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RESUMO

Os nanocompositos apresentam caracteristicas muito distintas dos compadsitos
comuns. Varios tipos de materiais tém sido testados na producdo de
nanocompd@sitos. A procura por biodegradabilidade e redugdo de danos ambientais
levou ao conceito de bionanocompdsitos, nos quais tanto a matriz quanto o reforgo
nanoestruturado sdo de origem biolégica. O objetivo deste trabalho € estudar
amidos plastificados com glicerol e reforgados com nanofibras de celulose
bacteriana visando a produgdo de bionanocompdsitos com potenciais aplicacdes
para substituicdo de polimeros de origem féssil. Foram utilizados celulose bacteriana
obtida a partir de culturas de Acetobacter xylinum, amido de mandioca e glicerol P.
A. Experimentos de desagregacdo mecanica da celulose foram conduzidos a fim de
produzir nanofibras, mas néo tiveram resultados satisfatérios. Partiu-se entdo para a
desagregacdo por hidrélise enzimatica parcial. Foram utilizadas preparacdes
enzimaticas comerciais - com atividade enzimatica completa — e provenientes de
cepas recombinantes de Trichoderma reesei — com atividade endoglucanésica. A
evolucgdo das hidrdlises foi acompanhada pela determinag&o dos aglcares redutores
totais — método de Somogyi-Nelson — e por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
As nanofibras obtidas foram caracterizadas por difratometria de raios X,
cromatografia de permeacdo em gel, microscopia eletronica de varredura e
microscopia de for¢ca atbmica. Filmes de amido plastificado foram produzidos pelo
processo de casting, com a incorporacao de 2,5% de celulose néo tratada e tratada
por diferentes preparacdes enzimaticas e diferentes tempos de hidrdlise. Os filmes
obtidos foram acondicionados por 10 dias em umidade relativa de 43% e suas
propriedades mecénicas, modulo de elasticidade e limite de resisténcia a tracao,
foram caracterizadas por ensaios de tragéo. Foi observada uma elevagdo em ambas
as propriedades quando da incorporagdo da celulose bacteriana aos filmes. O
melhor resultado foi obtido com celulose tratada com endoglucanases por 60 min,
com aumento de quatro vezes do médulo de elasticidade e de duas vezes do limite
de resisténcia a tracdo em relag&o ao filme com celulose n&o tratada. Foi observado,
atraves de difratometria de raios X, que a presenca de fibras induziu a formacéo de
cristalinidade nos filmes, o que pode contribuir para a melhoria nas propriedades
mecanicas. Micrografias eletronicas de varredura dos filmes rompidos em ensaios
de tracdo mostraram uma grande compatibilidade entre matriz e fibras e uma boa
disperséo das mesmas. Micrografias eletronicas das fibras mostraram alteragdes na
sua morfologia que podem explicar a melhor dispersédo das fibras parcialmente
hidrolisadas na matriz polimérica, o que foi confirmado por microscopia de forca
atbmica. As alteracdes no grau de polimerizacdo das fibras durante as hidrolises
sugerem um mecanismo de desagregacdo baseado no ataque as regides menos
organizadas entre as nanofibrilas da celulose.

Palavras-chave: bionanocompositos. Celulose bacteriana. Amido plastificado.



ABSTRACT

Nanocomposites show properties very different from ordinary composites. A great
variety of materials has been tested for production of nanocomposites. The search
for biodegradability and reduction of environmental impact lead to the concept of
bionanocomposites, on which all components are from renewable source. The aim of
this work is to study bionanocomposites based on thermoplastic starch and bacterial
cellulose nanofibers. The bacterial cellulose was obtained from Acetobacter xylinum
cultures. Cassava starch and glicerol were used for the production of thermoplastic
starch films. Experiments involving mechanical disruption of the bacterial cellulose
did not lead to satisfactory results. Instead, partial enzymatic hydrolysis of the
cellulose was used in order to produce the nanofibers. Commercial cellulases — with
complete enzymatic activity — and endoglucanases from recombinant strains of
Trichoderma reesei were used in the hydrolysis. The thermoplastic starch films were
combined with 2,5% of cellulose nanofibers (non treated and treated with different
enzymes and varied hydrolysis periods).The films were conditioned for 10 days at
43% relative humidity and their mechanical properties — Young's modulus and tensile
strength — where determined by tensile testing. Both mechanical properties where
improved with the incorporation of fibers. The best results were obtained with
nanofibers treated with endoglucanases for 60 min, the modulus increasing fourfold
and the tensile strength doubling in relation to untreated fiber. X ray diffractometry of
the films showed the development of starch crystallinity induced by the fibers, which
may contribute to improve mechanical properties. Electron scanning microscopy of
the disrupted films showed good adhesion between fiber and matrix and good
dispersion of the nanofibers. Changes in fiber morphology, observed by means of
electron scanning and atomic force microscopy, may also have contributed for that.
Variations in the degree of polymerization in treated cellulose suggest a hydrolysis
mechanism based on the attack of less organized regions between cellulose
nanofibers.

Key words: Bionanocomposites. Bacterial cellulose. Thermoplastic starch.
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1 INTRODUCAO

Desde a descoberta, no inicio da década de 1990, de que a dispersdo de
nanoparticulas de um argilomineral em wuma matriz polimérica melhora
significativamente as propriedades mecéanicas do material (USUKI et al., 1990), teve
inicio uma grande procura pelos chamados nanocompd@sitos, ou seja, compositos
nos quais ao menos uma das fases apresenta-se com pelo menos uma das
dimensdes nanométrica. A presenca de uma fase constituida de nanoparticulas ou
nanofibras confere a esses materiais caracteristicas muito distintas daquelas dos
compa@sitos em que os componentes se apresentam em dimensdes da ordem de
micrometros ou maiores.

Varios tipos de materiais, tanto organicos quanto inorganicos, tém sido
testados na producdo de nanocompdsitos. Entre eles, podemos citar o0s
argilominerais (USUKI et al., 1990; WILHELM et al., 2003; CHEN et al., 2005) e as
fibras celuldsicas obtidas a partir de vegetais (STAEL et al., 2001; ORTS et al., 2005;
MALAININE et al.,, 2005). Estas ultimas recebem atencdo especial por serem
biodegradaveis e renovaveis, tendo menor impacto no ambiente do que suas
contrapartidas sintéticas (YU et al., 2006).

A procura por biodegradabilidade e reducdo dos danos ambientais
provocados por polimeros de origem fossil levou a reconsideracbes sobre as
proprias matrizes poliméricas utilizadas naqueles compdsitos. O conceito de
bionanocompésito — material no qual tanto a matriz quanto o reforgo
nanoestruturado sdo de origem bioldgica (SIMONSEN, 2007) — levou & pesquisa
com polimeros como os polilactatos e o poli(hidroxibutirato) (YU et al., 2006). Outro
polimero que despertou um interesse consideravel como matriz de biocompdésitos é
o amido, devido a sua facilidade de obtencéo a baixo custo e a possibilidade de ser
plastificado e processado através de métodos convencionais, aplicados a polimeros
sintéticos (CHEN e EVANS, 2005; ANGLES e DUFRESNE, 2000, 2001; AVEROUS
et al., 2001; MATHEW e DUFRESNE, 2002).

O presente trabalho segue a linha apresentada acima. S&o investigadas
formas de se produzir nanofibras de celulose e de agrega-las a uma matriz
polimérica de amido plastificado. Atencdo especial foi dada as propriedades

mecanicas dos compasitos obtidos, uma vez que uma das barreiras a utilizagdo do
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amido em substituicdo aos polimeros de origem féssil é justamente seu baixo
desempenho mecanico. A opgédo pela celulose bacteriana em conjunto com amido
de mandioca d& ao trabalho caracteristicas diferenciadas dos demais citados acima.

O uso de hidrélise enzimatica na producdo de nanofibras de celulose tem
sido muito menos explorado do que a hidrélise acida. Além disso, o Departamento
de Quimica da UFPR possui know how tanto em hidrélise enzimatica (ZANDONA
Filho, 2001; MARTINS, 2005) quanto em produgdo de nanocompésitos (WILHELM
et al., 2003). N&o apenas as propriedades mecanicas das nanofibras obtidas foram
consideradas importantes, mas também a investigagdo dos motivos pelos quais
essas nanofibras apresentam um desempenho mecanico superior quando

comparado as fibras celulésicas ndo submetidas a tratamentos enzimaticos.

1.1 OBJETIVO GERAL

Estudar amidos plastificados com glicerol e reforcados com nanofibras de
celulose no intuito de gerar materiais bionanocompdsitos com potenciais aplicagcdes

na substituicdo de polimeros de origem fossil.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Obter nanofibras de celulose a partir de celulose bacteriana; caracterizar
as nanofibras obtidas.

i) Obter bionanocompdsitos — filmes poliméricos de amido plastificado
glicerol, reforgados com as nanofibras de celulose.

iii) Caracterizar e realizar ensaios mecanicos nos filmes obtidos.

iv) Investigar a relagé@o entre os tratamentos a que a celulose foi submetida e

as propriedades mecanicas dos filmes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CELULOSE E AMIDO

A celulose e 0 amido estéo entre os biopolimeros mais importantes tanto em
abundancia quanto em possibilidades de utilizagdo. Apesar de serem ambos
polimeros de condensacao da D-glucose, diferencas estruturais fazem com que suas
propriedades sejam muito diferentes.

A principal fung&o da celulose, em organismos pluricelulares, é estrutural. E
0 biopolimero de maior ocorréncia natural, sendo produzida por uma grande
variedade de organismos, como bactérias, algas, animais marinhos (tunicados) e
vegetais superiores (MATHEW e DUFRESNE, 2002; RAMOS, 2000). Estima-se que
sua disponibilidade total na biosfera seja da ordem de 20 a 30.10" t (FENGEL e
WEGENER, 1989). O amido é, depois da celulose, a substancia produzida em maior
quantidade pelas plantas, possuindo funcéo de reserva. E responséavel por 70 a 80%
das calorias consumidas por humanos em todo o mundo (FREITAS, 2003).

O fato de a glucose originar duas das mais importantes substancias de
origem biolégica nédo é fortuito. Resulta da conformacdo excepcionalmente estavel
assumida pela D-glucose em sua forma ciclica, a D-glucopiranose. As hidroxilas
ligadas ao anel hemiacetélico encontram-se em posi¢do equatorial em relacdo ao
plano do anel (Fig. 2.1, esquerda). Substituintes em posi¢cédo axial geram tensdes
que podem constituir fatores de instabilidade conformacional (SOLOMONS, 1996).

O carbono que possui propriedades redutoras em um carboidrato é
denominado carbono anomérico. Em meio aquoso, o anel hemiacetélico pode abrir
e fechar na posicao do carbono anomérico (C-1), gerando dois isbmeros de posicao
(andmeros). O anémero a apresenta um grupamento hidroxilico axial em C-1,
enquanto a hidroxila do anémero B € equatorial. O equilibrio dessas duas formas
em solugéo é denominado mutarrotacao (Fig. 2.1).

As duas conformag¢des da forma ciclica da glucose sdo fundamentais para
compreender as diferencas estruturais entre o amido e a celulose. A ligagdo quimica
resultante da condensacdo de duas moléculas de monossacarideo € denominada
ligacdo glicosidica e ocorre pela reacdo entre os grupos hidroxila das duas

moléculas, com eliminacdo de uma molécula de agua. A conformacéo original dos
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grupos hidroxila envolvidos na reacdo determinara e estereoquimica da ligacéo

glicosidica e, consequentemente, de toda a molécula.

OH OH
s & 5 O —_ e OH e
HO 2 +H0 HO _0
HO + -OH HO C/
*  OH OH N\,
B-p-glucopiranose forma aberta (aldose) a-D-glucopiranose

FIGURA 2.1 - MUTARROTAGAO DA GLUCOSE

2.1.1 Celulose

A celulose é um homopolissacarideo linear que consiste em unidades de
glucose (D-glucopiranose) ligadas por ligagfes glicosidicas (1-4). Nesta ligacéo, a
hidroxila em C-1 (o carbono anomérico) de uma molécula de glucose esta na
conformacdo B e reage com a hidroxila em C-4 da segunda molécula.

O tamanho da molécula de celulose é normalmente expresso em termos do
seu grau de polimerizacdo (DP), ou seja, o nimero de unidades de anidroglucose
presentes numa cadeia. No entanto, a analise conformacional da celulose indica que
a celobiose (4-O-a-D-glucopiranosil-a-D-glucopiranose, Fig. 2.2a) é sua unidade
estrutural basica (FENGEL e WEGENER, 1989).

A conformagéo da unidade de repeticdo da celulose pode ser explicada se
levarmos em conta o modelo de biossintese da glucose proposto por KOYAMA et al.
(1997). O sitio ativo da enzima celulose sintase, responsavel pela sintese da
celulose, contém dois sitios consecutivos de ligacdo ao precursor uridina-difosfato-
glucose (UDP-glucose, Fig. 2.2b), posicionados a 180° um do outro, além de um
sitio de ligagédo a extremidade ndo-redutora da 3-glucana (Fig. 2.3). As hidroxilas em
C-5 dos residuos de glucose ligados a esses sitios s@o ativadas por um mecanismo
de catélise basica geral, promovendo a defosforilacdo das unidades de UDP-glucose
e o0 estabelecimento de novas ligagdes [3(1-4). A B-glucana resultante, tendo pouca
afinidade com os sitios de ligacdo & UDP-glucose, desloca-se para uma regido mais
favoravel, o sitio de ligagdo a B-glucana. Duas novas unidades de UDP-glucose

podem entdo ser adicionadas, prosseguindo a sintese.
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FIGURA 2.2 — CELOBIOSE (a) E UDP-GLUCOSE (b)

UDP-gic 1 HDP-gIc 2’ sitig de ligacéo a E-QIugﬁna

%%Wwwjfym\ +2 UDP-glucose

MWM

OH
OH

ML) 7 =

translocacao

-2 UDP v

FIGURA 2.3 — BIOSSINTESE DA CELULOSE (adaptado de KOYAMA et al., 1997)

As hidroxilas presentes na estrutura da celulose encontram-se distribuidas
equatorialmente, numa disposi¢cdo quasi-planar que permite a formagdo de uma
cadeia linear (Fig. 2.4a), na qual as cadeias adjacentes encontram-se alinhadas
formando estruturas cristalinas estabilizadas por ligacdes de hidrogénio inter e
intramoleculares (Fig. 2.4a, b) (ZUGENMAIER, 2001; RAMOS, 2000; FENGEL e
WEGENER, 1989). Essas ligagbes resultam numa estrutura cristalina compacta e
extremamente estavel (Fig. 2.4c), possuindo carater hidrofilico em sua superficie,
porém hidrofébico no seu interior, 0 que torna a celulose insolavel em &gua.

Limitagbes termodinamicas no crescimento dessas estruturas fazem com que
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ocorram, alternadas a essas regifes cristalinas, regides amorfas onde as moléculas

encontram-se distribuidas ao acaso (RAMOS, 2000).

FIGURA 2.4 — ESTRUTURA DA CELULOSE. AS LINHAS PONTILHADAS REPRESENTAM
LIGACOES HIDROGENIO. (a) CADEIA MOLECULAR E LIGACOES HIDROGENIO
INTRAMOLECULARES. (b) LIGACOES HIDROGENIO INTERMOLECULARES. (c) VISTA DA
ESTRUTURA CRISTALINA AO LONGO DA CADEIA MOLECULAR (adaptado de ZUGENMAIER,
2001)

A estrutura cristalina da celulose pode ser representada esquematicamente
pela associagdo ordenada de fibrilas elementares (Fig. 2.5a), cuja espessura varia
de 2 a 6 nm dependendo de sua origem e da metodologia usada para sua extragao.
Essas fibrilas associam-se em cristalitos (Fig. 2.5b) cuja seg¢éo transversal pode
chegar a 12 nm. Nos vegetais superiores, tais cristalitos encontram-se envoltos
numa matriz de lignina, sendo que hemiceluloses compatibilizam as duas fases
dessa estrutura conhecida como microfibrila (Fig. 2.5¢c) (RAMOS, 2003).

A celulose pode se apresentar em vérias formas alomodrficas. Na celulose nativa,
denominada celulose |, as cadeias encontram-se arranjadas em um empacotamento
paralelo. J& na celulose mercerizada (celulose Il), regenerada a partir de um
tratamento alcalino, o arranjo das cadeias é antiparalelo. O tratamento com amdnia
liquida origina a celulose Ill. O tratamento térmico da celulose Il d& origem a
celulose IV, que pode ser convertida na celulose original (ZUGENMAIER, 2001). Em

1984, Atalla e Vanderhart, a partir de estudos de ressonancia magnética nuclear de
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carbono-13 (**C NMR), identificaram na celulose nativa dois alomorfos, as celuloses
le, de empacotamento triclinico, e a Ig, monoclinica (Fig. 2.6). A diferenga entre as
duas é explicada em termos das liga¢cdes hidrogénio intermoleculares. A forma Iq
predomina em algas e bactérias e € menos estavel termodinamicamente, podendo
ser convertida em lg por tratamento térmico a alta press@o. Nos vegetais superiores,
predomina a celulose lg. A tunicina (celulose de tunicados) € celulose Ig praticamente
pura (HORII, 2001).

O DP da celulose varia amplamente, indo de 2.400 em algumas plantas,
como o equiseto (Equisetum arvense), até 15.300 na fibra de algoddo (Gossypyum)
nao tratada. Processos industriais de tratamento reduzem esses valores: a celulose
de madeira pode ter um DP em torno de 10.000, enquanto o DP a polpa kraft
branqueada fica abaixo de 1.000 (FENGEL e WEGENER, 1989; RAMOS, 2003;
SJOSTROM, 1993).

