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RESUMO

Neste trabalho foi estudada a purificacdo de arabinoxilanos, previamente extraidos de fibra do milho,
usando dois médulos de membranas: um mddulo de fibras ocas operando com controlo de fluxo de
permeado a 18,75 L.h'.m, com o qual se estudou o efeito da temperatura de operagdo (30°C, 40°C e
50°C) e um método de relaxamento da membrana a 40°C; e um modulo de membranas planas com
controlo da pressdo transmembranar a 0,70 + 0,04 bar a 40°C. Os processos mostraram um bom
desempenho quando a temperatura de operacdo foi 40 e 50°C, apresentando uma percentagem de
remocdo de solutos de referéncia média de 93,25 + 1,26 % em equivalentes de NaCl e 87,58 + 2,83 %
em equivalentes de acido ferulico (AF). Assim sendo, utilizou-se todo o material purificado a estas
temperaturas para a preparacdo das peliculas com a excecdo dos ensaios a 30°C que ndo
acompanharam em questdes de remogao o0s ensaios das restantes temperaturas. Produziu-se um lote
de biopolimeros purificados a estas temperaturas, que foi usado para a preparacdo das peliculas. A
formulagdo otimizada para a sua produgdo consistiu numa solucdo de arabinoxilanos (1,3 % m/m) com
glicerol como plastificante (30 % m/m sélidos) . A sua atividade antioxidante foi aumentada com adi¢do
de AF (10 % m/m). Os dois tipos de peliculas (inicial e enriquecida com AF) apresentaram propriedades
mecanicas e de cor semelhantes. Porém a pelicula enriguecida AF demostrou uma maior
permeabilidade a vapor de adgua. Os arabinoxilanos purificados por diafiltracdo apresentaram boas

propriedades para produzir peliculas biodegradaveis e bioativas para produtos alimentares.

Palavras-chave: Arabinoxilanos, Purificacdo, Diafiltracdo, Fibra de milho, Acido Ferulico, Peliculas

bioativas.
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ABSTRACT

In this work the purification of arabinoxylans, previously extracted from corn fiber, was studied using
two types of membrane modules: a hollow fiber module operating with permeate flow control at 18.75
Lh-t.m2, with witch it was studied the effect of the operating temperature (30°C, 40°C and 50°C) and a
membrane relaxation method at 40°C; and a plat-and-frame membrane module with a transmembrane
pressure of 0.70 £ 0.04 bar at 40°C. The processes showed a good performance when the operating
temperature was 40 and 50°C, with an average solute removal percentage of 93.25+ 1.26 % in NaCl
equivalents and 87.58 + 2.83 % in ferulic acid (AF) equivalents. Therefore, all the material purified at
these temperatures was used for the preparation of the films, with the exception of the tests at 30°C,
which did not follow the remaining temperatures tests in removal questions. A batch of purified
biopolymers was produced at these temperatures, which was used for the film’s preparation. The
formulation optimized for their production consisted of a solution of arabinoxylans (1.3 % w/w) with
glycerol as plasticizer (30 % w/w solids). Its antioxidant activity was increased with the addition of FA (
10 % w/w solids). The two types of films (initial and enriched with AF) had similar mechanical and color
properties. However, the enriched AF film showed greater permeability to water vapor. Arabinoxylans
purified by diafiltration showed good properties to produce bioactive biodegradable films for food

packaging.

Keywords: Arabinoxylans, Purification, Diafiltration, Corn fiber, Ferulic Acid, Bioactive films.
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EXTENDED ABSTRACT

Arabinoxylans are polysaccharides that can be found in by-products resulting from the processing of
cereals such wheat, rye, rice and corn, and are often used for animal feed. This work aimed to purify an
extracted fraction of this polysaccharide from corn fiber, for the production of bioactive films.

To study the purification of this polysaccharide, two membrane modules were operated; and hollow
fiber module with permeate flow control at 18.75 L.h".m=2.bar? and a flat membrane module with
transmembrane pressure control at 0.70 £ 0.04 bar. First, the effect of temperature on the first module
was studied, operating at 30°C, 40°C and 50°C, as well as a method of membrane relaxation for the
purification of polysaccharides on the same module at 40°C, no differences were visible. Additionally,
at 40°C, the purification of arabinoxylans in a plat-and-frame membrane and hollow fiber modules was
compared, presenting non-significant differences. It was concluded that all the purified material would
be used, except that of the test at the lowest temperature (30°C) for the preparation of the films since
all of these tests achieved similar membrane removal values expressed in terms of NaCl with
percentages of initial removal of 79.14 + 2.73 % reaching a value of 93.25 + 1.26 % at the end of the
purification and ferulic acid (FA) with an initial removal percentage of 47.05 + 2.83 and at the end of the
purification a value of 87.58 + 2.83 at temperatures of 40°C and 50°C fulfilling the objective of this work.
For the production of the films, some preliminary tests were made to study the effect of the glycerol
concentration (15, 30 and 47 % w/w dry solids) as a plasticizer, as well as the attempt to cross-link the
films with the Polyethylene Glycol Ether Diglycidyl Ether, PEDGE (4, 8 and 15 % w/w) and citric acid (20
and 50 % w/w), without success. The effect of incorporating ferulic acid (10 % w/w), a compound with
antioxidant and antimicrobial properties, was also studied in the previously optimized film that only
contained glycerol (30 % w/w) as a plasticizer.

The original film, with only 30 % w/w of plasticizer, and the bioactive film enriched in ferulic acid, were
characterized in terms of their appearance. No differences in terms of thickness and color were
observed. The microstructure of the films was observed by the scanning microscopy technique, verifying
that they present small irregularities which may correspond to very small pores, a characteristic that
was in line with the inexistence of barrier to oxygen and carbon dioxide under the conditions tested.
There were no substantial differences in mechanical properties (tensile and perforation tests). Though,
it was found that the film enriched with the antioxidant presented higher permeability to water vapor.
The films were also subjected to the measurement of antioxidant activity, concluding that the DPPH
method is not the most suitable method, because the values of the original film are outside the
method's limit of detention. The FRAP method, on the other hand, was considered a good method, and
the film enriched with the antioxidant showed a greater antioxidant activity than the original film.
From the results obtained, purified arabinoxylans have great potential for the production of

biodegradable films designed for several applications, namely food packaging.

Lisboa, 2020
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1. Introducao

Os polimeros sintéticos (vulgarmente denominados por pldsticos) sdo bastante utilizados em diferentes
indUstrias tais como as de embalagens, construcdo, transportes, eletrénica e outras (Geyer, Jambeck, &
Law, 2017). O consumo de polimeros sintéticos a nivel global para embalagens tem crescido muito nos
Ultimos anos, correspondendo a consumos de mais de 200 milhGes de toneladas anuais, com um
crescimento de aproximadamente 5 % ao ano (Siracusa, Rocculi, Romani, & Rosa, 2008). No entanto, o
aumento do uso destes materiais tem provocado sérios problemas ecolégicos devido a sua ndo

biodegradabilidade (Seyedi et al, 2014).

Devido as grandes preocupac8es com a poluicdo ambiental e a exaustdo de recursos naturais causados
pelos materiais pldsticos ndo biodegradaveis a base de petréleo, tem-se verificado uma crescente
procura por polimeros sustentdveis para o ambiente. Materiais poliméricos provenientes de recursos
bioldgicos renovaveis tais como plantas, animais, algas e organismos microbianos, tém ganho cada vez
mais atencdo por parte dos investigadores. Este materiais sdo designados de biopolimeros, tendo-se
revelado uma alternativa com elevado potencial como alternativas sustentaveis, sobretudo pela sua
disponibilidade em fontes renovaveis e biodegradabilidade (Adsul, Tuli, Annamalai, Depan, & Shankar,

2016).

Os biopolimeros podem ser obtidos por extracdo a partir de biomassa de origem vegetal, animal ou
algas. Como exemplos tem-se o quitosano, de origem animal; o amido, a celulose e os arabinoxilanos,
que sdo polissacaridos sintetizados por plantas; ou a caseina e a gelatina que sdo proteinas de origem
animal. Os bioplimeros também podem ser produzidos por bactérias, como é o caso da familia dos
polihidroxialcanoatos (Pérez-Arauz et al., 2019). Podem ser ainda produzidos por sintese quimica a
partir de mondmeros de origem bioldgica renovavel, como o polidcido lactico (Khosravi-Darania & Bucci,

2015).

Peliculas biodegraddveis e bioativas tém um grande potencial para aplicagdo em embalagens mais
sustentaveis para alimentos. O grande desafio reside na producdo de estruturas (peliculas, p.e.)
biopolimericas que satisfacam varios requisitos tais como baixa permeabilidade aos gases, controlada

permeabilidade ao vapor de dgua, uma boa aparéncia, propriedades antioxidantes, entre outros.

No que diz respeito a fontes naturais de biopolimeros, a indUstria do processamento do milho é um

exemplo, uma vez que gera subprodutos com pouco valor associado a partida, mas com uma

composicdo quimica que os torna interessantes em termos de valoriza¢do. E o caso da fibra do milho,



gue é fundamentalmente usada em racdes de baixo valor associado. Porém, é uma fonte importante
de arabinoxilanos e outros compostos de valor acrescentado (acido ferulico p.e.). A extracdo destes
polimeros ja estd bastante estudada, no entanto, € necessdrio estudar novas técnicas para a sua
purificacdo, preferencialmente de forma sustentavel. Os objetivos principais deste trabalho consistiram
no estudo da purificacdo de um extrato rico em arabinoxilanos usando processos com membranas, e a

aplicacdo dos arabinoxilanos purificados na producdo de peliculas biodegradaveis e bioativas.



2.Revisdo bibliografica

2.1. Embalagens para alimentos e sustentabilidade

2.1.1. Embalagens de polimeros convencionais
Os polimeros sintéticos sdo bastante utilizados em diferentes industrias tais como as de embalagens,
construcdo, transporte, eletrénica e outras. A indUstria das embalagens é o setor que mais utiliza
materiais poliméricos (42 %) seguindo-se o da construgdo civil (18,8 %), que utiliza por exemplo 69 %

de todo o policloreto de vinilo (PVC) produzido (Geyer et al., 2017).

Os materiais poliméricos mais utilizados na produgdo de embalagens sdo o Polietileno (PE), o
Polipropileno (PP), o Polietileno Tereftalato (PET), o Polivinilcloreto (PVC), o Poliestireno (PS) e a
Poliamida (PA). Estes materiais correspondem a cerca de 90 % de todos os plasticos produzidos; tal é
possivel devido a sua grande disponibilidade no mercado a um custo relativamente baixo e ao seu bom
desempenho mecéanico e boas propriedades térmicas e de barreira (Geyer et al., 2017; Siracusa et al.,
2008). O grande sucesso dos plasticos na indUstria das embalagens é alcancado quando estas
caracteristicas referidas se combinam com a leveza e o seu uso permite aumentar o tempo de prateleira

dos produtos alimentares livres de contaminacgdo (“Life cycle of a plastic product,” 2019).

Os combustiveis fosseis, tais como o petréleo e gas natural, sdo as principais fontes de matérias primas
para a producdo dos plasticos. Cerca de 4 % da producdo mundial dessas matérias primas é utilizada
para a producdo de plasticos, e outros 4 % sdo gastos para fornecer energia para o seu fabrico
(Hopewell, Dvorak, & Kosior, 2009). O processo de obtencdo dos plasticos comeca com a separacdo e
tratamento de componentes do petréleo bruto e do gds natural, correspondendo ao cracking
(fracionamento). Esta etapa processual resulta da conversdo destes componentes em monémeros de
hidrocarbonetos, tais como o etileno e o propileno. Outros tratamentos levam a uma gama mais ampla
de mondmeros, como estireno e cloreto de vinila, entre outros. O processo de polimerizagdo consiste
na ligacdo de milhares de moléculas com a mesma estrutura (mondmeros) para produzirem uma
macromolécula (polimero), com cadeias lineares ou ramificadas, resultando em plasticos com uma
ampla gama de propriedades. O grau de ramificacdo afeta diversas propriedades tais como a densidade,
cristalinidade, barreiras a gases e ao vapor de 4dgua e processabilidade (Kirwan, Plant, & Strawbridge,
2011; “Life cycle of a plastic product,” 2019). Os fatores que controlam a polimeriza¢do sdo a
temperatura, pressdo, tempo de reagdo, concentracao e natureza quimica dos diferentes mondmeros.
Por vezes é utilizado um catalisador de forma a controlar o tipo de reacdo bem como a velocidade da
mesma (Shrivastava, 2018). A introdugdo de catalisadores como por exemplo o metaloceno (CsHs),M,

permitiu a producdo de pldsticos de alto desempenho, tendo um alto impacto nas propriedades de



pldsticos como o PE, PP e outros como o PS. Em certos casos, o resultado sdo polimeros novos com
novas aplicagcdes, como por exemplo, peliculas de PE microperfuradas para embalamento de produtos

frescos (Kirwan et al., 2011).

O polietileno (PE) é estruturalmente o plastico mais simples, que contribui com a maior percentagem
de consumo (50% ), sendo que os restantes completam o remanescente valor de mercado (British
Plastics Federation, 2016). Este é um polimero de polimerizacdo por adicdo, em que o crescimento da
cadeia polimérica ocorre exclusivamente por rea¢des de adicdo de mondmeros (moléculas de etileno)
na cadeia polimérica, a altas temperaturas e pressdes (Shrivastava, 2018). Dependendo das condicdes
da polimerizacao, podem ser produzidos diferentes tipos de PE, como por exemplo o polietileno de alta
densidade (HDPE), mais resistente e frequentemente utilizado em materiais que requerem pouca
flexibilidade, e o polietileno de baixa densidade (LDPE) que, devido a sua resisténcia, flexibilidade e
transparéncia, € muito utilizado em peliculas finas e maledveis e em garrafas de dgua. Os polietilenos
sdo seldveis por calor e podem ser transformados em peliculas fortes e resistentes com boas barreiras
ao vapor de dgua. Ndo sdo particularmente bons como barreiras a gases como o didxido de carbono e
o oxigénio quando comparados com outros plasticos, embora as propriedades de barreira melhorem

com a densidade (Kirwan et al., 2011).

O propileno (PP) é um polimero de adicdo de propileno formado sob calor e pressdo, utilizando um
catalisador Ziegler-Natta para produzir o polimero com grupos metil (CH,). O polimero resultante tem
densidade baixa e um ponto de fusdo mais alto de todos os termopldsticos, ou seja, temperaturas a
gual o polimero é submetido até ser de moldagem fécil. O PP tem um custo relativamente baixo e é
bastante versatil, podendo ser aplicado em embalagens de alimentos com formas mais rigidas tanto

como em peliculas flexiveis (Kirwan et al., 2011).

O poliéster € um polimero de condensacdo, em que no processo de polimerizagdo a reacdo entre as
unidades repetitivas e o crescimento resultam na libertacdo de uma pequena molécula como dgua ou
acido cloridrico, como subproduto (Shrivastava, 2018). Este polimero é formado a partir de monémeros
de ésteres resultantes da reacdo de um grupo carboxilo com um alcool. Existem varios tipos de
poliésteres dependendo dos mondmeros utilizados. A polimerizagdo que ocorre entre um &cido
tereftdlico com etilenoglicol origina o polietileno tereftalato (PET) (Kirwan et al., 2011). O PET é
resistente e possui boas propriedades de barreira a gases e vapor de dgua, tornando-o ideal para
bebidas carbonatadas e recipientes de alimentos que estejam sujeitos a aquecimentos com
temperaturas altas. Pode-se também encontrar este poliéster em fibras para roupas (“Life cycle of a

plastic product,” 2019).



O polivinilcloreto (PVC) é um polimero de adicdo formado a partir de monémeros de cloreto de vinilo.
A molécula de cloreto de vinilo é obtida pela alteracdo de um dos dtomos de hidrogénio no etileno por
um atomo de cloro (Kirwan et al., 2011). Este polimero tem excelentes capacidades de transparéncia,
resisténcia e estabilidade a longo prazo e pode ser mais rigido para os mercados de construgdo ou mais

flexivel(“Life cycle of a plastic product,” 2019).

O poliestireno (PS) é um polimero de adicdo de estireno. Este plastico pode ser encontrado em forma
rigida ou de espuma. O poliestireno expandido (EPS) é muito utilizado em bandejas de alimentos frescos

e em recipientes como caixas de ovo (“Life cycle of a plastic product,” 2019).

A poliamida (PA) é um polimero de condensacdo entre uma diamina e um cloreto de didcido ou um
composto com um grupo funcional amina. A mais conhecida a base de petrdleo, e inicialmente utilizada
apenas na industria téxtil, é a poliamida 6,6 (nylon 66). S6 mais tarde comegou a ser utilizado na
indUstria da embalagem, por ter propriedades mecanicas semelhantes as dos plasticos atualmente
utilizados neste setor (“Life cycle of a plastic product,” 2019; Malte & Bernhard, 2016). Recentemente
tém-se vindo a produzir biopoliamidas de fontes naturais, sintetizando o dcido 11-aminoundecandico
proveniente do éleo de ricinio. Este biopldstico, Poliamida 11 (PA11), deriva completamente de fontes
renovaveis, tornando-o muito atraente do ponto de vista ambiental, ainda que ndo biodegradavel. Esta
poliamida apresenta melhor estabilidade dimensional mas menor rigidez que a PA convencional. Devido
a sua resisténcia quimica é muito utilizada em equipamentos da indUstria quimica e alimentar (Malte &

Bernhard, 2016).

