo dos Monossacarideos

A quantificacdo dos monossacarideos que constituem as fragdoes celulosica e
hemicelulosica foi realizada de acordo com Suilter et al. (2008).

Para isso, as amostras foram submetidas a hidrolise acida com H>SO4, como descrita no
item 3.5.2 (determinagdo do teor de lignina). Assim como as amostras, uma solucio preparada
com todos 0s padrdes foi submetida a hidrélise para corrigir as perdas devido a destruicdo de
acucares durante a hidrdlise acida. Para tal, pesou-se a quantidade necessaria de cada acucar.
Em seguida, adicionou-se 10 mL de &gua deionizada e 348 pL de acido sulfarico.

Apos a hidrdlise, 20 mL do hidrolisado foram transferidos para um frasco Erlenmeyer.
Este foi neutralizado utilizando o carbonato de célcio, até pH 5-6. Apds atingir o pH 5-6, a
solucdo foi deixada em repouso para que o0 sobrenadante decantasse.

Para a analise no HPLC, as amostras foram filtradas em filtro de 0,2 um e colocadas
diretamente no vial. Cada amostra foi preparada em duplicata.Além disso, foram preparadas
curvas de calibracdo de cada padrdo, com cinco pontos, variando de 0,1- 4,0 mg/mL.

As analises das amostras e padrbes foram realizadas no HPLC (Shimadzu LC-20AP)
empregando uma coluna Supelcogel C-610H (30 cmx 7,8 mm), com detector por indice de
refracdo. Este foi operado a uma temperatura de 60°C, tendo como fase mével acido sulfarico 5
mM a uma vazéo de 0,6 mL/min. O volume injetado na coluna foi de 20 pL.

O teor de cada monossacarideo foi calculado por meio da equacéo 19.

% Monossacarideos = % (19)
bs

em que V é o volume de agua adicionado na hidrdlise acida (L); fi corresponde ao fator de
conversdo do componente i relacionado ao respectivo monossacarideo; Ci € a concentracdo de
componente i relacionado ao respectivo monossacarideo (g/L); e Mbs é a massa da amostra
em base seca (Q).

Os fatores de conversdo (quadro 2) foram utilizados para determinacdo dos teores dos

monossacarideos.
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Quadro 2 - Componentes presentes no hidrolisado e seus fatores de converséo.

Componente Fator de conversdo
Arabinose 0,88
Celobiose 0,90
Galactose 0,90

Glicose 0,90
Manose 0,90

3.7 Preparacao dos Filmes

A metodologia adotada para o desenvolvimento dos filmes baseou-se na metodologia
descrita por Xu et al. (2016), modificada. Primeiramente, as fracdes de polissacarideos foram
solubilizadas em solugdo de cloreto de zinco, sendo a concentragdo das fragdes 2,3% (m/m) e
da solugdo de cloreto de zinco 67% (m/m). Desse modo, a solugdo de cloreto de zinco foi
preparada adicionando, em um béquer, 210 g de cloreto de zinco em 90 mL de agua destilada,
com aquecimento e agitacdo por 10 minutos a 65°C (Figura 9A). Em um béquer, foram
adicionados 7,2 g da amostra e 6 mL de 4dgua destilada, formando uma pasta. Essa pasta foi
transferida para o béquer contendo a solucao de cloreto de zinco, e a mistura foi aquecida por
90 minutos a 65°C.

Apods a homogeneizagdao da mistura, com intuito de obter um filme mais coeso, foram
adicionados 0,3 g de cloreto de célcio, e 0 aquecimento foi mantido por mais 20 minutos. A
mistura foi levada ao ultrassom (Unique USC-7/6504) somente para remocdo das bolhas.
Subsequentemente, a solucdo foi vertida em bandejas de aluminio de 20x25 cm. Apos a
gelificagdo da mistura nas bandejas, foram adicionados 300 mL de etanol anidro,
permanecendo nesta durante 60 minutos a 8°C. Em seguida, o filme coagulado (Figura 9B) foi
transferido para um banho com 800 mL de 4gua destilada a 75°C, no qual foi mantido por 5
minutos para retirar o excesso de sal utilizado na preparagdo da mistura. Por fim, o filme foi
imerso em uma solucgdo de glicerol 10% (v/v) por 15 minutos. O filme foi seco a 24°C durante
15 horas aproximadamente.

Quando prontos, os filmes foram acondicionados em sacos plasticos de polietileno de

baixa densidade, tipo zip lock, e mantidos a temperatura ambiente.
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Figura 9- Processo de preparo do filme: A= mistura da solugéo filmogénica; B= filme
apos coagulacédo com etanol.

Fonte: elaborado pelo autor.

3.8 Caracterizacgado dos Filmes

A caracterizacdo dos filmes foi realizada de acordo com a norma ASTM D618 — 13
(ASTM, 2013), a 23°C e com umidade relativa de 50%, por no minimo 48 horas antes de tais
procedimentos. Para tanto, foram realizadas as seguintes analises: determinacdo da
permeabilidade do filme ao vapor de agua, andlise colorimétrica, andlises térmicas (analise
termogravimétrica e calorimetria diferencial de varredura), espectroscopia no infravermelho
médio, difragdo de raio X, microscopia de varredura eletronica e analise das propriedades

mecanicas de tracao.

3.8.1 Analise Colorimétrica

A medicdo de cor dos filmes foi realizada em um colorimetro HunterLab Colorflex
45/0, modelo tristimulus, com angulo de observacdo 10° e luz diurna (iluminante padrao
D65). Para leitura das amostras, os filmes foram recortados, com raio de 29 mm, encaixando-
se perfeitamente no acessorio de vidro do aparelho. Os resultados foram expressos pelas
coordenadas L* (luminosidade), a* (vermelho a verde) e b* (amarelo a azul), do espago
instrumental CIELAB. O célculo da cor, ou seja, os parametros h* (tonalidade) e c*
(intensidade da cor), foram calculados pelas equacdes 17e 18, item 3.5.7 (BORGES et al.,
2002).
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3.8.2 Auvaliacdo Morfoldgica por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A avaliacdo de alteragdes na estrutura morfoldgica do filme foi realizada de acordo com
a metodologia adotada por Raghavi et al. (2016), descrita no item 3.5.8. Para isso, utilizou-se

o equipamento Shimadzu (SSX-550), com filamento de tungsténio.

3.8.3 Cristalinidade

A andlise da cristalinidade dos filmes foi realizada de forma similar a andlise das
amostras de borra de café sem tratamento e com pré-tratamento (item 3.5.9). Portanto,
utilizou-se o difratométro X Philips-PANalytical, modelo PW 1710. Logo, os parametros
utilizados foram: angulos de difra¢do abrangidos entre 20 = 5° a 50°, passo 0,06° por segundo.
Além disso, foi empregada fonte de radiagao de Cu Ka (a = 0,154 nm), gerada em voltagem
de 40 kV e corrente 35 mA (RAVINDRAN et al., 2017a). O indice de cristalinidade foi
calculado pela equacdo 18 (Segal ef al., 1959), citada no item 3.5.9.

3.8.4 Andlise térmica

3.8.4.1 Termogravimetria (TGA)

As andlises TGA e DTG foram realizadas no equipamento Shimadzu TGA-51, nas
mesmas condic¢des utilizadas para as fracdes ricas em polissacarideo, descritas no item 3.5.11.
As condi¢des adotadas foram: variagdo de temperatura de 25°C até 580°C, sob razdo de
aquecimento 10°C/min, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 120 mL/min (CERQUEIRA
et al., 2011c). Utilizaram-se 20 mg de amostra para analise, que foram colocadas em um

cadinho de aluminio.

3.8.4.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A andlise por calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizada de acordo com a
norma D3418 - 12 (ASTM, 2012), em um Calorimetro Diferencial de Varredura DSC60
Shimadzu, do Laboratorio de Analise Térmica do Departamento de Quimica da UFMG.

Para tanto, as amostras foram adicionadas em cadinhos de aluminio selados, sendo
submetidos a dois ciclos subsequentes de aquecimento e resfriamento, em atmosfera de N>
com fluxo de gas de 50 mL/min. No primeiro, os filmes foram submetidos ao aquecimento
iniciando em temperaturas ambientes até 120°C, deixando 10 minutos isotérmicos nesta

temperatura, com taxa de aquecimento de 20°C/min. Posteriormente, as amostras foram
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resfriadas até -50°C. No segundo aquecimento, a temperatura foi variada de -50°C a 150°C,

também com taxa de aquecimento de 20°C/min.

3.8.5 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR) foram obtidos pelo equipamento IRAffinity-1 da Shimadzu, com detector DLATGS (faixa
7800 a 370 cmY). Os filmes foram medidos em rela¢do & transmitancia, empregando a técnica
ATR com cristal de seleneto de zinco, na faixa de 4000 a 600 cm™, com 20 scans e resolucdo
de 4 cm1 (BELCHIOR et al., 2016). Realizaram-se as andalises em atmosfera seca a 20°C.

Também foram realizadas medidas de referéncia, background, com prisma do cristal vazio.

3.8.6 Analise de Permeabilidade dos Filmes ao Vapor de Agua

A andlise de permeabilidade dos filmes ao vapor de agua foi executada em
conformidade com a norma E96 — 15 (ASTM, 2015), pelo método dessecante adaptado. Os
filmes foram acondicionados em capsulas circulares com paredes impermeaveis, contendo
cloreto de célcio seco em estufa com circulagdo de ar. Com o intuito de manter a umidade
relativa do sistema em 75%, o sistema cépsula e filme foi vedado com cera de abelha, pesado
e acondicionado em dessecadores contendo solucao saturada de cloreto de sodio a 21°C.
Foram efetuadas pesagens sucessivas durante cinco horas, em intervalos pré-determinados.

A partir dessa analise foi possivel relacionar o ganho de massa do sistema com a
umidade permeada pelo filme, e assim calcular a taxa de transmissdo ao vapor de agua
(TTVA) e a permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) das amostras. Para o célculo empregou-

se as equacoes:
G
TTVA = ™ (20)

sendo TTVA a taxa de transmissdo ao vapor de agua, G/t é o coeficiente angular da reta de

ganho de massa (g) versus tempo (h) e A € 4rea de permeacao de cada filme (m?), e

TTVA.e
PVA = ————
Psqt-(UR1—URy)

@2y
em que PVA ¢ a permeabilidade ao vapor de agua, e ¢ a espessura média (mm) de cada corpo
de prova, P (kPa) € a pressdo de saturacdo do vapor de dgua na temperatura de ensaio e
(UR;-UR?) ¢ a diferenga entre a umidade relativa do interior do sistema cédpsula-filme e do

dessecador.
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3.8.7 Analise das Propriedades Mecénicas de Tragédo

A andlise das propriedades mecanicas de tragdo foi realizada de acordo com a norma
ASTM D 882-12 (ASTM, 2012). Os testes foram realizados no equipamento de ensaios
universal da marca EMIC, com célula de carga 20 N e velocidade de separacdo das garras
12,5 mmmin!, do Laboratorio de Compositos (DEMEC/UFMG).

Nos ensaios, foram testados nove corpos de prova para cada grupo, com dimensdes de
aproximadamente 10 x 2,5 cm. As medidas espessura e largura foram feitas por micrometro
Mitutoyo, N° 103-137, por meio de cinco pontos distintos e aleatorios nos corpos de prova, €
utilizando uma régua graduada, respectivamente. Empregaram-se essas medidas para efetuar
os calculos referentes as propriedades mecanicas de tragao. Além disso, utilizou-se o software
Image] para calcular o teor de inclusdes nas amostras, evidenciando a influéncia dessas nas

analises de propriedades mecanicas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Pré-tratamento

A Dborra de café espresso era composta por 25g de lignina em 100g de borra seca
(Tabela 1). Tal valor de lignina se aproxima do encontrado por Ballesteros et al. (2014), 23,9
g em 100g de material seco, bem como do valor encontrado por Ravindran et al. (2017b),
31,1 g em 100 g de material seco. A quantidade de lignina presente em materiais
lignocelulosicos inviabiliza reacOes, visto que esses materiais sdo significativamente
recalcitrantes (RAVIDRAN & JAISWAL, 2016).

A etapa de pré-tratamento € uma das principais etapas para processos que utilizam
materiais lignocelulésicos como matéria-prima. O principal objetivo do pré-tratamento € a
remocao da lignina para reduzir a cristalinidade e aumentar a porosidade desses materiais, e
assim possibilitar reacGes e etapas subsequentes (NIGLIO et al., 2017). Com o intuito de
obter uma fragdo rica em polissacarideos, foram empregados trés diferentes pré-tratamentos:
permanganato de potassio alcalino (PP) assistido por ultrassom; alcali (HS) assistido por
ultrassom; e tratamento com peroxido alcalino (PHA).

Tabela 1 - Resultados obtidos pelos pré-tratamentos aplicados a borra de café.

Amostras Lignina (%m /m) Teor de remocao de Rendimento (%)
lignina (% m /m)
Borra 25,01 +£ 1,952 - -
PP 9,56 +2,51° 61,78 104,43 + 0,80?
PHA 6,88 £ 1,62° 72,49 48,55 £ 1,56°
HS 11,18 +1,80P 55,30 65,01 £2,41°

Valores expressos em porcentagem.

Valores médios + desvio padrdo (n=3).

Médias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam diferenca significativa entre si pelo
Teste de Tukey, a 5% de significancia.

No pré-tratamento com permanganato alcalino assistido por ultrassom (PP), foram
avaliadas diferentes condicGes: concentracdo de permanganato 1, 2, 3, 4 e 5%; e o tempo de
permanéncia da solucdo no banho ultrassom 20, 40, 60 e 80 minutos. Para isso, aplicou-se o
planejamento fatorial completo 22 com triplicata no ponto central. A condi¢do 6tima do
tratamento foi estabelecida com base no teor de lignina removido. Assim sendo, observou-se
que a interacdo dos dois fatores influencia a reacdo, sendo esta interacdo a maior influéncia na
reacdo (Figura 10). Analisando o mapa de contorno obtido (Figura 11), nota-se que a
condicdo em que a concentracao de lignina € menor, ou seja, situacdo em que ocorreu a maior
remocao de lignina, foi com solucdo de KMnOs 3% e tempo de permanéncia igual a 50
minutos, com uma remocao de 61,78% de lignina (Tabela 1).
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Figura 10 - Gréfico de pareto para o modelo de planejamento 22 (pré-tratamento
KMnOs alcalino).
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Figura 11 - Mapa de contorno pré- tratamento KMnOg alcalino.
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Nesse pré-tratamento, 0 permanganato de potassio reage com a lignina degradando as
cadeias laterais alifaticas ligadas as particulas aromaticas na lignina e quebrando as ligacoes
éter e ester entre lignina e carboidratos, originando uma mistura de estruturas de acido
carboxilico aromatico, bem como de ésteres metilicos carboxilicos (GELLERSTEDT, 1992;
RAVINDRAN & JAISWAL, 2016). Tal pré-tratamento possibilita a recuperacdo de
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hemicelulose e celulose devido & maior susceptibilidade da lignina a oxidacéo causada pelo
permanganato de potéssio que dos polissacarideos (RAVINDRAN et al., 2017a).

De modo semelhante, no pré-tratamento com alcali (HS) assistido por ultrassom
também foi avaliada a melhor concentracéo de hidréxido de sddio (NaOH): 1, 2, 3, 4 e 5%. A
maior remogéo de lignina foi de 55,30 %, (Tabela 1) alcangada utilizando uma solugéo de
NaOH 5%. O NaOH promove clivagem das ligagdes éter (quebra das ligacdes a-aril éter e f3-
ariléter do tipo fenol, e B-aril do tipo ndo fenol) e o acumulo de solvente na celulose,
consequentemente, causando a degradacao parcial da celulose e da hemicelulose, e formando
acido formico, acido acético, e pequenas quantidades de &cidos dicarboxilicos (XU et al.,
2016), como mostrado no item 2.3.2.1.

Inimeros estudos mostraram que o uso do ultrassom como mecanismo adicional ao
pré-tratamento do material lignoceluldsico é bastante eficaz. 1sso porque a cavitacdo gerada
pelas ondas ultrassdnicas promovem a formacdo de espécies altamente reativas, como ions
hidronio, hidroxilas, oz6nio, que reagem com 0s componentes da biomassa, resultando na
degradacéo destes, principalmente da lignina. No entanto, a exposi¢do por longos periodos e
a altas frequéncias de ultrassom pode alterar a estrutura das celuloses, mas principalmente das
hemiceluloses, visto que estas sd0 menos resistentes por apresentarem natureza amorfa
enquanto as celuloses apresentam natureza cristalina. Desse modo, conclui-se que o tempo de
exposicdo ao ultrassom influencia significativamente nas estruturas da biomassa
(SUBHEDAR & GOGATE, 2014).

Ja para o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino (PHA), foi utilizado
peroxido de hidrogénio 35%, baseado nos estudos de Batista (2017), alcangando uma
remocdo de 72,49 % de lignina (Tabela 1). O peroxido de hidrogénio quando em pH 11,5-
11,6, se degrada, formando ions hidroperoxila ou radicais hidroxil que reagem com quinona
ou fenilpropanol, assim como com liga¢des duplas e grupos carbonil presentes na estrutura da
lignina. Estes fragmentam a lignina formando compostos de baixa massa molecular sollveis
em &gua. Tais ions e radicais podem reagir com 0s polissacarideos, causando a perda de
celulose e hemicelulose (XU et al., 2016).