T et oa o0 o0l
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FIGURA 25 — ORGANIZACAO DA CELULOSE EM VEGETAIS SUPERIORES: (a) FIBRILA
ELEMENTAR; (b) CRISTALITO; (c) MICROFIBRILA; (d) PAREDE CELULAR (adaptado de RAMOS,
2003)
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lg (triclinica) Ig (monoclinica)

FIGURA 2.6 — FORMAS ALOMORFICAS DA CELULOSE | (ZUGENMAIER, 2001).

2.1.1.1 Celulose bacteriana

Uma variedade particular de celulose tem atraido a atencdo dos pesquisadores
em biocompdésitos: a celulose bacteriana Conhecida desde longa data pelos
produtores de vinagre como “mae” ou “planta” do vinagre, consiste numa pelicula
gelatinosa e translicida que se forma na superficie de culturas de bactérias do
género Acetobacter. Uma micrografia eletrénica de transmisséo dessa pelicula (Fig.
1.3) revela-a formada por uma rede aleatéria de microfibrilas de menos de 100 nm
de diametro (Fig. 2.7). Sua estrutura consiste em longas cadeias de celulose
alinhadas paralelas, entremeadas de regides amorfas onde as cadeias né&o
apresentam orientagdo definida. Segundo KOIZUMI et al. (2008), a regi&o amorfa
dos feixes de microfibrilas ocupa quase 90% de seu volume; no entanto, como é

composta de até 99% de &gua, contribui muito pouco para a massa total de celulose.
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FIGURA 2.7 — MICROGRAFIA DA CELULOSE BACTERIANA OBTIDA POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE TRANSMISSAO (IGUCHI et al., 2000).
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A sintese das microfibrilas envolve um complexo protéico denominado
complexo terminal (TC), situado na superficie externa da membrana celular da
bactéria. Fileiras de até 60 TCs sintetizam cadeias de celulose que se agrupam em
microfibrilas, que por sua vez formam feixes em forma de fita (Fig. 2.8) com 80 x 4
nm e varios um de comprimento (IGUCHI et al., 2000; KOIZUMI et al., 2008).

secagem

—— >

 MEEal —Fibrila elementar

80x4nm (6 cadeias de
celulose)
» Regi&o
amorfa
Regifo

Feixe de Acetobacter FIutt:]aagﬁes
microfibrilas microfibrila

FIGURA 2.8 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DA CELULOSE BACTERIANA

A celulose bacteriana consiste numa combinag&o das formas alomérficas la
e IB (SUGIYAMA et al, 1991). HAYASHI et al. (1998) estimaram a fracdo de
celulose la em 44%, muito superior & encontrada nas fibras de vegetais superiores e
comparavel a celulose obtida de algas como a Cladophora. O aumento da fragdo de
celulose IB ap6s hidrélise enzimatica parcial indica que o alomorfo la é mais
suscetivel ao ataque por celulases.

O modulo de Young (mddulo elastico ou de elasticidade) das peliculas de
celulose bacteriana, com valores entre 16 el8 GPa isotropicamente ao longo da
superficie do plano, € extraordinariamente alto para materiais biologicos
bidimensionais, o que torna o material adequado para reforgo de polpas de papel e
outras aplicacdes, como a confeccdo de diafragmas acusticos para alto-falantes de
alta fidelidade (IGUCHI et al., 2000). HSIEH et. al. (2008) estimaram em 114 GPa o
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maodulo elastico das fibrilas de celulose bacteriana. Tal resultado foi obtido a partir do
desvio da banda em 1095 cm™ espectro Raman ao submeterem-se peliculas de
celulose bacteriana a esforgos de tragdo, de forma semelhante ao ja citado trabalho
de STURCOVA et al. (2005).

Recentemente, varios estudos tém procurado utilizar a celulose bacteriana
como reforgo estrutural em compdésitos. As fibrilas podem ser incorporadas a uma
matriz polimérica (GINDL e KECKES, 2004) ou, ao contrario, o polimero pode ser
adicionado ao meio de cultura (BROWN e LABORIE, 2007). Outra alternativa é a
adicdo ao meio de cultura de nanoparticulas minerais como a silica (YANO et al.,
2008).

As excepcionais propriedades mecanicas da celulose bacteriana sé&o
frequentemente atribuidas na literatura a sua elevada cristalinidade. No entanto,
estimativas do indice de cristalinidade a partir dos dados de difracao de raios X sdo
de 63% para celulose obtida em meio de cultura agitado e de 71% em meio estético,

0 que néo é particularmente alto (HSIEH et al., 2008).

2.1.1.2 Celulose microfibrilada e nanocristais de celulose

As fibrilas de celulose apresentam um modulo de elasticidade elevado,
comparavel ao de metais como o cobre (110 GPa) e o a¢o (207 GPa). No entanto,
em materiais naturais como a madeira 0 mddulo de elasticidade é em torno dos 10
GPa (SIMONSEN, 2007). Isso significa que para aproveitar as propriedades
mecanicas excepcionais da celulose, ha a necessidade de se isolar os cristalitos de
celulose ou mesmo de separa-los em suas fibrilas elementares. Tem-se procurado
alcancar esses objetivos de varias maneiras: agdo mecanica intensa (ABE et al.,
2007), hidrdlise acida (BONDESON et al., 2006) hidrélise enziméatica (HAYASHI et
al., 2005) e combinacGes dos métodos anteriores (PAAKO et al., 2007). Os
fragmentos isolados de celulose resultantes da sua desagregacdo sao referidos na
literatura como nanocristais ou whiskers de celulose (Fig. 2.9a). Como o
rompimento da celulose, tanto por meios mecanicos como quimicos ou enzimaticos,
da-se preferencialmente nas regides amorfas, esses whiskers apresentam alta
cristalinidade (SAMIR et al.,, 2005). A desagregacdo parcial da celulose por meio
exclusivamente da agdo mecéanica (ABE et al., 2007) ou por combinac¢éo desta com
hidrélise enzimatica leve (BONDESON et al., 2006; PAAKO et al., 2007) da origem a
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uma rede de fibrilas muito finas, da ordem de 10 a 20 nm de espessura, denominada
de celulose microfibrilada (Fig. 2.9b). Este material apresenta-se como um gel de
elevada viscosidade e alto teor de agua, caracteristicas semelhantes as da celulose
bacteriana.
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FIGURA 2.9 — MICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DE (a) WHISKERS DE
CELULOSE DE TUNICADO (SAMIR et al., 2005) E (b) CELULOSE MICROFIBRILADA (ABE et al.,
2007)
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2.1.1.3 Hidrdlise acida da celulose

A celulose pode ser hidrolisada em cadeias menores (oligossacarideos,
dissacarideo — celobiose ou monossacarideo — glucose). Essa hidrolise pode ser
realizada quimicamente, pela acdo de &cidos fortes (usualmente &cido sulfurico ou
acido cloridrico) ou através da acao de enzimas (celulases) produzidas por uma
grande variedade de fungos e bactérias (RAMOS, 2003; PAAKO et al., 2007).

A hidrélise da celulose com o uso de &cido sulfdrico € um processo
extensivamente estudado. No entanto, o procedimento pouco mudou desde os
trabalhos pioneiros na é&rea: ainda séo citados os artigos de MUKHERJEE e
WOODS (1953) e de MARCHESSAULT et al. (1959) como referéncias importantes.
No entanto, apenas na Ultima década deu-se maior atencdo a possibilidade de
utilizacdo dos whiskers resultantes desse processo como refor¢co estrutural de
polimeros.

BONDESON et al. (2006) estudaram a producédo de whiskers por hidrélise
acida de celulose microcristalina derivada de madeira de spruce. As condi¢des
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otimizadas foram as seguintes: acido sulfdrico na concentragdo de 63,5% (em
massa); temperatura de 44°C; 10,2 g/mL de celulose microcristalina, previamente
submetida ao ultrasom por 29,6 min; 130 min de hidrélise. Nessas condic¢des, foram
produzidos whiskers com comprimento entre 15 nm e 569 nm. Os whiskers de
celulose obtidos dispersam-se facilmente em &gua, sendo que a dispersdo
apresenta birrefringéncia. Essas caracteristicas séo atribuidas a formacao de cargas
negativas na superficie dos nanocristais devido a sulfatacdo, o que leva a um
alinhamento por repulsdo dos cristais em suspensdo (ORTS et al, 2005;
BONDESON et al.,, 2006). Nanocristais produzidos por hidrélise com HCI né&o
apresentam esse comportamento.

Um dos limitantes a utilizagdo extensiva dos whiskers é o baixo rendimento
obtido na reacdo. Os trabalhos acima citados obtiveram em torno de 40% de
nanocristais em relagdo & massa inicial de fibras celulésicas. O restante da celulose
€ convertido em produtos sollveis de hidrélise (mono e oligossacarideos) e em
compostos resultantes da oxidagdo ou desidratacdo desses produtos promovida
pelo &cido sulfurico. Além disso, a comparagdo de compdsitos contendo como
reforco nanocristais ou celulose microfibrilada revela melhores resultados destes
dltimos em termos de propriedades mecéanicas (ANGLES e DUFRESNE, 2001),
provavelmente devido a auséncia do entrelagamento verificado nas microfibrilas,

entre os whiskers.

2.1.1.4 Hidrdlise enzimatica da celulose

A hidrdlise enzimatica da celulose depende da ag&do conjunta de enzimas
conhecidas como coletivamente como celulases, excretadas extracelularmente por
bactérias e fungos. Os complexos enzimaticos produzidos por fungos séo
compostos por trés componentes majoritarios: endoglucanases, celobiohidrolases e
B-glucosidases. As endoglucanases caracterizam-se por agirem geralmente sobre
a celulose amorfa e derivados sollveis como a carboximetilcelulose (CMC). Sua
acdo produz uma quebra aleatéria das ligagbes glicosidicas ((1-4), com pouca
liberag@o de acucares redutores. As exoglucanases ou celobiohidrolases atacam
as extremidades dessas cadeias produzindo celobiose. Finalmente, as -
glucosidases, embora ndo possam ser consideradas celulases, completam o

processo hidrolitico catalisando a hidrélise da celobiose em glucose ou removendo
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residuos glucosil das extremidades ndo redutoras dos oligossacarideos sollveis
(RAMOS, 1992).

A acéo das celulases sobre as ligagdes B(1-4) da celulose pode ocorrer por
dois mecanismos distintos. No mecanismo com inversdo de configuracao
anomérica (Fig. 2.10b), o sitio ativo da enzima tem entre 0,65 e 0,95 nm. O
nucleodfilo promove a ionizagdo de uma molécula de &gua que ataca o centro
anomérico diretamente, numa reagcdo de catalise acido-base (TOMME, 1995). O
produto dessa reacdo possui a hidroxila do carbono anomérico na configuracdo a.
No mecanismo com retencéo de configuragdo anomeérica (Fig. 2.10a), o sitio ativo
de 0,55 nm ndo permite a adsor¢do da molécula de 4gua. O nucledfilo carboxilato
ataca o carbono anomérico, enquanto o par de elétrons da ligagdo glicosidica
remove um proton do grupo carboxila. Nesta etapa forma-se um intermediario
glicosil-enzima. O aminoé&cido desprotonado ataca uma molécula de 4gua do meio,
formando uma hidroxila que ataca o carbono anomérico e libera o carboidrato com a
configuracéo original (anémero B) (RATTO, 1997; TOMME, 1995).
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FIGURA 2.10 - MECANISMOS DE REACAO DAS $-1,4-GLUCANASES COM (a) RETENGAO E (b)
INVERSAO DA CONFIGURACAO ANOMERICA. EM VERDE E AZUL, OS TERMINAIS DOS SIiTIOS
CATALITICOS (TOMME, 1995)
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2.1.1.5 Complexo celulasico de Trichoderma reesei

O complexo enzimatico extracelular produzido pelo fungo filamentoso
Trichoderma reesei € 0 mais amplamente estudado, sendo composto por duas
celobiohidrolases (CBH | e CBH Il) e ao menos quatro endoglucanases (EG I, EG I,
EG Illl e EG V). Essas enzimas atuam sinergisticamente, sendo que a agédo de
combina¢gdes dessas enzimas € muito mais efetiva que a soma de suas acdes
individuais (RAMOS, 1992, 2000; ZANDONA Filho, 2001; TEERI, 1997).

As celobiohidrolases constituem a maior fracdo do complexo enzimatico de
T. reesei, sendo que a CBH | corresponde a 60% da massa total de proteina
celulolitica e a CBH I, a 20% (TEERI, 1997). Ambas possuem um dominio de
ligagéo a celulose (CBD), ligado ao dominio catalitico por um peptidio de ligagéo ou
linker em forma de “pescoc¢o”. Trés residuos de tirosina dispostos coplanarmente no
CBD séo fortemente adsorvidos a superficie dos cristalitos, enfraquecendo a
interagdo entre cadeias de celulose adjacentes. Isso permite que as
celobiohidrolases ajam sobre as regides cristalinas da celulose. No entanto, seu sitio
catalitico tem forma de tunel, o que exige que a cadeia seja introduzida no mesmo,
limitando sua agdo as extremidades das cadeias (Fig. 2.11). As enzimas do
complexo celulasico de Trichoderma, CBHI e EGI mantém a configuragdo anomeérica
dos glicosideos, enquanto CBH Il a inverte (TEERI, 1997; ZANDONA Filho, 2001;
GILBERT et al., 2008).

O sitio catalitico das endoglucanases tem forma de fenda (Fig. 2.12). Tal
conformagao permite que elas ajam sobre qualquer ponto da cadeia de celulose,
embora sua acdo seja mais efetiva sobre as regibes amorfas das fibras, devido a
maior facilidade de adsorgéao.

Embora as celobiohidrolases sejam capazes de, sozinhas, hidrolisarem
lentamente a celulose (TEERI, 1997), € a ac¢do conjunta delas com as
endoglucanases que resulta numa hidrélise mais eficiente, como esquematizado na
Fig. 2.13. As endoglucanases atuam rompendo ligacdes B(1-4) de forma aleatéria
nas regibes menos organizadas da celulose. As celobiohidrolases, por sua vez,
atacam as extremidades de cadeia formadas nesse processo, liberando celobiose
no meio. Acredita-se que a enzima CBH | atue sobre as extremidades redutoras das
cadeias, enquanto a CBH Il ataca os terminais ndo-redutores (GILBERT et al., 2008;
TEERI, 1997).
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A celobiose liberada no meio reacional atua como um inibidor da atividade
enzimatica, como seria de se esperar de um produto da reacao. Para que a hidrélise
prossiga € necessario que essa celobiose seja retirada do meio. Para tanto, conta-se
com a acéo das B-glucosidases, enzimas capazes de hidrolisar as ligacdes B(1-4) da
celobiose e dos terminais ndo-redutores de oligossacarideos solUveis. Esta acéo

converte os agucares sollveis em glucose, completando o processo de hidrdlise.

dominio catalitico

peptidio
de ligacao

=____dominio de
=<}~ ligacdo ao
2 substrato

FIGURA 2.11 — ESTRUTURA DE UMA CELOBIOHIDROLASE. EM DESTAQUE, A ESQUERDA, O
DOMINIO CATALITICO, MOSTRANDO UMA CADEIA DE CELULOSE NO SEU INTERIOR. A
DIREITA, ADSORCAO A UM CRISTALITO DE CELULOSE DO DOMINIO DE LIGACAO AO
SUBSTRATO, ATRAVES DOS TRES RESIDUOS DE TIROSINA (SETAS)

FIGURA 212 - ESTRUTURA DE UMA ENDOGLUCANASE, MOSTRANDO O DOMINIO
CATALITICO EM FORMA DE FENDA (SETAS)
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FIGURA 2.13 — ACAO SINERGISTICA DO COMPLEXO CELULASICO DE Trichoderma sp. NA
HIDROLISE DA CELULOSE

2.1.1.6 Vantagens da hidrélise enzimética sobre a hidrolise acida

Alguns fatores contribuem para a adocdo hidrélise enzimatica da celulose
em lugar da hidrolise acida. Entre eles, estd o baixo rendimento de nanofibras
obtidas a partir da hidrélise acida: BONDESON et al. (2006) relata um rendimento
em torno de 40% para as condi¢cdes Otimas de hidrélise com H,SO4, 0 que significa
que cerca de 60% da celulose inicial é convertida em mono ou oligossacarideos. No

caso especifico da celulose bacteriana, um fator importante € a sua suscetibilidade a
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hidrélise enzimética: segundo HAYASHI et al. (1998) a celulose do tipo I, € mais
facilmente hidrolisada pelas enzimas que a celulose Ig, fato confirmado por
HAYASHI et al. (2005). Uma vez que a celulose bacteriana é composta
majoritariamente por celulose lg (IGUCHI et al., 2000), sua hidrolise seria facilitada.
No entanto, ha controvérsias quanto a esse ponto: SAMEJIMA et al. (1998) afirmam
néo ter verificado alterag&o significativa na razéo lq/ lg apds hidrélise enzimatica. A
hidrélise acida tende também a produzir nanowhiskers cuja capacidade de reforco
estrutural em polimeros é inferior ao das nanofibras, devido & menor capacidade de
interac&o entre os elementos de reforco (ANGLES e DUFRESNE, 2001). Por ultimo,
temos a possibilidade de utilizacdo de preparagbes enzimaticas com modos de
atividade diferentes. Preparagfes enzimaticas comerciais possuem atividade
celuldsica total (agcdo combinada de endoglucanases e exoglucanases).
Preparacdes obtidas de cepas modificadas de Trichoderma sp. Podem apresentar
atividade predominantemente endoglucandsica ou exoglucanésica.