O consumo de polimeros sintéticos a nivel global para embalagens tem crescido muito nos Ultimos anos,
correspondendo a consumos de mais de 200 milhdes de toneladas anuais, com um crescimento de
aproximadamente 5 % ao ano (Siracusa et al., 2008). No entanto, o aumento do uso destes materiais
tem provocado sérios problemas ecolégicos devido a sua ndo biodegradabilidade. Os plasticos tém na
sua estrutura moléculas de polimeros muito grandes e ligacdes carbono-hidrogénio muito estaveis, o
que dificulta a sua decomposicdo por parte dos microrganismos (Seyedi et al, 2014), explicando assim
a sua acumulacdo nos aterros e no meio ambiente desde os anos 50, quando comecou a produgdo em

massa dos pldsticos (Barnes, Galgani, Thompson, & Barlaz, 2009).

Num estudo feito em 2015 a nivel global por Geyer et al., (2017), estima que 2500 toneladas de plasticos
- 0u 30 % de todos os plasticos ja produzidos - estdo atualmente em uso desde a sua produgdo. O mesmo
estudo indica que entre 1950 e 2015 foram originados 6300 toneladas de residuos plasticos, dos quais

9 % foram incinerados, apenas 12 % reciclados e os restantes 79 % estdo a ser acumulados em aterros



e nos ambientes naturais, sendo geralmente este os trés destinos dos residuos plasticos. A reciclagem
mecanica é uma solucdo favoravel para o ambiente no que diz respeito ao problema de descarte dos
residuos plasticos, quando comparada a producdo de novos plasticos. A substituicdo de compdsitos de
plastico virgem por compdsitos de plastico reciclado alcancou os maiores beneficios ambientais, pois a
producdo de pldsticos a partir de compdsito reciclado reduz o impacto ambiental em quatro vezes do
gue a producdo de plasticos novos (Gu, Guo, Zhang, Summers, & Hall, 2017). Segundo Lazarevic,
Aoustin, Buclet, & Brandt, (2010) o aterro de residuos plasticos, em comparacdo com a incineracao,
provou ser a op¢ao menos preferida para todas as categorias de impacto. Os processos de reciclagem
ndo serdo suficientes para eliminar todos os residuos pldsticos, até porque nem todos os residuos
pldsticos sdo reciclaveis, e a maioria dos polimeros fabricados hoje persistirdo por, pelo menos, décadas
ou séculos até se degradarem. A degradabilidade destes residuos ndo foi muito estudada, mas Swift &
Wiles, (2004) discute a relacdo entre a degradabilidade dos plasticos e fatores ambientais, tais como os

niveis de exposicdo a luz, aos raios ultravioleta, ao oxigénio e a temperatura.

2.1.2. Materiais alternativos para embalagens
Devido as grandes preocupacdes com a poluicdo ambiental e a exaustdo de recursos naturais causados
pelos materiais plasticos ndo biodegradaveis a base de petrdleo, tem-se verificado uma crescente
procura por polimeros sustentdveis para o ambiente. Os biopolimeros, materiais poliméricos
provenientes de recursos biolégicos renovaveis tais como plantas, animais e organismos microbianos,
tém ganho cada vez mais atengdo por parte dos investigadores (Adsul et al., 2016), tendo-se revelado
uma alternativa vidvel para a producdo de materiais sustentaveis sobretudo pela sua biodisponibilidade

e biodegradabilidade.

Biopolimeros e materiais biodegraddveis sdo conceitos que tém de ser considerados
independentemente. De acordo a European Bioplastics, (2016), um material plastico é definido como
biopolimero ou bioplastico se for de base bioldgica, biodegraddvel ou ambas. J& um material
biodegradavel é definido como “material capaz de sofrer decomposicdo em didxido de carbono,
metano, dgua, compostos inorganicos ou biomassa, em que o mecanismo predominante é a acdo
enzimatica de microrganismos, que pode ser medido por testes padronizados, em um periodo de tempo
especificado, refletindo a condicdo de descarte disponivel ” (Ferreira, Alves, & Coelhoso, 2016).

Um exemplo é a policoprolactona (PCL) que é um material biodegradavel mas ndo é considerado
biopolimero porque ndo é produzido a partir de fontes ndo renovaveis (Guarino, Gentile, Sorrentino, &
Ambrosio, 2017). A PCL é um poliéster alifatico e foi sempre utilizada em varias aplicacGes devido as

suas excelentes propriedades fisicas (Ray & Bousmina, 2005), e atualmente tem sido dada muita



atencdo ao uso de PCL em combinacdo com biopolimeros de forma a tornar as suas caracteristicas mais
biofriendly (Guarino et al., 2017).
Os biopolimeros sdo geralmente classificados de acordo com a fonte de obteng¢do como esquematizado

na Figura 1.
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Figura 1 - Polimeros biodegraddveis (adaptado de Ferreira et al., 2016)

Consistem em: (i) polimeros diretamente extraidos de biomassa de origem vegetal, animal e de algas,
tais como o amido a celulose e os arabinoxilanos, que sdo polissacaridos sintetizados por plantas; ou de
proteinas tais como a caseina (Cacique, Rios, Barbosa, & Wentz, 2017); (ii) polimeros produzidos por
bactérias, tais como a familia dos Polihidroxialcanoatos (PHAs) (Ray & Bousmina, 2005), que sdo
biopolimeros microbianos biodegradaveis que tém sido muito estudados e propostos para materiais de
embalagens, incluindo garrafas, revestimentos e materiais de espuma (Pérez-Arauz et al., 2019) e (iii)
polimeros produzidos por sintese quimica a partir de mondmeros de origem bioldgica renovavel, como
o poliacido lactico (PLA), que é um bioplastico constituido por monémeros de acido lactico, e que tem
vindo a ser muito utilizado em embalagens para produtos com pouco tempo de prateleira (Khosravi-

Darania & Bucci, 2015).

Todos estes polimeros referidos acima tém grande potencial para serem comercializados como
bioplasticos, sendo que as suas propriedades mecanicas, térmicas e de barreira, estdo a ser otimizadas
para que se possa diversificar a sua utilizacdo ao nivel da vasta gama dos plasticos convencionais

(European Bioplastics, 2016).



Diversos biopolimeros sdo produzidos a partir de matérias-primas valiosas naturais, como por exemplo
o amido extraido do milho, arroz e trigo. Nao ha duvida que a utilizacdo destas matérias-primas, que
entram na base da alimentagdo humana, para a produ¢do de amido para embalagens, pode torna-las

escassas e o custo destas poderé aumentar.

De um outro ponto de vista, os bioplasticos obtidos de subprodutos alimentares tém a vantagem de
ndo competir com fontes de alimento. Segundo a Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO), (2011) o desperdicio alimentar ronda os 1,3 bilides de toneladas por ano. Espera-se assim
gue se reduza o volume de residuos bem como o custo de producdo de biopldsticos (em comparacdo
com a produgdo de plasticos convencionais) (Gironi & Piemonte, 2011). Um exemplo destes materiais
alternativos para producdo de bioplasticos sdo os arabinoxilanos, polimeros extraidos da casca do milho,
subproduto do processamento do milho. Podem ser utilizados para produzir peliculas biodegradaveis
(C. Anderson & Simsek, 2019b), tendo sido confirmada a sua biodegrabilidade (C. Anderson & Simsek,

2019a). Estes polimeros serdo objeto de estudo neste trabalho.

2.2. Os Arabinoxilanos como materiais alternativos

2.2.1. Estrutura quimica
Os arabinoxilanos sdo polissacaridos ndo amildceos e sdo uma componente importante na fibra
alimentar uma vez que fazem parte da constituicdo da parede celular dos cereais, fortalecendo-a
juntamente com a celulose e lignina (Heikkinen, 2016). O peso molecular (M) varia, dependendo da
sua origem. De acordo com um estudo feito por Kale, Hamaker, & Campanella, (2013), o peso molecular
médio ponderado de arabinoxilanos de farelo de milho, determinado por cromatografia liquida de alto

desempenho (HPLC), varia entre 300000 e 500000 Da.

Devido a sua estrutura complexa, esta fracdo hemiceluldsica pode ser referida como heteroxilanos ou,
como a estrutura é composta principalmente por unidades xilose e arabinose, como arabinoxilanos
(Péroval, Debeaufort, Despré, & Voilley, 2002; Rose, Inglett, & Liu, 2009). Eles sdo formados, como é
possivel observar na figura 2, por uma cadeia linear de xiloses ligadas por ligacdes B-(1->4) as quais os
residuos de arabinose sdo ligados por ligagdes a-(1->3) e a-(1->2), ou ambas. Na sua composi¢do
apresentam moléculas de acido ferdlico (AF), ligadas por uma ligagcdo éster, (Morales-Ortega et al.,
2013), que tém poder antioxidante e antimicrobiano, com potencial para ser utilizado em alimentos e
cosmética devido a sua baixa toxicidade (Rose et al., 2009). E utilizado para a producdo de vanilina e
conservantes, como agente de reticulacdo e preparagao de géis alimentares e peliculas comestiveis (Ou

& Kwok, 2004)
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Figura 2 - Estrutura quimica de uma fragdo de arabinoxilanos ferulados identificados em cereais (Adaptado de Morales-

Ortega et al., (2013))

2.2.2. Fontes de arabinoxilanos
Os AX foram reportados pela primeira vez por Hoffmann & Gortner (1927) e desde entdo tém sido
estudados devido ao seu interesse quimico e tecnoldégico. Estes polissacaridos foram identificados nos
cereais mais importantes, como o] trigo (Triticumaestevum L.),
centeio (Secale cereale L. M. Bieb.), aveia (A. sativa), arroz (Oryza sativa L.), sorgo (Sorghum vulgare) e
milho (Zea mays L.) (Morales-Ortega et al.,2013). Sdo encontrados também em alguns subprodutos
agricolas resultantes do processamento de cereais tais como o farelo, cascas e palha (Saeed, Pasha,

Anjum, & Sultan, 2011).

O milho é uma cultura de interesse como fonte de arabinoxilanos, no qual podem ser encontrados na
camada exterior do grdo, ou pericarpo, que é descartado como farelo do milho apds o processamento
do grdo em farinha; e na casca do grao ou fibra do milho (figura 3). Estes subprodutos tém menor valor
econdmico e geralmente vao para racdo animal. O processamento do milho gera produtos como a
farinha proveniente do endosperma, e éleo através do gérmen, e pode ser realizado por duas técnicas

de moagem: moagem a seco e moagem humida.

«——— (Casca ——» \/~

- Endosperma———»
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Figura 3 - Anatomia do grdo de milho (adaptado de (Strazzi, 2015))



A moagem a seco envolve a moagem tradicional de grdos limpos para separar os componentes
endosperma, gérmen e farelo. O principal objetivo desta técnica é a separacdo do endosperma para ser
vendido como grao de milho ou como farinhas, enquanto que o gérmen é utilizado para producdo de
6leo. O farelo de milho tem baixo valor de mercado, e é frequentemente vendido como subproduto
para racdo animal (B. Anderson & Almeida, 2019).

A moagem humida consiste primeiramente em demolhar o grdo em agua e didxido de enxofre. Durante
0 processo 0s graos sdo amolecidos e assim é facilitada a separacao dos componentes endosperma,
gérmen e fibra; para a producdo de amido e separacdo do gliten no endosperma, dleo através do
gérmen e a fibra do milho composta por polissacédridos ndo digeriveis pelo homem (Rausch, Hummel,
Johnson, & May, (2019)). Os mesmos autores apresentam a variedade de produtos e subprodutos
resultantes da moagem humida do milho bem como as suas utilizagdes.

Através do quadro 1 adaptada de Rose et al., (2009), verifica-se que o farelo de milho tem uma
composicdo semelhante a fibra de milho, sendo que onde ha maior variacdo é na quantidade de amido,

na de fibra soldvel e nas quantidades de fendlicos totais.

Quadro 1 - Composigdo (g kg) do farelo de milho e da fibra de milho (adaptado de Rose et al., (2009)).

CONSTITUINTE FARELO DE MILHO FIBRA DE MILHO
PROTEINA @ 50—115 100—130
AMIDO 40—112 150—200
OLEO 13,2—19 17,2—36,8

FITOESTEROIS® 0.2 0.61—1.28
CINZA 6—10 6—20
FIBRA ALIMENTAR TOTAL 732—860 526—732

FIBRA SOLUVEL 2—26 ND—3

FIBRA INSOLUVEL 706—863 526—732

ARABINOSE © 128—178 113—117
XILOSE 217—243 176—213
MANOSE 3 ND—8,4
GALACTOSE 44—51 35,9
GLUCOSE ¢ 182—248 300—372
ACIDO URONICO 39—42 30—40
LIGNINA 7—10 78
FENOLICOS TOTAIS 55 NR

ACIDO FERULICO 28—31 1,02—18,5

ACIDO DIFERULICO 6,8—32 NR

ACIDO P-CUMARICO 3—4 2

NR, no registado; ND, n3o detetado; 2 Nitrogénio x 6.25;2 O recuo indica que este componente faz parte do
constituinte anterior; Aclcares neutros e dcidos urdnicos relatados na forma de polissacdaridos; ¢ Glicose sem
amido
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2.2.3. Extracdo e purificacdo dos arabinoxilanos
Dependendo da solubilidade, os arabinoxilanos sdo classificados como: extraiveis com agua (AXEA,
arabinoxilanos extraidos com dgua) e ndo extraiveis com dgua (AXNEA, arabinoxilanos ndo extraiveis
com 3agua). Estes ultimos requerem tratamentos quimicos, enzimaticos ou mecéanicos para a sua
extracdo (Morales-Ortega et al., 2013). A estrutura dos AXNEA é semelhantes a dos AXEA, mas possuem
maior peso molecular e maior diversidade de grupos nas cadeias laterais para além da arabinose
(Saulnier, Sado, Branlard, Charmet, & Guillon, 2007). Segundo lzydorczyk & Biliaderis, (2007) a
abordagem mais comum para isolar arabinoxilanos de varios materiais envolve a extragdo aquosa ou

alcalina desses polimeros, a partir de graos integrais ou tecidos vegetais especificos.

A fibra de milho, apds moagem hidmida, contem cerca de 50 % de humidade e o teor de amido varia de
15 a 30 %. Varios autores fazem um tratamento de remogdo do amido para evitar que haja extragao do
amido juntamente com o xilano (Wang, Cheng, & Feng, 2008); (Hespell, 1998) e (Jeon, Singkhornart, &
Ryu, 2014). Ha poucos relatos sobre o uso de processos de extracdo com dgua para enriquecer os
arabinoxilanos da fibra de milho, mas Jeon et al., (2014) relata a sua extracdo através de um processo
de centrifugacdo seguido de uma secagem e armazenamento. Wang et al., (2008) afirma que a extracdo

aquosa na fibra de milho é eficiente, resultando num residuo sélido rico em arabinoxilanos.

Na parede celular intacta dos grdos de cereais, a maioria dos arabinoxilanos estdo reticulados com
outros componentes (por exemplo, pontes de acido diferulico entre cadeias de arabinoxilanos) da
parede celular, que ndo é solivel num ambiente aquoso. Como resultado dessas ligacBes cruzadas, uma
grande parte dos AX nos grdos de cereais ndo podem ser facilmente extraidos com dgua, e requerem
tratamentos tais como extracdo quimica (solucGes alcalinas ou acidas), enzimatica ou mecanica-quimica
(ultrassons, micro-ondas, tratamentos de vapor, extrusores e tratamentos em reatores) (Zhang, Smith,
& Li, 2014). Os procedimentos de extracdo dos AX da fibra do milho tém sido intensivamente estudados.
Doner & Hicks, (1997) testou condi¢des de extracdo alcalina com perdxido de hidrogénio de modo a
isolar a hemicelulose da fibra de milho sem amido na sua composicdo. Um ano depois Hespell, (1998)
também testou varios procedimentos com hidréxido de calcio (Ca(OH),), hidroxido de aménio (NH,OH)
e hidréxido de potdssio (KOH). A extracdo alcalina faz com que as ligag®es de hidrogénio e a matriz da
parede celular se desintegrem, de forma a que se libertem vdérios polissacaridos da parede celular,
sendo esta a técnica mais utilizada (Zhang et al., 2014). Um outro método de isolamento é por extragdo
enzimatica, Wang et al., (2008) descreve o processo de enriquecimento dos AX da fibra do milho,

afirmando que é um bom método.
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Né&o estdo relatados resultados de purificacdo de arabinoxilanos provenientes da fibra do milho; apenas
do farelo do milho onde Bataillon, Mathaly, Nunes Cardinali, & Duchiron, (1998) relatam que, apds a
extracdo dos arabinoxilanos, purificaram o resultante por microfiltracdo tangencial com um rendimento
de purificacdo de 16 % a escala de laboratdrio, seguindo-se um processo de secagem por atomizagao.
O autores Shiiba, Yamada, Hara, Okada, & Nagao, (1993) purificaram arabinoxilanos provenientes do
farelo do milho por diafiltracdo a 50°C com uma membrana de polissulfona com um limite de peso
molecular nominal de 20000 Da. C. Anderson & Simsek, (2019b) produziram peliculas de arabinoxilanos
do farelo de trigo e do farelo do milho. De forma a extrair os arabinoxilanos, foi feita uma extragdo
alcalina e de seguida uma didlise de forma purificar o extrato, com uma membrana com um limite de

peso molecular nominal de 12 kDa.

