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Resumo

Os plasticos sintéticos sdo amplamente utilizados devido a seu baixo custo, facilidade
de processamento e elevada aplicabilidade, porém sua alta durabilidade confere uma
desvantagem da sua aplicacdo na fabricacdo de embalagens descartaveis. Neste
contexto, a presente pesquisa apresenta uma alternativa as embalagens plasticas a partir
da obtencdo de filmes biodegradaveis a base de amido de mandioca com adicdo de
glicerol, goma xantana e reforcados com nanowhiskers. Assim, o objetivo do presente
trabalho é preparar filmes flexiveis formulados pela incorporagdo de goma xantana,
produzida a partir da glicerina residual do biodiesel, e nanowhiskers de palha de milho a
uma matriz polimérica de amido de mandioca plastificada com glicerol, assim como,
avaliar a eficécia da incorporagdo do biopolimero e do aditivo de reforco através das
propriedades mecanicas, Oticas, térmicas e de barreira dos bionanocompositos
resultantes. O trabalho foi conduzido em trés etapas. Inicialmente a goma xantana foi
produzida em biorreator de bancada (4,5 L), na qual foram investigados os efeitos da
aeracdo (vvm) e agitacdo (rpm) na producdo e nas propriedades das gomas xantana
obtidas a partir da fermentacéo glicerina residual do biodiesel (GRB) por Xanthomonas
campestris pv. mangiferaeindicae cepa 2103. A segunda etapa consistiu na obtencdo de
nanowhiskers de palha de milho por hidrolise acida (H2SO4 - 55%). Na terceira etapa
foram elaborados e caracterizados 0s bionanocompésitos a base de amido de mandioca
(3,5 - 5,5 %) com a incorporacao de goma xantana (0,00 - 0,06 %) e nanowhiskers (0,00
- 0,60 %) utilizando como plastificantes o glicerol (0,60 - 1,60 %) por casting. Para fins
comparativos foi elaborado um filme flexivel sem a adicdo de goma Xxantana e
nanowhiskers (Controle — 4,5 % de amido e 1,1 % de glicerol). A aeracdo e agitacao
apresentaram efeitos estatisticamente significativos (p<0,05) na produgdo e na
viscosidade da goma xantana. A otimizacdo apontou 1,0 vwm e 500 rpm como
combinacdo para maximizar a producdo de xantana em até 5,98 g.L! e a viscosidade
aparente em até 243,5 mPa.s. As massas moleculares das gomas xantana foram
influenciadas pela taxa de oxigénio dissolvido (p<0,05), e maiores massas foram obtidas
em baixas aeragdes. Além disso, 0 aumento da velocidade de agitagdo contribui para
aumentar a massa molecular da goma xantana. Altas agitacfes contribuiram para
aumento do teor de glicose e manose na cadeia das xantanas. Além desta condicéo, o
aumento na aeracao leva ao aumento no teor de glicose, manose e diminui¢ao no teor de

piruvato. A palha de milho mostrou ser boa fonte de celulose tornando-se matéria-prima



viavel para obtencdo de nanowhiskers através do processo de hidrolise acida com
rendimento de 64 %, grau de cristalinidade de 55,04 % e razdo L/D de 54,7+24, o que
proporcionaria reforco mecénico quando incorporados em matrizes poliméricas.
Constatou-se que a atividade de agua, a umidade e a permeabilidade ao vapor d’agua
foram influenciadas significativamente (p<0,01) pelas concentracdes de amido, glicerol
e nanowhiskers. As maiores concentragcdes dessas variaveis resultaram na diminuicéo
simultanea da atividade de agua em até 24 % e da umidade em até 33 % em relagdo ao
filme controle. Os nanowhiskers influenciaram positivamente a permeabilidade ao
vapor de agua, indicando que o aumento na concentracdo dessa variavel acarreta uma
reducdo desejavel dessa propriedade em até 44 %. As maiores concentracdes de goma
xantana também resultam em filmes com menores umidades e permeabilidade ao vapor
de agua, com reducdes de 33 % e de 44 %, respectivamente. A tensdo maxima na
ruptura nos filmes diminui em até 72 % em relacdo ao controle, com consequente
aumento nos valores de deformacdo na ruptura. Os nanowhiskers influenciaram
positivamente a deformacdo dos bionanocompositos, indicando que o0 aumento na
concentracdo dessa varidvel acarreta um aumento desejavel de até 54 % nessa
propriedade. A incorporacdo de goma Xantana resultou no aumento da estabilidade
térmica nos bionanocompositos de até 8,3 %. Portanto, é possivel contatar que apesar
dos teores de goma xantana e nanowhiskers incorporados nos bionanocompdsitos
exercerem efeito significativo (p<0,01) sobre a maioria das respostas avaliadas, as
varidveis independentes que exerceram influéncia mais acentuada sobre o0s
bionanocompdsitos foram os teores de glicerol e de amido. O teor de umidade foi a
Unica varidvel dependente que sofreu maior influencia da concentragdo de
nanowhiskers, porém o sinal negativo para a raiz (-203,765) indica que um aumento na
concentracdo de nanowhiskers acarreta uma reducdo na umidade, efeito desejavel para

0s bionanocompdsitos.



Abstract

Synthetic plastics are widely used due its low cost, ease of processing and high
applicability, but its high durability confers a disadvantage for their application in the
manufacture of disposable packing. Against this background, the aim of this work was

to prepare flexible films made by incorporation of xanthan gum, which was produced
employing residual glycerin from biodiesel and nanowhiskers of corn stover to a
polymeric matrix of cassava starch plasticized with glicerol. Furthermore, the
biopolymer and the additive of reinforcement incorporation was evaluated through the
characterization of nanobiocomposites produced. To this purpose, the work was carried
out in three steps. Initially, xantham gum was produced in bioreactor (4.5L) by
fermentation of Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae strain 2103 employing

residual glycerin from biodiesel. The effect of aeration (vvm) and agitation (rpm) on
xantham gum production was evaluated. Both parameters showed be significant
(p<0,05) in the production and viscosity of xantham gum. Optimization procedures
indicated 1.0 vvm and 500 rpm as a better combination to maximize the xantham gum
production to 5.98 g.L and to a apparent viscosity of 243.5 mPa.s. The xanthan gum
molecular mass were influenced by the rate of dissolved oxygen (p<0,05) and higher
molecular mass was achieved at low aeration rate. An increase in both aeration and
agitation contributed to a high glucose and mannose concentration in the xantham gum
chain. However, the aeration also contributed to reduce the piruvate content in the
xantham gum content. Subsequently, nanowhiskers from corn stover was obtained by
acid hydrolysis. The residue showed be a suitable source of cellulose, which can be
used as feedstock to produce nanowhiskers with yield of 64 %, cristalinity degree of
55.04 % and length/diameter ratio of 54.7. In the third step of this work, the
nanobiocomposites were produced by casting technique and characterized employing a
through a 2* fractional central composite design (CCD) evaluating the independent
variables: cassava starch (3.5 - 5.5 %), glycerol (0.60 - 1.60 %), xanthan gum (0.00 -
0.06 %) and nanowhiskers (0.00 - 0.60 %) on the response variables: thickness, water
activity, moisture, permeability to water vapor, solubility, degree of swelling, maximum
stress, elongation at break, modulus of elasticity, degradation temperature, and color
parameters. In order to compare the results, a control film was prepared without
xantham gum and nanowhiskers. It was observed that water activity and moisture were

influenced significantly (p<0.01) by the concentration of cassava starch, glycerol and



nanowhiskers. The highest concentration of these variables promoted a decreasing at 24
% and 33 % as compared to the control film. Nanowhiskers influenced positively the
permeability to water vapor, an increase in the concentration of this variable causes a
decrease in this characteristic until 44 %. The highest xantham gum concentration
generated in films with low levels of moisture and permeability to water vapor, with
reduction of 33 % and 44 %, respectively. Besides, the incorporation of xanthan gum
promoted an increase in the thermal stability of nanobiocomposites until 8.3 %. The
nanowhiskers had a positive influence in the rate of nanobiocomposites deformation,
which shows that an increase in nanowhisker concentration promote an increase around
54 % in this film characteristic. So, it is possible to obtain nanobiocomposites of
cassava starch, glycerol, xanthan gum and nanowhiskers by casting technique as an
alternative to replace the materials currently employed. However, some characteristics

needs to be improved before use these biodegradable films at industrial scale.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

Esta Gltima década foi importante para a conscientizacdo das pessoas sobre 0s
danos que o uso indiscriminado dos recursos pode causar ao meio ambiente, levando o
consumidor a assumir uma atitude mais critica em relacdo as suas opc¢des de consumo.
Caracteristicas de produtos, que até ha pouco tempo ndo eram consideradas essenciais
no processo de escolha, passaram a representar um peso na percepgdo das pessoas em
seus atos de compra, favorecendo produtos com caracteristicas de preservacdo
ambiental, isto é, biodegradaveis, ndo-toxicos, feitos com matéria-prima reciclada, entre
outras (BONA, 2007).

Desta forma, tratar o lixo sélido, cujos residuos poliméricos pertencem, significa
reduzir seus impactos negativos no meio ambiente e também induzir a populacédo a
perceber e questionar a maneira mais correta de usufruir do meio em que vive. Contudo,
mesmo em pequena escala, as solugdes devem ser buscadas.

Os polimeros biodegradaveis tém despertado enorme interesse, pois incorporam
a filosofia do “design verde” e representam uma alternativa real para substituir os
polimeros ndo-biodegradaveis principalmente em aplicacdes de curto prazo (DARDER
et al., 2007). Por definicdo, polimeros biodegradaveis sdo aqueles que sofrem cisdao em
cadeia, induzida por microrganismos, em condi¢cdes especificas de pH, umidade,
oxigenacdo e presenca de metais, levando a uma completa mineralizacdo (AVELLA et
al., 2005). Dentre as caracteristicas mais atrativas destes polimeros destacam-se as
funcionalidades quimicas variadas, abundancia em alguns casos, biocompatibilidade,
auséncia de componentes tdxicos durante a sua obtencdo e durante 0s processos de
compostagem e, em algum dos casos, completa bioassimilacdo (VELDE e KIEKENS,
2002). Adicionalmente, o uso de polimeros prontamente oferecidos pelo meio ambiente,
a exemplo dos polissacarideos, para o desenvolvimento de novos materiais apresenta a
vantagem adicional de se basear em matérias-primas que podem ser facilmente re-
inseridas nos ciclos biogeoquimicos da natureza (CHANDRA e RUSTGI, 1998;
GROSS e KALRA, 2002).

Um polimero biodegradavel de fonte renovavel com grande potencial de

aproveitamento ¢ o amido. O amido/fécula é reserva de alimentos de plantas como
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mandioca, milho, arroz, batata, entre outras; ele é encontrado abundantemente na
natureza gragas ao cultivo extensivo e intensivo de cereais, é renovavel, possui custo
relativamente baixo, € um importante segmento da economia e pode ser convertido
quimica, fisica e biologicamente em compostos Uteis a industria. O amido, sob
temperatura e na presenca de um agente plastificante, pode ser gelatinizado e se
transformar em filmes biodegradaveis e comestiveis, tornando-se uma alternativa mais
viavel economicamente as resinas tradicionais (MOTA, 2009).

Dentre os varios tipos de amido utilizados na preparacdo de filmes esta o de
amido de mandioca, preparados por gelatinizacdo, que ocorre com aguecimento entre
60° - 70 °C, seguido do resfriamento, e a retrogradagdo, com conseqiiente formacgéo de
um filme transparente, com alto brilho, atoxico e de baixo custo (HENRIQUE e
CEREDA, 1999). Tais filmes possuem moderada permeabilidade ao oxigénio, baixa
barreira a umidade, baixa resisténcia mecanica e adquirem propriedades termoplasticas
quando adicionado plastificantes, como a agua e/ou glicerol entre outros (VEIGA e
DRUZIAN, 2007, SILVA, 2013). Existem vérias estratégias para melhorar as
propriedades, principalmente mecénicas e, em alguns casos, de barreira dos filmes
biodegradaveis, entre elas, o uso de hidrocoloides e a adicdo de nanocargas
(OLABARRIETA, 2005).

Os hidrocoloides representam uma nova fronteira a ser explorada na busca por
materiais biodegradaveis de alta eficiéncia. Dentre estes hidrocolodides, a goma xantana,
um exopolissacarideo produzido por fermentacdo aerodbica do microrganismo
Xanthomonas campestris, se destaca por sua grande aplicabilidade nas industrias de
alimentos, medicamentos e cosméticos devido as suas excelentes propriedades e relativa
facilidade de producdo (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Embora poucos estudos
tenham sido realizados empregando a xantana como principal matéria-prima ou como
coadjuvante na producéo de filmes de amido, de acordo com Soares et al (2005) o uso
de blendas de amido e goma xantana para producdo de filmes biodegradaveis €
promissor e necessita ser investigado. Em geral, a adicdo de gomas aumenta a
viscosidade de sistemas contendo amido, afetando também sua gelatinizacdo e
retrogradacdo (WANG et al., 2001; MANDALA e BAYAS, 2004; VEIGA-SANTOS et
al., 2005; ACHAYUTHAKAN e SUPHANTHARIKA, 2008), reduz o envelhecimento
e a cristalizacdo (YOSHIMURA et al., 1999) e ajuda a manter as propriedades
reoldgicas de pastas de amido ap6s congelamento (NAVARRO et al., 1995). Além

disso, a goma xantana apresenta aplicacdo aprovada e comprovada como ingrediente de
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alimentos e componente da formulacdo de medicamentos (KATZBAUER, 1998), o que
faz da xantana um bom candidato para a producdo de filmes biodegradaveis e
comestiveis (CHEN e NUSSINOVITCH, 2000).

As principais matérias-primas para a producdo de goma xantana sdo glicose e
sacarose. O Brasil dispbe ainda de inumeras fontes de biomassas fermentaveis que
podem ser usadas como substrato alternativo na producdo deste biopolimero por
fermentacdo, como a glicerina bruta residual do biodiesel, que quando
convenientemente suplementada com sais e nutrientes (geralmente uma fonte de
nitrogénio e fosforo), torna-se uma nova alternativa de uso desse co-produto e uma nova
fonte de renda para o setor (BRANDAO et al., 2008; PADILHA et al., 2010).

Os biomateriais resultantes da incorporagdo de nanomateriais biodegradaveis
passam a receber 0 nome de bionanocompdsitos. Entre os hanomateriais mais estudados
destacam-se as nanofibras/nanocristais/nanowhiskers de celulose que sdo nanoparticulas
com alto grau de cristalinidade, alta area especifica, e podem ser obtidos de diferentes
fontes de fibras lignocelul6sicas de alta disponibilidade, mantendo, portanto a
biodegradabilidade do material, além do reforco mecéanico. Suas propriedades de
dimensGes e cristalinidades dependem da fonte de celulose e do método de preparacédo
(LIMA et al., 2003; LIMA e BORSALI, 2004; SILVA, 2013).

Em se tratando de matéria-prima renovavel e em abundancia no Brasil, a palha
de milho €, sem sombra de davidas, um dos mais importantes segmentos da
agroindustria nacional, com producdo anual de aproximadamente 68 milhdes de
toneladas (temporada 2011/12) e projecGes que indicam um aumento de 12,7 milhdes de
toneladas até a safra de 2020/2021 (CONAB, 2013). No desenvolvimento de materiais
totalmente biodegradaveis, a palha de milho se torna uma alternativa interessante em
pesquisas objetivando a obtencdo de nanowhiskers de celulose a serem utilizados como
reforco em bionanocompositos.

Com o intuito de desenvolver e melhorar as deficiéncias nas propriedades de
filmes a base de amido de mandioca foram elaborados filmes flexiveis
bionanocompdsitos (amido de mandioca/plastificante/goma xantana/nanowhiskers) por
casting. Em uma primeira etapa, a goma xantana, produzida a partir da glicerina
residual do biodiesel, e os nanowhiskers, obtidos da palha de milho foram

caracterizados.

24



1.1.  Contribuicdo do Trabalho

Com uma alternativa aos polimeros nao-biodegradaveis espera-se contribuir para
a validacéo dos processos laboratoriais ja existentes, bem como ampliar o conhecimento
de técnicas para elaboracdo e caracterizacdo de filmes biodegradaveis. Pretende-se
também produzir e caracterizar a goma xantana obtida a partir da glicerina residual do
biodiesel, favorecendo assim o surgimento de uma nova aplicacdo para esse residuo e
atenuando o impacto causado pela crescente producdo de biodiesel. Com o intuito de
melhorar as deficiéncias nas propriedades mecénicas dos filmes a base de amido de
mandioca, a palha de milho sera utilizada na obtencdo de nanowhiskers de celulose.
Dessa forma € possivel oferecer um destino viavel para esse residuo que, além é
triturado para alimentacdo de animais, é utilizado como cobertura em solo apo6s a
colheita mecanizada, na qual, em excesso, pode causar sérios problemas de pragas que
proliferam em ambientes Umidos e desprotegidos (EMBRAPA, 2012).

Plasticos biodegradaveis e compostaveis, especialmente aqueles baseados em
fontes renovaveis provenientes da agricultura ou da industria, constituem uma inovagao
essencial para o nosso futuro. Estas inovagbes oferecem impulsos substanciais para o
desenvolvimento das futuras tecnologias (LORCKS, 1998). De acordo com a norma
padrdo DIN 54900 (“Prifung der Kompostierbarkeit von polymeren Werkstoffen™),
Alemanha, cujo significado € “Testes de Compostabilidade de Materiais Poliméricos”,
os bioplasticos, provenientes de amido, sdo completamente biodegradaveis e
compostaveis. Portanto, a inovacgdo de tecnologias bioplasticas € um excelente exemplo
para o desenvolvimento sustentdvel, com o uso de maneira responsavel de fontes
naturais disponiveis e processos de producdo com énfase nos aspectos ambientais e

naturais.
1.2.  Objetivos

Geral

Preparar filmes flexiveis formulados pela incorporacdo de goma xantana,
produzida a partir da glicerina residual do biodiesel (GRB), e nanowhiskers de palha de
milho a uma matriz polimérica de amido de mandioca plastificada com glicerol, assim
como, avaliar a eficacia da incorporacdo do biopolimero e do aditivo de reforco atraves
das propriedades mecanicas, Oéticas, térmicas e de barreira dos bionanocompoésitos

resultantes.
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Especificos

o Estudar as condices de processo fermentativo para obtencdo do biopolimero

goma xantana em biorreator de 4,5L.

o Caracterizar a goma xantana obtida a partir da glicerina residual do biodiesel
(GRB).

o Preparar e caracterizar nanowhiskers de polpa de celulose extraidos da palha de
milho por hidrolise &cida, para utilizar como reforco mecénico de filmes

flexiveis.

o Desenvolver bionanocompdsitos (filmes flexiveis) de nanowhiskers com o

referido biopolimero utilizando como palstificante o glicerol.

« Avaliar as propriedades mecanicas, Oticas, térmicas e de barreira do biomaterial

resultante desta pesquisa.
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CAPITULO II

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo estd dividido em sec¢Bes visando uma pequena fundamentacédo
tedrica dos principais componentes deste trabalho e conseqiientemente uma revisdo
bibliografica da literatura. Esses componentes incluem o amido/fécula de mandioca, o
glicerol, a goma xantana e o nanowhiskers de celulose. Desta maneira, primeiramente
sdo apresentados um panorama sobre o tema, bem como conceitos bésicos sobre
polimeros sintéticos e suas classificacdes, e polimeros biodegradaveis. Em seguida, a
matriz amido/fécula de mandioca, o plastificante, a goma xantana e os nanowhiskers de
celulose sdo apresentados e posteriormente a fabricacdo dos filmes biodegradaveis, com
énfase no processo de casting. Finalmente, sdo apresentadas as principais analises para a

caracterizacdo destes materiais.
1. Introducéo

Os plésticos sdo usados em grande escala na producdo de embalagens,
principalmente de produtos alimenticios e utensilios domésticos, além de suas
aplicacdes cientifico-tecnoldgicas. A popularizacdo dos plasticos se deve, basicamente,
ao seu baixo custo de producdo, elevada resisténcia e a possibilidade de seu uso na
fabricacdo de pecas nas mais variadas formas, cores e tamanhos. Desta maneira,
observa-se atualmente que é comum encontrarmos pecas de plasticos, as quais
inicialmente eram produzidas por outros materiais, como metal e vidro, por exemplo.
Essas pecas, quando devidamente projetadas e confeccionadas, cumprem seu papel nos
mercados e na maioria das vezes apresentando um desempenho superior ao material
antes utilizado. A utilizacdo dos plasticos tornou-se determinante nas industrias,
principalmente devido as suas propriedades mecénicas e ao seu poder de substituicdo
em diversos segmentos das areas tecnoldgicas. Apesar dos plasticos propiciarem varias
vantagens, alguns inconvenientes também surgiram com a sua utilizagdo. Os mesmos
levam muito tempo para se degradarem, permanecendo praticamente intactos ao longo

dos anos, causando problemas ambientais. Iniciativas para a solucdo deste problema tém
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sido buscadas, entre elas a reciclagem dos plasticos ou a sua utilizagdo como fonte
alternativa de energia, através da combustao.

As Tabelas 1 e 2 apresentam o0s ndmeros relativos a geragdo dos principais
plasticos pés-consumo em cada regido do Brasil em toneladas/ano e seus
correspondentes valores de reciclagens, respectivamente, de acordo com MaxiQuim
Assessoria de Mercado (2011).

Tabela 1. Geragdo de plasticos pos-consumo (ton/ano) em cada regido do Brasil.

Tipo de residuo plastico Centro-Oeste  Norte  Nordeste Sul Sudeste Brasil
PET!? 24.979 22903  84.953 59.747  187.816  380.398
PEAD? 24.714 22.660  84.053 59.113  185.824  376.364
PVC? 6.772 6.209 23.030 16.197 50.916 103.124
PEBD/PELBD* 39.851 36.539 135534 95320 299.641  606.885
PP® 32.935 30.197 112.012 78.777  247.637  501.558
pst 8.807 8.075 29.952 21.065 66.217 134.116
Outros tipos 4,948 4.537 16.829 11.836 37.207 75.357
Total 143.006 131.120 486.363 342.055 1.075.258 2.177.802

Politereftalato de etileno; 2Polietileno de alta densidade; 3Policloreto de polivinila; “Polietileno de baixa
densidade; SPolipropileno; SPoliestireno.

Tabela 2. Reciclagem de plastico pos-consumo por tipo de residuo plastico (ton/ano) em
cada regido do Brasil.

Tipo de residuo plastico Centro-Oeste Norte Nordeste  Sul Sudeste Brasil
PET! 0 0 23.221  37.472 88.615 149.308

PEAD? 3.742 0 10.817 14.177 33.871 62.607

PVC? 0 0 4.903 4669  7.481 17.053
PEBD/PELBD* 3.575 0 5.796 24198 46.272 79.841

PP® 1.618 0 7.480 5.383  26.558 41.039

pst 0 0 0 2.753  3.550 6.303

Outros tipos 0 0 0 925 2.058 2.983
Total 8.935 0 52.217  89.577 208.405 359.134

Politereftalato de etileno; 2Polietileno de alta densidade; 3Policloreto de polivinila; “Polietileno de baixa
densidade; SPolipropileno; 8Poliestireno.

Nas Tabelas acima pode-se constatar que o polietileno de baixa densidade € o
plastico mais consumido em todo o pais, independente da regido. Porém, o mesmo nao

possui 0s maiores indices de reciclagem.
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2. Polimeros

Quando as moléculas tornam-se muito grandes, contendo um nimero de atomos
encadeados superior a uma centena e podendo atingir valor ilimitado, as suas
propriedades ganham caracteristicas proprias e se chamam macromoléculas de elevadas
massas moleculares, podendo ou ndo ter unidades quimicas repetidas. Quando a
macromolécula é composta por unidades relativamente simples repetidas varias vezes,
ela é denominada polimero. Portanto, os polimeros sdo macromoléculas caracterizadas
por seu tamanho, estrutura quimica e interacdes intra e intermoleculares (MANO,
1999). Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), um
polimero ¢ definido como “uma substancia composta de moléculas caracterizadas por
uma repeticdo mdltipla de uma ou mais espécies de atomos ou grupos de atomos
(unidade constitucional), ligadas umas nas outras em quantidades suficientes
fornecendo um conjunto de propriedades, que ndo variam com a adi¢do ou remocéo de
uma ou algumas das unidades constitucionais”. Segundo Canevarolo (2004), o polimero
é uma macromolécula composta por muitas (dezenas de milhares) unidades de repeticédo
denominados meros, ligadas por ligagcdes covalentes.

O mondmero é a matéria-prima para a producdo de um polimero. Nem todos 0s
compostos de baixa massa molar geram polimeros, é necessario que cada mondmero se
combine com outros dois monémeros, no minimo, para ocorrer a reacdo de
polimerizacdo (LAROTONDA, 2002).

De acordo com o comportamento mecénico, os materiais poliméricos podem ser
divididos em trés grandes grupos (BILLMEYER, 1984):

* As borrachas ou elastdmeros s3o materiais que apresentam elasticidade em longa faixa
a temperatura ambiente. Para apresentar esta caracteristica, os elastbmeros normalmente
possuem cadeias flexiveis amarradas umas as outras, com baixa densidade de ligacdo
cruzada.

* Os plasticos sdo materiais macromoleculares organicos usualmente tendo por base
resinas sintéticas ou polimeros naturais modificados que, embora solidos no estado
final, em algum estagio de seu processamento podem tornar-se fluidos e moldaveis por
acao isolada ou conjunta de calor e pressao.

» As fibras englobam macromoléculas lineares orientaveis longitudinalmente, com
estreita faixa de extensibilidade, parcialmente reversiveis, termoestaveis, infusiveis em

alguns casos e sem alteracdo substancial das propriedades mecénicas.
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Através das caracteristicas tecnologicas de fusdo e/ou de solubilidade, os
plasticos podem ser agrupados em:

» Termoplasticos que fundem por aquecimento e solidificam por resfriamento em um
processo reversivel e podem sofrer processo de extrusdo, laminacdo e injecdo
caracterizando os polimeros lineares ou ramificados. Eles estdo sujeitos a um grau de
degradacdo quimica que limita o numero de reciclagens. S&o exemplos: polietileno
(PE), poliestireno (PS), poliamida (nylon), etc.

» Termorrigidos ou termofixos que fundem por aquecimento, porém sofrem reagédo
quimica que causa a formacéo de ligagcdes cruzadas intermoleculares, resultando numa
estrutura reticulada, infusivel e insolivel. Ndo permitem reprocessamento, pois seu
formato ndo pode ser modificado. S3o exemplos: baquelite (resina de fenol-
formaldeido), resina epdxi (araldite), etc.

» Baroplasticos que com aumento da pressdao e da temperatura, fluem através de
rearranjos em sua conformacéo. O estado fisico deve ser borrachoso.

Os materiais termorrigidos geralmente apresentam melhor resisténcia a
temperatura, estabilidade dimensional, resisténcia quimica e propriedades elétricas
superiores as dos termoplasticos. Entretanto, seus processos de moldagem sdo mais
caros que aqueles aplicados para os termoplasticos (BLASS, 1988 apud MOTA, 2009).

Os plasticos convencionais podem sofrer “retrabalho” apds sua utilizagdo,
aproveitando as embalagens usadas como matéria-prima para novos artefatos. A
reciclagem envolve processos tecnologicos complexos e uma adequada separacdo dos
diversos tipos de plasticos para o seu encaminhamento para as diferentes linhas de
processamento (LEITE et al., 1999; MOURA, 2013).

O sucesso na reciclagem de materiais de embalagem estd relacionado com
fatores culturais, politicos e socio-econdmicos da populacdo. A implementacdo de
empresas recicladoras, a existéncia de programas de coleta seletiva, o desenvolvimento
de tecnologias e equipamentos compativeis, os programas de fomento para projetos de
reciclagem, a reducdo de tributacdo ou isencdo fiscal para a comercializacdo de
produtos reciclados e outros (FORLIN e FARIA, 2002).

H& duas décadas, uma classe de polimeros comecou a receber atencdo especial
devido as suas potenciais aplicacdes em campos relacionados com a vida humana, como
a protecdo ambiental e a preservacdo da saude fisica (CHANDRA e RUSTGI, 1998).
Esta nova categoria chama-se polimeros biodegradaveis. A preocupacdo com 0 meio

ambiente € uma rota sem retorno, mesmo porque dela depende a humanidade e,
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estimando que o petréleo é um bem finito, surge um novo campo com perspectivas
incalculaveis de producdo. E neste cenario o Brasil tem posicdo privilegiada como
produtor de polimeros biodegradaveis (MOURA, 2013).

3. Polimeros biodegradaveis

O termo biodegradavel significa a capacidade de um material se decompor em
didxido de carbono, metano (meio anaerdbio), dgua (meio aerdbio) ou compostos
inorganicos pela acdo de microrganismos (AVEROUS, 2004).

Os polimeros biodegradéveis podem ser classificados como naturais e sintéticos.
Os polimeros naturais ou biopolimeros sdo formados na natureza durante o ciclo de
alguns organismos envolvendo processos catalisados por enzimas e crescimento das
cadeias por reacOes de polimerizacdo, ja os polimeros sintéticos podem sofrer hidrélise
de sua cadeia principal, tais como poliésteres, policaprolactonas, poliamidas,
pouretanas, poliuréias e polianidridos, dentre outros (CHANDRA e RUSTGI, 1998).

Existem alternativas utilizadas para os polimeros serem biodegradaveis: séo as
modificagdes na estrutura dos polimeros originais, como por exemplo, a inclusdo de
grupos funcionais na cadeia principal, especialmente grupo éster e carbonila os quais
podem sofrer, respectivamente, clivagem da cadeia por hidrolise quimica e clivagem
por reacBes fotoquimicas. Outra alternativa é adicionar polimeros biodegradaveis aos
sintéticos, para que 0s primeiros sejam degradados por microrganismos, € 0 segundo
fique mais exposto e acelere sua degradacdo (LAROTONDA, 2002) .

Os polimeros biodegradaveis variam na sua taxa de degradacdo no meio
ambiente e podem ser classificados de acordo com o método de producdo, como
mostrado na Figura 1.

Os polimeros biodegradaveis foram desenvolvidos para serem empregados em
indUstrias de embalagens, em setores agricolas e de liberacdo de farmacos, pois ndo
requerem alta resisténcia mecéanica. Porém os polimeros biodegradaveis possuem
desempenho mecanico limitado e alto custo quando comparados com os polimeros ndo
biodegradaveis (o preco gira em torno de 5 a 8 dolares o quilo, enquanto que o quilo de
um polimero convencional custa, em media, 1 dolar). Isto se deve a producéo pequena e
ndo ao custo do material bruto (MOURA, 2013). Uma excec¢do a esta limitacdo é o
amido, o qual apresenta alta disponibilidade e renovabilidade. O amido, quando

convertido em um material termoplastico (TPS), mantém seu carater biodegradavel e
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constitui uma interessante alternativa para polimeros sintéticos onde longos periodos de
usos ndo se fazem necessarios (TEIXEIRA, 2007). Este polimero € relativamente barato
e pode ser obtido no mercado com propriedades e custos bem definidos, sendo por esse
motivo um dos materiais biodegradaveis que tem recebido maior atencdo por parte do
meio académico e do setor industrial. A elaboracdo de amido termoplastico (TPS) tem
sido considerada como uma das opg¢des mais econdmicas para a producao de plasticos
biodegradaveis (JACOB, 2006).

POLIMEROS
BIODEGRADAVEIS

Extraidos de fontes Produzidos por Sintese quimica a Derivados de
naturais microrganismos ou partir de mondmeros
(Amido, celulose, geneticamente mondmeros sintéticos
L - transformados por derivados de fontes
lignina e pectina) - . .
bactérias renovaveis Policaprolactonas -
Polihidroxialcanoat PCL
onhicroxia canoatos Acido poliltico - PLA Poliesteramidas -
PHA, PHB PEA

Goma Xantana

Figura 1. Classificacéo de polimeros biodegradaveis.
Fonte: AVEROUS (2004).

A degradacdo de polimeros expostos ao ambiente pode acontecer por uma das
rotas abaixo, ou uma combinacdo delas (INNOCENTINI e MARIANI, 2005).
a) Biodegradacdo ou degradacao microbiana: ocorre através de enzimas, produzidas por
microrganismos, que degradam o polimero em meio aer6bio ou anaerdbio. Se a
remocdo do polimero do ambiente for completa, sem gerar residuos tdxicos, ele sera
considerado 100% biodegradavel.
b) Fotodegradacdo: acontece através da incidéncia de luz UV do sol no material. A
fotodegradabilidade pode ser aumentada pela incorporacdo de grupos fotoativos na
cadeia polimérica (vinil cetonas e mondxido de carbono) ou por aditivos fotoativos. A
fotodegradagéo tem por bem facilitar a biodegradagdo por incentivar a formacgéo de
grupos oxigenados e reduzir a massa molar das cadeias a pequenos fragmentos que
podem ser posteriormente biodegradados pelos microrganismos presentes no meio.
c) Erosdo ou desgaste ambiental: pode ser promovido pelas varidveis climaticas como
correntes de vento, chuvas e temperatura. Também pode ocorrer por a¢do de alguns

invertebrados e insetos, tais como caracdis e lesmas que povoam os jardins. A

35



biodegradacdo posterior destes fragmentos sera muito importante para a sua
incorporagéo no ciclo de vida natural.
d) Degradacdo quimica: ataque do polimero por aditivos presentes na sua formulacao,
como os antioxidantes que promovem reacdes que levam a deterioracdo do material. Em
tais casos, oxidacdo de duplas ligacGes, presentes em acidos graxos insaturados, 6leos e
borrachas de baixa massa molecular, produzem peréxidos os quais se decompdem em
radicais altamente reativos. Estes atacam as cadeias e produzem fragmentos menores,
que posteriormente poderao sofrer biodegradacdo em ambiente adequado.

De modo geral, qualquer uma das rotas de degradacdo acima descritas, ou uma
combinacdo destas, pode ocorrer e contribuir para a degradacao de um polimero.

A Figura 2 mostra uma representacdo esquematica da degradacdo de uma cadeia

polimérica.

Polimero
w v v s Y u
microrganismos  luz igua calor oxigénio forca mecanica
"-< ¥ L 2 b."
4 »
fragmentacio
&
&
CO;
H;0 0. H:0 + Biomassa
H;0 co,
o, H;0

Figura 2. Representacdo esquematica da degradacdo de uma cadeia polimérica.
Fonte: INNOCENTINI e MARIANI (2005).

4. Amido como formador de filme

Pela legislacdo brasileira (BRASIL, 1978), denomina-se amido a fracdo amilacea
encontrada em Orgdos aéreos como grdos e frutas, e fécula, a fracdo amilacea
encontrada em 0rgdos subterraneos como raizes e tubérculos. A diferenciacdo nédo
ocorre na composi¢do quimica, mas sim na origem do produto e em propriedades

funcionais e tecnoldgicas (VEIGA et al.,1994).
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O amido/fécula é o principal carboidrato de reserva em todas as plantas
superiores sendo armazenado sob a forma de granulos, os quais apresentam um certo
grau de organizacdo molecular, que lhes confere um carater parcialmente cristalino ou
semicristalino (YOUNG, 1984).

Existem amidos derivados do milho, arroz, batata, mandioca, feijdo, trigo, e
varias outras fontes. Os diferentes amidos, que sdo biossintetizados e estocado pelas
plantas na forma de granulos de tamanhos variaveis, apresentam propriedades diferentes
e sdo utilizados na indastria de alimentos com diferentes propositos, tais como
nutricional, tecnoldgico, funcional e estético (NELSON e LENHINGER, 2006).

O amido é constituido por dois tipos de polimeros de glicose: amilose,
essencialmente sem ramificagOes, formada por unidades de anidroglicose unidas por
ligacdes a-(1>4) e a amilopectina, formada por unidades de anidroglicose também
unidas umas as outras por liga¢des a-(1->4). Ela se distingue da amilose por apresentar
cerca de 4-5 % das unidades de anidroglicose unidas entre si por ligagdes a-(1->6),
resultando num polimero ramificado em cadeia continua, conforme mostrado na Figura
3 (BOBBIO e BOBBIO, 1995; BULEON et al., 1998; DA ROZ et al., 2001; PERONI,
2003).

CHyoH
HO a
HO
Ho CHy0H
0

CHyOH
HO o

CH;OH

o o
CHyOH fHOH OH

CHOH
5]

HO
OH

(b}

Figura 3.Cadeias de (a) amilose e (b) amilopectina que formam o amido.
Fonte: CORRADINI et al. (2005).
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O amido deve muito de sua funcionalidade as duas macromoléculas que o
compdem, assim como a organizacao fisica das mesmas dentro da estrutura granular
(BELLO-PEREZ et al., 2006). As propriedades dos amidos s&o Gnicas para cada fonte
botanica. Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de clarear a relacéo entre
as caracteristicas estruturais do amido e suas propriedades fisico-quimicas (PARKER e
RING; 2001; MATSUGUMA, 2006; DA MATTA JR et al., 2011).

Amidos de diferentes fontes diferem em suas propriedades estruturais e
quimicas, no contetdo de agua e na razdo amilose/amilopectina. Em geral, a amilose
compde 20-30 % em peso do granulo, e a amilopectina 70-80 % (CHANDRA e
RUSTGI, 1998). O amido de mandioca apresenta teores em torno de 17-18 % de
amilose (SARMENTO, 1997; DEFLOOR et al., 1998) e 82-83% de amilopectina
(MAMADOU, 1994). A Tabela 3 mostra a composicdo para diversas fontes comerciais

de amido, no que diz respeito a razdo amilose/amilopectina.

Tabela 3. Raz&o amilose/amilopectina de amidos comerciais.

Fonte de Amido 9% Amilose % Amilopectina

Arroz 30 70
Batata 20 80
Mandioca 17 83
Milho 27 73
Trigo 25 75
Waxy 0-1 99 - 100

Fonte: 1QSC (2011)

Lipidios, proteinas e minerais também estdo presentes nos granulos de amido em
pequenas quantidades e s3o geralmente denominados ‘‘constituintes menores”
(BULEON et al., 1998). A presenca desses constituintes resulta de uma deficiéncia da
purificacdo do amido durante o processo industrial de extracdo e, mesmo em pequenas
quantidades, desempenham um importante papel nas propriedades fisico-quimicas e
tecnoldgicas do amido (JAYAKODY, 2001; YONEMOTO, 2006). E importante que a
matéria-prima apresente baixos teores destes constituintes e alto teor de amido, porque
alguns componentes, como as fibras, podem interferir no processo de extracdo do
amido, alterando o rendimento final e contaminando o produto (PERONI, 2003).

O arranjo estrutural destas macromoléculas permite a formacdo de areas
cristalinas e amorfas nos granulos. As areas cristalinas mantém a estrutura dos granulos,
controlam o seu comportamento na 4gua e os tornam relativamente resistentes ao ataque

enzimatico e quimico (BILIADERIS, 1991). Quando uma dispersdo de amido é
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aquecida, os granulos absorvem agua, incham e produzem pastas viscosas que, ao se
resfriarem, formam géis (CIACCO e CRUZ, 1982). Quando uma pasta de amido fica
em repouso, sem agitacdo antes ou depois do resfriamento, a tendéncia é que se
estabelecam ligacGes intermoleculares, formando um gel. As regides de tais ligacGes
nos géis aumentam em numero durante o periodo de repouso tornando a rede mais firme
e compacta, em diferentes graus, segundo o numero, tamanho e distribui¢do das regides
micelares (HODGE e OSMAN, 1985).

A aplicacdo do amido na producdo de filmes se baseia nas propriedades
quimicas, fisicas e funcionais da amilose para formar géis e na sua capacidade para
formar filmes. As moléculas de amilose em solu¢éo, devido a sua linearidade, tendem a
se orientar paralelamente, aproximando-se o suficiente, para que se formem ligacOes de
hidrogénio entre hidroxilas de polimeros adjacentes. Como resultado, a afinidade do
polimero por agua é reduzida, favorecendo a formacdo de pastas opacas e filmes
resistentes (WURZBURG, 1986). Assim sendo, amidos com percentagem maior de
amilose formam filmes mais estaveis (THARANATHAN, 2005), enquanto a estrutura
ramificada da amilopectina geralmente leva a formacdo de filmes com piores
propriedades mecanicas (THARANATHAN, 2003).

O amido/fécula de mandioca é obtido através das raizes de mandioca
devidamente limpas, descascadas, trituradas, desintegradas, purificadas, peneiradas,
centrifugadas, concentradas, desidratadas e secadas. E extremamente versétil e alcanca
uma eficiéncia incomparavel em todas as suas aplicagdes. Quanto mais clara a cor,
melhor é a qualidade do amido. A cor indica se a mandioca utilizada é velha ou ndo,
como também a limpeza com que o amido é processado (ABAM, 2012). Na Figura 4, é
mostrada a foto do amido de mandioca utilizado neste trabalho e na Figura 5, um
fluxograma representando o processamento das raizes de mandioca para a obtencao do

amido/fécula.

Figura 4. Foto do amido/fécula de mandioca.
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Figura 5.Fluxograma de produgéo de amido de mandioca.
Fonte: LAROTONDA (2002).

Dessa forma, o amido de mandioca se apresenta como excelente candidato a
matéria-prima para a producdo de filmes/embalagens biodegradaveis. Ele possui as
vantagens de ser uma matéria-prima abundante e de baixo custo, além de apresentar
baixa temperatura de gelatinizacdo, formando géis transparentes e estaveis (SEDAS e
KUBIAK, 1994; SOUZA, 2010). Além disso, como maior produtor de mandioca da
América Latina, o Brasil produziu no ano de 2012 cerca de 584 mil toneladas do
polissacarideo. O Estado do Parand concentrou cerca de 72 % da producdo,
movimentando aproximadamente 374 mil toneladas do amido, gerando em torno de 15

mil empregos, diretos e indiretos (ABAM, 2012).

5. Filmes biodegradaveis a base de amido/fécula

Filmes biodegradaveis sdo materiais finos e flexiveis produzidos a partir de
polimeros naturais. Podem ser filmes comestiveis ou ndo e atuar como coberturas
(revestimentos) de alimentos (SOBRAL e HABITANTE, 2001).
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A elaboracdo dos filmes envolve basicamente trés componentes: um agente
formador de filme, um solvente e um plastificante que sdo capazes de formar uma
estrutura continua pelo estabelecimento de interagdes entre as moléculas sob acdo de
tratamento quimico ou fisico (DEBEAUFORT et al., 1998).

O amido/fécula é uma matéria-prima vegetal que vém recebendo consideravel
atencdo no cenario de recursos renovaveis. Esse interesse deve-se ao fato dele ser
encontrado abundantemente na natureza, possuir carater renovavel, custo relativamente
baixo e ser uma grande fonte de exploracdo econdmica, podendo ser convertido,
quimica, fisica e biologicamente, em compostos Uteis a industria, além de permitir o
desenvolvimento de produtos reciclaveis (DA ROZ et al., 2001; ROSA et al., 2001;
TEXEIRA, 2007; DA MATTA JR et al., 2011).

A idéia de utilizar o amido/fécula dentro de matrizes poliméricas sintéticas
surgiu na década de 70. Os primeiros estudos eram baseados na introducdo do amido na
matriz polimérica em quantidades menores do que 10 %, mantendo a estrutura granular
intacta. Neste caso, 0 amido &€ somente um enchimento susceptivel a degradacédo
enzimatica, mas incapaz de afetar as propriedades mecanicas do material final. Uma
segunda abordagem foi o uso de misturas poliméricas. Para a obtencdo destas misturas,
a estrutura granular do amido deve ser modificada (geralmente por extrusdo) para
permitir uma mistura completa dos a-glucanos com o polimero sintético (LOURDIN et
al., 1995).

Para a obtencdo de um material termoplastico a base de amido, sua estrutura
granular semicristalina precisa ser destruida dando origem a uma matriz polimérica
homogénea e essencialmente amorfa, chamada de amido termoplastico (TPS). Os
fendmenos que possibilitam a destruicdo da organizacdo dos granulos de amido sdo a
gelatinizacdo e a fusdo. A gelatinizacdo é a transformacdo irreversivel do amido
granular em uma pasta viscoelastica, fendmeno que acontece pela solubilizacdo do
amido em grandes quantidades de agua, que age como solvente e como plastificante,
sob temperatura de aproximadamente 70 °C e agitacdo e que leva a destruicdo da
cristalinidade e da ordem molecular do granulo através do rompimento das ligacGes de
hidrogénio que, inicialmente, mantinham a integridade do mesmo. Por outro lado,
quando o amido é aquecido na presenca de pequenas quantidades de agua, o fenébmeno
que indica o rompimento dos seus granulos & conhecido como fusdo, e exige

temperaturas bem maiores para acontecer do que as temperaturas exigidas para a
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gelatinizacdo (VAN SOEST e VLIEGENTHART, 1997; SOUZA e ANDRADE, 2000;
LIU, 2005).

ApOs a gelatinizacdo/fusdo, as moléculas de amido podem comecar a se
reassociar através de ligacbes de hidrogénio, que sob condigcdes favoraveis podem
formar uma estrutura novamente cristalina. Este fendmeno é chamado retrogradagéo ou
recristalizacéo, e leva ao envelhecimento dos filmes de amido tornando-os mais rigidos
e quebradicos. Este efeito pode ser minimizado de acordo com as condigdes de
armazenamento (temperatura e umidade controladas) e a temperatura de secagem dos
filmes (MATHEW e DUFRESNE, 2002; COPELAND et al, 2009).

Em nivel laboratorial os filmes a base de amido/fécula sdo produzidos pelo
processo de casting. Nesta técnica, apds a gelatinizacdo térmica dos granulos em
presenca de excesso de agua se dispersam na solucdo aquosa e, durante a secagem, se
reorganizam, formando uma matriz continua que da origem aos filmes flexiveis
(MACHADO, 2011).

O mecanismo de formacdo de filmes depende da concentracdo de sélidos e do
teor de amilose. No entanto, é necessaria a incorporacdo de um agente plastificante
adicional a 4gua para obtencdo dos filmes flexiveis. Os plastificantes reduzem as forcas
intermoleculares e aumentam a mobilidade das cadeias dos polimeros. Compostos
hidrofilicos como os polidis (glicerol, sorbitol, polietilenoglicol), acucar invertido,
sacarose e acido lactico sdo comumente utilizados em formulacGes de filmes flexiveis e
possibilitam uma maior porcentagem de alongamento, aumentando a viabilidade do
material (GARCIA et al., 1998; THARANATHAN, 2003; VEIGA-SANTOS et al.,
2005; SILVA, 2013).

Amidos/féculas de diferentes fontes botanicas tém sido utilizados na elaboragéo
de filmes flexiveis (ARVANITOYANNIS et al.,, 1997; KUUTTI et al., 1998;
BILIADERIS et al., 1999; ARVANITOYANNIS e BILIADERIS, 1998; GAUDIN et
al., 2000; MOTA, 2009; MATA JUNIOR, 2009). Vale ressaltar que o amido de
mandioca vem sendo bastante estudado por pesquisadores brasileiros para a producao
de filmes/embalagens biodegradaveis (SOUZA, 2010; MELO, 2010; MACHADO,
2011; SILVA, 2013) devido a grande disponibilidade no pais e pelo baixo custo.

A Figura 6 mostra o ciclo fechado tedrico do amido de mandioca, ou seja, a
partir da mandioca se obtém o amido/fécula. Este amido/fécula é transformado em

filmes biodegradaveis que apos utilizacdo sdo descartados e levados a compostagem.

42



Durante sua biodegradacgdo, o composto liberara CO> para a atmosfera e servira como

substrato para a planta da mandioca que ira produzir o amido, fechando assim o ciclo.

filmes/embalagens
biodegradaveis

o "

amido/ , (7% composiagem
fécula L
[ \I&
‘-,“"" ¢ J composto
._""\J .t - »\ )
R ;
pe
mandioca

Figura 6. Ciclo tedrico do amido de mandioca.
Fonte: LAROTONDA (2002).

As caracteristicas de um bom filme biodegradavel sdo: ser uma barreira a
umidade e a gases, possuir baixa solubilidade em agua e lipidios, possuir boa aparéncia,
boas propriedades mecénicas, ndo ser toxico (GUILBERT et al., 1996), permitir o
aumento da vida de prateleira do produto, manter sua integridade estrutural e mecanica,
prevenir ou reduzir o desenvolvimento de microrganismos (THARANATHAN, 2003),
possuir resisténcia a produtos quimicos e temperaturas e ser de facil utilizacdo
(CEREDA e VILPOUX, 2003).

Embora se degradem facilmente no ambiente, os filmes elaborados com amido
apresentam algumas restricdes. Eles sdo relativamente caros, quando comparados aos
polimeros convencionais, ndo apresentam uma boa flexibilidade e sdo pouco resistentes
a umidade, sendo necessarios tratamentos especiais, como a adi¢do de cargas, fibras,
plastificantes e outros aditivos, com o objetivo de melhorar as propriedades de
mecanicas e de contato com a agua (THIRE et al., 2004; SALGADO et al., 2008).

Os filmes biodegradaveis produzidos a base de amido de mandioca compdem
parte importante do cenario de pesquisa nacional e internacional, com trabalhos
importantes ja publicados relacionados a producdo, caracterizacdo e aplicacdo destes
materiais, inclusive patentes envolvendo este biopolimero Pl 9205651-2 (BASTIOLI et
al., 1992); Pl 9509684-1 (BRUCHMANN et al., 1996); Pl 0205056-0 (CURVELO e
CARVALHO, 2002); PI 0200174-8 (ANDRADE e SOUZA, 2002); Pl 0203385-2
(ANDRADE et al., 2002); P10303687-1 (CHANG e SEBIO, 2003); P10602428-9
(GUIMARAES et al., 2006); Pl 0704589-1 (VEIGA-SANTOS e DRUZIAN, 2007).

Entretanto, vale ressaltar que a utilizacdo comercial destes filmes biodegradaveis como
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embalagens encontra-se limitado devido as baixas propriedades mecanicas que
apresentam. Torna-se necessario o desenvolvimento de filmes com propriedades
melhoradas, com o intuito de torna-los resistentes ao armazenamento de produtos,
viabilizando seu uso como embalagens. Nesse quesito, o teor de plastificante & um fator
predominante para modificar o perfil das propriedades mecanicas de filmes de amido,
uma vez que estes atuam diminuindo as forgas intermoleculares existentes entre as
cadeias de amido, provocando reducdo da temperatura de transicdo vitrea (Tg),
diminuindo a resisténcia e aumentando a flexibilidade desses filmes (RHIM e NG,
2007; MALI et al., 2010).

A adicdo de diversos hidrocol6ides (goma xantana, guar, pectina, alginato de
sodio, carragena e hidroxipropilmetilcelulose) ao amido promove um grande efeito nas
propriedades de pasta da mistura resultante e a extensdo desta variacdo é altamente
dependente da estrutura quimica do hidrocoloide adicionado (ROJAS et al., 1999). A
goma xantana, quando adicionadas em soluc@es filmogénicas, promove decréscimo na
temperatura de pasta, aumento da viscosidade mé&xima e um decréscimo na tendéncia a
retrogradacdo da amilose (VEIGA-SANTOS e SCAMPARINI, 2004).