Analisando os resultados apresentados na Tabela 1, nota-se que 0s trés tratamentos
apresentaram um teor de lignina final que ndo diferem significativamente, de acordo com o
teste de Tukey. No entanto, a amostra PP apresentou melhor rendimento, em média, 104,43%
(m/m). Esse rendimento elevado (maior que 100%) possivelmente foi obtido por causa da
precipitacdo do dioxido de manganés (MnQOz), quando 0 permanganato de potassio atua como

agente oxidante em solugdo alcalina (PASCHOALATO, 2005). Alem disso, o rendimento
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pode ser justificado pela capacidade de deslignificacdo por meio da oxidacdo e retencédo de
carboidratos na biomassa lignocelulésica em condi¢cBes brandas (RAVINDRAN et al.,
2017a).

A amostra BPHA apresentou o menor rendimento, em media 48,55% (m/m) (Tabela 1).
De acordo com Ma et al. (2015), o tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino pode levar
a alta remogdo de lignina, mas também alta perda de hemicelulose e celulose, justificando o
baixo rendimento.

Por sua vez, o tratamento alcalino com hidréxido de sodio removeu lignina, porém, ndo
tanto quanto ao encontrado na literatura visto que ndo foram utilizadas altas temperaturas,
como mostrado pelo estudo desenvolvido por Macdonald et al. (1983), em que alcancaram a
solubilizacdo de 85% do conteudo de lignina quando empregaram temperatura elevada,
120°C. Esse tratamento apresentou um rendimento intermediario em relacdo aos dois outros
tratamentos, uma vez que o NaOH solubiliza lignina e uma parte das hemicelulose devido a
quebra das ligacGes ésteres, mas a fracdo celulésica quase ndo é afetada por ser mais
resistente (MODENBACH & NOKES, 2014).

4.2 Caracterizagdo das Fragdes Ricas em Polissacarideos

As fracBes ricas em polissacarideos resultantes dos pré-tratamentos foram codificadas

para facilitar compreenséo ao longo do texto, de acordo com o Quadro 3.

Quadro 3 - Codificacdo das fracGes ricas em polissacarideos obtidas apés pré-

tratamentos.
Grupo amostral Descri¢ao dos tratamentos
BPP Borra de café submetida ao tratamento de banho

ultrassonico durante 55 minutos e solu¢ao de

permanganato de potassio 3%.

BHS Borra de café submetida ao tratamento de banho
ultrassonico durante 30 minutos e solu¢do de hidréxido

de sodio 5%

BPHA Borra de café submetida ao tratamento com solugao

35% de perdxido de hidrogénio alcalino.

4.2.1 Caracterizacdo Fisico-Quimica

A borra de café apresenta uma diversidade substancial na sua composi¢do na forma de

polissacarideos, lipideos, aminoacidos, minerais e polifendis (KOURMENTZA, 2018). A
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composi¢do quimica da borra de café depende de vérios fatores como a variedade do café; o
local de cultivo, incluindo solo e clima; e a idade da planta que originou o café (KARMEE,
2018). Além disso, 0 modo de preparo da bebida pode influenciar a composicéo da borra de
café. Diante desta diversidade, foi feita a caracterizacdo fisico-quimica da borra de café
espresso e das fragOes ricas em polissacarideos obtidas ap6s pré-tratamento. Os dados das
andlises estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacao fisico-quimica da borra de café e fragdes ricas em
polissacarideos.

Componentes
Amostras Umidade Proteina Gordura Cinzas Carboidratos
(%Yom/m) (Yom/m) (Yom/m) (Yom/m) (Yom/m)

Borra 6,58 +0,20* 14,10 + 0,422 11,36 £0,11* 0,58 +£0,43* 67,38 +0,312°¢
BPP 14,48 +0,83* 9,26 +1,31:° 3,06 +0,26° 16,29+ 0,05 5691 + 0,56
BPHA 7,36 £0,31* 5,78 £1,50°¢ 14,36 + 0,87¢ 8,28 £1,57° 64,22 + 3,542
BHS 5,84+ 0,38 11,12+ 0,44° 7,72 £0,20¢ 6,46 +0,84¢ 68,86 + 0,27°

Valores expressos em porcentagem.

Valores médios * desvio padréo (n=3).

Médias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam diferenca significativa entre si pelo
Teste de Tukey, a 5% de significancia.

Analisando os resultados expostos na Tabela 2, verifica-se que o teor de umidade das
borras inicialmente secas variou de 5,84 a 14,48% de umidade. Mata et al. (2018) reuniram
dados de diversos trabalhos e relataram que a borra de café apresenta uma enorme variagao
quando se trata do teor de umidade, obtendo valores de 1,18 a 65,7% (m/m). O teor de
umidade é uma das variaveis mais importantes quando sdo aplicados outros tratamentos a
borra de café, como a pirdlise (GIROTTO et al., 2018a).

O conteudo de proteina encontrado nas amostras variou de 5,78 a 14,10 % (m/m). A
borra de café sem nenhum tratamento apresentou teor de proteina, 14,10% (m/m), semelhante
ao relatado no estudo de Cruz et al. (2012) que utilizaram 50 amostras de café de 14 marcas
diferentes, sendo 2,13-2,70% teor de nitrogénio total e 13,3-16,9% teor de proteina. O teor de
proteina das amostras que foram submetidas ao pré-tratamento com permanganato de potassio
alcalino e com hidroxido de sodio, 9,26% e 11,12% (m/m), respectivamente, ndo diferem
significativamente entre si em nivel de 5% de probabilidade. Tais valores encontram-se dentro
da faixa referenciada por Campos-Vega et al. (2015), 8,5-13,6% (m/m).

O teor de proteina da borra de café submetida ao tratamento com perdéxido de
hidrogénio alcalino foi de 5,75% (m/m), significativamente inferior aos teores das demais
amostras. Esse resultado pode ser justificado pela acdo do perdéxido de hidrogénio nas

proteinas reduzindo a estabilidade conformacional destas, tornando-as mais susceptiveis a
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hidrélise alcalina pelo hidroxido de sédio (LE et al., 2009). Ademais, deve ser enfatizado que
o0 contetdo de proteina calculado a partir do contetdo de nitrogénio total obtido pelo método
de Kjeldahl pode ter sido superestimado visto que a borra de café contém outros compostos
nitrogenados além das proteinas, como aminoacidos, aminas livres, cafeina e trigonelina
(MUSSATTO et al., 2011).

Em relacdo ao teor de gordura, nota-se uma grande variacdo de acordo com o
tratamento aplicado. A borra de café sem nenhum tratamento apresentou 11,36% (m/m) de
gordura, que se aproxima do valor encontrado por Zarrinbankhsh et al. (2016), que
caracterizou os residuos da industria de café para produgdo de material composito, obtendo
um teor de lipideos de 10,3%. Também foi reportado por Mata et al. (2018), 10-20% de
lipideos em caracterizacdes da borra do café. Karmee (2018) encontrou 15% de lipideos na
borra de cafe.

Em contrapartida, as borras de café tratadas com permanganato de potéssio alcalino e
com hidroxido de sodio apresentaram baixo teor de gordura, 3,06% e 7,72% (m/m),
respectivamente, quando comparadas com a borra de café sem tratamento. O teor reduzido de
lipidios na borra de café tratada com hidroxido de sédio pode ser decorrente da hidrolise
alcalina, comumente conhecida como saponificacdo, em que os glicerideos reagem com
hidréxido de sodio resultando em glicerol e sais de acidos graxos (DEBET et al., 2017). Ja o
valor encontrado para a borra tratada com permanganato de potassio em meio alcalino, pode
ser resultante da peroxidacéo lipidica. Essa reacdo consiste na incorporacdo de oxigénio nas
moléculas de acidos graxos insaturados, devido a acdo de enzimas ou de agentes oxidantes,
produzindo hidroperéxido lipidico, bem como radicais lipidicos alcoxila, peroxila e hidroxila
(LIMA & ABDALLA, 2001).

Se opondo aos resultados decorrentes dos demais pré-tratamentos, a borra de café
tratada com peroxido de hidrogénio alcalino, apresentou 14,36% (m/m) de gordura, valor
maior do que o encontrado para a borra de café sem nenhum tratamento. Esse valor condiz
com os resultados anteriores dos outros componentes na borra de cafe, ou seja, o tratamento
com peréxido de hidrogénio alcalino é bastante agressivo degradando os demais
componentes, como proteina e carboidrato, fazendo com que a concentracao de lipideos seja
aparentemente maior.

O teor de cinzas encontrado na borra de café foi de 0,58%, valor inferior aos
encontrados para as borras de café tratadas. Scully et al. (2016), que investigaram a utilizagdo
da borra de café como fonte de compostos bioativos e os aglcares importantes para industria,

obtiveram um teor de cinzas igual a 0,70%, se assemelhando ao encontrado no presente
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estudo. No entanto, esses valores encontram-se abaixo da faixa (0,80-3,50%) encontrada por
Cruz et al. (2012), bem como o valor encontrado por Ballesteros et al. (2014), o qual foi 1,30
%. O baixo teor de cinza deve-se as condi¢Oes severas adotadas durante o preparo da bebida,
alta temperatura e pressdo (MUSSATTO et al., 2011).

Entretanto, o teor de cinzas obtido para as borras de café tratadas variou de 6,46-
16,29%, valor maior do que o relatado para o café torrado (4,6%). Vilela et al. (2016) que
estudaram o efeito do tratamento com peroxido de hidrogénio na borra de café, retrataram que
0 teor de cinzas aumenta proporcionalmente a concentracdo do perdxido de hidrogénio, ou
seja, 0 teor de cinzas aumenta quanto mais agressivo € o tratamento aplicado. Essa elevacao
pode ser atribuida ao fato que o teor de cinzas é medido em relacdo a massa seca de cada
amostra, e 0s pré-tratamentos ocasionam a solubilizacéo de lignina e hemicelulose, reduzindo
a massa mais do que ocorre a remocao do conteddo de mineral, desse modo, obtendo maiores
valores de teor de cinzas.

Examinando os elementos que compdem as cinzas da borra de café, encontra-se
potassio, magneésio, calcio, manganés, cobre, sddio, ferro e zinco (ODISI, 2013; SCULLY et
al., 2016). Portanto, a amostra BPP, apresentou teor muito maior quando comparada com as
demais devido a precipitagdo de fons Mn?* e K* oriundos do permanganato de potassio que
contribuem para 0 aumento da concentracdo de manganés e potassio nas cinzas da borra de
café.

Por sua vez, os teores de carboidrato determinado para a borra de café sem nenhum
tratamento foi 67,38% m/m. Esse valor corrobora os resultados apresentados por Passos &
Coimbra (2013), Simdes et al. (2013), Zarrinbakhsh et al. (2016), em que os teores de
carboidratos variaram de 60-74,2% (m/m) para borra de café espresso. No entanto, o teor de
carboidrato encontrado para a amostra BPP foi de 56,91%, valor inferior aos obtidos para os
demais pré-tratamentos. Esse valor pode ser justificado pela solubilizacdo de outros
componentes durante os pré-tratamentos, além da lignina e da hemicelulose (Ravidran et al.,
2017h).

4.2.2 Determinagéo dos Agucares Neutros

Como visto no item anterior, 0s aglcares sdo 0s principais componentes da borra de
café. A composicdo desses acglcares na borra varia de acordo com a origem do café,

processamento e processo de extragéo.
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Para anélise da borra de café e das fracfes ricas em polissacarideos oriundas dos pré-
tratamentos, utilizou-se a hidrolise com &cido sulfurico e as subsequentes etapas da derivagdo
de acetato de alditol, descritas no item 3.5.7. Os resultados estdo expostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Composi¢do dos monossacarideos da borra e das amostras tratadas BPHA,

BHS e BHS.

Composicdo de monossacarideos (%omol)
Amostra Arabinose Manose Galactose Glicose
Borra 12,02 48,36 22,50 17,12
BPHA 3,96 53,89 28,84 13,31
BHS 9,12 52,55 23,54 14,79
BPP 3,77 56,08 23,73 16,41

Mussatto et al. (2011) encontraram composi¢cdo monossacaridica para borra de café
espresso semelhante ao do atual estudo, correspondendo a 46,8% de manose, 30,4% de
galactose, 19,0% de glicose e 3,8% de arabinose. Outro trabalho que apresentou resultados
similares aos do presente trabalho foi o de Simdes et al. (2013), sendo esses 46% de manose,
27% de galactose, 20% de glicose e 6% de arabinose. Esses valores também sdo comparaveis
com os reportados por Ballesteros et al. (2014), nos quais a borra foi constituida por 37,03%
de manose, 31,90% de galactose, 24,08% de glicose e 6,99% de arabinose. O alto teor de
arabinose constatado na borra de café espresso do presente estudo é oriundo das
arabinogalactanas tipo Il, desse modo, infere-se que a quantidade de arabinogalactanas na
borra de café em estudo € bem maior do que normalmente encontra-se nas borras de café.
Contudo, valores mais altos de arabinose, entre 8 e 9% foram encontrados por Tian et al.
(2014), que analisaram o potencial prebidtico dos oligossacarideos na bebida e na borra de
café.

Batista (2017) encontrou 65,45% de manose, 17,48% de galactose, 13,89% de glicose e
3,18% de arabinose para borra de café tratada com perdxido de hidrogénio alcalino na mesma
concentracdo que a utilizada no presente estudo. Os valores foram bem semelhantes aos aqui
apresentados, porém, os teores de manose e galactose se distanciaram devido & composicao
inicial da borra empregada.

A BPP apresentou composi¢do semelhante a BPHA, com teor de arabinose igual a
56,08% de manose, 23,73% de galactose, 16,41% de glicose e 3,77% de arabinose (Tabela 3).
No entanto, o teor de manose foi maior para o tratamento com permanganato de potassio
alcalino que o para tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino, porém a fragédo

hemiceluldsica que compreende manose e galactose foi maior para a BPHA, comprovando
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que o0 permanganato de potassio degrada parte polissacarideos, sendo a fracdo hemicelulésica
a mais atingida. Segundo Ravindran et al. (2017), o pré-tratamento com permanganato de
potassio preserva 0s acglcares mais do que o tratamento alcalino, principalmente quando se
trata da fracdo celuldsica.

Por sua vez o tratamento com hidroxido de sddio associado ao banho ultrassénico,
resultou em uma fracéo rica em polissacarideos composta de 52,55% de manose, 23,54% de
galactose, 14,79% de glicose e 9,12% de arabinose. Esses resultados foram semelhantes aos
encontrados em outros trabalhos, como o de Simdes et al. (2009) que trataram a borra de café
com NaOH 4M com o objetivo de extrair galactomananas, e obtiveram uma composicao
monossacaridica igual a 60% de manose, 20% de galactose, 14% de glicose e 5% de arabinose.
Todavia, Ballesteros et al. (2015), que caracterizaram 0s polissacarideos extraidos da borra de
café por meio de tratamento alcalino, obtiveram 60,27% de galactose, 19,93% de arabinose,
15,37% de glicose e 4,43% de manose. As diferencas encontradas nos resultados podem ser
justificadas pela analise de Ballesteros et al.(2015) ter sido realizada no sobrenadante e ndo na
prépria borra de café, e, possivelmente, grande parte da manose ficou aderida a borra.

Portanto, nota-se que o pre-tratamento com NaOH ndo afetou demasiadamente as
arabinoses, removendo metade do que foi removido nos outros tratamentos. Em contrapartida,
os teores de manose e de galactose foram inferiores quando comparados aos de outros
tratamentos empregados BPHA e BPP. Além disso, também houve a remocdo de parte da
celulose, visto que o teor de glicose reduziu de 17,12% mol para 14,79% mol. Desse modo,
infere-se que o pré-tratamento alcalino afeta tanto a fracdo hemicelulésica quanto a fracdo
celulosica. Além disso, a associacdo ao banho ultrassénico pode ter potencializado o pré-
tratamento, resultando na remocao parcial dos polissacarideos.

Assim sendo, os resultados obtidos corroboram os de outros estudos, 0s quais mostram
que os principais polissacarideos da borra de café sdo constituidos por manose, galactose,
arabinose e glicose. Dentre esses, 0s majoritarios sdo manose e galactose. Ademais, 0s
tratamentos removeram a lignina e afetaram as por¢Ges monossacaridicas, porém, ndo de

modo severo.

4.2.3 Andlise Colorimétrica

Diante dos variados pré-tratamentos que a borra de café foi submetida, cada amostra
apresentou coloracéo diferente, como mostrado na Figura 12.
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Figura 12- Gravura ilustrativa da borra de café e dos materiais provenientes desta: A =
Borra de café; B= BPP; C= BPHA; D=BHS.