2.2.5. AplicacGes dos arabinoxilanos
Os arabinoxilanos provém de matérias-primas sustentaveis e tém uma boa capacidade de formacdo de
peliculas e portanto podem ser utilizados com mais eficiéncia em embalagens e revestimentos
biodegraddveis (Heikkinen, 2016; Saeed, Pasha, Anjum, & Sultan, 2011). Alguns autores como (C.
Anderson & Simsek, 2019) demonstram a sua producdo bem como as caracteristicas das peliculas

produzidas a partir de varios subprodutos da indUstria alimentar.

A crescente incidéncia de doencas cronicas e obesidade e a relagdo entre a ingestdo de fibras
alimentares e os varios beneficios para a salde, fizeram com que o consumidor procure alimentos ricos
em fibras. Os efeitos benéficos dos alimentos com adicdo de microrganismos vivos (pré-biéticos) na
saude e nutricdo tém sido cada vez mais reconhecidos pelos profissionais de salde. Segundo a Food
and Agriculture Organization of the United Nations (FAQ) pré-bidticos sdo “Micro-organismos vivos que,
guando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro”.

O valor nutricional dos arabinoxilanos ndo foi investigado tdo intensamente quanto outros
polissacaridos; no entanto alguns autores como Hopkins et al., 2003; Lopez et al., (1999) revelam que
uma dieta rica em AX reduz acentuadamente a absor¢do de colesterol e que aumenta a absorcdo cecal
de calcio e magnésio, concluindo que os AX podem ter um grande impacto na fermentacdo intestinal,
na utilizacdo de minerais e no metabolismo do colesterol.

As evidéncias disponiveis de uma extensa gama de estudos em Broekaert et al., (2011) demonstram
gue os xilooligossacarideos (XOS) e arabinoxilan-oligossacarideos (AXOS), produtos da hidrolise
enzimatica dos AX apds a ingestdo do mesmo, possuem caracteristicas pré-bidticas no célon de

humanos e animais através da estimulacdo seletiva da microbiota intestinal benéfica. Esses efeitos pré-
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bidticos sdo acompanhados pela normalizacdo das fezes e atenuacgdo dos aumentos nos niveis séricos

de colesterol, triglicerideos e glicose, desencadeados por condi¢des alimentares adversas.

2.3. Processos de separacdo por membranas: definicdes e principios basicos
Neste trabalho estudar-se-do processos com membranas para a purificacdo de arabinoxilanos. Os
primeiros passos na evolucdo dos processos de separacdo por membranas (PSM) foram dados a nivel
laboratorial, onde a sua utilizagdo se restringia a medi¢des analiticas (Baker, 2004). As primeiras grandes
aplicacdes de membranas em PSM surgem no periodo da 22 grande guerra mundial, acompanhando a
evolucdo da ciéncia de polimeros com o desenvolvimento da primeira poliamida sintética - o Nylon -
por Carothers (Glater, 1999). Desde ai, os PSM estdo associados a grandes descobertas cientificas, tais
como a invencdo da hemodidlise por Wilhelm Kolff, que consiste na aplicacdo de uma membrana para
filtracdo e depuragdo do sangue, que tem salvo milhares de vidas (Baker, 2004). Todos estes avancos
contribuiram para demonstrar o potencial da ciéncia de membranas na tecnologia em processos de

filtracdo.

Uma membrana, ilustrada na figura 4, pode ser definida como uma barreira permeavel e seletiva, que
restringe a transferéncia de massa entre duas fases, ou seja, restringe parcialmente ou totalmente o
transporte de uma ou mais espécies quimicas presentes nas fases. O transporte tem lugar na presenca
de uma forga motriz entre a alimentacdo e o permeado. Nos processos de filtracdo com membranas,
tais como microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e osmose inversa (Ol), a forca
motriz é igual a uma diferenca de pressdo hidraulica. No caso do processo de didlise, a forca motriz é

uma diferenca de concentracdo dos solutos (Mulder, 1996).

Fase 1 Membrana Fase 2
e o [ ]
8 T~
0] o ,j/’
Alimentagdo ° © 7 © ©
meniag o O ° /ZI’ O O o] @] Permeada
o) o O.O ’/./ > o) o}
o °® 2 _» 00
Oop __.f'"
>

Forga motriz

Figura 4- Representag¢do esquemadtica de um processo de separagdo com membranas (fonte: Carvalho, (2008))

O processo de separagdo por membranas representado na figura 5 é caracterizado por uma corrente
de alimentacdo que é dividida em duas apds a passagem na membrana: o permeado e o retido. O

permeado € a parte da alimentacdo que se transfere através da membrana. O retido é a fracdo da
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alimentacdo rejeitada pela membrana, e que circula continuamente entre o médulo e o tanque de

alimentacdo, no caso em que se aplica o modo de operacgdo com circulacdo total de retido.

s> Concentrado

Alimentagago —¥] -.

Permeado

Figura 5 - Representagdo esquemdtica de um processo de separagio por membranas (fonte: Cabral, (2015))

A figura 6 apresenta a faixa de atuacdo dos diferentes processos de membranas com separagdo por
diferenca de pressdo, sendo que as diferencas entre estes processos de separacdo (MF, UF, NF e Ol)
centram-se na dimensdo das particulas e das moléculas que ficam retidas bem como a intensidade da
forga motriz para promover a separac¢do (Galvdo & Gomes, 2015).
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Figura 6 - Comparagdo entre processos cldssicos de separa¢do com membranas, em fungdo das dimensées das espécies a

serem separadas (fonte: (Mulder, 1996))

Microfiltracdo

O tamanho dos poros das membranas utilizadas em microfiltracdo variam entre 10 — 0,05 um (Mulder,
1996). As membranas de MF removem particulas em suspensdo e coloidais de 10 - 0,1 um de didmetro
(Mulder, 1996) e devido ao facto de ser um processo de separacdo por membranas menos seletivo,
com poros de maiores dimensdes, esta opera em pressées inferiores a 2 bar (Galvdo & Gomes, 2015),

e assim a resisténcia que esta membrana oferece a transferéncia de permeado é mais baixa que nos

restantes (Mulder, 1996).
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Ultrafiltracdo

A ultrafiltracdo e a microfiltracdo sdo processos semelhantes no modo de separagdo, sendo que nos
processos de UF utilizam-se membranas com poros com um didmetro médio significativamente menor,
na faixa de 0,1 — 0,001 um, permitindo a remocdo de macromoléculas na ordem dos 0,05 - 0,01 um, e
gue sdo caracterizadas por um cut-off molecular (MWCO) que varia entre 10 000 — 100 000 Da (Mulder,
1996). Este acaba por indicar o tamanho relativo dos poros das membranas mas que corresponde na
realidade ao peso molecular do soluto que apresenta uma rejeicdo acima de 90% por parte da
membrana (“Portal de Engenharia Quimica - Membranas,” 2014). Tal como a MF, a UF opera também

em pressoes relativamente baixas, entre 1 — 10 bar (Galvdo & Gomes, 2015).

As membranas de MF e UF podem ser consideradas membranas porosas, em que a rejeicdo é
determinada principalmente pelo tamanho e forma dos solutos em relacdo ao tamanho dos poros na
membrana e onde o fluxo do permeado é diretamente proporcional a pressdo aplicada (Habert, Borges,
& Nobrega, 2006). A MF e UF sdo semelhantes no mesmo principio de separacdo, no entrando, a grande
diferenca é a estrutura assimétrica da membrana que apresenta uma camada superior muito mais

seletiva no caso da UF, e consequentemente uma maior resisténcia hidraulica (Mulder, 1996).

As membranas de MF e UF podem ser fabricadas em materiais organicos e inorganicos, sendo que as
membranas poliméricas se podem dividir em hidrofébicas e hidrofilicas. Na MF sdo utilizadas
membranas poliméricas hidrofébicas que sdo tipicamente fabricadas de propileno (PP), polietileno (PE),
politetrafluoretileno (PTFE) e fluoreto de polivinilideno (PVDF); bem como membranas poliméricas
hidrofilicas que sdo usualmente fabricadas em policarbonato (PC), polisulfona (PSU), polietersulfona
(PES) e poliamida (PA); e as membranas ceramicas geralmente fabricadas por zirconia (Z2rO,), titdnio
(TiO3) e alumina (Al,O3) (Mulder, 1996). As membranas para UF sdo geralmente preparadas a partir de

materiais poliméricos, como por exemplo polietersulfona (PES) e fluoreto de polivinilideno (PVDF)

Nanofiltracdo

Em termos de seletividade a nanofiltracdo encontra-se na regido de transicdo entre a UF e a Ol com
membranas com um tamanho de poro médio < 0,002 um com um cut-off molecular (MWCO) na faixa
entre 200 — 1000 Da. Comparativamente com os processos de Ol, a pressao aplicada a processos de NF
€ muito menor, entre 5 — 35 bar (Galvdo & Gomes, 2015). A NF é utilizada, entre outros casos, quando
nao é necessaria uma rejeicdo de ides monovalentes (Na*, p.e.), caracteristica tipica da osmose inversa

(Scott, 1995).
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Osmose Inversa

A osmose inversa tal como a NF é um processo de remocao de solutos de baixo peso molecular de um
solvente; tipicamente a d4gua. Como o nome indica, é o processo reverso do processo normal da osmose,
em que um solvente é separado de um soluto de baixo peso molecular, ou a solucdo concentrada, por
uma membrana permeavel ao solvente e impermedvel ao soluto (Scott, 1995). A osmose inversa,
também chamada de hiperfiltracdo, apresenta as rejeicdes mais elevadas de entre todos os processos
de membranas, rejeitando praticamente todos os solutos (Cabral, 2015).

As membranas utilizadas nestes processos estdo entre as membranas porosas utilizadas na NF e as
membranas ndo porosas densas (utilizadas em separacdo por pervaporacdo) (Mulder, 1996). Assim
sendo, e devido a maior resisténcia da membrana, tém de ser utilizadas pressées mais elevadas na faixa
dos 15 — 150 bar (Galvdo & Gomes, 2015).

As membranas de NF e Ol ndo sao normalmente caracterizadas como porosas, e alguns autores como
Mulder, (1996) classificam-nas como ndo porosas ou densas, por ndo possuirem uma estrutura de poros

observavel, embora se assuma que esta existe na faixa manométrica.

Tipos de modulos com membranas
As membranas sdo acondicionadas dentro de mddulos, que sdo definidos como parte de um sistema

de membranas, utilizadas em diversas configurac®es: tipo planar, tubular, fibras ocas e em espiral.

No mdédulo de membranas planas (plate-and-frame), as membranas estdo dispostas paralelamente
separadas por espacadores. J& nos mddulos tubulares, estas sdo constituidas por tubos de material
polimérico ou ceramico inseridos dentro de médulos de geometria cilindrica (Baker, 2004). O médulo
tubular é utilizado em processos de ultrafiltracdo e microfiltracdao quando ha possibilidade de operar
com velocidades de escoamento elevadas. A membrana é suportada interna ou externamente num
suporte poroso feito com um material ceramico, polimérico, de carbono ou aco inoxidavel (Pertile,

2013).

As fibras ocas (hollow fibers) sdo utilizadas na forma de cartuchos contendo centenas de fibras com um
pequeno diametro interno que varia entre 50 a 3000 um. Se o didmetro interno variar entre 50 a 200
Um estas sdo chamadas de fibras ocas finas ou hollow fine fibers (Baker, 2004). A vantagem destas
membranas de fibras ocas é que podem formar médulos compactos com areas superficiais por unidade

de volume muito altas. S3o bastante utilizadas em microfiltracdo e ultrafiltracdo (Baker, 2004).

A configuracdo em espiral é uma das mais comuns nas industrias que operam com processos de

separacdo, nomeadamente microfiltracdo e ultrafiltracdo (Baker, 2004). Neste mdédulo sdo utilizados

16



espagadores entre as membranas; enquanto que um recolhe o permeado, o outro serve para o
escoamento da solucdo da alimentacdo. O conjunto de espacadores-membranas é enrolado em torno

de um tubo perfurado para recolher o permeado (Pertile, 2013).

Principios dos processos de separacdo com membranas

O desempenho e a eficiéncia de uma membrana sdo normalmente determinados por dois parametros:

a permeabilidade e a seletividade.

A permeabilidade (L.h"t.m2.bar?!) de uma membrana representa a facilidade com que as substancias se

transferem através da mesma. Esta é definida através da equacgdo 1:

fluxo do permeado

(1)

pressao transmembranar

Onde a P (L.h't.m=2.bar?) corresponde a permeabilidade através da pressdo transmembranar (bar) e

fluxo do permeado (L.m™2.h1) que sdo calculados experimentalmente.

O fluxo volumétrico é definido como o volume de solucdo que atravessa a membrana por unidade de

area e por unidade de tempo, Jv (L. m2.h?) representado na equagdo 2:

_eQ
Jv=2 2)
onde, Q (L.h'!) corresponde ao caudal de permeado e A (m?) a drea da membrana.

A seletividade da membrana de um componente em relacdo a outro pode ser calculada pela razdo das
permeabilidades desses componentes. A seletividade esta relacionada com o coeficiente de rejeicdo r;
(%) de cada componente, ou seja, pode-se considerar que uma elevada seletividade esta relacionada
com uma elevada rejeigdo de um dos componentes. Esta rejeicao define-se de acordo com a equagao
3:

r =1 - perm 3)

Cialim

Onde Cj perm (8.L") € C; q1im (8.L") sdo respetivamente a concentragdo (instantanea, ndo cumulativa)

do composto i em estudo no permeado e na alimentacédo, respetivamente.
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Os valores de rejei¢do e variam entre 100 % (rejeicdo completa do soluto) e 0 % (soluto e solvente
transferem-se de forma idéntica através da membrana) (Scott, 1995). Os valores de rejeices podem
variar na presenca de interagdes soluto-membrana, nomeadamente, repulsdes eletrostaticas e de
fenémenos de colmatacdo da membrana, com consequentes dificuldades na transferéncia de massa
dos solutos perto da membrana. Os fendmenos de colmatacdo da membrana podem ser diminuidos

com uma adequada hidrodindmica da corrente de alimentacao.

A remocdo de sais e solutos de referéncia, tais como o cloreto de sédio (NaCl) e o acido ferdlico
respetivamente, foi calculada experimentalmente no presente trabalho. Através dos valores de rejeicdo
foi possivel estimar a remocdo utilizando o processo de diafiltracdo. O autor Almanasrah et al., (2015)

partiu de um balanco de massa para chegar a equagao 4:

Valimentagéo . Calimentagio () (4)

t—ty= —
0 Jv " Amemp (1= Ry) Calimentagﬁo(t:())

Onde o tempo t (min) é o tempo de operagdo; o tempo zero ty (min) o inicio do ensaio, o volume da
alimentacdo Vgimentacio(L); 0 fluxo volumétrico J, (Lh™*m-?); a drea da membrana Ayemp (M?); a

rejeicdo 1; (%) e a concentragdo da alimentagdo Cyimentacao(8-L)-

O volume do permeado ¥}, (L) € igual ao volume de agua adicionado a alimentagdo, 1, (L), e podem ser

calculados de acordo com a equagao 5:
Vp =Jv " Amemp - (t— tO) (5)

Combinando as equac8es anteriores, os valores de concentracdo de cada componente i na alimentacao

(retentado) C; giim (g.L*), podem ser estimados na equagdo 6:
Ci,alim (t) = Ci,alim(t = 0) *exp [_ D- (1 - ri)] (6)

E possivel calcular o diavolume D (-) pela equagdo 7:

D= (7)

A equacdo foi adaptada, porque segundo o autor, o uso destas equacdes sdo necessarias as seguintes

condicGes: volume de alimentacdo constante e rejeicdo constante. Assim sendo, denominamos de
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tempo um t; (min) o tempo a partir do qual a percentagem de rejei¢do se torna constante, uma vez

gue ndo se cumpria o requisito de rejeicao constante, e apenas o de volume de alimentacdo.

Vot —t1) = Vp(t — to) — Vp(ty — to) (8)

Se dividirmos pelo Vyeeq, Obtém-se a equagdo 9:

Vp(t—t1) _ Vp(t—to) _ Vp(t1—to)
ered ered ered

&D-a (9)

Onde a corresponde ao valor fixo de diavolume a partir do qual a rejeicdo se torna constante. Assim

chegamos a equacgado 10 final:

Ciaiim (t) = Ciqum (t1) - exp [-(D —a) - (1 — )] (10)

O numero de Reynolds (-) definido pela equagdo 11 caracteriza o regime de escoamento. No geral para

Re <2100 o fluxo é laminar; e para Re > 4000 o fluxo é turbulento.