Outro importante parametro para obtencdo de filmes de amido com propriedades
adequadas para aplicacbes como embalagens estd na incorporacdo de nanocargas, em
especial as biodegradaveis como os nanocristais/nanowhiskers de celulose utilizados
como refor¢co mecanico dos filmes, levando a uma maior resisténcia, menor capacidade
de deformacdo e menor permeabilidade ao vapor de dgua quando comparados com 0s
filmes puros. Dessa forma o emprego de nanowhiskers na produgéo de filmes de amido,
em especial de amido/fécula de mandioca, é uma alternativa viavel para melhorar as
propriedades desses materiais, considerando suas caracteristicas de biodegradabilidade e
disponibilidade a partir de fontes renovaveis (MAHECHA, 2009).

6. O uso de plastificantes

Os plastificantes sdo definidos como substancias com alto ponto de fusdo e baixa
volatilidade que, quando adicionados a outro material, provocam mudangas nas suas
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas (MCHUGH e KHOCHTA, 1994).

Os plastificantes alteram a flexibilidade dos filmes devido a habilidade em
reduzir as ligacGes de hidrogénio entre as cadeias dos polimeros e interferir no espaco
molecular (MALI e GROSSMANN, 2003).
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Além da &gua, outras substancias moleculares pequenas, como os polidis, podem
ser usadas (STADING et al., 2000). A escolha do agente plastificante esta relacionada
com sua compatibilidade bioquimica (configuracdo, tamanho e grupos hidroxilas) com
0 polimero a ser utilizado e com as caracteristicas que confere ao filme.

O plastificante deve ser uniformemente distribuido entre as moléculas de amido
e posicionado entre elas. Ele deve assegurar certo grau de interagdo com o amido
através de ligacbes de hidrogénio, de modo a evitar a separacdo de fases e a
recristalizacdo tanto do plastificante quanto do amido. Esse agente deve criar um espaco
livre entre os amidos devido ao seu tamanho e deve armazenar agua para auxiliar em
seu trabalho (ZHANG e HAN, 2006b).

Durante a gelatinizacdo dos granulos de amido, as moléculas de amilose e
amilopectina séo liberadas na solucdo. As moléculas de amilose e amilopectina
liberadas interagem principalmente mediante ligacdes de hidrogénio (ZHANG e HAN,
2006a). De acordo com Liu e Han (2005), sem plastificantes, a amilose e a amilopectina
formariam um filme com uma estrutura bifasica, que teria uma fase rica em amilose e
uma outra fase rica em amilopectina, além de ficarem quebradicos e rigidos. A rede de
clusters seria embutida em um segundo plano de fase amorfa. A existéncia dos
plastificantes no filmes de amido ajuda a interromper a formacdo de dupla hélice da
amilose com fragmentos da amilopectina, reduzindo assim a interacdo entre a amilose e
as moléculas da amilopectina, formando um filme flexivel.

Dentre os plastificantes mais utilizados em filmes de amido estdo os polidis,
sendo o glicerol 0 mais empregado. O glicerol € um composto organico, de baixa massa
molar, compativel com o amido e outros biopolimeros, que apresenta comprovada acao
positiva sobre as propriedades mecanicas dos filmes produzidos a base de amido
(LOURDIN et al., 1997; MALLI et al., 2006). A goma xantana também apresenta alta
compatibilidade com polidis, o que pode ser uma vantagem no desenvolvimento de
materiais a base de blendas poliméricas de amido e xantana (VANDERBUILT, 2004).

Na Gltima década, a producdao mundial de glicerol sofreu um salto, impulsionado
pelo aumento da produgdo de biodiesel. O biodiesel € um combustivel produzido a
partir da transesterificacdo de 0leos e gorduras, sendo o glicerol o principal co-produto
deste processo. No Brasil, a Lei n® 11.097, de 13 de janeiro de 2005, estabelece a
obrigatoriedade da adicdo de 5% de biodiesel ao Oleo diesel até 2014, fato este que

contribuird com aumento da producao de glicerol a procurar um destino.
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7. Goma xantana e associa¢cdo amido-goma

A goma xantana € um polissacarideo microbiano, de estrutura complexa,
sintetizada por fermentacao aerobica submersa de bactérias do género Xanthomonas em
um meio estéril contendo carboidrato. E classificada como heteropolissacarideo, sendo
composta por mais de um monossacarideo e outros compostos quimicos
(SUTHERLAND, 1994). A unidade bésica repetidora da molécula de xantana é um
pentassacarideo formado por duas unidades de glicose, duas unidades de manose e uma
unidade de acido glucurdnico na propor¢éo molar 2,8; 2,0; 2,0, além de grupos piruvato
e acetil. A molécula de xantana apresenta uma cadeia principal semelhante a da
celulose, constituida de moléculas de glicose ligadas através de ligagdes 3-(1->4), sendo
a cadeia lateral formada por um trissacarideo ligado a segunda glicose da unidade
béasica. Esta cadeia lateral é formada por uma molécula de &cido glucurénico entre duas
manoses. Aproximadamente a metade das D-manoses terminais contém um residuo de
acido piravico ligado através de um grupo cetdnico aos carbonos 4 e 6. A D-manose
ligada a cadeia principal contétm um grupo acetila na posicdo 6 (Figura 7)
(SUTHERLAND e TAIT, 1992; GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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Figura 7. Estrutura da goma xantana.
Fonte: GARCIA-OCHOA et al. (2000).

A xantana e produzida industrialmente pelo método de batelada, utilizando-se
glicose ou sacarose como fontes de carbono, uma fonte de nitrogénio de origem
organica ou inorganica e sais. A temperatura ideal de cultivo é em torno de 28 °C e 0

pH na faixa da neutralidade. A fermentacdo dura em torno de 80 horas e a recuperagédo é
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feita por precipitacdo com alcool etilico (KATZBAUER, 1998; GARCIA-OCHOA,
2000; MAUGERI FILHO, 2001; PAPAGIANNI et al., 2001).

A massa molar da goma xantana varia entre 2x10° e 20x10° Daltons. Esta
distribuicdo molar depende da interacdo entre as cadeias que formam agregados de
varias cadeias individuais (GARCIA-OCHOA et al.,2000). Tanto a massa molar, quanto
as proporcdes de acetil e &cido pirGvico na molécula dependem da cepa de
Xanthomonas (CADMUS et al., 1978; KENNEDY e BRANDSHAW, 1984) e também
das condicOes operacionais de processo e da composi¢do do meio de cultura utilizado
(CADMUS et al., 1978). O grau de substituicdo das cadeias laterais exerce importante
efeito nas propriedades no polimero (PACE, 1991). Além disso, o &cido piravico e o
acido glucurdnico conferem a molécula um caréater aniénico, que é caracteristico de
exopolissacarideos (EPS) produzidos por bactérias fitopatogénicas como € o caso do
Xanthomonas (HOLT et al., 1994; SILVA et al., 2002).

Propriedades de grande interesse tecnoldgico sdo explicadas com base na
estrutura quimica desta goma que lhe permite uma alta capacidade de agregacao face as
conformac@es que o polissacarideo pode assumir em solucdo (COTTREL et al., 1980).
Assim, considerando as propriedades reoldgicas (ex. alta viscosidade com baixa
concentracéo e alta pseudoplasticidade), a goma xantana tem uma ampla aplicagédo em
diversos setores industriais, tais como industrias alimenticia, farmacéutica e petrolifera
(YOSHIDA et al., 1993). A Tabela 4 mostra as propriedades da xantana e sua aplicacao

em diversos segmentos da inddstria.

Tabela 4. Propriedades de grande interesse industrial da goma xantana.

Capacidade de produzir solugdes viscosas em altas e baixas concentracdes.
Excelente estabilidade térmica.

Estabilidade frente a enzimas, como as celulases, amilases e proteases.
Elevada solubilidade.

Alta estabilidade em uma ampla faixa de pH.

Compatibilidade e estabilidade com a maioria dos sais metalicos.

Atoxica e com testes nutricionais demonstrando que ndo é degradada no sistema
digestivo e ndo sofre qualquer modificacdo estrutural, a xantana tornou a industria de
alimentos um dos principais consumidores, pois ndo afetam o sabor do produto final,
sendo utilizado como emulsificante e estabilizante em alimentos, sendo capaz de manter
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a perfeita homogeneidade destes (GARCIA-OCHOA et al., 2000). A Tabela 5 mostra a

funcionalidade das propriedades desta goma e algumas aplicacdes na area de alimentos.

Tabela 5. AplicacgBes funcionais da goma xantana na inddstria de alimentos.

Propriedade Funcao Produto Referéncia
Produtos
Agente ' _ _ instantaneos: PENNA, 2002
estabilizante Viscosidade uniforme sopas, molhos, PINCHES e
sobremesas, PALLENT, 1986
coberturas

Sucos de polpa

Agente de Melhorar a de frutas ou com JUNGBUNZLAUER,
suspensao palatabilidade alto teor de 2009
solidos suspensos
Agente Aumento da vida de Enlatados de JUNGBUNZLAUER,
estabilizante e . frango, atum,
o prateleira 2009

emulsificante presunto

Aumentar a absorcao de
Agente agua durante o Panificacio JUNGBUNZLAUER,
estabilizante assamento e a ¢ 2009

estocagem dos pées
Agerte ogurtes e sobromesas. Latciios  JUNGBUNZLAUER
estabilizante 0 2009

lacteas

Melhorar a estabilidade PINCHES e
Agente durante os ciclos de Produtos PALLENT, 1986
estabilizante congelamento e congelados BECKERet al., 1998

PENNA, 2002

descongelamento
ppete - TTeesshuresen s 01015 JuNGBUNZLAUER
estabilizante gradacao ap 2009

congelamento

base de amido

Retencdo de
agua

Melhorar a textura e a
vida de prateleira

Produtos de
baixa caloria

(light)

GARCIA-OCHOAet
al., 2000

Fonte: COSTA (2010).

N&o induzindo reaces alérgicas, a xantana é empregada na industria farmacéutica

e em cosmeéticos, por ser emulsificante, retentor de agua e estabilizador de produtos, tais

como cremes hidratantes, locGes, tinturas para cabelo, xampus e dentifricios, conferindo

uniformidade ao produto (KATZBAUER, 1998). Algumas aplicacfes deste biopolimero

no segmento farmacéutico e de cosméticos sao mostradas na Tabela 6.
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Tabela 6. Aplicacdes funcionais da goma xantana na industria farmacéutica e de
cosméticos.

Propriedade Funcéo Produto Referéncia
Adente Xaropes JUNGBUNZLAUER,
es%abilizante e A.“mef_“o de cremgs | 2009 .

viscosidade J GARCIA-OCHOAEet al.,
espessante emulsdes 2000

GARCIA-OCHOAet
Aumentar do Liberacdo prolongada Pastilhas e al., 2000
tempo de contato Tagao prolong 1as JUNGBUNZLAUER,
) do farmaco comprimidos

do composto ativo 2009

Ajustar_a viscosidade e JUNGBUNZLAUER,
Agente suspensor a propriedade de Xampus 2009

gescoamento

Uniformizar a pastas de

dente tornand(f 0 MOyt
Agente as e(:’to mais liso Géis dentais BRADSHAW, 1984
estabilizante pes . JUNGBUNZLAUER,

facilitando a saida do 5

tubo. 009

Fonte: COSTA (2010).

Diversos outros segmentos industriais fazem uso desta goma, face as suas
propriedades reoldgicas. A indastria petrolifera aplica este polimero como fluido
extrativo, na recuperacdo secundaria e terciaria do petroleo, além da recuperacdo
secundéria de hidrocarbonetos (COTTRELL e KANG, 1978).

Nas interacBes contendo hidrocoldides e amidos podem ocorrer um efeito
sinérgico entre esses ingredientes. Os fatores que interferem nesta interacdo e como
ocorre ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, mas ha evidéncias de que os
hidrocol6ides promovem maior estabilidade de géis de amidos (SUDHAKAR et al.,
1995). A presenca de goma xantana em sistemas géis de amido ndo previne nem mesmo
retarda a retrogradacdo da amilopectina, mas tem um efeito notavel em inibir a
formacdo de estrutura esponjosa caracteristica da retrogradacdo da amilose (FERRERO
etal., 1994).

Filmes a base de amido se beneficiam da adicdo de goma xantana como agente
de brilho (CHEN e NUSSINOVITCH, 2000) e melhorador das propriedades mecanicas,
como, por exemplo, 0 aumento da percentagem de elongacdo dos filmes, ja observada
em filmes de amido de mandioca pela adicdo de goma xantana desacetilada (VEIGA-
SANTOS et al., 2005). Foi atribuida também a xantana a propriedade de diminuir a
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velocidade de cristalizacao e envelhecimento de filmes a base de amido (YOSHIMURA
et al.,1999).

As caracteristicas e propriedades da interacdo xantana-amido ja tem sido
estudadas por alguns autores (KATZBAUER, 1998; VEIGA-SANTOS, 2004; WANG
et al., 2006), sendo que um aumento sinergistico da viscosidade foi observado em
solucBes de xantana com outros polissacarideos de plantas (LACHKE, 2004) e mais
especificamente com amido (KIM e YOO, 2006). Amidos com elevados teores de
amilose sdo mais dificeis de serem dispersos em agua para formar solucdes
filmogénicas e retrogradam em velocidade muito alta para formar gel (JOKAY e
NELSON, 1967). Os plastificantes, assim como a goma xantana, poderiam auxiliar

nesta questdo, embora por mecanismos diferentes.

7.1. Glicerina bruta como substrato alternativo para a producdo de goma

Xantana

A glicerina é um subproduto da producéo de biodiesel, onde, para cada 100 litros
de biodiesel produzido, através da reacdo de transesterificacdo de Oleos vegetais ou
gorduras animais, produz-se 10 quilos de glicerina (RAMOS, 2011). Segundo Borges
(2005), devido a alta producdo de biodiesel, 0 mercado ndo tera condicGes de absorver
tal oferta, mesmo porque, para maior aplicabilidade do produto (cosmético,
emulsificantes, plastificantes e outros) é necessaria a sua purificacdo, sendo um
processo com custo elevado, impactando a viabilidade econémica. Por isso, é
importante desenvolver novas aplicacfes para a glicerina residual (bruta ou loira) e/ou
purificada para atenuar o impacto causado pela crescente producdo de biodiesel (LIMA,
2001).

A reacdo de transesterificacdo com o uso do metanol € tecnicamente mais viavel
do que com etanol (Figura 8). A separacdo da glicerina obtida como co-produto, no caso
da sintese dos ésteres metilicos, é obtida mediante simples decantacdo. O processo de
separacdo para ésteres etilicos requer um maior nimero de etapas (GONCALVES,
2006; CASTELLANELLI et al., 2007; BRANDAO, 2012).
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Figura 8. Reacao de transesterificacao para produgao do biodiesel.
Fonte: BRANDAO (2012).

A glicerina em estado puro é um liquido viscoso, incolor, inodoro e
higroscopico, entretanto, a glicerina derivada da producdo do biodiesel possui baixo
valor agregado, pois contém residuos de metanol, hidroxido de sddio, acidos graxos
livres, sais de acidos graxos, ésteres, compostos de enxofre, proteinas e minerais
(THOMPSON e HE, 2006).

Apos a reacdo de transesterificacdo, obtém-se uma massa constituida por duas
fases, que sdo separaveis por decantacdo ou centrifugacdo. A fase mais densa é
composta por glicerina bruta, impregnada dos excessos utilizados de alcool, de agua, e
de impurezas inerentes a matéria-prima, e geralmente contém 50 % de glicerol
(KNOTHE e GERPEN, 2006).

Pesquisas tém sido realizadas com o intuito de dar um destino econdmico para a
glicerina bruta. As patentes US2005095336 (MALETTO PETE, 2005) e JP2005179255
(MATSUDA et al., 2005) sdo algumas das que citam a utilizacdo de formulacdes de
glicerina com goma xantana para aplicacdo em processos alimenticios, farmacéuticos e
afins, no entanto, apresentam desvantagens quanto ao custo por utilizarem um complexo
de gomas e reagentes organicos ou inorganicos. Apenas a patente brasileira P10705950-
7 (BRANDAO et al., 2009) propde o uso da glicerina como substrato alternativo no
meio fermentescivel para a producdo de biopolimero tipo goma xantana, visando a
reducdo de custos de processo quando comparado ao processo industrial de
bioconverséo de glicose ou sacarose.

Em 2008, o diesel comercializado em todo territério nacional passou a conter,
obrigatoriamente, 3 % de biodiesel (B3), e em 2013-2014 estd previsto o aumento
percentual para 5 % (B5). Mas, as diretrizes governamentais ja consideram a

possibilidade de antecipacdo desta meta, condicionadas a necessidade de se encontrar
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utilizagbes comerciais para 0s co-produtos, principalmente a glicerina (MOTA et al.,
2009; BRANDAO, 2012). O Brasil ao produzir biodiesel para adicio de 5 % no 6leo
diesel (aproximadamente 2,6 milhdes de toneladas do biocombustivel por ano) gera
quase 300 mil toneladas de glicerina por ano em média. No entanto, esta quantidade ndo
¢ totalmente absorvida e 0 excedente de glicerina vem saturando o mercado, sendo sua
oferta maior que a procura, levando assim a queda do preco desse co-produto e a
estocada do mesmo sem um destino certo (MILLI et al., 2011; BRANDAO, 2012).
Devido aos inumeros incentivos governamentais, que impulsionam a producdo de
biodiesel no Brasil, tal combustivel estd sendo produzido em larga escala, e um fator
preocupante frente a este intenso crescimento, € o destino da glicerina excedente
gerando problemas sérios de descarte, contribuindo para um grande problema ambiental
(BRANDAO, 2012).

A glicerina residual ndo pode ser depositada em aterros, pois se cria um
problema ambiental, devido a sua alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO). Assim,
a questdo é como utilizar adequadamente essa matéria-prima, tanto sob o ponto de vista
econémico como ambiental, dado que alguns estudos indicam que o mercado, no médio
prazo, s6 conseguiria absorver 50 % dessa producdo, mesmo com as novas aplicacfes
de glicerina (ROBRA, 2006). Portanto, destinos vidveis de utilizacdo devem ser
buscados pela comunidade académica e empresarial. Pesquisas mostram que a glicerina
bruta possui composicdo rica em carbono de féacil degradacdo sendo utilizada por

microrganismos como fonte de carbono em seu metabolismo.

8. Fibras lignocelul6sicas

Nos ultimos anos tem surgido grande interesse no desenvolvimento de
tecnologias ‘verdes’ que possibilitem a utilizagdo de produtos de menor impacto
ambiental. A quimica ‘verde’, como um todo, implica no desenvolvimento de processos
quimicos e produtos que levem a um ambiente mais limpo, saudavel e sustentavel.
Dentre as pesquisas nessa area, as que buscam a aplicacdo de recursos naturais na
preparacdo de novos materiais vém crescendo, podendo destacar o uso de fibras
lignocelulosicas que sdo exemplos de sistemas complexos desenvolvidos pela natureza.
Seja por suas funcdes no universo bioldgico ou pelas aplicagdes industriais, as fibras
lignocelulésicas sdo um dos materiais biodegradaveis de uso bastante amplo,

abrangendo desde as aplicagdes classicas na inddstria téxtil até o reforco de matrizes
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poliméricas termoplasticas e termofixas (SILVA et al., 2009). A elevada disponibilidade
destas fibras, somada a necessidade de utilizacdo de fontes renovaveis para a produgdo
de novos materiais abre uma grande oportunidade para avangos tecnoldgicos que
agreguem valor aos produtos da agroindustria (ROSA, 2012).

As fibras lignocelulosicas séo constituidas em sua maioria por celulose, além da
matriz (hemicelulose e lignina) e moléculas extraiveis com solventes organicos, como
pectinas, carboidratos simples, saponinas, terpenos, alcal6ides, polifendlicos, gomas,
resinas, gorduras, graxas entre outros. A proporcdo destes constituintes depende do
tempo de maturacdo, origem boténica e das condicGes utilizadas para se obter a fibra
(MOREIRA, 2010). A matriz age como barreira natural & degradacdo microbiana e
serve como protecdo mecanica, ja as fibrilas de celulose tem como funcdo promover
resisténcia e estabilidade estrutural a parede celular das fibras (JOHN e THOMAS,
2008; SILVA et al., 2009).

A celulose é o polimero natural mais abundante na natureza, na qual consiste em
repeticdes de mondmeros do tipo f-D-glucose (CsH1206) unidas por ligagdes P(1->4).
Cada unidade de repeticdo contém trés grupos hidroxila, que, por apresentarem
afinidade por ligacdes de hidrogénio, sdo as principais responsaveis pela cristalinidade e
propriedades fisicas da celulose (EICHHORN et al, 2001; JOHN e THOMAS, 2008). A
designacdo D vem de dextrdgiro (substancia que tem a propriedade de desviar o plano
de polarizacdo da luz para a direita) e refere-se ao posicionamento do grupo hidroxila a

direita do 4tomo de carbono assimétrico C2.

H O s
! HOCH,
H—-+—0OH \ o OH
HO-=1—H . ‘
AL e i HO ?H 2
H~1—OH OH
CH,0H

Figura 9. Estrutura da D-Glucose.
Fonte: FLAUZINO NETO (2012).

A ligacdo B resulta na rotagdo de 180° do plano das unidades alternadas da
glucose, essa ligagdo glicosidica é do tipo 1,4, pois envolve os carbonos 1 e 4. Duas

unidades de aneis glicosidicos invertidos entre si, com um angulo de 180° em relacéo a
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um mesmo plano, formam uma unidade de celulose denominada celobiose, Figura 10
(KLEM et al., 2005; FLAUZINO NETO, 2012).

OH , CH,OH y  OH CHOH
—T 7 5 -7 - C
HO~ e 0 \/O HO _ -7\ o SN
HO o HO - I_—~0-d 5 ) HO ~H
HOH,C 3 OH HOH,C OH\,
Grupo nie-redutor Celobiose G it

Figura 10. Estrutura molecular do polimero natural celulose e da sua unidade
monomeérica celobiose.
Fonte: FLAUZINO NETO (2012).

No estado solido, a celulose pode apresentar pelo menos quatro formas
polimorficas, sendo as mais comuns a celulose | e 1l (ESRAFILI e AHMADIM, 2012).
A celulose natural (nativa) é constituida por celulose I, ja a celulose Il é obtida apds
tratamento com NaOH em solucéo. Por tratamentos fisicos e quimicos, a celulose | pode
ser transformada nos outros tipos de celulose. A analise da estrutura da celulose |
mostra que a mesma pode ser considerada um compdsito de duas fases cristalinas
diferentes, chamadas de celulose I, (triclinica) e Ig (monoclinica) (HELBERT et al.,
1996). A proporcdo entre essas fases depende da sua origem, por exemplo, a celulose
bacteriana é rica em fase I, enquanto que a celulose de tunicados predomina-se a fase
lg. A forma I, € menos estavel, podendo ser convertida na forma lg por simples
aquecimento (OUDIANI et al., 2011).

A celulose forma uma estrutura microcristalina que apresenta regides cristalinas
e amorfas em sua constituicdo. Este fato faz da celulose uma estrutura semicristalina,
formada por microfibras em forma de fios e hastes cristalinas (EICHHORN et al, 2010;
SILVA, 2013). A celulose é resistente a solucbes fortemente alcalinas e a agentes
oxidantes, mas é facilmente hidrolisada em solucdes &cidas. Neste Ultimo caso a
estrutura da celulose é modificada, ocorrendo assim a formacdo de uma estrutura
altamente cristalina, com dimensdes na escala nanométrica, conhecida como whiskers
/nanowhiskers/nanocelulose/nanocristais de celulose (DONG et al., 1998; SAMIR et al.,
2004; BHATTACHARYA et al.,, 2008; ELLAZZOUZI-HAFRAOUI et al., 2008;
MELO, 2010; SILVA, 2013).

O termo hemicelulose se refere a diversos polissacarideos de massas

moleculares relativamente baixas, 0s quais estdo intimamente associados a celulose dos
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tecidos das plantas. Enquanto a celulose é uma substancia quimica contém
exclusivamente a p-D-glucose como unidade fundamental, as hemiceluloses sé&o
polimeros cuja composicdo pode aparecer unidades de diferentes aglcares, condensadas

em proporcdes variadas, como apresentado na Figura 11 (KLEMM et al., 2005).

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS DEOXIEXOSES

acido-u-D-4-metilglucurbnico

H
COOH
H o

HO H

OH
H OH

o-L-arahinofuranose u-D-galactose acido-u-D-galacturinico

Figura 11. Estrutura molecular dos mondmeros comumente encontrados na
hemicelulose.
Fonte: KLEMM et al. (2005); ROSA (2012).

As hemiceluloses exercem importantes fungdes na regulacédo do crescimento das
estruturas vegetais, atuam como ligantes entre celulose e lignina, mas tem pouca
contribuicdo sobre a resisténcia mecanica das fibras. Devido a baixa massa molar e a
estrutura amorfa, as hemiceluloses sdo mais facilmente hidrolisaveis em relacdo a
celulose, desta forma, a grande importancia das hemiceluloses reside em varios
processos industriais como a producado de aclcares fermentaveis e combustiveis como o
etanol (MOREIRA, 2010; FLAUZINO NETO, 2012).

A lignina é uma das substancias mais complexas dentre os materiais de alta
massa molar que ocorrem na natureza, sendo formada pela polimerizacdo
desidrogenativa de unidades fenilpropéanicas derivadas de trés alcoois: cumarilico,
coniferilico e sinapilico (Figura 12). Pode ser classificada como um polifenol, o qual é
constituido por um arranjo irregular de varias unidades de fenilpropano que pode conter

grupos hidroxila e metoxila como substituintes no grupo fenil. Existe uma grande
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dificuldade na elucidacdo quimica da estrutura da lignina devido ao fato de ndo haver
um metodo bem estabelecido que possibilite isolar essas estruturas em seu estado nativo
a partir da fibra natural (SILVA et al., 2009). A Figura 12 mostra uma possivel

representacdo para a lignina.

E ALCOOL CUMARILICO ()

@

g—_<

CHOH

ll,H ALCOOL CONIFERILICO (1)

(@)

| OCH,
OH

CHOH

] ALCOOL SINAPILICO (1)

H,CO | OCH, LIGNINA

Figura 12. Estruturas esquematicas dos alcoois precursores da lignina: cumarilico (1),
coniferilico (I1) e sinapilico (I11) e ilustragdo de uma possivel estrutura polimeérica da
lignina.

Fonte: Adaptado de MOREIRA (2010).

A lignina confere rigidez a parede celular das fibras, atua como um cimento
entre as fibrilas e como um agente enrijecedor no interior das fibras, gerando uma
estrutura resistente ao impacto, compressao e dobra, além de causar um decréscimo na
permeacdo de agua através das paredes das fibras lignoceluldsicas (material
hidrofobico) (MOREIRA, 2010).

As substancias sollveis ou extrativos sdo compostos quimicos da parede celular,
geralmente formados a partir de graxas, acidos graxos, fendis, terpenos, esterdides,
resinas acidas, ceras e alguns outros tipos de compostos organicos. Estes compostos
existem na forma de mondmeros, dimeros e polimeros (ROWEL et al., 2005). S&o
solGveis em agua ou em solventes organicos neutros e estdo presentes principalmente
nas cascas dos residuos agricolas (MORAES et al., 2005).

As fibras lignocelulosicas tém sido amplamente estudadas e utilizadas como

carga de reforco em polimeros. As razfes se devem as caracteristicas desse tipo de
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material, como natureza renovavel e biodisponibilidade, baixo custo, alta variedade e
capacidade de reforgo mecanico (JOSEPH et al., 1999; SILVA, 2013).

Considerando a tendéncia mundial em substituir sistemas ndo renovaveis por
materiais de origem natural renovavel (JOSEPH et al., 1999; FRISONI et al., 2001,
FREITAS, 2003; SATYANARAYANA et al., 2007; MORAN et al., 2008; QIN et al.,
2008; MACHADO, 2011; SILVA 2013), as fibras lignocelulésicas tem se mostrado
como uma alternativa ao uso das fibras sintéticas/inorganicas, como as fibras de vidro.
O uso de tais fibras como carga de reforco em compdsitos de matrizes biopoliméricas
(originando o biocomposito), por exemplo, fornece beneficios ambientais no que diz
respeito a disposicéo final de residuos, j& que estas apresentam carater biodegradavel
(SILVA, 2013).

8.1. Organizacdo hierarquica das fibras lignoceluldsicas

Caracteristicas particulares do polimero de celulose levam a formacéo das fibras
vegetais, elas estdo organizadas em camadas primaria e secundaria que sdo em grande
parte constituidas de celulose, hemicelulose e lignina. A camada secundaria é
subdividida em camadas S1, S2 e S3 (Figura 13). A camada S2 é a mais espessa,
responsavel pela resisténcia mecanica da fibra, sendo basicamente constituida de

celulose (~90 %) na forma de micro/macrofibrilas.

Parede
secundaria

Figura 13. Estrutura hierarquica de um tecido vegetal.
Fonte: DE MESQUITA (2012).

Na natureza, a celulose ndo ocorre como uma molécula isolada e sim na forma
de fibras. Isso ocorre porque a biossintese € organizada por complexos especificos
terminais (CTs) ligados a membrana plasmatica. Para arvores e plantas, os CTs séo

organizados em rosetas de seis membros com cada subunidade polimerizando 6 cadeias
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de celulose e o complexo todo 36 cadeias (Figura 14a). Essas cadeias séo dispostas lado
a lado e serdo posteriormente organizadas em estruturas nanométricas chamadas de
fibrilas elementares (Figura 14b). As fibrilas elementares tém cerca de 3-4 nm de
diametro e se combinam para formar estruturas mais espessas, as microfibrilas que
contém regides amorfas e cristalinas (Figuras 14c e 14d) (ELAZZOUZI-HAFRAOUIi et
al., 2008; MOON et al., 2011; DE MESQUITA, 2012). Segundo o modelo estrutural
proposto por Battista e Smith (1962), cada microfibrila de celulose pode ser considerada
como uma corrente que contém uma sequéncia de unidades de celulose (cristalitos),
ligadas por dominios amorfos ou defeitos estruturais (Figura 14c e 14d).

As cadeias de celulose presentes em uma microfibrila sdo estabilizadas tanto por
forcas de Van der Waals quanto por pontes de hidrogénio intra e intermoleculares que
possibilitam a formacdo das macrofibrilas (Figura 15). Portanto, as microfibrilas que
compdem as fibras, resultantes do arranjo das moléculas de celulose, sdo constituidas de
regides cristalinas, altamente ordenadas e por regides amorfas desordenadas. As regides
cristalinas resultam da acdo combinada da biopolimerizacao e cristalizag&o da celulose
comandada por processos enzimaticos. As regibes amorfas sdo resultados da ma
formacdo da estrutura devido a alteragdo no processo de cristalizacdo. Essas séo
denominadas, por alguns autores, de regides em que a cristalizagdo ocorreu com defeito
(MOON et al., 2011; DE MESQUITA, 2012).

CTs Microfibrila

8@(2 o 7\\: =

-

(a) ) (c) (d)

Figura 14. Representacdo esquematica dos niveis que precedem a formacdo de uma
microfibrila presente em plantas superiores. (a) secdo transversal da estrutura formada
pelas 6 cadeias de celulose na subunidade dos complexos especificos terminais. Cada
retdngulo cinza representa uma cadeia de celulose; (b) secdo transversal das fibrilas
elementares; (c) secdo transversal das microfibrilas de celulose composta de 6 fibrilas
elementares; (d) secdo lateral das microfibrilas mostrando a configuragdo em série de
regides cristalinas e amorfas. Fonte: MOON et al. (2011).
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Figura 15. Estrutura hierarquica da constituicdo de uma macrofibrila.
Fonte: DE MESQUITA (2012).

8.2. Isolamento da celulose de fibras lignocelulésicas

A obtencdo de celulose a partir dos mais diversos tipos de matrizes
lignocelulé6sicas envolve uma série de processos. Os extrativos sdo compostos
indesejaveis, por isso 0 processo de extracdo da celulose comeca com a pré-extracdo, na
qual € utilizada uma seqiiéncia de solventes de diferentes polaridades para remogéo
destes (MORAES et al., 2005). A seguir € feito um desmembramento do complexo
lignina-celulose-hemicelulose (Figura 16), através do processo conhecido como
deslignificacdo ou polpagdo que consiste basicamente na separacdo da celulose da
lignina e da hemicelulose mediante utilizacdo de energia quimica. Neste tratamento
ocorre elevada degradacdo da lignina das fibras além de haver solubilizacdo da
hemicelulose e como o produto sélido final, a celulose em um estado quase intacto. Os
métodos de polpacgdo quimica classificam-se em alcalinos, como por exemplo, 0 método
a soda e o Kraft, sendo este Gltimo o mais utilizado na fabricacdo de papel, e os acidos
que se baseiam na reacdo da lignina com Ca(HSO3)2, NaHSOs ou Mg(HSO3)2 em
combinacdo com SO; livre (D’ALMEIDA, 1986; MOREIRA, 2010).

Clorados
.~ Matéria-prima -, Processos acidos NaOCl, Cl, "'--“F‘v‘roduto co'r.T.1 ......
vegetal com * o :
bei(‘;]fatl C?d > Pre-tratamento ) Deslignificagio [~>| Branqueamento [~>% alto teor de
! a cl)leo e mecanico . celulose
...... celulose ... - N
------------------ Processos alcalinos Nao clorados
03, H0;

Figura 16. Etapas gerais de isolamento da celulose das fibras vegetais.
Fonte: MOREIRA (2010).
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O brangueamento consiste em um tratamento quimico que visa a melhoria das
propriedades Opticas da celulose como alvura, clareza e opacidade. Este tratamento
envolve uma série de produtos quimicos, especialmente aqueles a base de cloro (cloro,
diéxido de cloro, hipoclorito de sodio), geralmente em varias etapas dependendo do
grau de alvura desejado (SILVA et al., 2009).

No branqueamento ocorre a eliminacdo, por hidrélise e oxidacdo, dos grupos
cromaforos da lignina residual, aumentando a brancura do produto celulésico. Além das
melhorias das propriedades Opticas, este processo pode ser conduzido de forma a
preservar ou remover a lignina residual presente na celulose. Neste ultimo caso, 0
branqueamento pode também ser considerado como uma etapa adicional de purificagcdo
da celulose (FENGEL ¢ WENEGER, 1984; D’ALMEIDA, 1986; KLEM et al., 1998;
MOREIRA, 2010).

Na presenca de produtos quimicos, sob condi¢fes de branqueamento, a celulose
nativa se decompde em nanowhiskers/nanocristais de celulose. Devido a sua alta razéo
de aspecto (relacdo entre comprimento e didmetro) e alto médulo de elasticidade essa
celulose pode ser utilizada na preparacdo de compdsitos de alta performace (SIQUEIRA
et al., 2009).

8.3. Palha de milho

O milho (Zea mays L.) € uma planta que pertence & familia Gramineae/Poaceae
(Figura 17), participando com mais de 36,4 % da produgdo nacional de gréos se
posicionando logo atras da soja (44,7 %), culturas estas que, juntas, somam mais de 80
% da produgo nacional de cereais, leguminosas e oleaginosas (CONAB, 2013). E uma
cultura considerada temporaria, que depois de colhida necessita de novo plantio, com
ciclo vegetativo variando em torno dos 140 dias, que compreende a fase da emergéncia

a maturacdo do gréo.

Figura 17. (a) Plantio de milho (Zea mays L.) e (b) Palha de milho.
Fonte: MONSANTO (2013).
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No Brasil, esta € uma cultura que ocupa extensas areas. Entre as principais
regides produtoras estdo o Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiés, Minas Gerais, S&o
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. O estado do Parand é o maior
produtor do pais, produzindo, na safra 11/12, cerca de 16,7 milhGes de toneladas,
seguido do Mato Grosso com 15,6 milhGes de toneladas. A producdo anual, na
temporada 2011/12, foi de aproximadamente 68 milhdes de toneladas e as projecdes
indicam um aumento de 12,7 milhdes de toneladas até a safra de 2020/2021 (CONAB,
2013).

Atualmente existe a crescente preocupacdo com o descarte dos residuos
lignocelulosicos, que podem levar a problemas ambientais pela presenca de substancias
de alto valor organico, potenciais fontes de nutrientes para microrganismos, como
também a perdas de biomassa e energia (ABUD e NARAIN, 2009). Os graos de milho
proporcionam uma serie de produtos industrializados, entretanto, algumas partes da
planta ndo possuem um uso direto. O sabugo, parte central da espiga na qual os graos
estdo presos, é gerado apds ser debulhado o milho. Para cada 100 kg de espigas de
milho, aproximadamente 18 kg (70 % base umida) sdo formados pelo sabugo.
(AGUIAR, 2010). Assim como o sabugo, a palha também se torna um residuo
excedente e sem utilizacdo definida. Na maioria vezes, é triturada para alimentacdo de
animais, porem com pouco valor nutritivo, pode ser também queimada nas &reas rurais
ou utilizada como cobertura em solo apds a colheita mecanizada, na qual, em excesso,
pode causar sérios problemas de pragas que proliferam em ambientes Umidos e
desprotegidos (EMBRAPA, 2012).

E crescente o nimero de pesquisas com o objetivo de reaproveitar a palha de
milho, agregando-lhe valor e renda. Paises como o México estdo interessados em
adquirir este material, proveniente de colheita manual do Brasil (Parand), ja que la a
palha é muito utilizada para embalar alimentos. A criagdo de produtos artesanais
também esta colaborando na valorizacdo deste abundante residuo sendo destinada a
producdo de cigarros, embalagens de doces, artesanato de cestaria e de bonecas
(PORTAL DO AGRONEGOCIO, 2012). A palha tem sido utilizada também em
estudos de producdo de enzimas através de fermentacdo em estado solido, tanto como
suporte como fonte de nutrientes para os microrganismos (PANDEY et al., 1999;
BORZANI, 2001). Neste contexto, a palha de milho é uma alternativa interessante em
pesquisas objetivando a obtencdo de nanowhiskers/nanocristais de celulosea serem

utilizados como reforco em diferentes matrizes poliméricas. A palha possui

61



aproximadamente 25 a 41,2 % de celulose (SALAZAR, 2005), cerca de 34,5 % de
hemicelulose (TAMANINI, 2004) e 8,7 % de lignina (SALAZAR, 2005). A Tabela 7
apresenta a composic¢édo da palha de milho.

Tabela 7. Composicao da palha de milho.

Componentes % massa em base seca
Glicose 36,80
Xilose 22,20
Arabinose 5,50
Galactose 2,90
Manose -
Lignina 23,10
QOutros 9,50

Fonte: OLSSON e AHRING (2007).

8.4. Nanowhiskers/Nanocristaisde celulose

Uma vez isolada a celulose de uma fibra vegetal, novos processos quimicos e/ou
mecanicos podem provocar modificacfes mais profundas na estrutura desse polimero
natural, conforme se pode verificar no fluxograma apresentado na Figura 18. Por
hidrolise acida € possivel a obtencdo de nanocristais de celulose, enquanto que por
processos mecanicos € obtida, geralmente, a celulose microfibrilada.

A celulose nativa encontrada em fibras naturais como a palha de milho, sisal,
coco, algodao, licuri, eucalipto etc. é classificada como um material semicristalino, pois
apresenta fases cristalinas intercaladas por regides amorfas, cujas dimens@es dependem
da origem do material (SILVA, 2013). As regides amorfas surgem como imperfeicdes
no cristal. A remogdo das fracGes amorfas libera o contetdo cristalino na forma de
nanocristais de celulose, os whiskers, conforme mostrado na Figura 19. Sob condicdes
controladas de hidrélise &cida, a regido amorfa é destruida, mantendo os segmentos
cristalinos intactos, uma vez que a cinética da regido amorfa € mais rapida do que da
regido cristalina, em virtude da maior permeabilidade da regido amorfa (SILVA et al.,
2009).
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Fonte: Adaptada de SIQUEIRA et al., (2009).
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Figura 19. Esquema ilustrativo do método da hidrdlise &cida. (a) Regibes amorfas e
cristalinas em evidéncia numa fibrila. (b) Mecanismo envolvido na hidrdlise acida. (c)
nanoestruturas altamente cristalinas obtidas no processo.

Fonte: MOREIRA (2010).

Os segmentos cristalinos (whiskers) obtidos por este método apresentam
geralmente um formato de bastdo ou agulhas (LARSSON et al., 1997; OKSMAN et al.,
2006; PAAKO et al., 2007; ABE et al., 2007, HUGGE et al., 2008; SIQUEIRA et al.,
2009). Os nanowhiskers de celulose, também reportados na literatura como nanocristais,
nanofibras, nanocelulose, cristalitos ou cristais de celulose, sdo os dominios cristalinos
de fibras celulésicas isoladas por meio de hidrdlise acida e sdo assim chamados devido
as suas caracteristicas fisicas de rigidez, de espessura e de comprimento (SOUZA-
LIMA e BORSALLI, 2004, SILVA, 2013).

Por apresentar um conjunto de caracteristicas determinantes como abundancia,
natureza renovavel, biodegradabilidade, alto grau de cristalinidade, grande é&rea
superficial especifica (estimada em varias centenas de m2.g?), alta razdo de aspecto
(comprimento/didmetro), propriedades mecanicas comparaveis as dos nanotubos de
carbono e de nanofibras inorgénicas a eminente capacidade de reforco a baixos niveis
de carga, os nanowhiskers tem despertado grande interesse no uso como material de
reforco em matrizes poliméricas (SAMIR, et al., 2005; EICHORN et al., 2010; HABIBI
etal., 2010; SHANMUGANATHAN et al., 2010; MIKKONEN et al., 2010).

As dimensbes nos nanowhiskers de celulose obtidos a partir de materiais

lignocelulosicos podem variar em funcdo do material de origem e também da
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metodologia empregada na sua extracdo, mas sdo descritas com comprimento entre 100
e 300 nm (SAMIR et al., 2005; ELLAZZOUZI-HAFRAOUI at al., 2008; SIQUEIRA et
al.,, 2009; HABIBI et al., 2010; KALIA et al.,, 2011, SILVA, 2013). InGmeros
procedimentos de hidrdlise utilizam o acido cloridrico (HCI) e/ou acido sulfarico
(H2SOg4), em diversas concentracdes, no entanto o acido sulfurico é descrito como o
mais eficiente, devido a formacdo de cargas negativas de grupos éster sulfato na
superficie dos nanowhiskers, o que ocasiona um efeito de repulsdo eletrostatica entre
essas particulas favorecendo a dispersdo. Este fato impede, ou reduz significativamente,
a formacao de aglomerados, visto que os nanowhiskers apresentam grande tendéncia de
agregacéo, e promovem uma dispersdo mais uniforme dos nanocristais na suspensao
(SILVA, 2013).

No que diz respeito a extracdo por hidrolise acida, o tipo do é&cido, a
concentracdo do acido, a temperatura, 0 tempo de reacdo e a proporcao de
celulose/acido sdo pardmetros importantes, pois afetam a morfologia e propriedades dos
nanowhiskers (SILVA e D'ALMEIDA, 2009; HABIBI et al., 2010; PENG et al., 2011,
TEIXEIRA et al., 2011).

Sabe-se que a morfologia e propriedades dos nanowhiskers influenciam o seu
desempenho como agente de reforco, também é conhecido que a morfologia e as
propriedades dos nanowhiskers dependem da fonte original de celulose. Portanto, o
desempenho dos nanowhiskers como particulas de reforco depende da fonte original de
celulose. Assim, o desenvolvimento de nanowhiskers a partir de diferentes fontes de
celulose € relevante (FLAUZINO NETO et al., 2013). A Tabela 8 expde as diferentes
condicBes de hidrdlise utilizadas para a obtencdo de nanowhiskers a partir da celulose
extraida de diferentes fontes de fibras naturais.

Uma fonte viavel para extracdo de nanowhiskers de celulose € a palha de milho.
Este residuo, gerado pelas industrias de beneficiamento do milho, representa uma fonte
abundante de celulose, geralmente com teores variando de 25 a 41 % do polimero,
dependendo da variedade e maturidade da planta. Por se tratar do desenvolvimento de
materiais totalmente biodegradaveis, a palha de milho é uma alternativa interessante em
pesquisas objetivando a obtencdo de nanowhiskers de celulose a serem utilizados como

reforgo em bionanocompositos.

65



Tabela 8. CondicOes de hidrélise com H2SOs utilizadas para a obtengdo de
nanowhiskers a partir da celulose de diferentes fontes de fibras naturais.

Conc. Temp. Tempo Relacéo

Fonte de Celulose H(zoi())z; (2°C) (min) ceIEJJ;)r?]eI;éc. Referéncia
Fibra de Conifera 65 70 10 1/10 ARAKI et al. (1998)
Fibra de Conifera 64 45 45 1/10 EDGAR e GRAY (2003)
Fibra de Kraft 64 45 100-150 - BECK et al. (2005)
Papel de Filtro 64 45 60 1/20 PODSIADLO et al. (2005)
Fibra de Rami 65 55 30 - HABIBI et al. (2007)
Fibra de Rami 65 55 30 - HABIBI e DUFRESNE (2008)
Fibra de Algoddo 65 63 30 - BRAUN et al. (2008)
Fibra de Algodéao 64 50 45 1/17 BRAUN et al. (2008)
Tunicados 45 55 780 - ELAZZOUZI et al. (2008)
Fibra de Algodéo 60 45 75 - TEXEIRA et al. (2009)
Fibra de Curaua 60 60 45 - CORREA et al. (2009)
Fibra de Bananeira 60 45 130 1/20 PEREIRA (2010)
Bagaco de cana-de-agucar 60 45 60 1/20 MOREIRA (2010)
Fibra de Coco 64 45 120-180 1/1 ROSA et al. (2010)
Casca de Soja 64 40 30-40 1/30 FLAUZINO NETO (2011)
Fibra de Coco 64 50 10-15 1/12 MACHADO (2011)
Testa de Arroz 64 25 30-180 1/8,75 ROSA (2012)
Casca de Soja 64 45 30-180 1/8,75 ROSA (2012)
Fibra de Licuri 64 45 15-20 1/19 SILVA (2013)

Fonte: Adaptado de SILVA (2013).

9. Bionanocompdsitos

Os bionanocompositos (filmes) sdo por definicdo materiais formados por
sistemas onde matrizes poliméricas biodegradaveis sdo incorporados de nanoparticulas
também biodegradaveis. O resultado da adicdo dessas particulas é a melhoria
consideravel das propriedades deste material, que podem ser térmicas, mecanicas, de
barreira, 6ticas ou na condutividade elétrica. (CHEN et al., 2009; MACHADO, 2011).

A incorporacdo das nanoparticulas, denominadas de nanowhiskers de celulose,
como reforgo em matrizes poliméricas € um novo campo na nanobiotecnologia e com
isso ainda existem muitos obstaculos a serem vencidos. Um dos desafios cientificos
nesta area de pesquisa é o desenvolvimento de bionanocompositos formados por
matrizes poliméricas biodegradaveis e nanowhiskers derivados de fontes renovaveis.
Essa nova area requer esforcos multidisciplinares para atingir escalas a nivel comercial

(OSKMAN et al., 2008). Além disso, outros desafios devem ser atribuidos a eficiéncia
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no isolamento destas nanoparticulas de fontes renovaveis, bem como, a
compatibilizagdo dos nanorefor¢cos com a matriz polimérica utilizada e sua adequada
distribuicdo (MACHADO, 2011).

A mistura do amido com os nanowhiskers € quimicamente favorecida, o que
justifica o grande numero de estudos relacionados, pois tanto o amido como 0s
nanowhiskers de celulose apresentam caracteristicas quimicas semelhantes (ambos sdo
polissacarideos formados por mondmeros de glicose), ocorrendo grande
compatibilidade entre a matriz (amido) e a carga de refor¢o (nanowhiskers). Além disso,
a alta area superficial dos nanowhiskers e a presenca de grupos hidroxila, tanto na
matriz como na nanoparticula, favorecem a ocorréncia de interagdes interparticulas
entre tais componentes, o que tende a modificar as propriedades dos bionanocompdsitos
formados, como por exemplo, as propriedades mecanicas, de barreira e morfoldgicas
(no que diz respeito principalmente a cristalinidade) (SILVA, 2013).

Desde os primeiros trabalhos de Favier e Cavaille (1995) inGmeros
bionanocompdsitos poliméricos tém sido obtidos a partir da incorporagdo fisica de
nanowhiskers de celulose em matrizes poliméricas. Entretanto, a elevada concentracao
dos grupos hidroxila na superficie dos nanowhiskers e a possibilidade de formacéo de
ligagBes de hidogénio entre esses grupos produzem uma tendéncia a aglomeracéo e ao
enovelamento (WANG e SAIN, 2007). Por isso, 0s nanocristais de celulose, obtidos por
hidrolise acida, costumam ser mantidos em suspensao aquosa ap0s 0 seu isolamento,
visando reduzir as interacdes entre os grupos hidroxila (ROSA, 2012).

Estudos utilizando nanowhiskers de celulose como reforco mecéanico em uma
matriz de amido tem sido relatados (DUFRESNE e VIGNON, 1998; ORTZ et al., 2005;
ALEMDAR e SAIN, 2008; MACHADO, 2011; SILVA, 2013). Os bionanocompaositos
resultantes apresentaram propriedades melhoradas, tais como, maior moédulo e
elongacdo, decréscimo da permeabilidade a gases, aumento da resisténcia a agua e
aumento na biodegradabilidade do polimero, quando comparados com polimeros de
matriz in natura ou com micro- e macro- compdsitos convencionais.

A utilizacdo de plastificantes adicional a agua pode melhorar propriedades
mecénicas de bionanocompositos. Embora a sacarose e o agucar invertido confiram
grande plasticidade a filmes de amido, o sorbitol e o glicerol estdo entre os plastificantes
mais utilizados (GAUDIN et al., 2000). SILVA et al. (2012) avaliaram a resisténcia
mecanica e a agua de filmes formulados com amido de mandioca, incorporados com

nanowhiskers de eucalipto e plastificados com sacarose (0,7g/100g) e acucar invertido
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(1,49/100g). O aumento da concentracdo de nanowhiskers nos filmes melhorou
consideravelmente suas propriedades mecanicas, com aumento de mais de 400 % no
maodulo de elasticidade e 92 % na tensdo maxima, quando comparado ao filme controle,
indicando a formacdo de uma rede de percolacdo adequada com pequenas quantidades
de nanoparticulas de celulose. A adicdo de nanowhiskers de eucalipto diminuiu o
inchaco dos filmes, indicando que as nanoparticulas aumentaram a estabilidade dos
filmes em &gua. Além disso, a solubilidade dos filmes, bem como a atividade de &gua,
diminuiram linearmente com o aumento da concentracdo de nanowhiskers.