Preparacbes enzimaticas com atividade exo e endoglucanasica foram
investigadas por RAMOS et al. (1999), tendo como substrato diferente a polpa Kraft
branqueada. Preparagdes em que predominam celobiohidrolases reduziram a
massa total de celulose, pouco alterando a distribuicdo do grau de polimerizagao
(DP) das cadeias, enquanto preparac6es endoglucanasicas levaram a uma perda de
massa menor, porém reduziram a DP média da celulose remanescente. Tais
resultados sugerem que as endoglucanases sdo capazes de cortar as regides
amorfas da celulose. Se tal comportamento se repetir na celulose bacteriana, seria
possivel desentrelacar os feixes de nanofibrilas pelo rompimento das cadeias que se
situam na regido amorfa, aumentando assim a dispersibilidade e a &area superficial
do material, 0 que contribuiria para sua capacidade de reforgo estrutural. Como as
regibes amorfas, de acordo com KOIZUMI et al. (2008), correspondem a um
consideravel volume da celulose bacteriana, porém a uma parte reduzida de sua
massa, devem ser muito mais acessiveis ao ataque enzimatico e, portanto, mesmo
tempos de hidrolise muito curtos e teores de enzima baixos devem ser suficientes

para uma acao efetiva sobre essas regides.
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2.1.2 Amido

O amido consiste numa mistura de dois polissacarideos: a amilose (Fig.
2.14a), polimero essencialmente linear composto de unidades de a-D-glucopiranose
unidas principalmente por ligagdes a(1-4), com pequeno grau de ligagbes a(1-6),
correspondendo a 0,3-0,5% do total de ligagBes. O teor de amilose em amidos esta
relacionado com a viscosidade da pasta formada. Amidos com alto teor de amilose
formam géis relativamente rigidos e elésticos. J& a amilopectina (Fig. 2.14b) é um
polimero altamente ramificado, possuindo 5-6% de ligagBes a(1-6). Os amidos
nativos geralmente conttm em torno de 75% de amilopectina. As moléculas de
amido tém a forma de hélice, sendo que as hidroxilas estao voltadas para o exterior,
sendo responsaveis pelo carater hidrofilico do amido, devido a orientacdo dos
atomos de hidrogénio para o interior da hélice, o mesmo & lipofilico [28].

Na maioria dos amidos de endospermas de cereais, a amilopectina compde
de 72 a 82% da massa e a amilose, de 18 a 33%. No entanto, alguns genétipos de
trigo mutantes contém mais de 70% de amilose, enquanto outros, os chamados
amidos “cerosos” ou “waxy” sdo constituidos quase completamente de amilopectina,
contendo menos de 1% de amilose (FREITAS, 2003; ROMERO-BASTIDA et al.,
2005).

O amido organiza-se nas células vegetais em granulos (Fig. 2.14f), nos quais
se alternam regibes amorfas, constituidas predominantemente de amilose, e regibes
cristalinas (Fig. 2.14e), nas quais o principal componente, amilopectina, organiza-se
em duplas hélices, paralelas e empacotadas antiparalelamente a outras duplas
hélices (Fig. 2.14d e Fig. 2.149). (FREITAS, 2003; ROMERO-BASTIDA et al., 2005).
O empacotamento das duplas hélices pode ocorrer de duas formas: a chamada
cristalinidade do tipo A, predominante nos amidos de cereais, e a cristalinidade
do tipo B, mais comum em raizes e tubérculos.

Os cristais do tipo A sdo mais compactos, possuindo 8 moléculas de agua por
célula unitéria; o empacotamento do tipo B € mais aberto, tendo 36 moléculas de
agua por célula unitaria, num arranjo hexagonal (Fig. 2.14c). O chamado amido tipo
C, presente em leguminosas e em alguns tubérculos como a mandioca, é
considerado uma mistura das formas alomorficas A e B. Cada um desses tipos é
facilmente caracterizado pelo seu padréo de difracdo de raios X. (FREITAS, 2003;
CHEETHAM e TAO, 1998).
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Ao serem aquecidos na presenca de agua, os granulos de amido se hidratam,
gerando um aumento temporario de viscosidade. Esse processo, conhecido como
gelatinizacédo, inicialmente gera um inchamento do granulo do amido e perda de
cristalinidade. Posteriormente, as cadeias de amido séo liberadas no meio, gerando
um gel. Tais géis, ao resfriaram, sofrem um processo de retrogradacgédo, no qual as
cadeias colidem e formam ligagGes intermoleculares, formando uma rede
tridimensional compacta. O alinhamento de cadeias de amilose adjacentes leva a
um novo arranjo cristalino, a cristalinidade do tipo Vu, no qual as cadeias formam
hélices simples (FREITAS, 2003; CHEETHAM e TAO, 1998; TALJA et al., 2007).

As fontes de amido mais importantes comercialmente sdo os gréos de
cereais, que contém de 40 e 90% de amido em peso seco, 0s graos de leguminosas,
com 30 a 70% e as tuberosas, com 65 a 85%. As espécies mais cultivadas

mundialmente para a produgéo de amido s&o o milho, trigo, arroz, batata e mandioca
(FRANCO et al., 2002).
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2.1.2.1 Amido de mandioca

A mandioca (Manihot esculenta) é cultivada em todas as regides do Brasil,
tendo papel importante na alimentagcdo humana e animal, além de ser utilizada como
matéria-prima em inimeros produtos industriais (Fig. 2.15). A producéo brasileira do
tubérculo corresponde a 12,7% do total mundial (MATTOS e CARDOSO, 2003).

FECULA
{amido)
FERMENTADA MODIFICADA
Polvilho IN NATURA — Dezltrma !p_apelao)
I Pré-gelatinizados
.. . (pudins, sorvetes,
Papéis TapiocafSagu gelatinas)
Baby-food Goma para —— Glucose (xarope)
tecidos I—— Sorbitol {adogante)
Alcool Fermento —— VitaminaC
Quimico L Plasticos biodegradaveis

FIG. 2.15 — APLICAGOES DO AMIDO DE MANDIOCA (MATTOS e CARDOSO, 2003)

Embora a raiz da mandioca possua um teor de amido superior a 80% (base
seca), o rendimento de extragdo pelos métodos tradicionalmente utilizados é muito
baixo, de 22 a 27%. Ainda assim, o amido de mandioca apresenta vantagens em
relagdo as demais alternativas por ter menor teor de impurezas, principalmente
corantes. Os granulos de mandioca apresentam também uma densidade mais
elevada que os de outras culturas, o que acelera a etapa de decantagcdo na sua
extracdo do vegetal (FRANCO et al., 2002). A Tab. 2.1 mostra a composigdo tipica
da raiz de mandioca e de seu amido.

TABELA 2.1 — COMPOSICAO DA RAIZ DE MANDIOCA E DO AMIDO RESULTANTE DA MESMA,
EXPRESSA EM % DE MATERIA SECA (FRANCO et al., 2002)

COMPONENTE MANDIOCA AMIDO DE MANDIOCA COMERCIAL
Carboidratos totais 91,70 98,20
Amido 83,50 98,20
Amilose 17,65
Outros carboidratos 8,20
Proteina (N x 6,25) 3,00 0,90
Matéria graxa 0,30 0,78
Fibras 2,40 0,60
cinzas 2,40 0,23




34

2.1.2.2 Amido termoplastico

O amido, em sua forma granular, ndo € um polimero termoplastico. Para que
adquira caracteristicas tais que permitam sua utilizacdo em equipamentos de
extrusdo, injecdo e sopro, faz-se necessaria sua desestruturacédo por acéo do calor e
adicdo de plastificantes. O material resultante € denominado amido plastificado ou
amido termoplastico (TEIXEIRA, 2007). A rede macromolecular formada durante a
gelatinizagdo do amido pode originar filmes por evaporacdo da agua, num processo
denominado casting. As ligagdes intermoleculares nessa rede ocorrem
predominantemente nos dominios cristalinos de amilose formados durante a
retrogradacdo. Quanto mais dominios cristalinos aparecem no filme de amido, maior
serd seu médulo de elasticidade e resisténcia a tragdo. A producgdo de filmes sob
elevada temperatura e baixa umidade relativa resulta em baixo grau de cristalinidade
da amilose e amilopectina. O grau de cristalinidade dos filmes aumenta com o
aumento do teor de amilose (TALJA et al., 2007), sendo que filmes de amilose tem
ductilidade e propriedades de barreira um pouco melhores que os de amilopectina
(LOPEZ-RUBIO et al., 2007). Filmes formados exclusivamente por amido tendem a
ser quebradicos, o que torna necesséaria a adicdo de plastificantes. Estes s&o
geralmente substancias ndo-volateis que interagem com as cadeias do polimero,
diminuindo as intera¢des entre cadeias poliméricas adjacentes e assim aumentando
a flexibilidade dos filmes (ROMERO-BASTIDA et al., 2005). No entanto, a adicédo de
plastificantes reduz o grau de cristalinidade dos filmes (TALJA et al., 2007), além de
aumentar a permeabilidade a gases, vapores e liquidos (LOPEZ-RUBIO et al.,
2007).

O efeito dos plastificantes pode ser explicado pelas teorias da lubricidade, do
gel e do volume livre (CARRAHER, 1996). A primeira afirma que o plastificante age
como um lubrificante interno e permite o deslizamento das cadeias poliméricas umas
em relagd@o as outras. A teoria do gel, aplicavel a polimeros amorfos, assume que a
presenca do plastificante enfraquece a atracdo intermolecular entre as cadeias do
polimero. Na teoria do volume livre, considera-se que o plastificante gera regides de
volume livre que permitem a mobilidade de segmentos das cadeias poliméricas, o
que leva a um abaixamento da temperatura de transigcéo vitrea (Tg). Isso é desejavel,
pois a trabalhabilidade de um polimero esta relacionada com sua Tg; abaixo dela, o

polimero é excessivamente rigido para ser trabalhado.
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Para que possa atuar como plastificante, uma substancia deve ser
quimicamente semelhante ao polimero, de forma que possa interagir com 0 mesmo
(CARRAHER, 1996; MUNK, 1989; BILLMEYER, 1971). No caso do amido, tal
condicdo € satisfeita por polidis como o glicerol ou o sorbitol, cujas hidroxilas
estabelecem liga¢6es hidrogénio com as hidroxilas do amido (ROMERO-BASTIDA et
al., 2005). O dglicerol é o plastificante mais utilizado na producdo de amido
termoplastico devido a sua disponibilidade, biodegradabilidade e afinidade com o
amido (figura 2.16b) (WILHELM et al., 2003; ANGLES e DUFRESNE, 2000, 2001;
AVEROUS et al., 2001; TALJA et al., 2007; LOPEZ-RUBIO et al., 2007). O teor de
glicerol utilizado influencia nas propriedades do compoésito. Teores baixos resultam
em um material muito quebradigo (figura 2.16a); teores mais altos levam a
segregacao de uma fase rica em glicerol (figura 2.16c) (RODRIGUEZ-GONZALEZ et
al., 2004), ou ao acumulo de plastificante na interface reforgo-matriz (figura 2.16f),
diminuindo a aderéncia entre as fases (ANGLES e DUFRESNE, 2000).

A agua também age como plastificante do amido; no entanto, sua elevada
mobilidade na matriz impede que seja utilizada para esse fim, a ndo ser em
pequenas proporcbes (TALJA et al., 2007; LOPEZ-RUBIO et al., 2007). MATVEEV
et al. (2000) prop6e um mecanismo de plastificacdo de biopolimeros pela agua
baseado na blindagem de ligagdes hidrogénio e na redugéo das interagdes dipolo-
dipolo resultantes da alteracdo da constante dielétrica do meio, além da ja citada

queda na Tg.

2.1.3 Bionanocompoésitos de amido e celulose

Devido a sua elevada cristalinidade, alto médulo de elasticidade a elevada
razdo de aspecto (comprimento/espessura), os whiskers de celulose tém sido
amplamente pesquisados como refor¢o estrutural em nanocompdésitos (YU et al.,
2006; BHATNAGAR e SAIN, 2005; LU et al., 2006; PETERSON e OKSMAN, 2006).
Em particular, a combinagdo de refor¢co celulésico nanocristalino com amido
plastificado (ANGLES e DUFRESNE, 2000, 2001; MATHEW e DUFRESNE, 2002) é
uma alternativa importante por se tratar de compdsitos cujos principais componentes
sdo ambos de fonte renovavel e biodegradavel, abundantes e baratos. Como em
outros compositos reforgados por fibras, a melhora das propriedades mecénicas € a

principal razdo de reforcar o amido plastificado com celulose (YU et al., 2006).
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SAMIR et al. (2005) destacam outras vantagens da celulose em relagéo a cargas
inorganicas: grande variedade de fontes de celulose baseadas em culturas né&o
alimenticias; baixo consumo de energia; baixa densidade; grande atenuagao sonora;
processamento facilitado devido a natureza nado-abrasiva das fibras; superficie
relativamente reativa, o que pode ser usado para ancorar grupos funcionais reativos;
reciclagem por combustdo mais facil em comparacdo com sistemas com reforco
mineral.

ANGLES e DUFRESNE (2001) reportaram que, em nanocompositos de
amido plastificado com glicerol e reforcados com whiskers de celulose, hd um
declinio da estabilidade térmica da matriz polimérica com o aumento do contetdo de
umidade. Foi também observado um efeito de reforco menos pronunciado que o
esperado, atribuido a interacdo competitiva entre 0s componentes e ao acumulo de
plastificante na interface celulose/amilopectina (Fig. 2.16f). Este fendmeno,
aumentado em condigbes de maior umidade, pode ser causado também pela
formagdo de uma regido cristalina em torno dos whiskers, originada das cadeias de
amilopectina localizadas nos dominios ricos em glicerol (Fig. 2.16e).

SAMIR et al. (2005) destacam que materiais produzidos por evaporagao da
dgua apresentam propriedades mecéanicas superiores aos produzidos por outras
técnicas, com freeze-drying/moldagem e freeze-drying/extrusdo. Foi sugerido que
essa diferenca se deva a predominancia de interagdes whisker/whisker, sendo que a
ciéncia de compdsitos classica tende a privilegiar as intera¢cdes matriz/reforgo. Nos
compasitos baseados em nanofibras de celulose, ocorreria 0 oposto: interacdes por
ligagdes hidrogénio entre as nanofibras (Fig. 2.16b) formariam uma rede
responsavel pelo efeito de reforgo estrutural (Fig. 2.17).

NAKAGAITO e YANO (2004) observaram um subito aumento do moédulo de
elasticidade em compoésitos de resina fendlica reforgados com polpa kraft
microfibrilada, quando o nimero de passagens por um fibrilador ultrapassa 30. Tal
resultado é atribuido a necessidade de total fibrilacdo das fibras originais, o que
levaria & eliminacdo de defeitos no interior das mesmas que agem como

propagadores de fraturas.
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FIGURA 2.17 — FORMACAO DE REDE DE NANOFIBRAS EM COMPOSITOS PREPARADOS POR
CASTING (SAMIR et al., 2005)

2.1.4 Efeitos de escala nas propriedades mecanicas

Para verificar de que forma a organizacdo da matéria em estruturas
nanométricas influencia nessas propriedades, € preciso primeiro compreender que
caracteristicas estruturais conferem a um material maior ou menor resisténcia
mecanica. Considere-se, por exemplo, um material monocristalino perfeito. Nele,
todos os atomos ocupam posi¢cdes bem determinadas no reticulo cristalino. No
entanto, materiais reais ndo costumam ser cristais perfeitos, nem sao constituidos de
apenas um dominio cristalino (com raras excegdes).

Num cristal perfeito, os planos cristalinos repetem-se monotonamente por
toda a extensdo do cristal. No entanto, pode ocorrer que parte dos atomos de um
determinado plano esteja ausente. Os atomos dos planos adjacentes irdo se
acomodar para ocupar 0 espago resultante, gerando uma discordancia,
representada pelo simbolo L na Fig. 2.18 (CALLISTER, 2006).

Essas discordancias formam-se geralmente durante o processo de
solidificagédo de um material e sdo um “ponto fraco” na estrutura do mesmo: ao ser
submetido a uma tenséo, a discordancia migra no interior do material, levando a

uma deformagé&o plastica.
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FIGURA 2.18 — DISCORDANCIA E CONTORNO DE GRAO EM UM MATERIAL POLICRISTALINO
(CALLISTER, 2006)

A deformacéo pléstica produzida pela migracéo de uma discordancia é
limitada a distdncia que a mesma pode percorrer ao longo de um plano de
escorregamento. Caso esse plano encontre uma regido de fronteira entre dois
dominios cristalinos — um contorno de grdo — o avanco da discordancia sera
dificultado, devido a mudanca de dire¢do no seu deslocamento. Quanto maior o
angulo dessa mudanga, maior a dificuldade de propagacéo da deformagao (MANN,
2007; CALLISTER, 2006).

Materiais com dominios cristalinos menores possuem uma maior propor¢cao
de contornos de gréo. Portanto, o caminho médio percorrido pelas discordancias é
menor, sendo necessaria uma maior tensao para provocar 0 rompimento do
material, ou seja, o limite de resisténcia a tracdo é maior. Materiais nanocristalinos,
cujos dominios cristalinos apresentam dimensdes nanométricas, sdo, portanto, muito
mais resistentes do que os materiais comuns. H4 uma relacdo entre o limite de
escoamento Y e o didmetro médio dos gréos dy conhecida como relacdo de Hall-

Pertch ((MANN, 2007):
Y=Yy+ kadg-l/2 (5)

onde Yo é o limite de escoamento de um monocristal e Kyp € uma constante.