(11)

onde, p (kg.m?3) representa a massa especifica do fluido; v (m.s?) a velocidade média do fluido; D (m)

o diametro hidraulico e u (Pa.s) a viscosidade dinamica do fluido.

O diametro hidraulico aparente é calculado através da largura / (m) e da altura a (m) equagdo 12

(Cheryan, 1998; Mulder, 1996):

d, =22 (12)

Para configuragdes tubulares, o diametro hidraulico corresponde ao diametro da sec¢do circular

constante por onde circula o fluido.
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Modo de operacdo em processos de separacdo de membranas

Na maioria dos processos de filtragdo por membranas usa-se o escoamento tangencial (cross flow), uma
particularidade que se distingue da filtracdo convencional, onde se promove a separagdo por

escoamento frontal como representado na figura 7.

Alimentacao
—b —

Il ela! . e_
..o... - .

Alimentagao Concentrado

Permeado

(a) (b)
Figura 7 - Comparag¢do esquemadtica entre a filtragdo frontal (a) e a filtragdo tangencial (b) (fonte: (Cabral, 2015))

A operacdo em cross flow dificulta a acumulacdo de moléculas na superficie da membrana que podem
causar colmatacdo (fouling) e a polarizagdo de concentragdo. Estes fendmenos resultam numa redugao
do desempenho, tais como a queda de fluxo ao longo do tempo, e um aumento da resisténcia entre o
fluido-membrana devido a formacdo de barreiras devido a deposito de particulas ou bloqueio de poros,
adsorcdo de solutos e formagdo de uma camada de gel/bolo de filtragdo (Scott, 1995).

Este sistema tem vantagens no tempo de vida Util da membrana, uma vez que pode ser regenerada

repetidamente com agentes de limpeza fortes (Scott, 1995).

Na figura 8 encontram-se os principais modos de operacdo dos processos de separagdo com
membranas: (a) recirculagdo total, (b) concentragdo e (c) diafiltracdo. No modo de recirculagdo total o
concentrado e o permeado sdo devolvidos ao tanque de alimentacdo. Este modo é principalmente
utilizado a escala laboratorial de forma a permitir avaliar a influéncia das condi¢des experimentais, tais

como a pressdo transmembranar aplicada e a velocidade de circulagdo.

Concentrado Concentrado Agua Concentrado

Permeado Permeado Permeado

Figura 8 - Principais modos de opera¢do dos processos de separagdo com membranas (a) recirculagdo total; (b) concentragdo;

(c) diafiltragdo (fonte: Cabral, (2015))
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O modo de concentracdo consiste na passagem da alimentacdo pela membrana, sendo o permeado
continuamente recolhido e o retido recirculado para o tanque de alimentacdo, enquanto que a

concentragao dos solutos rejeitados pela membrana aumenta até uma concentracdo desejada.

0O modo de operacdo por diafiltracdo consiste em adicionar um solvente puro como a agua para suprir
o volume removido pelo permeado de forma a manter o volume do tanque de alimentagdo constante.
Cada volume de dgua adicionado é denominado de diavolume. A diafiltracdo é utilizada na purificacao
de compostos, pois promove a separacdo dos compostos de diferentes dimensdes, purificando assim a

alimentacdo (Cabral, 2015; Cheryan, 1998).

2.4. Peliculas biodegradaveis e bioativas

Peliculas biodegradaveis e bioativas tem um elevado potencial para contribuirem de forma positiva para
a producdo de embalagens sustentaveis. Alguns materiais, tais como os polissacaridos, sdo bons
candidatos para a sua producdo. Na indUstria alimentar sdo necessarios polimeros que satisfacam varios
requisitos tais como baixa permeabilidade aos gases, uma boa aparéncia, propriedades antioxidantes,

entre outros (Sganzerla et al., 2019).

As embalagens ativas tém vantagens em relacdo as embalagens passivas, pois promovem uma interagdo
do produto com o meio ambiente prolongando o tempo de prateleira do mesmo ou até mesmo
melhorar as suas capacidades sensoriais ou de seguranca. A embalagem ativa pode ser definida como
um sistema no qual constituintes secundarios foram intencionalmente incluidos na formulacdo ou no
espaco livre da embalagem para melhorar o seu desempenho (Luchese, Brum, Piovesana, Caetano, &
Fléres, 2017). Estas exercem vdrias fungBes técnicas tais como absorgdo de oxigénio, etileno, humidade
e odores, enquanto que outras emitem didxido de carbono, agentes antimicrobianos, aromas e
antioxidantes (Barros, 2013). A oxidacdo corresponde a um dos mecanismos mais frequentes de
deterioracdo e reducdo da vida util dos alimentos (Vermeiren, Devlieghere, Van Beest, De Kruijf, &

Debevere, 1999).

O 4cido ferulico ¢ um exemplo de um composto natural com propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, encontrado na matriz celular de plantas (Ou & Kwok, 2004) podendo atuar também
como agente de reticulagdo entre polissacaridos tais como os arabinoxilanos (lzydorczyk & Biliaderis,

2007).
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Producdo e caracterizacdo de peliculas biodegradaveis e bioativas de arabinoxilanos

A producdo de peliculas de polissacaridos tais como os arabinoxilanos, é geralmente realizada pelo
método de casting como estd descrito por C. Anderson & Simsek, (2019b). Estes autores produziram
peliculas de arabinoxilanos de diferentes fontes tais como o farelo do milho, farelo do trigo e dreche
com a adicdo de glicerol ou sorbitol como plastificantes em trés concentracSes diferentes (10, 25 ou 50
%). Uma vez produzidas, as peliculas foram armazenados a uma humidade relativa de 49 %. Apds o
periodo de estabilizacdo determinaram as propriedades topograficas e perfis mecanicos das mesmas.

A adicdo de plastificantes é necessdria para melhorar as propriedades da pelicula. Os plastificantes que
tém sido mais utilizados em peliculas de arabinoxilanos sdo o glicerol e o sorbitol (Aghazadeh et al.,,

2018; C. Anderson & Simsek, 2019b; Mikkonen et al., 2009).
Neste trabalho pretendeu-se produzir peliculas de arabinoxilanos purificados usando processos com

membranas, e efetuar a sua caracterizacdo em relacdo a sua aparéncia, propriedades higroscépicas,

propriedades mecanicas, propriedades de barreira e atividade antioxidante.
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3. Materiais e métodos

3.1. Extrato rico em arabinoxilanos e medi¢do da sua viscosidade

O extrato proveniente da fibra do milho, fornecido pela Faculdade de Ciéncias e Tecnologia (FCT-UNL)
foi produzido através de um processo de extracdo alcalina seguido de um processo de ultrafiltracdo de
modo a concentrar os arabinoxilanos numa razdo de 1:5.

Com o objetivo de purificar o extrato, e tendo previamente decidido que tipo de membranas e mdédulos
de membranas se iriam usar, teve de se ter em consideracdo a viscosidade do mesmo. Foram feitas
medicdes usando um redmetro HAAKE MARS (Modular Advanced Rheometer System) com um sensor
cone-prato (C35 292), acoplado a um sistema peltier para controlo de temperatura, para diferentes
diluicdes do extrato inicial (1:1; 1:5; 1:6; 1:11; 1:16; 1:26; 1:36 e 1:46), as temperaturas de 20°C e 40°C.
3.2. Processamento com membranas

3.2.1. Diafiltracdo num modulo de membranas planas
A instalacdo de ultrafiltracio operada em modo de diafiltracdo estd representada figura 9. E
compreendida por um reservatorio de alimentagdo, duas membranas, duas bombas peristalticas (uma
para a entrada de agua e uma para a saida do tanque de alimentacdo), mandmetros (pi), um

reservatério de permeado e um de dgua para a entrada do volume de dgua correspondente.

RETENTADO

° s

MODULO
MEMBRANAR

PERMEADO

TANQUE DE
ALIMENTAGAO

Figura 9 - Representag¢do esquemdtica da unidade de membranas planas Hydrostart de Sartorius

A purificacdo foi realizada com uma unidade de membrana da Sartorius (Gottinger, Alemanha) com
duas membranas Hydrosart de ultrafiltracdo (modelo: 3051446801E-Sw) de celulose, colocadas em
paralelo, com um limite de peso molecular nominal, MWCO de 100 kDa e com uma area de 0,1 m? cada,

perfazendo um total de 0,2 m?2 no maddulo.
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A lavagem e desinfecdo da membrana foi feita com uma solucdo de hidroxido de sédio, NaOH, 1M a
40°C durante 40 minutos, como recomendado no manual da membrana. A conservacdo da mesma foi

feita com recurso a uma solugdo de hidroxido de sédio 0,1M.

Condicoes de operacdo

Os testes feitos a escala laboratorial, esquematizados no quadro 2, foram realizados sob condicGes
controladas de pressdo transmembranar de 0,70 + 0,04 bar, medida e controlada através dos
manometros instalados no mdédulo como representa a figura 9. A temperatura do reservatério de
alimentacdo foi mantida a 40°C + 2°C para os diferentes ensaios. Estes decorreram no modo de

diafiltracdo em continuo.

Quadro 2 - Esquema das condigbes de operagdo da unidade de membrana Hydrostart de Sartorius

Pressao )
Temperatura Area total
Membrana Modo de operacao transmembranar
(°C) (m?)
(bar)
Hydrosart Ultrafiltracdo (UF) operado em modo
0,70 £ 0,04 40+2 0,2
3051446801E-Sw de diafiltragdo (DF)

3.2.2. Diafiltracdo num maodulo de fibras ocas
O equipamento de filtracdo é compreendido por um reservatdrio de alimentacdo, uma unidade de
membrana, duas bombas peristélticas (uma de entrada de 4dgua e uma de saida do tanque de
alimentacdo) (bomba), uma bomba de diafragma (bomba de permeado) (bomba), manémetros (pi), um

reservatério de permeado e um de agua para a didlise como representado na figura 10.

RETENTADO

PERMEADO
] B ( pi )
(BomeA }
MODULO
MEMBRANAR BOMBA
A
4
) TANQUE DE
dgua ALIMENTACAQ BOMBA °

Figura 10 - Representagdo esquemdtica da unidade da membrana de fibras ocas de GE Healthcare

A purificacdo foi realizada com um modulo de fibras ocas da GE Healthcare (Chicago, EUA). As

membranas (modelo UFP-100-C-6A) sdo de polissulfona (PS) e assimétricas (operando de dentro para
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fora), com um limite de peso molecular nominal MWCO de 100 kDa. O mddulo de membranas contém

520 fibras de 0,5 mm de didmetro interno, 0,64 m de comprimento e uma area total de 0,48 m?.

A lavagem da membrana foi feita em trés etapas, de modo a recuperar a permeabilidade hidraulica
inicial. Primeiramente foi utilizada uma solucdo alcalina com uma concentracdo de 0,5 % (m/m) de
Ultrasil 110 (Ecolab, Canada) durante 30 minutos. De seguida utilizou-se uma solugdo acida de Ultrasil
75 (Ecolab, Canadd) com uma concentragdo de 0,03 % (m/m). A Ultima etapa consistiu na circulagdo de
etanol 97 % (Labchem, Pensilvania) diluido para uma concentracdo de 70 % (m/m), durante 20 minutos,
conforme indicado no manual de operacdo da membrana. Entre as diferentes passagens a membrana
foi lavada com dgua desionizada até estabilizar o pH a 7 e até se atingir uma condutividade

negligenciavel.

Condicdes de operacdo:

Os testes feitos a escala laboratorial foram realizados sob condi¢Bes de fluxo controlado através de uma
bomba implementada no circuito do permeado. Estes decorreram por ultrafiltracdo em modo de
diafiltragdo em continuo a um fluxo de 18,75 L.h">.m2 com um volume de alimentagdo constante. A
temperatura do reservatério de alimentacdo foi controladaa30°C+2°C,40°C+2°Cea50°C+4-°C
para os diferentes ensaios como esquematizado no quadro 3.

Foi testado um método de operacdo de relaxamento membranar a uma temperatura de 40 °C + 2 °C,
gue consiste na permeacdo durante o diavolume, D (-) e a paragem da bomba de permeado durante 1

minuto, e assim sucessivamente até terminar o ensaio.

Quadro 3 - Esquema das condicées de operagdo da unidade da membrana de fibras ocas de GE Healthcare

Membrana Modo de operagao Pressao T(°C) Area total
entrada (bar) (mQ)
UFP-100-C-6A Ultrafiltragdo (UF) operado em modo de diafiltracdo 0,5+ 0,05 30+2 0,48
(DF)
UFP-100-C-6A Ultrafiltragdo (UF) operado em modo de diafiltracdo 0,4 +0,05 40+ 2 0,48
(DF)
UFP-100-C-6A Ultrafiltragdo (UF) operado em modo de diafiltracdo 0,4 +0,05 40+ 2 0,48

(DF) e método de relaxamento membranar

UFP-100-C-6A Ultrafiltracdo (UF) operado em modo de diafiltracdo 0,35+0,05 50+4 0,48
(DF)

No fim de cada diavolume dos 35 realizados em ambos os médulos, foram retiradas amostras de 2,5 ml

+ 0,1 ml da alimentagdo, do retentado e do permeado instantaneo e cumulativo de forma a que fosse
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possivel verificar a evolucdo da concentracdo de sais de referéncia bem como a quantificacdo dos

compostos fendlicos totais ao longo do ensaio.

Foi medida também a permeabilidade da membrana antes e logo apds cada ensaio de forma a observar
a perda da permeabilidade hidraulica, bem como a recuperacdo da permeabilidade da membrana apds

a lavagem.

3.3. Producdo de peliculas

3.3.1. Preparacdo das solugdes filmogénicas para ensaios preliminares

O método de preparacdo de peliculas foi adaptado de (C. Anderson & Simsek, 2019b) e estd
representado na figura 11. A solucdo proveniente da purificagdo com uma concentragdo inicial de
sélidos totais de 0,2 % (m/m solucdo) foi concentrada até obter uma concentracdo final de 1,3 % (m/m
solucdo), num rotavapor (Buchi Rotavapor R-200 system, EUA). A temperatura do banho foi de 40 °C e
a pressao final atingida foi de 17 mbar.

Numa placa de aquecimento (Velp scientifica, Italia) com uma agitacdo de 200 rpm, o extrato
concentrado foi aquecido durante 15 minutos a 90 °C, adicionando-se posteriormente o plastificante e
os diferentes reticulantes, nas percentagens presentes no quadro 4, e aqueceu-se novamente a solugao
durante 10 minutos a 90 °C na mesma placa de aquecimento. Pelo método de casting, a solucdo foi
colocada numa placa de petri de poliestireno com 55 mm de didmetro e altura de 12 mm (Frilabo,
Portugal) e deixou-se a secar numa estufa KB 115 (BINDER, Espanha) a 60°C durante 15 horas. As placas
foram retiradas e deixadas a estabilizar durante 15 horas num exsicador com uma solucdo de nitrato de

magnésio com uma humidade relativa (HR )de 52,9 %.

26



Concentragdo do extrato Agquecimento da solugdo durante Adigdo de plastificante e
enriquecido em Arabinoxilanos 15 minutos a 90°C reticulante
Misturar por 10 minutos a 90°C Colocar a porgdo em placas de Secagem das peliculas a 60°C por
petri de poliester 15 horas

V/

Armazenamentoa 52,9% HR
durante 15 horas a temperatura
ambiente

Figura 11 - Método utilizado para produzir peliculas de arabinoxilanos (adaptado de C. Anderson & Simsek, 2019b)

3.3.2. Selecdo da concentracdao dos componentes das solucdes filmogénicas
O plastificante escolhido para incorporagdo foi o glicerol (Fisher chemical, UK), (C. Anderson & Simsek,
2019b) e os reticulantes o Polietileno Glicol Eter Diglicidilico, PEDGE (Moonsri, Watanesk, Watanesk,
Niamsup, & Deming, 2008) e o acido citrico, AC (Labchem, EUA) (H. R. Park, Chough, Yun, & Yoon, 2005).
Adicionalmente, incorporou-se acido ferulico (AF) (Sigma-aldrich, EUA) para melhorar as propriedades
bioativas (atividade antioxidante).

Os componentes foram testados em diferentes concentragdes como é possivel verificar no quadro 4.

Quadro 4 - Ensaios preliminares da produgdo de peliculas de arabinoxilanos

Concentragao Concentragao Concentragao Concentragao
Concentragdo Glicerol ) )
Arabinoxilanos PEDGE Acido Citrico Acido ferulico
Ensaio (m/m polimero)
(m/m polimero) (m/m polimero) (m/m polimero)) (m/m polimero)
1 1,3% - - -
2 1,3% 47 % - - -
3 1,3% 30% - - -
4 1,3% 15% - - -
5 1,3% 30% 4% - -
6 1,3% 30% 8% - -
7 1,3% 30% 15% - -
8 1,3% 30% - 20% -
9 1,3% 30% - 50 % -
10 1,3% 30% - - 10 %
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3.3.3. Preparacdo das peliculas com as solu¢des filmogénicas otimizadas
De acordo com procedimento descrito na figura 11, foram preparadas as solugbes filmogénicas
otimizadas, consistindo apenas na adi¢do do plastificante, o glicerol, que foi adicionado com uma
concentragdo de 30 % em relagdo a massa de sélidos solUveis totais. Na mesma formulagdo de base, foi
incorporado o acido ferulico de modo a perfazer uma concentracdao de 10 % em relacdo a massa total
de sdlidos soluveis. Pelo método de casting a solucdo foi colocada numa placa de petri de poliestireno
com 90 mm de didmetro e altura de 12 mm (Frilabo, Portugal) e deixada secar numa estufa KB 115
(BINDER, Espanha) a 60°C durante 15 horas. As placas foram retiradas e deixadas a estabilizar durante
15 horas num exsicador com uma solucdo de nitrato de magnésio com uma humidade relativa, HR de

52,9 %. As peliculas foram cortadas nas dimensdes necessarias para os testes seguintes.