Fonte: elaborado pelo autor.
A cor de um objeto depende da iluminacdo que este é submetido. Além disso, a

percepcdo das cores € um processo psico-visual, sendo assim, a interpretacdo desta é
subjetiva. Portanto, existem variadas técnicas utilizadas para quantificar e descrever a cor dos
materiais (OLIVEIRA, 2006).
No presente estudo, empregou-se o sistema CIE com o uso do espaco de cor CIELAB
(Figura 13).
Figura 13 - Espaco de cor CIELAB.
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Fonte:HunterLab,1983.
Os resultados obtidos para as borras tratadas e ndo tratada foram expressos pelas

coordenadas L*, a* e b*, como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4- Resultados dos parametros L*, b* e a* das amostras de borra, BPP, BPHA,
BHS, e amostras tratadas enzimaticamente.

Amostras L* a¥ b*
Borra 24,45+0,01* 8,53+ 0,07* 10,91+ 0,06
BPP 17,16+ 0,06° 1,86+ 0,10> 0,63+ 0,13°
BPHA 68,98+ 0,30° 8,32+ 0,15* 37,07+ 0,13°
BHS 26,70 £ 0,02¢ 8,14+ 0,05 12,67+ 0,09°

Valores médios * desvio padrdo (n=3).
Médias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam diferenca significativa entre si pelo
Teste de Tukey, a 5% de significancia.
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A coordenada L* indica luminosidade, quanto maior o valor de L* mais claro é o
material, e quanto menor o valor de L*, mais escuro € o material. Desse modo, supde-se que a
amostra mais escura é a BPP visto que esta apresenta menor valor de L*, igual a 17,16. A
amostra BPHA apresenta maior valor de L*, 68,98, apresentando, portanto, coloracdo mais
clara que as demais.

Analisando ndo somente a coordenada L* que indica luminosidade, mas também as
coordenadas cromaticas a* e b*, nota-se que a borra de café sem nenhum tratamento e a BHS
apresentam coloracfes semelhantes. Isto pode ser comprovado pelos valores similares das
coordenadas L*,a* e b*. A BPHA tende a tonalidade amarelada e apresenta coloracdo
moderada. Os valores da coordenada b* explicam essas caracteristicas, visto que valor de b*
esta entre 30-40, e a escala varia de 0-60.

Por sua vez, a borra tratada com permanganato de potassio apresenta valores das
coordenadas a* e b* pequenos, proximos do centro do plano cartesiano, indicando uma

coloragéo escura, tendendo para o preto.

4.2.4 Avaliacdo Morfoldgica por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Uma vez que a borra de café foi submetida a véarios pre-tratamentos, tornou-se
interessante 0 emprego da técnica de microscopia eletrdnica de varredura com intuito de
analisar as mudancas estruturais causadas pelos tratamentos com perdxido de hidrogénio
alcalino, permanganato de sédio alcalino e hidroxido de sodio.

A borra de café é diferente de outros materiais lignocelulésicos em relagdo ao tamanho,
formato e natureza das particulas. Esta apresenta uma estrutura semelhante a uma folha com
poros grandes e ndo fibrilares (BALLESTEROS et al., 2014). Na Figura 14, sdo mostradas as
micrografias da borra sem tratamento e das borras submetidas aos pré-tratamentos, com
ampliacdo de 500 vezes e de 1000 vezes. Analisando as Figuras 14A e 14B, relativas a borra
de café sem tratamento, nota-se uma estrutura com particulas maiores e mais lisas, que
poderia ser recalcitrante ao ataque enzimatico resultando em menor conversdo enzimatica
dessa superficie (SUBHEDAR & GOGATE, 2014).
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Figura 14 - Imagens de microscopia eletronica de varredura: A) Borra de café 500x B)
Borra de café 1000x C) BPP 500x D) BPP 1000x E)BPHA 500x F) BPHA 1000X G) BHS
500x H)BHS 1000x

Fonte: elaborado pelo autor.

No entanto, mudangas morfoldgicas significativas ocorreram apds os tratamentos. Nas
Figuras 14C, 14E, 14G, notam-se particulas menores, principalmente, decorrentes da quebra
da lignina. Analisando as imagens com maior ampliacdo, em 14D, 14F e 14H, percebe-se que

alguns complexos possivelmente de lignina foram condensados na superficie da biomassa,
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formando camadas e pequenas particulas sobrepostas. De acordo com Ravindran et al.
(2017b), o principal efeito dos tratamentos nas estruturas da borra € a reducdo do tamanho.
Essa reducdo pode ser atribuida a remocdo de lignina e hemicelulose, que dificultam a
absorcdo da enzima; e, também, ao efeito de cavitacdo causado pelas ondas ultrassénicas
conjugadas no tratamento do permanganato de potéssio alcalino e hidréxido de soédio
(RAVINDRAN et al., 2017a). Isso mostrou que os pré-tratamentos foram eficientes para
romper e dissolver tanto a lignina quanto algumas regibes amorfas constituidas por
hemicelulose, alterando a estrutura interna da borra de café.

Desse modo, o tratamento com permanganato de potéssio alcalino apresenta maior uma
deposicao na superficie da biomassa, que pode ser lignina bem como o diéxido de manganés
formado pelo uso de permanganato em pH alcalino. O tratamento com perdxido de hidrogénio
alcalinou resultou em particulas pequenas, no entanto o tratamento com hidroxido de sodio foi
0 gque mais reduziu o tamanho das particulas, possivelmente devido a associacdo do banho
ultrassonico.

Em outros estudos, diferentemente da borra de café, as biomassas apresentam estruturas
lamelares, as quais, apds a remocao da lignina e hemicelulose, ocorre distor¢éo de estruturas,
remocdo de fibras, formacdo de superficies porosas, e sdo formadas pequenas superficies
(RAGHAVI et al., 2015; MA et al., 2015; SU et al., 2015).

Portanto, o objetivo dos pré-tratamentos aplicados ndo era apenas deslignificar a
biomassa, mas também aumentar a area superficial disponivel, aumentando a acessibilidade

das enzimas a fracdo de celulose.

4.2.5 Cristalinidade

A difracdo de raio X foi empregada para determinar as por¢des cristalinas e amorfas
presentes nas amostras, bem como analisar as mudangas estruturais causadas pelos pré-

tratamentos. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15 - Difratograma da borra in natura e das borras tratadas.BPHA = Borra de
café tratada com perdxido de hidrogénio alcalino; BHS = Borra de café tratada com
hidroxido de sodio; e BPP= borra de café tratada com permanganato de potéssio
alcalino.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Analisando os resultados obtidos (Figura 15) pela difracdo de Raios X, todas as
amostras foram determinadas ser semi-amorfas com diferentes graus de cristalinidade (SUN
et al., 2014), ilustradas pelas curvas com picos de diferentes amplitudes. Os difratogramas
apresentam o0s picos referentes aos planos cristalinos caracteristicos dos materiais
lignocelul6sicos, entre 0s quais observa-se que a reflexdo (002) é a mais intensa em 22°
referente a celulose do tipo cristalina, e dois picos em 16° (plano 101) e 35-37° (plano 040),
relacionados a parte amorfa presente nas microfibrilas que consiste em hemicelulose, lignina,
pectina e celulose amorfa, com excecao do difratograma relativo a borra de café tratada com
permanganato de potassio alcalino (MIRANDA et al., 2015; MU et al., 2018).

A celulose apresenta regides amorfas e cristalinas. As regides cristalinas s&o
responsaveis pela maior resisténcia da molécula, visto que sdo definidas por interaces de
hidrogénio entre as microfibrilas de celulose, tornando-as menos acessiveis a ataques
quimicos e microbiologicos. Entretanto, ndo sdo todos os polimorfos de celulose que
contribuem para essa caracteristica de cristalinidade. Esses sdo originados de variacfes no
angulo diédrico entre a ligagdo B-(1—4) do anel glicosidico e o grupo hidroximetil exociclico.
Os polimorfos séo classificados de acordo com as caracteristicas estruturais: celulose tipo I,
celulose tipo Il e celulose tipo I1l. A celulose tipo | apresenta cadeias cristalinas, ou seja, a

direcdo das extremidades redutoras e ndo redutoras € a mesma, representando a parcela
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cristalina. A celulose tipo Il, geralmente, é oriunda de processos de mercerizacdo ou
regeneracdo, em que 0s &tomos na posi¢do O6 ficam préximos, resultando em ligagdes de
hidrogénio intra e inter moleculares. Logo, a celulose tipo Il € constituida por duas cadeias
antiparalelas, em que as extremidades redutoras e ndo redutoras se encontram em direcGes
opostas. Ja a celulose tipo Il sdo obtidas quando a celulose tipo | é submetida a tratamentos
com amoOnia ou amina, produzindo cadeias com extremidades paralelas semelhantes a
celulose tipo I, porém, com conformacao tridimensional assim como a celulose tipo 1l (KIM
etal., 2013).

Os indices de cristalinidade calculados para as amostras tratadas e ndo tratadas, de
acordo com Segal et al. (1959), ratificam a mudanca da cristalinidade da estrutura em
conformidade com o pré-tratamento empregado (Tabela 5).

Tabela 5 - Indice de cristalinidade (IC) da borra de café in natura e pré-tratamentos.

Material IC do material (%)
Borra de café in natura 30,62
BPP 26,91
BPHA 34,47
BHS 31,94

A BPP apresentou reflexdo somente no plano (040) em 35°, mostrando ser composta,
majoritariamente, por fracdo amorfa, com indice de cristalinidade igual a 26,91%. Assim
sendo, infere-se que o tratamento com permanganato de potassio alcalino promove o
rompimento das ligacdes de hidrogénio altamente ordenadas nas fibras de celulose cristalina,
resultando na diminuicdo do indice de cristalinidade, de modo semelhante ao observado por
Lee et al. (2009) no pré tratamento da farinha de madeira de bordo (“maple wood”) com
liquido idnico. Além disso, essa remove grande parte da por¢cdo amorfa, como a lignina, uma
vez que os picos relacionados a esta apresentam menor intensidade ou ndo séo evidentes.

Em contrapartida, a BHS apresentou indice de cristalinidade de 31,94%, valor um
pouco superior ao encontrado para borra in natura. Estudos mostram que o tratamento alcalino
na biomassa lignoceluldsica provoca a remocdo da celulose, reduzindo a cristalinidade. No
entanto, concomitantemente, ocorre a remocao significativa da lignina, que é o objetivo do
pré-tratamento, aumentando a concentracdo da fracdo de celulose em relacdo ao conteudo
total das amostras. Assim sendo, o indice de cristalinidade na borra tratada com hidroxido de
sodio alcalino é maior do que na borra sem tratamento (SUBHEDAR & GOGATE, 2014). De
acordo com Mu et al. (2018), o tratamento com NaOH favorece a exposi¢do do hidrogénio da

microfibrila nas superficies cristalinas e ndo cristalinas, resultando em liga¢6es de hidrogénio
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que mantém a regido amorfa préxima da regido cristalina, e assim, aumentando a largura das
microfibrilas celul6sicas cristalinas das paredes celulares.

Por sua vez, o tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino promoveu um aumento
da cristalinidade de 30,62% para 34,47% em relacdo a borra de café sem nenhum tratamento.
Tal resultado também foi constatado por Su et al. (2015) que aplicaram o tratamento com
peroxido de hidrogénio alcalino para fracionamento do material lignoceluldsico da espiga de
milho, no qual o indice de cristalinidade aumentou de 32,1% para 39,3%. Esse aumento da
cristalinidade pode ser atribuido a desordem causada pelo pré-tratamento na estrutura da
microfibrila, removendo os componentes amorfos, como lignina e hemicelulose (SUN et al.,
2014; RAVINDRAN et al., 2017b).

Assim sendo, o pré-tratamento mais efetivo aplicado a borra de café foi o com perdxido
de hidrogénio (PHA), removendo grande quantidade da fracdo amorfa do material,
aumentando assim o indice de cristalinidade do mesmo. Tais resultados ratificam os
resultados obtidos pela anélise do teor de lignina na amostra descrita no item 4.1 (tabela 1),

em que o tratamento com perdxido de hidrogénio removeu 72,49 % de lignina.

4.2.6 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Na Figura 16, sdo mostrados os espectros FT-IR obtidos por amostragem direta da borra
ndo tratada e das amostras BPHA, BHS e BPP, utilizando o acessorio ATR com leitura na
regido de 4000-600 cm™. Estes apresentam absorcdo em bandas caracteristicas de materiais

lignocelul6sicos, as quais variam de acordo com a matéria-prima.
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Figura 16 - Espectros da borra de café e das amostras BPHA, BHS e BPP.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Dentre as bandas vibracionais registradas, pode-se destacar a banda entre 3700-3200
cm, caracteristica de deformacdes axiais de ligagGes O-H, que pode ser associada a presenca
de agua na amostra. Além disso, essa banda pode representar a deformacdo axial da ligacéo
N-H (BARBOSA, 2007). Observa-se no espectro que essa banda é larga e apresenta baixa
intensidade em todas as amostras, logo, infere-se que ha uma umidade residual nestas. No
entanto, a borra ndo tratada apresenta uma banda de maior intensidade quando comparada as
das demais amostras, e a BPHA a de menor intensidade.

Na regido do espectro entre 3000-2800 cm™, verificaram-se duas bandas, 2924 cm™ e
2852 cmt, que correspondem as deformacgdes axiais C-H de carbonos saturados (-CH, -CHa, -
CHs3) de alcanos e grupos alquilas (BARBOSA, 2007). Reis et al. (2016) atribuiram essas
bandas a lipidios saturados e insaturados presentes no café, corroborando o relatado por
Belchior et al. (2016). Esse resultado ratifica o apresentado na tabela 2, em que todas as
borras de café apresentaram um valor significativo de lipidios. Além disso, Mata et al. (2018),
que estudaram a borra de café oriunda da preparagdo da bebida pela industria e em residéncias
para obtencdo de produtos de valor agregado, relataram que o teor de lipidios encontrado em
borras de café varia de 10 a 20%.

Entretanto, a banda em 2852 cm™ pode ser associada as vibracGes de estiramento
assimétrico de C-H do grupo metil (-CHs) da cafeina, visto que essa molécula apresenta trés

grupos metil na estrutura ciclica (Reis et al., 2013). Estudos que utilizaram a técnica FT-IR



68

para a andlise de bebidas contendo cafeina (cha, café, coca-cola), reportaram bandas em
aproximadamente 2852 cm™, que foram usadas para desenvolver modelos para quantificacéo
da cafeina (PARADKAR & IRUDAYARAJ, 2002). Ademais, Cruz et al. (2012)
quantificaram a cafeina em 50 mostras de borra de café provenientes de diferentes cafeterias e
de marcas diferentes, obtendo valores que variaram de 194 a 788 mg por 100 g em base seca.
Assim sendo, infere-se que as amostras analisadas no presente estudo também contém
cafeina.

Em todas as amostras, identificou-se uma banda de absorcdo em 1743 cm™, referente
aos estiramentos axiais C=0, que pode ser atribuida a ésteres e a acidos carboxilicos. De
acordo com Su et al. (2015), que aplicaram o tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino
na espiga de milho para o fracionamento do material lignocelulésico, bandas em 1730-1750
cm representam ligaces éster de hemiceluloses ou complexos de hemiceluloses e lignina. A
banda desta regido do espectro da borra de café apresenta intensidade de absorbancia
significativamente superior as das demais amostras, de forma que se entende que parte desses
compostos, lignina e hemicelulose, foram removidos durante o tratamento das amostras
BPHA, BPP e BHS.

A regido que compreende a faixa de 1600-1700 cm™ estd associada aos acidos
clorogénicos e a cafeina (RIBEIRO et al., 2010). Todas as amostras, incluindo borra de café
in natura, apresentaram uma banda em 1647 cm™. Esta tem maior intensidade na BPP do que
na borra de café sem tratamento, enquanto BPHA e BHS apresentaram bandas com menor
intensidade. A maior intensidade da banda na amostra BPP pode ser justificada pela remocéo
de outros compostos, concentrando a cafeina e os acidos clorogénicos. Ja a menor intensidade
da banda mostra que os tratamentos aplicados provavelmente removeram parte desses
compostos.

As bandas de absor¢do entre 1500-1700 cm™ podem ser atribuidas ao estiramento da
ligagdo C=0 e C-N e, também, a deformacdo angular da ligagdo N-H caracterizando
moléculas de proteinas (BARBOSA, 2007). Dessa forma, as bandas presentes entre 1647 e
1525 cm™ também podem ser devido & presenca de proteina, anteriormente relatada (item
4.2.1).

Segundo Ravindran et al. (2017b), as bandas de absorc¢do entre 1425-1465 cm™ indicam
deformacéo angular na ligagdo C-H da lignina, assim sendo, mudangas nessas regides podem
indicar degradacdo ou remocdo desta. Observando o espectro obtido, nota-se que somente a
borra de café apresenta banda em 1456 cm™. Logo, deduz-se que os pré-tratamentos aplicados

na borra de café foram capazes de degradar significativamente a lignina.
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Além disso, encontra-se a banda em 1373 cm?, de baixa intensidade, que é
caracteristica de vibraces C-H de celulose e hemicelulose, as quais geralmente estdo
presentes em torno de 1374 cm™® (PANDEY & THEAGARAJAN, 1997). Analisando os
espectros, percebe-se que o pré-tratamento com hidréxido de sdédio afetou consideravelmente
as ligagdes C-H de celulose e hemicelulose, provavelmente devido a remocdo de
hemicelulose, corroborando os resultados encontrados nas anélises de agUcares neutros (tabela
3).