Num solido real, alguns atomos da estrutura cristalina podem estar fora de
suas posicdes ideais. Pode haver uma lacuna na estrutura, ou seja, um espago nao
ocupado pelo atomo correspondente. Um atomo pode também estar deslocado de

sua posigao, ocupando um espacgo no qual deveria haver um vazio; temos entdo um
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intersticial (CALLISTER, 2006). Tais defeitos na estrutura cristalina também
reduzem a resisténcia do material.

As propriedades de uma nanocompésito dependem ndo s6 das
caracteristicas de seus componentes, mas também de sua morfologia e
caracteristicas interfaciais. A transicdo de microparticulas para nanoparticulas leva a
mudancas dramaticas nas propriedades fisicas. Materiais em escala nanométrica
tém alta &rea superficial para um dado volume; uma vez que interagdes quimicas e
fisicas importantes sdo governadas por propriedades superficiais, um material
nanoestruturado pode ter propriedades muito diferentes de um material
macroscopico com a mesma composi¢cdo (HUSSAIN et al., 2006). A presencga de um
material de reforco nanoestruturado pode aumentar consideravelmente o médulo de
elasticidade e a tensdo maxima suportada por um compdsito. O mecanismo
responsavel por tal aumento esté relacionado, segundo TIONG (2006), & maior
dificuldade de propagacdo de fraturas no material. As fraturas localizam-se
preferencialmente na interface matriz-reforco. Como a &rea superficial do reforgo é
muito elevada, tais fraturas diminutas ajudam a redistribuir as tensées no interior do
material, dificultando sua ruptura (fig. 2.19).

Isso também explica por que sdo necessarias quantidades muito menores
de reforgco nanomeétrico para atribuir ao material propriedades equivalentes ao de um
compasito com reforco micrométrico (TJONG, 2006).

No caso da utilizagdo de nanofibrilas de celulose como reforgo em
compositos, além do aumento do médulo e da tensdo maxima € também observado
um aumento na temperatura de fluéncia. Esse efeito é explicado pela formacédo de
uma rede rigida de nanofibrilas estabilizada por ligag6es hidrogénio, que impede a
fluéncia da matriz polimérica e leva a um reforco mecénico pronunciado (DALMAS et
al., 2006). O entrelacamento das nanofibrilas também desempenha um papel
importante nesse reforgco (SAMIR et al.,, 2005).

Embora os métodos de determinagdo de propriedades mecéanicas estejam
bem estabelecidos para materiais macroscépicos, poucos desses métodos podem
ser aplicados diretamente a situagfes que envolvam nanoestruturas, por uma serie
de motivos. A necessidade de se manipular objetos com dimensBes com varias
ordens de grandeza menores do que o0s corpos de prova utilizados em

equipamentos, ou de realizar indentacdes que penetrem apenas um filme superficial
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de alguns nandmetros de espessura, sdo apenas dois exemplos de como 0s ensaios

mecanicos convencionais precisam ser modificados.

FIGURA 2.19 — PROPAGAGCAO DE FRATURAS EM UM NANOCOMPOSITO. o INDICA O SENTIDO
DA TENSAO APLICADA (TJONG, 2006)

Uma das técnicas utilizadas para determinar as propriedades mecanicas de
nanofibras é a espectroscopia Raman. STURCOVA et al. (2005) utilizaram o
espectro Raman para estimar o modulo de elasticidade de nanofibrilas
(nanowhiskers) de celulose utilizadas como reforgo estrutural num compdsito
celulose-resina epoxi. Uma amostra do composito foi submetida a um ensaio de
flexdo e o espectro Raman da amostra foi obtido antes e durante a flexdo, na regiao
da banda de 1095 cm™ (fig. 2.20), que corresponde ao alongamento das ligacées C-
O na cadeia da celulose, que é praticamente paralelo ao eixo da cadeia e é o mais
sensivel aos efeitos de deformacgéo da cadeia.

Ao deformar a amostra, a banda de 1095 cm™ desloca-se para valores
menores de numero de onda. Esse deslocamento € linearmente proporcional a
deformagdo da fibra até 0,8%. De acordo com a modelagem matematica

apresentada por Krenschel (STURCOVA et al., 2005), a taxa com que a banda varia
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com a deformacéo (d(Av)/d€) é proporcional ao modulo de elasticidade da fibra de

acordo com a equagao

E = (do/dAv) x (dAV/dE) (6)

A partir desse modelo, pode-se estimar o médulo de uma Unica nanofibrila
de celulose em 143 GPa (STURCOVA et al., 2005).
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FIGURA 2.20 — ENSAIO DE FLEXAO REALIZADO NO COMPOSITO CELULOSE-RESINA EPOXI E
ESPECTRO RAMAN ANTES (LINHA CONTINUA) E DURANTE (LINHA PONTILHADA) A FLEXAO
(STURCOVA et al., 2005)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CELULOSE BACTERIANA

A celulose bacteriana foi fornecida pela Membracel Produtos Tecnoldgicos
Ltda., empresa com sede em Almirante Tamandaré, PR. Apresenta-se em mantas
translicidas com espessura de cerca de 1 cm. A 4gua retida no interior das mantas
é eliminada facilmente por prensagem das mesmas entre dois pedacos de tecido ou
papel-toalha, reduzindo muito o seu volume. Ap0s secagem, a manta resulta em
uma pelicula muito resistente a tracdo, porém pouco plastica e pouco resistente ao
rasgo.

As mantas de celulose foram recebidas com seu conteddo de umidade
original. Segundo o fabricante, o material passa por um processo de lavagem em
solugcéo diluida de hidréxido de sédio para eliminagdo das bactérias, seguido de
branqueamento com hipoclorito e lavagem até neutralizagdo. Para eliminar
totalmente residuos do hipoclorito utilizado no processo de purificagéo da celulose, a
mesma foi imersa em &gua destilada ao ser recebida. Trocas diarias da agua foram

realizadas até pH constante, o que corresponde em média a cinco lavagens.

3.1.1 Determinacao do teor de matéria seca da celulose

A massa seca das mantas de celulose foi determinada adicionando-se uma
massa conhecida de amostra a cadinho previamente tarado e colocando-a em
estufa aquecida a 105°C por duas horas. A amostra foi entdo resfriada em
dessecador a vacuo e pesada. A operacdo foi repetida até massa constante. A
massa seca € a razao entre a massa final e a massa inicial da amostra, expressa em

porcentagem.

3.1.2 Determinacéo do teor de celulose no material seco

O teor de celulose das mantas foi estimado através da hidrélise acida da
celulose por &cido sulfarico método de Klason, seguida da determinagdo dos
produtos de hidrélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O
procedimento adotado foi o mesmo de PITARELO (2007).
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Uma quantidade conhecida de manta de celulose, previamente seca em
estufa a 105°C, foi tratada com &cido sulftrico a 72% por um periodo de 1 h sob
agitacdo constante. Apds este tempo, a mistura foi diluida até uma concentragdo de
3% de H,SO, e aquecida em autoclave (118°C) por 1 h para promover a hidrélise
total de oligo e polissacarideos. O hidrolisado foi centrifugado a 14000 rpm por 20
min, fitrado em membrana de nylon de 0,45 pym e analisado em sistema
cromatografico Shimadzu modelo LC10AD, provido de um amostrador automético
SIL10A, degaseificador de fase mével DGU 14A, forno de aquecimento de coluna
CTO 10A, detectores RI10A para indice de refracdo e SPD-M10Zvp para
espectrofotometria no ultravioleta. A coluna utilizada foi uma Aminex HPX-87H (Bio-
Rad) a 65°C, precedida de pré-coluna Cation-H. A fase mével, H,SO4 8 mMol L™ foi
eluida a uma vaz&o de 0,6 mL min™. A quantificacéo foi efetuada por padronizagéo
externa, com base em curvas de calibragdo obtidas para cada componente
monitorado: celobiose, glucose, xilose, arabinose, hidroximetilfurfural e furfural. Os
teores obtidos de glucose e furfural foram multiplicados por seus fatores de hidrolise
(0,90 e 0,70 respectivamente) visando obter seus equivalentes em anidroglucose.

Estes foram somados e expressos em relagéo ao peso seco do material original.

3.2 AMIDOS

Amidos comerciais da Corn Products Brasil — amido de milho nativo Amidex
3001 e amido de milho ceroso (alto teor de amilopectina) Amidex 4001 foram usados
para testes preliminares. Posteriormente, foram testadas outras amostras de amido,
também fornecidas pela Corn Products. O amido | € um amido de mandioca nativo,
ou seja, ndo submetido a nenhum processo de modificagdo, contendo 17% de
amilose. O amido In € resultante da modificagdo fisica do amido | por pré-
gelatinizagdo. O amido Il € um amido de milho nativo com 27% de amilose e o
amido lly,, a modificagdo quimica do amido Il por hidrdlise &cida.

O teor de umidade dos amidos foi determinado pelo mesmo procedimento
citado no Item 3.1.1. Difratogramas de raios X dos amidos foram obtidos em
difratdmetro Shimadzu XRD 6000 com radiagdo de Cu Ka (A = 0,15418 nm), 40 kV e

40 mA, velocidade de varredura 0,5° min™.
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3.3 PREPARACOES ENZIMATICAS

Para a desagregacdo da celulose bacteriana por hidrélise enzimética, foi
investigado o uso de duas preparacdes enzimaticas. A primeira, uma mistura da
celulase comercial Celluclast 1.5L e da beta-glucosidase Novozym 188
(Novozymes), a partir de agora denominada mistura CN. A mistura CN contém
todos os componentes do complexo celuldsico de Trichoderma citados no item
2.1.1.5, apresentando atividade celuldsica completa (endo e exoglucanasica).
Experimentos prévios com outros substratos celulésicos (PITARELO, 2007)
determinaram a propor¢ao volumétrica ideal entre as duas solu¢des comerciais em
50:15.

A segunda preparacdo foi fornecida pela R6hm Enzyme Finland Oy e
constitui-se quase exclusivamente de endoglucanases. Esta foi produzida por
fermentagcéo de cepas recombinantes de T. reesei. Genes do genoma do fungo que
codificam componentes enzimaticos do complexo celulasico (as celobiohidrolases
CBH | e CBH IlI) foram suprimidos ou tiveram sua expressao reprimida, numa técnica
conhecida como “high-frequency gene replacement” (ZANDONA Filho, 2001;
RAMOS et al, 1999). Tal preparacdo serda denominada CBHI/II-, seguindo a

nomenclatura adotada nesses trabalhos.

3.3.1 Determinagé&o das atividades das preparacdes enzimaticas

As atividades dessas preparagfes enzimaticas foram determinadas por dois
métodos. A atividade celulasica total seguiu 0 método proposto por GHOSE (1986)
com algumas modificacdes (MARTINS, 2005). O método baseia-se na quantificacao
dos acucares redutores totais produzidos pela hidrélise de papel de filtro. O &cido
3,5-dinitro-salicilico (DNS) reage com os carboidratos, sofrendo redu¢do de um de
seus grupos nitro e formando um composto que apresenta forte absorgdo em 540
nm (fig. 3.1).

Tiras de aproximadamente 1 x 8 cm (70 mg) de papel de filtro Whatman #1
foram enroladas e adicionadas a tubos de ensaio pré-incubados a 50°C contendo 1
mL de tampdo citrato 0,05M (pH 4,8) e 1 mL da solucdo enzimética em, no minimo,
trés diluicdes diferentes e suficientes para produzir em torno de 1 mg/mL de

acucares redutores. Apds 1 h de incubacao, a hidrolise foi interrompida pela adicao
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de 3 mL de DNS. O meio reacional foi entdo colocado em banho de agua fervente
por exatamente 5 min e, em seguida, resfriado em banho de agua gelada. Uma
aliquota de 1 mL foi retirada e diluida a 4 mL. A absorvancia da amostra foi entao
medida a 540 nm em espectrofotbmetro Cary 100 e a concentragdo dos agucares

redutores foi determinada contra uma curva de calibragdo de padrdes de glucose.

O,N OH O,N OH Produtos
Acucar
+ COOH —— COOH + de
redutor )
0O,N H-N oxidacao
540 nm

FIGURA 3.1 - REACAO DE ACUCARES REDUTORES COM O DNS (MARTINS, 2005)

A atividade enzimética (UFP) foi calculada através da equacao:

ART (mg/mL) . Eg; . Vi (mL)
UFP/mL = : (7)
Tempo (min) . 1 umol glucose (0,18 mg) . Vg (mL)

onde ART é a atividade redutora total (1 mg/mL), Eq é a diluicdo da enzima
necessdria para atingir tal atividade, V+ € o volume do meio reacional e Vg é o
volume de amostra utilizado.

A atividade endoglucanéasica das enzimas foi determinada por método
semelhante, porém usando como substrato a carboximetilcelulose de média
viscosidade (GHOSE, 1986; MARTINS, 2005). Foram preparadas trés diluicbes
diferentes da solu¢@o enzimatica, sendo estas suficientes para produzir em torno de
0,5 mg/mL de agucares redutores. Aliquotas de 0,5mL foram incubadas a 50°C e a
reacgdo foi iniciada pela adigdo de 0,5 mL de uma solugdo de CMC a 2% em tampéao
citrato, previamente desaerada sob vacuo. A reacgdo foi interrompida apés 30 min
pela adicdo de 3 mL de DNS, procedendo-se a seguir como no método anterior. A
atividade endoglucanésica (UCMC) foi calculada através da expresséo:

ART (mg/mL) . Eg; . V¢ (mL)

UCMC/mL = . (8)
Tempo (min) . 1 umol glucose (0,18 mg) . Vg (mL)
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3.3.2 Teor de proteinas das preparagfes enziméticas

O teor de proteinas das preparagfes enzimaticas foi determinado pelo
método de Lowry, conforme descrito em GHOSE (1986). O método baseia-se na
reacdo de uma mistura de acido fosfomolibdico e acido fosfotungstico, o reagente de
Folin-Ciocalteau, que sofre uma redugcdo quando reage com proteinas na presenca
de cobre (ll) e produz um composto com forte absorbancia em 750 nm. A redugéo
ocorre através das cadeias laterais de alguns aminoacidos (tirosina, triptofano,
cisteina, asparagina e histidina) que contribuem com 4 elétrons, ou através da
retirada de 2 elétrons de cada unidade tetrapeptidica que é facilitada com a
formagéo do quelato com o cobre (II) (MARTINS, 2005).

A 1 mL de amostra, diluida em tampdo citrato de sodio-acido citrico (pH 4,8)
na proporgdo 1:100, foi acrescentado 1 mL de solugdo de &cido percloroacético a
1%. Apos centrifugacdo a 2000 rpm por 25 min, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado dissolvido em 1 mL do “reagente A” (solu¢cdo aquosa de Na,CO; e
NaOH). A 0,5 mL dessa mistura foi adicionado 5 mL de “reagente C” (mistura de
solugdes aquosas de sulfato cuprico e de tartarato duplo de sodio e potassio),
misturado bem e deixado em repouso por 10 min. Adicionou-se entdo 0,5 mL de
“reagente fenol” (reagente de Folin-Ciocalteau 2N diluido em igual volume de agua)
e aguardou-se 30 min. Apds esse tempo, a transmitédncia a 750 nm foi lida em
espectrofotometro UV-VIS. Os resultados foram comparados com os de uma curva

de calibragéo de albumina de soro bovino dissolvida na mesma solugéo-tampao.

3.4 DESAGREGACAO MECANICA DA CELULOSE

As primeiras tentativas de desagregacdo da celulose bacteriana foram
realizadas em moinho vibratorio (Fritsch Pulverisette 0) com esfera de &gata.
Aproximadamente 10 g do material foram submetidos a duas sessbes de 30 min de
moagem em agitacdo maxima. Outras tentativas envolveram a utlizagdo do
processador ultrassonico (Vibra-Cell VC-505, Sonics & Materials Inc.) do Laboratorio
de Biopolimeros deste Departamento. Neste caso, 5 g da manta foram adicionados
a um tubo de ensaio juntamente com 10 mL de agua, sendo entdo sonicados por 2
horas em 4 sessdes de 30 minutos, a uma poténcia de 175 W. Finalmente, as

mantas foram moidas em um moinho de bolas (Marconi MA500) com esferas de
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porcelana. Uma manta de celulose com cerca de 230 g foi colocada no jarro do
moinho; 100 mL de &gua foram adicionados a fim de aumentar um pouco o volume
da mistura, visto que o jarro disponivel tinha capacidade de 5 L, bem acima do
volume disponivel de manta celulésica. Foram entdo acrescentadas esferas de
porcelana e o material foi moido por 15 h, em duas sessdes de 8 h e 7 h, com
pernoite em geladeira.

Apos a retirada da suspensé@o resultante, foram acrescentados 200 mL de
agua ao jarro na tentativa de desagregar os pedacos de celulose que haviam ficado
aderidos as esferas. Para verificar a contaminacdo das amostras por material
resultante do desgaste dessas esferas, foi determinado o teor de cinzas da
suspensao resultante da moagem, de acordo com a norma TAPPI T211 om-93:

calcinagéo por uma hora a 575°C, em cadinho previamente calcinado.

3.5 DESAGREGACAO ENZIMATICA DA CELULOSE

Antes das hidrélises, as mantas de celulose foram homogeneizadas por 2
minutos em liquidificador. Uma quantidade conhecida de agua destilada foi
acrescentada sempre que a viscosidade dificultava a homogeneizagéo. A celulose
homogeneizada foi mantida em geladeira (cerca de 5°C) com adigéo de 0,1 mg.L™
de azida sddica como conservante. As hidrélises foram realizadas com uma carga
enzimética de 10 mg de proteina por grama de substrato, a 45°C e pH 4,8. O pH foi
mantido pela adicdo de 10%, em volume, de tampé&o citrato de sddio, descontado o
volume correspondente a preparacdo enzimatica. A temperatura e o pH 6timos para
a atividade das enzimas foram determinados em outro estudo (ZANDONA, 2001).