3.4. Caracterizacdo das peliculas de Arabinoxilanos

3.4.1. Aparéncia, cor e espessura das peliculas
Numa primeira fase as peliculas foram analisadas visualmente para verificar a sua integridade fisica e

aparéncia.

Medicdo da espessura

A espessura das peliculas foi medida em duplicado antes dos testes para cada uma das réplicas com um

micrometro digital (Digimatic Micrometer, Mitutoyo, Japdo).

Medicdo da cor

A medicdo da cor das peliculas foi feita em triplicado com recurso a um colorimetro Chroma Meter CR-
400 (Konica Minolta, Japao) de forma a obter os parametros de cor de acordo com o sistema CIELab.
Antes de se efetuarem as leituras, o colorimetro foi calibrado com um padrdo branco (L*=94,62; a*= -

0,53 e b*= 3,64). As leituras foram feitas contra este padrao.

O modelo utilizado, CIELab expressa a cor de acordo com trés parametros, L* que quando positivo
representa o branco e quando negativo o preto; a* quando positivo o vermelho e quando negativo o
verde e por fim o b*quando positivo azul a negativo amarelo que estdo representadas na figura 12 a

partir de um grafico de coordenadas x,y e z relativas aos parametros a*, b* e L* respetivamente.
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v 1 |
Figura 12 - Representagdo esquemdtica do método CIELAB

O espacgo de cor L*c*h, semelhante ao L*a*b*, é também bastante utilizado porque o seu sistema
correlaciona melhor com a forma como o olho humano percebe as cores. Este sistema utiliza o mesmo
diagrama de espaco de cor L*a*b*, mas usa coordenadas cilindricas em vez de coordenadas
retangulares. Neste novo espaco, L* indica a luminosidade, c* a saturacdo e h® é o angulo da tonalidade.
O valor de saturacdo, c* foi calculado através da seguinte equacgdo 13:

c*= (a*? + b*?)1/2 (13)

Onde a* e b*sdo valores obtidos experimentalmente.

E o valor de tonalidade, h° foi calculado através da seguinte equagdo 14:
b*
h°® = arctan (F) * 180/m,se a*>0e b*>0 (14)

Onde a* e b*sdo valores obtidos experimentalmente.

A partir destes dados foi possivel localizar a coloracdo das duas membranas em estudo no grafico de

cores.

Avaliacdo da morfologia da superficie das peliculas

A microestrutura das peliculas foi observada usando a técnica de Microscopia Eletronica de Varrimento
(SEM) (Jeol JSM-7001F scanning electron microscope) a 10 Kv. As peliculas foram cobertas com ouro e

palddio, Au/Pd e observadas com aplicacdes de 500 ; 2000 e 5000 vezes.
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3.4.2. Propriedades de barreira

Permeabilidade ao vapor de dgua

A figura 12 representa esquematicamente a montagem experimental utilizada para medir a

permeabilidade ao vapor de 4gua.

Ventoinha

Placa de petri com solugdo salina saturada
de cloreto de magnésio selado com filme

—»

I

| p Medidor de temperatura e humidade
relativa

i—’ Solugdo salina de nitrato de magnésio

Figura 13 - Representagdo esquemdtica da montagem utilizada para medir a permeabilidade ao vapor de dgua das peliculas
em estudo

Preparou-se duplicados das peliculas em estudo, num formato circular, com cerca de 60 mm de
didmetro. Apds o periodo de estabilizacdo, num exsicador com uma solucdo saturada de nitrato de
magnésio a uma humidade relativa de 52,9 %, as amostras foram seladas no topo de caixas de vidro
usando silicone para facilitar a aderéncia. No interior da caixa de vidro colocou-se 9 mL de uma solugdo
salina saturada de cloreto de magnésio, MgCl,, (aw = 0,328).

As caixas de vidro foram colocadas num exsicador com uma solugdo salina de nitrato de magnésio
Mg(NO3),, (aw = 0,529), e equipado com uma ventoinha de modo a promover a circulagdo de ar e
minimizar a resisténcia a transferéncia de massa acima da pelicula. As condicdes de humidade relativa
e de temperatura dentro do exsicador foram monitorizadas utilizando um termohigrémetro (Hanna
Instruments, USA) (Alves, Costa, & Coelhoso, 2010). O fluxo de vapor de dgua foi determinado através
da pesagem das caixas com intervalos de 2 horas durante 12 horas. Os valores de humidade relativa e
temperatura foram também registados no momento da pesagem.

A permeabilidade ao vapor de dgua foi calculada pela equagdo 15:

Nwf X &

WPA = 7

(15)

Onde WPA (mol.m (m?s.Pa)?) é permeabilidade ao vapor de dgua, Nwf (mol (m2.s) ) o fluxo molar de

vapor de dgua através do filme medido experimentalmente; § (m) a espessura do filme, e Ap (Pa) a
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forca motriz efetiva expressa como diferenca de pressdo de vapor de dgua entre ambos os lados do

filme.

O percurso do vapor de dgua ao longo deste ensaio encontra-se ilustrado na figura 14.

o
=
= Solugdo salina de
o~ Ar estagnado &
S Mg(NOs),
=
= — >
(2}
o Pu3
1]
£
[
1,3 Puz
= Pus
&
aw1 P — IV
z %HR,

Figura 14 - Representagdo esquemdtica do processo de transporte do vapor de dgua
Para o calculo da permeabilidade ao vapor de agua tornou-se imperativo o calculo da pressao parcial
de vapor de dgua em contacto com o filme pw;, bem como a pressdo parcial de vapor de dgua que se

encontra no exsicador fora da caixa pws (Alves et al., 2010).

Tendo em conta que no estado estaciondrio o fluxo de dgua medido é igual ao fluxo de dgua através do

ar estagnado, é possivel calcular pw; através da equagao 16:

(patm—pwz (16)

Patm
N, = D,,_4irIn
w w-air Patm—Pwi1

RTz
Onde, N, (mol.m2.51) é o fluxo de 4gua; pgem(Pa) a pressdo atmosférica, R (J.K1.mol?) constante dos
gases perfeitos, T (K) temperatura; Dy,_qir (M2.51) 0 coeficiente de difusdo do vapor de dgua em ar;
Pwi (Pa) a pressdo parcial de vapor de dgua em contato com a solugdo salina no interior da placae za

distancia entre a pelicula e a solucdo.

A pressdo parcial de vapor de dgua em contacto com a solugdo salina saturada de cloreto de magnésio,

Pw1 € determinada como apresentado na equagdo 17.
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Pwi = Ay " Py * (17)

Onde, a,,(-) atividade da agua e p,, * (Pa) pressdao de vapor de dgua pura.

A pressdo de vapor de agua pura, p,, * € dada pela equagao 18.

3816,4
T-46,1

pw * = exp[ 23,2 — ] (18)

Onde, P,, * (Pa) pressdo de vapor de agua pura e T (K) a temperatura.

A pressdo parcial no exsicador, p,,3 € calculada a partir da humidade relativa média medida durante o

ensaio, através da equacgdo 19.

%HR =2 - 100 (19)

w*

Permeabilidade ao oxigénio e ao didxido de carbono

Este teste foi realizado utilizando uma instalacdo experimental para a determinacdo da permeabilidade
ao gas composta por dois compartimentos cilindricos idénticos como é possivel verificar na figura 15.
Foram utilizadas amostras circulares com 3 cm de diametro, que tinham sido armazenadas por 15 horas

num exsicador com humidade relativa de 52,9 % conforme descrito na segdo 3.

Resisténcia

"[ALIMENTA[;AO PERI‘\:"IEADOJJ L=-|

Agua do banho

h 4
A

GAS TESTADO

Figura 15 - Representagéo esquemdtica do equipamento utilizado para medir a permeabilidade ao didxido de carbono, CO; e

oxigénio, O,
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Apds o periodo de estabilizacdo, a pelicula foi colocada entre os dois compartimentos da célula de
permeabilidade ao gds. As experiéncias foram conduzidas com o equipamento colocado num banho de
agua a 30 °C, a fim de garantir uma temperatura constante. As peliculas foram analisadas em duplicado.
Ambas as camaras foram pressurizadas com o gas de teste a uma pressdo de 0,7 bar. Apds atingir esta
pressdo deixou-se o equipamento estabilizar e homogeneizar o gas dentro da camara. O teste comecou
guando a vaélvula do permeado foi aberta. Posteriormente, monitorizou-se a transferéncia de gas
medindo a pressdo nas duas camaras ao longo do tempo usando dois transdutores de pressao (Druck

PDCR 910, Inglaterra).

3.4.3. Propriedades mecanicas

Testes de tensdo axial

Foram preparadas 5 replicas com as dimensées de 25 mm x 60 mm a partir de peliculas estabilizadas
como descrito na etapa de preparacdo das peliculas, e analisadas num texturémetro (TA-XT2, Stable
Micro System, UK) com uma célula de carga de 5 kg. As amostras foram fixadas pelas extremidades

numa sonda de gancho de tracdo e estendidas até a rotura a uma velocidade constante de 1 mm.s™.

Uma vez concluido o ensaio é possivel verificar graficamente a relagdo entre a forca exercida em func¢édo
da distancia e do tempo, o que permite calcular a tensdo na rotura (o), a deformacgdo na rotura (%) e o
modulo de Young (E). A tensdo de rotura é a forca exercida sobre a area de secc¢do reta da pelicula, no

momento em que esta se quebra, e pode ser calculada pela equagdo 20:
F
o=t (20)

Onde, o (N.m) é a tensdo na rotura, F (N) a forca na rotura, e S (m?) a area da seccdo reta inicial da

pelicula.

A deformacdo na rotura é expressa como a variacdao do comprimento da amostra em relacdo ao seu

comprimento inicial. Esta determina-se segundo a equagdo 21:

_If-Ii
T

Onde € (-) é a deformacdo na rotura; If (mm) alongamento final e Ii (mm) comprimento inicial.
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O moddulo de Young (equagdo 22) indica-nos a resisténcia da pelicula a deformagdo, e valores muito

elevados significam que é necessdria uma tensao elevada para provocar uma determinada deformacao,
g

E = . (22)

Onde E (N.m™) é o Mddulo de Young; o (N.m™) a tensdo na rotura € (-) a deformacdo na rotura.

O moddulo de Young foi obtido a partir do declive da zona linear das curvas de tensdo em funcao da

deformacao.

Testes de perfuracdo

Apds o periodo de estabilizacdo descrito na etapa de preparagdo das peliculas foram preparadas 5
réplicas com as dimensdes de 30 mm x 30 mm e analisadas no mesmo texturémetro dos testes de
extensdo (TA-XT2, Stable Micro System, UK). As amostras foram fixadas numa plataforma com um
orificio com 10 mm de didmetro e pressionadas com uma sonda cilindrica de 2 mm de didmetro na zona

central com uma velocidade constante de 1 mm-s™ até perfurar a pelicula.
A partir deste teste obtém-se a forga exercida para perfurar a pelicula em fungdo da distancia percorrida

e do tempo. Pela leitura dos gréficos, foi possivel determinar a forca de perfuracdo e, a partir desta, a

tensdo de perfuragdo, g, através da equagdo 23:
F
op = ?” (23)

Onde g, (N.m?) é a tensdo na perfuragdo; F, (N) forca na perfuragdo e S (m?) a drea da seccdo reta da

sonda.

A deformacdo na perfuracdo é dada pela equagdo 24.

(24)

Onde € (-) é a deformacgdo na rotura; L (mm) alongamento na perfuragdo e Li (mm) o alongamento

inicial.

34



O célculo do alongamento na perfuracdo estd exemplificado na figura 16, onde o alongamento na

perfuracdo constitui a hipotenusa calculada usando o alongamento inicial (Li) com o final (Lf).

Sonda

Plataforma

L= |1} +13

Figura 16 - Representagdo esquemdtica do ensaio de perfuragéo da pelicula

Ly

3.4.4. Atividade antioxidante

Atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH

Preparou-se uma solucdo de stock de DPPH (Sigma Aldrich, EUA) em metanol (Honeywell, Alemanha)
com uma concentracdo de 240 mg.mL? e armazenou-se a-20 °C. A solucdo didria foi preparada diluindo
10 mL de solucdo de stock em 40 mL de metanol. Posteriormente efetuou-se a leitura da absorvancia a
515 nm no espectrofotémetro UV/VIS 916 (GBC scientific equipment, EUA), de modo a ajustar a mesma
até obter uma absorvéncia inferior a 1,1.

Para a determinacdo da atividade antioxidante das peliculas, colocou-se num tubo de ensaio uma massa
de pelicula de 1,30 + 0,14 mg, ao qual de adicionou 3900 mL de solu¢do diaria, agitando-se num agitador
de tubos tipo vortex RSLAB-6PRO (RSLAB, Franca) e deixando-se durante 40 minutos a temperatura
ambiente e na auséncia de luz. Apds esse periodo, mediu-se a absorvancia a 515 nm, dos triplicados de

cada amostra. O Radical Scavenging Activity, RSA (%) foi calculado através da equacdo 25:

RSA (%) = Zpepr—Aamostra o 10 (25)

AppPH
Onde Apppy € a absorvancia da solugdo didria e Agmoestrq @ absorvancia apods reagdo com a amostra de

pelicula em estudo.

Para a determinacdo do valor de Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, TEAC foi feita uma curva de
calibracdo com diferentes concentracdes do reagente trolox (sigma aldrich, EUA) que se encontra no

Anexo A.3.
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Atividade antioxidante total pelo método de reducdo do ferro (método FRAP)

Preparou-se uma solucdo de reagente FRAP com 25 mL de tampao acetato 0,3 M, 2,5 mL de solucdo
TPTZ (Thermo Fisher scientific, UK) 10 mM e 2,5 mL de solugdo de cloreto férrico (sigma aldrich, UE).
Em seguida adicionou-se, num tubo de ensaio um pedago de pelicula 1,63 + 0,14 mg a 270 pL de agua
nanopura, 60 uL de metanol e 2,7 mL de solucdo de reagente FRAP. Homogeneizou-se a solugdo num
vortex RSLAB-6PRO (RSLAB, Franca) e deixou-se a incubar durante 30 minutos, a 37°C com agitacdo e
na auséncia de luz num banho com agitacdo (Thermo scientific, EUA). Foram analisados os triplicados
das amostras.

Utilizando-se o procedimento acima descrito, efetuou-se uma curva de calibracdo apresentada no

Anexo A.3. com diferentes concentracdes de reagente Trolox (Sigma Aldrich, EUA).

3.5. Métodos analiticos

Quantificacdo de sais de referéncia pelo método direto

A condutividade das amostras foi medida num condutivimetro sension+ EC71 GLP (HACH, EUA) em
equivalentes de cloreto de calcio. A reta de calibracdo encontra-se no Anexo A.1. utilizando diferentes

concentracdes de cloreto de sédio.

Quantificacdo dos compostos fendlicos totais pelo método direto

Mediu-se a absorvancia das amostras numa cuvete de quartzo num espectrofotémetro UV/VIS 916
(GBC scientific equipment, EUA) dos compostos fendlicos totais (em equivalentes de acido ferdlico) a
280 nm. A reta de calibragdo encontra-se no Anexo A.2. utilizando diferentes concentra¢8es de acido

ferulico.

Quantificacdo da matéria seca total

A quantificacdo da matéria seca total do extrato purificado foi feita por pesagem, apds secagem numa

estufa (KB 115, BINDER, Espanha) a 100 °C durante 18 h.

3.6. Andlise estatistica
O tratamento estatistico dos resultados foi feito com recurso ao software Statistica v7.0.6.1.0 EM. A
andlise ANOVA foi realizada partindo de pressupostos basicos: as mostras sdo independentes e

aleatdrias, e as populacdes tém distribuicdo normal e as varidncias populacionais sdo iguais.

Para a caracterizacdo das peliculas realizaram-se testes post-hoc de Tukey (p-value < 0,05) para
comparacao de médias, nos diferentes parametros estudados tais como medicdo de cor, propriedades

mecanicas, e atividade antioxidante.
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4. Resultados e discussao

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos experimentalmente pela operagdo
da purificacdo com membranas de ultrafiltracdo em modo de diafiltracdo, como também a preparacéo

e caracterizacdo das peliculas feitas a base de arabinoxilanos.