De acordo com Reis et al. (2016), a regido que compreende 1450-1100 cm™, também
pode ser atribuida a &cidos clorogénicos, como o &cido quinico e o &cido cinamico,
principalmente pela deformacéo angular da ligacdo O-H e da ligacéo éter C-O-C.

Diferentemente dos acidos clorogénicos, dos lipidios e das proteinas, os carboidratos
absorvem, majoritariamente, na regido de 1500-700 cm™ (REIS et al., 2016), assim sendo, é
esperado que essa faixa do espectro modifique de acordo com cada pré-tratamento aplicado.
Dentro dessa faixa de absorgdo, encontra-se a regido fingerprint (1500-800 cm™)
(ZARRINBAKHSH et al., 2016). As bandas de absorcdo presentes nessa regido sdo
representadas por vibragdes das ligacdes C-H, C-O e C-N (KIZIL et al., 2002).

As bandas entre 1200-950 cm™ séo caracteristicas de vibragdes da ligagdo C-O-H, como
as ligagdes glicosidicas. Conforme Figueiro et al. (2004), essas podem ser associadas a
presenca de galactomananas. A banda de absor¢do em torno de 1035 cm™ indica vibragéo das
ligacbes C-O, C=0 e C-C-O, que sdo caracteristicas da ligacao entre polissacarideos e lignina.
Nota-se, nos espectros, que a borra de café apresenta banda de maior intensidade nessa regiao,
seguida pela banda da BPHA, BHS e BPP. Esse resultado mostra que todos o0s pré-
promoveram a quebra entre as ligacGes lignina e polissacarideos (Ravindran et al., 2017b).

Bandas presentes entre 1000-1200 cm® representam regides de celulose (Raghavi et al.,
2016), como ligagBes O-H de celulose e hemicelulose (1200 cm™) e estiramento das ligaces
assimétricas C-O-C de celulose e hemicelulose (1160 cm™) (Xu et al., 2013). A notavel
reducdo da banda nas amostras tratadas em relacdo a borra de café in natura pode ser atribuida
a quebra das ligac6es de hidrogénio entre celulose e hemicelulose (Ravindran et al., 2017a).
Dessa forma, nota-se que a banda presente no espectro, em aproximadamente, 1156 cm™ é
maior para borra de café in natura, seguida pela BPP, BPHA e BHS. Esse dado mostra que,
apesar do tratamento com permanganato de potassio ter atuado efetivamente nas ligacoes
entre lignina e polissacarideo, foi o que menos degradou hemicelulose e celulose. E o

tratamento com hidroxido de sédio, além de atuar nas ligagdes entre lignina e polissacarideos,
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também atingiu as ligacbes hemicelulose e celulose, provocando a perda parcial dos
polissacarideos.

Por sua vez, a regido (950-700 cm™), em torno 875 cm™ apresenta uma banda de
absorcéo relativa a ligacdo glicosidica de hemicelulose (Xu et al., 2013), a qual no espectro
encontra-se em 871 cm™com maior intensidade para borra sem tratamento, seguida pela
BPHA, com valores iguais para BPP e BHS. Assim sendo, fica demonstrado que o tratamento
BPHA preserva mais as ligagdes glicosidicas entre as hemiceluloses do que os demais pré-
tratamentos aplicados. De acordo com Ballesteros et al. (2017), que analisaram
polissacarideos extraidos da borra de café por FT-IR, a presenca de ligagdes B-glicosidicas e
a-glicosidicas oriundas de unidades de P-D-manopiranose ¢ a-D-galactopiranose, implica
bandas de absorgdo em 884 e 778 cm, as quais foram observadas nos espectros em torno de
871 e 810 cm™. Apds 800 cm?, ocorre a sobreposicdo de bandas dificultando a atribuicdo de
um componente especifico a cada banda de absorgé&o.

Por conseguinte, os tratamentos aplicados na borra de café influenciaram na composicao
desta, principalmente, na fracdo amorfa. Apesar do item 4.1 ter mostrado que o BPHA contém
menor quantidade de lignina insollvel, infere-se que o tratamento com peroxido de
hidrogénio alcalino ndo afetou tanto o contedo de celulose e hemicelulose presente na borra
quanto os tratamentos com hidréxido de s6dio e com permanganato de potassio.

4.2.7 Andlise Termogravimétrica (TGA)

As curvas de TGA, apresentadas na Figura 17, demonstram a perda de massa da borra
de café e das amostras submetidas a diferentes tratamentos em funcdo da temperatura. Para tal
analise, a borra de café e as amostras BPHA, BHS e BPP foram expostas a aquecimento até
580°C, sob atmosfera de nitrogénio.

Observando as curvas de TGA (Figura 17), é notério que a borra de café in natura
apresentou comportamento diferente das amostras tratadas, sendo que a BPHA e a BHS se
comportaram de forma semelhante e a BPP destoou das demais amostras tratadas e da borra

de café ndo tratada. Esse comportamento foi confirmado pelas curvas de DTG (Figura 18).



71

Figura 17 - Curvas de TGA das amostras de borra de café, BPHA, BHS e BPP.
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Figura 18 - Curvas de DTG das amostras de borra de café, BPHA, BHS e BPP.
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Os dados extraidos das curvas de TGA e DTG se encontram dispostos na Tabela 6.
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Tabela 6- Dados das curvas TGA e DTG das amostras de borra de café, BPHA, BHS e
BPP.

Grupo Estagio Temp.(°C) Perda de Residuo (%0) Picos
massa (%0) relacionados
as perdas
DTG (°C)
Borra de café 1° 32,85-114,13 7,50 67,20
20 114,13-355,50 46,96 23,71 313,02
3° 355,50-379,72 21,83 346,71
BPHA 1° 32,06-125,43 9,84 63,86
20 125,43-325,23 44,08 2302 294,37
3° 325,23-369,08 7,77 ’ 358,40
40 369,08-579,72 15,29 481,17
BHS 1° 31,95-125,17 11,87 67,20
20 125,17-329,30 40,51 22,19 292,70
3° 329,30-380,79 9,95 375,10
40 380,79-578,85 15,48 466,14
BPP 1° 32,04-119,12 9,37 67,20
20 119,12-355,69 26,37 43,21 291,03
3° 355,69-579,68 21,05 437,46

A borra de café apresentou uma curva com trés estagios de perda de massa bem
definidos (Figura 18). Inicialmente, observa-se perda de massa de 7,50% na faixa de 32,85-
114,13°C que pode ser associada a perda de dgua e materiais volateis contidos na borra de
café. O segundo estagio encontra-se entre 114,13-355,50°C com perda de massa de 46,96%,
devido as reacdes de despolimerizacdo e decomposi¢do dos polissacarideos e de alguns 6leos
(BALLESTEROS et al., 2014). No ultimo estagio, a degradacdo inicia em 355,50°C até
aproximadamente a temperatura final, com perda de massa de 21,83%, associada a
degradacédo da lignina (ZHANG et al., 2014). A temperatura final da analise foi 580°C, e a
massa restante de borra de café correspondeu a 23,71% da massa inicial.

A degradacdo da BPHA e BHS resultou em curvas de perda de massa bem semelhantes
com quatro estagios, descritos na Tabela 6. No primeiro estagio, a perda de massa é resultante
da desidratacdo das amostras, equivalente a 9-12% de massa. No estagio seguinte, ocorre a
maior parte da perda de massa resultante de reacdes de despolimerizagdo da hemicelulose,
entre 125-330°C (GARCIA-GARCIA et al., 2015). A BPHA apresentou uma perda de
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44,08%, e a BHS a perda de massa foi de 40,51%. O terceiro estagio que ocorre entre 325-
380°C ¢ caracterizado pela degradagio de celulose (GARCIA-GARCIA et al., 2015), no qual
a perda de massa da BPHA foi de 7,77% e da BHS de 9,95%. No quarto e ultimo estagio, a
BPHA perdeu 15,29% de massa, ao passo que a BHS perdeu 15,48% de massa, devido
principalmente a degradacdo da lignina (GARCIA-GARCIA et al., 2015). Em torno de
580°C, restaram 23,17 % da BPHA e 22,19% da BHS (Tabela 6). Esse perfil de curva TGA
foi encontrado por Tarazona (2017) para a borra de café tratada com peroxido de hidrogénio
alcalino.

A hemicelulose é mais susceptivel a degradacdo térmica que a celulose e a lignina por
ser composta por uma estrutura amorfa e rica em ramificagdes. Em contrapartida, a celulose é
constituida por uma longa cadeia polimérica de glicose, sem muitas ramificacdes, sendo mais
resistente. Por sua vez, a lignina é formada por anéis aroméaticos com varias ramificacdes. Os
anéis aromaticos a tornam mais resistente, no entanto, as inumeras ramificacfes ampliam a
faixa de degradacéo desta molécula devido a diferentes tipos de ligacBes quimicas (YANG et
al., 2007).

A curva de degradacdo de BPP, diferentemente das anteriores, apresenta trés estagios
pouco definidos (Figura 18). No primeiro estagio, verifica-se a perda de 9,37% de massa,
correspondendo a evaporagdo de agua e volateis. No segundo estagio, que compreende a faixa
de temperaturas de 119,12 a 355,69°C, a perda de massa foi de 26,37%, atribuida a
decomposicdo da holocelulose (celulose e hemicelulose). No Gltimo estagio, a perda de massa
foi 21,05% em 355,69 a 579,68°C, resultante da quebra da lignina. A massa residual foi de
43,12% (Tabela 6).

Comparando todas as amostras, nota-se que a borra de café apresentou menor perda de
massa no primeiro estagio, associada a desidratacdo, 7,5% enquanto nas demais amostras
foram de 9-12% (Tabela 6). Esses resultados podem ser atribuidos a vulnerabilidade das
particulas, visto que as amostras submetidas aos pré-tratamentos apresentam a estrutura
lignocelulosica degradada devido a remocédo parcial da lignina e de outros componentes
amorfos (BELTRAMI et al.,, 2014). Além disso, no segundo estagio, € observado o
deslocamento das curvas das amostras BPHA, BHS e BPP em aproximadamente 20°C para
esquerda. Esse deslocamento é mais facilmente visualizado quando analisado os dados
obtidos por DTG, em que a borra de café apresenta o pico de maior intensidade na
temperatura de 313°C enquanto nas amostras tratadas o pico é localizado na faixa de
temperaturas de 290-295°C (Tabela 6). De acordo com Zhang et al. (2014), materiais

lignocelulosicos néo tratados contém celulose tipo I, com estrutura cristalina. Quando esses
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materiais sdo submetidos a tratamentos quimicos, a celulose é transformada em uma
associacéo de celulose tipo 1l e celulose amorfa (KIM et al., 2013). As estruturas amorfas sdo
mais facilmente degradadas do que as estruturas cristalinas (BALLESTEROS et al., 2014).
Assim sendo, os materiais lignocelulésicos tratados sdo degradados em temperaturas menores,
e 0 pico de maxima intensidade se desloca para menor temperatura, como foi observado no
presente estudo.

Também foi constatado que o Ultimo estadgio das amostras tratadas (BPHA, BHS e
BPP), entre 350-580°C (Tabela 6), associado a degradacdo da lignina, apresentou uma
reducdo consideravel em relacdo a borra de café sem tratamento, o que era esperado
considerando o objetivo dos pré-tratamentos aplicados (APRELINI, 2016). Esse resultado
corrobora o encontrado na determinacdo de lignina, em que a BPHA apresenta menor teor de
lignina.

O comportamento diferente apresentado pela BPP pode ser justificado pelo contetido de
matéria organica. A borra de café e as amostras BPHA e BHS contém maior quantidade de
matéria organica, fazendo com que essa seja facilmente decomposta em altas temperaturas,
por isso ocorre grande perda de massano segundo estagio (GETACHEW et al., 2018).
Quando a borra é tratada com permanganato de potéssio, a reacdo é dada em pH entre 11 e 12,
promovendo a formacao de outros compostos oriundos do ion permanganato como Mn (IV) e
Mn (VI11). Além disso, pode formar o composto marrom MnO(OH)2 proveniente da oxidacdo
do Mn(OH)2 (ROCHA e AFONSO, 2012). Dessa forma, a BPP ndo é constituida somente de
matéria organica o que leva a maior resisténcia a degradacdo térmica, justificando a menor
perda de massa no segundo estagio (Tabela 6).

Diante dos resultados obtidos nas analises, nota-se que o tratamento com perdéxido de
hidrogénio (PHA) foi o que removeu a lignina, reduzindo a recalcitrancia do material
lignocelulésico, sem afetar significativamente a fracdo hemicelulésica. O tratamento com
hidroxido de sodio (HS) apresentou um rendimento intermediario, no entanto afetou
consideravelmente os polissacarideos. Por sua vez, o tratamento com permanganato de
potédssio (PP), alcancou um alto rendimento devido a deposi¢cdo de outros compostos, e
degradou grande parte da matéria organica. Assim sendo, a BPHA foi submetida ao
tratamento enzimatico, com o intuito de remover a celulose, de modo a se obter uma fracéo

composta predominantemente por galactomananas.
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4.3 Hidrélise Enziméatica

Conforme descrito anteriormente (item 3.4), o estudo da hidrolise enzimatica foi
realizado em duas etapas: a primeira etapa consistiu em testes para avaliar o efeito de trés
tratamentos precedente a adicdo de enzima, objetivando maior atividade enzimatica e
aumento da remocao da celulose; e, na segunda etapa, foi verificado qual o melhor tempo de
incubagdo em que ocorreria a maior remog¢ao de celulose. Para determinar a quantidade de
acucares hidrolisados em cada etapa, foi empregado o método colorimétrico fenol-sulfurico.

Na hidrolise enzimatica, assim como para os testes, foram utilizados frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL da solucdo tampao de citrato de sédio 50 mM (pH
4,8) e 5% m/v de amostra, os quais foram esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos.

A enzima utilizada neste estudo foi oriunda do microrganismo 7richoderma reesei
ATCC 26921 com atividade enzimatica de 46,25 unidades por papel de filtro (FPU) mL. A
cellulase do Trichoderma reesei ¢ um complexo enzimatico amplamente utilizado, que possui
uma quantidade substancial de B-glicosidase (HALDAR et al., 2018).

Os tratamentos precedentes a adicdo da enzima foram identificados de acordo com o
Quadro 4, para facilitar a compreensao.

Quadro 4 - Codificagdo e descricdo dos tratamentos precedentes a hidrolise enzimatica.

Tratamento Sigla
Aplicagao do banho ultrassonico (UniqueUSC-716504) US
durante 55 minutos na frequéncia de 25 kHz, 150 W.
Aplicagao do forno micro-ondas na poténcia 800W, MW
durante 60 segundos.
Aplicacdo da autoclave durante 20 minutos com frasco AC
Erlenmeyer aberto, com pressdo latm e temperatura
120°C.

Analisando os resultados (Tabela 7) relativos aos tratamentos descritos no Quadro 4,
nota-se que a remogado de acucares foi maior quando se utilizou o banho ultrassonico (US)
durante 55 minutos, visto que a quantidade de acucar encontrado no sobrenadante foi de
133,08 mg/mL. Esse resultado ndo foi significativamente diferente do encontrado para a AC,
no entanto foi diferente do tratamento com MW. Assim sendo, a melhoria da hidrolise

enzimatica poderia ser alcancada com os tratamentos US e AC.
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Tabela 7 - Analise de tratamentos precedentes a hidrolise enzimatica.

Amostra Concentracéo de glicose ajustada (ug/mL)
Padrdo 80,48 £ 2,12%
AC 117,00 +8,66°¢
us 133,08 + 8,06"
MW 104,00 £ 13,50%¢

Valores médios * desvio padrdo (n=3).
Meédias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam diferenca significativa entre si pelo
Teste de Tukey, a 5% de significancia.

No tratamento com banho ultrassénico, ocorre a formacéo e o crescimento de pequenas
bolhas em liquidos, que colapsam e induzem efeitos mecénicos, como divisdo das moléculas
em fragmentos menores e reducdo do tamanho das particulas. A formagdo dessas bolhas é
justificada pelas flutuacbes de pressdo e cavitacdo acustica (TABASSO et al., 2015). Esse
tratamento quando conjugado a outro € atrativo visto que reduz o tempo de reacdo por
acelerar a transferéncia de massa (ADULKAR & RATHOD, 2014). Atualmente, tal
tratamento é utilizado em inimeros estudos que aplicam a hidrélise enzimatica, ja que as
ondas do ultrassom alteram a estrutura da matéria prima, promovendo a ruptura de ligacGes de
hidrogénio e interacdes hidrofébicas (CHEN et al., 2011).

De forma semelhante, o tratamento térmico associado a altas pressdes aumenta o
rendimento da hidrélise enzimatica da biomassa devido a quebra da estrutura quimica, assim
como promove a solubilizacdo de compostos, como compostos fenolicos, 6leos e proteinas
(RAVINDRAN et al., 2017b). Nesse pré-tratamento, o substrato é exposto a alta temperatura
e pressdo (121°C, 1 atm) durante certo tempo, e, subsequentemente, quando o vapor é
expelido acompanhado da reducdo brusca de pressdo, ocorre a ruptura de células
(ONUMAEGBU et al., 2018). No entanto, esse tratamento ndo apresenta resultados
significativos quando comparado com a explosdo a vapor que envolve temperaturas
superiores a 200°C. Dessa forma, o resultado intermediario obtido no presente estudo pode ser
justificado pelo tratamento térmico a vapor ter sido realizado em autoclave com temperatura
de 121°C (CHIYANZY et al., 2015).