Machado (2011) investigou as propriedades mecanicas de bionanocompositos de
amido de mandioca e nanowhiskers obtidos a partir da fibra de coco, usando glicerol
como plastificante. Os resultados indicaram aumento de até 47 % na tensdo maxima e
462 % no modulo de elasticidade com diminuicdo no percentual de deformacéo de 94
%, quando comparado ao filme de controle. Tal fato foi justificado pelas fortes
interacOes existentes entre as particulas de amilopectina presentes na matriz e 0s
nanowhiskers de celulose.

Anglés e Dufresne (2000) estudaram os efeitos da adicdo de nanowhiskers de
celulose provenientes de tunicados em amido de milho, usando glicerol como
plastificante. Neste estudo foram observados aumentos significativos no médulo de
elasticidade e tensdo maxima dos filmes com o aumento do percentual dos
nanowhiskers incorporados. Mathew e Dufresne (2002) observaram o grau de
cristalinidade dos bionanocompositos obtidos com amido de milho, adicionados de
nanowhiskers provenientes de tunicados e plastificados com sorbitol. Os resultados
mostraram aumento na cristalinidade dos filmes com a incorporacdo de nanoparticulas
(0 % - 25 %), atribuido a nucleacdo dos nanowhiskers de celulose.

Kvien et al. (2007) observaram que bionanocompositos obtidos a partir do
amido de batata e sorbitol como plastificante, quando adicionado com nanowhiskers de
celulose obtidos da celulose microcristalina. Os filmes apresentam melhorias
consideraveis em suas propriedades mecanicas, como moédulo de elasticidade e tensdo
méaxima. No entanto, Berglund et al. (2009) observaram reducdo de cerca de 50 % na
difusdo de vapor d’agua em bionanocompdsitos de amido de batata e nanowhiskers,
utilizando o glicerol como plastificante, em comparacao ao filme de amido puro. Este
resultado também foi atribuido a existéncia de fortes interacdes entre 0os nanowhiskers
de celulose e as particulas que formam a matriz. Dessa forma, os nanowhiskers de

celulose se tornam uma alternativa atraente como um material inorganico para preparo
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de nanocompdsitos poliméricos, devido a suas excepcionais propriedades mecanicas e
sua natureza renovavel (MACHADO, 2011).

Apesar da utilizacdo de goma xantana como aditivo em bionanocompasitos ter
sido pouco estudada, sugere-se que sua adicdo promova um grande efeito nas
propriedades de pasta da mistura resultante. A xantana tem a capacidade de promover
decréscimo na temperatura de pasta, aumento da viscosidade maxima e decréscimo na
tendéncia a retrogradacdo dos bionanocompdsitos (DA MATTA JUNIOR, 2009).
Também oferece como vantagem para este tipo de aplicacédo, o fato de ser resistente a
variacdes de pH (BAIRD e PETITT, 1991), podendo ser utilizada em contato com
produtos acidos e basicos. Por ser obtida a partir de microrganismos, pode ser produzida
em condi¢cOes controladas, sem problemas acarretados por entressafras, assegurando a
qualidade e homogeneidade de seus lotes (SILVA e SCAMPARINI, 2000).

A xantana pode enredar granulos de amido e formar uma rede ao seu redor
atuando como uma protecdo fisica contra a perda de integridade pela aplicagdo de uma
forca. A xantana também tende a produzir sistemas mistos mais estaveis que aqueles s6
de amido e que poderiam ser preservados por mais tempo (MANDALA et al., 2002;
VEIGA-SANTOS et al., 2005). Assim, 0 emprego de goma Xantana e nanowhiskers na
producdo de bionanocompdsitos (filmes) de amido, em especial de amido/fécula de
mandioca, surge como uma alternativa viavel para melhorar as propriedades desses
biomateriais (MAHECHA, 2009).

9.1. Producéo de Filmes por Casting

Esta técnica, util para formacdo de bionanocompdsitos (filmes), € simples e
consiste na desidratacdo de um determinado volume de solugdo filmogénica depositado
de maneira controlada em um suporte de area conhecida e de superficie lisa e plana
(DONHOWE e FENNEMA, 1994). A solucdo filmogénica é obtida a partir da
dispersdo dos polimeros em determinado volume de 4gua com agitacao constante.

A obtencdo de um filme empregando-se a técnica de casting esta relacionada
com o grau de coesdo entre as moléculas do filme. Alguns fatores determinantes dessa
coesdo sdo: a estrutura quimica do biopolimero, as condi¢cdes de producgédo (tempo e
temperatura de secagem, técnica de evaporacdo do solvente e umidade relativa), a
presenca de plastificante, o tipo de plastificante e a espessura do filme. A coesdo do

filme é favorecida pela alta ordenagéo das cadeias poliméricas. A evaporacdo excessiva
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do solvente ou o resfriamento pode levar a formacao de filmes pouco coesos, devido a
imobilizacdo prematura do polimero (GONTARD e GUILBERT, 1996). O tempo de
secagem também determina as propriedades mecénicas de filmes produzidos por
casting, uma vez que quanto maior o tempo de evaporacdo, maior sera a tendéncia a
formacdo de cristais, 0s quais criam areas de baixa elasticidade, formando filmes com
tendéncia ao rompimento (RINDLAYV et al., 1997; MELO, 2010).

O método de casting tem sido largamente utilizado para a produgdo laboratorial
de filmes de amido. Suas principais vantagens para essa finalidade sdo a facilidade de
producdo, a capacidade de se produzir em escala bastante baixa, com a utilizacdo de
pouca matéria-prima e a ndo exigéncia de equipamento especializado para a sua
execucdo. Para a producéo industrial, entretanto, a producdo em escala baixa e a néo
utilizacdo de equipamento especializado que promova uma maior padronizacdo dos
lotes produzidos constituem em uma grande limitacdo do processo. Poucos autores tem
se dedicado a utilizar e comparar os dois métodos para uma mesma formulacdo. Ao
comparar filmes de amido contendo diferentes plastificantes e produzidos pelos
métodos de casting e extrusdo, Galdeano et al. (2009) observaram que os filmes
apresentavam diferentes padrdes de cristalinidade, além disso, os filmes produzidos por
casting apresentaram maior resisténcia mecanica e menor permeabilidade ao vapor de
agua do que o material laminado produzido por extrusdo. Isso pode se dever ao fato de
que as cadeias de amido expostas a altas temperaturas e alto grau de cisalhamento da
extrusdo podem ser degradadas, formando um grande namero de moléculas menores,
que interagem formando pequenos grupamentos, diminuindo a continuidade e coeséo da
matriz e abrindo espagos que podem fragilizar o filme. Nos filmes produzidos por
casting as moléculas se encontram mais intimamente empacotadas, tornando o filme
mais resistente e menos permedvel (MELO, 2010). A Figura 20 apresenta fluxograma
de elaboracdo dos filmes por casting do grupo amido - glicerol - goma xantana -

nanowhiskers.
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AMIDO/FECULA MANDIOCA

Goma Xantana

Glicerol

Nanowhiskers

Formac&o do Filme

Armazenamento
(75% UR/23°C)

Figura 20. Fluxograma basico de elaboracdo dos filmes por casting do grupo amido -
glicerol - goma xantana - nanowhiskers.

10. Caracterizacdo da goma xantana produzida a partir da glicerina residual

do biodiesel

10.1. Reologia

A reologia estuda a deformacdo e o escoamento da matéria, sendo conceitos
aplicados a matéria nos estados sélido e liquido, respectivamente. As propriedades
reoldgicas de interesse sdo a elasticidade para sélidos e a viscosidade para liquidos. A
viscosidade pode ser interpretada como a resisténcia que um fluido oferece para escoar
ou como a medida da friccdo interna do mesmo. No entanto, ha materiais que nédo
podem ser diferenciados em solidos ou liquidos; entdo, a propriedade reoldgica de
interesse nesta situacdo é a viscoelasticidade (PASQUEL, 1999; RAO, 1999).

De acordo ao seu comportamento, os fluidos se classificam em Newtonianos ou
ndo-Newtonianos. Nos fluidos Newtonianos, a deformacdo cresce continua e
linearmente, qualquer que seja a tensdo aplicada e a resisténcia ao escoamento é
proporcional a taxa de deformacdo, enquanto que nos ndo-Newtonianos, a viscosidade
varia conforme a taxa de cisalhamento. Dentre eles, estdo os pseudoplasticos, cuja
viscosidade diminui ao aumentar a taxa de cisalhamento (LEWIS, 1993; OLIVEIRA,
2009). A Figura 21 mostra o comportamento reolégico de fluidos newtonianos e néo-

newtonianos independentes do tempo.
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Figura 21. Curvas de escoamento de fluidos newtoniano e ndo-newtonianos com
propriedades independentes do tempo de cisalhamento.
Fonte: TONELI et al. (2005).

Sistemas reais se comportam como sélidos e liquidos. Em um material
viscoelastico, uma parte da tensdo aplicada pode ser parcialmente recuperada, face as
propriedades elasticas, e a outra, dissipada devido as propriedades viscosas
(NAVARRO, 1997).

A viscoplasticidade ¢ um fendmeno caracterizado por um valor residual na
tensdo de cisalhamento, que deve ser excedido para que o0 material apresente um
comportamento viscoso. Este comportamento estd associado a composi¢cdes com
interacdes particula-particula acentuadas, considerados fluidos com alta concentracdo de
solidos, acima do valor critico (ex. lamas, polpas de frutas) que se comportam como um
solido pléstico, com tensédo residual, sendo denominados fluidos viscoplasticos ideais
(NAVARRO, 1997).

A viscoplasticidade é um fendmeno tempo-dependente, ocorrendo sé em
sistemas poliméricos, apresentando um comportamento ndo-newtoniano em solucdes
diluidas, cujas moléculas, em repouso, podem assumir uma posicdo equilibrada de
formas (conformacdo) e aleatdria de orientagdes (configuracdes) (KREVELEN, 1990).
As moléculas se alinham com as vizinhas, reduzindo a aleatoriedade do sistema
molecular, tomando uma orientacdo global tipica de so6lidos, originando o
comportamento viscoelastico. Sob cisalhamento, as moléculas mudam de forma,
afastando-se da conformacdo de equilibrio. (NAVARRO, 1997).

A viscosidade de um liquido esta relacionada a resisténcia interna oferecida ao
movimento relativo das diferentes partes desse liquido (RAO, 1999). Assim, o
conhecimento do comportamento reoldgico de solucdes € vital para 0 seu
processamento, avaliacdo, controle de qualidade e aceitabilidade de um produto
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alimenticio pelo consumidor (STEFFE, 1996). Para isto, testes reologicos a baixa tensdo
de cisalhamento sdo feitos, simulando as condi¢Ges de utilizacdo do produto
(SACAMPARINI, 1991), enquanto que altas tensdes de cisalhamento s&o utilizadas nos
estudos reoldgicos de condigdes do processamento de determinadas solugdes ou
produtos (SHAW, 1975).

10.1.1. Reologia da xantana

Solugdes de biopolimeros bacterianos com propriedades reoldgicas interessantes
do ponto de vista industrial exibem geralmente propriedades pseudoplésticas,
viscoelasticas e tensdo residual elevada (SUTHERLAND, 2001), que se caracteriza pela
diminuicdo da viscosidade, ocorrendo a medida que a velocidade de deformacdo
aplicada no sistema aumenta (Figura 22) (SHAW, 1975; YOUNG, 1981; NAVARRO,
1997).

D Dr

Figura 22.Curvas de fluxo e viscosidade para um fluido pseudoplastico.
Fonte: COSTA (2010).

A viscoelasticidade é uma das propriedades reoldgicas mais simples de
substancias de comportamento reolégico complexo, como nos biopolimeros de
aplicacdo comercial com capacidade de formar géis verdadeiros em baixas
concentracbes com  caracteristicas  intermediarias entre solidos e fluidos
(SZCZESNIAK, 1983).

A viscosidade aparente do meio fermentado foi o pardmetro utilizado para
avaliar a qualidade do biopolimero (BUENO e GARCIA-CRUZ, 2000). Contudo, a
analise da viscosidade em solugfes aquosas de xantana revela com maior precisao seu
potencial de aplicagdo industrial (agente espessante, estruturante ou gelificante),
determinando a viscosidade aparente em solugdo aquosa de baixa concentragcdo (RAO,
1999; ANTUNES, 2000; DIAZ, 2002; FOREST]I, 2003).
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A viscosidade da solucdo de um polimero esta diretamente associada a rigidez
da molécula, um atributo das estruturas primaria e secundaria, das interacdes
intermoleculares, da composi¢do quimica, das ramificacdes e da massa molecular do
polimero. Isto esta, ainda, relacionado a cepa utilizada e as condi¢des operacionais do
processo (RAO, 1999; GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Em relagdo as ramificacBes do polimero, alguns estudos preconizam que estas
reduzem o enovelamento da cadeia linear, diminuindo a viscosidade, enquanto outros
indicam que ramificacGes longas provocam um maior enovelamento, aumentando a
viscosidade, gerando um comprimento de cadeia maior que o comprimento critico
(NAVARRO, 1997; RAO, 1999).

As solugdes aquosas de xantana possuem caracteristicas reoldgicas peculiares,
comparadas a outros polimeros, como altas viscosidades em baixas concentragdes (0,01
a 3 %), altos niveis de pseudoplasticidade e estabilidade frente as variacdes de
temperatura, pH e presenca de sais (PASQUEL, 1999; SUTHERLAND, 2001) e
elevada solubilidade em agua quente ou fria (ROCKS, 1971), despertando o interesse
industrial.

Do ponto de vista sensorial, os polissacarideos com comportamento
pseudopléstico provocam menor sensacao de gomosidade na boca do que aqueles com
comportamento newtoniano (NAVARRO, 1997). Considerando que a taxa de
cisalhamento da mastigacdo oscila entre 50-200 s, ao exibir baixas viscosidades, a
Xantana torna o produto alimenticio, ao qual foi adicionada, menos viscoso ao paladar
(MORRIS, 1984; CHALLEN, 1993), um efeito que € potencializado com a adicdo de
hidrocolo6ides, como proteinas e outros biopolimeros (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A pseudoplasticidade de solucdes de xantana é afetada pelo tempo e a temperatura
da fermentacdo. Gomas obtidas de processos acima de 55 horas possuem altas
viscosidades, enquanto que a temperaturas maiores que 28 °C, o polimero apresenta
baixos teores de acetato e piruvato e menor massa molecular; consequentemente, as
solucdes aquosas terdo viscosidades baixas. O aumento na concentracdo inicial de
nitrogénio gera viscosidades menores (CASAS et al., 2000). Porém, a viscosidade
dessas solug@es ndo é influenciada por mudancas de pH entre 1 e 11 (MORRIS, 1984),

A adicdo de sais confere estabilidade as formulagdes de xantana, provavelmente
pela manutencao de alguns graus de ordem e a diminui¢do da temperatura de transi¢cao
da conformacgdo estrutural (SUTHERLAND, 2001). Em algumas formulagdes

comerciais, sdo adicionados sais (KCI, CaCl,, NaCl) para facilitar a solubilizacéo,
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aumentar a viscosidade e manter a estabilidade (MORRIS, 1996). Os sais permitem
manter estas propriedades ainda a temperaturas proximas de 100 °C (PINTO, 2005).

Os sais influenciam a viscosidade das solu¢des aquosas de goma xantana. Alguns
sais aumentam a viscosidade das solucdes, como resultado da estabilizacdo da estrutura
ordenada da goma ao aumentar a associacdo intermolecular. No entanto, em
concentragfes de polimeros abaixo de 0,2 %, a adicdo de sais causa uma leve
diminuigdo da viscosidade. Esta aumenta em altas concentragdes de xantana ou ao ser
adicionada uma grande quantidade de sais. Isto se deve, provavelmente, ao aumento da
interacdo entre as moléculas do biopolimero (XUEWU et al., 1996).

Alteracbes qualitativas e quantitativas na viscosidade de solucdes de xantana
dependem de modificacGes na composicdo quimica (MOREIRA, 2002). As mudancas
qualitativas estdo relacionadas a variacdes na composicdo quimica, decorrentes de
aspectos genéticos de cepas de Xanthomonas (ANTUNES et al., 2000), enquanto que as
quantitativas podem ser associadas as condi¢des do processo fermentativo (meio de
cultura, aeracéo, agitacdo, pH, temperatura, tempo) (MOREIRA et al., 2001). A massa
molecular e os grupos substituintes (piravil e acetil) na xantana sdo decorrentes dos
parametros citados (CADMUS et al., 1978; GARCIA-OCHOAEet al., 2000).

10.2. Massa molecular da goma xantana

A cadeia de um biopolimero é sintetizada através de uma reacdo enzimatica que
adicionada os mondmeros, ocorrendo a polimerizacdo de cadeias com diferentes
comprimentos. Em decorréncia, havera uma distribuicdo de massas moleculares, ndo
sendo possivel obter um valor Unico e definido da massa molecular do polimero, dai,
que o calculo da massa molecular média (MM) seja efetuado com base na média dos
limites distribuicdo das massas moleculares (LDMM) (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

As propriedades fisicas, reoldgicas, mecéanicas, térmicas e o comportamento de
um dado biopolimero durante o processamento dependem do tamanho médio e da
distribuicdo de comprimentos das cadeias do polimero. Se a estrutura quimica do
biopolimero é igual, MM e/ou LDMM diferentes podem alterar as propriedades do
biopolimero. Por isto, um dos fatores de caracterizacdo dos polimeros é sua massa
molecular (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

As condig¢Oes operacionais do processo fermentativo, a composi¢cdo do meio de

cultura e do substrato e as caracteristicas genéticas da bactéria de Xanthomonas,
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influenciam a MM da goma xantana, sendo produzidos biopolimeros com massas
moleculares médias diferentes (ROSALAM e ENGLAND, 2006).

O controle industrial da qualidade da goma xantana produzida é de extrema
importancia, como uma forma de controlar a massa molecular do polimero durante sua
sintese, pois a MM influencia as propriedades finais da molécula.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é um dos métodos mais
utilizados para separar e analisar polimeros acoplando o sistema a um detector de indice
de Refracdo (IR). Especificamente, a técnica de cromatografia de permeacdo em gel
(GPC - Gel Permeation Chromatography) ou cromatografia de exclusdo molecular
permite fornecer informac@es referentes amassa molecular média e a distribuicdo da
mesma mediante programas estatisticos especificos incorporados aos cromatdgrafos
(CIOLA, 1998).

A técnica GPC permite uma seletiva e dinamica distribuicdo das moléculas do
polimero (soluto) na fase mdvel mediante a eluigdo com fluxo controlado (solvente-fase
movel), que depende fase estacionaria, da porosidade da resina da coluna. A técnica
pode ser aplicada de maneira a eluir moléculas com densidade e formas similares,
fornecendo um método répido e util para avaliar a MM e LDMM (CANEVAROLDO,
2004).

O mecanismo de separacdo da cromatografia por exclusdo esta baseada na
propriedade da resina empacotada na coluna, que sdo macromoléculas com ligacbes
cruzadas e afinidade pelos solventes, mas que sdo insollveis nos mesmos. A resina da
fase estacionaria € um gel ndo carregado equilibrado no mesmo eluente que separa as
moléculas em anélise (COLLINS et al., 1995). Na fase estacionaria, 0 espago intersticial
entre as particulas da resina é ocupado pelo liquido que ao fluir, elue as moléculas a
serem separadas. A porosidade da fase estacionaria controla a elui¢do, de maneira que a
variagdo no fluxo imprime uma velocidade que promove a separa¢do (MANO, 1985).

A separacdo das moléculas acontece quando o fluxo da fase mdvel passa através
dos poros da fase estacionaria. A escolha desta malha permite a exclusdo das moléculas,
de forma que as menores sdo retidas nesses poros e as maiores sao eluidas primeiro,
havendo a separacdo continua de substancias por tamanho molecular. O mecanismo de
separacdo depende principalmente do tamanho (massa molecular), da estrutura e da
conformacdo quimica das macromoléculas (DRUZIAN, 2000).

Face as dificuldade na determinacdo da MM de polimeros aquosos,

principalmente aqueles de elevada massa molecular, a CPG apresenta propriedades
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como simplicidade da técnica e possibilidade de separar a substancia com MM menores
de 1 kDa ou acima de 1000 kDa, apenas variando a matriz do gel da fase estacionéria
(COLLINS et al., 1995). As moléculas de alta MM penetram nos poros, passando
rapidamente por entre 0s espacos intersticiais, apresentando um menor tempo de
retencdo (Tr); diferentemente das particulas que ao penetrarem 0s poros percorrem a
coluna lentamente, portanto, com um maior Tr (MANO, 1985).

Para determinar a MM, uma curva de calibragcdo com padrdes de massas
moleculares definida e estrutura quimica analoga é feita para obter a relagdo massa
molecular:volume de eluicdo. Muitos destes padrées moleculares ndo estdo disponiveis
comercialmente (COLLINS et al., 1995).

No caso especifico da determinacdo da MM ou dos LDMM relativos da goma
xantana, formam utilizados padrdes moleculares de dextranas. Assim, empregando-se
uma coluna de exclusdo molecular acoplada a um detector IR, os biopolimeros foram
separados e a MM média calculada por comparagdo com tempo retencdo dos padrées de
dextranas (DRUZIAN, 2000).

A MM da goma xantana € influenciada pelo microrganismo produtor e pelas
condicdes operacionais aplicadas durante a fermentacdo. Uma ampla faixa de valores
propostos relatados (1,1 a 47 x 10° g mol™) também pode ser resultado da aplicacéo de
diferentes técnicas, tais como, espalhamento de luz e viscosidade intrinseca, além da
cromatografia de exclusao por tamanho (SUTHERLAND, 1996).

Diversos estudos tém mostrado a influéncia da cepa de Xanthomonas, da agitacéo,
da temperatura, sendo observadas variagdes na massa molecular. Os resultados de
Shatwell et al. (1990) indicaram variagBes entre 0,9x10° a 1,27x10° Da, quando
utilizadas as linhagem campestris 646, a 1,27x10° e phaseoli 1128, pela técnica de
espalhamento de luz, enquanto a MM determinada pela técnica de viscosidade
intrinseca oscilou entre 2,4x10° a 6,3x10° Da para essas cepas, respectivamente.

Com o aumento da velocidade de agitacdo durante a fermentacdo, a MM atingiu
valores de 6,9x10° Da e 8,6x10° Da, a 200 e 800 rpm, respectivamente (PETERS et al.,
1989). Entretanto, Papagianni et al. (2001), ndo obtiram essa correlacdo entre a MM da
xantana com a velocidade de agitacdo (5x10° rpm). Em termos de temperatura, o
aumento de 25 para 34 °C reduziu a massa molar do polimero (CASAS et al., 2000).

Quanto a composi¢do quimica, ha uma relacdo entre o teor de piruvil e acetil e a
MM da xantana (CALLET et al., 1987). Variacbes de MM foram observadas ao se

compararem valores entre xantana livre de piruvato (2,3x10® Da), a xantana livre de
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acetil e piruvato (2,3x10° Da) em relagdo a xantana nativa (5,2x108 Da). A desacetilacio
ndo afetou o conteudo de &cido pirdvico nem a massa molarecular da xantana.

Embora a influéncia das condicGes operacionais na relacdo estrutura molecular e
MM da xantana estejam descritas, ndo ha concordancia entre os resultados obtidos, pois,
geralmente, apenas uma Unica variavel é estudada (CASAS et al., 2000).

Sendo a goma xantana um heteropolissacarideo, ramificado, anidnico e com
grupos substituintes acetil e piruvil, além da massa molecular média e de sua
distribuicdo, e a composicdo quimica, a disposicdo molecular e conformagéo
moleculares do polimero irdo influenciar as propriedades da goma xantana, portanto

elas devem ser avaliadas.

10.3. Composi¢do monomérica da goma xantana

As espécies e patovares da bactéria Xanthomonas utilizados no processo de
fermentacao pode ser um fator que influencia a composicao do biopolimero formado. O
polissacarideo xantana produzido por diferentes espécies de Xanthomonas contém
normalmente glicose, manose e acido glucurénico. (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
Ocorre a presenca de ramnose e xilose nos polissacarideos produzidos pelos patovares
juglandis e phaseoli, respectivamente (SLONEKER e JEANES, 1962; SOUZA e
VENDRUSCULO, 1999). A goma xantana sintetizada pelo patovar pruni apresenta o
monossacarideo ramnose em sua composi¢do (SOUZA e VENDRUSCOLO, 1999). A
presenca de ramnose na composicao da xantana € uma caracteristica desejavel, ja que
nas gomas xantana das quais faz parte possuem capacidade de formar géis verdadeiros.
A goma xantana comercial ndo apresenta ramnose na sua composicdo (MCNELLY e
KANG 1977).

A composicdo monomérica da unidade repetitiva da xantana tem sido
amplamente estudada por se tratar de uma estrutura passivel de mudancas ocasionadas
também pelas diferentes condi¢Ges operacionais aplicadas durante a fermentacao.
Diferentes métodos tém sido utilizados para determinacdo da composicdo deste
biopolimero, incluem desde técnicas simples, como cromatografia de camada delgada e
métodos colorimétricos, até a utilizacdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
cromatografia gasosa e também técnicas espectrométricas, como a de infravermelho e
de ressonancia magnética (CHAPLIN, 1994; CANEVAROLO, 2004: BRANDAO
2012).
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser usada por injecdo direta da
amostra do biopolimero hidrolisado no CLAE com deteccédo de indice de refracdo para
acucares e, ultravioleta ou arranjo de diodos para acidos. O uso de colunas com fase
estacionéria ligada a NH2> com a mistura acetonitrila:agua como eluente em CLAE tem
sido muito utilizada para separacéo de carboidratos e polidis com deteccdo de indice de
refracdo (DRUZIAN, 2000).

O primeiro passo na anélise de biopolimeros é a clivagem das ligacfes entre as
unidades basicas que os compdem. Isto é normalmente realizado por hidrolise acida
e/ou enzimatica. Para uma identificacdo precisa, assim como para uma analise
quantitativa das unidades que compdem a goma xantana, é necessario que a hidrolise
acida seja realizada em condi¢fes suficientemente brandas para ndo causar degradacao
dos acUcares, mas permitindo a quebra de todas as ligacGes glicosidicas (DRUZIAN,
2000). Os agentes de hidrdlise mais comumente usados sdo acido sulfdrico, acido
trifluoracético (TFA), &cido cloridrico ou &cido sulfirico em metanol absoluto, &cido
fluoridrico e varios outros usados em clivagem redutiva. A maior desvantagem do acido
sulftrico esta na incapacidade para hidrolisar completamente ligagdes o (1->4) de &cido
poliglucurénico e na dificuldade de remover o &cido ap6s hidrdlise, ja na hidrdlise com
TFA o é&cido pode ser facilmente removido por evaporacdo apOs este processo
(FORNARI, 2006).

A literatura tem mostrado que variacdes quantitativas entre polimeros
produzidos por diferentes microrganismos do género Xanthomonas sdo mais comuns
que diferencas qualitativas, e as principais variac@es estdo relacionadas com o contetdo
dos substituintes piruvato e acetato. O contetdo de &cido pirdvico no polissacarideo de
diferentes espécies e cepas de Xanthomonas foi avaliado, inicialmente, por Orentas et
al. (1963) com variacdes de 1,05 % a 7,64 % (p/v). Vérios trabalhos sucederam-se,
mostrando a influéncia da espécie, patovar e cepa na composi¢do quimica qualitativa e
quantitativa do polimero (Tabela 9).
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Tabela 9. Composicdo quimica (%) de biopolimeros produzidos por diferentes cepas de
Xanthomonas.

Microrganismo Glc Man Aglc Ac Ap Referéncia
(%) (%) (%) (%) (%)

X. campestris pv campestris 646 40,2 36,0 23,8 4,5 4,4

X. campestris pv oryzae PXO61 40,6 37,7 21,7 143 03 SHAT(\%%B;‘ etal.
X. campestris pv phaseoli 556 405 38,7 20,8 1,6 6,0

X. campestris pv campestris 10 - - - 10,0 0,24

X. campestris pv campestris 11 - - - 8,1 0,50 SANCHEZ et al.
X. campestris pv campestris E2 - - - 7,3 2,56 (1997)

X. campestris pv manihotis 16 - - - 4,6 6,82

X. fragaria 1822 24,6 26,1 14,0 55 4,9 KENNEDY e

X. gummisudans 2182 34,8 30,7 16,5 10,0 47 BRADSHAW
X. juglandis 411 332 30,2 16,8 6,4 6,9 (1984) apud

X. phaseoli 1128 20,9 28,6 15,3 6,4 18 GARCIA-OCHOA
X. vasculorum 702 34,9 30,2 17,9 6,3 6,6 et al. (2000)

X. arboricola pvpruni 115 - - - 2,8 0,8 BORGES (2007)
X. campestrispv 386 31,6 112 - 186  BRANDAO (2012)

mangiferaeindicae 2103

Glc = Glicose; Man = Manose; Aglc = Acido glucurénico; Ac = Acido acético; Ap = Acido pirtvico
Fonte: Adaptado de BRANDAO (2012).

Os polissacarideos extracelulares produzidos por bactérias Xanthomonas tém
sido amplamente caracterizados. Primeiramente, o polimero produzido pela bactéria
Xanthomonas phaseoli foi analisado, sendo composto de D-glucose, D-manose e D-
acido glucurénico na proporcéo de 1:1:1 (LESLEY e HOCHSTER, 1959). Apds este
trabalho, Sloneker e Jeanes (1962) estudaram o polissacarideo produzido pela bactéria
Xanthomonas campestris cepa NRRL B-1459, e verificaram que este é composto de D-
glucose, D-manose e D-acido glucurbénico na propor¢do 2,8:3,0:2,0 além de acido
acetico e acido piravico, na proporcao 1,73:0,627. No estudo de Branddo (2012), o
biopolimero produzido pela Xanthomonas cepa 2103, utilizando a glicerina bruta como
substrato alternativo, é composto de D-glucose, D-manose e D-&cido glucurénico na
proporcéo 3,3:2,8:1,0.

A composicdo quimica ndo influencia apenas a viscosidade, mas também as
propriedades viscoelasticas. O efeito da presenca de piruvato na interacdo
macromolecular aumenta a capacidade gelificante da xantana, quando combinada com
outros polimeros. Xantanas com alto grau de piruvatacdo formam um gel altamente
termoresistente, enquanto xantanas despiruvatadas ou naturalmente livres de piruvato

reduzem a interacdo depreciando a formacéo do gel (LECHNER et al., 1996).
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10.4. Termogravimetria (TGA)

Termogravimetria € a técnica na qual a mudanca da massa de uma substancia é
medida em funcdo da temperatura enquanto esta sendo submetida a uma programacao
controlada (COSTA, 2010).

O termo Termogravimetria (TGA) é usualmente empregado em vez de TG,
particularmente em polimeros, por ser um precedente historico e para minimizar a
ambiguidade com T, uma abreviagao utilizada para a temperatura de transicao vitrea. A
Figura 23 mostra 0 modelo das curvas TGA e sua derivada (DTG). A ordenada é
apresentada usualmente em percentual de perda de massa ou em mg, fato este que
proporciona uma facil comparacdo entre varias curvas em uma base normalizada. As
curvas DTG aperfeicoam a resolugdo e sdo mais facilmente comparadas a outras
medidas (RODRIGUES e MARCHETTO, 2007).
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Figura 23. Grafico de TGA e sua derivada, DTG.
Fonte: RODRIGUES e MARCHETTO (2007).

As curvas de TGA podem ser classificadas em: isotérmica, quase-isotérmica e
dindmica. Na TGA isotérmica, a variacdo de massa é registrada em funcao do tempo a
temperatura constante. Na TGA quase isotérmica, 0 aquecimento é interrompido no
inicio do evento de perda de massa permanecendo isotérmico até obtencdo de massa
constante, e na TGA dindmica, ha um acompanhamento das variacdes de massa sofrida
pela amostra em funcéo da temperatura quando esta € submetida a um resfriamento ou
aquecimento linear. Essas curvas permitem obter informagbes importantes sobre a

estabilidade térmica da amostra e dos compostos intermediarios do processo de
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termodecomposicao, sobre a composicdo dos produtos intermediarios e do residuo
(PINHO, 1999;: CARVALHO FILHO, 2000; BRANDAO, 2012).

Existem diversos fatores que podem afetar as curvas TGA, sendo 0s mais
frequentes: a razdo de aquecimento, atmosfera gasosa do forno, caracteristicas da
amostra (tamanho das particulas, cristalinidade), geometria e composicdo do cadinho
(aluminio, platina, quartzo), peso da amostra, calor de reacdo e defasagens de até + 10%
na temperatura programada pode provocar erros consideraveis (PINHO, 1999;
BRANDAO, 2012).

O principal interesse pelo método de TG é a possibilidade de eliminar o
tratamento da amostra para retirada de interferentes e também diminuir o tempo de
andlise, além das informacgdes complementares que cada técnica pode fornecer. A

Tabela 10 mostra algumas das inumeras aplicacfes existentes da termogravimetria.

Tabela 10. AplicacGes da técnica termogravimétrica (TGA)

Calcinacdo e torrefacdo de minerais

Degradacéo térmica oxidativa de substancias poliméricas

Corrosédo de materiais em varias atmosferas de pressdo

Curvas de adsorcao e desadsorcéao

Decomposicao de materiais explosivos

Desenvolvimento de processos gravimétricos analiticos (peso constante)
Decomposicao térmica ou pirolise de materiais organicos e inorganicos
Destilacéo e evaporacdo de liquidos

Determinagdo da presséo de vapor e entalpia de vaporizacdo de aditivos
volateis

Determinacdo de umidade, volatilidade e composicdo de cinzas

Estudo da cinética de reacGes envolvendo espécies volateis

Estudo da desidratacdo e da higroscopicidade

Identificacdo de polimeros novos, conhecidos e intermediarios
Propriedades magnéticas como temperatura Curie, suscetibilidade
magnética

Reacdes no estado sélido que liberam produtos volateis
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11. Caracterizacdo dos nanowhiskers de celulose obtidos a partir da palha de

milho

A caracterizacdo dos nanowhiskers de celulose é realizada com o objetivo de
avaliar as caracteristicas dimensionais, a carga de superficie, a cristalinidade, a
estabilidade na suspensdo e seu desempenho em matrizes poliméricas (MACHADO,
2011). Os nanowhiskers obtidos a partir da palha de milho foram avaliados por difragéo
de raio-x (DRX), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
e termogravimetria (TGA). As caracteristicas morfologicas das nanoestruturas foram

estudadas usando microscopia eletronica de transmissao (TEM).

11.1. Difracdo de raio-X (DRX)

A difratometria de raios-x corresponde a uma das principais técnicas de
caracterizacdo microestrutural de compostos cristalinos, sejam eles inorganicos ou
organicos (SMITH, 1981). Um feixe de raios-x ao ser difratado por uma amostra
contém informag6es sobre os tipos de atomos que constituem o material, arranjo
atdmico e geometria cristalina.

Os planos de difracdo e suas respectivas distancias interplanares, bem como as
densidades dos atomos (elétrons) ao longo de cada plano cristalino, sdo caracteristicas
especificas e Unicas de cada substancia cristalina, da mesma forma que o padrdo
difratométrico por ela gerado (WANG et al.,2006).

Um difratograma consiste de um registro da intensidade de raios difratados
versus 0 dobro do angulo de difragdo (20). A geometria mais utilizada para os
difratbmetros é a de Bragg-Brentano, onde um feixe de radiacdo monocromatica incide
em uma amostra na forma de pé compactado, rotacionada em um angulo 6, enquanto os
dados séo coletados por um detector que se move em 26. Nos trabalhos de determinacéo
da cristalinidade dos nanowhiskers de celulose, a pratica comum € gerar um espectro
com angulo (20) variando de 2° a 80° sendo as intensidades registradas em porcentagem
da relacdo entre a raia mais intensa (100%) com os demais picos da fase (EDGAR e
GRAY, 2003; SAMIR et. al., 2005; HABIBI e DUFRESNE, 2008; ROSA et al., 2010;
MACHADO, 2011; SILVA, 2013).

Um esquema simplificado do funcionamento de um difratdmetro € mostrado na

Figura 24.
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Figura 24. Representacdo esquematica de um difratbmetro na geometria Bragg-
Brentano.
Fonte: SMITH (1981) apud LENGOWSKI (2012).

Os raios-x sdo gerados através da colisdo de um feixe de elétrons acelerados por
uma diferenga de potencial em diregdo a um metal, frequentemente chamado de alvo.
Ao colidir, a formacao dos raios-x se da por dois mecanismos: primeiro, a desaceleracéo
das particulas carregadas gera radiacdo, cujo comprimento de onda forma a parte
continua do espectro. Segundo, devido a interacdo dos elétrons com o material do alvo,
que promovem transi¢Ges eletrénicas que produzem foétons caracteristicos destas
transicdes, emitindo raios-x, especificos do elemento que compbe o alvo. Varios
materiais podem servir como alvo, como por exemplo, cobre, molibdénio, cobalto e
cromo (LENGOWSKI, 2012). Nesse estudo o alvo utilizado foi o alvo de cobre, que
gera uma linha Aa intensa de comprimento de onda de 1,5418 A.

Quando o feixe de raios-x incide num solido, ha espalhamento em todas as
direcOes e as ondas que estdo em fase interferem de maneira construtiva e difratam pela
rede cristalina do material, trazendo informacgdes sobre a orientacdo cristalografica e o
tamanho dos cristalitos. A Figura 25 mostra um esquema basico de um feixe de raios-x

que difrata ao incidir em um solido que possui estrutura cristalina bem definida.

Figura 25. Esquema bésico da difracdo de raios-x em um material com planos
cristalinos separados por uma distancia d.
Fonte: SMITH (1981) apud LENGOWSKI (2012).

84



O método de calculo utilizado na determinacdo da cristalinidade dos materiais
em estudo foi desenvolvido por SEGAL et al. (1959) no qual o percentual de
cristalinidade (Ic) € determinado pela diferenca da intensidade entre o pico de maior
intensidade e o pico de menor intensidade, sendo o pico de maior intensidade o pico
cristalino e o de menor a porcdo amorfa, seguindo a equacdo (HENG e KOO, 2001;
WANG et al., 2006):

_1(002) — I(am)
= "0z x99 (Eq. 1)

A proporcdo entre as regides cristalina e amorfa, que determina o grau de
cristalinidade e as caracteristicas dimensionais dos dominios cristalinos, € variavel
(SOUZA LIMA e BORSALLI, 2004). As regides cristalinas séo resultados da acao
combinada da biopolimerizacéo e cristalizacdo da celulose comandada por processos
enzimaticos. As regides amorfas sdo resultados da méa formacdo da estrutura devido a
alteracdo no processo de cristalizacdo. Essas sdo denominadas, por alguns autores, de
regides em que a cristalizag@o ocorreu com defeito (EICHHORN et al., 2001; SAMIR et
al., 2005; HABIBI et al., 2007).

11.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia é o estudo das intera¢fes da radiacdo eletromagnética com a
matéria (HARRIS e BERTOLUCCI, 1978) e podem levar a transi¢des entre 0s niveis de
energia dos a&tomos e moléculas e, o resultado destas interacGes depende diretamente da
energia incidente, associada ao comprimento de onda da radiacdo (SKOOG et al., 2006;
BRUICE, 2006). E tipicamente usada na medicdo quantitativa de grupos funcionais
organicos, especialmente O-H, N-H, e C=0 (SCAFI, 2005).

A regido espectral do infravermelho compreende o intervalo de comprimento de
onda de 0,78 um até 1000 pm (12.800 a 10 cm™). O espectro infravermelho pode ser
divido em infravermelho préximo (FTNIR), médio (FTIR) e distante (FAR) (Tabela 11)
(SILVERSTEIN et al., 2007; HOLLER, 2009).
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Tabela 11. Regibes espectrais do infravermelho.

Regiao Espectral Numero de onda Comprimento de Frequéncia
(cm™) onda (nm) (Hz)
Préximo (FTNIR) 12.800 a 4.000 780 a 2.500 3,8x10%" a 1,2x10™
Médio (FTIR) 4.000 a 200 2500 a 5000 1,2x10%* a 6,0x10*2
Distante (FAR) 200a 10 5000 a 100.000 6,0x10'% a 3,0x10"!

Fonte: SKOOG et al. (2006)

O espectro FTNIR contém informacdes relacionadas com a diferenca entre as
forcas de ligacbes quimicas, espécies quimicas presentes, eletronegatividade e a ligacéo
de hidrogénio. A luz pode interagir com a amostra por meio de reflexdo, refracéo,
absorcédo, espalhamento, difracdo e transmissdo. A perda no sinal pode ocorrer por
refletancia difusa especular, espalhamento interno e uma completa absor¢do (SCAFI e
PASQUINI, 2001).

O espectro no infravermelho médio (FTIR) apresenta vibracdes fundamentais,
onde as bandas sao intensas e bem definidas. O espectro de FTIR pode ser subdividido
em duas regides, sendo a regido de 4.000 a 1.400 cm™, correspondente a bandas de
absorcdo da maioria dos grupos funcionais. Ja a regido de 1.400 a 600 cm™ ¢é conhecida
como regido de impressdo digital, onde cada material apresenta um padréo especifico de
bandas de absorcdo (GIVENS et al., 1997; HOLLER, 2009; PAVIA et al., 2010).

Desta forma, as moléculas estdo sujeitas ao desenvolvimento de varios efeitos
inerentes as ondas eletromagnéticas. A interacdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria pode ocorrer, por exemplo, por meio de absorcdo, reflexdo e espalhamento.
Estas interacfes sdo caracteristicas dos atomos presente nas moléculas, bem como da
regido do espectro envolvida, permitindo a identificacdo de compostos (SILVERSTEIN
et al., 2007).

As técnicas de espectroscopia no infravermelho proximo (FTNIR) e no
infravermelho médio (FTIR) sdo cada vez mais utilizadas no controle de qualidade de
processos e produtos industriais (BLANCO et al., 1999), principalmente porque as
medidas séo répidas, utilizam pequena quantidade de amostra e envolvem preparagdo
rapida e simples das amostras. Tanto técnicas de FTNIR como de FTIR permitem ainda
a determinagdo simultanea de diferentes parametros (CAMPESTRINI, 2005; CEN e
HE, 2007), além de serem métodos ndo destrutivos, limpos, sem uso de reagentes

agressivos e nem geracao de residuos (HELFER et al., 2006). Esta técnica esta presente

86



em praticamente todas as areas, devido ao nivel de desenvolvimento que esta tecnologia
atingiu nos ultimos anos (CARNEIRO, 2008).

A espectroscopia no FTIR é uma técnica muito usada na caracterizacdo dos
nanowhiskers de celulose por apresentar uma série de vantagens como, por exemplo:
determinacéo direta (sem pré-tratamento) na amostra; obtencédo rapida de resultados (em
intervalos de tempo da ordem de minutos); podem ser analisados na forma liquida (em
solucdo) ou solida (liofilizados) com autenticidade dos resultados; a analise ndo é
destrutiva; além de serem acompanhadas em tempo real (SCAFI, 2005, CARNEIRO,
2008).

11.3. Microscopia eletrénica de transmissdo (TEM)

A caracterizacdo morfolégica dos nanowhiskers tanto pode ser realizada em
suspensdo (SOUZA LIMA e BORSALI, 2003; SOUZA LIMA e BORSALI, 2004;
BRAUN et al., 2008) quanto em estruturas de matrizes nanowhiskers/polimero (BECK-
CANDANEDO et al., 2005; KVIEN et al., 2005; ELAZZOUZI-HAFRAOUI et al.,
2008) sendo que essas nanoparticulas em matrizes também podem ser avaliadas em
testes de desempenho (LU et al., 2005; WANG et al., 2006; CAO et al., 2008).

Dentre as técnicas atuais, a mais poderosa para a observacdo direta de sua
estrutura, formando imagens a niveis atdbmicos, € o TEM (Transmission Electron
Microscope). Uma ilustracdo de imagem esté na Figura 26. Ela também gera padrGes de
difracdo que contém informagbes da estrutura cristalina, como a repetibilidade das
distancias na rede e sua forma (BECK-CANDANEDO et al., 2005; KVIEN et al., 2005;
ELAZZOUZI-HAFRAOUI et al., 2008).

Figura 26. Micrografias de transmissao de nanowhiskers obtidas a partir de: (a) bactéria,
(b) tunicados e (c) microcristalina.
Fonte: SILVA (2013).
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Dependendo da fonte de onde sdo extraidos e também de acordo com o processo
de extracdo utilizado, os nanowhiskers apresentam variagdes nas suas caracteristicas
dimensionais e superficiaise, consequentemente, no seu desempenho como particula de
reforco em compasitos. Como exemplo, pode-se citar o estado de agregacao dos cristais
(Figura 25) e a razdo de aspecto (L/D), onde L é o comprimento da fibra e D seu
didmetro. Quando maior a razdo de aspecto dos nanocristais, maior a capacidade de
reforco em matrizes poliméricas. A Tabela 12 mostra as dimens@es de nanowhiskers de

celulose originados de diferentes fontes.

Tabela 12. DimensGes médias de nanowhiskers originados de diferentes fontes
lignoceluloésicas.

Fonte de Comprimento Diametro Referéncia

origem (L), nm (D), nm
Algoddo 105-141 21-27 ELAZZOUZI-HAFRAOQUI et al. (2008)
Algoddo 100-300 8-10 SOUZA LIMA e BORSALI (2004)
Celulose
icrocristalin 105 12 ELAZZOUZI-HAFRAOQOUI et al. (2008)
Tunicados 1073 28 ELAZZOUZI-HAFRAOQUI et al. (2008)
Tunicados 1000-2000 15 VAN DEN BERG et al. (2007)
Eucalipto 147 4,8 BECK-CANDANEDO et al. (2005)
Fibra de coco 201 5,6 MACHADO (2011)
Fibra de Licuri 155 5,6 SILVA (2013)

FONTE: Adaptado de SILVA E D’ALMEIDA (2009).

12. Caracterizacdo dos bionanocompositos

Filmes biodegradaveis produzidos a base de amido sdo largamente estudados por
ndo apresentar sabor, odor ou cor e por apresentar baixa permeabilidade ao oxigénio,
em baixas condi¢bes de umidade relativa (PHAN-THE et. al., 2009; MACHADO,
2011). Porém muitos pesquisadores afirmam que ouso do amido como biopolimero, ndo
€ muito viavel, devido algumas propriedades, tais como, baixa barreira a umidade, baixa
resisténcia mecénica e a gua, além do réapido envelhecimento (retrogradacéo) (VEIGA-
SANTOS e SCAMPARINI, 2004). A incorporacdo de goma xantana em matrizes
poliméricas biodegradaveis tem com o objetivo promover o decréscimo na temperatura

de pasta, o aumento da viscosidade méxima e um decréscimo na tendéncia a
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retrogradacdo da amilose. Ja os nanowhiskers de celulose, quando incorporados em
filmes de amido, tém por finalidade melhorar as propriedades térmicas, mecanicas e de
barreira dos biopolimeros, formando assim um bionanocompdsito, fato que contribui
para tornar esse biomaterial resistente ao armazenamento quando utilizado como
embalagem (CHEN et al., 2009). Nesse estudo, os bionanocompdsitos foram

caracterizados quanto as propriedades fisicas, mecanicas, Oticas, térmicas e de barreira.

12.1. Propriedades fisicas

12.1.1. Espessura

Espessura € definida como a distancia entre as duas superficies principais do
material, € um pardmetro importante para filmes plasticos mono ou multicamadas.
Conhecendo-se a espessura é possivel obter informacdes sobre a resisténcia mecénica e
as propriedades de barreira ao vapor de agua e a gases do material, bem como fazer
estimativas sobre a vida Util de alimentos acondicionados nestes materiais. Por meio da
determinacdo da espessura é possivel avaliar a homogeneidade de um filme quanto a
este parametro. VariacGes na espessura de um material acarretam problemas no seu
desempenho mecéanico e flutuacGes nas propriedades de barreiras (CETEA, 1996).

De acordo com SOBRAL (2000), quando se produzem filmes por casting, o
controle da espessura depende largamente da viscosidade da solucdo filmogénica. No
caso de solugBes muito viscosas, que se comportam como fluidos de Bingham (nédo
fluem sob a acdo do seu préprio peso), a solucdo deve ser espalhada com um
equipamento conveniente, mantendo-se uma espessura da solucdo no suporte que
permitird o conhecimento da espessura do filme depois de seco. Quando se trabalha com
solucdes diluidas, o controle da espessura ocorre através do conhecimento da gramatura
do material obtido. Esta técnica exige um controle rigoroso da forma do suporte e do
nivel da estufa, para evitar diferencas na espessura provocadas por desniveis durante a
secagem (MALI et. al., 2010; MACHADO, 2011).

Para a analise de espessura, recomenda-se que as medidas sejam realizadas em
corpos de prova sem irregularidade, a pelo menos 6 mm da borda. As amostras devem
ser previamente acondicionadas em ambiente com umidade e temperatura controladas.
Além disso, as superficies de medicdo do micrémetro devem ser limpas com o0leo

anticorrosivo, como éter de petréleo, e anteriormente a analise, 0 micrometro deve ser
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sempre zerado. A espessura é mais comumente expressa em um (SARANTOPOULOS

etal., 2002; MACHADO, 2011).

12.1.2. Solubilidade

A afinidade pela &gua é uma importante propriedade dos filmes de amido.
Dependendo da sua aplicacdo pode requerer insolubilidade, para proteger a integridade
do produto e resisténcia a agua, ou solubilidade no caso de encapsulacdo de alimento ou
de aditivo (BERTUZZI et al., 2007).

Vicentini (2003) avaliou filmes de amido de mandioca e glaten encontrando
valores baixos de solubilidade, comportamento atribuido ao fato de os filmes néo
conterem plastificantes e assim, constarem de uma matriz mais coesa e de maiores
espessuras.

De acordo com Muller et al. (2008), a solubilidade é influenciada pelo tipo e
pela concentracdo do plastificante. Esses autores constataram que o glicerol e os
grupamentos (-OH) do sorbitol aumentaram os valores de solubilidade do filme. Para o
armazenamento é requerida uma baixa solubilidade do filme, porém para alimentos que

sofrerdo coccdo com os filmes, uma solubilidade alta é desejada.

12.1.3. Grau de intumescimento

O grau de intumescimento esta diretamente relacionado com a solubilidade dos
filmes em agua. E descrito como o aumento no volume dos filmes quando este esta
imerso em um determinado solvente. Os mecanismos de intumescimento de filmes s&o
dependentes da difusdo do solvente penetrante e da estabilidade polimérica (DE
ANGELIS et al., 2001).