4.1. Viscosidade do extrato rico em arabinoxilanos
A viscosidade do extrato, submetido a varios graus de diluicao, foi medida como objetivo de escolher o
grau de diluicdo com um valor de viscosidade semelhante ao da dgua (1,002 x 103 Pa.s a 20°C e 0,653
x 103 Pa.s a 40°C) (ToolBox, 2004). O principal objetivo em diluir o extrato foi de facilitar o
processamento nos médulos de membranas, ainda que a partida se soubesse que se iria operar em
ultrafiltracdo em modo de diafiltracdo, e portanto a diluicdo do extrato seria promovida com a remocgao
de pequenos contaminantes durante os primeiros diavolumes. A figura 17 apresenta os valores de
viscosidade aparente medidos experimentalmente em funcdo da taxa de deformacdo para as

temperaturas de 20 °C e 40 °C.
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Figura 17 - Viscosidade do extrato rico em arabinoxilanos a diferentes graus de diluigdo: (a) a temperatura de 20°Ce (b) a

temperatura de 40°C

Apds a andlise dos dados apresentados foi escolhida a diluicdo de 1:16 (m/m) apresentado valores de
viscosidade de 2,000 x 103 Pa.s a 20°C e 1,825 x 107 Pa.s a 40°C, valores estes que estdo na mesma

ordem de grandeza do valor de referéncia da dgua.

4.2. Purificacdo do extrato rico em arabinoxilanos
Nesta etapa pretendeu-se estudar o efeito da temperatura (30, 40 e 50 °C) na purificacdo dos polimeros
e o efeito do relaxamento membranar no médulo de fibras ocas; bem como o efeito da purificacdo num
diferente modulo de operacdo: modulo de membranas planas. Para tal foram realizados ensaios de
ultrafiltracdo em modo de diafiltracdo avaliando-se o efeito de cada condi¢do operacional revelante no
desempenho da purificacdo 1. a perda da permeabilidade hidraulica durante o ensaio (desejavelmente
baixa); 2. a pressdo transmembranar que estd relacionada com fendmenos de incrustacdo da
membrana; 3. a permeabilidade média do ensaio (desejavelmente alta) e 4. a rejeicdo e remocgdo de
pequenos contaminantes, em equivalentes de acido ferulico e em equivalentes de cloreto de sédio NaCl

(desejavel baixo e alto, respetivamente).

De forma a estudar o efeito da temperatura na purificacdo da matéria-prima no maédulo de fibras ocas
foram realizados ensaios sob condi¢gdes controladas de fluxo de permeado a 18,75 L.h'tm?2, sem
qualquer procedimento de relaxamento. O quadro 5 mostra a temperatura, a perda da permeabilidade
hidraulica da membrana, a pressdo transmembranar bem como o numero de Reynolds e a
permeabilidade média durante o ensaio, parametros estes fundamentais para a escolha da temperatura

mais favoravel para a purificacdo.
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Quadro 5 - Efeito da temperatura na purificagdo dos arabinoxilanos por diafiltragéo no mddulo de fibras ocas de GE Healthcare
operando sem o método de relaxamento e sob condigbes de fluxo de permeado controlado a 18,75 L.h".m=: perda da
permeabilidade hidrdulica (%); pressGo transmembranar (bar); nimero de Reynolds (-) e a permeabilidade média (L.h-1.m-

2 par?)

Perda d
erdada Pressdo Numero de Permeabilidade
CondicBes permeabilidade transmembranar Reynolds média
hidraulica (%) (bar) (-) (Lht.m?bar?)
Temperatura: 30 °C+ 2 °C;
84+1 0.44+£0.01 154 42,42 £0,02
Fluxo de permeado: 18,75 L.h*.m?
Temperatura: 40 °C £ 2 °C;
82 +2 0.46 + 0.03 184 43,81+0,01
Fluxo de permeado: 18,75 L.h*.m? o
Temperatura: 50 °C £ 4 °C;
81+5 0.41+0.01 217 45,73 +0,04

Fluxo de permeado: 18,75 L.h.m?2

I durante cada ensaio realizado

Através do quadro 5 é possivel verificar que a perda da permeabilidade hidraulica foi relativamente alta,
mas semelhante nos ensaios. A 50 °C o numero de Reynolds teve um valor mais elevado, como
esperado, por apresentar uma menor viscosidade e contribuindo assim para melhores condicGes
hidrodinamicas da alimentacdo e portanto um melhor transporte de massa através da membrana. Além
disso a esta temperatura e operando sob condi¢c®es controladas de fluxo de permeado, um valor de
pressdo transmembranar ligeiramente mais baixo esta relacionado a fendmenos de incrustacdo de
membrana mais baixos, e que juntamente com um valor mais alto de nimero de Reynolds levaram a

uma permeabilidade média ligeiramente mais alta.

A figura 18 apresenta os valores em NaCleq em relagdo ao volume de diafiltracdo (-) (a) dos coeficientes
de rejeicdo aparente, 1; (%) calculados a partir das correspondentes concentragdes da alimentagdo e
do permeado instantaneos recolhidos experimentalmente, conforme descrito anteriormente nos
materiais e métodos; e (b) remocdo aparente, Ri (%) calculada a partir das correspondentes
concentragBes da alimentacdo e do permeado instantdneo num intervalo onde a uma percentagem de
rejeicdo se apresentou estavel, neste caso a 91 % para o ensaio a 50 °C; 93 % para o ensaio a 40°C e 96
% para o ensaio a 30 °C. A remocdo experimental e estimada estdo apresentadas no grafico sendo que

a ultima foi estimada através da equagdo 10 na secgdo 2.
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Figura 18 - Experiéncia de ultrafiltragdo em modo de diafiltragéo a 30 °C, 40 °C e 50 °C sem procedimento de relaxamento
usando uma membrana de fibras ocas de GE Healthcare 100 KDa para o extrato de arabinoxilanos como alimentagdo: (a)
rejeicio aparente, yqc; (%) em equivalentes NaCl; (b) remogdo aparente, Ryqc; (%) calculada em equivalentes de cloreto de
sédio

Como mostra a figura 18 (a) as rejeicGes aparentes dos contaminantes foram mais baixas em valores de
volume de diafiltragdo menores, correspondendo a rejeigdo de contaminantes pequenos que permeiam
com mais facilidade. Em volumes maiores de diafiltracdo a rejeicdo aparente aumentou até atingir
valores préximos de 100 %, correspondendo provavelmente aos contaminantes de maior tamanho que
permaneceram no retentado e aos contaminantes de menor tamanho que ndo permeiam devido a
alguma incrustacdo da membrana. Considerando os erros associados ndo se pode considerar que haja
diferencas significativas entre os modos de operagdo a diferentes temperaturas, sobretudoa 30°Ce a

40 °C.
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Essa tendéncia de rejeicdo aparente de contaminantes contra o volume de diafiltracdo foi observada
em cada ensaio de purificacdo realizado neste trabalho, com contaminantes (em equivalentes de NaCl,

NaCleq € em equivalentes de dcido ferulico, AFeq) presentes na matéria-prima .

E através da figura 18 (b) na remocdo de compostos em equivalentes de cloreto de sédio, experimental
e a estimada, que verificamos que quando a temperatura aumenta, a remogao também é mais alta. Ndo
se considera que tenha havido diferencas na percentagem de remocdo em equivalentes de NacCl
significativas entre as temperaturas de 40 °C e 50°C, apenas a temperatura de 30 °C demonstra

pequenas diferencas em relagdo as outras.

A figura 19 apresenta os valores em equivalentes de dcido ferulico, AFeq em relagcdo ao volume de
diafiltracdo (-) (a) dos coeficientes de rejei¢do aparente, ; (%) e (b) remocdo aparente, Ri (%) calculada
a partir das correspondentes concentragdes da alimentacdo e do permeado instantdaneo num intervalo
onde a uma percentagem de rejeicdo se apresentou estdvel, neste caso a 98 % para as diferentes

temperaturas. A remocgdo experimental e estimada estdo apresentadas no grafico 19 (b).
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Figura 19 - Experiéncia de ultrafiltragdo em modo de diafiltragéo a 30 °C, 40 °C e 50 °C sem procedimento de relaxamento
usando uma membrana de fibras ocas de GE Healthcare 100 KDa para o extrato de arabinoxilanos como alimentagdo: (a)

rejeicdo aparente, 74 (%) em equivalentes AF; (b) remogdo aparente, Ry (%) calculada em equivalentes de AF

Na figura 19 (b) verifica-se que os valores de remogdo experimental e estimada sdo concordantes nas
temperaturas de 30°C e 50°C. Ainda assim € possivel constatar que a temperatura mais alta fez uma
ligeira diferenca em questdes de remocdo de compostos em equivalentes de acido ferulico, ainda que
ndo se possa considerar que haja diferencas significativas. Ja os valores de rejeicdo na figura 19 (a) sdo

bastante semelhantes para as temperaturas em estudo.

Ap0ds a analise dos resultados do estudo do efeito da temperatura considera-se que usando médulo de
fibras ocas, os ensaios a 40 °Ce 50 °C ndo demonstram grandes diferencas entre si, contudo apresentam
melhores resultados que a temperatura de 30 °C. O melhor ensaio em todos os aspetos foi a
temperatura de 50°C, em que se obteve uma percentagem menor de perda de permeabilidade
hidraulica, ou seja, assume-se que tenha ocorrido uma menor colmatacdo na membrana, que pode ser
atribuida ao niumero de Reynolds significativamente superior ao das outras temperaturas. Através da
remocdo dos compostos em equivalentes de cloreto de sddio e do soluto de referéncia em equivalentes
de acido ferulico verificam-se melhorias na remocdo quando a temperatura de processamento
aumenta. Contudo purificacBes a estas temperaturas tém vdrias desvantagens, tais como elevado
consumo energético quando em escala industrial, e temperatura dificil de controlar para que ndo
ultrapasse os limites dos equipamentos. Para tal, foi escolhida a temperatura de operacdo a 40 °C sendo
gue apresenta valores muitos préoximos do ensaio de temperaturas mais elevadas, nomeadamente as

rejeicdes e remocdo de solutos em equivalentes de cloreto de sédio e acido ferulico.
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De forma a tentar reduzir a colmatacdo da membrana e permitir uma maior permeacao, foi estudado o
efeito de uma técnica de relaxamento membranar utilizando as mesmas condic¢des utilizadas no ensaio
a 40 °C, considerado anteriormente o que reunia as condicées ideais a purificacdo do polimero. Esta
técnica permite que haja uma recirculagdo completa do sistema durante um minuto entre cada
diavolume, ou seja, o ensaio inicia-se com a bomba de permeado ligada permitindo a permeacao, e ao
fim de cada diavolume a bomba é desligada durante um minuto. Os dados do quadro 6 permitem
analisar as diferencas entre o ensaio com relaxamento membranar e o de permeacdo continua da
mostrando os resultados de perda da permeabilidade hidrdulica da membrana, a pressdo

transmembranar bem como o numero de Reynolds e a permeabilidade média durante o ensaio.

Quadro 6 - Efeito do relaxamento membranar na purificagéo dos arabinoxilanos por diafiltragdo no modulo de fibras ocas de
GE Healthcare operando sem o método de relaxamento e sob condig¢ées de fluxo de permeado controlado a 18,75 L.h"l.m2:
perda da permeabilidade hidraulica (%); pressdo transmembranar (bar); nimero de Reynolds (-) e a permeabilidade média

(L.h"t.m=2.bar?)

Perda da Pressdo Permeabilidade
Numero de Reynolds
Condicdes permeabilidade transmembranar média
(-)
hidraulica (%) * (bar) (L.h*tm=2.bar?)
Médulo fibras ocas
Temperatura: 40 °C+ 2 °C;
82+2 0,46 + 0,03 184 43,81+0,01
Fluxo de permeado: 18,75 L.h't.m?;
Sem relaxamento membranar
Médulo fibras ocas
Temperatura: 40 °C £+ 2 °C;
732 0,40+ 0,03 184 52,68 + 0,01

Fluxo de permeado: 18,75 L.h't.m?;

com relaxamento membranar

I durante cada ensaio realizado

Através do quadro 6 é possivel constatar que a técnica de relaxamento membranar teve uma perda de
permeabilidade hidrdulica e uma pressdo transmembranar mais baixa com um numero de Reynolds
igual. Na técnica de relaxamento membranar a permeabilidade, que é um indicador importante para a
escolha do método, é ligeiramente maior, valor esperado uma vez que esta técnica permite que entre

cada diavolume haja uma reducdo da colmatagdo de solutos na membrana.
A figura 20 apresenta os valores em NaCleq em relagdo ao volume de diafiltragdo (-) (a) dos coeficientes

de rejeicdo aparente, 1; (%) e (b) remocgdo aparente, Ri (%) calculada a partir das correspondentes

concentragBes da alimentacdo e do permeado instantdaneo num intervalo onde a uma percentagem de
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rejeicdo se apresentou estdvel este caso a 93 % para ambos os métodos apresentados. Apresenta-se

também os valores de remogdo estimados usando a equagdo 10 descrita na secgao 2.
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Figura 20 - Experiéncia de ultrafiltragdio em modo de diafiltragdo a 40 °C com e sem procedimento de relaxamento usando

uma membrana de fibras ocas de GE Healthcare 100 KDa para o extrato de arabinoxilanos como alimentagdo: (a) rejei¢do

aparente, 'yqci (%) em equivalentes NaCl; (b) remogéo aparente, Ryqc; (%) calculada em equivalentes de cloreto de sédio

Através do estudo da permeacdo de sais de referéncia (cloreto de sddio) na figura 20 e considerando

os erros associados ndo se pode considerar que haja diferencas significativas entre os modos de

operacdo a mesma temperatura.
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A figura 21 apresenta os valores em equivalentes de 4cido ferulico, AFeq em relacdo ao volume de

diafiltracdo (-) (a) dos coeficientes de rejei¢do aparente, ; (%) e (b) remocdo aparente, Ri (%) calculada

a partir das correspondentes concentragdes da alimentacao e do permeado instantdaneo num intervalo

onde a uma percentagem de rejeicao

relaxamento e 97% para o método de

estdo apresentadas no grafico 21 (b).
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Figura 21 - Experiéncia de ultrafiltraco em modo de diafiltragdo a 40 °C com e sem procedimento de relaxamento usando

uma membrana de fibras ocas de GE Healthcare 100 KDa para o extrato de arabinoxilanos como alimentagdo: (a) rejei¢éo

aparente, 145 (%) em equivalentes AF; (b) remogéo aparente, Ryr (%) calculada em equivalentes de AF
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Os valores de rejeicdo na figura 21 (a) foram bastante semelhantes, bem como a rejeicdo em
equivalentes de AF na figura 21 (b). Através destes resultados conclui-se que ndo ha evidéncias de que

0 método testado (com relaxamento) apresente melhorias.

Em suma, o método de relaxamento membranar ndo demonstra vantagens na remog¢do de compostos,
e sendo este o principal objetivo, este método ndo sera utilizado para a purificagdo do polimero. Ainda

por mais este procedimento é bastante mais complexo a nivel de operacdo e mais dispendioso.

Tendo-se estudado o efeito da temperatura na purificacdo do polimero, passou-se ao estudo do efeito
dos médulos com formas diferentes de operacdao: membrana de fibras ocas foi operada com fluxo
controlado de permeado, e 0 mddulo de membranas planas com controlo de pressdo transmembranar.
As restantes condi¢des foram mantidas, tais como a temperatura e o nimero de diavolumes durante a

purificacdo. Os resultados obtidos para ambos os mddulos sdo apresentados no quadro 7.

Quadro 7 - Efeito do mddulo na purificagéo dos arabinoxilanos por diafiltragdo no mddulo de fibras ocas de GE Healthcare
operando e sob condi¢cées de fluxo de permeado controlado a 18,75 L.h".m2 sem o método de relaxamento e o mddulo de
membranas planas hydrostart de Sartorius sob controlo da pressdo transmembranar: perda da permeabilidade hidrdulica

(%); pressdo transmembranar (bar); nimero de Reynolds (-) e a permeabilidade média (L.h"1.m=2.bar?)

Perda da Pressdo Numero de Permeabilidade
Condicbes permeabilidade transmembranar Reynolds média
hidraulica (%) * (bar) (-) (L.h"t.mZ.bar?)
Médulo fibras ocas
Temperatura: 40 °C + 2 8212 0,46 +0,03 184 43,81+0,01
Fluxo de permeado: 18,75 L.h".mZ;
Mddulo membranas planas
25+9 0,70+ 0,04 180 78,85+ 0,05

Temperatura: 40°C+ 4

1 durante cada ensaio realizado

Os valores de perda da permeabilidade hidraulica observados no quadro 7 mostram que a mesma
temperatura o médulo de fibras ocas tem valores muito superiores em relagdo ao ensaio com o modulo
de membranas planas ainda que com o um nimero de Reynolds semelhante. Como visto anteriormente
os resultados de perda da permeabilidade hidraulica no médulo das fibras ocas tém sido sempre
elevados mesmo com pequenas alteracdes na temperatura e até no modo de operacdo. Analisando os
resultados do ensaio das membranas planas é possivel observar uma baixa perda de permeabilidade e
uma pressdo transmembranar ligeiramente superior ao do ensaio no outro modulo, sugerindo que nao

ha grande colmatacdo de solutos na membrana.
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A figura 20 apresenta os valores em NaCleq em relagdo ao volume de diafiltragdo (-) (a) dos coeficientes
de rejeicdo aparente, 1; (%) e (b) remocgdo aparente, Ri (%) calculada a partir das correspondentes
concentragBes da alimentacdo e do permeado instantaneo num intervalo onde a uma percentagem de
rejeicdo se apresentou estdvel este caso a 93 % para ambos os métodos apresentados. Apresenta-se

também os valores de remogdo estimados usando a equagdo 10 descrita na secgao 2.
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Figura 22 - Experiéncia de ultrafiltragdo em modo de diafiltragdo a 40 °C entre o mddulo de membrana de fibras ocas de GE
Healthcare e um mddulo de fibras planas da Hydrostart, Sartorius ambas com 100 KDa para o extrato de arabinoxilanos como
alimentagdo: (a) rejeicdo aparente,ryqci (%) em equivalentes NaCl; (b) remogdo aparente, Ryuc; (%) calculada em

equivalentes de cloreto de sddio
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Através do estudo da permeacdo de sais de referéncia (cloreto de sdédio) como mostra na figura 22, e
considerando os erros associados ndo se pode considerar que haja diferencas significativas entre os

modulos.