O tratamento com micro-ondas, diferentemente dos anteriores, baseia-se na
transferéncia volumétrica de calor ocasionada pela interacdo entre o substrato aquecido e o
campo eletromagnético aplicado. Quando tal método é aplicado em materiais
lignocelulosicos, este atua na parte mais polar criando regides quentes com materiais ndo

homogéneos. Dessa forma, ocorre uma “explosdo” causando o rompimento de estruturas,
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principalmente, as recalcitrantes da fragdo lignocelulésica (HU & WEN, 2008). A irradiacéo
por micro-ondas tem sido amplamente utilizada por ser uma técnica réapida, de fécil operacédo
e promove um aquecimento eficiente. Além disso, pode ser conjugada a outras reacées, como
enzimaticas e quimicas, resultando em maior rendimento destas (ZHU et al., 2006).

De acordo com McMillanet al. (2013), micro-ondas € uma técnica efetiva e rapida para
promover a ruptura de células quando comparada a outros métodos. Corroborando esse dado,
Koberget et al. (2011) compararam os efeitos do micro-ondas com os do ultrassom como pré-
tratamentos na producdo de lipidios a partir de microalgas (Nannochloropsis), em que o
ultrassom foi empregado em uma frequéncia de 20kHz por 5 minutos, e o micro-ondas na
frequéncia de 2,45 GHz por 5 minutos. Os resultados mostraram que rendimento obtido apds
tratamento com micro-ondas foi o dobro quando comparado com o do banho ultrassénico. De
maneira semelhante, Zheng et al. (2014) compararam cinco pré-tratamentos na producdo de
biodiesel: autoclave a 125°C com pressao 1,5 MPa por 5 minutos; forno micro-ondas a 100°C
com frequéncia de 2450 MHz por 5 minutos; beadbeating com diametro de 0,1 mm e
velocidade de 2800 rpm por 5 minutos; banho ultrassénico com frequéncia 10KHz por 5
minutos; e chogue osmético usando solucdo NaCl 10% com vortex por um minuto, mantido
por 48 horas. Os resultados mostraram que o maior rendimento foi obtido com o forno micro-
ondas.

No entanto, Hu & Wen (2008) citam que o0 micro-ondas aumenta a digestdo da
hemicelulose presente na biomassa proveniente de gramineas. E Kumar et al. (2009)
estudaram varios pré-tratamentos para biomassa lignocelulésica, mostrando que tratamentos
como explosdo a vapor ou semelhantes podem provocar a degradacdo da hemicelulose e
transformacéo da lignina.

Logo, esses estudos mostram que o forno micro-ondas é a técnica mais eficiente diante
de todos os tratamentos, aumentando o acesso a celulose e gerando melhores rendimentos na
hidrélise enzimatica. Porém, para que seja eficaz esse deve ser realizado em temperaturas
superiores a 160°C (CHEN et al., 2017).

Os materiais lignocelul6sicos sdo matrizes complexas, apresentando enorme diversidade
de constituicdo, estrutura e que podem variar de acordo com a origem, espécie, local de
cultivo, dentre outros fatores. Essa estrutura heterogénea € um dos principais fatores que
influenciam nas reagdes decorrentes dos pre-tratamentos, gerando resultados diferentes em
cada matriz (CHEN et al., 2017). Além disso, as condi¢cBes empregadas nos pre-tratamentos
como temperatura, tempo, pressao intervém nos resultados, e essas devem ser estipuladas de

acordo com o objetivo final especifico de cada estudo, visto que, dependendo da condigé&o,
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pode-se degradar os polissacarideos, promover a quebra de ligagdes ou degenerar compostos
ativos.

Portanto, no presente estudo, o tratamento com banho ultrassénico apresentou melhores
resultados, com melhores beneficios para os procedimentos posteriores, em que o intuito era
preservar a matriz hemicelul6sica. De acordo com Lee et al. (2010), o ultrassom é um método
pouco efetivo, causando pouca ruptura das celulas quando comparado com outros métodos,
todavia, conserva a estrutura dos polissacarideos mais susceptiveis como a hemicelulose.

Assim como € importante associar um pré-tratamento a hidrolise enzimatica para
aumentar o rendimento, também sdo necessarias condigdes Otimas da reacdo como pH,
atividade enzimaética, concentracdo do substrato, temperatura e o tempo de incubacédo
(LACERDA, 2012).

Para isso, investigou-se o tempo que resultava em maior rendimento, retirando aliquotas
apos 24, 48, 72 e 120 horas de incubagdo. Os resultados sdo expostos na Figura 19.
Analisando tal Figura, pela inclinagdo da curva de concentracdo de agUcares por tempo,
percebe-se que a taxa de hidrdlise no periodo inicial foi alta, aumentando ainda mais apds 48
horas. Na fase inicial da hidrolise, a menor concentracdo de agucares solUveis oferece menor
competicdo com o substrato, justificando a maior taxa de hidrolise (SINGH et al., 2019).

De acordo com Ryu& Lee (1986), a alta taxa inicial de hidrolise é proporcional a
quantidade de enzima absorvida. No caso de materiais lignocelul6sicos, essa absorcao esta
relacionada com a cristalinidade da celulose, quanto menor a quantidade de celulose
cristalina, maior é a absorcdo da enzima. Dessa forma, é necessaria menor concentracao de
enzima para alcancar altas taxas de hidrolise, e a concentracdo 6tima da enzima deve ser
determinada, com base no grau de cristalinidade, a fonte do material lignocelulésico e a

concentracdo no substrato de celulose.
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Figura 19 - Curva de concentracéo de glicose por tempo de incubacédo (horas).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Além disso, nota-se que, ap6s 72 horas de incubacdo, houve uma reducdo da taxa de
hidrolise. Essa reducdo pode ser atribuida a inimeros fatores, como a transformacdo da
estrutura da celulose em uma forma mais resistente ao ataque enzimatico, a inibicdo da
enzima devido a produtos da hidrélise e a diminuicdo da extensdo da enzima adsorvida (LEE
&FAN, 1983).

A transformacdo da celulose na forma estruturalmente menos digerivel pode ser
explicada por mudancas no indice de cristalinidade e na area superficial, mas também pode
ser atribuida a acessibilidade a area superficial (grau de ramificagdo da molécula) e ao grau de
polimerizacdo da molécula. Lee & Fan (1983) observaram que o indice de cristalinidade
aumentou ap6s 72 horas de hidrolise. Esse aumento mostrou que a enzima celulase degrada
facilmente a regido amorfa. Assim sendo, a medida que a cristalinidade aumenta, a celulose
torna-se cada vez mais resistente a hidrolise.

Fora as transformacbes que ocorrem na estrutura das moléculas de celulose, a
degradacdo desta pela acdo do complexo enzimatico gera oligossacarideos (formados por
poucas unidades de glicose), glicose livre e celobiose, devido a a¢do de cada tipo de enzima
celulésica em uma parte da molécula de celulose (ZANCHETTA, 2012). Apesar de serem
produtos da hidrolise enzimatica, a glicose e a celobiose apresentam efeito inibitdrio
significativo a esta reagdo, diminuindo a taxa de hidrélise com o aumento do tempo de
incubacédo (LEE &FAN, 1983).
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Durante a hidrolise enzimatica também pode ocorrer a agregacdo enzimatica, resultando
no aumento da inibicdo da difusdo do substrato, e assim levando a saturacdo da taxa de reacdo
(NOMAN et al., 2018). Logo, a digestdo da celulose na hidrolise enzimatica ocorre devido a
adsorcdo (do tipo quimiossorcdo) da enzima nas particulas de celulose, e esses fatores
desativam a enzima adsorvida ou dificultam essa adsor¢do, diminuindo a taxa de hidrélise
(LEE & FAN, 1983).

Por ultimo, foi observado no grafico que o maior rendimento foi obtido com 72 horas de
incubacdo, sendo a concentracdo de glicose na solucdo trés vezes maior que o valor inicial da
solucdo sem acdo enzimatica.

Yang et al. (2015), com o objetivo de remover a celulose da casca de carvalho Quercus
acutissima, realizaram a hidrélise enzimatica e também obtiveram maiores quantidades de
glicose e xilose com 72 horas de hidrolise. Todavia, com 24 horas de reacdo, 90% de glicose e
xilose ja haviam sido liberados. O estudo desenvolvido por Dotsenkoet al. (2018), em que
analisaram a acdo da celulase mutante na hidrélise enzimatica em celulose microcristalina e
na madeira da arvore alamo-trémulo, corrobora os resultados citados anteriormente, atingindo
maior concentracdo de glicose com 72 horas de reagdo. Assim como os demais, Nitsos et al.
(2019) obtiveram maior concentragdo de glicose com 72 horas de hidrdlise enzimatica,
realizada na biomassa lignocelulésica oriunda da planta Fagus submetida a diferentes pré-
tratamentos.

Esses resultados indicam que a hidrélise enzimatica realizada em biomassa
lignocelulésica apresenta maior velocidade até 24 horas de incubacdo, mas a remoc¢do de
celulose continua ocorrendo até 72 horas de incubagdo alcangando o rendimento maximo, e
apos isso, a reacdo reduz ou se mantém constante. No entanto, os resultados podem variar,
visto que a hidrdlise enzimatica é influenciada por inimeros fatores, como concentracao e
caracteristicas estruturais do substrato que consiste em teor de lignina, cristalinidade, grau de
polimerizacdo, &rea superficial; concentracdo e natureza das enzimas, bem como seus
mecanismos e interacles; e condi¢bes da reagdo como pH, temperatura e agitacdo (PRATTO
etal., 2016).

4.4 Caracterizagdo da Fracdo Rica em Galactomananas

4.4.1 Determinagéo e Quantificacdo dos Monossacarideos

Os resultados obtidos para determinacdo e quantificacdo de monossacarideos foram

apresentados na Tabela 8.
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A borra tratada com perdxido de hidrogénio alcalino e submetida a hidrdlise enzimética
foi identificada por BPHAE.

Tabela 8 - Concentracéo de monossacarideos na BPHA e BPHAE em funcéo do tempo
de hidrolise enzimatica.

TRATAMENTO ENZIMATICO

Celobiose Glicose Manose Galactose  Arabinose
AMOSTRA  (g/100g) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009)
BPHA 4,54 25,74 37,17 16,90 15,66
T 24h 9,95 22,54 36,49 15,58 15,43
T 48h 16,63 21,40 33,41 14,28 14,28
T 72h 16,28 20,51 34,13 14,59 14,49
T 120h 13,00 24,36 33,32 14,24 15,07

Analisando a concentragdo dos monossacarideos nas amostras apds diferentes tempos
de hidrélise enzimatica (24, 48, 72 e 120 horas), nota-se que a menor concentracao de glicose
foi alcancada em 72 horas de hidrolise, com remocéo de 20,32% quando comparado com a
amostra sem tratamento enzimatico (BPHA), corroborando os resultados apresentados no item
4.3. No entanto, infere-se que,em 72 horas de hidrélise, ocorre maior quebra da celulose,
resultando em um aumento consideravelmente na concentracéo de celobiose.

Embora o tratamento enzimético durante 24 horas ndo foi 0 mais eficiente, removendo
em torno de 12% de celulose, este resultou em maior quantidade de manose e galactose,
préxima da quantidade inicial da BPHA, que séo os principais monossacarideos constituintes
da galactomananas. Como um dos objetivos do trabalho era obter uma fragdo
predominantemente composta por galactomananas, escolheu-se o tratamento enzimatico
durante 24 horas.

Apos a definicdo dos pardmetros adotados antes e durante o tratamento enzimatico, de
acordo com os objetivos do estudo, estes foram aplicados na borra tratada com perdxido de
hidrogénio alcalino, obtendo a fracdo denominada BPHAE, que apresentou 7,73g/100g de
celobiose, 8,819/100g de glicose, 60,959/100g de manose, 17,279/100g de galactose e
5,25g9/100g de arabinose. Comparando as fracbes BPHA e BPHAE, nota-se que a combinacao
do tratamento enzimatico com a pré etapa, na qual utilizou-se o banho ultrassonico durante 55
minutos, resultou em alta remocgdo de celulose, equivalente a 66%. Essa remocdo foi
interpretada pelo aumento da concentracdo de unidades de celobiose e reducdo das unidades
de glicose, visto que a maior parte da glicose permaneceu no sobrenadante.

A enzima aplicada no atual estudo € um conjunto de enzimas que atuam na celulose:
endoglucanase (EC 3.2.1.4), celobiohidrolase (EC 3.2.1.176) e a B-glicosidase (EC 3.2.1.21).
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A endoglucanase atua nas porc¢des amorfas da celulose, quebrando aleatoriamente as ligagdes
glicosidicas, produzindo oligossacarideos com diferentes graus de polimerizacdo. A
celobiohidrolase quebra a celulose em celobiose. E, por dltimo, a B-glicosidase age nos
terminais ndo redutores removendo unidades de glicose e também nas celobioses quebrando-
as e formando mais unidades de glicose (Maitan-Alfenas et al., 2015).

Segundo Holtzapple et al. (1990) a celobiose é o principal produto desse sistema de
enzimas e esta € considerada um inibidor das enzimas celulases. Varios estudos relatam que,
assim como as unidades de celobiose atuam como inibidores, as unidades de glicose e xilose
também (GONZALES et al., 1989, ZHANG et al., 2012). No entanto, a celulase oriunda do
microrganismo Trichoderma reseei é predominantemente inibida por unidades de celobiose.
Os monossacarideos se ligam a sitios regulatorios (alostéricos) na enzima, promovendo uma
mudanca conformacional na enzima e alterando as propriedades cataliticas, desse modo,
inibindo-as de forma ndo competitiva (HOLTZAPPLE et al., 1990).

Com a remocdo da celulose, as concentragdes de manose e galactose se tornam maior
em relacdo ao contetdo total de monossacarideos. Além disso, houve uma alteracdo na
concentracdo de arabinose, provavelmente devido a acdo do banho ultrassénico. De acordo
com Simdes et al. (2014), as arabinogalactanas sdo mais suscetiveis a tratamentos térmicos e
quimicos dentre os polissacarideos presentes na borra do café, e essas sdo compostas por
unidades de galactose e arabinose. A desramificacdo das arabinogalactanas ocorre
rapidamente diante de uma hidrolise (OOSTERVELD et al., 2003), sendo intensificada com

auxilio de tratamentos fisico-quimicos.

4.4.2 Cristalinidade

A andlise de difracdo de raios-X foi realizada com o intuito de determinar as
modificacbes ocorridas nas por¢des cristalinas e amorfa da borra tratada com peréxido de
hidrogénio apds hidrdlise enzimética. O resultado obtido é apresentado na Figura 20.
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Figura 20 - Difratograma da borra BPHA = Borra de café tratada com perdxido de
hidrogénio alcalino; e da BPHAE = Borra de café tratada com peroxido de hidrogénio e
submetida ao tratamento enzimatico.

——— BPHAe

3000 - ——BPHA
(002)
\ (040)
(101) /'L-‘Mr
1 N ’-‘w’ l
2000 - N\ ‘i "
/ W St
/«? S M’\
= ra
) o
§ =~ (002)
S 1000 A
2] (101) (040)
Q
€
04
1 T 1
0 20 40 60

20

Fonte: elaborado pelo autor.

Os difratogramas apresentam trés picos com reflexdo (002) em 22° referente a celulose
do tipo cristalina, e outros dois picos em 16° (plano 101) e em 35-37° (plano 040), os quais
sdo referentes a parte amorfa presente nas microfibrilas que consiste em hemicelulose,
lignina, pectina e celulose amorfa (MIRANDA et al., 2015; MU et al., 2018), como citado no
item 4.2.5.

Os resultados mostram que o tratamento enzimatico afetou o grau de cristalinidade. As
duas borras apresentaram o pico em torno de 16°, com intensidade bem préxima. No entanto,
0 pico em 22° relativo a celulose cristalina € maior na amostra tratada enzimaticamente. As
enzimas celulase atuam primeiramente nas partes amorfas da celulose, que sdo mais
facilmente hidrolisadas (ZHANG & LYND, 1988; SUN et al., 2016). Essas fazem com que a
celulose cristalina fique mais exposta, porém, dependendo da enzima que se esta utilizando, a
atividade enzimatica da mesma pode ser influenciada pela presenca de celulose cristalina. Por
exemplo, a enzima celobiohidrolase presente no complexo enzimatico proveniente do
microrganismo Trichoderma reseei, em contato com celulose cristalina, reduz a atividade
enzimatica em até 70% (BELDMAN et al., 1988). Por isso, a amostra BPHAE apresenta
maior quantidade de celulose cristalina que celulose amorfa, resultando em um pico de maior
intensidade em 22°. Além disso, observa-se o aumento da intensidade no pico (040) com 26

entre 35-37° graus. Esse aumento se deve a remocgdo da celulose, concentrando outros
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componentes na borra como a fracdo hemicelul6sica, que € formado por unidades de
galactose e manose.