Uma parte importante do comportamento fisico do bionanocompdsito é sua
absorcdo de fluido. Um dos possiveis processos de intumescimento é: um filme
biodegradavel é colocado na 4gua. Entdo a sua cadeia macromolecular interage com as
moléculas do solvente devido a uma boa compatibilidade termodindmica. Assim a rede
expande para o estado solvatado. A forga termodindmica de intumescimento é
contraposta pela forca das ligacdes cruzadas da estrutura e o equilibrio € atingido, para
um solvente particular a uma determinada temperatura, quando as duas forgas se

igualam o grau de intumescimento pode ser calculado como a razdo entre o0 volume
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atual e o volume no estado seco (RATNER et al., 1996), ou também pode ser
determinado a partir da quantidade massa de fluido absorvida pelo polimero em ralagdo
a sua massa inicial, isto €, a diferenca do peso intumescido e 0 peso seco, dividida pelo
peso seco (CAMPOS, 2005; NETO, 2005; ZHANG et al., 2007).

12.2. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas de filmes de amido podem ser medidas através de
testes de perfuracao, tracdo e relaxacdo. Nos testes de perfuragdo, uma sonda cilindrica
desce perpendicularmente a superficie do filme, que estd fixado sobre um suporte de
medida, até que ocorra o rompimento da amostra, sdo medidas a forca e deformacédo na
ruptura através dos graficos de forca versus deslocamento. As propriedades de tracdo
sdo as mais relatadas e expressam a resisténcia do material ao alongamento e ao
rompimento, quando submetido a tracdo (MALI et. al., 2010). As metodologias de
andlise das propriedades mecénicas se baseiam principalmente nas normas da ASTM
(ASTM D-882-91, 1996), que se aplica a determinacdo das propriedades de tracdo de
filmes com espessura inferior a 1 mm e a 638-93 (ASTM D-638-93, 1993), para filmes
com espessura igual ou superior a 1 mm. Dentre as propriedades de tracdo mais
estudadas estdo a resisténcia méaxima a tracéo, o alongamento na ruptura e o0 médulo de
Young ou de elasticidade (OLIVEIRA, 1996, MACHADO, 2011).

12.3.Propriedades éticas

A cor € parametro de fundamental importancia de um produto, porém séo
poucos os trabalhos que realizam essa determinacdo para filmes biodegradaveis e,
quando o fazem utilizam diferenga de cor (AE), com os valores obtidos no sistema L*
a* b*, em que L* varia de preto a branco (0 a 100), a* varia do verde ao vermelho (-60
a +60) e b* varia de azul a amarelo (-60 a +60).

A cor dos filmes pode ser influenciada pela fonte de amido. De acordo com
Silva et al. (2007) os filmes de amido de mandioca apresentam maior diferenca de cor
que filmes de amido de batata e milho. Essa diferenca foi explicada pelo fato que
durante o processo de gelatinizacdo do amido ocorrem mudancas na coloracéo devido a
perda de estrutura e cristalinidade dos granulos de amido, tornando o gel uma estrutura

com certa opacidade.
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12.4. Propriedades térmicas

Caracteristica importante a ser analisada no filme de amido é sua propriedade
térmica. Entende-se por analises térmicas o conjunto de técnicas que permitem medir as
mudancas de uma propriedade fisica em funcdo da temperatura. Nesse estudo, a
termogravimetria foi a técnica utilizada para acompanhar a mudanca da massa dos
bionanocompdsitos em uma larga faixa de temperatura.

Através das propriedades térmicas pode-se determinar a mobilidade de uma
cadeia polimérica, a qual esta diretamente ligada com as caracteristicas fisicas dos
bionanocompositos, tais como a fragilidade e resisténcia. A presenca de material
cristalino nos filmes também influencia fortemente suas propriedades (LUCAS et
al.2001).

12.5. Propriedades de barreira

A Norma ASTM E96-95 (American Society for Testing and Materials) define a
permeabilidade ao vapor de 4gua como a taxa de transmissdo de vapor de agua por
unidade de area através do filme, de espessura conhecida, induzida por um gradiente de
pressdo entre duas superficies especificas, de temperatura e umidade relativa
especificada (ASTM, 1990). Uma das formas mais utilizadas para avaliar a taxa de
permeabilidade ao vapor d’4dgua dos filmes biodegradaveis ¢ através de método
gravimétrico. Tal método consiste em pesagens sucessivas de uma capsula
hermeticamente fechada, contendo o filme na sua superficie e substancia dessecante
(cloreto de célcio ou silica gel) no seu interior, colocadas em ambientes com umidade
controlada. Caso o filme tenha grande afinidade pela dgua, € necessaria a utilizacdo de
corpos de prova adicionais, preparados sem dessecante (branco) para que possa ser
descontada ou acrescida a variacdo de peso do material. Alternativamente, a solucéo
com umidade controlada também pode ser colocada no interior da cépsula, € no seu
exterior, 0 material dessecante (SARANTOPOULOS et al., 2002, MACHADO, 2011).
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CAPITULO III

MATERIAL E METODOS

Neste capitulo é apresentado as metodologias analiticas empregadas na obtencédo
da goma xantana, dos nanowhiskers de celulose e dos bionanocompdsitos e as matérias-
primas utilizadas, cita os planejamentos experimentais adotados e relaciona os reagentes
necessarios ao desenvolvimento experimental.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Pescado e Cromatografia
Aplicada — LAPESCA da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da Bahia.
Nesse laboratdrio foram realizados e desenvolvidos também algumas caracterizacfes do
biopolimero, dos nanowhiskers e dos bionanocompdsitos.

A andlise de Microscopia eletronica de transmissdo (TEM) foi realizada no
Laboratorio de Sintese, Eletrossintese Organica e Quimica Medicinal - UFMG. As
analises de Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Difratometria de raio-X
(DRX) foi realizada no Laboratdrio de Raio X - Instituto de Quimica — UFBA. A curva
de crescimento da Xanthomonas campestris cepa 2103 foi realizada no Laboratdrio de
Biomateriais - ITP - UNIT.

1. Material

Foram utilizados como matérias-primas para obten¢do da goma xantana, dos
nanowhiskers e dos bionanocompdsitos: GRB (doada pela Comanche Biocombustiveis
da Bahia Ltda, Salvador-BA); Xanthomonas campestris pv. Mangiferaeindicae cepa
2103 (doada pela Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico (IBSBF),
Campinas-SP); Palha de milho (doada pela empresa Juarez Francisco da Cruz Ltda,
Salvador-BA); Amido de mandioca (doado pela Cargill Agricola SA, Porto Ferreira-
SP); Glicerol (Synth®); Extrato de malte, extrato de levedura e peptona bacterioldgica
(Acumedia); Glicose, sulfato de cobre e sulfato de potassio (Synth®); Agar
(Micromed); Fosfato monobaésico de potassio, cloroférmio e isooctano (Quemis); Uréia,
hipoclorito de sodio, acido sulfarico, acido acético, metanol, acido borico e cloreto de
sodio (Vetec); BF3 (Merck); Membrana de celulose para dialise D9777 - 100 FTO
(Sigma-Aldrich).
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2. Obtencgdo da goma xantana a partir da glicerina residual do biodiesel

2.1. Meios de cultura

Para a preparacdo do inoculo foi utilizado o meio YM padrdo (Yeast-Malt)
liquido, contendo (p/v): 1,0 % glicose; 0,5 % peptona bacterioldgica; 0,3 % extrato de
levedura; 0,3 % extrato de malte (GARCIA-OCHOA et al., 2000) para o volume de 50
mL. O pH do meio foi ajustado para 7,0 e a esterilizacdo foi realizada por meio de vapor
umido (autoclave) a 121 °C por um periodo de 15 minutos utilizando-se Erlenmeyer de
250 mL. O meio foi esfriado e inoculado com uma alcada da cultura de Xanthomonas
campestris e incubado a 28 °C, 180 rpm, 24 h em agitador rotativo (Shaker - Tecnal,
mod. TE-424).

A repicagem da cepa Xanthomonas campestris foi realizada em placas de Petri.
As placas com meio YM-agar (sélido), contendo (m/v) 1,0 % glicose; 0,5 % peptona
bacterioldgica; 0,3 % extrato de levedura; 0,3 % extrato de malte e 2,0 % de &gar puro,
foram esterilizadas a temperatura de 121 °C por 15 minutos e esfriadas a temperatura
ambiente. Os repiques foram realizados a cada 30 dias e armazenados a + 4 °C a fim de
verificar algumas caracteristicas morfologicas das col6nias.

Para preservar as culturas e diminuir o risco de alteracdo no perfil genético, foi
realizado o congelamento da cepa em ultrafreezer a -80 °C. O procedimento de
congelamento constou das seguintes etapas: incubacdo da cultura em meio YM liquido
a 28 °C = 2 °C durante 48 h; adicdo de um agente crioprotetor estéril (glicerol 50 %
p/v); homogeneizacdo da mistura, sendo a suspensdo aliquotada em microtubos estéreis
(1,5 mL), devidamente identificados seguido de congelamento imediato -80 °C. Todos

os procedimentos foram realizados de forma asséptica (STABURY et al., 1995).
2.2. Curva de crescimento

A curva de crescimento microbiano foi obtida através da transferéncia asséptica,
em triplicata, de uma algada do in6culo para 50 mL de meio YM liquido. Este foi
incubado em agitador orbital a 28 + 2°C, 180 rpm por 48h. Amostras do meio
fermentado foram coletadas a cada 3 horas e analisadas quanto ao crescimento celular.
Esta avaliacdo foi feita através da leitura de absorbancia, em comprimento de onda de
620 nm em espectrofotometro UV/VIS Perkin Elmer (mod. Lambda 35), contra um

branco constituido de YM sem in6culo; e por contagem em YM-4gar atraves da técnica
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de profundidade (Pour plate). As curvas de crescimento foram montadas com as médias
dos dados de absorbancia e contagem total de col6nias (UFC.mL™?) em fungdo do
tempo.

2.3. Producéo de Goma Xantana

Para a producdo de goma xantana foram transferidos 20 % do indculo para o
Biorreator Tecnal (mod. TecBio-V) de 4,5 L, 3,0 L de volume til. O meio de producéo
de biopolimero foi elaborado com 2,0 % (m/v) de GRB suplementado com 0,01 % de
uréia e 0,1 % de KH2PO4 e pH ajustado para 7,0. A esterilizacdo foi realizada por meio
de vapor umido (autoclave) a 121 °C por um periodo de 15 minutos.

Foi realizado um planejamento fatorial 22 com trés repeticdes no ponto central,
totalizando sete ensaios (Tabela 13). As variaveis independentes testadas para formular
0 meio fermentativo foram: aeracdo (% de O dissolvido) (0,5 % a 1,5 % vvm) e
agitacdo (300 a 700 rpm). Esses valores foram adotados a fim de verificar se tais
condigdes iriam influenciar ou ndo o comportamento do sistema. As respostas ou
variaveis dependentes de cada um dos ensaios foram monitoradas com 120h de
fermentacdo. O tratamento dos dados foi realizado utilizando-se o software Statistica 7
produzido pela StatSoft para construcdo dos Graficos de Pareto e Superficies de

Resposta para as variaveis dependentes com diferencga significativa (p<0,05).

Tabela 13. Planejamento fatorial para avaliar a influéncia de varidveis independentes
sobre a as respostas.

Valores Codificados Valores Reais
Ensaio Aeracéo Agitacdo Aeracédo Agitacdo
(X1) (X2) (vwm) (rpm)
1 -1 -1 0,5 300
2 +1 -1 1,5 300
3 -1 +1 0,5 300
4 +1 +1 15 700
5* 0 0 0,0 500
6™ 0 0 0,0 500
7* 0 0 0,0 500

* Pontos Centrais

Para recuperacdo da goma xantana, o caldo fermentativo foi centrifugado na
velocidade de 18800xg (12000 rpm) por 30 minutos, a uma temperatura de 5 °C para

remocdo celular (Hitachi mod. CR22GlIl). Ao sobrenadante foi adicionado etanol
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96°GL (1:3 v/v) para precipitacdo da goma. As gomas precipitadas foram retiradas com
auxilio de um bastdo de vidro e transferidas para placas previamente taradas. As
gomasforam secas em estufa (35 + 2 °C) até massa constante, e em seguida foram
moidas. O polissacarideo foi armazenado em frasco vedado para analises posteriores.
Para a purificacdo da goma xantana, solu¢des aquosas a 2,0 % (m/v) foram
dialisadas, sob agitacdo, contra &gua ultrapura (durante 72 horas a 4 °C, em membranas
de peso semipermeéveis de celulose com limite de exclusdo molecular de 12.000-
16.000 Da e porosidade de 24 A. A troca da &gua foi realizada de 3 a 5vezes ao dia.
Apbs a dialise, as solucdes de biopolimeros foram congeladas, liofilizadas (LIOTOP
mod. L101) e armazenadas em embalagens herméticas. Com as gomas Xxantana
purificadas e submetidas a radiacdo UV para inativagdo celular, foram realizadas as

analises de caracterizacao.

3. Extracdo de celulose da palha de milho

A metodologia para extragdo da polpa de celulose foi adaptada da literatura,
utilizando como referéncia os trabalhos realizados por SAMIR et. al. (2005) e ROSA et
al. (2010). As palhas de milho foram secas em estufa, cortadas em pequenos pedacos,
trituradas em processador para obtencdo de um fino particulado e peneirada em peneira
de malha 40. Em seguida foram lavadas (30 gramas) com solucdo de NaOH 2,0 %
(1.200 ml), durante 4 horas sob agitacdo constante a uma temperatura de 80 °C. A
solucdo resultante foi filtrada e lavada com agua deionizada para a obtencdo da polpa. O
procedimento foi repetido por trés vezes para a remocao completa dos agentes soltveis
em agua.

Apbs a lavagem do material, foi realizado o processo de deslignificacdo da polpa
por meio do processo de branqueamento utilizando uma mistura de hipoclorito de sédio
1,7 % (300 ml) e solucdo tampdo (300 ml). A solucdo resultante foi colocada sob
agitacdo constante numa temperatura de 80 °C por 6 horas, filtrada, seca em estufa (60
°C por até 24 h), obtendo-se assim a polpa de celulose. Em seguida foram pulverizadas

em moinho Cadense Ltda, Brasil.

3.1. Preparacéo dos nanowhiskers de celulose de palha de milho

A metodologia para preparagdo dos nanowhiskers de celulose foi adaptada da
literatura, utilizando como referéncia os trabalhos realizados por Mesquita et al (2010) e

Silva et al (2012). Os nanowhiskers de celulose de palha de milho (NWC) foram
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preparados por hidrdlise acida utilizando H2SO4 (55 %). Um total de 9 mL/g de polpa
de celulose foi submetido aagitagdo constante durante um periodo de 15 - 20 minutos,
numa temperatura de 50 £ 2 °C. Apds o tratamento de hidrolise &cida, as amostras foram
filtradas, avolumadas e centrifugadas durante 10 minutos, 3300xg (4400 rpm), 10 °C.
Este procedimento foi repetido até ndoapresentar mais sobrenadante. Em seguida as
suspensOes foram submetidas a diélise, até atingir o pH entre 6 — 7. Apos atingir o pH
desejado, as amostras foram colocadas em banho ultrassénico (Tecnal mod. USC-1850)

por aproximadamente 5 minutos.

4. Preparacao dos filmes (bionanocompositos)

Os bionanocompositos foram preparados segundo a técnica casting, que
consistiu no preparo de uma solugdo filmogénica, onde inicialmente dissolveu-se em
agua destilada, o amido de mandioca (3,5 a 5,5 %, g/100g), o glicerol (0,6 a 1,6 %,
0/100g), a goma xantana (0,0 a 0,06 %, ¢/100g) e a solucdo de nanowhiskers de
celulose (0,0 a 0,6 %, g/100g). Posteriormente a solucao foi aquecida até a temperatura
de gelatinizacdo do amido sob agitacdo constante. A solucdo filmogénica foi pesada (50
g) em placas de Petri de poliestireno e desidratada em estufa com circulacédo de ar (35 +
2 °C) por 10 a 12 horas. Os bionanocompositos obtidos foram acondicionados (75
%UR, 25 °C) em dessecadores contendo solugdo saturada de cloreto de sodio, por 10
dias, antes de serem caracterizados, conforme adaptacdo da metodologia proposta por
Veiga-Santos e Scamparini (2004).

Foi realizado um planejamento estatistico DCCR (Delineamento Composto
Central Rotacional) fracionado 2* com dois pontos axiais (o« = + 1,41) para cada
variavel independente e triplicata do ponto central, totalizando 27 experimentos.

A Tabela 14 mostra os niveis e valores codificados, onde -1 refere-se ao menor
nivel das varidveis, 0 corresponde ao ponto central e +1 ao maior. Os valores

codificados foram calculados de acordo com a seguinte equagao:

Valor codificado = (valor atual — (maior nivel + menor nivel) / 2) (Eq. 2)

(maior nivel - menor nivel) / 2
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Tabela 14. Matriz do planejamento experimental composta pelas variaveis amido (X1),
glicerol (X2), goma xantana (X3) e nanowhiskers (X4) e seus respectivos niveis em

valores reais e codificados.

Valores Codificados

Valores Reais

Ensalo A(g'z'lo)'o Glicerol (X2) GX (X3) ’\&’g A(']]/:f)jo G'(ioc/i)ro' (%/S ’\E},’/\é)c
1 1 K] K] T 400 085 0015 015
2 1 1 1 #1400 085 0015 045
3 1 1 vl 1 400 08 0045 0,5
4 1 1 "l #1400 085 0045 045
5 1 vl 1 4 400 135 0015 0,5
6 1 vl 1 #1400 135 0015 045
7 1 "l vl 4 400 135 0045 0,5
8 1 "l vl #1400 135 0045 045
9 "l 1 1 4 500 08 0015 015
0+ 1 1 #1500 08 0015 045
1 41 1 vl 4 500 08 0045 0,5
12 41 1 "l #1500 08 0045 045
13 41 vl 1 4 500 135 0015 0,5
14 41 "l 1 #1500 135 0015 045
15 41 "l vl 4 500 135 0045 0,5
16 o+ vl vl #1500 135 0045 045
17 141 0 0 0 35 110 0030 0,30
18 +141 0 0 0 55 110 0030 0,30
19 0 1,41 0 0 450 060 0030 0,30
20 0 +1,41 0 0 450 160 0030 0,30
21 0 0 441 0 450 110 0000 0,30
22 0 0 #1410 450 110 0060 030
23 0 0 0 141 450 110 0030 0,00
24 0 0 0  +141 450 110 0030 0,60
5% 0 0 0 45 110 0030 0,30
6% 0 0 0 0 45 110 0030 0,30
7% 0 0 0 0 45 110 0030 0,30

* Pontos Centrais

5. Técnicas de caracterizacdo dos biomateriais

5.1.Composigao centesimal

5.1.1. Glicerina residual do biodiesel (GRB)
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Foi testado o substrato alternativo para bioconversdo a goma xantana, a glicerina
residual do biodiesel (GRB). A composicdo centesimal da GRB inclui a determinacéo
do teor de umidade, cinzas, proteina bruta, lipidios totais e carboidratos. Estes
parametros sdo importantes considerando que a Xanthomonas necessita de nutrientes

essenciais, como fonte de carbono e nitrogénio, para produzir goma xantana.

e Umidade: foi determinada pelo método de secagem em estufa a 105 °C com
circulacdo de ar de acordo com a Association of Official Analytical Chemists
(AOAC,1997).

« Cinzas: foi determinado por incineracdo em mufla a 550 °C de acordo com a AOAC
(1997).

« Proteina bruta: foi calculada a partir dos teores de nitrogénio total, usando os fatores
de conversdo. O fator geral de 6,25 foi usado para calcular as proteinas que nao
possuiam um fator de conversdo especifico. O nitrogénio total foi determinado pelo
método Kjeldahl, segundo AOAC (1997).

o Lipidios totais: foram determinados pelo método de extracdo Bligh-Dyer (1959),
segundo AOAC (1997).

« Carboidratos: O teor de carboidratos foi calculado pela diferenga entre 100 e a soma
das porcentagens de umidade, proteina, lipidios totais e cinzas. Os valores de
carboidratos incluem a fibra alimentar total. Esta fracdo representa a fonte de
carbono disponivel para ser bioconvertida a goma xantana pelas cepas de
Xanthomonas.

5.1.2. Amido de mandioca

O amido de mandioca foi avaliado quanto ao teor de umidade e de substancias
acompanhantes.A umidade foi determinada em equipamento AND (mod. MX-50),
utilizando-se 3 g da amostra. Para avaliacdo do grau de pureza do amido de mandioca
foram avaliados os teores de lipidios totais, proteina bruta, cinzas e fibras, segundo os

métodos descritos pela AOAC (1997). O teor de amilose total foi determinado de
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acordo com a metodologia ISO 6647 (International Organization for Standardization,
1987).

5.2. Viscosidade aparente das gomas xantana

As amostras de goma xantana dialisadas obtidas pela fermentacdo da GRB
sintetizadas pela cepa 2103 foram dissolvidas em &gua destilada na concentragdo de 0,5
% (m/v). A dissolucdo ocorreu sob agitacdo mecanica (agitador Ika mod. C-MAGH57)
por aproximadamente 15 minutos em temperatura ambiente para total absorcéo da dgua
e formacédo do gel. As solugdes repousaram durante 12 h a temperatura ambiente antes
da leitura da viscosidade visando a retirada de bolhas.

A viscosidade aparente () das gomas obtidas foi determinada em funcéo da taxa
de cisalhamento (CHHABRA e RICHARDSON, 1999), a partir da tensdo de
cisalhamento e da taxa de cisalhamento medidas em um redbmetro Haake Rheotest (mod.
2.1), com dispositivo de cilindros concéntricos, acoplado a um banho-maria. As
medidas foram feitas nas temperaturas de 25, 45, 65 e 85 °C e em taxa de cisalhamento
entre 25 e 1000 s™.

Neste modelo de viscosimetro, utiliza-se 25 mL de solucdo de goma xantana.
Uma velocidade de rotacdo variavel é aplicada ao cilindro interno e mede-se a tensdo de
cisalhamento resultante.

Para investigacdo do comportamento pseudoplastico das solu¢bes de goma, foi
realizado o ajuste do modelo de Otswald-de Waele (c = K. y") aos dados experimentais,
a partir da regressao da lei de poténcia, usando o software Excel 2007, onde K é o indice
de consisténcia; n é o indice do comportamento do fluxo; ¢ é a tensdo de cisalhamento e
vy € a taxa de cisalhamento. A partir do grafico ¢ x log v, obteve-Se 0s valores de Ken e
as equacOes das retas, podendo-se entdo através da analise estatistica, demonstrar o
ajuste do modelo aos dados experimentais.

Os resultados foram expressos em gréaficos da viscosidade aparente em funcéao
da taxa de cisalhamento e viscosidade aparente em fungdo da temperatura. As unidades
de medidas utilizadas foram: miliPascoal por segundo (mPa.s) para a viscosidade
aparente, 1/segundo (s!) para a taxa de cisalhamento e miliPascoal (mPa) para a tenso
de cisalhamento.
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5.3. Massa molecular media da goma xantana

A determinacdo damassa molecular média (MM) foi realizado para todas as
gomas xantana produzidas por GPC CLAE-IR (PerkinElmer Series 200), utilizando
colunas Shodex SB 803, 804, 805, 806 conectadas em série, tendo como fase movel
solucdo aquosa de nitrato de sodio (0,5 % m/v) a um fluxo de 1,0 mL/min. Foram
injetados 80 pL das solucdes aquosas (0,5 % m/v) de padrdes de dextrana (American
Polymer Standards) de diferentes pesos moleculares (102000, 207200, 431800, 655200,
759400, 1360000, 2025000, 2800000, 34500000, 5900000), das gomas xantana obtidas
por fermentacdo da GRB, bem como a goma xantana padrédo (Sigma) (0,5 % m/v). Os
valores das massas moleculares foram obtidos a partir de uma curva de calibracdo (log

Massa Molecular x Tempo de Retencdo) dos padrbes de dextranas.

5.4. Composicdo monomérica da goma xantana

Os métodos para determinacdo de acUcares e acidos urdnicos por CLAE foram
adaptados de Druzian (2000). As gomas Xantana obtidas a partir da GRB foram
inicialmente hidratadas por 24 h / 30 °C e em seguida hidrolisadas utilizando solucéo
1M de &cido tri-fluoroacético (TFA) sendoposteriormente aquecidas a 100 °C por 10
horas (Estufa Tecnal mod. TE 394/2).

5.4.1. Determinacdo de agucares por CLAE-IR

O método para a determinacgdo de agUcares utilizou um sistema por GPC CLAE-
RI (PerkinElmer Séries 200), utilizando uma pré-coluna Polypore Ca (30 mm x 4,6 mm
X 10 um) seguida de uma coluna Polypore Ca (220 mm x 4,6 mm x 10 um). As colunas
foram acondicionadas em um forno a 80 °C. A fase mdvel utilizada foi agua grau
cromatogréafico sob um fluxo de 0,1 mL / min. O volume de injec&o foi de 5 pL.

A identificacdo foi realizada por comparacdo de tempo de retencdo (Tr) entre 0s
picos de padrdes de glicose e manose e das amostras de goma hidrolisada. A
quantificacdo foi obtida por padréo externo, utilizando solucdes aquosas dos padroes de

glicose e manose para a obtencédo das curvas.
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5.4.2. Determinacéo de acidos urdnicos por CLAE-UV

O método para a determinacgdo dos acidos urdénicos utilizou um sistema por GPC
CLAE (PerkinElmer Séries 200), com detector Ultravioleta (UV) em um comprimento
de onda de 195 nm, utilizando uma pré-coluna Polypore H (30 mm x 4,6 mm x 10 pum)
seguida de uma coluna Polypore H (220 mm x 4,6 mm x 10 um). As colunas foram
acondicionadas em um forno a 50 °C. A fase movel utilizada foi uma solucdo aquosa de
H2SO4, pH 1,9 sob um fluxo de 0,4 mL / min. O volume de injecéo foi de 10 L.

A identificacdo foi realizada por comparacdo de tempo de retencédo (Tr) entre 0s
picos dos padrées dos é&cidos glucurdnico e pirdvico e das amostras de goma
hidrolisada. A quantificacdo foi obtida por padronizagdo externa, utilizando solucGes

aquosas dos padrdes para a obtengéo das curvas.

5.5. Analises Térmicas

Os equipamentos utilizados foram o Pyris 1 e DSC 60 da PerkinElmer e
Shimadzu, respectivamente, ambos calibrados seguindo as normas dos fabricantes. As
amostras foram mantidas em dessecador até serem pesadas e acondicionadas em
cadinhos pré-tarados na balanga.

As curvas termogravimétricas das gomas xantana (6,0 mg) foram obtidas da
temperatura ambiente até 400 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C.min, para
determinar o perfil de decomposicdo térmica das amostras, sendo a atmosfera do forno
constituida por nitrogénio numa vazdo média de 20 mL.min%. Na termogravimetria da
palha de milho, celulose branqueada e nanowhiskers de celulose foram usadas
condicdes similares as da goma xantana no intervalo de temperatura de 25 a 800 °C.

Para a matriz polimérica amido de mandioca, bem como para os filmes
(bionanocompositos) obtidos nos 27 ensaios do planejamento experimental, a
termogravimetria foi realizada nas seguintes condi¢Ges: massa da amostra de
aproximadamente 6,0 mg, atmosfera de nitrogénio a uma vaz&o de 50 mL min, razdo
de aquecimento de 10 °C.min, de 25 °C a 650 °C.

Em todas as analises, as curvas DTG, correspondentes a derivada primeira das
curvas de TGA, foram usadas para determinar os intervalos de temperatura

correspondente as percentagens de desidratacdo e decomposicdo de material organico.
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O programa Pyris Manager (PerkinElmer) foi utilizado para obtencdo dos valores
observados na curva.

Com a finalidade de conhecer a temperatura de galatinizacdo da matriz amido de
mandioca, uma amostra foi levada a analise por calorimetria exploratéria diferencial
(DSC). O amido foi misturado a agua (proporcdo amido: agua de 1:4), deixado em
repouso por 2 horas para intumescimento dos granulos com o objetivo de obter a
entalpia de gelatinizagdo conforme método descrito por Liu et al. (2005), com
modificagdes. A curva DSC foi realizada na seguinte condicdo: massa da amostra de 2,5
mg, 10 uL de agua deionizada pesada em panelinha de aco inoxidavel de alta pressao e
selada em prensa universal (B013-9005) com adaptador (B050- 5340), atmosfera de
nitrogénio a uma vazéo de 50 mL.min, razdo de aquecimento de 10 °C.min" e faixa de
temperatura de 30 °C a 110 °C. Um cadinho selado vazio foi utilizado como referéncia.
Com base na curva foram obtidos os seguintes valores de gelatinizacdo: temperatura de
inicio (To), temperatura de pico (Tp), temperatura final (Tf), faixa de temperatura (AT =
Tf — Ti) e variagdo de entalpia (AH).O programa TA 60 (Shimadzu) foi utilizado para

obtencdo dos valores observados na curva.

5.6. Composicdo quimica da palha de milho

Para a determinagdo dos principais constituintes da palha de milho (lignina,
hemicelulose e celulose) foram utilizados os métodos de Van Soest (1965), (TAPPI
2000), (TAPPI 222 m-88) e (TAPPI T19 m-54).

5.7. Microscopia eletronica de transmisséo (TEM)

A solucédo de nanowhiskers de polpa de celulose extraidos da palha de milho foi
analisada por microscopia eletrénica de transmisséo a fim de determinar o comprimento
das fibras (L), largura (D), relagdo de aspecto (L/D) e para indicar o estado de
agregacao dos cristais. A solucdo de nanocelulose foi misturada em volumes iguais com
acetato de uranila aquosa a 2 % (UA) e 10 mL da mistura UA-nanocelulose foi
dispensado em uma grade de cobre 400 mesh, deixada em repouso durante 30-60
segundos. A grade foi seca e visualizada em um microscopio eletronico de varredura
CM12-transmissdo (STEM) operando no modo de campo claro em 80 kV. Os

comprimentos e larguras foram medidos diretamente das micrografias eletrbnicas de
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transmissdo usando Image Tool 3.0 com 34 medigdes para determinar os valores de

média e desvio padréo.

5.8. Esprectroscopia no infravermelho com transformada de fourier (FTIR)

As medidas de FTIR da palha de milho, celulose branqueada e nanowhiskers
foram realizadas no espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier
modelo IRPrestige-21 da Shimadzu, com pastilhas de KBr, na regifo de 400-4000 cm™,
resolucdo de 1 cm™ e 50 varreduras. As amostras foram incorporadasao KBr e

submetidas a alta presséo para a producdo de pastilhas.

5.9. Difratometria de raios-x (DRX)

5.9.1.Palha de milho, celulose branqueada e nanowhiskers

As andlises da palha de milho, da celulose branqueada e dos nanowhiskers
liofilizados foram realizadas em Difratdmetro de raios-x Shimadzu (mod. XRD 7000),
com passo de 2°/min e radiagdo de cobre A = 1,5433 A, operando com 40 kV, corrente
de 30 mAe varredura entre 5° e 80°.

Com os resultados obtidos no difratbmetro foi possivel calcular os indices de
cristalinidade da palha, da celulose e dos nanowhiskers (Equacdo 3) de acordo com o
método empirico de Segal et al. (1959), que fornece um valor aproximado de
cristalinidade:

1(002)—I(am)

Ic = Wx 100 (Eq. 3)

Onde:
Ic = Indice de cristalinidade em percentagem
1(002) = maxima intensidade do pico de difracdo que representa o material.

I(am) = minima intensidade do pico de difracdo que representa o material amorfo.
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5.9.2. Amido de mandioca

Com o intuito de caracterizar os granulos de amido, a amostra foi submetida a
um Difrator de raios-x Shimadzu (mod. XRD 7000) com radiacéo de cobalto 40 kV, 30
mA, velocidade de varredura de 1°/min. sob angulo 260 variando de 4 a 80°. O grau de
cristalinidade relativa do amido de mandioca foi determinado quantitativamente
seguindo a metodologia descrita por Nara e Komiya (1986) com a utilizacdo do
software Origin 7.5.

O indice de cristalinidade relativa (Ic) foi quantitativamente determinado
segundo Hayakawa et al. (1997), tracando no difratograma uma linha base dos picos
principais (Figura 27). O Ic foi definido com a razé&o entre a éarea cristalina e a area total
coberta pela curva, composto pela area da regido cristalina e a area da regido amorfa,
como mostra Equacdo 4 (ROCHA et al., 2008).

Ac (Eq. 4)
Ac + AaX 100

Ic =

onde, Ac= area cristalina e Aa= area amorfa no difratograma.
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Figura 27. Difratograma de Raio-x descritivo do método de indice de cristalinidade
relativa adaptado a razdo das intensidades difratadas.
Fonte: ROCHA et al. (2008)

A proporcdo entre as regibes cristalina e amorfa, que determina o grau de
cristalinidade e as caracteristicas dimensionais dos dominios cristalinos, € variavel
(SOUZA LIMA e BORSALLI, 2004). As regides cristalinas sdo resultados da acao
combinada da biopolimerizacdo e cristalizacdo da celulose comandada por processos
enzimaticos. As regides amorfas sdo resultados da ma formacéo da estrutura devido a

alteracdo no processo de cristalizacdo. Essas sdo denominadas, por alguns autores, de
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regides em que a cristalizagdo ocorreu com defeito (EICHHORN et al., 2001; SAMIR et
al., 2005; HABIBI et al., 2007).

5.10. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Esta técnica foi utilizada para observar o aspecto geral dos granulos do amido de
mandioca. A amostra foi previamente desidratada em estufa a 70 °C e analisadas em
microscopio eletronico de varredura Shimadzu (mod. SS 550), sob amperagem de 80
mA e voltagem de 5 Kv. A montagem da amostra foi feita em suportes (stubs) com fita
adesiva dupla face, onde o amido foi fixado e coberto com uma fina camada de ouro em
metalizador BAL-TEC SCD 050 por 7 minutos com amperagem de 6 mA. As

fotomicrografias foram obtidas através de um aumento de 500, 700, 1000 e 2000 vezes.

5.11. indice de Solubilidade (1S) e Poder de Inchamento (PI)

Através da metodologia descrita por Schoch (1964), na qual 1 g de amido de
mandioca em base seca (b.s.) e 40 mL de agua foram colocados em Erlenmeyers,
previamente tarados, e levados a aquecimento em banho-maria com agitacdopor 30
minutos nas temperaturas de 25 °C, 55 °C, 65 °C, 75 °C, 85 °C e 95 °C. A suspensao de
amido foi entdo colocada em tubos e centrifugada a 3300xg por 30 minutos. O
sobrenadante foi cuidadosamente separado e uma aliquotade 10 mL foi retirada, seca
em estufa e pesada, para avaliar o percentual de solubilidade. O indice de solubilidade
(IS) e poder de inchamento (PI) foram calculados a partir das relagdes abaixo:

3 massa final (g)
Indice de Solubilidade (1S) = x 100 (Eq.5)

massa da amostra em base seca (Q)

residuo da centrifugacao (g)
Poder de Inchamento(PI) = (Eq.6)

massa da amostra em base seca (g)

129



5.12. Claridade da pasta de amido

A claridade da pasta de amido foi determinada utilizando como referéncia o
método descrito por Perera e Hoover (1999). A suspensao de amido a 1 % em agua foi
aquecida sob agitacdo até obtencdo de um gel translicido. O material foi distribuido em
tubos de 50 mL e logo ap0ds esfriados até temperatura ambiente. Os tubos foram
estocados por 5 dias a 4 °C e a turbidez medida por absorbancia a 640 nm em
espectrofotometro UV/VIS Perkin-Elmer (mod. Lambda 35) a partir do tempo zero
acada 24 h.

5.13. Medida de espessura (E)

A espessura dos filmes (bionanocompdsitos) pré-acondicionados (75 %UR, 25
°C) foiavaliada através da espessura média de 06 medicfes em posicdes aleatdrias, por
meio demicrémetro digital Mitutoyo (mod. MDC 25 SB) de ponta plana (com resolucao
de 1um) em triplicata (CHOI e HAN, 2001).

5.14. Medida da atividade de agua (aw)

As medicdes de atividade de agua (aw) dos filmes (bionanocompdsitos) foram
realizadas com um decagono, AQUALAB LITE. Como padrdes para a calibracdo do
equipamento foram utilizados a agua pura (aw 1,000% + 0,001) e LiCl (aw 0,500% =+
0,015). As amostras, pré-acondicionadas em 75 % de Umidade Relativa a 25 °C, foram
avaliadas em triplicata (VEIGA-SANTOS et al., 2005; OLIVATO et al., 2006).

5.15. Medida da Umidade (U)
A umidade dos filmes (bionanocompositos) foi obtida por secagem no

infravermelho, em equipamento Unidade de Secagem Mettler LTJ ajustando-se a

intensidade da radiacdo emitida de modo que a amostra atingisse 110°C.
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5.16. Taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA)

A taxa de permeabilidade ao vapor d'agua e a permeabilidade dos filmes foram
determinadas de acordo coma norma ASTM E 96/E 96 M-05 - Standard test methods
forwater vapor transmission of materials (ASTM, 2005). A realizagéo das medidas foi
utilizadaem recipientes de vidro, agua destilada e um adesivo impermeavel (resina epoxi
de secagem rapida).

As amostras dos filmes foram cortadas e aclopadas aos copos de vidros com
auxilio da resina epoxi, apds a secagem da resina, 0s copos foram pesados e deixados
em dessecador. O acompanhamento gravimétrico foi feito utilizando uma balanca
analitica. As medidas foram realizadas a cada 24 horas por um periodo de 5 dias. A
temperatura foi controlada pela climatizacdo da sala do laboratério com valor médio de
23 + 2 °C com umidade relativa controlada. Os valores da taxa de permeabilidade e a
permeabilidade foram obtidos pelas equagdes abaixo:

TPVA = G/t.Ap (Eq. 7)

P=TPVA.e/S(R1-R2) (Eq. 8)

Onde TPVA ¢ a taxa de permeacédo de vapor de agua, e é a espessura do filme, S
¢ a pressdo de saturagcdo do vapor de &gua na temperatura do ensaio, R1 e R2 sdo as
umidades relativas do ar em cada uma das faces da amostra, G € a varia¢do da massa, t €

0 tempo, Ap aarea de permeacao e S € um constante.

5.17. Solubilidade em &gua dos filmes (bionanocompdsitos)

Os filmes utilizados para as anélises de solubilidade foram armazenados por trés
dias em dessecadores contendo solucéo super saturada de cloreto de sodio (75 % UR).A
solubilidade em agua foi avaliada segundo método proposto por Gontard et al. (1994).
Foram cortados circulos de 2 cm de diametro dos filmes em triplicata, em seguida as
amostras foram transferidas para placas e secas em estufas com circulagéo de ar (70 °C),
até peso constante (Tecnal mod. TE - 394/2). Os pedacos desidratados foram pesados
colocados em béquer contendo 50 mL de agua destilada. Os béqueres foram recobertos

com papel aluminio e incubados a 25 °C, 100 rpm por 24 h em agitador rotativo tipo
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Shaker, marca Tecnal, modelo TE-424. Apos 24 h, os filmes foram novamente
desidratados a 70 °C até peso constante. A solubilidade foi expressa em porcentagem de
material seco solubilizado através da Equacdo 9, onde WO representa o peso inicial e

W1,0 peso final da amostra.

% Solubilidade = [(W0-W2)/ WO0] x 100 (Eq. 9)

5.18. Intumescimento em agua dos filmes (bionanocompdsitos)

Para a determinagdo do inchamento em &gua destilada, amostras dos filmes em
triplicata com 6 cm? foram pesadas e transferidas para vidros de reldgio. Este
procedimento fez-se necessario para a determinacdo da massa inicial de sélidos de cada
uma das amostras. Em seguida, as amostras foram imersas em 75 mL de agua destilada,
em Erlenmeyers de 125 mL, e colocadas em estufas com circulacdo de ar (Tecnal mod.
TE - 394/2) a 25 °C por 6 h. Decorrido esse tempo, as amostras foram transferidas para
um papel de filtro, a fim de remover o excesso de agua da superficie dos filmes, e em
seguida pesadas para calcular a quantidade de dgua que cada filme absorveu durante o

tempo de analise. O grau de intumescimento (SW) foi calculado segundo a equacao:

% Intumescimento = (W1 - W0) / W0 X 100 (Eqg. 10)

Onde WO representa a massa seca inicial e W1, representam a massa da amostra
apos a submersdo em agua destilada durante um periodo determinado de acordo com a

metodologia usada por Lee et al. (2004).

5.19. Ensaio mecanicos

Os ensaios mecanicos dos filmes (bionanocompdsitos) pré-acondicionados (75
%UR, 25 °C) foram realizados em uma maquina universal de ensaios da marca EMIC
(mod. DL2000/700), com carga maxima de 20KN, seguindo a norma ASTM D-882,
com velocidadede 12,5 mm.min™ e temperatura de 25 °C. Foram realizados ensaios de
tracdo em 10 corpos deprova para cada amostra. Os corpos de provas possuiam

dimensdes de 50 mm de comprimentoe 25 mm de largura.
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5.20. Analise de Cor

A cor dos filmes foi avaliada utilizando colorimetro Konica Minolta, em
triplicata.

Para a avaliacdo da cor dos filmes foi utilizado o parametro de diferenca de
cor (AE). Sendo utilizada Des (luz do dia) e os padrdes CIE Lab (Figura 28) na qual L*
varia de O (preto) a 100 (branco), a* varia do verde (-) ao vermelho (+) e b* varia do
azul (-) ao amarelo (+) (HELMAN, 2004).

L=100

Figura 18. Sistema de cor Cie Lab.
Fonte: CMDMC, 2012.

A diferenca de cor (AE) dos filmes foi determinada utilizando a Equacdo 11,
onde AL*, Aa* e Ab* sdo os diferenciais entre os cromas das amostras e do padréo

branco (SOBRAL et al., 2004).

AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)2]%5 (Eq. 11)
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo esta dividido em se¢Bes na qual primeiramente € apresentado 0s
resultados de producdo e caracterizacdo da goma xantana obtida por fermentacdo da
glicerina residual do biodiesel (GRB), em seguida é descrito o método de preparagédo
dos nanowhiskers de polpa de celulose extraidos da palha de milho (NWC) e as técnicas
de caracatrizacdo deste nanomaterial, também € descrito neste capitulo as técnicas de
caracterizacdo da matriz polimérica amido de mandioca. Finalmente, sdo apresentadas
as etapas de elaboracdo dos filmes flexiveis (bionanocompositos) a base de amido de
mandioca/glicerol/goma xantana/nanowhiskers, seguidos das principais técnicas de

caracterizacédo destes materiais.

1. Goma xantana

Em testes iniciais, realizado por Branddo (2012), doze cepas de Xanthomonas
foram testadas, quanto a producdo de goma xantana e viscosidade aparente, utilizando a
glicerina residual do biodiesel como fonte de carbono em meio minimamente
suplementado com 0,01 % de uréia e 0,1% de KH2POs; e fermentado em agitador
rotativo (shaker). A cepa que melhor se adaptou ao meio fermentativo foi a X.
campestris pv mangiferaeindicae 2103 com producéo de 5,5 + 0,10 g.L* e viscosidade
aparente de 69,50 mPa.s, sendo entéo escolhida para dar continuidade ao estudo.

Primeiramente foi caracterizado o substrato fermentativo (GRB) utilizado na
producdo de goma xantana. Com a cepa selecionada, foi avaliado, em biorreator de 4,5
L, o efeito da aeracdo (% de O dissolvido) e agitacdo na producdo e na viscosidade
aparente da xantana através do planejamento fatorial 22 com trés repeticdes no ponto
central, totalizando sete ensaios. As gomas xantana resultantes do planejamento fatorial
foram caracterizadas quanto a massa molecular média, composicdo monomeérica e

termogravimetria dos biopolimeros.

134



1.1. Composicao centesimal da glicerina residual do biodiesel

Os valores médios da caracterizacdo fisico-quimica da GRB utilizada como
substrato fermentativo alternativo para obtencdo de goma xantana, sdo apresentados na
Tabela 15.

Tabela 15. Caracterizacao fisico-quimica da GRB utilizada como substrato fermentativo
alternativo para a producao de goma xantana.

Composicao GRB (%)
Umidade 53,50 £ 0,01
Cinzas 3,40 £ 0,01
Proteina bruta 2,71 +0,03
Lipidios totais 6,70 £ 0,02
Carboidratos 33,69 £ 0,02

Dos resultados da caracterizacdo fisico-quimica expostos na Tabela 15, verifica-
se que a GRB, empregada no processo fermentativo para a producdo de goma xantana,
apresentou elevados teores de minerais, nitrogénio organico e lipidios totais sendo
atribuido aos residuos das oleaginosas, &cidos graxos livres e triglicerideos nao
hidrolisados derivados do processamento de biodiesel (ASSIS, 2013).

Em geral, os meios fermentativos contém de 2 a 4 % de glicose ou sacarose como
fonte de carbono, 0,05 a 0,1% de nitrogénio, fésforo e tracos de outros minerais e
resultam numa conversdo de 50 a 70 % da fonte de carbono em goma xantana
(ROTTAVA, 2005). De Vuyst et al. (1987) relatam que a xantana é produzida como um
metabolito secundario, propondo a dissociac¢do do processo em duas fases distintas: 1) a
fase de crescimento celular, com um maior requerimento de nitrogénio e 2) a fase de
producdo, que requer uma maior concentracdo de carbono para o acimulo do produto.
A relacdo entre a C:N da GRB é de aproximadamente 15:1, correspondendo a 0,54 g de
glicerina, 0,10 g de lipidios e 0,04 g de proteinas em 80 mL de meio fermentativo
(Tabela 15). Com base nisto e na caracterizacdo da GRB torna necessario a
suplementacdo do meio, com nitrogénio livre e fosforo, para a produgdo de goma
xantana.

Portanto, os resultados experimentais indicam que a GRB, como um subproduto
da producéo do biodiesel, tem um alto potencial, podendo ser utilizada como substrato

em processos fermentativos que agregam valor ao produto obtido.
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1.2. Curva de crescimento

As curvas de crescimento de X. campestris pv mangiferaeindicae cepa 2103
foram construidas a fim de se obter informac6es da fase exponencial da bactéria, através
da variacdo da concentragdo celular ao longo do processo. O conhecimento a cerca
desse estudo permite maior reprodutibilidade dos experimentos, uma vez que 0S

indculos contem a mesma faixa de concentracao celular.
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Figura 29. Concentracdo celular de X. campestris pv mangiferaeindicae cepa 2103 em
funcdo do tempo de fermentacdo (a); e em funcdo da densidade Otica do meio (b) ao
longo de 48 h de incubagdo a 28 °C e 180 rpm.

A partir da analise da Figura 29(a), pode-se observar que a Xanthomonas
apresentam fase lag compreendida entre as seis primeiras horas de incubagdo. Isso
indica que as condicOes de processo favorecem a rapida adaptacdo da bactéria ao meio
de cultura. A partir de 6 horas, se iniciou a fase de crescimento exponencial, cujo apice
ocorre em 24 horas de incubacdo. A partir de entdo, inicia-se a fase estacionaria de
crescimento celular, na qual a concentragdo atinge o valor maximo e se mantém
praticamente constante. Como as concentragdes celulares entre 24 e 33 horas séo
similares, adotou-se 24 horas de incubag¢do como tempo ideal para obtencdo de maxima
concentracdo celular do in6culo a ser transferido para o meio fermentativo contendo
GRB. Neste periodo a concentragéo celular foi em média 1,03 x 10 UFC.mL™.

A Figura 29(b) mostra a regressdo linear entre a média das medidas de
Densidade Otica (DO) e o log da média das contagens de col6nias, com uma correlagio
de 92,78 %. A baixa correlacdo pode estar associada a inclusdo do exopolissacarideo na

leitura de densidade Optica do meio, uma vez que ha formacdo do polimero ao longo do
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processo de incubacdo. Sendo assim, torna-se mais preditivo a utilizacdo da curva
composta da concentracdo de microrganismo em funcdo do tempo de incubagdo (Pour
Plate).

1.3.Ensaios do planejamento experimental de producdo de goma
xantanaem biorreator de 4,5L

A agitacdo e a aeragdo sdo pardmetros necessarios para evitar condi¢bes de
anaerobiose decorrentes da alta viscosidade do meio pela formagdo do polissacarideo,
visto que a bactéria é estritamente aerobia. Logo, a combinac¢édo adequada, para 0s niveis
destes parametros, deve ser estudada para evitar a limitagcdo na transferéncia de oxigénio
ou condicdes de estresse hidrodinamico (SUTHERLAND, 1993; CASAS et al., 2000).

A Tabela 16 apresenta a matriz do planejamento fatorial 22 composto de trés
repeticdes no ponto central com os valores codificados e reais, bem como as respostas
producdo e viscosidade aparente (0,5% (m/v), 25°C, 25s?) das gomas xantana
produzidas em biorreator de 4,5 L, pela X. campestris cepa 2103 ap6s 120 h de
fermentacdo a 28 °C. Para a variavel dependente viscosidade aparente foram também
calculados os indices de fluxo (n), os indices de consisténcia (K) e os coeficientes de

correlacdo (R?) para as quatro gomas com as melhores viscosidades aparentes.

Tabela 16. Matriz do planejamento fatorial (valores codificados e reais) com as
respostas producdo de xantana e viscosidade aparente ap6s 120 h de fermentacdo com a
X. campestris cepa 2103 em biorreator de 4,5 L.

Ensaio Aeracdo (vwm) Agitacdo (rpm) Producdo(g.L?)! Viscosidade (mPa.s)?

1 -1 (300) -1(0,5) 2,86 76,7
2 +1 (700) -1(0,5) 3,76 169,1
3 -1 (300) +1(1,5) 4,12 20,3
4 +1 (700) +1(1,5) 5,71 42,2
5% 0 (500) 0(1,0) 6,03 252,4
6* 0 (500) 0 (1,0) 5,98 240,1
7* 0 (500) 0 (1,0) 5,92 238,0
PO 0 (500) 0 (1,0) 5,58 2435

12,0 % substrato, 28 °C; 20,5 % (m/v), 25°C, 25s°1; *Pontos centrais; PO — Ponto otimizado

O tratamento dos dados foi realizado utilizando-se o software Statistica 7

produzido pela StatSoft, na qual os dados obtidos nos ensaios do planejamento fatorial

137



com a cepa 2103 foram tratados estatisticamente, sendo que cada resposta foi avaliada
independentemente.

A maior producdo de xantana foi obtida no ensaio 5 (6,03 g.L™?), com as
seguintes condices de processo: 2,0 % de GRB, 500 rpm e 1,0 vwm (Tabela 16).
Convém salientar que os ensaios 4, 6 e 7 também apresentaram um alta producdo nas
seguintes condicdes de analise, 2,0 % de GRB, 700 rpme 1,5 vwm e 2,0 % de GRB,
500 rpm e 1,0 vvm, respectivamente.