A figura 23 apresenta os valores em equivalentes de acido ferulico, AFeq em relagdo ao volume de
diafiltracdo (-) (a) dos coeficientes de rejei¢do aparente, ; (%) e (b) remocgdo aparente, Ri (%) calculada
a partir das correspondentes concentragdes da alimentacao e do permeado instantaneo num intervalo
onde a uma percentagem de rejeicdo se apresentou estavel, neste caso a 93 % para o mdédulo das fibras

ocas e a 91 % para o médulo de membranas planas
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Figura 23 - Comparag¢do da ultrafiltragdo em modo de diafiltragéo a 40 °C entre o modulo de membrana de fibras ocas de GE
Healthcare e um mddulo de fibras planas da Hydrostart, Sartorius ambas com 100 KDa para o extrato de arabinoxilanos como

alimentagdo, rejeicdes aparentes para fendlicos totais, R; (%) calculados em equivalentes de dcido ferdlico

Ndo foi possivel mostrar resultados da remocao aparente para fendlicos totais com ambos os médulos
membranares, porque como ja foi explicado acima, este modelo de remogdo estimada é calculado a
partir das correspondentes concentracdes da alimentacdo e do permeado instantdneo num intervalo
onde a uma percentagem de rejeicdo se apresentou estavel, o que neste caso, e observando a figura

23, o valor de rejeicdo seria de 100 %.
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Uma vez que o objetivo da purificacdo seria a eliminacdo de compostos calculados em equivalentes de
um sal de referéncia e de compostos fendlicos como o cloreto de sddio e o acido ferulico
respetivamente, e através dos resultados das figuras acima verificou-se que estes foram removidos a
percentagens semelhantes, excluindo apenas um ensaio no modulo de fibras ocas a temperatura de

30°C que se destacou ligeiramente em valores mais baixos.

Assim sendo, utilizou-se todo o material purificado exceto o do ensaio a temperatura mais baixa para a

preparacdo das peliculas.

4.3. Peliculas a base de Arabinoxilanos

4.3.1. Aparéncia das peliculas de ensaios preliminares

A aparéncia das peliculas obtidas em ensaios preliminares é apresentada no quadro 8.

Quadro 8 - Aparéncia das peliculas dos ensaios preliminares

Composicdo das peliculas Imagem

Pelicula arabinoxilanos sem plastificante

Pelicula arabinoxilanos

Com 15 % glicerol
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Pelicula arabinoxilanos

com 30 % glicerol

Pelicula arabinoxilanos

com 47 % glicerol

Pelicula arabinoxilanos
com 30 % glicerol

e 4 % PEDGE

Pelicula arabinoxilanos
com 30 % glicerol

e 8 % PEDGE

Pelicula arabinoxilanos
com 30 % glicerol

e 15 % PEDGE

Pelicula arabinoxilanos
com 30 % glicerol

e 20 % 4cido citrico

Pelicula arabinoxilanos
com 30 % glicerol

e 50 % 4cido citrico

Pelicula arabinoxilanos
com 30 % glicerol

e 10 % acido ferulico
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O método de producdo das peliculas de arabinoxilanos esta descrito na sec¢do 3. Todas as peliculas tém
um didmetro de 55 mm. Antes de se comecar os ensaios preliminares, e de forma a conhecer a
componente base para a formacdo da pelicula, produziu-se uma pelicula apenas com arabinoxilanos.
Esta apesentava alguma transparéncia como é possivel verificar na primeira imagem do quadro 8, mas
por ser muito quebradica surgiu a necessidade de utilizar um plastificante, de forma a melhorar as suas

propriedades mecanicas.

O plastificante escolhido, o glicerol, foi testado em diferentes percentagens em relacdo a quantidade
de arabinoxilanos presentes no extrato. A escolha foi feita com base na flexibilidade, sendo que a
formulacdo com maior percentagem de glicerol era bastante maledvel e era possivel sentir o excesso
de glicerol na formulagdo porque a pelicula colava-se quer na placa de petri quer nas maos. O oposto
surgiu na pelicula com a menor percentagem de plastificante, esta rasgava-se quando se tentava
manipular. A percentagem de plastificante escolhido foi a de 30 %. As peliculas obtidas desta forma

foram caracterizadas em termos de propriedades de barreira, cor, mecanicas e poder antioxidante.

O PEDGE e o acido citrico foram testados como agentes reticulantes a diferentes percentagens
obtendo-se peliculas pouco homogéneos como é possivel verificar nas figuras do quadro 8 acima.

O PEDGE foi testado em diferentes percentagens (4, 8 e 15 % (m/m)) obtendo-se peliculas bastante
irregulares. Este foi utilizado como agente de reticulagdo em polimeros de quitosano para a formacdo
de peliculas por Chuc-Gamboa et al., (2019) com varias percentagens e onde concluiu que a critalinidade
das peliculas diminuiam com o aumento da concentracdo do reticulante. Moonsri et al., (2008)
preparou peliculas de firboina reticuladas com PEDGE a diferentes concentracdes testando as suas
propriedades mecanicas e aparéncia.

O 4cido citrico foi testado (20 e 50 % (m/m)) devido a sua frequente utilizagdo como aditivo alimentar
multifuncional nos processos de producdo de diferentes alimentos, e por apresentar um efeito
antibacteriano, reforca a acdo antioxidante (H. R. Park et al., 2005). Este aditivo foi testado por H. R.
Park et al., (2005) que concluiu que o mesmo aplicado em peliculas melhoraria as suas propriedades
mecanicas, e por Garcia et al., (2011) provando que promovia um pequeno melhoramento na
resisténcia das peliculas. As irregularidades apresentadas nas peliculas podem dever-se ao excesso de
plastificante, isto é, H. R. Park et al., (2005) concluiu também no seu estudo que o 4cido citrico pode vir
a ser utilizado como plastificante podendo vir a intensififcar a fungdo do plastificante ja utilizado,o

glicerol.

Uma vez que o acido ferdlico tem um poder antioxidante e antimicrobiano, com potencial para ser

utilizado em alimentos e cosmética devido a sua baixa toxicidade (Rose et al., 2009), testou-se a
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incorporagdo de 10 % de acido ferdlico na pelicula ja com o 30 % de glicerol como plastificante. A
pelicula obtida aparenta uma cor homogenea e apresenta flexibilidade, tal como a pelicula original com
apenas a adicdo do plastificante. Assim, estas peliculas foram as escolhidas para prosseguir com a

caracterizagao.

4.3.2. Aparéncia das peliculas otimizadas

No quadro 9 apresenta-se imagens das peliculas com e sem o &cido ferulico adicionado.

Quadro 9 - Aparéncia das peliculas otimizadas

Pelicula arabinoxilanos

com 30 % glicerol

Pelicula arabinoxilanos
com 30 % glicerol

e 10 % &cido ferdlico (AF)

As peliculas foram produzidas de acordo com os procedimentos descritos na seccdo 3, e apresentam
um diametro de 90 mm. A pelicula original apresenta uma espessura de 0,098 + 0,028 mm e a
enriquecida com AF apresenta uma espessura de 0,1 + 0,026 mm. Quanto a aparéncia das peliculas,

estas ndo apresentam diferencas observaveis a olho nu.

Medicdo instrumental da cor

A cor foi medida de acordo com os métodos apresentados na sec¢do 3. O quadro 10 apresenta os
valores médios de a*, b* e L (%), bem como os de c* e h(°).

Quadro 10 - Valores de a*, b* e L (%), bem como c* e h (°). Letras diferentes significam valores significamente diferentes

(Tuckey HSD, a = 0,05)

a* b* L (%) c* H(°)
Arabinoxilanos
+30% (m/m) glicerol 2,5+ 1,05 42,54 + 3,350 73,55 + 2,98 42,61+3,400 86,64 + 1,280
Arabinoxilanos
+30% (m/m) glicerol 1,78 £0,04) 37,83£0,519 76,27 £0,310 37,87£0,511 87,28 £ 0,04

+10 % (m/m)acido ferulico
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A figura 24 apresenta uma representacdo de um grafico de cores do método CIELAB, no qual estdo

apresentados os pontos referentes a coloragdo das peliculas.

+b*

-a* +a*

Legenda:
@ Pelicula original
& Pelicula enriquecida
com dcido ferdlico
-b*

Figura 24 - Representagdo da cor das peliculas no grdfico de cores do método CIELAB
Os valores do quadro 10 ndo mostram diferencas significativas entre as peliculas, verificado através da
figura 24 através da representacdo por pontos no grafico de cores do método CIELAB. Os valores
demonstram que as peliculas apresentam uma cor amarelada ainda que préximas do eixo do x pelo que

tendem a uma coloragdo acinzentada e através do valor elevado do parametro L* que apresentam

alguma luminosidade.

4.3.3. Morfologia
A partir da técnica de microscopia eletrénica de varrimento foi possivel observar a microestrutura das
peliculas de arabinoxilanos com a sua formulagdo base (apenas adicionado glicerol a 30 %) e a pelicula

enriquecida com acido ferulico a 10 % utilizando trés ampliagGes diferentes: 500x; 2000x e 1000x.

Na figura 25 é possivel observar imagens com as diferentes ampliagdes da microestrutura da superficie

da pelicula original.
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70 pm
SE_MAG: 500 x_HV: 20.0 kV SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV

——

SE MAG: 5000 x HV: 20.0 kV

Figura 25 - Microestrutura da superficie das peliculas de arabinoxilanos originais obtida pela técnica SEM com diferentes

ampliagdes: a) 500x; b) 2000x; c) 5000x

Na figura 26 é possivel observar imagens com as diferentes ampliagGes da microestrutura da superficie

da pelicula enriquecida com 4acido ferulico.

20 pm
SE MAG: 500 x HV: 20.0 kV SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV

SE_MAG: 5000 x HV: 20.0 kV

Figura 26 - Microestrutura da superficie das peliculas de arabinoxilanos enriquecidas com dcido ferulico, obtidas pela

técnica SEM com diferentes ampliagbes: a) 500x; b) 2000x; c) 5000x
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Pela analise das imagens pode-se afirmar que até a escala sdo densas, sendo que no caso das peliculas
enriquecidas com dacido ferdlico, nas imagens com ampliacdo de 5000x, sdo visiveis pequenos defeitos

com cerca de 300nm, o que indica que acima deste valor podem ser visiveis poros.

Assim sendo, as peliculas analisadas com a formulagdo base apresentam ser um pouco mais

homogéneas que as peliculas enriquecidas com acido ferulico.

4.3.4. Propriedades de barreira

Permeabilidade ao vapor de dgua

Os testes de permeabilidade ao vapor de dgua foram realizados tanto para a pelicula a base de
arabinoxilanos com 30 % glicerol, denominada de pelicula original, bem como para a enriquecida com
acido ferdlico, obtendo-se um valor de permeabilidade de vapor de dgua (PVA) de 0,623 x 1011 + 0,016

x 10 mol.m.m?s? Pa e de 2,06 x 1011+ 0,286 x 10'** mol.m.m?s! Pa respetivamente.

No quadro 11 estdo apresentados os valores de permeabilidade dos ensaios as peliculas em estudo bem
como peliculas de arabinoxilanos de outros autores. O celofane é um biopolimeros proveniente da
celulose e foram apresentados os valores de permeabilidade na tabela uma vez que as suas utilizacdes
sdo semelhantes as pretendidas dos peliculas em estudo. De forma a poder comparar a permeabilidade
ao vapor de dgua dos biopolimeros com os polimeros de fontes ndo renovaveis, apresentou-se também
o valor de permeabilidade do polietileno de baixa densidade (LPDE), uma vez que é o polimero mais

simples e também o mais produzido.

Quadro 11 - Permeabilidade ao vapor de dgua das peliculas em estudo em comparagdo com as de outros autores

Espessura PVA
Pelicula
(um) (x 101 mol.m.m=2s1 Pa)
Arabinoxilanos
90 + 10,17 0,62 +0,02
+30 % (m/m) Glicerol
Arabinoxilanos
+30 % (m/m) Glicerol 89 + 35,81 2,06 £0,29
+10 % (m/m) &cido ferulico
Arabinoxilanos
90,8+6,6 0,98 +0,03
+ 15 % Glicerol (Péroval et al., 2002)
Celofane (Péroval et al., 2002) 20 0,38 +£0,04
LDPE (H. J. Park et al., 1993; Péroval et al.,
25 0,01+0,01

2002)

O alto valor de permeabilidade ao vapor de dgua obtido para as peliculas de arabinoxilanos deve-se a

sua natureza hidrofilica. Comparando as peliculas em estudo pode-se concluir que a permeabilidade ao
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vapor de dgua aumentou quando o acido ferulico foi incorporado na pelicula em uma ordem de
grandeza, prevendo-se que este possa atuar como plastificante (além do glicerol) quando as suas
moléculas sdo incorporadas na matriz polimérica dos arabinoxilanos. Estas moléculas podem quebrar
algumas ligacBes de hidrogénio responsaveis por manter as moléculas de arabinoxilanos compactas,
aumentando eventualmente os espacos intramoleculares e a difusdo do vapor de agua. Ndo é
precisamente o caso, mas a espessura das peliculas pode também ter influéncias na permeabilidade.
Segundo Péroval et al., (2002) o aumento da espessura das peliculas de arabinoxilanos aumenta a
permeabilidade. Este fato é comum quando se trata de peliculas hidrofilicas, cuja permeabilidade ao
vapor de dgua aumenta com a diferenca de humidade relativa usada no ensaio e com o aumento da

espessura.

As peliculas de arabinoxilanos apresentam valores de permeabilidade semelhantes quando comparados
com outros apresentados no quadro 11. Péroval et al,(2002) produziu peliculas de arabinoxilanos do
farelo do milho com diferentes concentracdes de glicerol, sendo que a que se assemelha mais as em
estudo é a peliculacom 15 % glicerol como plastificante. Os valores de permeabilidade ao vapor de dgua
desta pelicula sdo superiores aos das do presente estudo, ao contrdrio do que se podia esperar por
terem um conteldo mais baixo de plastificante. Este facto pode ser explicado por diversos fatores tais
como as diferencas de pureza dos arabinoxilanos; as diferentes quantidades em percentagem do
plastificante adicionado; ao diferente método de preparacdo das peliculas, e por fim, as condi¢des

experimentais na determinacdo da permeabilidade ao vapor de dgua, que ndo foram as mesmas.

O celofane é um material biodegraddvel a base de celulose mais comum em embalagens para alimentos
(Paunonen, 2013) sendo aqui considerado para comparagdo de caracteristicas com as peliculas a base
de arabinoxilanos. Péroval et al, (2002) relatou valores de permeabilidade ao vapor de dgua do celofane

na mesma ordem de magnitude que as peliculas de arabinoxilanos sem acido ferulico.

H. J. Park et al., (1993) e Péroval et al., (2002) relata valores de permeabilidade ao vapor de 4dgua do
LDPE, que devido a sua natureza hidrofdbica, apresentam propriedades de barreiras mais altas ao vapor
de dgua, com um valor de permeabilidade por volta de 35 a 95 vezes inferior ao das peliculas hidrofilicos

apresentados.

Permeabilidade ao oxigénio e ao didxido de carbono

Os testes foram realizados de acordo com os métodos na seccdo 3, e foram feitos em duplicado para
ambas as peliculas. Apds a estabilizagdo do gas na camara, as valvulas do permeado foram abertas e em

vez da pelicula oferecer qualquer resisténcia a passagem dos gases, deixou-o passar na totalidade. Este
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comportamento sugere que a pelicula seja porosa, o que ndo estd de acordo com as andlises de
microscopia; que sugerem que a pelicula seja densa com a presenca de pequenas falhas. O teste foi
feito a uma pressdo relativamente baixa de 0,7 bar, ainda assim pode ter sido suficiente para aumentar

o tamanho das falhas e portanto a transferéncia completa dos gases.

4.3.5. Propriedades mecanicas

Os materiais de embalagem de alimentos devem suportar grandes forcas sobre pequenas areas
(resisténcia a perfuracdo) e tensdo (resisténcia a tracdo). Devido a necessidade desses pontos fortes,
estas duas analises sdo frequentemente realizadas para desenvolver o perfil de um material. Estes

testes foram realizados de acordo com os métodos apresentados na secgao 3.