Embora o pico em 22° foi maior para BPHAE que para BPHA, o indice de
cristalinidade (IC), calculado de acordo com Segal et al. (1959) (Tabela 9), mostra que a
amostra BPHA é mais cristalina que a BPHAE. Portanto, conclui-se que a hidrolise
enzimética remove majoritariamente a celulose amorfa, porém, também age sobre a celulose
cristalina. Isso indica que hidrdlise enzimatica foi efetiva, removendo parte da celulose e,
consequentemente, aumentando a concentracdo da fracdo hemicelulésica, que é considerado o
contetdo amorfo majoritéario da borra de café.

Tabela 9 - Indice de cristalinidade da borra de café tratada com perdxido de hidrogénio
alcalino (BPHA) e ap0s o tratamento enzimatico (BPHAE).

Material IC do material (%)
BPHA 34,47
BPHAE 29,34

4.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Na Figura 21, sdo mostrados os espectros obtidos da anélise da fracdo rica em

galactomananas das amostras de BPHA e de BPHA enzimaticamente hidrolisada.
Figura 21 - Espectro FT-IR das amostras BPHA e BPHAE.
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A banda entre 3600-3000 cm™ ¢ referente a vibragdes da ligacdo O-H. Segundo Yang et

al. (2007), que analisaram isoladamente a celulose, hemicelulose e lignina, a maior
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intensidade nessa regido foi obtida para celulose. Posteriormente, o espectro apresenta duas
bandas, uma em 2920 cm™ e 2850 cm™, relativas a vibragdo simétrica e assimétrica da ligagdo
C-H de CH, CH. e CHs de alcanos e alquilas (MENDES et al., 2017), que pode ser
relacionada juntamente com a banda em torno de 1017 cm? (C-OH) a celulose
(THIAGAMANI et al., 2017). Nessas trés regides, as bandas da BPHAE apresentaram maior
intensidade que as bandas da BPHA, e isso pode ser justificado pela remocéo da celulose
amorfa pelo tratamento enzimatico, restando majoritariamente a celulose cristalina
(LENGOWSKI, 2012).

Segundo Ahola et al. (2008), a atividade enzimatica depende das propriedades do
substrato como morfologia, grau de polimerizacdo, composicao e cristalinidade. Desse modo,
celuloses cristalinas sdo mais dificeis de serem degradadas do que a por¢cdo amorfa, por isso, a
hidrolise enzimatica na celulose cristalina € muito mais lenta, uma vez que essa por¢do nao
afeta a adsorcdo da enzima, mas sim a efetividade da celulase (YANG et al., 2011).

A regifo entre 1500-1700 cm™ indica a presenca de estiramento simétrico e assimétrico
da carbonila livre (C=0) (REN et al., 2014) e vibracdo do anel aromatico da lignina
(PANDEY & THEAGARAJAN, 1997). Portanto, nota-se que a BPHA sem tratamento
enzimatico contém mais lignina que a BPHAE, indicando que a remocéo de celulose pode ter
ocasionado a remocdo de lignina ligada a essa Gltima, mesmo apds a aplicacdo dos pré-
tratamentos.

A banda em 1740 cm™ pode ser relacionada a ésteres e ao estiramento da ligagdo C=0
presentes em hemicelulose (XU et al., 2013). Como a BPHAE apresenta maior teor de
hemicelulose, a banda foi mais intensa para essa amostra que para BPHA.

Quando a amostra apresenta baixa cristalinidade, as bandas entre 900-1500 cm™ quase
desaparecem (SYNYTSYA & NOVAK, 2014). Isso comprova que a amostra BPHAE
apresenta maior cristalinidade que a BPHA, visto que as bandas nessa regido sdo mais
intensas para BPHAE que para BPHA.

A banda em 1377 cm, que corresponde a vibragdo e deformacdo da ligagcdo C-H de
celulose e hemicelulose, mostrou-se com intensidade semelhante para as duas amostras, uma
vez que ambas contém celulose e hemicelulose.

Por sua vez, as bandas entre 1200-950 cm™ podem ser relacionadas com as vibragoes de
C-O, a vibracdo torsional de CH, (MENDES et al., 2017) ou também com a vibracdo das
ligagBes glicosidicas das cadeias de polissacarideos (BALLESTEROS et al., 2017). De modo
semelhante, a banda em torno de 1150 cm™ € atribuida as vibragdes assimétricas de C-O-C de
ligagdes glicosidicas de hemicelulose e celulose (FIGUEIRO et al., 2004; XU et al., 2013).
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Tal banda apresenta maior intensidade na BPHAE que na BPHA. Apesar de ter ocorrido a
remocdo parcial da celulose ap6s hidrolise enzimética, também ocorreu 0 aumento da
concentracdo de hemicelulose consideravelmente, influenciando na quantidade de ligacGes
glicosidicas, como foi visto no item 4.4.1.

Enfim, as bandas em torno de 778 e 884 cm™, que nesses espectros aparece em 800 e 870
cm?, sdo relacionadas a presenca de ligagdes glicosidicas a e P referentes as unidades de
galactose e manose (CERQUEIRA et al., 2011c; FIGUEIRO et al., 2004). No espectro
relativo a BPHAE, essas bandas sdo levemente mais intensas quando comparadas com as do
espectro da BPHA, visto que o primeiro apresenta maior teor de hemicelulose, especialmente
galactomananas, que sdo compostas por unidades de galactose e manose.

Assim sendo, as maiores modificacdes ocorreram na regido fingerprint, bem como as
bandas relacionadas com celulose, devido a mudanca na cristalinidade e na remocdo parcial

da celulose.

4.4.4 Andlise Térmica

A borra tratada com perdxido de hidrogénio alcalino (BPHA) e a BPHA com posterior
tratamento enziméatico (BPHAE) foram submetidas a analise térmica (TGA). Os resultados
sdo apresentados nas Figuras 22 e 21 na forma de curvas de perda de massa em funcdo da

temperatura, e os dados extraidos dos graficos organizados na Tabela 10.

Figura 22 - Curvas de TGA das amostras BPHA e BPHAE.
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Figura 23 - Curvas de DTG das amostras BPHA e BPHAE.
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A BPHA apresentou uma curva com quatro estagios de perda de massa, ja descritos no

item 4.2.7, e a amostra BPHAE mostrou um comportamento bastante semelhante.
Tabela 10 - Dados das curvas TGA e DTG das amostras de BPHA e BPHAE.

Grupo Estagio Temp.(°C) Perda de Residuo (%0)
massa (%o)
BPHA 1° 32,06-125,43 9,84
20 125,43-325,23 44,08
23,02
3° 325,23-369,08 7,77
40 369,08-579,72 15,29
BPHAE 1° 25,62-120,57 9,18
2° 120,57-348,62 52,44 17,22
3° 348,62-404,64 9,71
40 404,64 -576,40 11,46

Analisando a Tabela 10, verifica-se que 0 primeiro estagio das duas amostras

corresponde & perda de umidade ou desidratacdo das amostras, que ocorre entre 25 até 130°C.

O segundo estégio, que vai de 120 até 370°C, pode ser relacionado com a despolimerizacao da

hemicelulose. Nota-se que, para a BPHAE, esse estagio inicia antes que para a BPHA, além

de ocorrer uma maior perda de massa, equivalente a 52%. Isso ocorre porque foi removida

parte da celulose da BPHA e esta é, portanto, constituida majoritariamente por hemiceluloses,
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que sdo menos resistentes a altas temperaturas. Segundo Simdes et al. (2014), as
arabinogalactanas sdo os polissacarideos mais vulneraveis presentes no café, sendo grande
parte degradada durante a torrefacdo. A galactomanana e a celulose sé@o mais resistentes que a
arabinogalactana. As galactomananas degradam, geralmente, em torno de 315°C, enquanto a
celulose degrada em torno de 355°C (YANG et al., 2007). Com isso, 0 terceiro estagio pode
ser atribuido a degradagdo térmica da celulose, entre 350-430°C. Nesse estagio, a BPHA e a
BPHAE sofrem perdas em quantidades semelhantes, entre 7-10%.

Por ultimo, no quarto estagio que inicia a 430°C, ocorre a degradacdo das estruturas
mais complexas, como a da lignina. Assim sendo, conclui-se que BPHA apresenta maior teor
de lignina que a BPHAE, uma vez que a perda na BPHA foi de 15,45% e na BPHAE foi de
11,46%. Isso reafirma os dados obtidos pela analise de FTIR, discutida no item 4.4.3,
mostrando que, concomitantemente a remoc¢do da celulose, parte da lignina remanescente

também é removida.

4.5 Desenvolvimento e Caracterizacdo dos Filmes

Os filmes foram desenvolvidos de acordo com a metodologia adotada por Batista
(2017). A borra tratada com peréxido de hidrogénio alcalino e a borra submetida ao
tratamento enzimatico foram dissolvidas usando cloreto de zinco 67% (m/m) (XU et al., 2016).
O método adotado foi inversdo de fase com precipitacdo por imersdo. Para isso, a solucdo
filmogénica foi feita a temperatura de 65°C. O banho de coagulacéo foi feito com &lcool etilico, a
8°C, por meia hora. Na etapa seguinte, o ndo-solvente utilizado foi a agua, e o banho de imersao
em agua foi feito a 65°C, durante 3-5 minutos. Por fim, os filmes foram deixados a temperatura
ambiente para secagem.

Para caracterizar os filmes foram feitas analise colorimétrica, microscopia de varredura
eletronica, difracdo de raio X, andlises térmicas como TGA/DSC, analise de espectroscopia no
infravermelho médio, analise de permeabilidade ao vapor de agua e analise de propriedades

mecanicas de tracao.

45.1 Andlise Colorimétrica

Os filmes foram analisados no colorimetro obtendo os resultados expostos na Tabela 11,
que expressam a cor por meio de valores numéricos. Confirmando a diferenga entre os filmes
observada a olho nu (Figura 24), os pardmetros luminosidade (L*), a* e b* mostraram ser

significativamente diferentes entre si.
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Tabela 11- Resultados dos parametros de cor L*, a* e b* das amostras dos filmes.

Amostras L* a* b*
Filme BPHA 52,21 +0,011* 17,57£0,02* 45,63 +0,03*
Filme BPHAE 68,59+ 0,03>  7.57+0,02> 46,60 +0,03°

Valores médios * desvio padrdo (n=3).
Meédias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam diferenca significativa entre si pelo
Teste de Tukey, a 5% de significancia.

Analisando o pardmetro L*, nota-se que o filme formado pela borra tratada com
peréxido de hidrogénio alcalino associado a hidrolise enzimatica (filme BPHAE) apresenta
maior valor de L* que o filme BPHA. O parametro L*varia de 0 a 100 e representa a escala
de claro e escuro, assim sendo, quanto mais préximo de 100 for o L*, mais clara é a amostra
(MINOLTA, 2007). Portanto, o filme BPHAE é mais claro que o filme composto somente
pela BPHA.

O parametro a* representa a gama de cor que vai do verde ao vermelho. De acordo com
Figura 13, do item 4.2.3, quando a* é positivo tende para o vermelho, e quanto a* € negativo
tende para cor verde. Ambos os filmes apresentaram valor de a* com intensidade fraca, visto
que a escala varia de 0-60. No entanto, o filme BPHA tende mais para coloracdo vermelha
que o filme BPHAE. Por isso, a olho nu o filme BPHA tem coloragdo mais amarronzada
quando comparado com o filme BPHAE (Figura 24).

Apesar dos filmes serem significativamente diferentes, estes exibem coloracdo que
tendem para o amarelo. Com base no circulo cromatico CIELAB (Figura 13, item 4.2.3), 0
parametro b* expressa a gama de cor que varia do azul (-b*) para o amarelo (b*), com escala
variando de 0-60. Os valores b* para os filmes sdo bem préximos, positivos e variam 30-40,

indicando que ambos tendem para coloracdo amarela, com intensidade alta.
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Figura 24 - Filmes desenvolvidos: filme superior a partir da BPHA e filme inferior a
partir da BPHA enzimaticamente tratada.

Além da coloracdo dos filmes, é notoria a opacidade em ambos. A opacidade é uma
caracteristica importante na protecdo contra a luz, principalmente, quando se aplica para
alimentos (BALLESTEROS et al., 2017). Essa opacidade pode ser relacionada com o
entrelacamento das cadeias durante a formacédo de filme, reduzindo a mobilidade da cadeia e
quase extinguindo os espacos vazios no filme (NAFCHI et al., 2017), ou também pode ser
atribuida a concentracdo de lipideos na BPHA , a qual apresentou valor consideravel (14,36
% m/v) (YANG & PAULSON, 2000).

4.5.2 Avaliacdo Morfolégica por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens contidas na Figura 25 foram obtidas a partir de um microscépio eletrénico
de varredura (com ampliacdo de 200 vezes e 500 vezes) e correspondem a morfologia dos

filmes elaborados com borra de café, sem e com tratamento enzimatico.
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Figura 25 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura filmes: (A) Filme BPHA
200x B) Filme BPHA 500x C) Filme BPHA 200x D) Filme BPHA tratamento enzimatico
200 x E)Filme BPHA tratamento enzimatico 500 x F) Filme BPHA tratamento
enzimatico 200x
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E possivel observar que ambos os filmes sdo bastante heterogéneos, com a presenca de
rugosidade, descontinuidades, ondulagcdes e cumes. A heterogeneidade do filme pode ser
decorrente da presenca de regifes cristalinas ou devido a incompatibilidade das substancias
em solucdo aquosa. Ademais, o aspecto superficial do filme pode ser influenciado pelas
condicBes de formacdo deste, como espessura do filme e taxa de secagem. Se a secagem
ocorre em curto tempo, originam regides em que 0S componentes se encontram pouco
agregados, porém, se a taxa de secagem € menor e essa ocorre em tempo maior, nao altera
significativamente a superficie do filme (RINDLAV-WESTLING & GATENHOLM, 2003).

Nas Figuras 25A, 25B e 25C, observa-se que o filme produzido a partir da borra sem
tratamento enzimatico apresenta muitas estruturas fibrilares de celulose, em escala
micrométrica, ao longo da matriz. Embora o filme constituido pela borra poés-hidrélise
enzimatica ainda contenha estruturas fibrilares de celulose, estas estdo presentes em menor
quantidade. A presenca de estruturas fibrilares de celulose é esperada para o filme com a
borra sem tratamento enzimatico, j& para os filmes com a borra tratada enzimaticamente,
verifica-se que o tratamento enzimatico nao foi capaz de remover todas as fibras, e torna-las
particulas nanométricas (LACERDA, 2012).

Além disso, as imagens relativas aos dois filmes apresentam pequenas bolinhas que
podem ser grumos formados por galactomananas, que podem ser formados durante a secagem
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do filme ou na producdo do filme (CRUZ, 2014). De acordo com Rodriguez et al. (2017),
outros polissacarideos, como a goma carragena apresentam fases insollveis, e os filmes
formados a partir dessas sdo rugosos.

Outra caracteristica observada em ambos os filmes sdo o0s poros, presentes
majoritariamente no filme oriundo da borra enzimaticamente tratada. Tais poros sao formados
na superficie devido ao processo de produgdo do filme. Na inversdo de fases com precipitacdo
por imersdo, os filmes sdo colocados no banho com o ndo solvente. O solvente presente no
filme migra para o banho com certo fluxo (F1), e o ndo-solvente migra para o filme com fluxo
diferente (F2). Essa troca ocorre até alcangar a estabilidade termodindmica. Se o fluxo F1 é
maior do que o fluxo F2 sdo formados poros na membrana de 10-300 A, porém se o fluxo F1
é igual a F2, sdo formados poros entre 0,2-0,5 um (LALIA et al., 2013). A presenca dos poros
pode explicar o aumento da permeabilidade ao gas e o teor de umidade dos filmes (NAFCHI
et al., 2017). Além disso, a presenca de imperfei¢cGes, como os poros, modifica 0 mecanismo
de transferéncia de vapor de agua (DIAZ-SOBAC et al., 2002).