Para verificar a qualidade das xantanas produzidas nos sete ensaios, as gomas
foram primeiramente dialisadas utilizando membranas semi permeaveis de celulose e,
apos 48 h sob agitacdo constante, liofilizadas. As solu¢bes aquosas das gomas dialisadas
foram avaliadas quanto a viscosidade aparente a 25 °C e 25 s (Tabela 16). Analisando
individualmente as leituras de viscosidade das solugcdes aquosas, observa-se que a
solucdo da goma do ensaio 5, correspondente ao ponto central, foi a que apresentou a
maior viscosidade com 120 h de fermentacdo e a cepa 2103. Neste ensaio, a
concentracdo de substrato no meio fermentativo foi de 2,0 %, 0,01 % de uréia, 0,1 % de
KH2POg4, 500 rpm e 1,0 vvm de oxigénio dissolvido. Os ensaios 2 (700 rpm e 0,5 vvm),
6 (500 rpm e 1,0 vwm) e 7 (500 rpm e 1,5 vvm) também apresentaram um alta
viscosidade aparente, entretanto produgdes mais elevadas foram obtidas nos ensaios 6 e
7. Estes dados sdo muito relevantes do ponto de vista da aplicacdo da goma produzida,
pois em alguns casos sdo necessarias altas producdes e em outros, viscosidades elevadas
(NAVARRO, 1997).

A Figura 30 apresenta o efeito da taxa de cisalhamento sobre a viscosidade de
solugdes aquosas de xantana obtidas com a GRB, bem como o efeito de diferentes
temperaturas (25, 45, 65 e 85 °C). A partir dos graficos dessa figura foram determinados
os indices de fluxo (n), os indices de consisténcia (K) e os coeficientes de correlagao
(R?) para as quatro gomas xantana com as melhores viscosidades aparentes (Tabela 17).
O calculo foi feito de acordo com modelo de Ostwald-de-Waele (u = K.(y)"!) de ampla
utilizacdo na descrigdo do comportamento de fluidos em campos petroliferos

(CHHABRA e RICHARDSON,1999).
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Figura 30. Comportamento da viscosidade aparente das gomas xantana a 0,5 % (m/v)
obtidas nos sete ensaios a partir de fermentacdes com GRB. Em (a) a temperatura foi
fixada em 25 °C e a taxa de cisalhamento variou de 25 a 1000 s!; em (b) a taxa de
cisalhamento foi fixada em 25 s e temperatura variou de 25 a 85 °C.

Os resultados com a GRB indicam que as gomas obtidas possuem o
comportamento pseudoplastico caracteristico de solugbes de xantana (Figura 30, a),
sendo esta uma caracteristica muito importante, por acentuar qualidades sensoriais,
realcando o sabor e diminuindo a sensagdo de gomosidade (flavour, “mouth feel”). A
xantana que exibe viscosidades muito baixas torna o produto alimenticio menos viscoso
ao paladar (CHALLEN, 1993).

O comportamento pseudoplastico das solu¢des aquosas de xantana foi confirmado
através do ajuste do modelo de Ostwald-de-Waele aos dados experimentais mediante
uma regressdo da lei de poténcia. Todas as solucGes aquosas de amostras de gomas
xantana a 0,5 % (m/v) obtidas a partir da GRB obedeceram ao modelo descrito,
apresentando coeficientes de correlacdo (R?) que variaram de 0,97 a 0,99, com valor de
n<1, indicando um comportamento pseudoplastico acentuado. A pseudoplasticidade das
gomas testadas foi diminuida com o aumento da temperatura. Estes resultados sdo
mostrados na Tabela 17.

O valor do indice de consisténcia (K) indica o grau de resisténcia do fluido
diante do escoamento; assim, quanto maior o valor de K mais viscoso sera o fluido. O
alto valor de K é desejavel em fluidos de perfuragdo, pois alta viscosidade é necessaria
para manter em suspensdo o cascalho gerado durante a perfuracdo (SHAH e
ASHTAPUTRE, 1999; MACHADO, 2002). O maior valor de K foi determinado com o

ensaio 5 resultado de maior viscosidade aparente (252,4 mPa.s). Os coeficientes de
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correlagdo (R?) variaram entre 0,97 e 0,99, mostrando que o modelo pode ser usado na

representacdo do comportamento das solugdes de gomas.

Tabela 17. Parametros reoldgicos mostrando a pseudoplasticidade da xantana
sintetizada pela Xanthomonas cepa 2103 e GRB como substrato.

Parametros Reol6gicos

T Ensaio 2 Ensaio 5

(°C) n K R? n K R?
25 0,49 741,9 0,99 0,38 1997,2 0,99
45 0,50 537,0 0,99 0,58 1448,9 0,97
65 0,52 322,0 0,99 0,60 1020,2 0,98
85 0,55 289,4 0,99 0,62 787,8 0,98
T Ensaio 6 Ensaio 7

(°C) n K R? n K R?
25 0,58 1410,6 0,99 0,58 1372,8 0,99
45 0,59 1007,2 0,98 0,59 981,3 0,99
65 0,60 706,3 0,99 0,60 619,8 0,99
85 0,62 569,2 0,99 0,61 4347 0,99

*Solugdo aquosa da goma xantana obtida a partir da GRB (0,5% m/v), 25s,

A temperatura ¢ um fator que influencia a viscosidade de um polimero.
Comumente, na perfuracdo dos pocos de petréleo, a temperatura varia entre a ambiente
(na superficie) até 60 °C (no fundo do poco). Ainda existem pogos cujas temperaturas
sdo mais altas e podem alcangar valores acima de 150 °C (MACHADO, 2002). No
processamento de alimentos ou de cosméticos a temperatura também apresenta grande
variacdo. Desta forma, é interessante que o polimero utilizado mantenha sua alta
capacidade viscosificante na faixa de temperatura em que sera utilizado.

A viscosidade das solucGes aquosas das gomas xantana obtidas a partir da
bioconversdo da GRB diminui ao aumentar a temperatura entre 25 e 85 °C. A 85 °C e
25 st houve queda na viscosidade das solugdes dos polimeros produzidos com a GRB e
a cepa 2103 (Figura 30, b). Este decréscimo esté associado a mudancas conformacionais
das moléculas de xantana, decorrentes da elevacdo da temperatura, que gera uma
transicdo de conformacdo de uma estrutura ordenada, rigida, para uma conformacéo
desordenada (MILAS e RINAUDO, 1979; MEDEIROS et al., 2000).

Para a andlise estatistica das respostas foram construidos os Graficos de Pareto,
mostrado na Figura 31, que possibilitaram verificar a influéncia dos efeitos

significativos das variaveis independentes sobre as variaveis respostas (produgdo e
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viscosidade aparente). A linha vertical vermelha indica o valor minimo para que isso
ocorra, e o efeito é tdo mais significativo quanto mais a direita dessa linha ele estiver.

O valor do coeficiente P estd ao nivel de significancia da variavel independente
sobre a variavel resposta em estudo. Normalmente é escolhido como intervalo de
confianca, o valor de 95 %. Sendo assim, pode-se afirmar que, para valores de P
inferiores 0,05, a influéncia da variavel independente é considerada estatisticamente
significativa (BARROS NETO et al., 2002).

(@ ) |
(2)Rotagdo (rpm) 329,14171 (2)Rotacdo (rpm) -11,782
(1)Aeragio (m) | 2260525 (1)Aeragio (m) 7346875
1by2 i . 6264105 1by2 -453154
el ‘ [
s - 0

Standardized Effect Estimate (hsolute Value) Standardized Effect Estimate (Ahsolute Value)

Figura 31. Graficos de Pareto para as respostas producéo (a) e viscosidade aparente (b).

Através da analise dos resultados, observa-se que os efeitos principais sdo
importantes, com um nivel menor que 5 % de significancia (Figura 31). A interacédo de
primeira ordem entre a aeracdo e agitacdo foi significativa para a producdo e
viscosidade, uma vez que o p-valor é menor que 0,05. O teste-F ndo deve ser aplicado
para esse tipo de planejamento, pois ndo existem graus de liberdade suficientes para o
calculo da soma quadratica do erro ndo sendo possivel validar o modelo, mas torna
possivel prever comportamento do processo (CALADO e MONTGOMERY, 2003).

O efeito estimado indica o quanto cada fator (variavel independente) influi nas
respostas estudadas. Quanto maior for o efeito, maior sera a sua influéncia, e um efeito
positivo indica que, a variavel, ao passar de um valor minimo a um valor maximo, a
resposta aumenta. Ja um efeito negativo indica o contrario, ou seja, ao passar de um
valor minimo para o valor maximo, a resposta diminui (BARROS NETO et al., 2002).
Percebe-se que a agitacdo € a variavel que mais influencia a producdo e a viscosidade da
goma Xxantana, porém uma maior agitacdo indica acréscimo na producdo, ja para
viscosidade, agitagdes menores geram gomas com maior qualidade reoldgica.

Para a cepa 2103, em 120 h de fermentacédo (Figura 28, a) a agitacdo e a aeracao
foram estatisticamente significativas (p<0,05), indicando que no intervalo estudado, as
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varidveis independentes influenciaram na variavel resposta (producdo de xantana).
Casas et al. (2000) cita que em sistemas ndo-newtonianos, como na fermentagdo para
producdo de xantana, a agitacdo é mais significativa para a transferéncia de oxigénio do
que a aeracdo. Na Figura 28 (b), o Gréafico de Pareto indica que um aumento na aeragédo
individualmente acarretaria um aumento na viscosidade da xantana, porém a agitacao
foi estatisticamente significativa e negativa, indicando que um aumento nessa variavel
acarreta uma reducgdo na viscosidade do biopolimero. O efeito da interacdo entre essas
duas variaveis € negativo, ndo sendo eficaz um aumento simultaneo da aeracdo e
agitacdo, visto que acarretaria uma diminuicédo na viscosidade da goma obtida.

Casas et al. (2000) avaliaram a producdo de xantana em diferentes velocidades
de agitacédo (100, 300, 500 e 800 rpm), com aeracdo de 1 vvm. Segundo estes autores, 0
crescimento de biomassa e a producdo de xantana alcancaram um maximo com
velocidade de agitacédo fixada em 500 rpm.

Os resultados apresentados nos Graficos de Pareto podem também ser
visualizados através da superficie de resposta, cujo objetivo foi melhorar as condicdes
de processo e conhecer como as variaveis respostas (producao de xantana e viscosidade
aparente) sao afetadas pelos fatores (agitacdo e aeracdo) dentro da faixa estudada. Neste
caso, a superficie tem a forma de um plano, visto que 0 modelo matematico é linear. As
curvas de nivel fornecem uma analise da tendéncia de resposta das variaveis
dependentes (producdo e viscosidade). Quando as linhas ndo tém curvatura, pode-se
dizer que ndo ha efeito de interacdo entre as variaveis colocadas nos eixos (CALADO e
MONTGOMERY, 2003).

Analisando da Figura 32 (ay) fica evidente que a regido de maxima capacidade
de producdo de xantana, representada pela area mais escura e mais alta, é atingida com
0 aumento dos indices de agitacdo e aeracdo no sistema. Porém, em altas velocidades de
agitacdo, a viscosidade aparente das gomas decai consideravelmente, se tornando mais
evidente quando se utiliza baixa aeragéo no sistema fermentativo (Figura 32, b1).
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Figura 32. Superficies de resposta e curvas de nivel para os parametros producdo (a: e
a2) e viscosidade aparente (b1 e by).

Box e Wetz (1973) cita que os planejamentos fatoriais 22 geram modelos
lineares. Os modelos codificados propostos para representar a producdo (PR) e a
viscosidade aparente (VA) da goma xantana, € o seguinte:

PR (g/L)=4,91 + 0,62*X1 + 0,80* Xz + 0,17* X1* X»
VA(MPa.s) = 148,40 + 28,57* X; - 45,82* Xy - 17,62* X1* Xz

As variagOes de taxa de oxigénio dissolvido e do pH, ao longo do tempo até 120
horas, foi monitorada durante a fermentacdo da GRB em biorreator de 4,5 L com a cepa
2103 nas condigdes operacionais do ponto otimizado de 1,0 vvm de aeragdo e 500 rpm
de agitacdo conforme mostrado da Figura 33.

O oxigénio dissolvido, no inicio da fermentacdo até 50 horas apresentou uma
variacdo da taxa de oxigénio dissolvido pelo meio e de 55 a 120 horas de fermentacéo

manteve numa faixa constante de 95 a 98 % de oxigénio (Figura 30). Sutherland (1993)
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cita que é necessario conhecer o sistema estudado para evitar limitacdo na transferéncia
de oxigénio ou condicOes de estresse hidrodinamico.

O pH do meio fermentado foi ajustado inicialmente a 7,0, ao longo da
fermentacdo em reator, o pH decaiu para 6,0 e manteve constante nesse pH até o
periodo de 120 horas (Figura 33). O pH é um fator operacional que pode influenciar na
producdo de xantana. A maioria dos pesquisadores aponta o pH neutro como étimo para
0 crescimento da Xanthomonas campestris, sendo que este decresce até 5,0 durante a
producdo de xantana, devido aos grupos acidos presentes no polimero. Quando o pH é
controlado, a producdo da goma cessa uma vez que a fase de crescimento estacionaria
seja atingida, e este efeito é independente do &lcali usado para controlar o pH. Quando o
pH ndo é controlado, a producdo da goma continua durante a fase estacionaria de
crescimento (GARCIA-OCHOA et al., 2000; SCAMPARINI e LUVIELMO, 2009).
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Figura 33. Variacdo de pH e do O dissolvido em fungé@o do tempo de fermentacdo da
GRB pela cepa 2103 em biorreator de 4,5 L .

1.4. Caracterizacdo das gomas xantana obtidas nos sete ensaios do

planejamento experimental

1.4.1. Massa molecular média (MM)

As massas moleculares de todas as amostras de gomas xantana dialisadas obtidas
nos sete ensaios do planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central foram
determinadas por GPC CLAE-IR através do uso de solugbes aquosas de padrdes de

dextranas com diferentes massas moleculares, para se obter as massas moleculares
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médias e os limites de distribuicdes. A Tabela 18 mostra os tempos de retencédo (Tr) de
cada padréo de dextrana e a Figura 34 mostra a curva linearizada do log MM versus Tr
com R?=0,97.

Tabela 18. Tempos de retencdo dos padrdes de dextranas de diferentes massas
moleculares obtidas por GPC CLAE-IR.

MM Dextranas Tr (min) MM Dextranas Tr (min)
102.000 31,56 1.360.000 27,29
207.200 30,83 2.025.000 27,22
431.800 29,75 2.800.000 26,91
655.200 29,2 3.450.000 26,68
759.400 28,83 5.900.000 26,43

Log MM

26 27 28 29 30 31 32
Tr (min)

Figura 34. Curva de calibracdo Log massas moleculares x tempos de retencdo obtidos
por GPC CLAE-IR.

De acordo com a Figura 34 nota-se que a massa molecular tem uma relacéo
inversa com o tempo de retencdo. Assim, a menor massa molecular foi separada em
31,56 minutos e a maior massa molecular em 26,43 minutos. Porém as gomas xantana
obtidas neste trabalho apresentaram Tr menores do que 26,43 minutos, indicando,
portanto, massas moleculares muito maiores que 5,9 x 10° Da (Figura 34, Tabela 19).

Segundo Mano (1985), as moléculas de alta massa molecular penetram nos
poros da matriz da fase estacionaria, passando rapidamente entre 0S espagos
intersticiais, apresentando um menor tempo de retencdo (Tr), diferentemente das
moléculas de baixa massa molecular, que ao penetrarem 0s poros percorrem a coluna
lentamente conferindo, portanto, um maior tempo de retencao.

Figura 35 mostra os cromatogramas GPC CLAE-IR das solugdes aquosas de

gomas xantana dialisadas obtidas nos sete ensaios do planejamento fatorial 22, bem
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como da solucdo aquosa da xantana padrdo (Sigma). Para melhor compreensdo dos
resultados, os cromatogramas, que fornecem uma distribuicdo de areas em fungdo do

tempo de retencdo dos compostos na coluna, foram plotados separadamente.
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Figura 35. Cromatogramas das gomas xantana obtidas nos sete ensaios do planejamento
fatorial E1 (), E2 (b), Ez (c), E4 (d), Es (), Es (f), E7 (g) e da goma xantana padrao (h).

O tempo de retencdo ou tempo de eluicdo é o tempo necessario para que uma
amostra passe através de uma coluna cromatografica. Este tempo de retencdo é medido
como o tempo desde a injecdo da amostra até os componentes da mesma emergir da
coluna e serem detectados (DRUZIAN, 2000). Os cromatogramas das xantanas obtidas
a partir da GRB(Figura 35) mostram a presencga de um pico que indica o aparecimento
da goma xantana. Quanto maior amassa molecular média menor serd o tempo de
retencdo na coluna tipo GPC. A Tabela 19 mostra os valores de Tr, MM meédias, limites
de distribuicdo de massas moleculares (LDMM) e viscosidades aparente relacionados as

xantanas obtidas nos sete ensaios e a padrao.

146



Tabela 19. Valores do tempo de retencdo (Tr), dasmassasmoleculares médias (MM), dos
limites de distribuicdo de massasmoleculares (LDMM) e das viscosidades aparente(pt) de
gomas xantana padréo e produzidas a partir de GRB.

P! GXSigma El E2 E3 E4 E5 E6 E7
Tr? 22,33 23,12 22,8 24,08 23,75 24,40 24,63 24,75
MM?3  58,50x10° 25,57x10°  49,44x10®  20,33x10° 22,50x10° 18,71x10°® 18,37x10°®  17,88x10°
LD  479.433- 2,20- 14,88- 4,79- 7,48- 1,50- 1,44- 1.42-
vVIM  146,13x10°  86,14x10° 126,17x10° 100,34x10°® 126,17x10° 112,13x10° 117,34 x10%  117,71x10°
p4 275,80 76,7 169,1 20,3 42,2 252,4 240,1 238,0

1P = parametro; 2 Tr (min); * MM (Da); * u (mPa.s)

Os tempos de retencdo das gomas xantana produzidas a partir GRB foram
maiores que o da goma xantana Sigma (22,33 min). Este resultado sugere que as massas
moleculares médias das xantanas produzidas com a GRB sdo menores que o da xantana
padrdo, conforme valores relacionados na Tabela 19. Sutherland (1996) cita uma ampla
faixa de valores propostos para a massa molecular da xantana (1,1 e 47 x 10° Da). De
maneira geral, menores tempos de retencdo, produziram gomas com maiores massas
moleculares e maiores viscosidades aparentes, com exce¢do do ponto central que
produziram gomas de melhor qualidade reoldgica. As diferencas observadas pode ser
explicada com base na influéncia de alguns fatores, tais comocondi¢des operacionais e
nutricionais, que tém um impacto significativo sobre a estrutura molecular das gomas
sintetizadas, gerando polissacarideos com diferentes massas moleculares
(SUTHERLAND, 1993; GALINDO et al., 1994; GARCIA-OCHOA et al., 2000).
Portanto, estas varidveis devem ser minuciosamente avaliadas e definidas com o intuito
de gerar um polimero homogéneo e, consequentemente, com qualidade reprodutivel.

Existem diversos trabalhos sobre a influéncia das condi¢Ges operacionais
(concentracdo do inoculo, agitacdo, temperatura, aeracdo, pH e tempo de cultivo) na
estrutura e na massa molecular média da goma xantana, mas cada autor estuda somente
uma varidvel e assim ndo existe concordancia nas conclusdes obtidas. O aumento da
velocidade de agitacdo empregada durante a fermentacédo, segundo Peters et al. (1989),
influenciou a massa molecular da xantana, alcangcando 6,9x10® Da em 200 rpm e
8,6x10° Da em 800 rpm. Entretanto, Papagianni et al. (2001) ndo conseguiram
correlacionar a massa molecular da xantana com a velocidade de agitacdo utilizada

durante a fermentacéo, obtendo 5x10° Da.
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O LDPM de um polimero é uma variavel importante, uma vez que se relaciona
com varias propriedades fisicas, como adesdo, resisténcia, forca eléstica, fragilidade,
permeabilidade a gases. Os limites desta distribuicdo permitiu observar que a goma
xantana sigma apresentou um maior intervalo de LDMM (479.433-146,13x10° Da)
guando comparada aos intervalos de LDMM das gomas sintetizadas nos sete ensaios do
planejamento fatorial (Tabela 19). Segundo Pace (1991), as xantanas exibem uma
combinacdo de propriedades que sdo essenciais para sua aplicagdo final. Tais
propriedades sdo determinadas por sua composicdo quimica, agrupamentos e ligacdes

moleculares, massa molecular média e sua distribuicéo.

1.4.2. Composi¢cdo monomerica da goma xantana

Com o0 objetivo de caracterizar 0s monossacarideos presentes nas gomas
sintetizadas, neste estudo realizou-se analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A composicdo monomérica da goma xantana é fundamental para sua
funcionalidade e aplicagcdo. As gomas de interesse comercial devem ser capazes de
formar estruturas secundarias, terciarias e, as vezes, quaternarias em meio aquoso. Por
esse motivo a estrutura primaria ndo pode constituir-se num impedimento espacial. A
goma xantana é capaz de formar estas estruturas (MORRIS, 1984).

Na Tabela 20 pode-se verificar a equagio da reta e o R? que foram obtidos
através das curvas de calibracdo construidas a partir das areas dos picosde padrdes
externos dos monossacarideos (glicose, manose, acido glucurénico e &cido pirtvico)

versus concentragdo (mg.L™).

Tabela 20. Equacdo da reta e R? obtidos para as diferentes curvas de calibracio dos
padrdes de aclcares e acidos urdnicos.

Monossacarideos Equacéo da Reta R?
Glicose y = 64068x (area do pico) - 3502 0,99
Manose y = 64015x (area do pico) - 2057 0,99

Acido Glucurdnico y = 1437x (area do pico) - 1726 0,99

Acido Piravico y = 13209x (area do pico) - 13508 0,99

Observa-se nas Figuras 36 e 37 que as gomas Xantana sintetizadas pela cepa

2103 nos sete ensaios do planejamento fatorial apresentaram perfis cromatograficos
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semelhantes, ndo havendo diferenca na composicdo monomérica. Nos sete ensaios do
planejamento fatorial foram identificados glicose, manose, acido glucurdnico e acido
piravico. Segundo Padilha, (2003), esta composic¢éo é a mais comumente encontrada na
goma xantana, pois em seu trabalho, realizou analises através de CLAE e verificou que
a goma xantana produzida pelas cepas 289 e CA110 apresentaram a mesma composi¢ao

de monossacarideos.
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Figura 36. Cromatogramas obtidos por CLAE usando coluna Polypore Ca, para
separacao dos agucares das gomas sintetizadas com X. campestris cepa 2103 e GRB. (a)
Ensaio 1; (b) Ensaio 2; (¢) Ensaio 3; (d) Ensaio 4; (e) Ensaio 5; (f) Ensaio 6; (g) Ensaio
7: (h) Glicose! e Manose?. Amostra foi hidrolizada com TFA 1M/100 °C/10h.
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Figura 37. Cromatogramas obtidos por CLAE usando coluna Polypore H, para
separacdo dos acidos urdnicos das gomas sintetizadas com X. campestris cepa 2103 e
GRB. (a) Ensaio 1; (b) Ensaio 2; (c) Ensaio 3; (d) Ensaio 4; (e) Ensaio 5; (f) Ensaio 6;
(9) Ensaio 7; (h) Acido Glucurénico® e Acido Pirdvico®>.Amostra foi hidrolizada com
TFA 1M/ 100 °C/ 10h.

Glicose e acido glucurénico foram detectadas por Vendrusculo et al. (2000), nas
amostras de goma xantana com 72 e 96 horas de fermentacao, porém manose apenas foi
detectada nas gomas sintetizadas com 96 horas de fermentacdo, o que difere deste
trabalho, pois manose foi detectada em todas as amostras de goma xantana sintetizadas
em 120 horas de fermentacdo pela GRB.

Na Tabela 21 verifica-se as concentragdo e fracbes molares dos acUcares e
acidos urbnicos obtidos através de CLAE para as amostras de goma xantana

sintetizados a partir da cepa 2103 e da GRB como fonte de carbono.
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Tabela 21. Concentracdo dos agUcares e acidos urdnicos das gomas sintetizadas com a
cepa 2103 e GRB.

Ensaio Glicose Manose Acido Glucurdnico Acido Piravico
E1 % 33,91 28,81 15,29 9,03
Fracdo molar 2,2 19 1 0,6
E2 % 43,16 52,27 11,40 12,80
Fracdo molar 3,8 4,6 1 1,12
E3 % 26,73 20,80 7,42 2,11
Fracdo molar 3,6 2,8 1 0,28
E4 % 29,68 34,68 18,39 7,22
Fracdo molar 1,6 1,9 1 0,39
E5 % 32,31 39,87 13,12 19,01
Fracdo molar 2,5 3,0 1 1,45
E6* % 38,21 41,57 10,73 13,84
Fracdo molar 3,6 3,9 1 1,29
E7% % 30,75 33,35 9,51 10,95
Fracdo molar 3,2 3,5 1 1,15
PO % 33,75 38,26 11,12 14,60
Fracdo molar 3,1 3,46 1 1,29

* = ponto central; PO (ponto otimizado)

Os resultados indicam que o aumento na aeracdo confere ao polimero maior
concentragédo de glicose. Esse comportamento foi constatado ao manter a velocidade de
agitacdo a 300 rpm e aumentar a aeracdo de 0,5 vvm (Ensaio 1) para 1,5 vvm (Ensaio
2), que resulta em um acréscimo de 21,43 % da concentracdo de glicose do polimero
(Tabela 21). Ao manter a agitacdo em 700 rpm, a mesma alteragdo na aeracdo (do
Ensaio 3 para Ensaio 4) levou a um acréscimo de 9,93 % no teor de glicose da cadeia.
Assim, o aumento da taxa de aeracdo, sob agitacdo constante, confere aumento na
concentracdo de glicose, indicando, portanto, que a aeracdo tem efeito positivo sobre
esta concentracéo.

Com relacéo ao efeito da agitacdo, nota-se que ao manter a aeracdo em 0,5 vvm e
alterar a velocidade de agitacdo de 300 (Ensaio 1) para 700 rpm (Ensaio 3), ocorre
diminuicdo de 21,17 % no teor de glicose, 0 mesmo comportamento foi observado ao
manter a aeracdo de 1,5 vvm e alterar a agitacdo de 300 rpm (Ensaio 2) para 700 rpm
(Ensaio 4) podendo-se constatar uma reducdosignificativa de 31,23 % no teor de glicose
da cadeia polimérica. Portanto, o uso de baixas velocidades de agitacdo na fermentagéo
de GRB por Xanthomonas campestris pv mangiferaeindicae 2103 induz a producgéo de

xantana com maiores teores de glicose. Os maiores teores de glicose foram encontrados
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para as gomas xantana sintetizadas a 300 rpm e 1,5 vvm (43,16 %) (Ensaio 2), seguida
das producées a 1,0 vvm (ponto central), em especial o Ensaio 6 (38,21 %) (Tabela 21).

O aumento na taxa de aeracdo ou a diminuicdo na velocidade de agitagéo
proporciona ao polimero maior teor de manose na cadeia polimérica. A andlise pode ser
confirmada ao observar o aumento significativo de 44,88 % ao manter a agitacdo em
300 rpm e alterar a aeragéo de 0,5 vvm (Ensaio 1) para 1,5 vvm (Ensaio 2), assim como
a reducéo de 33,65 % ao manter a aeragcdo em 1,5 vvm com 0 aumento da agitacédo (do
Ensaio 2 para o Ensaio 4).

O teor de éacido glucurdnico também foi influenciado pela aeracdo e pela
velocidade de agitagdo. Observa-se na Tabela 21 que ao manter a taxa de aeragédo
constante a 0,5 vvm e variar a velocidade de agitagdo do minimo nivel (300 rpm, Ensaio
1) para 0 maximo nivel (700 rpm, Ensaio 3) ocorre uma reducdo de 51,47 % no teor de
acido glucuronico, o contrario foi percebido ao manter a taxa de aeragdo em 1,5 vwvmea
mesma variacao nas velocidades de agitacdo, com aumento de 38 % no teor de acido
glucurdnico. Estas observagdes levam a concluir que, isoladamente, alteragdes nas taxas
de aeracdo e nas velocidades de agitacdo no processo fermentativo ndo exercem
influéncia nas concentracdes de &cido glucurénico da cadeia polimérica da goma
Xantana obtida da fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris pv
mangiferaeindicae cepa 2103.

O uso de baixas rotagdes no processo fermentativo favorece o aumento da
concentracdo de acido pirtvico da cadeia polimérica da goma xantana. A estimativa
partiu da analise dos resultados dos Ensaios 1 e 3 (Tabela 21), na qual se observa uma
reducdo de 76,63 % ao manter a aeracdo em 0,5 vvm e variar a agitacdo do minimo
nivel (300 rpm) para o maximo nivel (700 rpm). O mesmo efeito é percebido para
manutencdo constante da aeracdo em 1,5 vvm, porém com menor reducéo (56,40%).

As maximas concentracdes de &cido piravico foram encontradas nas gomas
xantana sintetizadas a 500 rpm, sendo a maxima (19,01 %) obtida com 1,0 vvm (Ensaio
5), seguida do Ensaio 6 (13,84 %). Na Tabela 21, ainda se observa que as minimas
concentragfes de &cido pirdvico estdo associadas as condigdes extremas de agitacdo
(700 rpm, Ensaios 3 e 4).

Segundo Sandford et al. (1977), o conteido de piruvato pode ser usado como um
indicador da qualidade reologica. Assim, xantanas com alto contetdo de piruvato (> 4
%) apresentam viscosidade superior aquelas com contetdo inferior de piruvato (0,5 a 3

%). Nesse estudo, as gomas que apresentaram as maiores viscosidades aparentes em
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solugdo aquosa também apresentaram altos conteudos de acido pirdvico em sua
composicao (E5 - 19,01 %; E6 - 13,84 %; E7- 10,95 %; E2 - 12,80 %, respectivamente)
indicando que o contetdo de piruvato pbde ser correlacionado com as Otimas
propriedades reoldgicas dos biopolimeros.

A composicdo monomeérica ndo influencia apenas a viscosidade, mas também as
propriedades viscoelasticas. O efeito da presenca de piruvato na interagdo
macromolecular aumenta a capacidade gelificante da xantana, quando combinada com
outros polimeros. Xantanas com alto grau de piruvatacdo formam um gel altamente
termoresistente, enquanto xantanas despiruvatadas ou naturalmente livres de piruvato
reduzem a interagé@o depreciando a formacéao do gel (LECHNER et al., 1996).

Além da influéncia do contetdo de piruvato nas propriedades reoldgicas da
Xantana, outros constituintes parecem também exercer alguma influéncia. Biopolimeros
que, aparentemente, continham maior quantidade de manose e é&cido glucurdnico
apresentaram maior grau espessante (ANTUNES et al., 2000). Moreira et al. (2001)
relataram que 0 aumento na concentragdo de manose mantém ou aumenta a viscosidade
das solugbes de xantana frente ao aquecimento. O biopolimero produzido no Ensaio 2
apresentou maior concentracdo de manose apds 120 horas de fermentacdo (52,27 %),
indicativo de sua 6tima viscosidade aparente (169,1 mPa.s). Os ensaios 5, 6 e 7 também
seguiram 0 mesmo comportamento.

A molécula de xantana é perfeitamente regular quanto a presenca de
ramificacGes em uma glicose a cada duas, no entanto, hd uma certa irregularidade, pois
nem todas as cadeias laterais sdo acetiladas ou piruvatadas. Freglientemente, ndo esta
piruvatada mais que uma cadeia de cada duas, mas essa propor¢do varia em funcdo da
cepa utilizada e das condicdes operacionais de cultivo (LINDEN e LORIENT, 1996).

O polimero produzido pela bactéria Xanthomonas phaseoli foi analisado por
Lesley e Hochster (1959), sendo composto de glicose, manose e acido glucurdnico na
proporcdo de 1:1:1. Apds este trabalho, Sloneker e Jeanes (1962) estudaram o
polissacarideo produzido pela bactéria Xanthomonas campestris cepa NRRL B-1459, e
verificaram que este é composto de glicose, manose e &cido glucurénico na proporcao
2,8:3,0:2,0. Garcia-Ochoa et al., 2000, também com a cepa NRRL B-1459, encontrou
uma proporgdo molar de 2,8:2,0:2,0 para glicose, manose e acido glucurdnico. Nesse
estudo foi encontrado, para o ensaio de maior piruvacdo e, conseqiientemente melhor
viscosidade aparente, a propor¢do de 2,5:3,0:1,0:1,45 para a glicose, manose, acido

glucurdnico e acido piravico, respectivamente.
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1.4.3. Termogravimetria(TGA) / Termogravimetria derivada (DTG)

A termogravimetria ¢ uma técnica de analise térmica na qual a variagdo da
massa da amostra € determinada em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto a
amostra é submetida a uma programacdo controlada (CANEVAROLO, 2004). A
amostra pode ser aquecida ou resfriada, a uma velocidade selecionada, ou pode ser
mantida a uma temperatura fixa, sendo que o modo mais comum de opera¢do na analise
de sistemas poliméricos é o programa de aquecimento, a velocidades na faixa de 5 a 10
°C.min? (LUCAS et al., 2001)

A derivada primeira da curva TGA, a curva DTG, leva as mesmas informacoes,
porém com um acréscimo na resolucdo (PINHO, 1999). Enquanto na curva TGA
observa-se degraus correspondentes as variacfes de massa em funcdo do tempo e/ou
temperatura, na curva DTG os degraus equivalem a picos que delimitam areas
proporcionais as alteracGes de massa com aquecimento da amostra. Os resultados de
perda de massa (Am), a partir da DTG aparecem de uma forma mais visualmente
acessivel, uma vez que as inflexdes sutis da TGA sdo enfatizadas e possibilitam a
separacdo de reacOes sobrepostas e a determinagdo com maior exatiddo das
temperaturas correspondentes ao inicio e quando os processos de decomposicao atingem
velocidade méaxima (CARVALHO FILHO, 2000).

Dada a natureza dinamica da variacdo de temperatura da amostra para originar
curvas TGA/DTG, fatores instrumentais (razdo de aguecimento, atmosfera do forno,
tipo de cadinho) relacionados as caracteristicas da amostra (massa da amostra, tamanho
das particulas) podem influenciar a natureza, a precisdo e a exatiddo dos resultados
experimentais (CANEVAROLO, 2004). A Figura 38 ilustra o mecanismo da
decomposicdo térmica de sete amostras de goma de xantana obtidas no planejamento
fatorial, juntamente com a goma xantana padréo (Sigma) e a GRB quando submetidas a
uma razdo de aquecimento de 10 °C.min?entre a temperatura ambiente e 400 °C.

Quase todas as amostras exibiram duplo estagio de decomposicao, exceto a GRB.
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Figura 38. Curvas TGA e sua derivada (DTG) para os sete ensaios realizados no planejamento fatorial (a-g), goma xantana sigma (h) e glicerina

bruta (i), respectivamente.
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O perfil termogravimétrico obtido a partir da goma xantana produzida no Ensaio 1
apresentou dois eventos de perda de massa. O primeiro evento (4,5 %) é resultado da perda de
agua superficial e intrinseca, ocorrendo no intervalo entre 27,7 e 168,6 °C, com temperatura
de velocidade mé&xima perda de massa em 72,6 °C. A absorcdo de dgua pela goma xantana é
devido a presenca de grupos polares na sua estrutura, especialmente o grupo -OH. A etapa
seguinte, acompanhado por uma perda de massa superior (44,0%), ocorreu entre 192,3 e
394,1°C, sendo atribuido a degradacdo do polimero. A temperatura onde a degradacdo é
maxima foi observada a 316,4 °C.

Os resultados referentes as gomas xantana obtidas nos demais ensaios do
planejamento fatorial apresentaram curvas termogravimeétricas semelhantes, onde foram
observados dois eventos de perda de massa. O primeiro evento (26,7 — 192,8 °C) ¢ atribuido a
desidratacdo da xantana e corresponde em meédia a 5,4 % de perda de massa. O segundo
estdgio de decomposicdo das gomas xantana estd em torno de 182,6 °C e o final em
aproximadamente 399,5 °C, com perda de massa média de 49,7 % (Figura 38). Portanto, ao
avaliar a curta TGA da goma xantana Sigma, percebe-se que as temperaturas obtidas no
primeiro evento (31,8 — 187,7 °C), com perda de massa de 5,4 %, bem como no segundo
evento (219,0 — 396,1 °C) e 47,3 % foram ligeiramente diferentes dos valores encontrados
para gomas dos sete ensaios do planejamento fatorial, mas que ndo impede a comparagdo
entre amostras. Obtivemos Tonset de 199,2 °C e 219,0 °C para a média das gomas produzidas
a partir da GRB nos sete ensaios do planejamento fatorial e a xantana padréo,
respectivamente, o que significa que a xantana padrao € mais estavel termicamente.

Estas observacfes levam a concluir que aumentos nas taxas de aeragdo no processo
fermentativo exercem influéncia negativa na estabilidade térmica das gomas xantana obtida
da fermentacdo de GRB por Xanthomonas campestris pv mangiferaeindicae cepa 2103,
porém maiores velocidades de agitacdo produzem gomas mais estaveis termicamente.

Para a glicerina residual do biodiesel utilizada como substrato na produgdo de goma
Xantana, a curva TGA mostrou trés eventos claramente diferenciados no processo de
decomposicdo. A primeira perda de massa da glicerina bruta (evento 1) foi de 13,7 %,
iniciando em 28,2 °C e finalizando em 125,0 °C. Essa perda foi conseqiiéncia da remogéo do
conteudo de agua, metanol e, provavelmente, algumas outras substancias também volateis
associadas ao processo de fabricacdo do biodiesel, tais como residuos de alguns tipos de
catalisadores, sebo ou &cidos graxos. A perda de massa mais importante ocorreu no segundo
evento do processo de decomposicdo da glicerina bruta, sob temperatura de 133,0 a 305,3 °C

correspondendo a aproximadamente 66,7 % da massa inicial. Essa extensa perda de massa
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pode ser explicada pela decomposicdo do glicerol. A perda de massa correspondente ao
terceiro evento foi de 2,9 % (316,9 — 398,8 °C), provavelmente devido a decomposicédo
parcial de alguns sais hidratados como cloreto, fosfato e sulfato de sédio, principalmente,
presentes antes ou formados durante a decomposicao da glicerina bruta.

A Tabela 22 apresenta os detalhes do comportamento térmico das amostras de acordo

com os termogramas da Figura 38.

Tabela 22. Evento térmico, intervalos de temperatura e porcentagens de perda de massa (Am)
referentes as gomas dos sete ensaios do planejamento fatorial, a goma xantana padréo (Sigma)

e a GRB.

P Intervalo de Am
Amostra Evento Térmico Temperatura (°C) (%)
Ensaio 1 Saida da &gua superficial e estrutural 27,7—-168,6 4,5
Degradacéo do polimero 192,3-394,1 44,0
Ensaio 2 Saida da &gua superficial e estrutural 27,3-157,6 6,2
Degradacéo do polimero 182,6 — 396,1 51,2
Ensaio 3 Saida da &gua superficial e estrutural 28,5-192,8 5,4
Degradacéo do polimero 206,5 - 395,1 46,4
Ensaio 4 Saida da &4gua superficialle estrutural 26,7 —166,7 5,8
Degradacéo do polimero 193,2 -399,5 48,6
Ensaio 5 Saida da &gua superficial e estrutural 27,4-178,9 5,7
Degradacéo do polimero 2145 —-396,8 48,2
Ensaio 6 Saida da agua superficial e estrutural 27,1-176,0 5,0
Degradacéo do polimero 199,6 — 397,4 52,6
Ensaio 7 Saida da agua superficial e estrutural 29,3-171,8 5,2
Degradacéo do polimero 210,7 — 396,6 51,1
. Saida da agua superficial e estrutural 31,8-187,7 5,4

GX Sigma ~ .
Degradacéo do polimero 219,0 - 396,1 47,3
Saida da 4gua, metanol e substancias volateis 28,2-125,0 13,7
GRB Degradacéo da glicerina 133,0 - 305,3 66,7
Decomposicao de sais hidratados 316,9 — 398,9 2,9

Dados de TGA de diferentes polissacarideos, incluindo goma xantana, foram relatados
como por Zohuriaan e Shokrolahi (2004). Os autores obtiveram, para o primeiro estagio, uma
temperatura maxima de perda de massa de 74,6 °C (8,7 %) para a goma de xantana grau
alimeticio (Aldrich) com um intervalo de temperatura de 30 — 91,3 °C. O segundo evento, na
faixa de 251,5 - 330,3 °C, atingiu a temperatura de perda de massa maxima em 290,8 °C (41,6
%). As andlises foram realizadas em TA-60 Shimadzu, atmosfera inerte (N.), taxa de
aquecimento de 20 °C.min, fluxo de 10 mL.min™ de 25 a 600 °C.

O estudotermogravimétrico da goma xantana, produzida a partir do caldo de cana
como fonte de carbono, realizado por Faria et al. (2011) mostrainico evento de
decomposigdoaposaperda de massainicial referente a remocdo da umidade da amostra. A

temperatura de degradacdo encontrada pelos autores foi de 280°C com perda de massa de 50

157



%. A analise foi realizada em TA-60 Shimadzu, com taxa de aquecimento de 20 °C.min! sob

uma atmosfera de azoto a um fluxo de 30 mL.min"lde 25 até 600 °C.

2. Nanowhiskers/Nanocristaisde celulose

Primeiramente foram sugeridos trés residuos lignocelulésicos visando a obtencdo de
nanowhiskers de celulose. A palha de milho, o sabugo de milho e a torta de palmiste foram
avaliados quanto a composic¢ao quimica e quanto ao rendimento de celulose da fibra. A partir
dos resultados preliminares, a palha de milho foi escolhida para dar continuidade ao estudo. A
palha de milho (PM), a celulose extraida da palha de milho (CPM) e os nanowhiskers de
palha de milho (NWC) preparados por hidrolise acida foram caracterizados por difratometria
de raio-x, espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier e termogravimetria.
As caracteristicas morfoldgicas das nanoestruturas foram estudadas através de microscopia

eletronica de transmissdo e a massa molecular média determinada por GPC CLAE-IR.

2.1. Composicao quimica das fibras

As fibras lignoceluldsicas sdo compostas basicamente por celulose, hemicelulose e
lignina, além de ceras, extrativos, pectinas e cinzas. A quantidade de cada um destes
componentes presentes nas fibras varia de acordo com o tipo de fibra e com o tempo de
maturacdo da planta e do solo onde foi cultivada (WALLENBERGER e WESTON, 2004).
Estes constituintes das fibras sdo responsaveis pelo comportamento térmico e pela resisténcia
mecanica desses materiais (ROSA et al., 2009; ROSA et al., 2010; BENINI,2011;
MACHADO, 2011; SILVA, 2013), e pode resultar em diferencas de rendimento na extragdo
de nanowhiskers.

As andlises de composicdo quimica da palha de milho, do sabugo de milho e da torta
de palmiste utilizadas neste estudo como etapa preliminar para a preparacdo de nanowhiskers
de celulose estdo listadas na Tabela 23. Os materiais estudados sdo compostos principalmente,
por celulose, hemicelulose e lignina, confirmando ser fontes de fibras lignocelulésicas. A
torta de palmiste (TP) apresentou um alto teor de lignina em sua composicdo (16,13 %),
comprovado pela coloracdo escura (marrom) apresentada pelo residuo (Figura 39). A palha de
milho tem uma coloragdo mais clara e apresenta um teor de lignina menor (6,77 %) e teor de
celulose (45,49 %) maior do que o sabugo de milho (19,66 %). Os resultados encontrados

nesse estudo estdo de acordo com os citados por Tamanini (2004) e Salazar et al. (2005). Os
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autores relatam que a palha de milho contem aproximadamente 41,2 % de celulose, cerca de

34,5 % de hemicelulose e 8,7 % de lignina.

Tabela 23. Principais constituintes da palha de milho, do sabugo de milho e da torta de
palmiste.

Fibra Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%0)
Palha de milho (PM) 45,49 27,59 6,77
Sabugo de milho (SM) 19,66 40,33 6,87
Torta de palmiste (TP) 27,61 27,43 16,13

TP PM SM

Figura 39. llustracdo da torta de palmiste (TP), da palha de milho (PM), do sabugo de milho
(SM).

A palha de milho, o sabugo de milho e a torta de palmiste foram submetidos a duas
etapas sucessivas para extracdo da polpa de celulose. Numa primeira etapa os materiais foram
submetidos a um tratamento com solucdo alcalina (NaOH 2,0 %), repetindo este tratamento
trés vezes para PM e SM e quatro para TP. Em seguida, as amostras foram submetidas a etapa
de branqueamento utilizando uma mistura de hipoclorito de sédio 1,7 % e solucdo tampéo
(CH3COOH/NaOH) na proporcdo de 1:1 (m/v) sob agitacdo constante, com 0 objetivo de
intensificar os efeitos do tratamento alcalino, para remover a lignina residual e aumentar a
exposicdo da celulose para etapa seguinte de hidrolise (SILVA, 2013). Ap6s o
branqueamento, as fibras passaram de uma coloracdo amarelada para uma tonalidade branca,
indicando assim, gque as etapas de branqueamento foram satisfatorias.

Para cada 20 g de palha de milho (PM) submetida ao processo de lavagem e
branqueamento, foi obtido aproximadamente 7,0 g de polpa de celulose, sendo, portanto o
rendimento desta extracdo de aproximadamente 35 %. Nas mesmas condigdes, 0 sabugo de
milho (SM) apresentou rendimento de 4,6 % e a torta de palmiste de 20 %, resultados
inferiores ao da palha de milho, porém esperado devido ao menor percentual de celulose
presente nos residuos (Tabela 23). Em funcdo dos resultados obtidos, a palha de milho foi
entdo escolhida para dar continuidade ao estudo, além disto, a auséncia de relatos na literatura

sobre a preparagdo de nanowhiskers de celulose a partir palha de milho torna o estudo inédito.
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Apds a seqiiéncia de tratamentos quimicos, os componentes da palha de milho foram
novamente quantificados. O teor de celulose da fibra aumentou para 62,1 %, enquanto que 0s
niveis de hemicelulose e lignina foram reduzidos a 13,5 % e 3,2 %, respectivamente. Esta
tendéncia era esperada, pois o tratamento alcalino incha a estrutura da fibra, aumentando
assim a sua area de superficie e fazendo com que os componentes poliméricos sejam mais

facilmente hidrolisaveis.

2.2. Obtengéo dos nanowhiskers de palha de milho

Dentre os processos de isolamento de nanowhiskers de celulose destacam-se 0s
processos quimicos, 0s quais apos a etapa de lavagem das fibras com solucGes alcalinas e
branqueamento para a obtencdo da celulose, os nanowhiskers sdo preparados por hidrolise
acida com a utilizacdo de acidos fortes (H2SO4 e/ou HCI). Este procedimento foi escolhido
para a preparacdo dos nanowhsiekrs a partir da palha de milho (PM).

Os processos de hidrdlise se apdiam no fato de que as regides cristalinas sdo insolUveis
em &cidos nas condi¢fes em que estes sdo empregados. 1sso se deve a inacessibilidade que as
mesmas apresentam pela elevada organizagdo das moléculas de celulose na sua nanoestrutura.
Por outro lado, a desorganizacdo natural das moléculas de celulose nas regibes amorfas
favorece a acessibilidade dos acidos e conseqlientemente a hidrolise das cadeias de celulose
presentes nestas regides. Assim, o isolamento de nanowhsiekrs é facilitado pela cinética de
hidrélise mais rapida apresentada pelas regides amorfas em relacdo as regibes cristalinas
(SAMIR et al., 2005; MACHADO, 2011).

Com a palha demilho foi obtida as suspensdes de nanowhiskers ap0s o processo de
hidrélise (H2SO4 a 55 %), numa proporcgdo exata de 9 ml para cada grama (1g) da polpa de
celulose, as quais foram submetidas a agitacdo constante durante 15 - 20 minutos, numa
temperatura de 50 °C. Os nanowhiskers de celulose de palha de milho (NWC) resultaram
numa suspensao agquosa com concentracdo média de 0,032 g/10mL, com um rendimento de
aproximadamente 64 %. Destaca-se na literatura varios estudos encontrados que descrevem a
utilizacdo de tempos superiores do que o utilizado neste estudo para a obtencéo da solugédo de
nanowhiskers, indicando assim que a quantidade de &cido, percentual deste, bem como a
temperatura utilizada e agitacdo vigorosa, contribuiram de maneira significativa para a
otimizagdo do processo de extragdo, j& que a solucdo de nanowhiskers foi obtida ap6s um

periodo curto de hidrolise.
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Na literatura ndo ha registro da producéo de nanowhiskers a partir da palha de milho,
no entanto ha publicacdes relatando a producéo e caracterizacdo de nanowhiskers de muitas
outras fibras lignocelul6sicas (ANGLES e DUFRESNE, 2000; KVIEN et al., 2005;
SIQUEIRA et al., 2009; HABIBI et al.,2010; ROSA et al., 2010; MACHADO, 2011; SILVA,
2013). Silva (2013) obteve nanowhiskers de celulose a partir da fibra de licuri utilizando
acido sulfarico a 64 %, durante 12 — 15 minutos a 50 °C, obtendo rendimento de 70 %.
Machado (2011) extraiu polpa de celulose de casca de coco em condic¢des similares a anterior,
obtendo rendimento de 12,5 %, portanto rendimento inferior aos obtidos neste estudo.
Teixeira et al. (2009), avaliaram autilizacdo de diferentes tipos de hidrélise para a obtengdo de
nanowhiskers de celulose comercial do algod&o, com H2SO4a 60% (v/v), ou com HCI 12 M,
e uma mistura dos dois &cidos 2:1 (H2SO4:HCI), a 45 °C por 75 minutos, sob vigorosa
agitacdo, e observaram que a solucdo de nanowhiskers obtida com a utilizagdo da hidrélise
com &cido sulfurico foi a que resultou numa menor aglomeracao dos nanocristais e uma maior
estabilidade térmica.