Testes de tensdo axial

Nos testes de tensdao foram determinados os parametros de tensdo na rotura, a deformacdo na rotura

e o modulo de Young de forma a avaliar a resisténcia mecanica das peliculas.

De forma a obter uma boa reprodutibilidade os ensaios foram realizados em quintuplicado, os

retangulos tinham de ser bastante regulares e provenientes de peliculas homogéneas.

As curvas tipo de tensdo versus deformacdo para a pelicula original e pelicula enriquecida com acido

ferulico sdo apresentadas na figura 27.
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* Pelicula enriquecida com acido ferulico
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Deformacdo (%)

Figura 27 - Curvas de tensGo-deformagdo para pelicula original e para a pelicula enriquecida com dcido ferulico

A figura 28 (a) permite comparar os valores de tensdo na rotura das peliculas de arabinoxilanos e das

filmes enriquecidos com acido ferulico. Durante a realizagcdo dos testes de tensdo, observou-se que as
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peliculas alongavam até quebrarem, com a deformagdo na rotura apresentada na figura 28 (b). Os

moddulos de Young apresentados na figura 28 (c) foram obtidos através das curvas de tensdo /

deformacao das peliculas.
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Figura 28 - Representagdo grdfica dos valores de (a) tensdo de rutura,(b) deformagdo na rotura e o (c) médulo de Young

para as diferentes peliculas.

O guadro 12 indica os valores de tensdo de rotura, o (MPa); deformacgdo na rotura, € (-) e mdédulo de

Young, y (MPa) publicados por outros autores.

Quadro 12 - Valores de tensdo de rutura, deformagdo na rotura e de médulo de Young para as diferentes peliculas. Letras

diferentes significam valores significativamente diferentes (Tuckey HSD, a = 0,05)

Espessura Tensdo de rotura Deformagéo na rotura Madulo de Young
(um) (MPa) (%) (MPa)
Arabinoxilanos
90 + 10,17 21,72 £2,67° 10+12 274,52 + 32,08
+30 % (m/m) Glicerol
Arabinoxilanos
+30 % (m/m) Glicerol 89 + 35,81 25,77 £3,09° 17+42 246,11+ 35,222
+10 % (m/m) acido ferulico
Arabinoxilanos
+ 15 % Glicerol (Péroval et al., 90,8 £ 6,6 26,5+4,1 7,4+2,9 72,4+ 35,2
2002)
Celofane (Péroval et al., 2002) 20 114 20 NR
LDPE (H. J. Park et al., 1993;
25 13,1-27,6 100 - 965 NR

Péroval et al., 2002)

(*) NR, n3o registado.
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Pela andlise da figura 28 e pelo quadro 12 pode afirmar-se que a quantidade de acido ferdlico
adicionado ndo afetou substancialmente as propriedades mecéanicas dos ensaios de tensdo na rotura.
As peliculas em estudo ndo sdo significativamente diferentes entre si com um nivel se significancia de

0,05 para um teste de tuckey HSD.

Péroval et al., (2002) desenvolveu varias peliculas de arabinoxilanos com diferentes percentagens de
plastificante, glicerol, entre as quais com a percentagem de 15 %, que é a que mais se assemelha a
utilizada em estudo. Quando comparado com as peliculas em estudo, os valores de tensdo na rotura
sdo muito semelhantes, ja os valores de deformacdo na rotura sdo ligeiramente mais elevados, o que
sugere que tenham uma maior capacidade de alongamento quando submetidas a estas condi¢des de
teste. Esta diferenca de valores pode estar relacionada com as concentracdes adicionadas de glicerol,
sendo que este pode diminuir a resisténcia a deformacdo, o que seria de esperar uma vez que as
peliculas em estudo tém o dobro da quantidade de plastificante adicionado quando comparadas com
as peliculas do autor. Porém, o médulo de Young das peliculas em estudo é superior, sugerindo alguma
rigidez. Um fator que afeta o modulo de Young € a humidade relativa a que as peliculas estiveram a
estabilizar imediatamente antes dos testes, pelo que quando maior for a percentagem de humidade
relativa na pelicula, menor serd o médulo de Young. Neste caso as percentagens de humidade relativa
as quais as peliculas foram acondicionadas foram bastante semelhantes, 50 % para as peliculas em
estudo e 54 % para as peliculas do autor, pelo que o seu valor de mddulo de Young inferior se pode
dever a diferentes propriedades fisico-quimicas dos arabinoxilanos como ja discutido acima na secdo

de permeabilidade ao vapor de dgua.

Os valores de tensdo e de deformacao na rotura para o celofane estdo reportados por Péroval et al.,
(2002) com valores bastante mais elevados para a tensdo na rotura e valores semelhantes de
deformacdo sugerindo que a pelicula de celofane é mais resistente com uma elasticidade semelhante a

das peliculas em estudo.

H.J. Park et al., (1993) e Péroval et al., (2002) apresentam os valores de tensdo na rotura e deformacao
na rotura do polimero mais comercializado, o LDPE. Segundo os valores de tensdo na rotura, o polimero
necessita de menos forca até quebrar comparando com as peliculas em estudo, mas é bastante mais
ductil, com percentagem de deformacdo superior a 100 %, caracteristica dificil de obter para peliculas

de polissacdridos como os arabinoxilanos.
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Testes de perfuracdo

No teste de perfuragdo, as peliculas obtidos sofreram um ligeiro alongamento até a forca exercida pela
sonda ser capaz de perfurar a pelicula. Foram determinados pardmetros tais como a tensdo de

perfuracdo, deformacdo e mdédulo de Young.

De forma a obter uma boa reprodutibilidade os ensaios foram realizados em quintuplicado, as amostras

tinham de ser bastante regulares e provenientes de peliculas homogéneas.

As curvas tipo de tensdo versus deformacdo nos ensaios de perfuragdo sdo apresentadas na figura 29.

5.0
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5

* Pelicula original

2.0

Tensdo (Pa)

* Pelicula enrriquecida com acido ferulico

1.5
1.0
0.5

0.0
0 1 2 3 4 5 6

Deformagao na rotura (%)

Figura 29 - Curva tipo do teste de perfuragdo para pelicula original e pelicula enriquecida com dcido ferulico
Dos resultados dos testes de perfuracdo, apresentados na figura 29 e no quadro 13, conclui-se que o
enriquecimento da pelicula com acido ferulico ndo alterou significativamente as suas propriedades

mecanicas quando sujeitas a perfuracdo, com um nivel se significancia de 0,05 para um teste de tuckey

HSD.
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Figura 30 - Representagdo grdfica dos valores de(a) tensGo de perfuragdo, (b) deformagdo e o (c) Mddulo de Young para as

diferentes peliculas. Letras diferentes significam valores significamente diferentes (Tuckey HSD, a=0,05)

O quadro 14 indica os valores de tensdo perfuracdo, o, (MPa); deformagdo na rotura, & (-) e médulo de

Young, y (MPa) publicados por outros autores.

Quadro 13 - Representagdo dos valores de tensdo de perfuragdo, deformagdo e o modulo de Young para as diferentes

peliculas. Letras diferentes significam valores significamente diferentes (Tuckey HSD, a=0,05)

Espessura Tensdo de perfuragdo Deformacdo na Modulo de Young
(1m) (MPa) rotura (%) (MPa)
Arabinoxilanos
90 +10,17 4+0,79° 5+3¢2 127,58 + 44,77 °
+30 % (m/m) Glicerol
Arabinoxilanos
+30 % (m/m) Glicerol 89 + 35,81 4,67+0,572 5+12 149,87 + 14,39°
+10 % (m/m) acido ferulico
Pelicula de arabinoxilanos
+25 % glicerol NR 2,42 +£0,12 NR NR

(C. Anderson & Simsek, 2019b)

(*) NR, n3o registado.

C. Anderson & Simsek, (2019b) desenvolveram peliculas de arabinoxilanos provenientes da fibra do
milho com diferentes percentagens de plastificantes, tais como o glicerol e o sorbitol, caracterizando-
as através de testes mecanicos. A pelicula de arabinoxilanos provenientes do milho com uma
concentragao adicionada de 25 % de glicerol, com uma humidade relativa de estabilizacdo da pelicula
de 49 % HR, foi a escolhida para comparagdo por ter um valor aproximado das em estudo. Através do
Unico valor reportado do teste de perfuracdo, o valor de tensdao de perfuracdo, conclui-se que é

necessaria uma forca maior para quebrar a pelicula, pelo que se considera uma pelicula mais resistente.
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4.3.6. Atividade antioxidante

Método DPPH
A atividade antioxidante total calculada pela captura do radical livre DPPH esta apresentada no quadro

14:
Quadro 14 - Valores de atividade antioxidante obtidos pelo método DPPH. Letras diferentes significam valores significamente

diferentes (Tuckey HSD, a=0,05)

RSA TEAC
(%) (x 107 mol trolox.mg pelicula™)
Arabinoxilanos
ND @ ND (@
+30 % (m/m) Glicerol
Arabinoxilanos
+30 % (m/m) Glicerol g 3,930

+10 % (m/m) acido ferulico

*J ND, n3o detetado.

O método ndo é o mais indicado para determinar a atividade antioxidante das peliculas, porque o
solvente da reacdo é metanol, no qual a pelicula ndo é sollvel, limitando a reacdo do radical com o
acido ferulico existente na superficie da amostra. De acordo com o teste Tuckey HSD, as peliculas sdo

significativamente diferentes com um nivel de significancia de 0,05.

Método FRAP
A atividade antioxidante total calculada pelo método de reducdo de ferro estd apresentada no quadro

15.
Quadro 15 - Valores de atividade antioxidante obtidos pelo método FRAP. Letras diferentes significam valores significamente

diferentes (Tuckey HSD, a=0,05)

TEAC

(x 10°mmol Trolox mg™)

Arabinoxilanos

1,56 @
+30% (m/m) Glicerol
Arabinoxilanos
+30 % (m/m) Glicerol 9,16 @

+10 % (m/m) acido ferulico

Contrariamente aos resultados da analise anterior com o DPPH, no quadro 15 é possivel verificar que
os valores se encontram dentro do limite de detec3o para o método FRAP. E possivel observar um
aumento dos valores de atividade antioxidante quando se incorporou o acido ferulico na pelicula, ainda

gue ndo sejam considerados significativamente diferentes de acordo com o teste Tuckey HSD com um
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nivel de significancia de 0,05. Considera-se que este método é o mais indicado para peliculas sollveis
em agua, uma vez que, de acordo com os métodos, a pelicula é dissolvida em dgua para a analise. Assim

sendo o acido ferdlico também fica mais disponivel a reacdo.

Era de esperar que a pelicula original mostrasse atividade antioxidante uma vez que o acido ferulico
estad presente na estrutura dos arabinoxilanos, e estes tém um elevado poder antioxidante (Rose et al.,
2009). De forma a comprovar este facto, e a tornar a pelicula com uma forte componente bioativa, foi

adicionado a pelicula base 10 % deste dcido aumentando assim a atividade.
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5. Conclusdes e perspetivas futuras

Neste trabalho foi estudada a purificacdo de um extrato concentrado de arabinoxilanos, obtido a partir
de fibra de milho, usando o processo de diafiltracdo. Para isso, aplicaram-se dois tipos de mdédulos de
membranas: (i) um modulo de fibras ocas (MWCO de 100 kDa, e com uma area de 0,48 m?), operando
com fluxo de permeado controlado (18,75 L.h-1.m™2), para diferentes temperaturas do reservatério de
alimentacdo (30°C+2°C,40°C+ 2 °Ce 50°C* 4 °C). Com este mddulo, foi ainda testado um método
de operacdo de relaxamento membranar a uma temperatura de 40 °C = 2 °C; (ii) um moddulo de
membranas planas (MWCO de 100 kDa e com uma darea de 0,2 m?) operando a uma pressdo
transmembranar constante de 0,70 + 0,04 bar e a temperatura de 40 °C + 2 °C.

No maddulo (i) concluiu-se que quando se aumentou a temperatura o nimero de Reynolds e a
permeabilidade também aumentaram, significando que com este aumento houve uma menor
colmatacdo da membrana e portanto uma maior remocao de sais de referéncia. Reunindo todos estes
fatores, optou-se por considerar a temperatura de 40 °C uma vez que ndo houve diferencas
significativas em relacdo a temperatura de 50 °C. A operacdo a esta temperatura mais elevada tem
varias desvantagens, tais como elevado consumo energético quando em escala industrial, e um controlo
mais dificil para que ndo ultrapasse os limites dos equipamentos. A técnica de relaxamento ndo trouxe
um aumento significativo em termos de remocéao e rejeicao dos compostos de baixa massa molecular.
Tendo-se definido a temperatura de operagao, procedeu-se a operagao no modulo (ii) com um nimero
de Reynolds (Re = 180) idéntico aos do mdédulo (i) (Re = 184) a mesma temperatura (40°C). A
permeabilidade deste novo médulo aumentou significativamente, ndo alterando significativamente a
eficiéncia na remocdo dos compostos quando em comparacdo com todos os outros ensaios. Assim
sendo, utilizou-se todo o material purificado as temperaturas de 40 e 50°C para a preparacao das
peliculas, uma vez que se obteve valores de remocdo expressos em termos de percentagem de NaCl

(93,25 + 1,26 %) e de acido ferulico (87,58 + 2,83 %) bastante elevados.

O extrato purificado foi utilizado com sucesso para produzir peliculas de arabinoxilanos com atividade
antioxidante. Numa analise preliminar foi testada a adi¢do de glicerol (15, 30 e 47 % (m/m)) sendo que
a que apresentou melhor flexibilidade sem se observar excesso de glicerol foi a com a adicdo de 30 %
(m/massa seca). A partir desta pelicula base testou-se a reticulacdo com PEDGE (4, 8 e 15 % (m/m)) e
com &cido citrico (20 e 50 % (m/m)), com os quais ndo foi possivel formar uma pelicula homogénea.

Estudou-se ainda a incorporac¢do de 10 % de 4acido ferulico na pelicula, com o 30 % de glicerol como
plastificante, obtendo-se uma pelicula com uma cor homogenea e bastante flexivel, tal como a pelicula

original com apenas a adicdo do plastificante. Assim, as peliculas com apenas a adicdo do plastificante
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a 30 % e a pelicula enriquecida com o 4cido ferulico a 10 % foram as escolhidas para prosseguir com a
caracterizagao.

Quanto a aparéncia estas peliculas apresentam uma cor amarelada, e por microscopia eletrénica de
varrimento, pode-se afirmar que até a escala da analise as peliculas sdo densas, sendo que no caso das
peliculas enriquecidas com acido ferulico nas imagens com maior ampliagdo sdo visiveis pequenos
defeitos com cerca de 300nm, o que indica que se se aumentasse o valor da ampliacdo seria
eventualmente possivel visualizar poros. Este facto pode explicar os resultados dos testes de
permeabilidade ao oxigénio e didxido de carbono, indicando que as peliculas sdo completamente
permedveis a estes gases, e portanto, que apresentam eventualmente poros/defeitos que ndo
permitem propriedades de barreira a gases nas condi¢Oes testadas (pressuriza¢do da alimentacdo). Em
relacdo as propriedades de barreira ao vapor de agua, a pelicula enriquecida com acido ferdlico teve
um valor ligeiramente mais elevado prevendo-se que este composto adicionado possa-se comportar
como plastificante (além do glicerol) quando as suas moléculas sdo incorporadas na matriz polimérica
de arabinoxilanos. Relativamente as propriedades mecanicas, as peliculas original e enriquecida com
acido ferrulico, apresentaram uma resisténcia mecanica muito semelhante. Nos testes realizados a
atividade antioxidante das peliculas, o método FRAP deu indicagdo do aumento dos valores de atividade

antioxidante quando se incorporou o acido ferulico na pelicula.

Assim sendo, pode-se afirmar que o extrato purificado de arabinoxilanos foi usado com sucesso para
produzir peliculas com atividade antioxidante e que tem um bom potencial para ser utilizado para
projetar peliculas biodegraddveis com propriedades adequadas para aplicagdes industriais,
nomeadamente na embalagem de produtos alimentares com baixo teor de dgua (devido ao facto das

peliculas serem hidrofilicas).

Como perspetivas futuras, salienta-se a necessidade da otimizacdo da producdo e caracterizacdo das
peliculas de arabinoxilanos, designadamente no melhoramento da sua resisténcia a d4gua (com misturas
com materiais hidrofdbicos, utilizacdo e agentes reticulantes eficientes, p.e.). Adicionalmente, propd&e-
se o estudo da aplicacdo das peliculas otimizadas em embalagens ativas de produtos alimentares
passiveis de sofrer oxidacdo (frutos secos, chocolate, p.e.), ou simplesmente como barreiras passivas,

mas biodegradaveis.
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Anexo A - retas de calibragdo
A.1. Reta de calibracdo do cloreto de sédio determinacdo da reta de calibragdo do cloreto de sédio
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A.2. Reta de calibragdo do 4cido ferulico Determinacgdo da reta de calibragdo do acido ferdlico
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A.3. Reta de calibragdo com trolox para o método DPPH
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