Aliquotas de 50 mL da mistura de celulose e tampé&o foram acondicionadas
em erlenmeyers de 250 mL, em um shaker com movimento planetério (150 rpm) e
controle de temperatura. Ao estabilizar a temperatura, foi acrescentada a preparagao
enzimatica. Em cada procedimento, um controle de celulose sem adi¢do de enzimas
foi mantido. As hidrélises foram realizadas em tempos variaveis: 20 a 80 min no caso
da mistura CN e 20 a 240 min para a CBHI/ll-. ApGs esse tempo, os erlenmeyers
foram imediatamente mergulhados em banho a 100 °C por 5 min para inativagédo das
enzimas e em seguida em um banho de gelo. Parte do substrato original foi
guardado em congelador; o restante foi centrifugado a 9900 RPM por 30 min e

lavado com agua destilada sucessivas vezes, até pH constante (Fig. 3.2). O teor de
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celulose na pasta resultante foi determinado a partir da massa seca, pelo mesmo

procedimento adotado no item 3.1.1.

Celulose
+ Tampado citrato (pH 4,8)
+ Celulases de cepas
recombinantes de Trichoderma

Celulose
+ Tampéo citrato (pH 4,8)
+ Celluclast e Novozym 188 ou

(mistura CN) (CBHI/II-)
20 a 80 min | 20 a 240 min
=
45°C Centrifugacdo
Agitacédo 30 min a 9000 RPM
Celulose parcialmente :
hidrolisada fibras
~0,5% de soélid 3l
(~0,5% de solidos) e e e (3 a 4% de sélidos)
destilada

FIGURA 3.2 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA OBTENCAO DAS FIBRAS POR HIDROLISE
ENZIMATICA

3.5.1 Acompanhamento da evolugdo das hidrolises

3.5.1.1 Determinagao do poder redutor total dos hidrolisados

O acompanhamento da evolucdo das hidrélises foi realizado por dois
métodos. O primeiro foi a determinagdo do teor de aclcares redutores totais no
substrato, através do método de Somogyi-Nelson (CHAPLIN e KENNEDY, 1994).
Nesse método, os aclcares redutores sdo oxidados em meio alcalino por uma
solugéo do ion cobre (Il), o qual é reduzido a 6xido de cobre (I). A adicdo de sulfato
de sddio minimiza a entrada de oxigénio na solugéo, responsavel pela reoxidagdo do
oxido cuproso. Numa segunda etapa, os ions cobre (I) sdo oxidados de volta a cobre
(1) por um complexo incolor de arsenomolibdato que se reduz a 6xido de molibdénio
dando a cor azul caracteristica. Finalmente a absorbancia a 520 nm é medida e
comparada com padrbes preparados com concentragcdes conhecidas de um acucar

redutor.
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As amostras foram primeiramente diluidas de forma a ficarem dentro da
faixa de sensibilidade do método (10 a 100 ug.mL™). A aliquotas de 1,0 mL das
amostras diluidas adicionou-se 1,0 mL de uma solucdo aquosa recentemente
preparada de tartarato duplo de sodio e potassio (sal de Rochelle), carbonato de
sédio, sulfato de sddio e sulfato de cobre. A solucdo foi agitada e colocada em
banho-maria por 15 min. Adicionou-se entdo 1 mL de uma solugéo de molibdato de
aménio, arsenito acido de sédio e acido sulfurico. Adicionou-se 3,0 mL de &gua,

filtrou-se em la de vidro e mediu-se a absorbancia a 520 nm.

3.5.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O segundo método empregado para acompanhamento das hidrélises foi a
determinagéo de glucose e celobiose liberados no meio de hidrélise. Para isso, 0s
hidrolisados foram centrifugados a 14000 rpm por 30 min para separacdo da fragcao
sélida e o sobrenadante foi analisado pelo mesmo sistema cromatografico descrito

no item 3.1.2.

3.6 CARACTERIZAGCAO DAS FIBRAS OBTIDAS

3.6.1 Difratometria de raios X (XRD)

A fim de verificar possiveis mudancgas de cristalinidade, organizacao cristalina
e dimensfes relativas dos cristalitos de celulose, foram obtidos difratogramas de
raios X do controle (celulose ndo submetida a hidrolise) e das aliquotas de celulose
parcialmente hidrolisada.

Para evitar a recristalizagéo das cadeias de celulose durante o procedimento
de secagem, o que poderia levar a estimativas exageradas de cristalinidade, optou-
se pela troca de solvente (&lcool terc-butilico) seguida de liofilizagdo (RAMOS,
1992). 1,0 g de cada amostra foi acondicionado em tubo de centrifuga e 6 mL de
uma solucéo de alcool terc-butilico foram ent@o acrescentados. A mistura foi agitada
vigorosamente até dispersdo dos sélidos e entdo centrifugada por 20 min a 10.000
RPM. Apos descarte do sobrenadante, o procedimento foi repetido com uma solucéo

de maior concentracdo do &lcool. As proporg6es utilizadas foram, em porcentagem
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volumétrica, de 30%, 50%, 70%, 90% e, finalmente, alcool terc-butilico puro. As
amostras foram entdo liofilizadas e comprimidas em porta-amostras de aluminio.

Os difratogramas de raios X foram obtidos em difratdmetro Shimadzu XRD
6000 com radiagdo de Cu Ka (A = 0,15418 nm), 40 kV e 40 mA, velocidade de
varredura 0,5°.min. A cristalinidade das amostras de celulose foi obtida a partir do
método proposto por CHEN et al. (2007). Cinco picos de difragdo relacionados a
rede cristalina da celulose | e um pico largo, centrado préximo a 26 = 20°,
relacionado ao halo amorfo, foram ajustados aos difratogramas utilizando-se o ajuste
gaussiano de picos do software Origin 8 (OriginLab Corporation, Northampton, MA,

USA). O indice de cristalinidade (I;) foi calculado pela expresséo:

area total do difratograma — area do halo amorfo
lc = : 9)
area total do difratograma

Os picos obtidos o ajuste foram também utilizados para estimar as dimensdes
dos cristalitos de celulose, conforme indexados por ELLAZOUZI-HAFRAOQOUI et al.

(2008), utilizando-se a Equagéo de Scherrer:

0,9xA
dng= (20)
B12x cos 6

onde A é o comprimento de onda da radiagdo em nm, 31, € a largura do pico a meia
altura em radianos e 6 é o angulo de difracdo. O fator de forma 0,9 € valido para
particulas esféricas; no entanto, como os resultados serdo utilizados apenas de

forma comparativa, isso ndo representa um problema.

3.6.2 Determinagao da distribuicdo de massas moleculares da celulose

A distribuicdo de massas moleculares da celulose, antes e depois dos
procedimentos de hidrélise enzimatica, foi determinada utilizando cromatografia de
permeacdo em gel (GPC), segundo o procedimento adotado por ZANDONA Filho
(2001). As amostras foram carbaniladas e seus derivados comparados com curvas

de calibragéo de poliestireno.
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A carbanilagéo da celulose (Fig. 3.3) foi realizada com o objetivo de obter um
derivado de celulose solivel na fase movel utilizada, tetrahidrofurano (THF). As
amostras (cerca de 30 mg) foram secas a 60 °C em estufa a vacuo, suspensas em
dimetil-sulfoxido (3 mL) e entdo reagidas com isocianato de fenila (0,30 mL) em
tubos de ensaio fechados, por 48 h a 80 °C, com agitacdo ocasional. Apos esse
periodo, a mistura resultante foi precipitada em metanol, O precipitado foi filtrado,
lavado com metanol, seco em dessecador sob vacuo contra silica gel e

acondicionado sob refrigeragéo em vial.

OH OR
DMSO o
Q0 Q
~0 4+ 0=C=N —_—_— O R: _E_N
HO O . RO O |
celulose isocianato de fenila celulose tricarbanilada

FIGURA 3.3 - REACAO DE CARBANILACAO DA CELULOSE

As amostras foram solubilizadas em THF (1,00 mL) e analisada em
equipamento Shimadzu LC10AD, com uma coluna de guarda e quatro colunas
Tosoh TSK Gel (7,8 x 300 mm) com limites de exclusdo equivalentes a 4.10°, 4.10°,
6.10* e 1.10° unidades de massa atémica. A fase mével utilizada foi THF a uma
vazdo de 1 mL.min. O volume de inje¢do foi de 20 pL. O eluato de sistema foi
monitorado por um detector de absor¢cdo no ultravioleta Shimadzu SPD-10A em
comprimento de onda de 254 nm.

Na auséncia de padroes de celulose para permeacdo em gel, foram
utilizados padrbes monodispersos de poliestireno com massa molecular entre 17500
e 8420000 unidades de massa atomica. A partir dos volumes de retengéo
apresentados pelos padroes, foi tragcada uma curva padrdao. Os parametros
universais utilizados para a calibracédo (coeficientes de Mark-Houwink) foram K, =
1,18.10% e op = 0,74 para o poliestireno, K; = 2,01.10° e o = 0,92 para a celulose
tricarbanilada (VALTASAARI e SAARELA, 1975).

O calculo da massa molecular foi realizado pelo método da calibragdo
universal (RAMOS, 2001), segundo a equagao
(1 + ap) In Mp + In (Kp/K¢)

In M = (11)
1+0c
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onde M. é a massa molecular da celulose tricarbanilada e M, é a massa molecular
do padréo. A partir dai foram calculadas a média aritmética das massas moleculares,
My e a média ponderada das massas moleculares, Myw. O grau de polimerizagdo
(DP) foi calculado pela relagdo DP = M / 519 onde o denominador corresponde a
massa molecular de uma unidade de anidroglucose tricarbanilada. Por fim, a

polidisperséo das amostras foi calculada pela relagédo DPy / DPy.

3.6.3 Microscopia eletrénica de varredura

Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) das fibras foram
obtidas no microscopio eletrdnico JEOL JSM-6360, do Centro de Microscopia
Eletrénica (CME) da UFPR, com tenséo de aceleragéo de 15 kV e magnificagbes de
1000 a 20000 vezes. As fibras foram dispersas em 4gua destilada, gotejadas sobre
um porta-amostras de aluminio e secas a 60 °C em estufa a vacuo. Para evitar
acumulo de cargas e consequente destruicAo das amostras, as mesmas foram

recobertas por uma camada de ouro.

3.6.4 Microscopia de forga atomica

As fibras foram também observadas através de microscopia de for¢a atbmica
(AFM) num equipamento Shimadzu SPM 9500J3 do Departamento de Fisica da
UFPR, no modo dinadmico (tapping mode) com magnificagbes de 5000 a 100000

vezes.

3.7 OBTENGAO DOS FILMES DE AMIDO PLASTIFICADO

Ensaios preliminares de obtengcdo de filmes de amido plastificado foram
realizados de acordo com o método proposto por WILHELM et al. (2003). Glicerol
PA (Sigma-Aldrich) foi utilizado como plastificante, na propor¢do de 30% em relagao
a massa seca de amido. O amido € inicialmente disperso em agua. A disperséo foi
entdo aquecida em baldo de fundo chato com agitacdo magnética vigorosa e uma
solucdo de glicerol a 100 g.L™* é acrescentada. Apés 30 min de aquecimento,
visando & completa gelatinizacdo do amido, a mistura foi vertida em placas

circulares de PVC e secada em estufa a vacuo por 24 h (Fig. 3.4). Os filmes foram
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entdo mantidos em condi¢gbes de temperatura e umidade ambiente por 24 h para

facilitar o descolamento das placas.

Castingem
placa de Petri

Agitacéo

Aguecimento

90 a 95°C
30 min
Celulose . Estufa a vacuo
desagregada GELATINIZACAO (400 mmHg)
i DO AMIDO 60°C, 24 h
Amido
+
Plastificante
: ——
agua
FILME DO
NANOCOMPOSITO

FIGURA 3.4 — OBTENGAO DOS FILMES DE NANOCOMPOSITO POR CASTING

Foram testadas vérias concentragbes da mistura de amido, visando
estabelecer um compromisso entre viscosidade e tempo de secagem em estufa.
Solugdes mais concentradas secam mais rapidamente, porém sua elevada
viscosidade leva a perdas na transferéncia para as placas de Petri e irregularidade
na espessura dos filmes. Também foram testadas diferentes temperaturas e tempos
de aquecimento para cada amostra de amido. Por ultimo, foram produzidos filmes
incorporando as preparagdes de celulose bacteriana descritas no item 3.1. Essa
incorporagd@o deu-se pela adicdo das suspensdes de celulose a mistura de amido,
dgua e glicerol, antes do aquecimento, mediante agitacdo magnética vigorosa.
Todos os filmes foram produzidos com 2,5% de celulose em relacdo & massa de

amido.
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3.8CARACTERIZACAO DOS FILMES OBTIDOS

3.8.1 Preparo e acondicionamento dos corpos de prova

Os corpos de prova foram preparados segundo a norma ASTM D 882 — 95a,
com pequenas modificagdes. Os filmes foram cortados em tiras de 10,0 mm de
largura. Na extremidade de cada tira, foi afixada uma fita adesiva plastica, a fim de
facilitar a manipulagdo do corpo de prova. Foi mantida uma secdo de 40,0 mm de
comprimento entre as fitas, mesmo comprimento da distancia entre garras do
equipamento.

Os corpos de prova foram acondicionados por 10 dias em atmosfera
controlada com umidade relativa de 43%, conforme a norma ASTM E 104
(WILHELM et al., 2003). Uma solugéo saturada de K,COg foi colocada no fundo de
um dessecador; os filmes foram entdo suspensos sobre essa solugdo e o

dessecador vedado com graxa de alto vécuo.

3.8.2 Ensaios de tracao

Os ensaios de tracdo foram realizados em uma maquina de ensaios
universal Instron 5565, seguindo a ja citada norma ASTM D 882 — 95a. A distancia
entre garras foi de 40,0 mm e a velocidade de separacéo das garras, de 4 mm.min™.

Foram testados no minimo 5 corpos de prova de cada amostra.

3.8.3 Difratometria de raios X

Os filmes foram caracterizados através de difratometria de raios X, em
condigbes idénticas aquelas descritas no item 3.6.1, a fim de verificar o
desenvolvimento de cristalinidade nas amostras e a comparacdo com perfis
difratométricos de compositos de amido plastificado citados na literatura (ANGLES e
DUFRESNE, 2001; MATHEW e DUFRESNE, 2002; LOPEZ-RUBIO et al., 2007).
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3.8.4 Microscopia 6ptica e eletrdnica de varredura

Imagens de microscopia Optica da superficie e da regido de ruptura dos
corpos de prova rompidos foram obtidas com ampliagdes de 50, 200 e 500 vezes.

Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) da regido de ruptura
dos filmes foram obtidas no microscopio eletrénico JEOL JSM-6360, do Centro de
Microscopia Eletronica (CME) da UFPR, com tensdo de aceleragcdo de 15 kV e
magnificacdes de 300 a 5000 vezes (magnificacdes maiores levam a decomposi¢ao
da matriz de amido). Os filmes foram colados diretamente sobre o porta-amostras e
mantidos em dessecador com silica-gel por 24 h. As amostras foram recobertas com

uma camada de ouro para evitar acimulo de carga devido a baixa condutividade.



57

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS UTILIZADOS

4.1.1 Celulose bacteriana

O teor de matéria seca das mantas de celulose bacteriana variou entre 0,45
e 0,55%, tendo sido determinado a cada novo lote de celulose recebido. O teor de
cinzas (em relacdo & matéria seca) variou de 0,42 a 0,49%.

A analise por HPLC do produto da hidrolise da celulose bacteriana por acido
sulfdrico (ver item 3.1.2) revelou apenas trés picos (Fig. 4.1). O primeiro corresponde
ao &cido sulfarico utilizado na hidrolise, cuja retirada ndo é necesséria para a
andlise. Em seguida eluiu a glucose produzida pela hidrolise da celulose (Fig. 4.2).
Os outros monossacarideos monitorados (xilose e arabinose) ndo foram detectados,
0 que indica que o Unico polissacarideo presente na amostra é a celulose. O ultimo
pico observado no cromatograma € do hidroximetilfurfural (HMF) resultante da
desidratacdo de parte da glucose pela a¢do do &acido sulfdrico (Fig. 4.3). A glucose
foi quantificada a partir da resposta do detector de indice de refracdo. J& o HMF
absorve UV no comprimento de onda de 280 nm, o que permite sua quantificagéo a
partir da resposta do detector de absorgéo no UV.