As variacbes mais encontradas na literatura para producdo de nanowhiskers de
celulose estdo relacionadas as condicGes de hidrdlise, conseqiientemente as obtencbes de
suspensdes de nanowhiskers de celulose estdo relacionadas ao tipo e a concentracdo de acido,
0 tempo de hidrolise, a temperatura utilizada e a relacdo acido/celulose. Nos trabalhos que
utilizaram celulose obtida por branqueamento de fibras naturais e celulose microcristalina
comercial, a concentragdo mais comum encontrada, com a utilizagdo do &cido sulfirico
(H2S04) como hidrdlisante, esta em torno de 60% (v/v) (ARAKI et al., 1998;BECK et al.,
2005; PODSIADLO et al., 2005; HABIBI et al., 2007; HABIBI e DUFRESNE,2008; JEAN
et al., 2008; CORREA et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2009). Considerando o tempo de
hidrolise, sdo relatados na literatura tempos que variam de 10 minutos até 13 horas (ARAKI
etal., 1998; ELAZZOUZI-HAFRAOUI etal., 2008; MACHADO, 2011; SILVA, 2013). Estas
variaveis sdo importantes ndo somente porque interferem nas propriedadesdos nanowhiskers
resultantes, mas também porque estdo relacionadas ao custo final do produto. Portanto, a
obtencdo de nanowhiskers de celulose esta relacionada a diversos fatores, desde origem da
celulose, processo de obtencéo da polpa de celulose e etapas de pré-tratamento da fibra, até as
condiges utilizadas durante o processo de hidrolise acida (SILVA, 2013).
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2.3. Difratometria de raios-x (DRX) da fibra, polpa de celulose e nanowhiskers

A anédlise por difracdo de raios-x de alto angulo permite a caracterizacdo da
microestrutura dos materiais cristalinos. Na Figura 40 estdo representados os difratogramas
palha de milho ndo tratada (PM), da polpa de celulose obtida ap6s o processo de
branqueamento (CPM) e dos nanowhiskers liofilizados (NWC). Dois principais picos de
difracdo podem ser vistos na PM e da CPM. O primeiro ocorre em 20 = 16° ¢ o segundo em
20 = 22°, os quais correspondem aos planos cristalograficos (110) e (200) do polimorfo tipo |
da celulose (FENGEL e WENEGER, 1984; LARSSON et al., 1997; ANGLES e
DUFRESNE, 2001; ALEMDAR e SAIN, 2008; TEIXEIRA et al., 2010). Esta estrutura
cristalina corresponde ao arranjo paralelo de duas cadeias glicosidicas e tem sido referida
como o polimorfo da celulose de maior resisténcia mecanica (PAAKO et al., 2007). Nos
difratogramas da PM e CPM é possivel observar ainda um pico de baixa intensidade em torno
de 26 = 34° que corresponde ao plano (040) da celulose I. O difratograma dos NWC exibiu
uma reflexdo intensa em 20 = 20,7°, dando origem a um tipico padrdo de celulose I e uma
pequena reflexdo em 20 = 11,4° referente a4 fragdo amorfa residual. Portanto, a estrutura
cristalina original da celulose, de maior resisténcia mecénica, foi mantida nos nanowhiskers

apos a hidrolise acida.

Intensidade (u.a)

Figura 40. Difratogramas da palha de milho (PM); celulose obtida ap6s o processo de
branqueamento (CPM) e nanowhiskers liofilizados (NWC).

Os indices de cristalinidade, medidos pela integracéo das areas amorfas e cristalinas de
cada amostra, sdo apresentados na Tabela 24. Pode ser constatado que os tratamentos

quimicos empregados na palha de milho afetaram o grau de cristalinidade da celulose e dos
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nanowhiskers de celulose. Comparando a amostra da palha de milho sem nenhum tratamento,
com a amostra apos o0 processo de branqueamento, houve um aumento de cerca de 11 % da
cristalinidade. Ap6s o processo de hidrdlise, onde o acido foi o responsavel por remover a
parte amorfa da celulose, a cristalinidade aumentou ainda mais, confirmando que as regifes
amorfas foram eliminadas da fibra pela hidrdlise &cida. Neste caso, 0 maior valor de Ic para
0os NWC indica a eficiéncia do H2SOs em promover a hidrolise das regiGes amorfas da

celulose.

Tabela 24. indice de cristalinidade (%) da palha de milho, polpa de celulose e nanowhiskers.

Indice de Cristalinidade — Ic (%)

Palha de milho 25,33
Polpa de celulose 28,40
Nanowhiskers 55,04

2.4. Espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier (FTIR) da

fibra, polpa de celulose e nanowhiskers.

A espectroscopia de infravermelho tem sido muito utilizada na pesquisa com materiais
celulosicos, pois representa um método simples de se obter informacGes diretas sobre as
mudancas que ocorrem durante os diferentes tratamentos quimicos. Neste trabalho a
espectroscopia no infravermelho foi utilizada para avaliar a remogdo da hemicelulose e
lignina ap6s os processos quimicos os quais a palha de milho foi submetida. Na Figura 41 séo
mostrados os espectros no infravermelho da palha de milho ndo tratada (PM), da polpa de
celulose obtida ap6s o processo de branqueamento (CPM) e dos nanowhiskers liofilizados
(NWC).

A regido caracterizada por uma banda larga na faixa entre 3100 e 3700 cm?,
corresponde a celulose, hemicelulose e lignina, e é atribuida a vibracdo axial dos grupos
hidroxilas destas macromoléculas. Observa-se que este sinal sofre modificacbes em funcéo do
tratamento alcalino, atingindo uma freqiiéncia de 3351 cm™ para a palha de milho tratada com
NaOH 2,0 % e 3364 cm™ para os nanowhiskers de celulose obtidos por hidrdlise acida. O
pico em 670 cm™, caracteristico do grupamento COOH, esta presente em todos 0s espectros.

A presenca de uma banda em 2928 cm™ no espectro da palha de milhoé atribuida aos
estiramentos das ligagGes de C-H alifaticos. Ainda se destaca o pico em 1731 cm™ que é

atribuido aos grupos ester acetil e urdnicos de hemiceluloses ou a ligacdo éster do grupo
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carboxilico de acidos ferulico e p-cumarico da lignina e/ou hemiceluloses (SUN et al., 2005;
SAIN e PANTHAPULAKKAL, 2006). Este pico praticamente desaparece nos espectros da
CPM e dos NWC, devido a remocdo de hemicelulose, relacionada com a purificacdo e a
hidrélise &cida utilizada. Sgriccia et al. (2008) observaram o desaparecimento do sinal em
1730 cm™ apds tratamento alcalino, justificado pela remocdo de hemicelulose. Os picos em
1634 e 1244 cm™ sdo atribuidos ao estiramento C=C da vibrac&o do anel aromético da lignina
e ao estiramento C-O-C da hemicelulose, lignina e celulose, respectivamente. Também
observou-se na fibra em estudo uma banda em 1640 cm™ caracteristico da 4gua adsorvida nas
moléculas de celulose (MORAN et al., 2008).
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Figura 41. Espectros de FTIR palha de milho (PM), da polpa de celulose (CPM) e dos
nanowhiskers (NWC).

O pico em 1556 cm™ no espectro da celulose é indicativo da presenca de lignina sendo
atribuido a vibracao do esqueleto aromatico C=C (XIAO et al., 2001; SUN et al., 2005). Este
pico diminui no espectro dos nanowhiskers indicando remocdo parcial da lignina. Esta
minima mudanga nos espectros indica que o tratamento alcalino ndo removeu totalmente esta
macromolécula, mas promoveu remocéo parcial na superficie da fibra. A presenca de lignina
mesmo apds o tratamento alcalino esta de acordo com os resultados da analise de difracdo de
raios-x, onde a area amorfa (lam), utilizada no célculo do indice de cristalinidade,
corresponde em grande parte a presenca deste composto nas fibras.

O pico pequeno e estreito em 1374 cm™ no espectro da celulose esta relacionado com
a vibracdo C-H devido a deformacgdo assimétrica da celulose e lignina como relatado na
literatura (LU e HSIEH, 2010). O espectro da CPM também mostra uma banda a 1647 cm™
caracteristico de moléculas de agua adsorvida pela celulose (MORAN et al., 2008).
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Com a andlise FTIR foi possivel perceber que uma alteracdo na organizacao cristalina
faz com que o perfil espectral das amostras seja alterado através da reducdo ou aumento da
intensidade ou mesmo o desaparecimento e surgimento de picos caracteristicos das regides

cristalinas das amostras.

2.5. Termogravimetria (TGA) / Termogravimetria derivada (DTG) da fibra,

polpa de celulose e nanowhiskers.

A degradacdo térmica dos materiais foi estudada através do uso da termogravimetria.

As curvas de degradacdo sdo mostradas na Figura 42 (a, b).
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Figura 42.Curvas TGA (a) e DTG (b) da palha de milho, da polpa de celulose e dos
nanowhiskers obtidos em atmosfera de N2 com razéo de aquecimento de 20 °C/min.

Na andlise da curva de decomposi¢cdo da palha de milho, nota-se quatro eventos de
perda de massa. O primeiro evento térmico, entre 25 e 143 °C, esta relacionado a perda da
umidade da fibra. Apesar de secas previamente, a total eliminacdo de agua é dificultada pelo
préprio carater hidrofilico da fibra. Este resultado corrobora com o obtido no infravermelho,
onde uma freqiiéncia em 1640 cm™ foi atribuida & presenca de agua na fibra. A palha de
milho mantém uma estabilidade térmica até 230 °C quando se inicia a decomposi¢do da
hemicelulose na faixa de temperatura de 241 — 344 °C. Observou-se também o terceiro
evento, em torno de 370 °C, atribuido a perdas de componentes volateis da celulose com
perda de massa de aproximadamente 33 %. O quarto evento, acima de 440 °C e com perda de
massa 22%, ¢ atribuido a pirdlise da lignina prosseguindo com o aumento de temperatura até
ocorrer degradacdo quase que total em torno de 666 °C. Este trabalho estd compativel com o
estudo realizado por Santos et al. (2011) que evidenciaram que em temperaturas em torno de

433 °C predomina a decomposi¢do lenta da lignina. Yang et al. (2007) investigando as
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caracteristicas da pirdlise dos trés principais componentes da biomassa (celulose,
hemicelulose e lignina), relataram que a lignina € um macrocomponente mais dificil de
decompor. A palha de milho apresentou ao final da analise menor teor de residuo (5,27 %).

Na celulose obtida apds o processo de branqueamento da palha de milho pode-se
observar a presencga de trés eventos de perda de massa. O primeiro evento térmico ocorre
entre 25 e 144 °C e esté relacionado a perda de umidade. O segundo evento, entre 247 e 262
°C com velocidade de méaxima de degradacdo em 250 °C pode ser relacionado a
decomposicdo da matéria organica com geracdo de material carbonizado, que finalmente é
queimado na faixa de 262 a 476 °C, com temperatura maxima em 350 °C. Os dois Ultimos
eventos representam uma perda de massa de 56,5 % em relacdo a massa inicial. Percebe-se
qgue a CPM apresenta maior estabilidade térmica que a fibra ndo tratada. Isso se deve ao fato
de que o componente que degrada em menor temperatura ja foi removido.

No estudo realizado por Raad et al. (2006) detectaram a estabilidade térmica e faixa de
temperatura de decomposicdo da hemicelulose, celulose e lignina em fibras de eucaliptos,
coco de babacu e piacava. Segundo estes autores, esses componentes se decompdem em
diferentes faixas de temperatura: a hemicelulose entre 200 e 300 °C, a celulose entre 240 e
350 °C e a lignina entre 350 e 500 °C.

Quanto os NWC obtidos por hidrdlise &cida com H2SOs, em aproximadamente 27 °C
ocorre um primeiro evento com perda de massa de 9,9 %, devido a evaporacdo da agua
adsorvida pelos nanowhiskers. Entre 195 e 210 °C, os nanowhiskers se mantém estaveis,
havendo uma perda intensa de massa (55,2 %), a partir de 211 °C até 450 °C indicando a
substituicdo dos grupos hidroxila pelos grupos sulfatos acidos na etapa de hidrdlise que
diminuem a energia de ativacdo para a degradacdo da celulose, tornando a amostra menos
resistente a pirolise, ocorrendo reacGes de desidratacdo, liberando agua e catalisando a sua
decomposicdo. Acima de 462 °C ocorrem as quebras de ligacdo das moléculas de celulose
mais internas, isto é, que n&o fizeram contato com o 4cido sulfirico (MORAN et. al, 2008).

Diante disto é possivel concluir o tratamento removeu compostos (polioses) que
degradam antes da celulose e que o tratamento com 2,0 % de NaOH teve bons resultados
frente a analise térmica. Varma et al.(1986), investigando adegradacdo quimica das fibras de
coco, também verificaram uma estabilidade térmicaadicional apos tratamento quimico com
NaOH. Maheswari et al. (2008) investigando adegradagdo térmica de fibras de tamarindo,
observou um aumento na temperatura de degradacg&o inicial e final das fibras apos tratamento

alcalino.
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2.6. Microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) dos nanowhiskers

A microscopia eletronica de transmissdo (TEM) permite visualizar as dimenses, a
forma e a disposi¢cdo dos nanowhiskers de palha de milho, confirmando assim, que a
suspensdo aquosa contém nanowhiskers, corroborando com os resultados de difracdo de raio-
X, mostrando também que os nanowhiskers apresentaram-se principalmente em agregados
com algumas nanoparticulas dispersas, coincidindo com o modelo estrutural proposto
primeiramente por BATTISTA e SMITH (1962) e os anos seguintes por SAMIR et al. (2005)
e ROSA et al. (2010). E possivel também determinar a razdo comprimento/diametro, ou L/D,
e discutir os efeitos dos tratamentos e das condicGes de hidrolise (KAMEL, 2007).

As Figuras 43 (a), (b), (c) e (d) mostram a disposi¢do dos nanowhiskers de celulose
extraidos por meio de hidrdlise &cida de palhas de milho branqueadas. A aparéncia é de um
reticulado tridimensional formado pelos NWCs. Tridimensional devido aos tons mais escuros
e claros, que poderiam significar uma proximidade ou afastamento, criando véarias camadas
sobrepostas umas as outras. Os NWC, caracterizados pelo comprimento das particulas (L),

largura (D) e razéo de aspecto (L / D) s&o mostrados na Tabela 25.

Figura 43. Micrografias obtidas da suspensdo de nanowhiskers de palha de milho.
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Tabela 25. Dimensdes dos nanowhiskers preparados por hidrolise acida determinada a partir
de imagens de TEM.

Minimo Maéaximo Meédia

Comprimento (L — nm) 168 610 356,3+98
Diametro (D — nm) 4,3 10,1 7,0+1,86
Razéo (L/D) 22,6 106,3 54,7+24

Tipicamente, os monocristais de celulose extraidos da palha de milho apresentaram
comprimentos que variaram de 168 a 610 nm e didmetros situados entre 4,3 e 10,1 nm,
reproduzindo uma razdo de aspecto de 54,7 + 24, considerada alta, o que teoricamente
proporcionaria capacidade de reforco caso incorporado em matrizes poliméricas.

Estudos envolvendo a morfologia de nanowhiskers de celulose obtidos a partir de
diversas fontes através de microscopia eletronica de transmissdo demonstram a tendéncia que
essas particulas tém em se agregar e confirmam sua alta raz&o de aspecto (L/D) (ANGLES e
DUFRESNE, 2000; SAMIR et al., 2004; KVIEN et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2006;
BONDESON et al., 2006; OKSMAN et al., 2006; ELLAZZOUZI-HAFRAQUI et al., 2008;
BRAUN et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2009; ROSA et al., 2010; MACHADO, 2011;
SILVA, 2013).

O tamanho das fibras (associado diretamente a razdo aspecto) €, em especial, ligado ao
ganho em propriedades mecénicas quando usadas como agente de reforco em compositos.
Como relatado na literatura, fibras longas proporcionam, em geral, maiores ganhos em
propriedades mecanicas, enquanto fibras curtas acrescentam menores ganhos, ja que tensoes-
deformacbes de cisalhamento na regido interfacial fibra-matriz sdo responséaveis pela
transferéncia de tensdes em compdsitos (MASOUMY et al., 2004).

2.7. Massa molecular média (MM) dos nanowhiskers

A avaliacdo da massa molecular média (MM) dos nanowhiskers foi realizada por GPC
CLAE-IR, em comparagdo com padrdes de dextranas de diferentes pesos moleculares (Tabela
18). A Figura 44 mostra o perfil cromatogréfico da solucdo aquosa de NWC. Druzian (2000)
cita que o tempo de retencdo € o tempo que uma substancia leva para ser eluida atraves da
coluna, e que quanto menor o tempo de retencdo, maior a massa molecular da amostra. O

tempo de retencdo determinado para a solugdo de NWC (Tr = 4 3,07 min) foi maior que o
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encontrado pelo menor padrdo de dextrana (Tr = 32,56 min), indicando que a massa

molecular média dos nanowhiskers obtidos com a palha de milho foi menor que 102.000 Da.
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Figura 44. Cromatograma da solucdo de nanowhiskers obtidos com a palha de milho.

3. Amido de mandioca

O amido de mandioca foi caracterizado com o objetivo de conhecer a matriz
polimérica a ser utilizada na elaboracdo de filmes flexiveis (bionanocompositos). Estas
caracterizagdes envolvem analises de composicdo, difracdo de raios-x, microscopia eletrénica
de varredura, termogravimetria, calorimetria exploratéria diferencial, indice de solubilidade,

poder de inchamento e claridade da pasta de amido.

3.1. Composicao

O amido é constituido apenas de carboidratos, no entanto o produto industrial
apresenta outras substancias tais como: matéria graxa, proteinas e cinzas. Essas substancias
sdo partes da prépria planta de onde o amido foi extraido ea quantidade delas no produto final
depende da composicdo da planta e do método de extracédo e purificacdo; quanto menor o teor
destas substancias, melhor a qualidade do amido. Teores menores refletem processos de
extracdo e purificacdo mais eficientes (CEREDA, 2001). De modo geral, o amido de
mandioca € constituido do polissacarideo quase puro (99,26 %), contendo aproximadamente
0,34 % de proteina, 0,22 % de gordura e 0,06 % de cinzas (VELIKAVA e DIN'TKLYONG,
1971 apud AMANTE, 1986).

A literatura denomina os componentes, fibras, acucares totais e proteinas que ficam
apos a extracdo de fragdo ndo amildcea. Menor fracdo ndo amilacea proporciona maiores
rendimentos de extracdo e processos industriais mais simples (FRANCO et al., 2001). No

trabalho recente de Maieves et al. (2011), demonstrou que quanto maior o teor de amido na
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matéria-prima, menor a quantidade de residuos solidos gerados. A Tabela 26 mostra o0s

resultados obtidos para a composi¢do do amido de mandioca.

Tabela 26. Composicdo do amido de mandioca.

Umidade Cinzas Nitrogénio Proteinas Lipidios g:,kl);;g Amilose Amilopectina
00 () (07 ) (0 g () (%)

12,33+0,18),021+0,0 0,027+0,03 0,15+0,02 0,25+0,03 0,55+0,02 23,5+0,6 64,2+0,6

* Base seca; ** Base Umida
Média + Desvio Padrdo

A importancia da umidade do amido reside na padronizagédo do produto, essencial para
a industria. Por um lado assegura a estabilidade microbiologica do alimento conseguida a
custa da baixa atividade de agua, além de propiciar a normatizacdo do processo de
industrializacdo de diferentes produtos alimenticios que tém o amido como uma das suas
matérias-primas (NUNES et al., 2009). Como se pode observar na Tabela 26, o teor de
umidade estd dentro do padrdo aprovado pela RDC n° 263, de 22 de Setembro de 2005 que
especifica que a umidade maxima para amido de mandioca seja de 18 % (18 g/100 Q)
(ANVISA, 2005). A determinacdo das cinzas € Gtil para controlar a presenca de residuos de
solo no processamento do amido (MARCON, 2009). O teor de cinzas também encontra-se de
acordo com a legislacdo (maximo de 0,25 %)(ANVISA, 2005). Dos constituintes presentes
em menores concentracdes, o que mais influencia as propriedades funcionais dos amidos sdo
os lipidios. Presentes principalmente nos cereais, os lipidios afetam a gelatinizagdo,
modificam o comportamento reoldgico das pastas e inibem a cristalizacdo das moléculas,
reduzindo assim a retrogradacdo (WANG et al., 1993). O teor de lipidios do amido em estudo
foi de 0,25 %. Comparando com os resultados encontrados por Jensen et al. (2009), de 0,24 %
e Mali et al. (2005), de 0,28 % o valor foi condizente. O valor encontrado nesse estudo ficou
acima do encontrado por Rocha et al. (2008) para a mandioguinha salsa (0,13 %) e abaixo do
encontrado por Galdeano et al. (2009) para amido de aveia (1,36 %).

Mesmo que em pequenas quantidades, o amido pode ainda apresentar como
constituintes substancias protéicas. Alguns destes materiais contribuem como componentes
superficiais do granulo e desempenham papel importante em muitas aplicacbes do amido
(GALLIARD e BOWLER, 1987). Como esperado para amido de raizes e tubérculos, o amido
de mandioca mostrou baixo teor de proteina (0,15 %). Este valor foi menor que o encontrado
por Castro et al. (2005), que obteve 0,67 %. O teor de fibras do amido em estudo (0,55 %) é

condizente com o encontrado por Franco e Ciacco (1992) (0,6 %). Segundo Hoover (2001),
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amidos de raizes e de tubérculos sdo caracterizados por conter baixos teores de residuo
mineral fixo, lipidios e proteinas. No total, os teores destes compostos presentes no amido de
mandioca em estudo ndo atingiram 1,0 % do total, indicando a eficiéncia no processo de
extracdo desta matéria-prima que apresenta alto grau de pureza.

H4 relatos na literatura de que a amilose e amilopectina podem variar em funcéo da
existéncia de cadeias laterais. Esta suposicdo poderia explicar os diferentes resultados de
amilose obtidos pelos varios autores. Estas diferencas podem ser também atribuidas ao grau
de maturacdo e a idade das plantas, sendo que as diferentes proporcdes destes polimeros
influenciam na viscosidade e gelatinizacdo do amido (BOBBIO e BOBBIO, 1995). O
conteddo de amilose do amido de mandioca foi de 23,5 % (Tabela 26). Bicudo (2008),
encontrou teor de amilose para o amido de mandioca de 17,3 %, Peroni et al. (2006)
encontraram valores de 19,8 %; Silva e Cabello (2006), estudando seis diferentes amostras de
amido de mandioca, obtiveram resultados de amilose de 17,17 % a 19,67 %. Valores variando
de 25,95 a 32,09 % de amilose foram encontrados por Nunes et al. (2009), utilizando a mesma
metodologia empregada neste estudo. Ja Daiuto et al. (2002), utilizando como padrdo a
amilose extraida da mandioca, encontraram 23,45 % de amilose. A somatoria de todas as
substancias acompanhantes, entretanto, € de 0,99 %, atestando a pureza do amido extraido

para uso posterior na elaboracdo de filmes flexiveis (bionanocompdsitos).

3.2. Difratometria de raios-x (DRX)

Os granulos de amido, por serem parcialmente cristalinos, proporcionam padrbes
especificos de difracdo de raios-x. O tipo A é comum para amidos de cereais e 0 tipo B para
amidos de tubérculos e amidos ricos em amilose. Outro difratograma, o tipo C, é conhecido
como uma mistura dos diagramas do tipo A e do tipo B e é caracteristico da maior parte dos
amidos de legumes, e também de cereais que cresceram em condi¢cdes especificas de
temperatura e hidratacdo (PARKER e RING, 2001).

Alguns picos de intensidade de refracdo sdo caracteristicos do tipo de cristalinidade.
Para o padrdo A, estes picos aparecem, predominantemente, como um dupleto em 26 igual a
17 e 18° e um Unico pico ocorrendo em torno de 20 igual a 23°, além de um aumento na
intensidade relativa da banda em 26 igual a 15°. Amidos do padrdo B sdo reconhecidos pela
intensidade do pico correspondente a um dupleto em 20 igual a 5 ¢ 6°, um pico intenso a 17° ¢
um dupleto a 22 e 24°. Grande parte dos amidos de raizes e tuberosas possui padrdo de

difragdo de raios-x do tipo B. Porém, existem algumas exceg0es, tais como os amidos de
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batata-doce (A, C), de mandioca (A, Ca) e inhame (A) (HOOVER, 2001). O difatrograma do
amido de mandioca esta apresentado na Figura 45.

De um modo geral, os difratogramas de raios-x apresentam perfil semelhante, pelo
fato de que os amidos tém estrutura micro-cristalina. De acordo com Biliaderis (1992), Franco
e Ciacco (1995) e Lacerda (2006), a regido de maior cristalinidade é aquela que possui maior

concentracdo de amilopectina.
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Figura 45. Difratograma de raios-x do amido de mandioca.

Pode-se notar a presenca de cinco picos principais em torno dos angulos de difracéo de
15, 17, 18, 20 e 23° picos estes caracteristicos dos granulos de estrutura tipo A. A presenca de
um pico fraco ao redor do angulo de difracdo de 6° é atribuida ao tipo de cristalinidade B
(FRANCO et al., 2001). Este pico fraco, junto a um pico mais intenso em 17°, permite a
classificacdo desseamido como Ca (C com proximidade ao A), denominado por Kawabata et
al. (1984). Estes resultados estdo de acordo com Sarmento (1997) que observou o mesmo
padrdo de cristalinidade para amido de mandioca.

O amido em estudo apresentou indice de cristalinidade de 31,86 %. Buléon et al.
(1998), encontraram valor de indice de cristalinidade de 24,0 % e Ferrini (2006), de 25,24 %
para 0 amido de mandioca. J& Srichuwong et al. (2005) obteve 31,0 %, valor proximo ao

obtido neste trabalho.

3.3. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A Figura 46 mostra as fotomicrografias obtidas através de microscopia eletronica de
varredura do amido de mandioca. A Figura (a) estd com aumento de 500x, (b) de 700x, (c) de
1000x e (d) de 2000x.
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As variagdes de tamanho e forma dos granulos de amido sdo atribuidas a origem
bioldgica da planta. A morfologia do granulo de amido depende da bioquimica do cloroplasto
ou amiloplasto, assim como da fisiologia da planta (SINGH et al., 2003). No entanto, existem
diversos fatores que podem influenciar as propriedades do granulo de amido e, por
conseguinte, as suas propriedades fisico-quimicas, entre as quais se encontram os fatores
ambientais, como temperatura, armazenamento e praticas culturais aplicadas (KAUR et al.,
2007).

Figura 46. Microscopia eletrdnica de varredura de grénulos de amido de mandioca em
aumentos de (a) 500x, (b) 700x, (c) 1000x e (d) 2000x.

Pode ser observado na figura acima que a superficie da maior parte dos granulos de
amido apresenta-se lisa sem irregularidades ou porosidade superficial, destacando
principalmente os formatos circular e ovalado. Alguns granulos mostraram depressdes na
superficie como se fosse resultado da friccdo com outros granulos durante o processo de
extracdo do amido ou mesmo um tipo de corrosdo causada pelo ataque enzimatico.

A observacdo microscopica dos granulos de amido de mandioca mostrou granulos de
forma circular com diferentes tamanhos (4,4 a 27,8 pum), com uma distribuicdo concentrada
na faixa de 14,3 a 19,1um de didmetro. Segundo Rickard et al. (1991), as formas encontradas
para 0 amido de mandioca sdo redonda, oval, truncada, poligonal e cilindrica. Quanto ao

tamanho, Defloor et al. (1998) citam diametros variaveis de 3 a 32 um.
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Leonel (2007), analisando a forma de tamanho de granulos de amido de diferentes
fontes boténicas, observou as formas circulares e céncavo-convexas para mandioca, com
diferentes tamanhos, justificados pelo processo de tuberizacdo da raiz a partir de um cambio
central, com predominio de granulos com didmetro entre 15 e 20 um

Observagdes similares para amidos de diferentes fontes botanicas foram reportadas no
trabalho de Fennema (2000) que cita que o diametro médio do gréanulo do amido de milho
estd em 15 um; da batata branca em 33 pum; da batata doce entre 25 e 50 um; da mandioca em
20 um; do trigo entre 20 e 22 um e do arroz em 5 um. A variagdo no tamanho e forma dos
grénulos do amido de mandioca encontrados nesse estudo estdo de acordo com os reportados

na literatura.

3.4. Analise Térmica

3.4.1.Termogravimetria (TGA) / Termogravimetria derivada (DTG)

A Figura 47 apresenta as curvas TGA/DTG do amido de mandioca. A curva TGA da
amostra em estudo ilustra as perdas de massa em duas etapas, a primeira referente a

desidratacdo seguida da reacdo de decomposicdo do material, cujas temperaturas e

porcentagens de perda de massa estdo demonstradas na Tabela 27.
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Figura 47. Curva TGA (—) e DTG (---) de amido de mandioca.
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Constata-se na Figura 47 e Tabela 27 que o primeiro evento ocorre desde a
temperatura ambiente até 168 °C, correspondendo a 12,03 % de perda de massa atribuida a
saida de agua anteriormente absorvida pelo amido quando exposto ao ambiente. Foi
observado que o amido de mandioca degradou-se em apenas uma etapa, com perda de massa
de 82,83 %, na faixa de temperatura entre 312 e 433 °C e temperatura de velocidade méaxima
de degradacéo em torno de 339 °C. Entretanto, ainda restaram 5,14 % de residuos da amostra,
resultado de materiais que ndo conseguiram volatilizar a temperatura final de anélise, tais
como cinzas. De acordo com Liu et al (2009) a temperatura inicial de desidratacdo do amido
ndo afeta o inicio da temperatura de decomposicdo, porque toda dgua se evapora antes.

Tabela 27. Intervalos de temperaturas de desidratagcdo e de decomposicdo, temperaturas de
pico e perdas de massa obtidas por TGA do amido de mandioca.

Desidratacao Decomposicéo
Amostra
AT1(°C) Tp1(°C) Ami (%) AT2(°C) Tp2(°C) Am; (%)
Amido de mandioca 25 - 168 68 12,03  312-433 339 82,83

Segundo Aggarwal e Dollimore (1998), o tratamento térmico em amidos normalmente
leva a sua despolimerizacdo quando a temperatura aplicada excede 300 °C. De acordo com
Raphael (2006), o amido puro se degrada a 317 °C. Zang et al. (2002) reportam que 0 inicio
das reacdes térmicas de degradacdo do amido sdo ao redor de 300 °C.

Beninca (2008) relata em seu trabalho com amido nativo de mandioca trés eventos de
perda de massa. O primeiro, atribuido a desidratacdo do amido, ocorreu entre 30 e 113 °C
(12,8 %). Os eventos seguintes de decomposicdo ocorreram entre 309 e 347 °C (68,4 %) e
347 e 554 °C (19,2 %), respectivamente em andlise realizada no equipamento TG 60
(Shimadzu), massa da amostra de 9 mg, atmosfera de ar sintético a uma vazdo de 100 mL
min, razdo de aquecimento de 20 °C.min%, de 30 °C a 600 °C.

Raminez (2011) verificou que a perda de massa do primeiro estagio, relativo a saida
de 4gua do amido de mandioca, foi de 13,73 %, entre 40 e 120 °C. A decomposicdo da
amostra ocorreu em duas etapas, a primeira entre 310 e 350 °C (71,45 %) e a segunda entre
350 e 600 °C (14,0 %). O TGA foi realizado nas seguintes condicgdes: faixa de temperatura
em atmosfera inerte (N2) entre 25 e 550 °C, vazdo de 50 mL.min, razdo de aquecimento de
20 °C.min e balanga termogravimétrica Netzsch.

As condi¢bes nas quais as andlises termicas sdo realizadas podem influenciar
diretamente nos resultados obtidos, esses fatores pertinentes podem promover modificacdes

nas curvas TGA, DTA e DSC. Podem ser eles: razdo de aquecimento, natureza do suporte de
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amostras, profundidade do raio do orificio de suporte no qual é colocada a amostra,
localizagdo, natureza e dimensdes dos termopares diferenciais, equipamentos diferentes,
calibracdo do equipamento, natureza da substancia inerte utilizada como referéncia,
compactacdo da amostra e influéncia da atmosfera do forno (WENDLANT, 1986;
IONASHIRO, 2005).

3.4.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Em uma curva de DSC, picos exotérmicos e endotérmicos caracterizam transigdes ou
reacOes que tenham ocorrido durante a analise, como transicdo vitrea, gelatinizagdo, fusao,
oxidacdo e decomposicao, entre outras.

A gelatinizag&o ocorre quando o arranjo molecular entra em colapso, onde o granulo
de amido passa por alteracdes irreversiveis em suas propriedades, o granulo intumesce, ha
perda de birrefringéncia, solubilizacdo do amido e formacdo de pasta. O inicio da
gelatinizacdo e as condi¢fes em que ocorre sdo determinados pela concentracdo de amido,
método de anélise, tipo de granulo e fonte boténica (APLEVICZ, 2006). A energia requerida
para promover tal desordem molecular, entalpia de gelatinizacdo, pode ser observada por
DSC a qual, também, permite determinar uma faixa de temperatura onde ocorre a
gelatinizacdo (THOMAS e ATWELL, 1999). Em seu estudo, Biliaderis (1992), mencionam
que a ocorréncia de gelatinizacdo depende da quantidade de agua no sistema, influenciando,
assim, na curva DSC, quanto mais agua no sistema menor é a temperatura do evento e mais
definida é a curva.

O curva DSC e as propriedades térmicas do amido de mandioca avaliadas em
calorimetro diferencial de varredura (DSC 60) podem ser avaliadas na Tabela 28 e na Figura

48, respectivamente.

Tabela 28. Parametros de gelatinizacdo do amido de mandioca.

Tinicio (°C) 55,59
Toico (°C) 63,19
Tfina (°C) 68,10

AT (°C) 12,51
AH (Jg?) 10,16
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Figura 48. Curva DSC para 0 amido de mandioca.

Pode-se observar pela Tabela 28 que o amido de mandioca apresenta uma faixa de
temperatura de gelatinizacdo (12,51 °C), tal como descrito na literatura (COSTA, 2010).

Lacerda (2006) empregou técnicas termoanaliticas na caracterizacdo da hidrolise
enziméatica parcial de amidos de matérias-primas tropicais, para obter a entalpia de
gelatinizacdo. Para a anélise de DSC foi utilizado um DSC 60 Shimadzu, amido de mandioca
nativo e agua na razao aproximada de 1:4 (amido:agua) com repouso de 2 horas. Com auxilio
de micro-pipeta, foram retirados 10 pL da mistura e inserido a um cadinho de aluminio
selavel. O DSC foi realizado nas seguintes condicGes: atmosfera de ar sintético a uma vazao
de 100 mL.min’%; razdo de aquecimento de 5 °C.min™%, de 30 °C a 80 °C. Para tais condicdes,
a temperatura de pico de gelatinizagdo foi obtida em 63,43 °C e entalpia de 12,89 J.g%.

Freitas et al. (2004) também realizaram trabalhos com mandioca numa razdo de
aquecimento de 5 °C.min e com fluxo de nitrogénio a 50 mL.min* e encontraram To de 51,5
°C, Tp de 63,5 °C e AH de 6,5 J g%, iniciando a partir de uma suspensdo de 5,0 mg de amido
e 10,0 mg de agua, pesados diretamente no cadinho, onde permaneceram em equilibrio por 30
minutos. Os estudos de Lacerda (2006) e Freitas et al.(2004) foram realizados em condicgdes
diferentes as utilizadas neste trabalho, e os resultados indicam que possivelmente os granulos
de amido sofreram entumescimento diferenciado, uma vez que o preparo de amostra e tempo
de repouso foram diferentes.

O tamanho dos granulos pode influenciar nas temperaturas de gelatinizagéo (To e Tp),
onde granulos menores proporcionam maiores temperaturas de gelatinizacéo (inicial, de pico

e final). As temperaturas de gelatinizagéo e entalpias séo alteradas pela forma e a composi¢édo
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do grénulo (zonas cristalinas e amorfas), distribuicdo de pequenos e grandes granulos, e pelas
fontes dos amidos que podem conter quantidades diferenciadas de amilose, amilopectina e
fosforo (YONEMOTO et al., 2008).

3.5. Indice de Solubilidade (1S) e Poder de Inchamento (PI)

O indice de solubilidade e o poder de inchamento do granulo variam de acordo com
varios fatores, tais como: a origem do amido, o teor de amilose e amilopectina e o processo de
isolamento, fornecendo evidéncias da interagdo entre as cadeias nos dominios amorfos e
cristalinos dos polissacarideos. Com a entrada de agua, grande parte da amilose deixa 0s
granulos e contribui para o indice de solubilizacdo, determinado ap6s centrifugacdo do gel de
amido, no sobrenadante. (MARCON et al.,2007; NAKORN et al., 2009). O poder de
inchamento ¢ uma medida da capacidade de hidratacdo dos granulos, porque a sua
determinacéo consiste no peso do granulo intumescido (inchado) e da agua oclusa (ASAOKA
etal., 1992 apud MARCON et al., 2007).

Quando os granulos de amido intactos sdo colocados em agua fria, ndo sdo soluveis,
mas podem reter pequenas quantidades de agua, causando um pequeno inchamento reversivel
(WHISTLER e DANIEL, 1993). No entanto, quando o amido é aquecido em agua, acima da
temperatura de gelatinizacdo, a estrutura cristalina é rompida devido ao relaxamento das
ligaces de hidrogénio e as moléculas de agua interagem com os grupos hidroxilas da amilose
e da amilopectina. Isso causa um aumento do tamanho do granulo devido ao inchamento, com
solubilizacdo parcial (HOOVER, 2001).

Os resultados do indice de solubilidade, expressos em porcentagem em peso, e do
poder de inchamento, expresso em vezes de ganho de peso em relagdo a massa de amostra

inicial, so mostrados nas Tabelas 29 e 30.

Tabela 29. Efeito da temperatura no indice de solubilidade do amido de mandioca (%).

Amostra 25°C 55°C 65°C 75°C 85°C 95°C

Amido de mandioca 0,61+0,13 0,73+0,08 520+0,17 7,50+0,21 20,81+0,04 26,69=*0,15

Média + desvio padrio

Tabela 30. Efeito da temperatura no poder de inchamento do amido de mandioca (g H-O/g
amido base seca).!

Amostra 25°C 55°C 65°C 75°C 85°C 95°C

Amido de mandioca  2,89+0,09 3,08+0,12 1333+0,05 16,79+0,25 24,20+0,16 28,99+0,2

IMédia + desvio padrdo
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Analisando as tabelas acima é possivel verificar que o indice de solubilidade e o poder
de inchamento aumentam com o aumento da temperatura, sendo que apos 55 °C, os resultados
se tornam mais pronunciados, indicando a ruptura das ligacfes internas do granulo. Esse
comportamento era esperado, uma vez que a temperatura inicial de gelatinizagdo observada
no DSC foi de 55,6 °C. Tanto o IS quanto o Pl do amido dependem do arranjo das moléculas
de amilose e amilopectina nos granulos de amido e por isso os dois indices mostram
comportamento similar. O aumento da temperatura provoca rompimento de ligacOes
intermoleculares e a abertura das cadeias permite a entrada de moléculas de éagua
(AGUNBIADE e LONG, 1999).

Na temperatura de 95 °C foi encontrado os maiores valores de solubilidade (26,69 %)
e inchamento (28,99 g/g). De acordo com Hashim et al. (1992), durante a faixa de temperatura
de gelatinizacdo, o granulo de amido tem um limitado inchamento onde somente uma
pequena quantidade de carboidratos é solubilizada, mas a medida que a temperatura aumenta,
acima da faixa de temperatura de gelatinizacéo, existe um aumento do poder de inchamento e
uma grande quantidade de carboidratos € lixiviada a partir do granulo de amido.

Peroni (2003) determinou o Pl e o IS dos amidos de mandioca, batata-doce, araruta,
taro, madioquinha-salsa, inhame, biri, acafrdo e gengibre nas temperaturas de 60, 70, 80, 90 e
95 °C, mas apenas 0 amido de gengibre foi analisado a temperatura de 95 °C apresentando
poder de inchamento de 11,39 (g/g) e solubilidade de 10,59 %. Quanto as outras fontes, estas
foram estudadas até temperatura de 90 °C apresentando os seguintes resultados para poder de
inchamento e solubilidade, respectivamente, mandioca 78,33 (g/g) e 30,47 %, batata-doce
23,71 (g/g) e 16,53 %, araruta 41,06 (g/g) e 19,47 %, taro 19,03 (g/g) e 5,91 %,
mandioquinha-salsa 71 (g/g) e 27,07 %, inhame 21,19 (g/g) e 15,05 %, biri 21,81 (g/g) e 6,0
% e acafrdo 27,82 (g/g) e 13,03 %. Ratnayake et al. (2001) encontraram um valor de
solubilidade de 27,2 % para amido de lentilha a 95 °C.

Amidos ricos em amilose mostram inchamento e solubilidade restritos, mesmo apds
um periodo prolongado de aquecimento (CEREDA et al., 2002). Sandhya Rani e
Bhattacharya (1989) mostraram que granulos de amido com baixa quantidade de amilose sdo
menos rigidos e absorvem mais agua quando aquecidos. Cereda et al. (2002) mostraram
valores de amilose para amidos de mandioca (20,4 a 25,4 %), batata (17 a 21,8 %), milho
(15,6 a 25,8 %), trigo (13 a 18,2 %), batata-doce (18,7 a 21,3 %), mandioquinha-salsa (14,2 a
18,0 %). Comparado a esses valores com o amido em estudo, o valor encontrado (23,5 %)

esta condizente com o mostrado pelo autor.
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3.6. Claridade da Pasta de Amido

A claridade de pasta é um atributo importante para aplicacdo do amido em alimentos.
Dependendo do produto, pode ser preferivel a caracteristica de transparéncia ou de opacidade.
Segundo Craiget al. (1989), as pastas podem ser classificadas em duas categorias, dependendo
da sua estrutura. A pasta transparente possui pouca associacdo das cadeias apds a formacao de
pasta, sem estrutura granular, o que favorece a passagem da luz através dela. A pasta opaca
apresenta uma estrutura granular mais organizada, com maior associagdo entre as cadeias, 0
que dificulta a passagem de luz. Entre essas pode haver variac6es na claridade de acordo com
a associacdo molecular.

A transparéncia da pasta medida por absorbancia (640 nandmetros) € mostrada na
Figura 49. No resultado apresentado, o gel de amido de mandioca apresentou absorbéncia de
0,43 a 640 nm, apds 5 dias de armazenamento a temperatura de 4 °C, onde foi possivel
observar também o aumento da turbidez dos géis com o tempo de estocagem. Esse aumento
da turbidez pode estar relacionado com o rearranjo das moléculas de amilose e amilopectina,

0 que provoca a dispersdo da luz.
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Figura 49. Absorbéancia a 640 nm para o gel de amido de mandioca armazenado a 4 °C
durante 5 dias.

Craig et al. (1989) encontraram a 650 nm valores de absorbancia para pastas de amido
de batata de 0,36; mandioca de 0,48; trigo de 0,92 e milho de 1,22. Amidos com maior teor de
amilose e com alta tendéncia a retrogradacéo apresentam géis opacos e mais firmes, pois a

maior compactacdo das moléculas dificulta a passagem de luz (SILVA et al., 2006 e
MATSUGUMA, 2006). Nesse trabalho foi encontrado teor de amilose 23,5 % e absorbancia
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de 0,43 % ao final do tempo de andlise indicando coeréncia com os resultados encontrados na
literatura.

Takizawa et al. (2004) em seu trabalho ndo apresentaram valores numéricos para
andlise de claridade de pasta. Adotaram uma classificacdo como transparentes, translicidas
(podendo ser considerada como moderadamente transparente) e opacas. Para seus amidos
oxidados a maioria foi considerada como transparente e transldcida, ja para os amidos nativos

a Unica amostra considerada como transparente foi a mandioquinha-salsa.

4. Filmes Flexiveis (bionanocompdsitos)

Nesta etapa foi realizado um planejamento estatistico DCCR (Delineamento
Composto Central Rotacional) fracionado 2%, com dois pontos axiais (a = + 1,41) para cada
variavel independente e triplicata do ponto central, totalizando 27 experimentos. A elaboragdo
dos filmes flexiveis (bionanocompositos) foi realizada segundo a técnica casting, ou seja,
solucdes filmogénicas com diferentes percentagens de amido de mandioca (3,5 a 5,5 %),
glicerol (0,6 a 1,6 %), goma xantana (0,0 a 0,06 %) e nanowhiskers (0,0 a 0,6 %) foram
preparadas e a influéncia de cada componente sobre as respostas (espessura, atividade de
agua, umidade, permeabilidade ao vapor d’agua, taxa de permeabilidade ao vapor d’agua,
solubilidade em &gua, intumescimento em agua, tensdo na ruptura, deformacdo na ruptura,
modulo de elasticidade, analise termogravimétrica e cor) foi investigada. Para comparacao
dos resultados das analises foi utilizado um controle (C - filme de amido de mandioca e
glicerol sem a goma xantana e os nanowhiskers de celulose), composto de 4,5 % de amido de
mandioca e 1,1 % de glicerol. Para a formulacdo do controle, usou-se como parametro os
percentuais de amido e de glicerol que mais estiveram presentes nas formulacdes obtidas pelo
planejamento experimental. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada a 95 % e a 99 %
de confianca, entretanto, para melhor compreensdo dos resultados, a discussdo dos subitens

mostrados a seguir foi realizada a 99 % de confianca.

4.1. Propriedades de barreira dos bionanocompdsitos

Os bionanocompositos foram elaborados a partir de valores estabelecidos pelo
planejamento experimental, sendo pesadas para todas as formulagfes 50 gramas de solugéo
filmogénica em placas de Petri, que os deixaram com espessuras variaveis. Os resultados
encontrados foram inicialmente tratados pelo teste de Tuckey para identificar se as alteragdes

nos parametros avaliados foram significativas ao nivel de 99 % de confianca.
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A medida de espessura variou entre os diferentes ensaios de 0,111 mm para o0 E2 (4,00
% de amido de mandioca, 0,85 % de glicerol, 0,015 % de xantana e 0,45 % de nanowhiskers)
a 0,152 mm para o E15 (5,00 % de amido de mandioca, 1,35 % de glicerol, 0,045 % de
xantana e 0,15 % de nanowhiskers) havendo dessa forma diferengas significativas entre as
amostras avaliadas (p<0,01) quando comparadas com o filme controle (0,153 mm) (Tabela
31).

Segundo Gennadios et al. (1993), o controle da espessura dos filmes é importante para
definir a uniformidade desses materiais, para a repetibilidade das medidas das propriedades e
validade das comparacges entre propriedades dos filmes. A espessura dos filmes de amido é
de dificil controle, sobretudo nos processos de producéo do tipo casting (SOBRAL, 1999). Da
Matta Junior (2009) cita que este parametro pode variar com a composicdo utilizada,
quantidade de solucdo filmogénica adicionada a placa e processo de obtencdo dos mesmos,
dentre outros fatores.

Vaérios estudos de filmes de amido elaborados por casting e plastificados com acgucar
invertido e sacarose, com incorporacao de polpa de manga e acerola (SOUZA et al., 2011),
extrato e azeite de dendé (GRISI, 2008), cacau e extrato de café (SILVA, 2009), relatam
espessuras que variaram de 0,123mm a 0,141mm, 0,125 a0,160 mm e de 0,113 a0,143 mm,
respectivamente, sem diferencas significativas entre as diferentes formulagdes (p>0,05). A
mesma matriz plastificada com glicerol e com incorporacdo de extrato de erva-mate e polpa
de manga foi moldada na forma de filme por casting, resultando em espessuras que variaram
entre 0,111 mm a 0,125 mm, sem diferencas significativas entre as formulagdes (p>0,05)
(REIS, 2011). Liu et al. (2005) estudaram a espessura de filmes de amido de ervilha obtidos
por extrusao e encontram valores bem mais elevados de espessura (0,327 a 0,422 mm) do que
estes obtidos por casting.

De acordo com o grafico de Pareto (Anexo |, Figura 1), a espessura dos filmes foi
influenciada significativamente (p<0,01) pelo efeito linear da concentracdo de amido de
mandioca. Fato esteja esperado, na qual o percentual de amido presente na formulacdo é o
principal responsavel pela espessura dos bionanocompositos.

A andlise de variancia (ANOVA), reportada no Anexo Il, mostra que um modelo
polinomial de segunda ordem foi ajustado para a variavel espessura com 99 % de confianca e,
portanto considerado preditivo. A predicdo do modelo foi verificada pelo fato do F calculado
ter sido aproximadamente 5,3 vezes maior do que o F tabelado. De acordo com Barros Neto et
al. (2010) o valor de F calculado deve ser de 4 a 5 vezes maior que o F tabelado para o

modelo ser preditivo.
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Tabela 31.Médias (z desvio padrdo) das andlises de caracterizacdo das formulacdes dos filmes e controle (C). e (espessura - mm); aw (atividade de
agua); U (Umidade - %), PVA (permeabilidade ao vapor de agua - g/Pa.s.m), TPVA (taxa de permeabilidade ao vapor de agua - g/dia.m?), S
(solubilidade - %) e SW (grau de intumescimento - g &gua/g solidos secos).