45.3 Cristalinidade

A difracdo de raio X foi empregada para analisar as transi¢6es estruturais dos filmes
produzidos com a borra de café tratada com peréxido de hidrogénio alcalino, bem como o
filme oriundo da borra de café tratada com peroxido de hidrogénio alcalino e submetida a
hidrolise enzimatica para remocdao de celulose. Em filmes, a presenca de regifes cristalinas e
regides ndo cristalinas pode influenciar as propriedades de barreira ao oxigénio. Filmes com
maior cristalinidade apresentam maior barreira ao oxigénio devido a estrutura formada por
ligacBes de hidrogénio (CAZON et al., 2017). Os resultados das analises por difracdo de

Raios-X para os filmes produzidos sdo apresentados na Figura 26.
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Figura 26 - Difratograma para filmes produzidos com BPHA, e outro com BPHA e
hidrélise enzimética. BPHA=borra tratada com perdxido de hidrogénio alcalino.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Analisando a Figura 26, o filme produzido com BPHA mostra-se semicristalino com um
pico em torno de 26= 30° o qual € caracteristico de compostos com carbonato de célcio
(SANTOS et al., 2014) que ndo aparece no filme produzido com BPHAE. Desta maneira,
conclui-se que no filme BPHA houve maior interagdo entre o ion Ca* e a matriz da amostra,
provavelmente com a celulose, formando ligacGes cruzadas (crosslinking) e tornando o filme
mais resistente a tracdo e impactos (XU et al., 2016). No entanto, com a remocéo parcial da
celulose, o filme com BPHAE interagiu de modo menos efetivo com os ions de célcio,
formando ligagcdes entre as moléculas de galactomanana mais fortes que as ligacbes da

celulose com os ions de zinco e célcio (Figura 27).
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Figura 27 - Crosslinking entre cadeias de celulose e ions Ca?*
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Fonte: XU et al., 2016, modificada.
Nota-se que, ap6s a formacdo do filme, a BPHA sofre uma mudanca estrutural, em que
0S picos desaparecem em aproximadamente 20=16° e 20= 21-24° (Figura 28). Esse resultado
mostra que houve uma reducédo da cristalinidade. Resultados similares foram observados por

Martins et al. (2012) em um filme composto por goma de alfarroba (galactomananas).
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Figura 28 - Comparacéao entre BPHA e filme BPHA.
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Fonte: elaborado pelo autor.

De modo semelhante, o filme produzido pela BPHAE é predominantemente amorfo
(Figura 29), visto que 0s picos presentes em 26= 16° e 21-24° referentes a celulose tipo | e
tipo I, e 35-37° (plano 040), relacionados a parte amorfa presente nas microfibrilas, que
consiste em hemicelulose amorfa (MIRANDA et al., 2015; MU et al., 2018), sdo inexistes no
difratograma do filme, além de néo apresentarem alargamento de banda proximo de 26=30°.

Figura 29 - Comparacéo entre BPHAE e filme BPHAE.
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A mudanca estrutural causada quando ocorre a formacdo do filme pode ser justificada
pela interacdo com a agua que induz a transicdo estrutural de cristalina para amorfa. Desse
modo, provoca um impacto na mobilidade molecular e, também, nas propriedades funcionais
(YAKIMETS et al., 2007). Além disso, a perda da cristalinidade da celulose pode ter sido
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ocasionada pela interacdo dos fons Zn?* com cadeias de celulose por meio de ligagdo de
hidrogénio na formacéo do filme (Xu et al., 2016).

Ballesteros et al. (2017) analisaram filmes de carboximetil celulose (CMC) acrescidos
de borra de café, a qual foi submetida ao pré-tratamento alcalino e outra a autohidrolise,
obtendo um resultado semelhante aos dos filmes do presente estudo, em que, ao formar o
filme, ocorre uma mudanga na cristalinidade da matéria-prima. Contudo, ao analisar as borras
de café tratadas com alcali ou submetidas a auto-hidrolise, estas demonstraram ser
predominantemente amorfas e, quando associada a CMC, ocorre uma interacdo aumentando a

cristalinidade do filme.

4.5.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Na Figura 30,580 mostrados 0s espectros obtido para os filmes procedentes da borra de
café tratada com perdxido de hidrogénio (BPHA) e borra de café tratada com peroxido de
hidrogénio e associada a hidrdlise enzimatica (BPHAE).

Figura 30 - Espectros dos filmes desenvolvidos BPHA e BPHAE.
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Comparando o espectro obtido para os filmes (Figura 30) e 0 espectro obtido para as
borras utilizadas para o desenvolvimento dos filmes (Figura 21, item 4.4.3), percebe-se que as
maiores mudancas ocorreram em 1600-800 cm™. Essa zona apresenta um padrdo complexo
de bandas associadas aos polissacarideos, mostrando-se sensivel a mudancas conformacionais
(BARBOSA, 2007; CASTANO et al., 2017). Outra diferenca observada foi na intensidade
dos picos depois da formacdo do filme, que pode ser explicada pelas interagbes quimicas e
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fisicas com outros compostos da matriz (BALLESTEROS et al., 2018). O cloreto de zinco,
usado para dissolver a borra de café, interage com a celulose por meio de ligagdes de
hidrogénio e, consequentemente, promove a quebra das ligacbes de hidrogénio
intermoleculares dos polissacarideos (XU et al., 2016).

A banda entre 3700-3000 cm™ é referente as vibrages das ligacbes -OH e
possivelmente foi intensificada devido ao uso de glicerol durante a produgéo dos filmes. Os
plastificantes, como o glicerol, diminuem a forca molecular entre as cadeias poliméricas,
resultando em maior absorcdo de agua (CUNHA et al., 2019). As bandas entre 2920 e 2850
cm sdo atribuidas as vibragdes assimétricas e simétricas da ligagdo C-H (ANTONIOU et al.,
2014). Observa-se que estas foram mais intensas para o filme BPHA que para o filme
BPHAE, possivelmente devido a maior mobilidade dos polissacarideos no primeiro filme,
enguanto no segundo as ligacdes entre as galactomananas sao mais fortes e rigidas.

Além disso, sdo evidentes, na regido entre 1800-1500 cm, diferencas existentes entre o
filme BPHA e o BPHAE. O BPHA apresenta uma banda com absorcdo em 1457cm™, quase
inexistente no filme BPHAE, a qual esta relacionada com o estiramento das ligagdes C-O-H
(CAO et al., 2018), correspondentes as ligacdes de hidrogénio que ocorrem majoritariamente
entre as moléculas de celulose e que sdo intensificadas com a presenca do ZnCl e do CaCl,
(BARBOSA, 2007; XU et al., 2016). Como visto na analise de difracdo de raio X, essa
interacdo é mais efetiva no filme BPHA.

Do espectro, também séo observadas diferencas nas bandas em 1157 e 1030 cm™, que
correspondem ao estiramento das ligacdes glicosidicas C-O presentes nas cadeias dos
polissacarideos (BALLESTEROS et al., 2018). O espectro do filme BPHA apresenta bandas
com maior intensidade nessa regido, porém, a diferenca em relacdo ao espectro do filme
BPHAE ndo € extrema, podendo ser justificada pela diferenca na quantidade de celulose nos
filmes.

Em suma, foram observadas pequenas modificaces em relacdo aos espectros obtidos
para as borras utilizadas para o desenvolvimento dos filmes e os filmes, bem como no estudo
de Batista (2017), as quais supdem serem ocasionadas pelas interacdes dos cations Zn?* e

Ca?* com as hidroxilas dos polissacarideos presentes na matriz do filme (XU et al., 2016).
455 Anélise Térmica
45.5.1 Analise por Termogravimetria (TGA)

Como objetivo de avaliar a estabilidade térmica dos filmes, foram feitas andlises

termogravimétricas destes. Quando os filmes foram expostos ao aquecimento até 580°C, em
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atmosfera inerte, estes degradaram em quatro estagios diferentes com perfis bem semelhantes

como mostrados nas Figuras 31 e 32.

Figura 31 - Anélise termogravimétrica dos filmes - Curvas de TGA.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 32 - Analise termogravimétrica dos filmes - Curvas da DTG.
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Dados especificos foram extraidos das curvas e sdo apresentados na Tabela 12. O
primeiro estagio (32-123°C) consiste na perda de umidade. O filme BPHA teve uma perda de
massa de 24,88%, sendo esta aproximadamente 6% maior que a perda de massa do filme
BPHAE, que foi de 19,01%. Esse comportamento pode ser justificado pela maior

concentracdo de celulose, que, por sua vez, adsorve mais &gua. O segundo estdgio, que
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ocorreu entre 121 e 255°C, com a maior perda de massa, que pode ser relacionado com a
degradacdo da fracdo hemiceluldsica, que € termicamente menos resistente que a celulose
(YANG et al., 2007). No filme formulado com BPHAE, a perda de massa nesse estagio foi
maior que para o filme BPHA. A maior perda de massa do filme BPHAE ocorreu devido a
maior quantidade de hemicelulose presente na borra tratada utilizada para produzir o filme.
Além disso, essa perda de massa foi relacionada com a evaporacdo do glicerol (CERQUEIRA
etal., 2012).

O estagio posterior (246-279°C) é associado a degradacdo da celulose. No filme
produzido com BPHA, a perda de massa foi de 11,26% nesse estagio, enquanto o filme
BPHAE perdeu 9,96%. Esse ultimo teve menor perda uma vez que a hidrélise enzimatica agiu
retirando parte da celulose constituinte da BPHA.

Por fim, o estagio 4, que vai de 266 a 579°C € relativo a degradacdo da lignina e matéria
inorganica (MENDES et al., 2017), que corresponde a 13,63 % no filme BPHA e 13,13% no
filme BPHAE. Desse modo, o residuo das amostras foi de 10,95% e 12,38% para as amostras
do filme BPHA e filme BPHAE, respectivamente.

Tabela 12 - Dados das curvas TGA e DTG dos filmes BPHA e BPHAE.

Grupo Estagio Temp.(°C) Perda de Residuo (%0)
massa (%0)

Filme BPHA 1° 32,82-123,25 24,88
2° 123,25-246,02 39,29

10,95
3° 246,02-266,00 11,26
40 266,00-571,73 13,63
Filme BPHAE 10 33,05-121,07 19,01
2° 121,07-254,55 45,53

12,38
3° 254,55-278,98 9,96
40 278,98-578,98 13,13

Braga (2018), que utilizou a hemicelulose extraida do bagaco de cana para o
desenvolvimento de filmes poliméricos, obteve resultados semelhantes aos do atual trabalho,
diferenciando apenas em relacéo as faixas de temperatura em que ocorrem as degradagdes. As
curvas térmicas obtidas apresentaram quatro estagios, em diferentes temperaturas de acordo
com a concentracdo de hemicelulose utilizada para cada filme. O primeiro estagio, a perda de
massa relacionada a umidade das amostras ocorreu em torno de 50°C para algumas amostras e

a 73°C para outra. No segundo estagio, houve a perda de massa entre 35-40%, relativa a
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galactomananas e xiloglucanas, com pico em 315°C. Ja no terceiro estagio, a perda de massa
foi relacionada com a celulose residual extraida juntamente com a fracdo hemiceluldsica,
ocorrendo entre 400-490°C. E, por ultimo, o quinto estagio correspondeu a degradacdo de
moléculas com massa molecular mais elevada como a lignina.

Ademais, foi analisado o comportamento térmico da fracdo predominantemente

constituida de polissacarideos e os filmes, obtendo os graficos mostrados na Figura 33.

Figura 33- Comparacdo da andlise das fracdes ricas em polissacarideos e os filmes (a)
Curvas de TGA BPHA e filme BPHA; (b) Curvas da DTG BPHA e filme BPHA; (c)
Curvas de TGA BPHAE e filme BPHAE; (d) Curvas de DTG BPHAE e filmes BPHAE.
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Da Figura 33, nota-se que, quando as amostras utilizadas para os preparos dos filmes e
os filmes preparados sdo expostos a altas temperaturas, esses apresentam comportamentos
diferentes. Os filmes iniciam a perda de massa em temperaturas inferiores quando
comparados com 0s materiais ricos em polissacarideos. A maior perda de massa dos filmes
ocorre em aproximadamente 100°C, antes que a maior perda de massa das amostras BPHA e
BPHAE.

Essa diferenca de comportamento pode ser justificada pela interacdo das amostras
empregadas no preparo de filme e o cloreto de zinco. O ZnCl; solubiliza as amostras pela
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quebra de ligacbes de hidrogénio intra e intermoleculares dos polissacarideos, com isso,
aumentando a distancia entre os polimeros e reduzindo a coesdo (BAKER, 2012; XU et al.,
2016). Além disso, quando o ZnCl, dissolve os polissacarideos, esse pode provocar a
degradacéo parcial dos mesmos, dependendo das condi¢Ges empregadas (LU & SHEN, 2011).

Sen et al. (2016) descreveram a acdo do ZnCl; na dissolucdo da celulose em &gua e
constataram que a celulose regenerada, apds a dissolucdo com o cloreto de zinco hidratado,
apresentou uma variacdo na temperatura de degradacdo térmica, sendo menos estavel
termicamente do que a celulose inicial. De modo semelhante, Lin et al. (2016) estudaram o
efeito do cloreto de zinco na dissolugdo do amido e verificaram que degradagéo do amido era
maior em maiores concentragdes e temperaturas mais elevadas. Com o uso do ZnCl, 67%, a
temperatura de degradacdo térmica reduzia em quase 100°C para amostra regenerada, assim
como foi observado no presente estudo.

Essa interacdo da fragdo rica em polissacarideos com o cloreto de zinco também
justifica a diferencga de temperatura na degradacao dos filmes encontrada nesse estudo quando
comparada com outros estudos que desenvolveram filmes com polissacarideos, em que a
degradacéo dos polissacarideos se iniciou em torno de 300°C (MENDES et al., 2017;CAOQO et
al., 2018;THIAGAMANI et al., 2017).

4.5.5.2 Analise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A partir da analise DSC, obteve-se as temperaturas de transi¢cdo vitrea dos filmes
desenvolvidos, expostas na Tabela 13. Os termogramas da andlise DSC dos filmes sdo
apresentados nos Anexos A e B.

Tabela 13 - Temperatura de transicao vitrea dos filmes.

Amostra Tg (°C)
Filme BPHA -9,80
Filme BPHAE -3,05

Os dois filmes apresentaram uma Unica temperatura de transicdo vitrea. De forma
semelhante, Batista (2017), que tratou a borra de café com diversas concentragdes de perdxido
de sodio alcalino, obteve uma Unica temperatura de transicdo vitrea para o filme com borra
tratada com peroxido alcalino em concentragdo semelhante a do atual estudo (35%). Essa foi
negativa e com valor (-2,26°C) préximo ao do encontrado para o filme BPHAE.

De acordo com Al-Hassan & Norziah (2012), quando o filme apresenta somente um
evento de Tg, significa que todos os componentes (matéria-prima, plastificante, aditivos) séo

compativeis. Dessa forma, os constituintes utilizados nos filmes do presente estudo séo
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compativeis. Assim sendo, o estudo da Tg fornece informag6es em relacdo a miscibilidade e
compatibilidade dos constituintes da matriz (CORRADINI et al., 1999).

Além disso, o valor de Tg pode ser relacionado com o melhor desempenho do filme
quanto a permeagao de gases ou vapor d’agua, uma vez que a temperaturas mais altas que a
Tg, o arranjo das moléculas se encontra no estado vitreo (HORNUNG et al., 2017). No
entanto, como ambos os filmes apresentam Tg negativa, se utilizados como embalagem para
alimentos, estes devem ser acondicionados a temperatura de 0 a 10°C, para evitar prejuizo da
qualidade da embalagem (MANZALLI, 2006).

Comparando o valor de Tg encontrado para os filmes, observou-se que, com a hidrolise
enzimatica, ou seja, com a remoc¢do parcial da celulose, a Tg foi aumentada. Segundo
Chaires-Martinez et al. (2008), a razdo M/G e a estrutura das cadeias dos polimeros exerce
grande influéncia na Tg. Portanto, estudos mostraram que, quanto maior a razdo M/G, menor
o0 valor de Tg (MIKKONEN et al., 2007). Em contrapartida, a distribuicdo de galactoses na
cadeia de manana pode influenciar na interagéo entre as cadeias de galactomananas e afetar o
valor de Tg. Assim sendo, galactomananas com alta razdo M/G podem proporcionar o
aumento de Tg (BRESOLIN et al., 1998; CHAIRES-MARTINEZ et al., 2008; DOS
SANTOS et al., 2015). Isso justifica o maior valor de Tg encontrado para o filme BPHAE.

Baseando na teoria classica dos polimeros polares, a agua e os plastificantes podem
diminuir a Tg de polimeros semicristalinos ou amorfos. Estes formam ligacdes de hidrogénio
com as hidroxilas dos polimeros, se alocando entre as cadeias e aumentando o volume livre
entre estas (JANJARASSKUL & KROCHTA, 2010). Desse modo, diminuem a viscosidade, e
consequentemente, aumentam a mobilidade e reduzem o valor da Tg (BERTAN, 2008).
Comparando o valor da Tg dos filmes com a Tg do café (59°C) (RIVERA et al., 2011), nota-se
gue ocorreu uma significativa diminuicdo no valor. Essa modificacdo pode ter sido
ocasionada pela umidade e/ou adicdo de glicerol e sais durante o desenvolvimento do filme.
Além disso, a parede celular intacta do café apresenta uma organizacdo mais coesa das

moléculas.

4.5.6 Analise de Permeabilidade dos Filmes ao Vapor de Agua

A permeabilidade dos filmes € uma das propriedades mais importantes para a aplicagéo
destes, que consiste na permeabilidade ao vapor d’agua e a gases, como 0 CO2 e 0 O2
(BERTAN, 2008). Essa propriedade funcional consiste na quantificacdo do quanto um

material € permeavel de um lado para o outro do filme, quando este é submetido a diferenca



103

de concentracdo destes gases e vapores. Para quantificar a permeabilidade, é necessario
conhecer a area do filme exposto bem como a respectiva espessura (BATISTA, 2004).
Os dados apresentados na Tabela 14 representam os valores obtidos de permeabilidade
ao vapor d’agua para os filmes.
Tabela 14- Espessura e valor de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes
desenvolvidos BPHA e BPHAE.