A Tab. 4.1 fornece o resultado da determinagéo do teor de celulose nas
mantas a partir de experimento em triplicata. Observa-se que a quase totalidade do
material solido presente nas mantas corresponde a celulose. Deve-se levar em
conta que este resultado pode estar subestimado, pois a preparagdo da amostra
para o ensaio envolve uma etapa de secagem, durante a qual o material sofre uma
compactacgdo. Isto limita a acessibilidade da celulose ao ataque do é&cido, além de
poder reter &gua entre as fibras, cuja presenca leva a uma superestimativa da

massa inicial da amostra seca.
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FIGURA 4.1 — PERFIL CROMATOGRAFICO DO HIDROLISADO DE KLASON DA (;ELULOSE
BACTERIANA, COM DETECCAO POR REFRATOMETRIA DIFERENCIAL E ABSORCAO NO UV
EM 280 nm
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FIGURA 4.2 - REAGAO DE HIDROLISE ACIDA DA CELULOSE

OH 2SO4
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HO OH \ /
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glucose

FIGURA 4.3 - REACAO DE DESIDRATACAO DA GLUCOSE

TABELA 4.1 — TEOR MASSICO DE CELULOSE DAS MANTAS, EXPRESSO EM RELACAO A
MASSA SECA TOTAL

% como anidroglucose

glucose 93,50 + 0,73

HMF 3,34 +£0,08

TOTAL 96,84 + 0,81
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4.1.2 Amidos

Na Fig. 4.4 observam-se difratogramas de raios X das duas variedades de
amido efetivamente utilizadas na producdo de compdsitos: o amido de mandioca
nativo (amido I) e o amido de mandioca pré-gelatinizado (amido |y,). Observam-se
no amido | picos de difracdo associados ao amido tipo C (VAN SOEST e
VLIEGENTHART, 1997). O difratograma do amido |, mostra apenas um halo
amorfo, n&o evidenciando qualquer tipo de organizagdo interna. Embora né&o
tenhamos acesso as condigbes do processo de modificacdo utilizado, a grande
semelhanca entre o perfil difratométrico deste amido e do utilizado por HULLEMAN
et al. (1999) permite supor que o mesmo tenha sido submetido & gelatinizacdo em
agua, seguida de secagem em spray dryer e moagem da massa resultante,

processo comumente utilizado na producdo de amidos pré-gelatinizados.

< (a)
D
(b)
5 ' lIO ' 1I5 ' 2IO ' ZIS ' 3IO ' 35
20 (graus)

FIGURA 4.4 — DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X DO AMIDO MANDIOCA NATIVO (a) E PRE-
GELATINIZADO INDUSTRIALMENTE (b)

4.1.3 Preparacdes enziméticas

A determinagdo da atividade das preparagbes enzimaticas utilizadas
mostrou-se probleméatica por uma série de motivos. O primeiro deles diz respeito a
limitada quantidade de enzima disponivel, 0 que restringiu 0 nimero de ensaios
realizados, uma vez que o método proposto por GHOSE (1987) exige o preparo de

vérias diluicdes para que se chegue a um resultado confidvel. Além disso, o ensaio
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de atividade celulésica total, realizado utilizando-se papel de filtro como substrato,
produz resultados muito mais baixos para a preparacao endoglucanasica (CBH l/Il-)
do que para a celulase comercial (mistura CN). Isto ocorre porque a primeira
preparacdo carece das celobiohidrolases que liberam em maior escala os agucares
redutores detectados pelo método. Isso implica em um consumo exagerado da CBH
I/ll- para a realizacdo do ensaio, justamente a enzima para a qual havia maiores
restricbes quanto a quantidade. Com a atividade endoglucanasica, realizada sobre
carboximetilcelulose (CMC), ocorre o inverso: a mistura CN age sobre este substrato
com uma intensidade muito menor que a CBHI/II-. Tanto os ensaios de atividade
celuldsica total da CBH I/ll- quanto os de atividade endoglucanasica da mistura CN
néo forneceram resultados reprodutiveis, razao pela qual foram omitidos aqui. Além
de apresentarem grande variancia, tais resultados sdo muito discrepantes dos
obtidos por ZANDONA Filho (2001) e RAMOS et al. (1999) para as mesmas
enzimas, embora estes autores tenham seguido o mesmo método que o utilizado
aqui.

A determinacdo da atividade enzimatica serviria em principio como
parametro de comparagdo entre as enzimas, visando determinar quantidades
equivalentes de enzima a serem utilizadas nos tratamentos enzimaticos das fibras
de celulose. No entanto, as duas prepara¢gfes enzimaticas agem por mecanismos
diferentes. Na mistura CN ocorre uma acgao sinergistica entre as endoglucanases,
celobiohidrolases e B-glucosidases, enquanto na CBHI/Il- ocorre apenas a agéo
endoglucanasica. E, portanto, questionavel atribuir algum significado & comparag&o
direta entre atividades.

O teor de proteinas acabou sendo escolhido como parametro quantitativo
para a determinagdo da quantidade de preparagdo enzimatica utlizada na
desagregacdo da celulose. Apesar de ndo ser possivel garantir que toda proteina
presente nas preparagfes corresponda a enzima, esse critério de comparacéo tem a
vantagem de ndo depender do tipo de agéo realizada pela enzima ou da extensao
em que essa acao ocorre. Tais teores foram determinados em 98,3 + 1,9 g L™ para a
CBHI/ll- e 162,3+ 1,9 g L™ para a mistura CN.
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4.2 DESAGREGAGAO DA CELULOSE BACTERIANA

4.2.1 Desagregagdo mecanica

A desagregacédo das mantas de celulose bacteriana por moagem é dificultada
pelo baixo teor de sélidos presentes na manta, aliado ao extremo emaranhamento
das fibras de celulose. Consequentemente, a agdo dos elementos de moagem
reduz-se a expulsar a agua retida no interior da rede, contribuindo pouco para o
rompimento das fibras individuais. Como resultado, a moagem em moinho vibratorio
produziu grumos com aspecto filamentoso, grosseiramente dispersos. Resultado
semelhante foi obtido com a ac¢éo de ultra-som sobre o gel de celulose bacteriana,
gue apenas desagregou superficialmente o gel, dando-lhe um aspecto semelhante a
flocos de algodéo. A dispersédo posterior desses flocos na matriz polimérica mostrou-
se pouco eficaz.

A moagem em moinho de bolas foi aparentemente mais promissora. Houve
uma boa recuperagcdo do material da primeira moagem, resultando em uma
suspensao que, apés 8 horas em geladeira, decantou parcialmente formando duas
fases (Fig. 4.5a). O material remanescente no moinho, apdés a retirada da
suspensdo, ao ser moido com o acréscimo de mais 4gua, produziu uma maior
quantidade de material sélido que na primeira moagem (Fig. 4.5b). Para verificar o
motivo do aparente aumento do teor de sdlidos entre a primeira e a segunda
moagem, foram determinados o teor de massa seca e o teor de cinzas das
suspensdes. O teor de cinzas do material da primeira moagem foi de 83% em
relagdo & massa total de sdlidos. Ja na segunda moagem, o teor foi ainda maior:
86%. Tal teor de cinzas é muito elevado em relacdo ao teor inicial de cinzas da
amostra (<0,5% da massa seca total), o que indica que o processo de moagem
acrescentou sélidos a amostra, pelo desgaste das esferas de alumina utilizadas
como elemento de moagem. A utilizagdo desse material contaminado foi descartada,
uma vez que ndo seria possivel identificar isoladamente os efeitos da celulose e do
material inorganico sobre as propriedades mecanicas dos filmes. No entanto, alguns
filmes foram produzidos incorporando a celulose moida, apenas para se verificar a
dispersibilidade da mesma no amido plastificado. Os resultados acima parecem
confirmar que a desagregacdo fisica de materiais celulésicos em micro ou

nanofibrilas s6 é viavel utilizando-se uma acdo mecénica muito mais intensa — como
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a passagem por um triturador conico (KOIZUMI et al., 2008) ou a combinag&o de
homogeneizagdo a alta pressdo com cisalhamento e hidrélise enzimatica parcial
(HAYASHI et al., 2005).

FIGURA 4.5 - SUSPENSAO RESULTANTE DA MOAGEM DA CELULOSE BACTERIANA EM
MOINHO DE BOLAS. (a) PRIMEIRA MOAGEM,; (b) SEGUNDA MOAGEM

A moagem do material totalmente seco néo foi cogitada como método viavel
de obtencao de nanofibras, pois as fibras celuldsicas, apds a secagem, sofrem uma
drastica reducao de sua area superficial (FAHMY et al.,, 2006; FENGEL e
WEGENER, 1989). Tal reducéo dificultaria a desagregacdo das fibras, tornando-as
muito menos acessiveis ao ataque enzimatico. Além disso, a secagem da celulose
bacteriana € um processo irreversivel; uma vez seca, ndo é possivel retornar ao
estado original.

Uma explicacdo para esse comportamento pode estar na descricdo dada por
FENGEL e WEGENER (1989) para o processo de secagem da celulose.
Inicialmente, sdo rompidas as ligagfes hidrogénio entre as moléculas de agua, que
sdo as de menor energia no sistema celulose-agua (Fig. 4.6a). Parte da agua é

removida e as superficies aproximam-se umas das outras (Fig.4.6b). Quando
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apenas uma camada monomolecular de &gua situa-se entre duas superficies
adjacentes (Fig. 4.6c), ligagbes hidrogénio podem se estabelecer entre essas
superficies, rompendo definitivamente as ligacdes entre agua e celulose (Fig. 4.6d).
Considerando-se a elevada razdo de aspecto das nanofibrilas de celulose
bacteriana, esse processo reduziria drasticamente a area superficial das mesmas e,

portanto, sua interacdo com a matriz polimérica de amido.
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FIGURA 4.6 — SECAGEM DA CELULOSE. EM CINZA: INTERIOR DAS FIBRAS. ** REPRESENTA
LIGACOES HIDROGENIO (adaptado de FENGEL e WEGENER, 1989): (a) LIGACOES
HIDROGENIO ENTRE A AGUA E A SUPERFICIE DAS FIBRAS. (b), (c): RETIRADA PROGRESSIVA
DE AGUA E APROXIMACAO DAS FIBRAS. (d) ESTABELECIMENTO DE LIGACOES HIDROGENIO
ENTRE AS SUPERFICIES DAS FIBRAS

4.2.2 Desagregacao enzimética

O comportamento macroscopico das amostras de celulose bacteriana
submetidas a hidrélise parece confirmar o modo de acéo das enzimas proposto no
item 2.1.1.6. Enquanto a hidrélise com mistura CN leva a reducéo da viscosidade e a
ao aumento da transparéncia, perceptivel mesmo apdés alguns minutos de hidrélise,
o tratamento com CBHI/lIl- ndo produz nenhum resultado notavel. No entanto,

amostras submetidas a este tratamento gelificaram quando mantidas sob
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refrigeracdo, o que sugere a presenca de fragmentos de celulose mais curtos no

meio hidrolisado (Fig. 4.7).

e . o Fragmentos de menor Alteragoes pouco
Regido amorfa Reglao cristalina massa molecular pronunciadas

' witi | 5
% W &4 ;

Nanofibrilas "entrelagadas™ Nanofibrilas "livres"

FIGURA 4.7 — AGCAO DAS ENZIMAS SOBRE A CELULOSE BACTERIANA

Fixou-se em 10 mg de proteina por g de substrato a quantidade de
preparacdo enzimatica a ser utilizada em ambos os casos. Dados os teores de
proteina obtidos para as preparagfes utilizadas (ver item 4.1.3), isso corresponde a
0,108 mL de CBHU/Il- e 0,062 mL de Mistura CN para cada grama de celulose.

A figura 4.8 mostra o acompanhamento da hidrélise a partir do teor de
acUcares redutores total, expresso em mg L' de glucose. Observa-se que a
evolucao da hidrolise com o uso da mistura CN foi muito mais rapida; ainda assim,
se considerarmos que todo o acgUcar redutor produzido durante a hidrélise
corresponde a glucose, teriamos apds 60 minutos cerca de 26% de conversdo da
celulose em glucose, 0 que esta muito abaixo dos resultados j& citados para a
hidrolise é&cida. Situacdo ainda melhor é observada para a hidrélise com
endoglucanase: ap6s 240 min de hidrdlise, menos de 12% da celulose teria sido
hidrolisada, se assumirmos uma conversdo apenas a glucose. Tais niveis de
conversédo da celulose em agucares redutores sdo muito menores que os ja citados

para a hidrélise acida, o que justifica a opgéo pela hidrélise enzimética.

O poder redutor total de uma amostra de hidrolisado ndo corresponde, no
entanto, ao conteldo de glucose da mesma, uma vez que novas extremidades
redutoras sdo formadas quando do rompimento de ligacdes ((1-4), sem que haja
necessariamente a liberacdo de monossacarideos no meio. A converséo da celulose
em acuUcares sollveis deve entdo ser menor que as estimativas acima, como

comprovam os resultados da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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A figura 4.9 mostra os perfis cromatograficos das preparacdes enzimaticas e
do tampao citrato-acido citrico utilizado nas hidrolises. Tais perfis sdo importantes
para diferenciar os picos resultantes de produtos da hidrolise daqueles ja presentes

no meio independentemente da ocorréncia ou nao de reagao.
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FIGURA 4.8 — AGUCARES REDUTORES TOTAIS (ART) GERADOS PELA HIDROLISE DA
CELULOSE
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FIGURA 4.9 — PERFIS CROMATOGRAFICOS DAS PREPARAGCOES ENZIMATICAS E DA
SOLUGAO-TAMPAQO UTILIZADA NAS HIDROLISES

As Figs. 4.10-4.11 mostram os perfis cromatograficos dos hidrolisados

obtidos com o uso das duas diferentes preparacdes enzimaticas, permitindo o
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acompanhamento ao longo do tempo da producé@o de acguUcares soliveis, glucose e
celobiose, a partir da hidrélise do substrato celulésico. Além dos picos
correspondentes a esses sacarideos (a e c¢), sdo evidentes os picos do &cido citrico
proveniente da solucdo-tampé&o utilizada (b), além de substancias nédo identificadas
provenientes das preparacdes enzimaticas (d), provavelmente conservantes
adicionados as mesmas. Discrepancias entre os tempos de hidrélise mostrados
nesses gréaficos e os considerados na determinacdo de ART (Fig. 4.8) devem-se ao
tempo decorrido entre a realizacdo da hidrélise e os ensaios (tanto de ART quanto
de HPLC) em razdo de problemas com os equipamentos. O longo tempo de
armazenamento de algumas amostras, bem como a perda de outras quando da
ocorréncia dos defeitos nos equipamentos, impediram a utlizacdo desses
resultados.

Nota-se que entre 20 e 40 minutos ha pouca alteracdo dos picos desses
acucares no caso da hidrélise com mistura CN (Fig. 4.10). Entre 40 e 60 minutos de
hidrélise, ha um salto na producdo de celulose. E provavel que em tempos de
hidrélise mais curtos ocorra um ataque preferencialmente das regi6es menos
organizadas entre as nanofibrilas. Apés a desagregacdo parcial da rede de
nanofibrilas, a propria estrutura das mesmas passa a ser atacada pelas enzimas.

A preparacdo enzimatica CBH I/ll- age de forma bem mais gradual (Fig.
4.11), com uma evolugéo lenta porém constante dos teores de glucose e celobiose,
ao menos apo6s os 60 minutos iniciais de reacdo. Nota-se, pela resposta do detector,
gue tais teores sdo uma ordem de grandeza menores que aqueles liberados pela
mistura CN.

A partir da comparacgéo dos cromatogramas acima com padrdes de glucose
e celobiose, pode-se quantificar esses acucares nos hidrolisados. A conversao da
reacdo, ou seja, a fracdo de celulose convertida em acgucares soluveis, pode ser
estimada (Tab. 4.2) conhecendo-se a concentragao inicial de celulose nas amostras.

No caso das hidrdlises realizadas com mistura CN, a estimativa de
conversdo obtida a partir do poder redutor total dos hidrolisados coincidiu com a
obtida a partir dos cromatogramas, 0 que sugere que na hidrélise com essa
preparacdo enzimatica os principais produtos da reagdo sdo os agucares sollveis.
Ja no caso das hidrolises com CBH I/ll-, a estimativa de conversdo a partir da
glucose e celobiose ficou muito aquém do obtido com os agucares redutores totais.

E provavel que nesse caso os produtos de hidrélise majoritarios sejam
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oligossacarideos e fragmentos menores de celulose, o que refor¢ca a hipétese do
mecanismo de desagregacdo proposto acima (ver Fig. 4.7). A taxa de conversao
mais elevada nos primeiros 60 min, permanecendo quase inalterada nos 60 min
seguintes, pode ser explicada pela maior acessibilidade inicial das cadeias da
celulose nas regibes amorfas das nanofibrilas.

6x10° hidrélises realizadas
com mistura CN por:
5x10° 20 min
40 min
4x10° —— 60 min
——80 min

3x10°

2x10°

resposta do detector (U. A.)
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FIGURA 4.10 — PERFIS CROMATOGRAFICOS DOS HIDROLISADOS OBTIDOS PELA AGAO DA
MISTURA CN SOBRE A CELULOSE BACTERIANA. (a) CELOBIOSE; (b) ACIDO CITRICO; (c)
GLUCOSE; (d) CONSERVANTE DA ENZIMA
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FIGURA 4.11 — PERFIS CROMATOGRAFICOS DOS HIDROLISADOS OBTIDOS PELA ACAO DA
CBH I/ll- SOBRE A CELULOSE BACTERIANA. (a) CELOBIOSE; (b) ACIDO CITRICO; (c)
GLUCOSE; (d) CONSERVANTE DA ENZIMA
TABELA 4.2 — TEOR DE CELOBIOSE E GLUCOSE PRESENTES NOS HIDROLISADOS E
CONVERSAO DA CELULOSE BACTERIANA
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Tempo de Celobiose Glucose Equivalente em Conversédo
hidrélise (min) (mg L™ (mgL™" | anidroglucose (mgL™) | (% sobre massa seca)
Hidrolises com mistura CN
20 374 233 564 12,4
40 422 303 672 14,8
60 587 697 1183 26,0
80 533 788 1214 26,7
Hidrolises com CBH I/11-
60 2,1 48,4 45,6 1,00
120 54 51,8 51,7 1,14
150 11,3 62,7 67,1 1,48

4.3 FILMES DE AMIDO PLASTIFICADO

As primeiras tentativas de plastificacdo do amido com glicerol foram feitas
sem a adigdo de nenhum tipo de reforgo estrutural, visando apenas determinar as
melhores condigbes de trabalho com cada amostra de amido. Concluiu-se que o
aquecimento a uma temperatura pouco abaixo da ebulicdo (90 a 95°C) por cerca de
30 min proporcionou uma gelificacdo completa do amido sem a inconveniente
formagéao de bolhas resultante da ebuligcdo.