Ensaio Ar(%do Gllgzrol Go/z( NX/\SC exdp aw = dp U=+dp PVA £+ dp TPVA £dp S+dp SW +dp
Controle 4,50 1,10 - - 0,15340,06  0,532+0,06%%¢  14,68+0,1Pcde 2,16x108+0,3defgh 328+0,14 19,41+0,08°"¢ 3,78+0,2¢
1 4,00 0,85 0,015 0,15 0,125+0,05'™ 0,561+0,2P 12,82+0,49" 1,51x108+0,5mn 2660, 1) 19,330,219 4,89+0,2¢
2 4,00 0,85 0,015 0,45 0,111+0,19 0,553+0,09b 12,55+0,069" 1,53x10°8+0,09mn 289+0,2" 18,45+0,06! 5,37+0,06"¢4
3 4,00 0,85 0,045 0,15 0,113+0,04P4 0,564+0,1° 13,70+0,09¢def9 1,21x108+0,4° 238+0,03" 16,51+0,08' 5,80+0,04°¢4
4 4,00 0,85 0,045 0,45 0,112+0,2¢ 0,554+0,1P 13,41+0,068%9 1,31x108+0,07"° 286+0,5™ 17,78+0,2M 5,94+0,12b¢
5 4,00 1,35 0,015 0,15 0,12620,03' 0,506+0,3f¢h 14,67+0,04¢de 1,90x108+0,21! 288+0,07' 19,58+0,09%f 3,04+0,05M
6 4,00 1,35 0,015 0,45 0,125+0,05"m 0,459+0,1™ 14,22+0,3cdef 2,00x108+0,1ni! 298+0,29 19,91+0,06%¢ 2,79+0,02%
7 4,00 1,35 0,045 0,15 0,149+0,08¢  0,526x0,06%&f 14,94+0,04b¢ 1,59x108+0,1mn 262+0,5) 21,55+0,2¢ 2,80+0,07%
8 4,00 1,35 0,045 0,45 0,121+0,04" 0,477+0,075m 14,06+0,12 1,68x108+0,06'™ 275+0,5M 21,08+0,01¢ 2,73+0,05%
9 5,00 0,85 0,015 0,15 0,133+0,02h,'i  0,519+0,07&f9 13,52+0,14&f9 1,63x108+0,2ikm 247+0,4'm 19,59+0,15%9 5,38+0,3%¢
10 5,00 0,85 0,015 0,45 0,132+0,05" 0,481+0, 2! 13,01+0,03"gh 2,34x10°8+0,3cde 291+0,05M 20,11+0,06¢ 5,85+0,3¢%4
11 5,00 0,85 0,045 0,15 0,146+0,08¢d 0,551+0,02b¢ 12,94+0,2f9.n 1,94x108+0,079Nii 306+0,01F 18,97+0,3% 6,05+0,6?
12 5,00 0,85 0,045 0,45 0,138+0,03%f9  0,489+0,02Ni 10,95+0,02 2,21x108+0,09¢fgni 326x0,1f 18,32+0,18f9n 6,10+0,22°
13 5,00 1,35 0,015 0,15 0,144+0,024 0,500+0,059:ni 13,40+0,2¢8f9 2,27x108+0,19¢f9 307+0,3¢f 20,11+0,06¢ 3,540,059
14 5,00 1,35 0,015 0,45 0,137+0,18%9 0,409+0,1" 10,30+0,2) 2,58x108+0,10¢ 325+0,5¢ 22,77+0,05° 3,050,07M
15 5,00 1,35 0,045 0,15 0,152+0,072®  0,462+0,01'™ 13,03+0,1feh 2,15x108+0,05¢&fgh 333+0,4¢ 21,84+0,2° 2,84+0,041
16 5,00 1,35 0,045 0,45 0,150,+0,042ab 0,408+0,02" 10,02+0,041 2,78x108+0,32b 339+0,44 22,67+0,03°¢ 2,76+0,05%
17 3,50 1,10 0,030 0,30 0,116+0,09°P 0,403+0,06" 12,34+0,0890 2,26x10°8+0,09def9 369+0,08P 17,31+0,06+ 2,99+0,1M
18 5,50 1,10 0,030 0,30 0,145+0,14 0,404+0,02" 9,99+0,06! 2,34x108+0,1cdef 311+0,1¢8f 24,460,07° 6,42+0,05%°
19 4,50 0,60 0,030 0,30 0,130+0,07i 0,399+0,01" 13,47+0,024ef9 1,53x108+0,1m" 275+0,05! 14,32+0,011m 2,68+0,08"
20 4,50 1,60 0,030 0,30 0,144+0,054 0,368+0,09° 12,60+0,39n 2,98x108+0,52 363+0,3d 26,440,092 2,52+0,07)
21 4,50 1,10 0,000 0,30 0,137+0,2¢f9 0,548+0,3P¢ 14,78+0,20cd 2,67x108+0,092 374+0,2° 18,890,029 3,42+0,059"
22 4,50 1,10 0,060 0,30 0,117+0,07° 0,462+0,1'm 12,03+0,040i 1,99x108+0,06%0 341+0,22 17,33+0,1}! 5,22+0,3¢%4
23 4,50 1,10 0,030 0,00  0,136+0,06%9" 0,553+0,1P 14,99+0,012b 2,01x108+0,08¢8fghi 350+0,07¢ 19,43+0,08"9hi 2,82+0,11
24 4,50 1,10 0,030 0,60 0,122+0,04™"  0,539+0,08? 9,85+0,07) 2,10x108+0,3fohi 353+0,1¢ 20,48+0,2¢ 4,77+0,06°
25* 4,50 1,10 0,030 0,30 0,135+0,099:hi 0,557+0,3° 14,23+0,042 2,64x108+0,20¢ 340+0,032 19,43+0,04%¢f9 3,51+0,099"
26* 4,50 1,10 0,030 0,30 0,139+0,2¢ef 0,550+0,08bc 14,22+0,022 2,66x108+0,09bcd 344+0,22 19,40+0,1%¢f9 3,85+0,049
27* 4,50 1,10 0,030 0,30 0,140+0,02¢ 0,554+0,1bcd 14,26+0,012 2,60x108+0,3bcd 342+0,52 19,42+0,09¢¢%9 3,64+0,19"
Intervalo 3,50-550 0,60-1,60 0,00-0,06 0,0-0,6  0,111-0,153 0,403-0,564 9,85-14,99 1,21x10%-2,98 x10°8 247-374 14,32-26,44 2,52-6,42
RM - - - - 27,4% 24,2 % 32,9% 43,9% 24,7% - 33,3%
AM - - - - 0,0% 5,6 % 2,0% 27,5% 12,3% 64,4% 41,1%

* Pontos Centrais. Valores que apresentam a mesma letra, numa mesma coluna, ndo apresentam diferencas significativas (p>0,01) pelo Teste de Tuckey a 99 % de confianga.

R M — Redugo méaxima das respostas em relacéo ao filme controle. A M - Aumento méaximo das respostas em relagéo ao filme controle.
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O tratamento dos dados experimentais para os diferentes ensaios resultaram em
equacOes polinomiais de segunda ordem para cada superficie de resposta gerada para a
espessura (e) dos bionanocompositos, em funcdo das variaveis independentes, amido de
mandioca (%, Xi), glicerol (%, X2), goma xantana (%, X3) e nanowhiskers (%, X4) (Anexo
I11). No Anexo IV séo apresentados os gréficos de superficie de resposta gerados, a 99 % de
confianca, entre as interacbes Amido x Glicerol, Amido x Goma xantana, Amido X
Nanowhiskers, Glicerol x Goma xantana, Glicerol x Nanowhiskers, Goma xantana X
Nanowhiskers para os 27 ensaios do planejamento experimental. O valor do coeficiente de
determinacéo (R?) do modelo foi 92,1 %, indicando que o modelo apresenta bom ajuste, e que
apenas 7,9 % do total de variacdes ndo podem ser explicados pelo modelo proposto.

Observa-se nas superficies de resposta obtidas a partir dos modelos codificados para a
variavel dependente espessura (Anexo V) que quanto mais elevado o teor de amido maiores
séo os valores de espessura, entretanto a adi¢ao de glicerol, goma xantana e nanowhiskers nas
concentracgdes testadas ndo exerceu influéncia sobre este parametro. O efeito do teor de amido
na espessura de filmes foi demonstrado por outros autores. Wang et al. (2007), estudando o
efeito do aumento da concentracdo de amido de batata, obtiveram filmes com espessura de
0,044 mm para 2,0 % e de 0,069 mm para 3,0 % de amido. Estes filmes eram adicionados de
glicerol (1:2 p/p amido/ glicerol).

A atividade de agua (aw) € um dos parametros mais importantes na conservacao de
alimentos, tanto no aspecto bioldgico como nas transformacdes fisicas. Dessa forma, podem
ser previstas reacOes de oxidacdo lipidica, escurecimento ndo enzimaético, atividade
enzimatica, desenvolvimento de microrganismos, assim como o comportamento de misturas
de alimentos com diferentes valores de atividade de agua e sistemas de embalagens (NETO,
1976). O prazo de validade de produtos pereciveis é, geralmente, maiores para sistemas com
valores baixos de aw (MATHLOUTHI, 2001). Termodinamicamente, aw € definida como a
razdo entre a tendéncia de escape (fugacidade, f) da d&gua em um sistema (por exemplo, um
produto alimentar ou uma embalagem/filme) e a fugacidade da agua pura (fo), aw = f/Fo
(SILVA, 2013).

Neste contexto, o percentual de agua livre presente nos filmes biodegradaveis € um
parametro importante na utilizacdo deste biomaterial como embalagem. Os valores de aw
variaram de 0,403 a 0,564 entre 0s 27 ensaios, sendo aproximadamente 70 % deles menores
do que o controle (0,532) (Tabela 31).

A Figura 50 seleciona os graficos de Pareto para as variaveis independentes cujos

resultados exercem maior influéncia no comportamento dos bionanocompositos (atividade de
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agua e permeabilidade ao vapor d’agua). Analisando 0 Pareto gerado para a atividade de agua
(Figura 50a), constata-se que esta variavel é influenciada significativamente (p<0,01) pelo
amido, glicerol e nanowhiskers, sendo o glicerol a variavel que exerceu de forma quadratica
maior influéncia nesta propriedade. As variaveis significativas apresentaram efeitos negativos,
indicando que 0 aumento em suas concentragdes acarreta uma reducdo na atividade de agua
dos bionanocompdsitos (Anexo VI). A obtencdo de filmes com baixos valores de aw € muito
importante, pois esta varidvel apresenta influéncia direta no tempo de armazenamento dos

filmes de amido e na sua funcionalidade em geral.

SheeralQ) s | @l s
amidoQ) e Wanide(L) s
@akeerolL) e e @@=
wwewy 77777777 s SheerolQ) e
Wamido(L) 2 e amidelQ) e
Wyl 77 ).o554m X )1
LbyAL O -3.15598 WNWCL ) 51049
CGXW) )4 XL ) 50
GX(Q) V)6 86366 VAL 1317491
NWC(Q) 7777777 6617059 \Lby3L 1153500
2Lby3L -5 2034 2Lb3L - e
1Lby3L 777Z7777) 291866 SLbydL 77777)- 409159 i
SLbydL (7777 5406816 (a) 1Lby2L 77777 4051585 (b)
1Lby2L 777777 2135605 2LbydL 7777 2454051 |
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estmate (Absclute Value)

Figura 50. Graficos de Pareto para as respostas atividade de agua (a) e permeabilidade ao
vapor d’agua (b) a 99 % de confianca.

Pode ser observado na ANOVA (Anexo Il) uma variacdo explicada pela regresséo
(R?) de 97,95 %, indicando que o modelo apresenta bom ajuste, e que apenas 2,05 % do total
de variacdes ndo podem ser explicados pelo modelo proposto, e um F calculado altamente
significativo (14,55), que valida o modelo de regressédo gerado. Na Figura 51 constam as
superficies de resposta geradas para as variaveis que apresentam efeitos significativos
(p<0,01) sobre as respostas (atividade de agua e permeabilidade ao vapor d’agua) através do
gréfico de Pareto (Figura 50), enquanto na Tabela 33 constam as equacbes dos modelos
geradas por essas superficies.

A interpretacdo obtida através da Figura 51 confirma a influéncia do glicerol sobre
esta variavel, sendo que os maiores valores de aw sdo encontrados com baixas concentracfes
de glicerol na solucéo filmogénica, comportamento este ja relatado por outros autores, que
estudaram este plastificante em diferentes combinacGes e com outros tipos de amido
(LOURDIN et al., 1997; GAUDIN et al., 1999; 2000; MALI et al., 2005; CHANG et al.,
2006).
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Figura 51. Superficies de resposta geradas a 99 % de confianca para as interacdes das
variaveis independentes significativas sobre as variaveis respostas (atividade de agua e
permeabilidade ao vapor d’agua) para 0s 27 ensaios do planejamento experimental.
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Tabela 32. Equacdes do modelo e coeficientes de determinacéo (R?) para a atividade de agua
(aw) e permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) dos bionanocompdsitos a 99 % de confianca,
X1= Amido de mandioca, X>= Glicerol e X3= Goma xantana e Xs= Nanowhiskers.

Parametros Equacéo R?
aw: XixX,  0,5536 - 0,0157X1 - 0,0305X12 - 0,0244Y1 - 0,0355Y12+ 0,0018X1Y1 0,97

aw: X1xXX4 0,5536 - 0,0157X1- 0,0305X1? - 0,0161Y1 + 0,0050Y1? - 0,0081X1Y1 0,97

aw: XaxXa 0,5536 - 0,0244X - 0,0355X1? - 0,0161Y1 +0,0050Y1? - 0,0076X1Y1 0,97
PVA: XixX2  2,6333 + 0,2220X1 - 0,1367X1:? +0,2570Y1 - 0,1480Y1%+ 0,0031X1Y1 0,96
PVA: XixXs  2,6333 +0,2220X1 - 0,1367X1? - 0,0937Y1 - 0,1292Y12 +0,0881X1Y1 0,96
PVA: XixXs  2,6333 + 0,2220X1 - 0,1367X1? + 0,1004Y1 - 0,1980Y1? + 0,1006X1Y1 0,96
PVA: XoxXs  2,6333 +0,2570X1 - 0,1480X1? + 0,1004Y1 - 0,1980Y12 + 0,0018X1Y1 0,96
PVA: XsxXs  2,6333-0,0937X1 -0,1292X:% +0,1004Y1 - 0,1980Y12 - 0,0031X1Y1 0,96

Os filmes contendo nanowhiskers de palha de milho indicam que a presenca dos
nanocristais na matriz de amido diminuiu a disponibilidade de agua nos filmes, com valores
abaixo de 0,564, o que garante a inibicdo de qualquer proliferacdo microbiana, sendo um
pardmetro importante para a estocagem dos filmes e para a utilizagdo dos mesmos como
embalagens de alimentos, entre outras aplicacfes. Este efeito pode ser atribuido ao elevado
nimero dos grupos hidroxilas presentes na superficie dos nanowhiskers. Estes grupos
hidroxilas podem interagir com as moléculas de agua ndo ligadas presentes no interior da
matriz de amido através de ligac6es de hidrogénio (interacdo de curto alcance), diminuindo a
aw, ou seja, a agua livre dos bionanocompositos. A maxima reducdo de aw (24,2 %) em
relagdo ao controle foi obtida com o ensaio E17 (0,403) contendo 3,5 % de amido de
mandioca, 1,1 % de glicerol, 0,03 % de xantana e 0,3 % de nanowhiskers.

SILVA et al. (2011) formularam e caracterizaram filmes de amido plastificados com
glicerol e agucar invertido contendo nanowhiskers de eucalipto e encontraram valores de aw
que variaram de 0,461 a 0,629 com reducdo méxima de 26,8 % em relacdo ao filme controle
(0,630). Os autores ainda constataram que as formulacGes contendo maiores percentuais de
nanowhiskers possuiam menores aw. VEIGA-SANTOS (2004) relata uma faixa maior para a
aw de filmes de amido de mandioca (0,53 a 0,89) e observou que a utilizagdo de sacarose,
acucar invertido e fosfato de sédio, resultaram em aumento da aw quando comparadas as
formulagGes entre si e com o controle.

Os valores de umidade variaram de 9,85 % e 14,99 %, sendo que aproximadamente 89
% das formulacdes apresentaram teor de umidade menor do que o controle (14,68 %) (Tabela
31), com diferenca significativa entre os ensaios pelo teste de Tuckey (p<0,01), demonstrando
que o modelo pode ser utilizado para representar de forma significativa (R?=97,70%) e

preditiva (Fcalc>Ftab) o efeito das variaveis independentes (% de amido, % de glicerol, % de
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goma xantana e % de nanowhiskers), para esta resposta (Anexo Il). O gréafico de Pareto a 99
% de confianga, por sua vez, mostra que os nanowhiskers de palha de milho exercem de
forma linear maior influéncia sobre este parametro(Anexo |, Figura 1). Os efeitos negativos
das varidveis independentes indicam que um aumento em suas concentracdes acarreta
reducdes no teor de umidade dos bionanocompositos (Anexo VI).

As variacOes de umidade podem ser observadas nas superficies de resposta geradas a
99 % de confianca para as diferentes concentracdes de amido, glicerol, goma xantana e
nanowhiskers (Anexos 1V). Os valores médios dos 27 ensaios diferiram estatisticamente
entre si (p<0,01), sendo que os filmes obtidos com maiores concentracbes de nanowhiskers
apresentaram menores teores de umidade, entretanto esta variavel associada ao glicerol na
faixa entre 0 e 0,5 % resultaram em filmes com maiores teores de umidade. Altos valores
desta variavel foram encontrados no ponto central do planejamento, no qual se obteve filmes
com média de 14,23 % de umidade.

A umidade dos filmes de amido de mandioca, plastificados com acgucar invertido e
sacarose e incorporados de polpas de manga e acerola aumentou de 15,03+0,34, para 0
controle até 19,76+0,92, para a formulacdo 1 com os menores teores dos aditivos (SOUZA,
2010). Uma explicagdo possivel é o efeito de plastificagdo adicional dos agUcares presentes
nas polpas de frutas, sobre a estrutura da rede formada (MITCHELL, 1998), principalmente
relacionadas com a criacdo de regides altamente mdveis que permitem uma absor¢do de agua
ainda mais pronunciada (CHERYAN et al., 1995).

O coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) de um filme é um valor
constante para a permeacdo do vapor de dgua a uma dada temperatura. Diferentes autores
(SOBRAL, 2000; SAKANAKA, 2002) tem demonstrado que diversos fatores influenciam a
permeabilidade de filmes, como materiais hidrofilicos e plastificantes na composicao,
dependem da estrutura quimica e morfologia da matriz, como também das interacdes da dgua
do meio e o material testado, da natureza do permeante e da temperatura, das caracteristicas
estruturais do material como espessura, comportamento da umidade, teor do plastificante,
entre outros, provocando tensdes internas que podem influenciar a permeacdo (PARK e
CHINNAM, 1995; CUQ et al., 1996; SOBRAL, 1999).

Neste trabalho a permeabilidade ao vapor de agua (PVA) variou de 1,21x108 g/Pa.s.m
para 0 E3 (4,0 % de amido, 0,85 % de glicerol, 0,045 % de xantana e 0,15 % de
nanowhiskers) a 2,98x10® g/Pa.s.m para o filme do E20 (4,5 % de amido, 1,60 % de glicerol,
0,030 % de xantana e 0,30 % de nanowhiskers) (Tabela 31). O grafico de Pareto para as
variaveis independentes mostra efeito significativo (p<0,01) das funcdes linear e quadratica

188



do amido, glicerol, goma xantana e nanowhiskers e das interagdes amido x nanowhiskers e
amido x goma xantana sobre a variavel dependente PVA (Figura 50b). Podem ser observados
na Tabela 32 e no Anexo Il, uma variacao explicada pela regressédo (R?) de 96,77 % e um F
calculado altamente significativo (13,30), que valida o0 modelo de regresséao, cujas superficies
de resposta a 99 % de confianga sdo apresentadas na Figura 51.

Os valores de permeabilidade (PVA) dos filmes foram influenciados linearmente pela
concentracdo de glicerol na solucdo filmogénica. Constata-se que a medida que aumenta a
concentracdo de glicerol ocorre um aumento da PVA nos filmes. O ensaio E20 que contém o
maior percentual de plastificante (1,6 %) apresentou a maior permeabilidade entre as
amostras, (2,98x10® g/Pa.s.m), havendo assim um aumento de aproximadamente 28 % neste
parametro quando se compara ao filme controle (2,16x10°® g/Pa.s.m). Estes graficos também
mostram que a concentragdo de amido de mandioca influencia de forma linear permeabilidade
ao vapor de agua, e a medida que se aumenta a concentracao deste nos bionanocompdsitos
esta varidvel aumenta. Esse aumento pode ser explicado, uma vez que o aumento da
concentracdo de amido de mandioca provoca um aumento na espessura dos filmes, o que
influencia a PVA dos mesmos. A maxima reducgdo da PVA (43,9 %) em relacdo ao controle
(2,16x10°8 g/Pa.s.m) foi obtido com o ensaio E3 contendo 4,0 % de amido, 0,85 % de glicerol,
0,045 % de xantana e 0,15 % de nanowhiskers.

Sobral et al,(1999) constatou para filmes com gelatina que o aumento da espessura dos
filmes provoca um aumento da PVA, da tensdo na ruptura e na cor dos mesmos. A influéncia
do aumento do PVA em relacdo ao aumento da espessura também foi verificado por Fakhouri
(2009) em filmes de amido e gelatina e acido graxo e por Bertan et al. (2005) em filmes de
gelatina e acido laurico.

A tabela de efeitos, reportada no Anexo VI, mostra que aumento das concentracdes de
xantana na solucdo filmogénica acarreta decréscimos nos valores de PVA. A adicdo de
nanowhiskers de palha de milho também exerce influéncia na PVA dos filmes de amido
(Anexos | e VI). Portanto, as quatro variaveis independentes exerceram efeito significativo
(p<0,01) sobre a resposta permeabilidade ao vapor de dgua (PVA). Enquanto que o glicerol
(L) e 0 amido (L) aumentou a PVA, a adi¢do de goma xantana e nanowhiskers diminuiu a este
parametro. A utiliza¢do de filmes com baixa permeabilidade ao vapor d’agua reduz o risco de
deterioracdo do produto embalado decorrente do aumento de umidade do ambiente. Dessa
forma, é possivel constatar a influéncia desejavel da adicdo de goma xantana e de

nanowhiskers nos bionanocompasitos.
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Resultados semelhantes ao deste estudo foram encontrados por LU et al. (2005),
WANG et al. (2006) e CAO et al. (2008), para bionanocompoésitos com matrizes de amido,
proteina e amido, respectivamente, contendo nanowhiskers de linter de algoddo (LU et al.,
2005; WANG et al., 2006) e de canhamo (CAO et al., 2008).

Filmes de amido de arroz a 5,0 % plastificados com glicerol (20, 25, 30 e 35 % p/p),
sorbitol (30, 35, 40 e 45 % p/p) e polietileno glicol (3, 6 e 9 % p/p) estudados por Laohakunjit
e Noomhorm (2004) apresentaram permeabilidade ao vapor de agua com menor variagdo
(1,59x10® a 1,74x108 g/Pa.s.m) do que as obtidas no presente estudo (1,21x10® a 2,98x10®
g/Pa.s.m). Esses autores atribuem os altos valores de PVA a elevada afinidade do glicerol pela
agua, que promove a difusdo desta Gltima molécula. O glicerol € uma molécula relativamente
pequena e altamente hidrofilica que pode se alojar entre as moléculas de amido estabelecendo
pontes de hidrogénio com os grupamentos hidroxila da amilose e da amilopectina no amido.

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) variou de 247 g/dia.m? para o E9,
composto de 5,0 % de amido, 0,85 % de glicerol, 0,015 % de goma xantana e 0,15 % de
nanowhiskers até 374 g/dia.m? para o E3, com 4,5 % de amido, 1,10 % de glicerol, 0,000 %
de goma e 0,30 % de nanowhiskers. O valor no ponto médio foi de 342 g/dia.m?, havendo
dessa forma diferengas significativas entre as amostras avaliadas (p<0,01) quando
comparadas com o filme controle (328 g/dia.m?) (Tabela 31).

A analise de variancia (Anexo Ill) inviabiliza a geracdo do modelo para a variavel
dependente taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA) dentro da faixa estudada, uma
vez que a variacdo explicada pela regressdo (R?) de 44,23 % é baixa e o0 valor do Fcac (0,79) é
inferior a0 Frabelado (2,53). Sendo assim, ndo ha necessidade da construcdo das superficies de
resposta para elas.

A analise de solubilidade dos filmes preparados por casting fornece uma indicacéo do
comportamento que estes podem ter quando imersos em &gua. A solubilidade é uma
propriedade importante dos filmes no que se refere ao seu emprego, pois algumas aplicagdes
requerem insolubilidade para manter a integridade do produto, como nos casos de utilizacdo
como protecdo de alimentos onde a atividade de agua é alta (GONTARD et al., 1994). A
manutencdo da integridade do filme ao estar em contato com agua € de grande importancia
nas possiveis aplicagdes dos bionanocompositos como material de embalagem. A solubilidade
também influencia a propriedade de barreira ao vapor de agua dos filmes. Para se obter uma
baixa permeabilidade ao vapor de agua (dentro de uma grande faixa de umidade relativa),
torna-se necessaria a utilizagdo de material insoltvel ou pouco soltuvel em dgua (FAKHOURI,
2002; GOMES, 2008). Depois de ficarem imersos em agua por 24 horas sob agitacéo
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constante todos os filmes apresentaram-se inteiros e aparentemente integros quanto a forma,
assim como flexiveis e dobraveis no manuseio. No aspecto visual, entretanto, os filmes
apresentaram-se opacos (esbranquicados).

De acordo com os resultados obtidos através desta anélise (Tabela 31), observa-se que
os filmes com maiores solubilidades, calculada em relagéo ao peso inicial da amostra, foram
os obtidos pelo ensaio E20, com 4,5 % de amido de mandioca, 1,6 % de glicerol, 0,03 % de
goma xantana e 0,3 % de nanowhiskers (26,44 %); e pelo E17, com 3,5 % de amido, 1,1 % de
glicerol, 0,03 % de goma xantana e 0,3 % de nanowhiskers (24,46 %). Esses filmes com
maiores valores de solubilidade tém em comum a presenca de goma Xxantana e de
nanowhiskers em concentrac@es intermediarias. O filme de menor solubilidade (14,32 %) foi
o E19, com 4,5 % de amido, 0,6 % de glicerol, 0,03 % de goma xantana e 0,3 % de
nanowhiskers, sendo o valor do filme controle (C) de 19,41 %, havendo dessa forma
diferengas significativas entre as amostras avaliadas (p<0,01). Portanto, foi possivel observar
a grande variacdo dos valores de solubilidade encontrados nos 27 ensaios do planejamento
experimental.

O grau de intumescimento (SW) esté diretamente relacionado com a solubilidade em
agua, sendo descrito como o aumento no volume do polimero quando este estad imerso em um
determinado solvente (MEI et al., 1995). Este procedimento é largamente estudado para
determinar o melhor polimero a ser empregado como material de revestimento de alimentos
e/ou medicamentos, tornando-se um parametro importante para 0 conhecimento das
caracteristicas gerais de um material, principalmente com relacdo a resisténcia deste material
a agua (ROSINA et al., 2004) . O processo de intumescimento segue trés passos principais: 1)
difusdo das moléculas do solvente para a rede polimérica; 2) Relaxacdo das cadeias dos
polimeros devido ao processo de hidratacdo; 3) Expansdo da rede polimérica e o
intumescimento da matriz (SADAHIRA, 2007).

Os resultados de SW da Tabela 31 mostram que ap6s 6 h de imersdo em agua (25 °C),
os filmes de amido de mandioca / glicerol / goma xantana / nanowhiskers ndo perderam sua
integridade. O teste de Tuckey, realizado sobre o conjunto de valores obtidos, apresentou
resultados significativos (p<0,01), variando de acordo com a concentracdo de amido, glicerol,
goma xantana e nanowhiskers adicionado ao material com intervalos de 2,52 a 6,42 g 4gua/g
solidos secos e redugdo méxima em relacéo ao filme controle de 33,3 %.

Para a analise estatistica das respostas, foram construidos os graficos de Pareto,
mostrados no Anexo |, Figura 1, que possibilitaram verificar a influéncia dos efeitos

significativos das variaveis independentes (amido de mandioca (X1), glicerol (X2), goma
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xantana (X3) e nanowhiskers (X4)) sobre as varidveis respostas (solubilidade e
intumescimento em agua). A variavel independente glicerol exerceu, de forma linear, maior
influéncia sobre estes parametros, porém para o intumescimento em agua ele apresenta-se
com valor negativo, ou seja, 0 menor intumescimento em &gua € atingido com as maiores
concentragcdes de glicerol, dessa maneira a adicdo de plastificante na solucdo filmogénica
ocasiona efeito positivo nessa propriedade.

Os resultados dos parametros solubilidade e intumescimento foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), reportada no Anexo Il. As varia¢bes nos indices solubilidade
e intumescimento podem ser observadas nas superficies de respostas geradas a 99 % de
confianca (Anexos Il e IV) para as diferentes concentracbes de amido (X1), glicerol (X2),
goma xantana (X3) e nanowhiskers (Xa).

Na anélise da variancia para solubilidade (Anexo Il) pode ser verificado o ajuste com
0 modelo (F calculado > F tabelado). O comportamento deste pardmetro mostrou ser
dependente da concentracdo de glicerol, o que ja era esperado, uma vez que o maior valor de
solubilidade encontrado foi no ensaio E20 (26,44 %), cuja formulagcdo possui a maior
percentagem de plastificante; e o menor valor no ensaio E19 (14,32 %), com a menor
percentagem. A influéncia das concentracdes de amido de mandioca e de nanowhiskers na
solubilidade de bionanocompdsitos também foi verificada. A tabela de efeitos, reportada no
anexo VI, mostra que aumento das concentracdes dessas variaveis na solucdo filmogénica
acarretou acréscimos nos valores de solubilidade. A adicdo de goma xantana também exerceu
influéncia na solubilidade dos filmes em agua (Anexos | e VI). Através dos ensaios 21 (0,0 %
de xantana) e 22 (0,06 % de xantana) constata-se uma pequena queda nos valores de
solubilidade com o incremento deste parametro (18,89 % para 17,33 %), ou seja, 0s filmes
tornaram-se menos hidrofilicos; essa reducdopode ser atribuida a formacdo de pontes de
hidrogénio entre os dois polimeros nestas concentragcfes das variaveis independentes.

Yamashita et al.(2005) produziu filmes flexiveis a base de amido de mandioca,
contendo propionato de calcio e permanganato de potassio, para aplicagdo como embalagem
ativa de frutas e hortalicas minimamente processadas.Os valores de solubilidade obtidos
variaram de 78 a 86 %, resultado este expresso em porcentagem de massa solubilizada em
relacdo & massa inicial. Wang et al. (2007) estudando filmes de amido de batata adicionados
de glicerol de 1:2 (p/p glicerol/ amido), encontraram valores de solubilidade de 31,7 % ao
utilizar 2,0 % de amido na solugéo filmogénica e 31,8 % ao utilizar 3,0 % de amido. Estes
valores de solubilidade para filmes de amido de batata (~31 % apds 24 h de imersdo em agua)
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evidenciam uma maior resisténcia dos filmes do amido de mandioca obtidos no presente
estudo, cujo valor maximo foi de 26,44 % (ap0s 24 h de imersao).

A solubilidade (apdés 30 min. de imersdao em agua) de filmes de fracdes de amido de
trigo com padrGes A e B de cristalinidade em &gua foi estudada por Montafio-Leyvaet al.
(2008). A solubilidade variou de 0,2 a 1,2 % quando os filmes eram adicionadosde 25 % de
glicerol, e de 7 a 14 % quando adicionados de 40 % de glicerol. O tipo de granulo também
influenciou na solubilidade dos filmes plastificados com 40 % de glicerol. A solubilidade dos
grénulos de amido sem fracionamento (inteiros) foi de 14,1 %, e daqueles filmes da fracdo de
granulos maiores foi de 7,5 %. Para os filmes de amido de mandioca do presente trabalho,
comparando-se 0 E19 (14,32 %) e E20 (26,44 %), que apresentam mesma concentracao de
amido, de goma e de nanowhiskers, entretanto com o aumento da concentracdo de glicerol de
0,6 para 1,6 %, respectivamente resultou em aumento de 45,83 % na solubilidade.

Esta influéncia do glicerol sobre a solubilidade dos filmes é bastante relatada na
literatura. Laohakunjit e Noomhorm (2004), para filmes de amido dearroz, constataram que o
aumento na concentracdo de glicerol implicou em aumento dasolubilidade dos filmes.
Comparando os filmes de amido de arroz com os de mandioca do presente estudo, constatou-
se que as interacOes da rede formada nos filmes de amido de mandioca foram mais resistentes
a agua. No filme elaborado com amido de mandioca e 0,6 % de glicerol, a solubilidade, ap6s
24 h de imersdo, foi de 14,32 % e na concentracdo de 1,6 %, este filme apresentou
solubilidade de 26,44 %, valores de solubilidade inferiores ao encontrado pelos autores com
1,5 % de glicerol (30,5 %). Este aumento de solubilidade pode ser atribuido a incorporagdo ao
filme de um componente solGvel como o glicerol. E possivel concluir também que a rede
formada pelo amido de mandioca teve uma maior for¢ca de interacdo com as moléculas de
glicerol, assim como mais elevada interacdo inter-molecular amido-amido que a estrutura do
amido de arroz.

A adicdo de plastificante, em particular o glicerol, tem uma grande influéncia sobre a
solubilidade de filmes de amido, devido ao seu carater hidrofilico. O glicerol interage
fortemente com &gua da rede do filme através de pontes de hidrogénio. O glicerol interage
também com a rede do filme aumentando o espaco livre entre as cadeias, aumentando assim a
entrada da agua no filme e, conseqlentemente,a solubilidade (LAOHAKUNJIT e
NOOMHORM, 2004; MEHYAR e HAN, 2004; GARCIA et al., 2006; ZHANG e HAN,
2006; MONTANO-LEYVA et al., 2013).

O intumescimento em agua, assim como a solubilidade, aumentou com o aumento do

contetido de amido de mandioca nos filmes, sendo que o maior valor foi alcangado no ensaio
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E18, 6,42 g a4gua/g solidos secos e 0 menor, 2,52 g agua/g sélidos secos correspondendo ao
ensaio E20 (Tabela 31). Portanto, o ensaio com maior quantidade de amido de mandioca
apresentou maior afinidade com a agua e, desta forma, favoreceu a solubilidade e o
intumescimento em agua deste filme, devido as ligacbes de hidrogénio existentes entre estes
dois compostos na matriz amido/solvente.

Percebeu-se que, de uma maneira geral, houve uma diminuicdo na absorcdo de agua
com o0 aumento da concentracdo de glicerol (Anexos | e VI). E valido destacar que a 99 % de
confianca, a adicdo de goma xantana e nanowhiskers nas concentragdes estudadas ndo
influenciou na capacidade de intumescimento dos filmes de amido.

A Figura 52 apresenta o incremento provocado pela absorcdo de agua dos filmes de
amido com glicerol, goma xantana e nanowhiskers para os dois ensaios com maior grau de

intumescimento (SW), bem como para os dois menores, e do filme controle (Tabela 31).
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Figura 52. Grau de intumescimento do filme controle (C) e dos filmes elaborados nos ensaios
com maiores e menores absorcéo de agua ao longo do tempo.

E possivel observar que o ensaio E18 foi 0 que mais absorveu &gua na primeira hora
de imersdo (6,42 g 4gua/g sélidos secos) seguido do ensaio E12 (6,10 g agua/g solidos secos).
Isso ocorre devido ao fato dos materiais com maior grau de reticulagdo, que possuem menos
grupos hidrofilicos expostos, impedem uma maior difusdo de agua através da rede do
polimero. Como resultado observa-se a reducdo do grau de intumescimento dos filmes
controle (C) e dos obtidos nos ensaios E19 e E20 em compara¢do com o observado nos filmes
dos ensaios E12 e E18 (Figura 52).

A partir dos resultados obtidos é possivel contatar que apesar dos teores de goma
Xantana e nanowhiskers incorporados nos bionanocompositos exercerem efeito significativo
(p<0,01) sobre a maioria das respostas avaliadas, as variaveis independentes que exerceram
influéncia mais acentuada foram os teores de glicerol e de amido. O teor de umidade foi a

Unica variavel dependente que sofreu maior influencia da concentracdo de nanowhiskers,
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porém o sinal negativo para a raiz A1 (-203,765) indica que um aumento na concentracdo de

NWC acarreta uma reducdo na umidade, efeito desejavel para os bionanocompasitos.

4.2. Propriedades mecanicas e térmicas dos bionanocompositos

O teste mais usado para medir a forca mecénica de filmes flexiveis é o teste de tracéo,
onde podem ser derivadas trés propriedades: tensdo méxima na ruptura, deformagdo na
ruptura e médulo de elasticidade (VICENTINI, 2003). Os ensaios de propriedades mecanicas
neste trabalho foram realizados ap0s acondicionamento das amostras por um periodo de 10
dias a cerca de 25 °C e 75 % de UR. A Tabela 33 apresenta os valores médios e 0s desvios-
padrdo dos parametros tensdo, deformacdo, modulo de elasticidade e temperatura de
degradacdo dos bionanocompoésitos como resposta das varidveis independentes usadas no
planejamento experimental. Os resultados encontrados foram inicialmente tratados pelo teste
de Tuckey para identificar se as alteracdes nos parametros avaliados foram significativas ao
nivel de 99 % de significancia.

Os valores obtidos para a tensdo méaxima na ruptura (c) dos bionanocompoésitos podem
ser avaliados na Tabela 33. O teste de Tukey, no nivel de significancia 99 %, indica que 0s
ensaios E1, E2, E3, E4, E12, E15, E16, E21, E23, E24 ndo diferiram significativamente do
controle. A tensdo méxima dos filmes variou de 1,52 MPa para o E20, contendo 4,5 % de
amido, 1,60 % de glicerol, 0,030 % de xantana e 0,30 % de nanowhiskers até 6,32 MPa para 0
E27 (4,5 % de amido, 1,10 % de glicerol, 0,030 % de xantana e 0,30 % de nanowhiskers).
Comparando com filmes de amido de ervilha elaborados por casting, Liu et al. (2005) relatam
intervalo menor de tensdo na ruptura (acondicionamento a 23 °C e 50 % UR), de 2,65 a 4,32
MPa.

Para a analise estatistica das respostas, foram construidos os graficos de Pareto,
mostrados no Anexo |, Figura 2, que possibilitaram verificar a influéncia dos efeitos
significativos das varidveis independentes sobre as variaveis respostas (tensdo méxima na
ruptura, deformacdo na ruptura e modulo de elasticidade). A linha vertical vermelha indica o
valor minimo para que isso ocorra, e o efeito é tdo mais significativo quanto mais a direita
dessa linha ele estiver. Considerando importantes para a caracterizagdo mecénica dos filmes
de amido, foram selecionadas as Figuras 53 e 54, a fim de estudar com maior riqueza de

detalhes as varidveis independentes tensdo maxima e deformacdo na ruptura.
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Tabela 33. Médias (+ desvio padrdo) das analises de propriedades mecénicas das diferentes formulagdes e controle. o (tensdo maxima- MPa); ¢
(Deformacdo - %); E (Mddulo de elasticidade - MPa).

. Amido  Glicerol GX NWC 1° Evento 2° Evento 3° Evento
Ensaio o o o o 6 =dp gxdp E+dp = = =
Yo % Yo Yo Tonsets (°C) Ami (%) Tonset2(°C) Am2(%) Tonsets(°C) Ams (%)
Controle 4,50 1,10 - - 5,49+0,43bcd 24,784, 70 113,50+4,1 26,24¢ 13,1620 - - 294,592bc 63,988fan
1 4,00 0,85 0,015 0,15 5,56:+0,12b.cd 16,7142,3%b¢  29.80+1,6 28,63abcde 11 gabcdefgh - - 252,11¢ 69,95b¢
2 4,00 0,85 0,015 0,45 5,16+0,2abcde 17,89+3,230¢ 33,2942 ,0° 27,29¢d¢ 14,432 - - 292,902p 62,91%eh
3 4,00 0,85 0,045 0,15  4,31+0,73bcdefs 155242 4ab 192443 630  28,753bcde 9,03feNni 133,55¢ 6,97 253,39¢ 67,052
4 4,00 0,85 0,045 0,45  3,99+0,62bcdefs 19 70+352bcf 19 70+352P 27,93¢de 12,302bcde - - 298,662 63,28fgh
5 4,00 1,35 0,015 0,15 3,13x0,404e19 29,80+1,6¢ 17,89+4,120  30,272bcd 12,76 2b¢ 137,058 4,971 266,260¢ 62,58P
6 4,00 1,35 0,015 0,45  3,32+0,5Pcdefg 33,29+1,5¢ 19,31+1,32P 27,6604 10,41bcdefgh 141,61¢ 4,891 299,080 57,57¢
7 4,00 1,35 0,045 0,15 2,75+0,5%¢f9 21,66+3,2¢F  10,25+4,1¢ 31,192b 14,182 304,980 61,06"
8 4,00 1,35 0,045 0,45 2,29+0,3¢f9 38,56+0,79 15,52+3,1° 31,312b 9,38d.efa.ni 140,758 5,194 313,842 57,88¢
9 5,00 0,85 0,015 0,15 3,56+0,1Pcdefg 24,4543 1% 54,25+2,0¢ 28,82ab 9,57defani 131,39¢ 6,374 292,112abc 53,514
10 5,00 0,85 0,015 0,45 4,95+0,3bcdef 44,47+2,4" 152,20+3,3 27,842 8,99feni - - 259,764 77,302
11 5,00 0,85 0,045 0,15 2,260,459 25,45+1,7 65,09+1,9 31,612P 9,48 defahi - - 305,602P 67,82¢d
12 5,00 0,85 0,045 0,45  4,73+0,32bcdelg 37,88+2,49 138,80+4,7  31,182bcde 9,60 defa.ni - - 272,284 78,872
13 5,00 1,35 0,015 0,15 2,93+0,3%ef9 36,78+3,59 23,20+4,7° 27,11bcade 9,66 cd.efghi - - 298,29? 64,258%9:
14 5,00 1,35 0,015 0,45 2,16+0,1%f9 47,51+4,2" 34,09+2,6° 28,282b.¢ 9,00fgni - - 296,112b¢ 65,41%ef
15 5,00 1,35 0,045 0,15 3,91+0,52bcdefs  44,16+3 5" 54,15+2,7¢ 30,3504 9,168%ani 144,16¢ 3,58 319,592 61,03°
16 5,00 1,35 0,045 0,45  3,78+0,33bcdefs 46 98+3,0" 60,93%1,3 31,23¢%¢ 10,560cdefgh - - 313,732 62,35%9N
17 3,50 1,10 0,030 0,30 3,08+0,10defg 36,56+2,19 23,82+1,8f 27,22ab 8,620 150,13¢ 4,681 319,952 55,65¢4
18 5,50 1,10 0,030 0,30 2,99+0,2def9 41,14+2.79 87,12+3,2 30,15¢4de 8,51Mi - - 308,260 64,5689
19 4,50 0,60 0,030 0,30 2,54+0,44¢f9 28,3142 44 625,90+7,0 29,262b.cde 9,25d.efg.ni - - 251,95¢ 71,77°
20 4,50 1,60 0,030 0,30 1,52+0,39 54,41+39 21,4044, 73f 30,272bcd 6,78 140,71¢ 7,021 321,328 56,35¢
21 4,50 1,10 0,000 0,30 5,08+0,72bcde 30,48+2,5%¢ 91,66+2,5 27,6004 11,66abcdefg - - 301,772be 63,12feh
22 4,50 1,10 0,060 0,30 1,87+0,2f 9 22,2042 455 7,32+2,9¢ 27,97¢4e 9,03fohi - - 313,532 65,40%ef
23 4,50 1,10 0,030 0,00  4,97+0,7abcdef  20,78+3 30¢f  69,01+2,2 27,91¢0de 12,403bcd - - 299,882b.¢ 64,86%¢%9
24 4,50 1,10 0,030 0,60  4,42+0,12bcdelg 39,96+4,19 96,9445,1 26,83¢ 10,020c.de.fg.ni - - 281,27bcd 66,72%¢
25* 4,50 1,10 0,030 0,30 6,30+0,12b 23,31+2 50 117,60+4,69  28,472bcde 12,38abed - - 303,2820b¢ 62,70f9h
26* 4,50 1,10 0,030 0,30 6,28+0,3%b 23,2443 30 117,70£3,79 28,36bcde 12,062bcdef - - 302,922abc 62,099N
27* 4,50 1,10 0,030 0,30 6,32+0,5%P 23,28+2 30 117,69+2,59 28,11bcde 12,08abed - - 302,5620¢ 62,209N
Intervalo 3,50-5,500,60-1,60 0,00-0,06 0,0-0,6 1,52-6,32 15,52-54,41  7,32-625,90 27,11-31,31 6,78-12,76 ~ 131,39-150,13 3,58-7,02 251,95-321,32 53,51-67,05
RM - - - - 72,3% 37,3% 93,5% - 48,4% - - 14,5% 16,3%
AM - - - - 13,1% 54,4% 81,8% 16,1% - - - 8,3% 4,6%

* Pontos Centrais. Valores que apresentam a mesma letra, numa mesma coluna, ndo apresentam diferencas significativas (p>0,01) pelo Teste de Tuckey a 99 % de confianga.
R M — Redugdo méaxima das respostas em relacéo ao filme controle. A M - Aumento maximo das respostas em relagdo ao filme controle.
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Figura 53. Graficos de Pareto para as respostas tensdo maxima na ruptura (a) e deformacéo na
ruptura (b) a 99 % de confianca.

O gréfico de Pareto (Figura 53a) mostra que o termo quadratico da variavel
independente glicerol é o que mais influenciou a varidvel dependente tensdo maxima na
ruptura. O efeito negativo indica que o aumento na quantidade de plastificante promove a
reducdo na tensdo dos filmes flexiveis. Portanto, além do glicerol, as variaveis independentes
amido, goma xantana e nanowhiskers influenciam de forma linear e quadréatica esta variavel e
dependendo das concentrac@es das variaveis independentes chega a aumentar esta resposta em
13,1 % em relacéo ao filme controle.

A analise de variancia (ANOVA), reportada nos Anexos Il e Ill, mostra que modelos
polinomiais de segunda ordem foram ajustados para a variavel dependente tensdo na ruptura
e, portanto, considerado preditivo. As predi¢cbes dos modelos foram verificadas pelo fato do F
calculado ter sido até 6,5 vezes maior do que o F tabelado. Além disso, o valor do coeficiente
de determinacio (R?) foi de 96 %, indicando que os modelos apresentam bom ajuste, e que
aproximadamente 4 % do total de variacbes ndo podem ser explicados pelos modelos
Propostos.

Analisando-se os resultados de tensdo méaxima na ruptura (Tabela 33, Anexo VI), €
possivel observar que o ensaio com a maior concentracdo de glicerol (E20), apresentou o
menor resultado de tensdo (1,52 MPa) dentre os demais ensaios do planejamento
experimental, ou seja o aumento na concentragdo de glicerol resulta na reducdo nas
propriedades de tensdo (LAOHAKUNJIT e NOOMHORM, 2004). Outros trabalhos na
literatura relatam que o acréscimo de plastificante diminui as interagdes diretas do polimero
formador do filme, reduzindo assim a compactacdo da rede que forma o bionanocomposito
(MALI e GROSSMANN, 2003; MALI et al., 2005 ZHANG e HAN, 2006b).

Mali et al. (2005) para filmes de amido de inhame com acréscimo de glicerol nas
relagbes amido:glicerol de 3,3:1,3; 4,0:1,3 e 3,3:2,0, condicionados a 20 °C e 64 % de UR,

encontraram, respectivamente, 6,38, 4,70 e 2,84 MPa. O glicerol reduz a proximidade e as
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interacOes diretas entre as cadeias do amido e facilita a mobilidade das mesmas. Os valores
encontrados por esses autores foram semelhantes aos obtidos para os filmes de amido de
mandioca no presente trabalho, nos ensaios E 27, E12 e E13, respectivamente.

Leyva et al. (2008) avaliaram a tensdo na ruptura de filmes de amido de trigo com
padrdes A e B de cristalinidade adicionados de glicerol (condicionados a 57 % de UR por 72
h a temperatura ambiente). Nos filmes com amido padrdo A, estes pesquisadores encontraram
valores de tensdo na ruptura de 42,26 MPa (25% de glicerol) e de 11,79 MPa (40 % de
glicerol). Para os filmes com padrdo de cristalinidade B, encontraram valores de 44,36 MPa
(25 % glicerol) e 16,28 MPa (40 % glicerol).

O efeito em reduzir interacGes intermoleculares e a da coesdo entre as cadeias do
amido pelo plastificante é chamado efeito de obstrucdo (blocking) e € o0 mecanismo principal
da plastificacdo. Geralmente, os plastificantes exercem o efeito de obstrugéo interferindo nas
interagOes intermoleculares diretas e aumentando a mobilidade da rede de amido (TURHAN e
SAHBAZ, 2004; MALI et al., 2005).

Westling-Rindlav et al. (1998) encontraram valor de tensdo na ruptura de 20 MPa para
filmes de amilose a 5,0 % com 2,0 % (p/p) de glicerol, condicionados por 2 dias a 90 % de
UR e 23 °C e avaliados a 50 % de UR. Mehyar e Han (2004) para filmes de amido de arroz
feitos com 3,0 % de amido e com glicerol (1:2 (p/p) glicerol: amido) e armazenados por 3 dias
em duas umidades relativas distintas (51 e 90 %). O filme armazenado a 51 % UR apresentou
tensdo méxima de 3,3 MPa. Para 90 % de UR o valor foi de 1,9 MPa. O filme contendo
apenas amido (sem glicerol) nesta Gltima UR apresentou 12,1 MPa. O valores sdo parecidos
com alguns encontrados no presente trabalho, como nos ensaios E6 (3,32 MPa) e E22 (1,87
MPa), embora realizados a 75 % UR.

Na Figura 54 constam as superficies de resposta geradas para as varidveis que
apresentam efeitos significativos (p<0,01) sobre as respostas (tenséo e deformacao na ruptura)
através do gréafico de Pareto (Figura 53). O tratamento dos dados experimentais para 0S
diferentes ensaios resultaram em equacdes polinomiais de segunda ordem para cada superficie
de resposta gerada para a tenso (o) ¢ deformagdo na ruptura (¢) dos bionanocompdsitos, em
funcdo das variaveis independentes, amido de mandioca (%, Xi), glicerol (%, X2), goma
xantana (%, X3) e nanowhiskers (%, X4) (Tabela 34).
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Figura 54. Superficies de resposta geradas a 99 % de confianca para as interacdes das
variaveis independentes significativas sobre as varidveis respostas (atividade de &gua e
permeabilidade ao vapor d’agua) para 0s 27 ensaios do planejamento experimental.

A interpretacdo obtida através da Figura 54 mostra quea incorporacdo de amido, goma
xantana e nanowhiskers provocou reducdo na tensdo maxima das formulagdes. Machado
(2011) formulou e caracterizou mecanicamente filmes biodegradaveis de amido, glicerol e
nanowhiskers de fibras de coco como material de reforgo. A tensdo maxima aumentou de 0,91
MPa para 14,09 MPa quando o teor de nanowhiskers passou de 0,18 % para 0,30 %. Nesse
estudo a tensdo na ruptura reduziu de 4,47 MPa para 4,42 MPa com o aumento da
concentracdo de nanowhiskers de 0,0 % para 0,6 %. Desta forma ndo foi possivel formar uma
rede de percolacdo com as concentracdes de NWC estudadas, fato este justificado pela

microscopia eletrénica de transmissdo (Figura 43) que mostra 0s nanocristais agregados com
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algumas nanoparticulas dispersas, e apesar da razdo de aspecto de 54,7+24 ser considerada
alta, o que teoricamente proporcionaria capacidade de reforco quando incorporado em filmes

de amido, o estado de agregacéo interferiu na capacidade de reforco desses nanocristais.

Tabela 34. Equacbes do modelo e coeficientes de determinacio (R?) para a tensdo (o) e
deformagdo na ruptura (¢) dos bionanocompoésitos a 99 % de confianca, X1= Amido de

mandioca, X>= Glicerol e X3= Goma xantana e X4s= Nanowhiskers.