Amostra Espessura PVA PVA
(mm) (gmm/m?hkPa) (9/mmsPa)
Filme BPHA 0,275 + 0,0622 0,83 + 0,012 2,32 x 101
Filme BPHAE 0,259 + 0,056° 3,34 +0,52° 9,35 x 10

Valores médios + desvio padrdo (n =4)
Médias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam diferenca significativa entre si pelo
Teste de Tukey, a 5% de significancia.

Analisando os resultados, nota-se que o filme BPHAE é mais permeavel ao vapor
d’agua que o filme BPHA. Segundo Nafchi et al. (2017), os filmes constituidos de
polissacarideos formam fracas barreiras ao vapor d’agua, dado que os polissacarideos sdo
hidrofilicos.

Os filmes séo considerados fracas barreiras ao vapor de agua quando apresentam valor
de PVA entre 0,4 e 4,2 gmm/m?hkPa; sdo barreiras moderadas quando os valores de PVA
variam de 0,004 a 0,4 gmm/m2hkPa; e sdo considerados boas barreiras quando PVA se
encontraentre 4x10° e 4x10* gmm/m?hkPa (KROCHTA & MULDER-JOHNSON, 1997).
Desse modo, os filmes analisados sdo considerados barreiras fracas ao vapor d’agua.

De acordo com Dos Santos et al. (2015), que analisaram a relacéo das propriedades dos
filmes constituidos de galactomananas com a razdo manose/galactose (M/G), os filmes
formados com galactomananas com baixa razdo M/G apresentam maior PVA, uma vez que a
reducdo das unidades de galactose promove uma melhor hidratacéo e difusdo de agua, devido
as lacunas entre as cadeias dos polissacarideos (CHANDRASEKARAN et al., 1998). No
entanto, filmes formados com galactomananas com razdo M/G acima de 3 apresentam menor
permeabilidade ao vapor d’agua por aumentar a forga intermolecular entre as unidades de
manose (DOS SANTOS et al., 2015).

O filme desenvolvido por Dos Santos et al. (2015), utilizando goma de alfarroba, exibiu
PVA igual a 9,16 x10** g/mm.s.Pa, valor semelhante ao filme BPHAE aqui obtido (9,35 x
10g/mmsPa), que possibilita inferir que a BPHAE apresenta razdo M/G semelhante a da
goma de alfarroba. O melhor resultado mostrado pelo filme BPHA pode ser justificada pela
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efetiva interacdo entre a celulose e os fons de Ca?*, formando um arranjo tridimensional
(RHIM et al., 1998). Com isso, os polissacarideos ficam menos disponiveis para ligagdes com
moléculas de agua e, portanto, com menores valores de PVA. Todavia, no filme BPHAE,
como as ligagdes com o Ca?* ndo sio tdo eficientes, os polissacarideos que sdo constituidos
predominantemente de galactomananas se ligam fortemente, porém, apresentam quantidades
apreciaveis de grupos OH disponiveis que absorvem as moléculas de agua.

Costa et al. (2018), os quais desenvolveram filmes com alginato, verificaram que filmes
sem adicéo de cloreto de calcio apresentam PVA entre 10,50 x101! g/mmsPa, enquanto com
a adicdo de 1%, a PVA reduz para 3,71 x10"* g/mmsPa. O alginato forma ligaces cruzadas
com CacCly, deixando-o0 menos exposto, reduzindo, desta maneira, a adsor¢éo de agua.

Ademais, a concentracdo de glicerol utilizada na formulacédo do filme pode influenciar
consideravelmente as interagcfes intermoleculares entre as cadeias do polimero. Quanto maior
a concentracdo de glicerol, menores as forgcas intermoleculares entre os biopolimeros,
resultando no aumento do volume livre e do movimento entre os polissacarideos. Dessa
forma, ocorre maior difusdo das moléculas de agua com maior facilidade, fazendo com que a
PVA seja maior (JOUKI et al., 2013; SOTHORNVIT & KROCHTA, 2001).

4.5.7 Analises das Propriedades Mecanicas

Assim como a permeabilidade ao vapor d’agua, as propriedades mecanicas do filme séo
parametros importantes para o emprego de biofilmes como embalagens, para que estes nao
percam suas propriedades durante o manuseio e armazenamento. Dessa forma, biofilmes
devem apresentar certa resisténcia a ruptura, e, também, flexibilidade, permitindo a
deformacdo sem que ocorra ruptura (VICENTINI, 2003).

Dentre as propriedades mecénicas dos filmes, as principais sdo a resisténcia a tracéo e a
porcentagem de elongacao. A resisténcia a tragdo corresponde a tracdo maxima desenvolvida
nos filmes até a ruptura destes, e a porcentagem de elongacdo representa a habilidade dos
filmes de se estenderem, ou seja, o quanto o filme deforma até a respectiva ruptura
(MACLEOD et al., 1997; BERTAN, 2008).

As propriedades mecanicas podem ser relacionadas com a natureza do material que
origina o filme e a coesdo da matriz polimérica, bem como com a formula¢do e método
adotado na producéo deste (VIEIRA et al., 2011). Assim sendo, a maneira como 0s polimeros
se ligam, e o emprego de aditivos, como plastificantes, afetam consideravelmente as
caracteristicas do filme (CUQ et al., 1998; MALI et al., 2004).
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Os resultados obtidos para as analises das propriedades mecénicas dos filmes BPHA e
BPHAE podem ser observados na Tabela 15. As curvas de forgca (N) por deformagdo (mm)
foram incluidas nos anexosC e D.

Tabela 15 - Propriedades mecénicas dos filmes BPHA e BPHAE.

Resisténcia a Elongacéo na Modulo de
tracio(o) ruptura (g) elasticidade Espessura
(MPa) (%) (MPa) (mm)
Filme BPHA 0,2986% 13,1814 4,77578 0,30432
Filme BPHAE 0,20572 5,2629" 8,4886" 0,26142

Valores médios * desvio padréo (n=7).
Meédias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam diferenca significativa entre si pelo Teste de
Tukey (p>0,05).

Comparando as propriedades mecanicas dos dois filmes, percebe-se que estes exibem
valores semelhantes para resisténcia a tragdo, 0s quais ndo apresentaram diferenca
significativa de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Em relacdo a elongacdo na ruptura, 0
valor encontrado para o filme BPHA foi igual a 13,18%, enquanto a para o filme BPHAE essa
foi 5,26 %. Isso mostra que o filme BPHAE deforma menos em relacdo ao filme BPHA,
quando é submetido a uma forca de tragéo.

A partir dos resultados, infere-se que a remocgéo parcial da celulose resultou na menor
capacidade de deformacdo quando uma forca é aplicada sobre o filme. A remocéo da celulose
reduz as ligagbes cruzadas que ocorrem quando o ion célcio se liga ao grupo COO- da
celulose. Xu et al. (2016), que estudaram a interacdo da celulose com ZnCl, e CaClz no
desenvolvimento de filmes, encontraram valores de resisténcia a tracdo entre 0,069 e 0,088
N/mm?, enquanto o filme sem ZnCl, e CaCl, apresentou valor igual a 0,022 N/mm?,
reafirmando que ligagdes cruzadas entre os polissacarideos e o fon Ca?* melhoram as
propriedades do filme. No entanto, os valores obtidos foram inferiores aos valores do atual
estudo.

Por ultimo, verificou-se que o médulo de elasticidade dos dois filmes se distanciou
bastante, sendo o médulo de elasticidade do filme BPHAE duas vezes maior do que o médulo
do filme BPHA. Esse resultado mostra que o filme feito com a borra submetida ao tratamento
enzimatico é mais rigido do que o filme BPHA, por isso apresenta baixo valor de deformacéo
na ruptura. A rigidez do filme é resultante da forte ligagdo entre as cadeias de
galactomananas.

A ligacéo entre as galactomananas depende do grau de ramificacdo e da distribuigédo de
galactose na cadeia principal de manose. As unidades de galactoses podem ser distribuidas em

blocos, aleatoriamente ou em posic¢des alternadas ao longo da cadeia de manose. Isso faz com
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que as cadeias de galactomananas estabelecam ligacGes inter e intramoleculares de maneiras
diferenciadas, variando de acordo com a configuracdo das galactoses nas ramificacOes das
cadeias de manose (RINAUDO, 2001). As regifes da cadeia principal de manose que nédo
apresentam unidades de galactose podem formar fortes interacdes por meio da ligacdo de
hidrogénio intermoleculares (MATHUR, 2011).

Além disso, nas moléculas de galactomananas, as hidroxilas presentes no carbono C2 e
C3 assumem uma configuracao cis, enquanto na celulose o par de hidroxilas, nos carbonos C2
e C3, exibe configuracao trans. Embora a diferenca entre a proximidade estérica seja pouca
entre as hidroxilas da manose e da glicose, a posi¢do dessas hidroxilas faz grande diferenca
nas interacGes estabelecidas por esses polissacarideos (MATHUR, 2011).

De acordo com Wielinga (1990), a posicdo assumida pelas hidroxilas ha manose, nos
carbonos C2 e C3, permite que essas formem ligacdes de hidrogénio de dois ou trés centros,
originando ligacdes de hidrogénio tridimensionais. Assim sendo, quando as ligacdes de
hidrogénio de trés centros ocorrem sobre uma porcdo da cadeia de galactomananas, essa
forma uma ligacdo semelhante a um ziper. Essas ligacdes tém maior energia e sdo mais
duraveis quando comparadas com ligacdes simples de hidrogénio (MATHUR, 2011).

Desse modo, essas fortes interacGes entre galactomananas podem ser associadas a
interacdes nas partes ndo ramificadas da cadeia, por meio de ligacdes de hidrogénio de trés
centros, adotando uma conformacéo espiralada aleatoria.

Consequentemente, o filme BPHAE, por ser mais rigido, sofreu falhas frageis (Figura
34B), enquanto o filme BPHA sofreu falhas ducteis (Figura 34A). A fratura fragil consiste na
ruptura de um material sem absorcdo de energia, ocorrendo pouca ou nenhuma deformacao,
com uma quebra rapida. De modo contrério, a fratura ddctil € caracterizada pela grande
absorcédo de energia promovendo uma deformacéo ao redor da trinca, que vai aumentando de
maneira lenta, e quase estavel (CALLISTER, 2002).
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Figura 34 - Fraturas dos filmes: A = filme BPHA com fratura ddctil; B= filme BPHAE
com fratura fragil.

Fonte: elaborado pelo autor.

Embora o estudo de Xu et al. (2016) tenha mostrado filmes com propriedades
mecanicas inferiores as do atual estudo, Dos Santos et al. (2015) obtiveram valores muito
superiores de deformacéo na ruptura entre 36,58 a 69,72% e resisténcia a tracdo de 1,7 a 6,86
MPa para filmes constituidos de galactomananas de diferentes fontes. Batista (2017), que
desenvolveu filmes semelhantes ao filme BPHA, com borra de café tratada com perdxido de
hidrogénio alcalino, apontou resisténcia atragdo variando de 1,266 a 5,971 MPa de acordo
com a concentracdo do H20.. No entanto, o filme com borra de café tratada com H20. 35%,
exibiu resisténcia a tracdo igual a 5,971 MPa, valor altamente diferente do obtido para o filme
BPHA.

Todavia, de acordo com Liu et al. (2018), as propriedades de um filme constituido
predominantemente por galactomananas podem ser afetadas ndo somente pela estrutura do
polissacarideo, mas também pelas microestruturas presentes na matriz do filme. A nédo
uniformidade do filme devido a presenca de inimeras inclusGes pode ter contribuido para
variacdo dos resultados de resisténcia a tragdo e alongamento de ruptura do filme. As falhas
presentes no filme BPHA podem ser originadas das inclusdes, formando uma falha

semelhante ada Figura 35, denominada fratura moderadamente ddctil.
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Figura 35 - Representacéo de fratura dactil moderada.

Fonte: Callister, 2002.

Contudo, se observa da Figura 36 que as inclusdes nos dois filmes BPHA e BPHAE
encontram-se espalhadas de modo uniforme ao longo do filme. Além disso, utilizando o
software IMAGEJ, foi feita a quantificacdo das inclusdes ao longo do filme, o qual contém
em média 1,01 inclusdes por mmz2 de filme. Portanto, como ambos os filmes apresentaram
uma quantidade semelhante de inclusdes ao longo da area destes, com distribuicdo uniforme,
infere-se que as inclusbes interferem nas propriedades mecanicas dos filmes. Estas,

provavelmente, influenciam na coesédo do filme, mas ndo séo a causa das falhas do filme.

Figura 36 - Corpos de prova utilizados na analise das propriedades mecanicas: A= filme
BPHA; B= filme BPHAE.
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Outro fator que pode ter afetado as propriedades mecanicas do filme é o teor de lipideos
nas amostras utilizadas para o desenvolvimento destes. Segundo Yang & Paulson, (2000), os
lipideos que sdo moléculas apolares formam interac6es fracas com os polimeros polares.

Em trabalhos futuros seria interessante reduzir a granulometria das amostras utilizadas
para o preparo do filme, com o intuito de obter um filme homogéneo e sem inclusdes, bem
como remover o lipideo presente na borra de café tratada para melhorar as propriedades

mecanicas do filme.
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5 CONCLUSAO

Filmes foram preparados com sucesso utilizando-se polissacarideos extraidos de borra de
café por diferentes tipos de tratamentos. Dentre os pré-tratamentos aplicados a borra de café
espresso, o tratamento que apresentou os melhores resultados de acordo, com o0s objetivos do
trabalho, foi 0 com peroxido de hidrogénio 35% alcalino. A borra resultante desse tratamento,
denominada BPHA, alcancou o menor teor de lignina, 6,88%, permitindo que o tratamento
enzimatico posteriormente aplicado fosse executado de maneira efetiva.

O tratamento enzimatico foi realizado nas condi¢bes otimizadas que foram: pH 4,8;
concentracdo de enzima 0,3 mL/g de borra; 5% m/v de borra de café; com agitacdo de 150
rpm 50°C, durante 24 horas. Além disso, previamente o tratamento enzimético, o sistema
constituido por solvente, borra, enzima foram mantidos no banho ultrassénico promovendo
uma melhoria no tratamento enzimatico. Essas condi¢fes resultaram na remocdo de grande
parte da celulose, concentrando consideravelmente as galactomananas.

Com a borra obtida apés o tratamento alcalino e o tratamento enzimatico, nomeada
BPHAE, foi possivel formar um filme biopolimérico com caracteristicas diferentes do filme
formado com BPHA. Desse modo, infere-se que a celulose exerce um papel importante nas
propriedades mecanicas, como resisténcia a tracdo e deformacdo; e na permeabilidade a vapor
d’agua do filme.

No entanto, a remocdo parcial da celulose, permite com que as moléculas de
galactomananas se aproximem formando ligacdes mais fortes, e consequentemente, gerando
um filme mais rigido. Assim sendo, o objetivo do trabalho foi atingido, visto que se esperava
que pelas galactomananas presentes no café serem menos ramificadas e apresetarem cadeias
longas, essas formariam ligagfes mais fortes entre elas.

Diante das propriedades apresentadas pelo filme formulado com a fracdo rica em
galactomananas, as quais permeabilidade ao vapor d’4gua acima do relatado na literatura e
rigidez consideravel, esse podem ser aplicado como membrana para o tratamento de 4gua ou
membranas bioativas, visto que para isso 0s biofilmes devem apresentar propriedades
mecanicas para serem manuseados e manter 0 composto ativo estavel.

Além disso, podem ser promissores para embalagens para mudas uma vez que as

hemiceluloses podem servir como substrato para as plantas.
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6 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Estes estudos iniciais evidenciaram o potencial da utilizagdo do material rico em
galactomananas oriundo de borras de café na formulacdo de filmes, os quais apresentaram
caracteristicas interessantes.Todavia, Sd0 necessarias outros testes e analises para o
aprimoramento dos filmes, bem como avaliacdo da aplicacdo do filme em diferentes &reas.
Dessa forma, sugere-se:

e avaliar a o efeito de diferentes granulometrias do material rico em galactomananas nas

propriedades do filme;

e aprimorar 0 método utilizado na obtencdo dos filmes, buscando produzir filmes de

espessura e superficie mais regulares;
e avaliar a biodegradabilidade dos filmes; e

e avaliar a possibilidade de associacdes de outras matérias-primas naturais ou oriundas

de residuos, com o intuito de melhorar as propriedades do filme.
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ANEXOS

ANEXO A - TERMOGRAMA DA TG DO FILME BPHA.
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ANEXO B - TERMOGRAMA DA TG PARA O FILME BPHAE.
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ANEXO C- CURVAS DA RESISTENCIA A TRACAO VERSUS DEFORMACAO DO
FILME BPHA

—_— CP2
0,0014 - —
1 ——cP5
0,0012 ——CP6
—CP7
= ] ——CP9
S 00010
= ]
S 00008 -
O" -
£
= 0,006 -
« ]
2 00004
5 00004
Rl 1
@ 00002
[
0,0000
-0,0002 e —

L | | R - L N L L
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Deformagao (mm)

Fonte: elaborado pelo autor.

ANEXO D - CURVAS DA RESISTENCIA A TRACAO VERSUS DEFORMACAO DO

FILME BPHAE
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