Apesar dos amidos nativos de mandioca — amido | - e de milho — amido Il -
terem produzido filmes homogéneos e bem plastificados (Fig. 4.12), o interesse
inicial foi pelas variedades modificadas, amidos I, e ll,. A principio, esses amidos
revelaram ter caracteristicas que os tornariam mais adequados para a producédo de
compasitos. O amido Il gelatiniza muito rapidamente, além de formar filmes muito
resistentes. No entanto, os filmes sofrem contragdo durante a secagem, resultando
em rachaduras, espessura irregular e dificuldades para retiré-los das placas. Tal
comportamento pode ser atribuido as cadeias mais curtas resultantes do tratamento
dcido a que esse amido foi submetido. A maior mobilidade e o menor
entrelagamento dessas cadeias permitiriam rearranjos das hélices de amilopectina
que levam a deformacdo do filme. J4 o amido In por ser gelatinizado, pode ser
disperso a frio, o que poderia reduzir o tempo e a energia despendidos para a
producédo dos filmes, ao eliminar a necessidade do aquecimento para a
gelatinizagdo. A plastificagdo a frio, no entanto, se mostrou impraticavel devido a

elevada viscosidade da mistura resultante. A necessidade de agitacdo muito
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vigorosa levou a formacéo de bolhas que ndo puderam ser totalmente eliminadas na
secagem a vacuo (Fig. 4.13a). Seguindo o procedimento adotado para os outros
amidos (aquecimento por 30 min a 90-95 °C), obtiveram-se filmes tdo regulares
qguanto os de amido nativo de mandioca. Durante o acondicionamento, porém, 0s
filmes sofreram distor¢cdes semelhantes as observadas nos filmes de amido Iy, (Fig.
4.13b). E possivel que o processo industrial adotado para a pré-gelatinizagdo —
provavelmente gelatinizagdo do amido em &gua, seguida de secagem e moagem -
leve a um rompimento parcial das cadeias do amido, de forma semelhante ao que

ocorre com o amido lly.

(a) (b)

= i}
fem

FIGURA 4.12 — FILMES DE AMIDO DE (a) MANDIOCA E (b) MILHO, PLASTIFICADOS COM 30%
DE GLICEROL

A escolha final recaiu entao sobre o amido nativo de mandioca, pois além de
produzir filmes (Fig. 4.12a) mais transparentes e flexiveis que os de milho, h4 na
literatura pouca referéncia a plastificagdo do amido de mandioca. A grande maioria
dos trabalhos refere-se ao amido de milho e n&o foi encontrado nenhum trabalho
gue envolvesse amido de mandioca e celulose bacteriana. Na Fig. 4.14 pode-se
comparar o difratograma de raios X do amido | (Fig. 4.14a) com o de um filme desse
amido plastificado com 30% de glicerol (Fig. 4.14b). Enquanto o amido | apresenta

picos caracteristicos de um amido do tipo C (VAN SOEST e VLIEGENTHART,
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1997), o filme produzido pela plastificagdo do mesmo amido ndo mostra qualquer
indicio de cristalinidade, apenas um halo amorfo com maximo em torno de 19° de
28. O processo utilizado na produgéo dos filmes garante, portanto, a completa

gelatinizagéo do amido.

(a) (b)

O
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FIGURA 4.13 — FILMES DE AMIDO DE MANDIOCA MODIFICADO PLASTIFICADOS COM 30% DE
GLICEROL (a) A FRIO E (b) A QUENTE

A escolha do glicerol como plastificante foi motivada pela sua
disponibilidade, biodegradabilidade e afinidade com o amido (ver item 2.1.2.2). O
teor de glicerol utilizado foi estabelecido a partir dos valores que se revelaram mais
adequados em diversas referéncias (ANGLES e DUFRESNE, 2000, 2001;
AVEROUS et al., , 2001; TALJA et al., 2007; LOPEZ-RUBIO et al., 2007) e, em
particular, em WILHELM et al. (2003).

4.4 PRODUCAO DOS COMPOSITOS

As primeiras tentativas de produzir compositos dispersando-se a celulose
por meio de ultra-som ndo produziram bons resultados. A celulose parecia se
dispersar de inicio, porém o aquecimento ou a agitagdo eram suficientes para fazer
com que a celulose se reagrupasse e segregasse do meio, resultando em filmes
extremamente irregulares. O mesmo ocorreu com a celulose triturada no moinho
vibratorio. Mesmo as tentativas de incorporar o amido a celulose ja no interior do

moinho ndo melhoraram a disperséo das fibras no produto final.
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A disperséo da celulose tratada enzimaticamente foi muito mais facil, mesmo
para 0s tempos de tratamento mais curtos. Foram produzidos filmes muito
homogéneos, com um pequeno aumento de opacidade em relagdo aos filmes sem
reforco. A andlise dos difratogramas de filmes dos compdsitos (Fig. 4.14d, e, f)
revela o aparecimento de picos tipicos de cristalinidade do tipo V4. O surgimento
desse padréo cristalino, resultante do reordenamento das cadeias da amilose (ver
item 2.1.3) (THIRE et al, 2005; VAN SOEST e VLIEGENTHART, 1997), é
perceptivel mesmo no filme sem reforgo de celulose apds acondicionamento a 43%
de umidade relativa (Fig. 4.14c).

Os filmes contendo fibras celulésicas apresentam, além dos picos
caracteristicos da retrogradagcdo da amilose, outros picos cuja atribuicdo € mais
problematica. Alguns deles estdo proximos dos picos mais significativos da celulose
(assinalados por asteriscos na Fig. 4.14). A atribuicdo de algum deles a celulose é
no entanto duvidosa, pois apresentam em todos os filmes pequenos deslocamentos
em relacdo aos valores ja bem determinados na literatura para a celulose
(ELAZZOUZI-HAFRAQUI et al., 2008; FENGEL e WEGENER, 1989). Tais
deslocamentos ndo podem ser explicados por mudangas na estrutura da celulose,
pois as condi¢gdes em que os filmes séo produzidos n&o poderiam levar a alteragbes
cristalinas nas fibras. E mais provavel, portanto, que tais picos sejam resultado da
transcristalinidade - formacdo de padrbes cristalinos induzida pela presenca das
fibras. Outra possibilidade, a de que haja nos filmes granulos de amido n&o
gelatinizados que contribuam com a cristalinidade é logo descartada quando se
observa o aspecto amorfo de filmes sem fibras, cujas condigbes de gelatinizagéo
foram as mesmas dos demais.

A cristalinidade do tipo Vy predomina no filme reforcado com celulose
tratada com mistura CN (Fig. 4.14f). Por outro lado, tanto o filme contendo celulose
tratada com CBH I/ll- quanto aquele contendo celulose néo tratada (Fig. 4.14d, e)
mostram um perfil difratométrico semelhante, com picos que podem ser atribuidos a
recristalizacdo da amilopectina em torno das fibras num padréo do tipo B (ver item
2.1.3) (ANGLES e DUFRESNE, 2000).

No filme contendo celulose tratada com endoglucanases (Fig.4.14d) esses
picos tem aspecto arredondado. Isso pode indicar sobreposicéo de picos de outros
padrdes cristalinos (possivelmente tipo C) ou alargamento devido as dimensdes

reduzidas dos cristalitos formados. A presenca de nanocristais poderia explicar em
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parte as propriedades mecanicas superiores desse filme, que serdo apresentadas

posteriormente.
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FIGURA 4.14 — DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X DO AMIDO DE MANDIOCA E DE SEUS FILMES.
(@) AMIDO DE MANDIOCA. (b) FILME PLASTIFICADO COM 30% DE GLICEROL. (c) MESMO
FILME APOS ACONDICIONAMENTO EM UMIDADE RELATIVA DE 43%. (d) A (f): FILMES
REFORCADOS COM 2,5% DE CELULOSE BACTERIANA (d) TRATADA COM CBH I/ll- POR 60
min, (€) SEM TRATAMENTO ENZIMATICO E (f) TRATADA COM MISTURA CN POR 20 min. AS
LINHAS PONTILHADAS REPRESENTAM PICOS DE CRISTALINIDADE ASSOCIADOS AO AMIDO;
AS LINHAS TRACEJADAS (*) INDICAM PICOS CARACTERISTICOS DA CELULOSE

N&o foi observada, em nenhum dos filmes, a presenca do pico em 21,15°
em 20, relatado por ANGLES e DUFRESNE (2000) e MATHEW e DUFRESNE
(2002) e atribuido a formacgdo de regibes paracristalinas de amilopectina em torno
dos nanocristais de celulose. E possivel que essa auséncia se deva ao fato dos
autores acima citados terem utilizado como reforco whiskers de celulose, cuja

geometria difere das nanofibras empregadas. De qualquer forma, as nanofibras
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afetam a organizagdo da matriz polimérica de diferentes formas dependendo do
tratamento a que foram submetidas. A agédo das enzimas deve produzir mudancas
superficiais na celulose que podem estar agindo como sitios de nucleagdo de

diferentes padrdes cristalinos.

4.5 PROPRIEDADES MECANICAS DOS COMPOSITOS

As tentativas preliminares de incorporagdo da celulose parcialmente
hidrolisada nos filmes permitiram definir qual tipo e condi¢cdo de tratamento resulta
nas melhores propriedades mecénicas. Foram analisados o modulo de elasticidade
(E) e o limite de resisténcia a tracao (Omax) dos compdsitos. Pode-se observar nas
Fig. 4.16-4.17 que duas tendéncias diferentes ocorrem. As propriedades mecanicas
de compdésitos contendo celulose tratada com mistura CN sdo melhores para um
tempo de tratamento menor (20 min, Fig. 4.16 e Fig. 4.17). Tratamentos mais longos
levam a um decréscimo do médulo e da tensdo maxima dos filmes. No caso do
tratamento com CBHI/Il-, observa-se que o maximo da tensdo e moédulo dos
compasitos ocorre com o uso de fibra tratada por 60 min. Apés esse tempo, hd um
decréscimo na capacidade de refor¢o da celulose (fig. 4.17).

Tais resultados poderiam ser explicados pela diferente forma de agédo das
enzimas. A mistura CN apresenta atividade celulasica completa, degradando muito
intensamente as fibras. Um tratamento curto € suficiente para desembaracar
parcialmente as nanofibrilas (ver item 4.2.2), aumentando sua dispersibilidade e sua
area superficial, o que permite maior interacdo com a matriz polimérica. J& um
tratamento prolongado rompe excessivamente as nanofibrilas, reduzindo sua
capacidade de reforgo.

Por outro lado, a CBHV/II- age preferencialmente sobre as regides amorfas,
tendo uma capacidade menor de romper as nanofibrilas. A medida que a hidrélise
progride, as regidbes amorfas entre os cristalitos véo sendo rompidas, o que libera as
nanofibrilas, favorecendo sua dispersdo. Apds tais regides amorfas serem atacadas,
aumenta a acessibilidade das regides cristalinas. S0 entdo se observa um
decréscimo das propriedades mecéanicas dos compdsitos, resultante provavelmente
de defeitos nas nanofibrilas gerados pela degradagéo provocada pelas enzimas.

Os ensaios de tragédo descritos acima foram realizados com filmes mantidos

em condi¢cOes de temperatura e umidade ambiente. Como todos os filmes haviam
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sido mantidos nas mesmas condi¢des, servem como parametro comparativo entre
eles, embora os resultados sejam muito discrepantes dos mostrados adiante. Os
maiores valores de E e omax foram obtidos para filmes contendo celulose tratada com
endoglucanase. Optou-se entdo por prosseguir a investigacdo das propriedades

mecanicas desses filmes.

2.5

sem reforgo
com 2,5% de celulose
tratada com:
2.0 mistura CN (20 min)
—— mistura CN (40 min)
—— CBH I/ll- (30 min)
—— CBH I/ll- (60 min)

Tensdo (MPa)

T T T T T T T T T T A T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 1.25 1.30

Deformacéo

FIGURA 4.16 — CURVAS TENSAO/DEFORMAGAO TIPICAS DOS FILMES DE AMIDO
PLASTIFICADO SEM REFORCO E REFORCADOS COM CELULOSE BACTERIANA
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FIGURA 4.17 — PROPRIEDADES MECANICAS DE FILMES REFORCADOS COM CELULOSE
TRATADA COM MISTURA CN (A) E COM CBH I/11- ()

Os ensaios seguintes foram realizados com filmes acondicionados conforme
descrito no item 3.8.1, o que d& maior confiabilidade aos valores absolutos de
modulo e tensdo. A Fig. 4.18 mostra curvas tipicas de tensdo x deformacdo dos

filmes acondicionados, tendo sido incluido um filme sem reforco (curva 1) e um

200
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acrescido de celulose ndo-tratada (curva 2) para comparagdo. Observa-se um nitido
aumento da rigidez e da capacidade de suportar cargas dos compositos contendo
celulose tratada, a ndo ser no caso do filme contendo celulose tratada por 120 min,
cujo comportamento mecanico € inferior ao do filme com celulose nédo tratada.

Na Fig. 4.19, observa-se que o0 maximo de E e omax OCOrre mesmo para o
tratamento com endoglucanase por 60 min. O limite de resisténcia a tracdo dobrou
em relacdo ao controle (celulose nédo tratada, ponto t = 0 do grafico) e o mddulo de
Young foi quatro vezes maior. A comparagdo com a matriz ndo reforgada (ponto
cinza na Fig. 4.19) mostra mais claramente o efeito de reforco das nanofibras.
Mesmo a fibra ndo tratada aumenta em aproximadamente 5 vezes o modulo de
Young e quadruplica Omax €m relacdo ao amido plastificado. A melhor condigédo de
tratamento com CBH I/ll- (60 min) resulta em um mddulo aproximadamente quase

20 vezes maior e eleva omax €m 8 vezes.

8 —— 1 - sem reforco
5 — 2 - 2,5% celulose néo tratada
3 a8 - 2,5% celulose tratada
74 com CBHI/I1- por:
—— 3 -20 min
4 — 4 -40 min
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— —— 7 -120 min
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FIGURA 4.18 — CURVAS TIPICAS DE TENSAO X DEFORMAGAO DOS COMPOSITOS
ACONDICIONADOS POR 10 DIAS EM UMIDADE RELATIVA DE 43%
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FIGURA 4.19 — PROPRIEDADES MECANICAS DE FILMES REFORGCADOS COM 2,5% DE
CELULOSE TRATADA COM ENDOGLUCANASE, ACONDICIONADOS EM UMIDADE RELATIVA
DE 43%

4.6 MORFOLOGIA DOS FILMES

A figura 4.20 mostra corpos de prova submetidos a ensaio de tracdo até
ruptura. Observa-se, no filme de amido plastificado sem reforgo (Fig. 4.20a), um
estreitamento da regido de ruptura caracteristico de materiais ducteis (GARCIA et
al.). Esse estreitamento € menos pronunciado nos filmes com reforgo, o que
concorda com o aumento de rigidez desses materiais ja evidenciado na Fig. 4.18 por
uma drastica reducdo do alongamento na ruptura. A transparéncia dos filmes é
pouco afetada pela presenca da celulose, a ndo ser no filme contendo celulose n&o
tratada (Fig. 4.20b), o que sugere uma dispersdo bem homogénea das nanofibras
nos demais filmes.

A Fig. 4.21 mostra imagens de microscopia Optica dos filmes submetidos a
teste de trac@o até a ruptura. Observa-se que o filme de amido plastificado sem
refor¢co tem aspecto bem homogéneo; as irregularidades na sua superficie podem
ser atribuidas a placa utilizada como suporte e ao processo de secagem. A borda da
regido de ruptura € muito regular, ndo mostrando nenhum aspecto que possa indicar
imperfeicdes internas. A segunda imagem, de um filme reforcado com 2,5% de
celulose ndo submetida a tratamento enzimatico, apresenta aspecto muito diferente.
A rugosidade de sua superficie € provavelmente devido & presenca de fibras nédo
totalmente dispersas. A ruptura gerou uma borda irregular na qual surgiram rasgos

gue indicam que o material ndo é homogéneo.
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FIGURA 4.20 — CORPOS DE PROVA SUBMETIDOS A ENSAIO DE TRAGAO ATE A RUPTURA.
FILMES DE AMIDO PLASTIFICADO COM 30% DE GLICEROL: (a) SEM REFORCO; (b) COM 2,5%
DE CELULOSE NAO TRATADA; (c) E (d): COM 2,5% DE CELULOSE TRATADA COM CBH I/II-
POR 60 E 120 min, RESPECTIVAMENTE

500 um

FIGURA 4.21 — FOTOMICROGRAFIAS DE FILMES (a) SEM REFORCO, (b) COM CELULOSE NAO
TRATADA E (c) COM CELULOSE TRATADA COM ENDOGLUCANASE POR 60 MINUTOS. AS
SETAS INDICAM A DIRECAO DA TENSAO APLICADA. AMPLIACAO DE 50x



78

A borda do filme acrescido de celulose tratada com CBHI/II- por 60 min &
mais regular, apresentando menos rasgos. A rugosidade em sua superficie € numa
escala menor do que no caso anterior. Ambas as caracteristicas sugerem que as
fibras encontram-se distribuidas de maneira mais uniforme no interior do compdsito.