Parametros Equacéo R?
o:X1XX2 6,3000 - 0,1004X1 - 0,7553X1? - 0,5120Y1 - 1,0065Y1? + 0,3006X1Y1 0,96

6:X1xX3 6,3000 - 0,1004X - 0,7553X41? - 0,3820Y1 - 0,6453Y1% + 0,3068X1Y1 0,96
6:X1XX4 6,3000 - 0,1004X1 - 0,7553X12 + 0,0362Y1 - 0,3403Y1? + 0,2468X1Y1 0,96
G: XX X3 6,3000 - 0,5120X1 - 1,0065X1? - 0,3820Y1 - 0,6453Y1% + 0,3206X1Y1 0,96
G: XX X4 6,3000 - 0,5120X1 - 1,0065X12 + 0,036Y1 - 0,3403Y12 - 0,2693X1Y1 0,96
6:X3XX4 6,3000 - 0,3820X1 - 0,6453X1% + 0,036Y1 - 0,3403Y12 + 0,0718X1Y1 0,96
£:X1xX2 23,4766 + 5,1545X1 + 3,3551X12 + 6,2029Y1 + 3,9826Y1% - 0,6443X1Y1 0,95
£:X1XX4 23,4766 + 5,1545X1 + 3,3551X1? + 4,5879Y1 + 1,2351Y1% + 1,2656X1Y1 0,95
£:X2XX4 23,4766 + 6,2029X1 + 3,9826X12 + 4,5879Y1 + 1,2351Y1% - 0,2418X1Y1 0,95

Por outro lado, para as propriedades de barreira dos filmes (Anexo V1) constata-se que
os filmes de amido combinado com glicerol, goma xantana e nanowhiskers apresentaram
efeitos negativos para a atividade de &gua e umidade, indicando que 0 aumento na
concentracdo das variaveis independentes ocasiona reducdo desejavel desses parametros nos
filmes. Entretanto, ndo houve correlacdo direta entre a tensdo, a permeabilidade ao vapor
d’agua e a taxa de permeabilidade ao vapor d’agua.

O teste de Tukey, no nivel de significancia 99 %, para deformacdo na ruptura indica
que apenas 0s ensaios E10, E21, E25, E26 e E27 nédo diferiram significativamente do controle
(p>0,01) (Tabela 33). Os resultados mostraram que a deformacédo dos filmes variou de 15,52
% para 0 E3 (4,0 % de amido, 0,85 % de glicerol, 0,045 % de xantana e 0,15 % de
nanowhiskers) até 54,41 % para o E20 (4,5 % de amido, 1,60 % de glicerol, 0,030 % de
xantana e 0,30 % de nanowhiskers).

Tendo em vista os resultados obtidos no planejamento experimental (Figura 53b e
Anexo VI), fica evidente que a deformagdo na ruptuta é influenciada positivamente pelas
concentragfes de amido, glicerol e nanowhiskers nas concentracdes das varidveis
independentes. Segundo Leyva et al.(2008), o aumento da concentracdo de glicerol torna o
material mais ductil, ou seja, com menor tensdo na ruptura e maior deformacdo. Além disso,
foi verificado que a goma xantana nas concentragdes utilizadas (0,00 — 0,06 %) ndo influencia

diretamente essa variavel.
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Geralmente, quando a estrutura do filme torna-se menos rigida, as propriedades
relacionadas a resisténcia/tensdo sdo reduzidas e adeformacdo aumenta. Uma deformacéo
maior indica que o filme é mais flexivel. Quando este ganho em alongamento esta associado a
resisténcia, tem-se um material com maior capacidadede suportar esforcos de tracdo e
compressdo. No caso de filmes, isto pode ser associado & melhoria de performance em
maquinas de acondicionamento e durante manuseio e transporte (LEYVA et al., 2008).

Laohakunjit e Noomhorm (2004) relatam o efeito do plastificante em filmes de amido
de arroz, foi observado que os filmes plastificados apresentaram maior deformacgéo na ruptura
que os nédo plastificados, e 0 aumento de 20 para 30 % de glicerol no filme causou elevado
aumento de deformacdo. Para estes autores um pequeno aumento no teor de glicerol nas
solucdes filmogénicas resulta em uma grande queda de tensdo dos filmes e aumenta
significativamente a deformacéo.

Mali et al. (2005) encontraram valores de 10,3 %, 34,5 % e 47,0 % para deformacdo
na ruptura de filmes de amido de inhame com 3,3:1,3; 3,3:2,0; 4,0:1,3 de amido/glicerol (p/p)
condicionados a 20 °C e 64 % UR. Os valores encontrados no presente trabalho (E17 e E14)
foram semelhantes aos dois Gltimos resultados obtidos por esses autores. Liu et al. (2005) para
filmes de amido de ervilha por extrusdo condicionados a 23 °C e 50 % UR e avaliados a 50 %
de UR e 23 °C, relataram valores de deformacdo na ruptura variando de 16,10 a 26,3 %. Este
valor minimo foi préximo ao encontrado para o filme do ensaio E1 (16,71 %), composto por
4,0 % de amido, 0,85 % de glicerol, 0,015 % de goma e 0,15 % de nanowhiskers, avaliado
nas mesmas condicdes.

Ao avaliar géis de sistemas mistos amido de batata-xantana, Mandala et al. (2002)
observaram que a deformacdo na ruptura, assim como a deformabilidade dos géis, se mostrou
menor que a dos sistemas de amido puro. Isso é devido a estrutura rigida da xantana que
limita a mobilidade de suas cadeias. Durante os primeiros dias de armazenamento, a
deformacéo dos géis de amido puro foi aproximadamente o dobro daquela dos géis contendo
0,1 %, e 3 vezes maior do que aqueles géis contendo 0,3 % de xantana. Com o decorrer do
armazenamento as diferencas entre as amostras foram reduzidas e as elasticidades dos
sistemas com 0,1 e 0,3 % de xantana se correlacionaram com a mesma curva polinomial ndo
diferindo significativamente.

Para avaliar o efeito dos nanowhiskers na deformacgédo na ruptura apresentadas pelos
filmes, sem levar em consideracdo as outras variaveis independentes (amido de mandioca,
glicerol e goma xantana) comparou-se 0s resultados encontrados para os ensaios E23 (0,0 %
de NWC), E24 (0,6 % de NWC) e E25 (0,3 % de NWC), as quais possuem diferentes
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percentuais de nanowhiskers e percentuais fixos de amido de mandioca (4,5 %), glicerol (1,5
%) e goma xantana (0,030 %), com o controle (4,5 % de amido de mandioca e 1,1 % de
glicerol). E possivel observar que o ensaio E24, que possui 0 maior percentual de NWC
incorporado (0,6 %), apresenta 0 maior valor de deformacéo (39,96 %) e aumento de 62 % em
ralacdo ao controle. O ensaio E23 apresentou deformacdo inferior ao E24 e E25, e isso esta
relacionado auséncia de nanowhiskers na solucao filmogénica. Para avaliar o efeito da goma
Xantana sobre esta varidvel dependente comparou-se 0s resultados encontrados para 0S
ensaios E21 (0,0 % de GX), E22 (0,06 % de GX) e E25 (0,03 % de GX). E possivel observar
que o0 ensaio E22, que possui 0 maior percentual de xantana incorporado (0,06 %), apresenta
menor deformacdo na ruptura (22,20 %), seguido pelo ensaio E25, que apresenta 23,24 %. O
ensaio E21 apresentou deformacao superior ao E22 e E25, e isso esta relacionado auséncia de
goma xantana na solugéo filmogénica. Comparando estes ensaios com o controle, observa-se
uma reducéo da deformacéo na ruptura de 19 % para no E21.

O mddulo de Young (elasticidade) é considerado um indicador da rigidez do filme.
Quanto maior o moédulo, mais rigido o material (OLIVEIRA et al., 1996). Nota-se na
Tabela33, que os resultados referentes as amostras condicionadas a 23 °C e 50 % UR, o0s
valores de modulo de elasticidadevariaram de 10,25 a 625,90 MPa; sendo77,8 % deles
menores que o controle (113, 50 MPa).

O comportamento deste parametro (Anexo I, Figura 2) mostrou ser dependente da
concentracdo de glicerol o que era esperado, uma vez que o maior valor de modulo
encontrado foi no ensaio 19 (625,90 %), cuja formulacdo possui a menor percentagem de
plastificante (0,60 %). Rocha (2009) cita que os plastificantes sdo substancias incorporadas
durante o processamento de filmes flexiveis visando aumentar sua capacidade de alongamento
com reducdo da viscosidade do material fundido e do modulo de elasticidade. A influéncia da
concentracdo de amido de mandioca no modulo de elasticidade dos bionanocompoésitos
também foi verificada. Nas concentracdes estudadas, o aumento/reducdo dessa variavel na
solucdo filmogénica ndo influencia diretamente a resisténcia dos bionanocompositos (Tabela
33).

O tratamento dos dados experimentais para os diferentes ensaios resultaram em
equacOes polinomiais de segunda ordem para cada superficie de resposta gerada para o
modulo de elasticidade (E) dos bionanocompdsitos, em fungdo das variaveis independentes,
amido de mandioca (%, Xu1), glicerol (%, X2), goma xantana (%, X3) e nanowhiskers (%, Xa)
(Anexo I11). No Anexo IV séo apresentados os graficos de superficie de resposta gerados, a
99 % de confianga, entre as interacdes Amido x Glicerol, Amido x Goma xantana, Amido x
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Nanowhiskers, Glicerol x Goma xantana, Glicerol x Nanowhiskers, Goma xantana X
Nanowhiskers para 0s 27 ensaios do planejamento experimental. O valor do coeficiente de
determinacéo (R?) do modelo foi 92 % e o F calculado aproximadamente 4,5 vezes maior do
que o F tabelado indicando a predi¢do do modelo.

Mali et al. (2005) observaram que, dentre os filmes de amido, os de mandioca
apresentavam menor resisténcia e maior flexibilidade comparados aos filmes obtidos de
amidos de outras fontes, como milho e inhame. Observaram também um decréscimo do
modulo de elasticidade em filmes plastificados com glicerol, quando comparados aos ndo
plastificados. Arvanitoyannis et al. (1996) estudaram propriedades fisicas de filmes
comestiveis de misturas de caseinato de sédio com amidos de diferentes origens (milho e
trigo) plastificados com agua, glicerol ou aclcares. Os resultados apontaram que um aumento
no contetdo de agua/glicerol provocou uma diminuicdo consideravel no modulo de
elasticidade dos filmes, similar ao comportamento do presente trabalho.

A adicdo de goma xantana influenciou negativamente a rigidez dos filmes, em geral 0s
ensaios apresentaram uma tendéncia de diminuicdo da rigidez com a adi¢do de xantana. Os
filmes contendo 0,030 % de goma (pontos centrais) apresentaram valores de moédulo de
elasticidade bastante semelhantes ao filme controle, contendo somente amido e glicerol.
Observa-se também que a auséncia de goma xantana na solugdo filmogénica proporcionou
acréscimo de 92 % na resisténcia do material quando comparado do filme com maior
concentracdo de goma (0,060 %). Este fato pode ser justificado pelo grande nimero de
hidroxilas livres, capazes de se ligar as moléculas de agua do ambiente.

Silva (2013) estudando filmes de amido de mandioca adicionados de sacarose, agucar
invertido e nanowhiskers de fibras de licuri, observou que as propriedades mecanicas dos
filmes foram consideravelmente reforgadas com a incorporacédo de 0,1-5 % de nanoparticulas,
atingindo até 92 % de aumento na tensdo maxima e 400 % no médulo de elasticidade, quando
comparadas ao filme controle (filme sem nanowhiskers). Lu et al. (2006) investigaram as
propriedades mecanicas de bionanocompositos de amido de milho e nanowhiskers obtidos a
partir da fibras de rami, usando glicerol como plastificante. Os resultados indicaram aumento
de até 250 % na tensdo maxima e 860 % no modulo de elasticidade quando comparado ao
filme de amido puro. Tal fato foi justificado pelas fortes interacbes existentes entre as
particulas de amilopectina presentes na matriz e 0s nanowhiskers de celulose.

A anélise termogravimétrica ¢ uma anélise fundamental na caracterizagdo de filmes
biodegradaveis. Com a caracterizacdo por termogravimetria foi possivel determinar as

temperaturas de degradacdo, as perdas de massa, o efeito da adicdo de cada variavel na
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solucdo filmogénica e a estabilidade térmica dos bionanocompositos. As temperaturas iniciais
de degradacdo (Tonset) e as perdas de massa (Am) das diferentes formula¢des de
bionanocompositos e do filme controle estdo apresentadas na Tabela 33. O processo de
decomposicgdo térmica, aconteceu em apenas um estagio para os ensaios E1, E2, E4, E7, E10,
E11, E12, E13, E14, E16, E18, E19, E20, E21, E22, E23, E24, E25, E26 ¢ E27 e em dois
estagios distintos para os ensaios E3, E5, E6, E8, E9, E15, E17 e E20. Neste estudo foi
considerado 0 pequeno evento térmico que ocorre a aproximadamente 30 °C (Tonset) em
todas as formulagoes, visto que este evento é devido a perda de agua dos bionanocompdsitos.
Para evitar a formagédo deste evento, os filmes podem ser secos em estufa antes da anélise.

As variacfes nas temperaturas de degradacdo térmica foram significativas entre as
médias da maioria dos ensaios, e entre 0s ensaios e o controle, com valores limites de 251,95
°C (E19) a 321,32 °C (E20). O gréfico de Pareto, mostrado no Anexo |, indica que o glicerol
exerce de forma linear maior influéncia positiva sobre este parametro.

A composicao dos filmes ocasiona as diferencas no seu comportamento de degradacao
térmica. Este pardmetro mostrou ser dependente da concentracdo de glicerol uma vez que o
maior valor encontrado de temperatura inicial de degradacéo do bionanocompésito foi no E20
(321,32 °C), cuja formulacdo possui a maior percentagem de plastificante e 0 menor valor, no
E19 (251,95 °C), com a menor percentagem (Tabela 33).

E possivel observar por meio da Tabela 33 e do Anexo | (Figura 2) que a incorporacéo
de goma xantana contribuiu para o aumento da estabilidade térmica dos bionanocompositos.
O E22 (maximo teor de xantana adicionado) iniciou a degradacdo a 313,53 °C e alcancou a
degradacdo total a 511,24 °C, enquanto que o E21 (sem adicdo de xantana) iniciou a
degradacdo a 301,77 °C e alcancou a degradacdo total a 434,56 °C, indicando que a adicéo de
xantana na solucdo filmogénica promoveu um retardo no processo de degradacdo térmica dos
filmes.

Outra observacdo a ser feita a respeito do TGA dos filmes, é que em geral a adicao de
nanowhiskers na matriz polimérica amido de mandioca diminuiu a estabilidade térmica dos
bionanocompositos constatado através dos ensaios E24 (maximo teor de NWC), que iniciou a
degradacéo a 281,27 °C, e do E23 (sem adicdo de NWC) que iniciou a degradagédo a 299,88
°C. Acredita-se que seja devido a diminui¢do da condutividade térmica entre os componentes
da formulacdo (PAUL e BUCKNALL, 2000).

A fim de examinar o comportamento de decomposi¢éo térmica dos filmes de amido de
mandioca obtidos no planejamento experimental foram plotadas as curvas TGA para 0s seis

ensaios com maior temperatura inicial de degradacdo (Tonset) juntamente com o filme
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controle. As curvas DTG dos eventos selecionados foram plotadas para aperfeicoar a
resolucdo e permitir revelar, com maior nitidez, as perdas de massa desses materiais quando
aquecidos a temperatura e atmosfera controlada. Aestabilidade térmica dos filmes controle,
ES8, E15, E16, E17, E20 e E22, quando submetidos a uma razdo de aquecimento de 10 °C.min
Lentre 25 e 650 °C, sdo apresentados na Figura 55.
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Figura 55. Curva de TGA (a) e DTG (b) do filme controle e dos ensaios de melhor
estabilidade térmica formulados com diferentes teores de amido de mandioca, glicerol, goma
xantana e nanowhiskers.

BONA (2007) avaliou blendas de polietileno de baixa densidade contendo amido de
mandioca e observou que a adicdo do amido na matriz polimérica ndo provocou alteracdes
significativas nas curvas de degradacdo térmica das blendas, indicando que os componentes
da mistura ndo interferiram no mecanismo de degradacdo térmica dos componentes puros.
SILVA et al. (2011) avaliaram por TGA filmes de amido de mandioca contendo
nanowhiskers de celulose de eucalipto e relatam que a presenca de elevadas concentragdes
desses nanocristais (3,0 a 5,0 %) promove a ocorréncia de mais um evento térmico, quando
comparado aos filmes contendo menores percentuais dos nanocristais (0,1 a 2,0 %). Desta
maneira, os valores da temperatura inicial de degradacdo térmica (Tonset) sdo importantes,
pois eles indicam o limite maximo da temperatura de processo ou manufatura térmica dos

materiais.

4.3. Propriedades 6ticas dos bionanocompositos

A cor da embalagem é um pardmetro importante para a aparéncia e aceitacdo do
produto. A Tabela 35 apresenta os valores médios e os desvios-padréo dos parametros de cor

L* (Luminosidade), a* (croma a), b* (croma b) e AE (diferenca de cor) dos
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bionanocompositos obtidos no planejamento experimental de acordo com a quantidade de

amido de mandioca, glicerol, goma xantana e nanowhiskers utilizados.

Tabela 35. Pardmetros de cor L*, a*, b*, AE do controle e dos filmes a base de amido de
mandioca elaborados pelo método casting incorporados de glicerol, goma xantana e
nanowhiskers.

. % % %
Ensalo Amido Glicerol Gx 0 NWC L a* b* AE
Controle 4,50 1,10 - - 83,48+0,4%f -0,20+0,09' 2,05+0,032  83,51+0,021!m
1 4,00 0,85 0,015 0,15 80,83+0,4f -0,240,1°  1,98+0,1° 80,85+0,3™"
2 4,00 0,85 0,015 0,45 83,84+0,5%f  -0,26+0,01° 1,96+0,12 83,86+0,0,8 tm
3 4,00 0,85 0,045 0,15 83,06+0,3%¢f -0,20+0,1°  2,07+0,12 83,09+0,3"itmn
4 4,00 0,85 0,045 0,45 81,15+0,3f -0,26+0,07° 2,050,12 81,17+0,1'™"
5 4,00 1,35 0,015 0,15 82,71+0,4%f  -0,28+0,06° 1,97+0,12 85,96+0,4"
6 4,00 1,35 0,015 0,45 84,73+0,2%¢f  -0,29+0,09° 1,97+0,042  84,76+0,09"
7 4,00 1,35 0,045 0,15 83,99+0,5%f  -0,33x0,1* 2,15+0,062 84,02+0,1%
8 4,00 1,35 0,045 0,45 87,69+0,2°¢def  -0,29+0,04° 2,12+0,09? 87,72+0,5%"
9 5,00 0,85 0,015 0,15 85,94+0,5°¢¢f  -0,2520,1* 2,01+0,052  82,73+0,05)™"
10 5,00 0,85 0,015 0,45 91,02+0,22bedef  _(0,3740,01°  2,2040,12 91,04+0,1f
11 5,00 0,85 0,045 0,15 90,34+0,3*bcdef  -0,3840,02°  2,28+0,12 90,37+0,29
12 5,00 0,85 0,045 0,45 85,92+0,7¢%¢f  -0,32+0,09° 2,25+0,1? 85,95+0,01™
13 5,00 1,35 0,015 0,15 86,00+0,1°%¢f  -0,33x0,1°  2,04%0,22 86,03+0,07"
14 5,00 1,35 0,015 0,45 99,87+0,1*>¢  -0,91+0,04* 2,30+0,12 99,900,084
15 5,00 1,35 0,045 0,15 97,46+0,12>cde  -0,90+0,07°0  2,46+0,12 97,50+0,3¢%¢
16 5,00 1,35 0,045 0,45 101,54+0,4*  -0,94+0,04° 2,39+0,22 101,57+0,062°
17 3,50 1,10 0,030 0,30 80,73+0,6f -0,91+0,1*  2,26+0,12 80,77+0,2™"
18 5,50 1,10 0,030 0,30 101,50+0,3**  -0,96+0,6°  2,30+0,22 101,53+0,42"
19 4,50 0,60 0,030 0,30 96,71+0,6*>¢%¢  -0,86+0,1* 1,91+0,05 96,73+0,4°
20 4,50 1,60 0,030 0,30 103,70+0,2? -1,00+0,09¢  2,34+0,12 103,73+0,1°
21 4,50 1,10 0,000 0,30 84,41+0,2%¢f  -0,30+0,1°  2,04+0,3 84,44+0,09"
22 4,50 1,10 0,060 0,30 97,86+0,5*°¢¢  -0,95+0,12  2,36+0,12 84,90+0,04%4°
23 4,50 1,10 0,030 0,00 84,30+0,8%¢f -0,3440,1°  2,25+0,42 84,33+0,1'
24 4,50 1,10 0,030 0,60 100,75+0,4*>¢  -1,07+0,082  2,17+0,052 100,78+0,012b¢
25* 4,50 1,10 0,030 0,30 81,12+0,2f -0,29+0,01°  2,10+0,092 81,05+0,3"
26* 4,50 1,10 0,030 0,30 81,10+0,4 -0,29+0,1°  2,09+0,22 81,12+0,2"
27* 4,50 1,10 0,030 0,30 81,05+0,4f -0,27+0,07° 2,13+0,22 81,08+0,09"
Intervalo 3,50-5,50 0,60-1,10 0,00-0,06 0,0-0,6 80,73-103,70 -0,20--1,07 1,91-2,46 80,77-101,53
RM - - - - - 0,0% 6,8% 3,2%
AM - - - - 19,5 81,3% 16,6% 17,7 %

*Pontos Centrais. Valores que apresentam a mesma letra, numa mesma coluna, ndo apresentam diferengas
significativas (p>0,01) pelo Teste de Tuckey a 99 % de confianga. R M — Redu¢do méxima das respostas em relacéo
ao filme controle. A M - Aumento méaximo das respostas em relagdo ao filme controle.
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Pelos dados obtidos na Tabela 35 é possivel observar que o parametro L*, que
caracteriza a luminosidade das amostras, para a maioria dos ensaios aumentou diferindo
estatisticamente do controle (83,48). A maior luminosidade foi alcancada pelo E16
contento 5,0 % de amido, 1,35 % de glicerol, 0,045 % de goma xantana e 0,45 % de
nanowhiskers. A analise de variancia, ANOVA, reportada nos Anexos Il, mostra a
variacdo explicada pela regressdo (R?) de 81,80 %, entretanto F calculado é apenas 1,77
vezes maior que o F tabelado, ndo validando o modelo de regressao. De acordo com o
gréfico de Pareto mostrado no Anexo I, Figura 3, o efeito do termo linear do amido de
mandioca é positivo e o que mais influe na luminosidade do filme. O aumento da
concentragdo de amido na solucéo filmogénica aumenta significativamente o parametro
L* (p<0,01), isto é, a luminosidade dos bionanocompositos estd mais proxima do
branco, com o0 aumento da concentragdo de amido de mandioca, como esperado.
Comportamento similar foi verificado com o aumento da concentracdo de glicerol nos
filmes, sendo o menor valor de L* apresentado pelo filme elaborado com a menor
concentracdo de amido (3,5 %) e concentracdo intermediaria de glicerol (1,10 %), e 0
maior valor de L* foi obtido no filme contendo 4,5 % de amido e 1,6 % de glicerol. A
goma xantana e nanowhiskers exercem efeito significativo (p<0,01) e positivo sobre
esta variavel dependente. Os efeitos positivos indicam que o aumento nas concentracoes
destes parametros na solucdo filmogénica promove um aumento na luminosidade dos
bionanocompositos (Anexo VI).

Os modelos de regressdo para a coordenada de cromaticidade a* (croma a*)
também foram gerados, poisa variacdo explicada foi de 53,81 % e o F calculado inferior
ao F tabelado (Anexo II).

Segundo o grafico de Pareto (Anexo I, Figura 3), o termo linear do amido de
mandioca produz um efeito positivo significativo na determinacdo do croma a* ou seja,
concentragfes maiores de amido aumenta os valores para 0 croma a* e
conseqlientemente aumenta também a tendéncia da cor dos filmes para o verde.

Através da Tabela 35 e dos Anexos | e VI é possivel observar que o croma a*
das amostras apresentou valores que variaram de -0,20 (E3, com 4,0 % de amido, 0,85
% de glicerol, 0,045 % de goma xantana e 0,15 % de nanowhiskers) a -1,07 (E24, com
45 % de amido, 1,10 % de glicerol, 0,030 % de goma xantana e 0,60 % de
nanowhiskers) e, assim como para a luminosidade (L*), em geral o aumento das
concentracdes de amido, glicerol, goma xantana e nanowhiskers aumentou os valores

desse parametro. Os valores baixos, proximos de zero, indicam a presenca de uma
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regido que é péalida, opaca e se situa na regido central no eixo das abscissas (regido
acromatica).

A andlise de variancia (Anexo Il) para a coordenada de cromaticidade b*
inviabiliza o modelo de regressdao mostrando uma variacao explicada pela regressao (R?)
de 78,90 % e um F calculado apenas 1,47 vezes maior que o F tabelado. J& do grafico de
Pareto (Anexo I, Figura 3) pode-se extrair que o termo linear da goma xantana produz
efeito positivo significativo para a determinagdo do croma b*. Os termos lineares do
amido e do glicerol também produzem efeitos positivos neste parametro.

O croma b* das amostras apresentou valores que variaram de 1,91 (E19, com 4,5
% de amido, 0,6 % de glicerol, 0,030 % de goma xantana e 0,30 % de nanowhiskers) a
2,46 (E15, com 5,0 % de amido, 1,35 % de glicerol, 0,045 % de goma xantana e 0,15 %
de nanowhiskers), sendo que as amostras apresentaram maiores valores com aumento
das concentracbes de goma xantana, amido e de glicerol. A concentracdo de
nanowhiskers de palha de milho nos filmes n&o interferiu nessa resposta (Anexos | e
VI). No entanto, diversos autores afirmam que existem uma relacdo de interacéo entre
as coordenadas de cromaticidade a* e b*, significando que as alteracdes de um ou outro
parametro estdo diretamente relacionadas a cor do produto objeto de estudo
(WYSZECKI e STILES, 2000; CHOUBERT e BACCAUNAUD, 2006). Esse
componente de cor varia do azul (-) ao amarelo (+) e as amostras, de uma forma geral,
apresentaram uma tendéncia em relacéo a coloracao amarelada.

A diferenca de cor (AE) ndo pode ser explicada por um modelo preditivo, a
andlise de variancia (Anexo Il) ndo valida o modelo apresentando variacdo explicada
pela regresséo de 86,25 % e o F calculado apenas 2,47 vezes maior que o F tabelado.

Os termos lineares e quadraticos do amido de mandioca, glicerol, goma xantana
e nanowhiskers produzem efeitos estatisticamente significativos (p<0,01) na
determinacdo da diferenca de cor dos filmes, como mostra o grafico de Pareto (Anexo I,
Figura 3), resultado esperado uma vez que as variaveis independentes utilizadas
possuem capacidade de imprimir cor aos bionanocompasitos.

Todos os ensaios apresentaram diferenca significativa entre si para o pardmetro
de diferenca de cor (Tabela 33). E16 apresentou maior diferenca de cor (101,57) em
relacdo ao controle (83,51) seguida pela E24 (100,78), a menor diferenca de cor foi
apresentada pela E17 (80,77) demonstrando a alta influéncia das varidveis na

determinacéo da cor dos filmes.
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Filmes elaborados com amido de mandioca e goma xantana acetilada e
desacetilada, acrescidos de 6leo de soja, sacarose, propileno-glicol e fosfato de sddio
monosodico foram estudados por Santos et al. (2005). Somente a concentragdo do
amido de mandioca afetou a diferenca total de cor nestes filmes. Todas as amostras
apresentaram altos valores de luminosidade e baixos valores de croma a* (verde) e b*
(amarelo), indicando que, independente dos aditivos utilizados, os materiais eram, quase
que totalmente sem cor, com um alto brilho. Neste estudo, os filmes elaborados com
goma xantana e nanowhiskers de palha de milho apresentaram comportamento similar.

Filmes elaborados com misturas de amido de arroz e quitosana em diferentes
proporcdes foram avaliados por Bourtoom e Chinnan (2008). A principal diferenga nos
pardmetros de cor foi relacionado ao acréscimo de quitosana, resultando em filmes de
cores mais suaves a julgar pelos valores de L*, a* e AE. Os valores de b* aumentaram
no sentido docroma amarelo em funcgéo da variacdo da taxa amido/quitosana ter passado
de 2:1 para 0,5:1.
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CAPITULO V

CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir dos sete ensaios do planejamento experimental
indicaram que a aeracdo (0,5 — 1,5 vvm) e a agitacdo (300 — 700 rpm) influenciaram a
producdo e a viscosidade da goma xantana obtida a partir da glicerina residual do
biodiesel em biorreator de 4,5 L e Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae cepa
2103. A otimizacdo apontou 1,0 vvm e 500 rpm como combinagdo para maximizar a
producdo de xantana em até 5,98 g.L! e a viscosidade aparente em até 243,5 mPa.s. A
massa molecular do polimero foi influenciada significativamente (p<0,05) pela taxa de
oxigénio dissolvido, e maiores massas foram obtidas em baixas aera¢cfes, enquanto o
aumento da velocidade de agitacdo também contribuiu para 0 aumento desse parametro.
O aumento da aeracdo e da velocidade de agitacdo resultou no aumento do teor de
glicose e manose do polimero, entretanto a primeira variavel independente contribuiu
para reducdo do teor de pituvato da cadeia. Portanto, o polimero obtido apresenta boas
propriedades para diversas aplicacGes entre elas para o desenvolvimento de
bionanocompdsitos.

A palha de milho mostrou ser boa fonte de celulose (45,5 %) tornando-se
matéria-prima viavel para obtencdo de nanowhiskers através do processo de hidrélise
acida (H2SO04 55 %, 50 °C, 15-20 minutos), com rendimento de 64 % de nanoparticulas
com grau de cristalinidade de 55,04 % e razdo L/D de 54,7+24, o que pode proporcionar
melhoria nas propriedades de barreira e mecénica para o0 desenvolvimento de
bionanocompositos.

O procedimento empregado na preparacdo de bionanocompdsitos a partir do
amido de mandioca, glicerol, goma xantana e nanowhiskers foi eficiente, uma vez que a
elaboragdo dos filmes por casting resultou em filmes flexiveis com variagdo de
propriedades, podendo ser utilizado em uma grande gama de aplicagdes.

As propriedades de barreira dos filmes foram afetadas pela composi¢do da
solugdo filmogénica, ou seja, pelas varidveis independentes. Constatou-se que a

atividade de agua, a umidade e a permeabilidade ao vapor d’agua foram influenciadas
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significativamente (p<0,01) pelas concentracdes de amido, glicerol e nanowhiskers. As
maiores concentragcOes dessas varidveis resultaram na diminuicdo simultanea da
atividade de agua em até 24 % e da umidade ematé 33 % em relacdo ao filme controle
(sem goma xantana e nanowhiskers). Os nanowhiskers influenciaram positivamente a
permeabilidade ao vapor de &gua, indicando que o0 aumento na concentracdo dessa
variavel acarreta uma reducdo desejavel dessa propriedade em até 44 %. As maiores
concentracdes de goma xantana também resultam em filmes com menores umidades e
permeabilidade ao vapor de agua, com reducées de 33 % e de 44 %, respectivamente.
Neste contexto, a presenca destes compostos em determinadas concentra¢es diminui a
disponibilidade de 4gua dos bionanocompdsitos, possibilitando dessa forma o aumento
da estabilidade microbiana durante a estocagem dos filmes, assim como dos produtos
que serdo embalados.

A tensdo maxima na ruptura nos filmes diminuiu em até 72 % em relacdo ao
controle nos filmes contendo as maiores concentragdo de glicerol, amido, goma xantana
e nanowhiskers, nesta ordem decrescente, com conseqliente aumento nos valores de
deformacdo na ruptura (54,4 %). Dessa forma, quando a estrutura do filme torna-se
menos rigida, as propriedades relacionadas a tensdo sdo reduzidas e a deformacao
aumentada. Os nanowhiskers influenciaram positivamente a deformacé&o na ruptura dos
bionanocompdsitos, indicando que o aumento na concentracdo dessa variavel acarreta
um aumento desejavel nessa propriedade.

A incorporacdo de goma xantana e nanowhiskers produziu efeitos significativos
na luminosidade com aumento maximo de 19,5 % em relacdo ao filme controle. A
coloracdo do amido prevalece sob a coloracdo das demais variaveis independentes,
contribuindo para o0 aumento da diferenca de cor maxima de 17,7 % entre 0s ensaios e o
controle.

Portanto, é possivel obter bionanocompositos (filmes) de amido de mandioca,
glicerol, goma xantana (produzida a partir da glicerina residual do biodiesel) e
nanowhiskers (obtidos a partir da palha de milho), utilizando o processo de casting,
como uma alternativa viavel para a reducdo de lixos plasticos sintéticos no meio
ambiente, em substituicdo aos materiais existentes. Porém, algumas caracteristicas

precisam ser melhoradas para serem utilizados em escala industrial.
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Anexo |

Os Graficos de Pareto, mostrados nas Figurasabaixo, possibilitaram verificar a influéncia

dos efeitos significativos das variaveis independentes (amido, glicerol, goma xantana e

nanowhiskers) sobre as varidveis respostas (espessura (E), atividade de agua (aw), umidade (U),

permeabilidade ao vapor d’dgua (PVA), taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA),

solubilidade (S), intumescimento (SW), tensdo na ruptura (c), deformagdo na ruptura (&), modulo

de elasticidade (E), decomposicdo térmica (Tonset), luminosidade (L*), croma a* (a*), croma b*

(a*) e diferenca de cor (AE)) a 95 % e 99 % de confianca. O efeito é tdo mais significativo quanto
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Figura 1. Graficos de Pareto para as respostas espessura a 95 % e a 99 % de confiancga; atividade
de &gua a 95 % e a 99 % de confian¢a; umidade a 95 % e a 99 % de confianca; permeabilidade
ao vapor d’agua a 95 % e a 99 % de confianca; taxa de permeabilidade ao vapor d’agua a 95 % e
a 99 % de confianca; solubilidade a 95 % e a 99 % de confianga; intumescimento a 95 % e a 99

% de confianca.
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Figura 2. Graficos de Pareto para as respostas tensdo na ruptura a 95 % e a 99 % de confianca;
deformacéo na ruptura a 95 % e a 99 % de confianca; médulo de elasticidade a 95 % e a 99 % de
confianca e decomposicao termica a 95 % e a 99 % de confianca.
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ANEXO I1

Analises estatisticas dos resultados obtidos para os 27 ensaios do planejamento
experimental. Para validar as equacGes do modelo, foi verificada a anélise de variancia
(ANOVA) presente na Tabela 1. O Fcac mostra um ajuste do modelo, desde que
Feaic>Ftan indicando que o modelo é preditivo. O grafico de Pareto e o erro puro também

foram utilizados para validar o modelo (p<0,05).

Tabela 1.Andlise de variancia (ANOVA) para o0 modelo quadratico das analises de
espessura (e), atividade de agua (aw), umidade (U), permeabilidade ao vapor d’agua
(PVA), taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA), solubilidade (S),
intumescimento (SW), tensdo na ruptura (o), deformagdo na ruptura (g), modulo de
elasticidade (E), decomposicao térmica (Tonset), luminosidade (L*), croma a*, croma
b* e diferenga de cor (AE).

Coeficientes Soma Grau de Média
de Variaco Quadratica Liberdade Quadratica Fealc
¢ (SS) (DF) (MS)
Regressao 2,94204 10 0,24517
Espessura Residuo 0,22104 2 0,01842 13,30
Total (SS) 22,10032 12
Regressdo 10,42080 10 0,86840
Atividade de 4gua Residuo 0,70680 2 0,05890 14,74
Total (SS) 43,03929 12
Regresséo 127,56216 10 10,63018
Umidade Residuo 7,26240 2 0,60520 17,56
Total (SS) 163,30465 12
. Regressao 11,93532 10 0,99461
Permeabilidade ao
Residuo 0,90723 2 0,07560 13,15
vapor de 4gua
Total (SS) 45,99578 12
Taxa de Regressdo 93,32407 10 7,77700
Permeabilidade ao Residuo 22,14166 2 1,84513 4,21
vapor de dgua Total (SS) 374,30740 12
Regressdo 188,18671 10 15,68222
Solubilidade Residuo 15,83420 2 1,31951 11,88
Total (SS) 256,02090 12
Regressao 116,42289 10 9,70190 10,78
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Intumescimento Residuo 10,79242 2 0,89936
Total (SS) 147,77532 12
Regressdo 66,53609 10 5,54467
Tensdo Residuo 4,02257 2 0,33521 16,54
Total (SS) 91,11866 12
Regressao 2620,60711 10 218,38393
Deformacao Residuo 162,97347 2 13,58112 16,07
Total (SS) 3050,70058 12
Médulo de Regr}esséo 223391,62593 10 18615,96883
elasticidade Residuo 19397,23301 2 1616,43608 11,51
Total (SS) 359188,85894 12
Regressao 9535,93024 10 794,66085
Tonset Residuo 672,38215 2 56,03184 14,18
Total (SS) 11852,31240 12
Regressao 1310,26252 10 109,18854 4,49
L* Residuo 291,42734 2 24,28561
Total (SS) 1601,68986 12
Regresséo 1,40211 10 0,11684
a* Residuo 1,20328 2 0,10027 1,16
Total (SS) 2,60538 12
Regressdo 0,46192 10 0,01029
b* Residuo 0,12351 2 0,03849 3,74
Total (SS) 0,58542 12
Regressao 1322,61001 10 110,21750
AE Residuo 210,82538 2 17,56878 6,27
Total (SS) 1533,4354 12

Ftan (12:14; 0,95) = 2,53
Fcalc>Ftab, teve efeito significativo
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ANEXO 111

Tabela 1. Equacdes do modelo e coeficientes de determinagdo (R?) para a espessura (e), atividade de agua (aw), umidade (U), permeabilidade ao
vapor d’agua (PVA), taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA), solubilidade (SW) e grau de intumescimento (SW) dos bionanocompasitos a
99 % de confianca, X:= Amido de mandioca, X>= Glicerol e X3= Goma xantana e Xs= Nanowhiskers.

p* Equacéo R? p* Equacéo R?

e: XixXz 0,1380 + 0,0086X1 - 0,0016X12+ 0,0050Y1- 0,0004Y1%- 0,0016X1Y1 0,92 PVA: XixX2  2,6333 + 0,2220X1 - 0,1367X12 +0,2570Y1 - 0,1480Y12+ 0,0031X1Y1 0,96

e: XixXs  0,1380 + 0,0086X1- 0,0016X12 + 0,00033Y1 - 0,0025Y1%- 0,0020X1Y1 0,92 PVA: XixXs  2,6333 + 0,2220X1 - 0,1367X12 - 0,0937Y1-0,1292Y1? +0,0881X1Y1 0,96

e: XixXs  0,1380 + 0,0086 X1 - 0,0016X1%- 0,00375Y1- 0,0020Y1% + 0,0016X1Y1 0,92 PVA: XixXa  2,6333 + 0,2220X1 - 0,1367X1? + 0,1004Y1 - 0,1980Y1% + 0,1006X1Y1 0,96

e: XoxXs 0,1380 + 0,0050X1 -0,0004X12 + 0,0003Y1 - 0,0025Y1% + 0,002X1Y1 0,92 PVA: X2xXs 2,6333 +0,2570X1 - 0,1480X1? - 0,0937Y1 - 0,1292Y1? - 0,0131X1Y1 0,96

e: XaxXa  0,1380 + 0,0050X1 - 0,0004X12 - 0,0037Y1 - 0,0020Y12 - 0,0008X1Y1 0,92 PVA: XoxXs  2,6333 +0,2570X1 - 0,1480X12 + 0,1004Y1 - 0,1980Y1? + 0,0018X1Y1 0,96

e: XaxXs 0,1380 + 0,0003X1 - 0,0025X12 - 0,0037Y1-0,0020Y12 - 0,001X1Y1 0,92 PVA: X3xX4 2,6333 - 0,0937X1 - 0,1292X12 + 0,1004Y1 - 0,1980Y12 - 0,0031X1Y1 0,96

aw: X1xXz  0,5536 - 0,0157X1 - 0,0305X12 - 0,0244Y1- 0,0355Y12+ 0,0018X1Y1 0,97 S: XaxXz 19,4166 + 1,0204X1 + 0,3801X1% + 1,8620Y1 +0,2538Y1%+ 0,0218X1Y1 0,92

aw: X1xXs  0,5536 - 0,0157X1 - 0,0305X1? - 0,0053Y1 - 0,0052Y1? - 0,0025X1Y1 0,97 S: XixXs 19,4166 + 1,0204X1 + 0,3801X12 - 0,1770Y1 - 0,3136Y1% - 0,0268X1Y1 0,92

aw: X1xXs4  0,5536 - 0,0157X1 - 0,0305X1? - 0,0161Y1 + 0,0050Y1? - 0,0081X1Y1 0,97 S: XixXa 19,4166 + 1,0204X1 + 0,3801X12 + 0,2379Y1 + 0,1476Y12 + 0,1943X1Y1 0,92

aw: X2xXa 00,5536 - 0,0244X; - 0,0355X12- 0,0053Y1 - 0,0052Y1? - 0,0028X1Y:1 0,97 S: XoxXs 19,4166 + 1,8620X1 + 0,2538X12 - 0,1770Y1 - 0,3136Y12 + 0,6668X1Y1 0,92

aw: X2xXa 00,5536 - 0,0244X; - 0,0355X1% - 0,0161Y1 + 0,0050Y1% - 0,0076X1Y1 0,97 S: XoxXa 19,4166 + 1,8620X1 + 0,2538X12 + 0,2379Y1 + 0,1476Y1% + 0,1931X1Y1 0,92

aw: XaxXs4  0,5536 - 0,0053X1 - 0,0052X12 - 0,0161Y1 + 0,0050Y1? + 0,0005X1Y1 0,97 S: XaxXa 19,4166 - 0,1770X1 - 0,3136X1? + 0,2379Y1 + 0,1476Y1? - 0,1031X1Y1 0,92

U: X1xX2 14,2366 - 0,7458X1 - 0,6904X1? - 0,2229Y1? - 0,5675X1Y1 0,97  SW: XixX2 3,6666 + 0,3779X1 + 0,3351X12 - 0,9229Y1 - 0,1911Y1? - 0,034X1Y1 0,97

U: XixXs 14,2366 - 0,7458X1 - 0,6904X1? - 0,2891Y1 - 0,1304Y1? - 0,3212X1Y1 0,97  SW: X1xX3 3,6666 + 0,3779X1 + 0,3351X12 + 0,1962Y1 + 0,2388Y1? - 0,0781X1Y1 0,97

U: X1xXs 14,2366 - 0,7458X1 - 0,6904X12 - 0,8658Y1 - 0,3766Y1% - 0,4200X1Y1 0,97 SW: XixXs  3,6666 + 0,3779X1 + 0,3351X12 + 0,1729Y1 + 0,1076Y1% - 0,0218X1Y1 0,97

U: X2xX3 14,2366 - 0,2229X1%- 0,2891Y1- 0,1304Y1? + 0,0225X1Y1 0,97  SW: XaxXs 3,6666 - 0,9229X1 - 0,1911X12 + 0,1962Y1 + 0,2388Y1? - 0,2306X1Y1 0,97

U:X2xX4 14,2366 - 0,2229X1?- 0,8658Y1 - 0,3766Y1? - 0,2737X1Y1 0,97  SW:XaxXs 3,6666 - 0,9229X1 - 0,1911X1? + 0,1729Y1 + 0,1076Y1? - 0,1268X1Y1 0,97

U: XsxXs 14,2366 - 0,2891X1 - 0,1304X1? - 0,8658Y1 - 0,3766Y1% - 0,1150X1Y1 0,97  SW: XaxX4 3,6666 + 0,1962X1 + 0,2388X12 + 0,1729Y1 + 0,1076Y1? - 0,0106X1Y1 0,97

P* - Parametros
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Tabela 2. Equagbes do modelo e coeficientes de determinacdo (R?) para a tensdo maxima na ruptura (o), deformagdo na ruptura (g), médulo de
elasticidade (E) e temperatura de degradacdo (Tonset) dos bionanocompdsitos, X1= Amido de mandioca, X>= Glicerol e X3= Goma xantana e Xs=
Nanowhiskers.

p* Equagéo R? p* Equacgéo R?
6,3000 - 0,1004X1 - 0,7553X1? - 0,5120Y1 - 1,0065Y1? + 0,3006X1Y1 0,96 117,6333 + 22,6795X1 - 29,0682X1? -61,9179Y1 + 37,9767Y1? - 0,92
o:X1xX2 E: X1xX2
12,4318X1Y1
c:X1xXz  6,3000 - 0,1004X1 - 0,7553X1?% - 0,3820Y1 - 0,6453Y1% + 0,3068X1Y1 0,96 E: X1xX3 117,6333 + 22,6795X1 - 29,0682X12 - 6,2095Y1 - 30,5632Y1% + 5,6756X1Y1 0,92
6,3000 - 0,1004X1 - 0,7553X12 + 0,0362Y1 - 0,3403Y12 + 0,2468X1Y1 0,96 117,6333 + 22,6795X1 - 29,0682X12 + 10,6595Y1 -22,1919Y12 + 0,92
0:X1XXa E: X1xX4

11,1681X1Y1

6:X2xXs  6,3000 - 0,5120X1 - 1,0065X41? - 0,3820Y1 - 0,6453Y1% + 0,3206X1Y1 0,96 E:X2oxX3 117,6333 - 61,9179X1 + 37,9767X12 - 6,2095Y1 - 30,5632Y12 + 4,5668X1Y1 0,92

6,3000 - 0,5120X1 - 1,0065X12 + 0,036Y1 - 0,3403Y1% - 0,2693X1Y1 0,96 117,6333 - 61,9179X1 + 37,9767X12+ 10,6595Y1 - 22,1919Y42 - 0,92
G: X2xXXa E:X2xX4
9,4531X1Y1

c:X3xXs  6,3000 - 0,3820X1 - 0,6453X12 + 0,036Y1 - 0,3403Y1? + 0,0718X1Y1 0,96 E:X3xX4 117,6333 - 6,2095X1 - 30,5632X12 + 10,6595Y1 - 22,1919Y12 - 1,7206X1Y1 0,92
23,4766 + 5,1545X1 + 3,3551X12 + 6,2029Y1 + 3,9826Y12 - 0,95 Tonset:

£:X1xX2 302,9200 + 2,2029X1 + 1,1590X1%+ 13,4920Y1 - 5,7084Y12 + 0,6793X1Y1 0,90
0,6443X1Y1 X1xX2
23,4766 + 5,1545X1 + 3,3551X12 + 0,6487Y1 + 0,2276Y12 + 0,95 Tonset:

£:X1xX3 302,9200 + 2,2029X1 + 1,1590X12 + 6,2070Y1 - 0,4546Y12 + 0,2756X1Y1 0,90
0,2193X1Y1 XixX3
23,4766 + 5,1545X1 + 3,3551X12 + 4,5879Y1 + 1,2351Y12 + 0,95 Tonset:

£:X1xX4 302,9200 + 2,2029X1 + 1,1590X12 + 0,7004Y1 - 4,7234Y1% - 12,5906X1Y1 0,90
1,2656X1Y1 X1xX4
23,4766 + 6,2029X1 + 3,9826X1%+ 0,6487Y1 + 0,2276Y12 + 0,95 Tonset:

£:XoxX3 302,9200 + 13,4920X1 - 5,7084X12 + 6,2070Y1 - 0,4546Y12 + 3,7093X1Y1 0,90
0,5593X1Y1 XaxX3
23,4766 + 6,2029X1 + 3,9826X12 + 4,5879Y1 + 1,2351Y12 - 0,95 Tonset:

€:X2xX4 302,9200 + 13,4920X1 - 5,7084X12 + 0,7004Y1 - 4,7234Y12 + 0,8281X1Y1 0,90
0,2418X1Y1 XoxXa
23,4766 + 0,6487X1 + 0,2276X12 + 4,5879Y1 + 1,2351Y12 + 0,95 Tonset:

£:X3xX4 302,9200 + 6,2070X1 - 0,4546X12 + 0,7004Y1 - 4,7234Y1% - 1,5081X1Y1 0,90
0,0568X1Y1 X3xXa

P* - Parametros
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ANEXO IV
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Figura 1. Superficies de resposta geradas a 99 % de confianca para as interaces das variaveis independentes (amido, glicerol, goma xantana e
nanowhiskers) sobre as variaveis respostas (espessura, atividade de agua, umidade, permeabilidade ao vapor d’agua, taxa de permeabilidade ao

vapor d’agua, solubilidade, grau de intumescimento, tensdo na ruptura, deformacdo na ruptura, modulo de elasticidade e temperatura de
degradacéo) para os 27 ensaios do planejamento experimental.
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ANEXO V
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Figura 1. Superficies de resposta geradas a 95 % de confianca para as interacdes das variaveis independentes (amido, glicerol, goma xantana e
nanowhiskers) sobre as variaveis respostas (espessura, atividade de agua, umidade, permeabilidade ao vapor d’agua, taxa de permeabilidade ao

vapor d’agua, solubilidade, grau de intumescimento, tensdo na ruptura, deformacdo na ruptura, modulo de elasticidade e temperatura de
degradacéo) para os 27 ensaios do planejamento experimental.
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ANEXO VI

Tabela 1. Tabela de efeitos das analises de espessura (e), atividade de agua (aw), umidade (U), permeabilidade ao vapor d’agua (PVA), taxa de
permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA), solubilidade (S), intumescimento (SW), tensdo na ruptura (o), deformagdo na ruptura (), médulo de
elasticidade (E), temperatura de degradacdo (Tonset), luminosidade (L*), croma a*, croma b* ¢ diferenga de cor (AE).

Variavel Respostas
e aw ) PVA TPVA S SW c € E Tonset L* a* b* AE
(1)Amido (L) 0,02 -0,03  -1,49 0,44 13,00 2,04 0,75 -0,20 10,31 45,36 441 930 020 0,15 8,77
Amido (Q) -0,06  -1,38 -0,27 -17,58 0,76 -151 6,71  -58,14 2,32 3,06 020 --- 3,62
(2)Glicerol (L) -0,05 0,51 29,50 3,72 -1,84 -1,02 12,41 -12384 26,98 465 019 0,12 520
Glicerol (Q) -0,07 -0,45 -0,30 -28,08 0,51 -2,00 7,97 7595 -1142 7,60 0,19 8,16
(3)GX (L) -0,58 -0,19 -0,35 -0,76  --- -1242 12,41 359 0,17 017 1,43
GX (Q) -0,26 -0,26 -8,83 -0,63 -1,29 - -61,13 307 - 0,38
(4)NWC (L) -0,03  -1,73 0,20 15,67 0,48 -- 9,18 21,32 4,86 0,18 4,86
NWC (Q) -0,75 -0,40 -11,83 0,30 -0,68 247 -4438 945 3,76 0,08 4,32
1L by 2L -1,14 11,25 060 - -24,86 2,67 0,19 2,68
1L by 3L -0,64 0,18 26,75 0,61 - 11,35 1,08 0,08 1,89
1L by 4L -0,84 0,20 0,39 0,49 2,53 22,34 -25,18 1,47 0,08 2,28
2L by 3L 1,33 0,64 - 9,13 742 2,31 0,08 1,51
2L by 4L -0,55 -11,00 0,39 -0,54 - -18,91 2,73 - 1,93
3L by 4L -0,23 -0,21 014 - -3,44 -3,02 -282 -009 --- -282
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