A Fig. 4.22 mostra as micrografias eletronicas de varredura dos filmes apds
ruptura. Observa-se que o amido plastificado sem reforgo (Fig. 4.22a e 4.22b)
rompeu de forma muito regular, o que indica grande homogeneidade e provéavel
auséncia de dominios cristalinos de dimensdes macroscopicas. A presenca de fibras
modificou o perfil da regido de ruptura, provavelmente devido & formacdo das
regides cristalinas mencionadas no item 4.4. O filme reforgado com celulose tratada
com CBHIU/II- (e) rompeu de forma algo regular que o filme reforgado com celulose
néo tratada (c), o que sugere uma melhor dispersdo das fibras na matriz polimérica.
As fibras estdo totalmente envolvidas pela matriz polimérica, demonstrando que
existe uma boa compatibilidade quimica entre as superficies hidroxiladas da celulose
e do amido (ver Fig. 4.15).

ANGLES e DUFRESNE (2000) e MATHEW e DUFRESNE (2002)
observaram que fractogramas de compdsitos de amido contendo nanofibrilas de
celulose apresentam pontos brilhantes correspondentes a nanofibrilas livres do
polimero. O acumulo de carga devido & pequena espessura das nanofibrilas é
responsavel por esse fendbmeno. Fractogramas com magnificagdo equivalente (Fig.
4.22d, f) dos nanocompositos produzidos neste trabalho n&o mostram pontos
brilhantes, revelando apenas projecdes arredondadas nas micrografias (setas). Tais
projecdes podem corresponder a feixes de fibras que, ao serem tracionados,
continuaram aderidos a matriz. Pode-se atribuir esse perfil “suave” de ruptura a uma
interagdo muito intensa entre a matriz e as fibras, impedindo sua liberagéo.

A auséncia de orificios deixados pela saida de feixes de fibras (pull out) é outro
indicio da elevada compatibilidade matriz-carga. A superficie de ruptura do filme
reforcado com celulose tratada (Fig. 4.22f) € ainda mais regular que a do filme
contendo celulose nado hidrolisada (Fig. 4.22c), sugerindo novamente melhor
disperséo das fibras. A combinagdo entre dispersdo eficaz da celulose e interagéo
da mesma com o amido, aliadas a presenca de regifes cristalinas, € responséavel

pelas propriedades mecénicas superiores desses compdsitos.
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FIGURA 4.22 - MICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DA REGIAO DE RUPTURA DOS
FILMES SEM REFORGO (a, b), COM REFORCO DE CELULOSE NAO HIDROLISADA (c, d) E
HIDROLISADA COM CBHUI/Il- POR 60 MINUTOS (e, f). AS SETAS INDICAM PROJECOES DOS
FILMES RESULTANTES DA TRAGCAO
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4.7 ALTERACOES NA CELULOSE APOS A HIDROLISE ENZIMATICA

4.7.1 indice de cristalinidade

Uma possivel explicagdo para a maior capacidade de reforco da celulose
tratada com endoglucanase seria um aumento do seu indice de cristalinidade, uma
vez que a enzima atacaria preferencialmente as regides amorfas. Para verificar se
esse aumento de fato ocorre, analisou-se os difratogramas de raios X da celulose
ndo-tratada, tratada com mistura CN e com endoglucanase. A Fig. 4.23 mostra o
difratograma da celulose néo tratada. Observam-se picos de difragéo (11 0), (1 1 0),
(2 0 0) e (0 0 4) caracteristicos da celulose | (ELAZZOUZI-HAFRAOQOUI et al., 2008;
KLECHKOVSKAYA et al.,, 2003). A deconvolugdo desses picos revelou um halo
amorfo com méaximo em torno de 22° de 26. O mesmo halo foi observado também
nas amostras de celulose tratada tanto com mistura CN quanto com CBHI/II-. A Tab.
4.3 mostra os resultados da estimativa do indice de cristalinidade calculados a partir
desses dados. Nao foram observadas diferencgas significativas de cristalinidade em
relacdo ao controle (celulose néo tratada) para nenhum dos tratamentos realizados.

Para verificar se, durante a hidrdlise, houve erosao dos cristalitos em alguma
direcdo preferencial, foram comparados os valores calculados a partir da lei de
Scherrer para as dimensdes dos cristalitos. Nas dire¢cdes (1 10),(110),(200) e (0
0 4), correspondentes aos picos indexados por ELAZZOUZI-HAFRAOUI et al. (2008)
e KLECHKOVSKAYA et al. (2003), ndo houve variagdo sistematica nas dimensdes
calculadas (tabela 4.4). Portanto, ndo se pode afirmar que as enzimas estejam
atuando mais especificamente sobre alguma das faces dos cristalitos. As dimensdes
dos cristalitos na dire¢édo (0 0 1), correspondente & direcdo das cadeias da celulose,
seria um pardmetro interessante da acdo enzimatica. No entanto, o Unico pico
indexado correspondente a essa direcdo, (0 O 4), forneceu resultados muito
dispersos, que ndo foram considerados confidveis para determinar o tamanho dos
cristalitos.

N&o parece haver nenhuma mudanga importante na organizacdo cristalina
dos cristalitos de celulose apds a hidrélise. Os difratogramas mostrados na figura
4.24 sao essencialmente iguais, embora tenham sido obtidos, respectivamente, de

celulose nado tratada, tratada com mistura CN e com CBHI/II-.



(a)

A\ »’ \

N

81

(b)

/ VA /
VAR //
7 %
T N T
0

10 2 30

20 (graus)

D

l o

200

110

004

40 10

20 30
20 (graus)

40

FIGURA 4.23 — (a) DIFRATOGRAMA DA CELULOSE BACTERIANA NAO-TRATADA. A AREA

i (b) PICOS RESULTANTES DA
DECONVOLUCAO DO MESMO DIFRATOGRAMA. A INDEXACAO DOS PICOS SEGUE
ELAZZOUZI-HAFRAOUI et al. (2008) e KLECHKOVSKAYA et al. (2003)
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FIGURA 4.24 — DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X DE CELULOSE (a) NAO TRATADA E TRATADA

COM (b) MISTURA CN E (c) CBHI/II-
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TABELA 4.3 — INDICE DE CRISTALINIDADE (Ic) DA CELULOSE NAO TRATADA (CONTROLE),
TRATADA COM MISTURA CN E COM CBHI/II-

Amostra/tempo de indice de
tratamento (min) cristalinidade (lc)
0 (controle) 0,762
Tratadas com mistura CN
20 0,753
40 0,756
60 0,757
80 0,758
Tratadas com CBH I/Il-
30 0,771
60 0,758
90 0,769
120 0,764
180 0,766
240 0,762

TABELA 4.4 — ESTIMATIVA DAS DIMENSOES DOS CRISTALITOS DE CELULOSE SUBMETIDA A
DIFERENTES TRATAMENTOS ENZIMATICOS

Amostra/tempo de Dimens6es dos cristalitos (nm) nas faces:
tratamento (min) (1-10) (110 (200)
0 (controle) 10,1 12,8 12,2
Tratadas com mistura CN
20 10,1 12,1 12,0
40 10,0 12,6 12,2
60 10,0 12,7 11,9
80 10,2 12,9 12,2
Tratadas com CBH I/Il-
60 10,1 12,7 12,4
90 10,2 12,9 12,6
120 10,2 12,9 12,4
180 10,4 13,0 12,5
240 10,1 12,7 12,5

4.7.2 Micrografias eletrbnicas de varredura

As micrografias eletronicas de varredura (Fig. 4.25) mostram modificagdes na
morfologia das fibras de celulose bacteriana. A celulose n&o hidrolisada (a, b)

apresenta feixes de fibras mais compactos, cercados de regides com fibras mais
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dispersas (a). Uma maior magnificacdo (b) revela fiboras em forma de fitas com
grande regularidade de largura, estimada em 70 a 90 nm a partir das imagens.
Curiosamente, a celulose tratada com CBHI/II- constitui-se de fibras com a mesma
largura (d), embora uma observagdo com menor magnificagdo (c) mostre que se
encontram dispersas de forma muito mais homogénea que o material original. A
hidrélise com mistura CN produziu uma massa compacta (e), cuja ampliagdo revela
gue ocorreu um consideravel afinamento das fibras individuais.

O nivel de ampliagdo das imagens foi suficiente para confirmar que a
atividade endoglucanésica foi efetiva em dispersar as fibras, embora ndo permita
confirmar a hipotese de que tal disperséo ocorra pelo processo ilustrado na Fig. 4.7.
Maiores ampliag6es nédo foram possiveis pela degradacdo das fibras. A secagem
necesséria para a observagdo no MEV também dificulta uma avaliacdo mais precisa
da morfologia das fibras, uma vez que elas tendem a se depositar sobre sua face
mais larga, impedindo uma estimativa de sua espessura. J4 a agdo mais agressiva
do complexo celuldsico completo (mistura CN) sobre a morfologia das fibras foi
confrmada. Embora haja uma boa dispersdo das fibras submetidas a esse
tratamento, defeitos gerados pela hidrélise reduzem o incremento nas propriedades

de reforgo.

4.6.3 Micrografias de forga atbmica

A Fig. 4.26 mostra imagens de microscopia de forca atdbmica (AFM) das
fibras de celulose antes e depois do tratamento com endoglucanases (CBH I/1I-) por
60 min. As nanofibras de celulose ndo-tratada encontram-se parcialmente
agrupadas em feixes. Tal organizacdo ndo é visivel na celulose apos a hidrélise
parcial, evidenciando a desagregacédo sofrida pela mesma. Essa alteragdo de
morfologia pode ser a responséavel pela maior dispersibilidade da celulose tratada na
matriz polimérica e contribuir para a sua maior capacidade de refor¢o estrutural.

Na Fig. 4.27 tem-se uma imagem com maior magnificacdo das mesmas
amostras, acompanhadas de perfis obtidos a partir de processamento da imagem
pelo software do microscépio. Nao sdo percebidas altera¢des significativas nas
dimensodes (altura e largura) das nanofibras, embora o perfil da celulose tratada

enzimaticamente pareca mais arredondado.
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FIGURA 4.25 — IMAGENS DE MEV DAS FIBRAS DE CELULOSE BACTERIANA NAO TRATADA
(a,b), TRATADA COM CBHI/ll- POR 60 MINUTOS (c,d) E COM MISTURA CN POR 80 MINUTOS
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A celulose né&o hidrolisada apresenta regides onde as nanofibras mudam
subitamente de direcdo (setas vermelhas), que podem indicar “contornos de gréos”
nos cristalitos (ver item 2.1.3). Além disso, regides com superficie extremamente
irregular (setas azuis) também s&o notadas. O tratamento enzimético parece
“suavizar” a superficie das fibras, reduzindo a presenca dessas regides (Fig. 4.27b).
E possivel que a reducédo dessas areas irregulares nas fibras esteja relacionada com
0 aumento da resisténcia a tracdo dos compdésitos por um mecanismo analogo ao
proposto por NAKAGAITO e YANO (2004) para a celulose microfibrilada. Segundo
os autores, a fibrilagdo mecanica da celulose elimina defeitos cristalinos nas
nanofibrilas que poderiam atuar como propagadores de trincas no material. Os
compoésitos mencionados nesse artigo apresentam um subito melhoramento na sua
resisténcia a tracdo a partir de um determinado nivel de fibrilacdo. Pode-se cogitar
que tal fendbmeno seja semelhante a desagregacdo pela acdo das enzimas
acompanhada, como mostram as imagens acima, por alteracdes morfoldgicas nas
nanofibrilas.

A Fig. 4.28 mostra uma projecdo em relevo da mesma imagem superior da
Fig. 4.27, mostrando mais claramente o perfil achatado, semelhante a fitas, das

nanofibrilas de celulose bacteriana.

10.00 um 20.00 x 20.00 um 10.00 um 20.00 x 20.00 um

(@) (b)

FIGURA 4.26 — MICROGRAFIAS DE FORGCA ATOMICA DA CELULOSE BACTERIANA NAO
TRATADA (a) E TRATADA COM CBH I/ll- POR 60 MINUTOS (b)
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FIGURA 4.28 — MICROGRAFIA DE FORGCA ATOMICA DA CELULOSE BACTERIANA NAO
TRATADA, PROCESSADA DE FORMA A MOSTRAR SEU RELEVO
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4.7.4 Grau de polimerizacao

A tabela 4.5 mostra o grau de polimerizagdo e a polidispersividade da
celulose antes e depois da hidrélise parcial. Observa-se que, ap6s uma subita
reducdo do grau de polimerizagdo nos primeiros minutos de hidrélise, essa reducao
torna-se mais gradual. Tal comportamento parece confirmar o que ja foi discutido a
partir dos cromatogramas do meio de hidrélise da celulose: ha uma rapida
desintegracdo das regides entre as nanofibrilas, seguida de uma eroséo mais lenta e
gradual das proprias nanofibrilas.

As endoglucanases da CBHI/Il- agiram de forma distinta. Houve uma queda
do grau de polimerizacdo das amostras (Tab. 4.6) desproporcional & pequena
conversdo da celulose em acUcares soluveis observada nas hidrélises com
endoglucanases. Pode-se atribuir essa queda ao rompimento das cadeias de
celulose em pontos aleatorios que, embora tenha um limitado efeito erosivo sobre os
cristalitos, produz uma populagcdo de cadeias de menor massa molecular. O
mecanismo de acgéo proposto na Fig. 4.7 ajusta-se bem a essas observagoes.

Na Fig. 4.29, observam-se cromatogramas de permeagdo em gel de
amostras de celulose tricarbanilada obtidas a partir de celulose tratada com mistura
CN. Os picos mostrados foram normalizados em relag&o as suas areas, de forma a
mostrar as alteragbes na propor¢gdo entre populagcdes de maior e menor massa
molecular. Como tempos de eluicdo maiores correspondem a menores massas
moleculares, pode-se observar que o inicio da hidrélise ocorre com uma reducéo
geral do tamanho das cadeias, evidenciado pelo deslocamento dos picos para a
direita. Para tempos maiores, esse deslocamento torna-se muito menor, sugerindo

uma acao erosiva sobre as fibras semelhante a proposta por RAMOS et al. (1999).

TABELA 4.5 — MEDIA PONDERADA DO GRAU DE POLIMERIZACAO (DP,,), MEDIA ARITMETICA
DO GRAU DE POLIMERIZACAO (DP,) E POLIDISPERSIVIDADE (DP,/DP,) DA CELULOSE
TRATADA COM MISTURA CN

trat-arﬁwn;ﬁ?od(ﬁwin) DPy DPy DP./DP;,
0 (controle) 2314 647 3,57
20 1186 303 3,91
40 1012 279 3,62
60 1030 242 4,25
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TABELA 4.6 — MEDIA PONDERADA DO GRAU DE POLIMERIZACAO (DP,,), MEDIA ARITMETICA
DO GRAU DE POLIMERIZACAO (DP,) E POLIDISPERSIVIDADE (DP./DP,) DA CELULOSE
TRATADA COM CBH I/1l-

trat-arﬁwnclﬁ?od(ﬁwin) DPuw DPn DP./DPy
0 (controle) 2314 647 3,57
60 1439 553 2,60
90 1213 553 2,19
120 1199 373 3,21
150 1047 380 2,76
180 496 218 2,28
240 430 166 2,59

A acdo das endoglucanases (Fig. 4.30) é mais gradual, havendo um
deslocamento constante em direcdo a menores graus de polimerizagdo. Em tempos
de hidrolise mais longos (240 min) ha a formagdo de um ombro a direita da curva,
mostrando a formagdo de uma populagdo de cadeia de grau de polimerizagdo

reduzido.

—— celulose bacteriana
/" \ celulose bacteriana
/NN tratada com
/ . mistura CN por:

20 min
—— 40 min

—— 60 min

tempo de retencédo (min)

FIGURA 4.29 — CROMATOGRAMAS DE PERMEAGCAO EM GEL DOS TRICARBANILATOS DE
CELULOSE OBTIDOS A PARTIR DE AMOSTRAS PARCIALMENTE HIDROLISADAS COM
MISTURA CN
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—— celulose bacteriana
celulose tratada com
CBHI/II- por

—— 60 min
90 min

—— 180 min

—— 240min

20 25 30
tempo de retencdo (min)

FIGURA 4.30 — CROMATOGRAMAS DE PERMEAGCAO EM GEL DOS TRICARBANILATOS DE
CELULOSE OBTIDOS A PARTIR DE AMOSTRAS PARCIALMENTE HIDROLISADAS COM CBH I/1l-
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5 CONCLUSAO

A celulose bacteriana revelou-se uma fonte de nanofibras com propriedades
ideais como reforgo de materiais poliméricos. O processo enzimatico utilizado para
produzir as nanofibras, além de rapido, proporciona 6timos rendimentos, pois uma
fracdo muito pequena da celulose bacteriana — cerca de 1%, no caso da hidrélise
com endoglucanases — € perdida por conversdo a glucose e celobiose. As
nanofibras obtidas apresentam dimensfes semelhantes as da celulose bacteriana
ndo submetida a hidrolise, porém dispersam-se muito mais facilmente na matriz
polimérica estudada. Modificacdes na morfologia das nanofibras, observadas por
microscopia eletrbnica e de forga atbmica, s@o responséveis por essa maior
dispersibilidade.

O uso de amido de mandioca nativo na producéo dos filmes foi uma escolha
acertada. Além de ser uma matéria prima abundante e barata, 0 uso de casting
resultou em filmes regulares e muito bem plastificados, como atestam seus
difratogramas de raios X. Mesmo apés dez dias de acondicionamente, apenas uma
cristalinidade residual se desenvolveu nos filmes sem reforgo de nanofibras.

A incorporacdo das nanofibras parcialmente hidrolisadas a matriz de amido
plastificado exigiu apenas agitagéo vigorosa durante o processo de gelatinizagéo do
amido em presencga da celulose. A esperada compatibilidade entre o amido e a
celulose foi confirmada pelas imagens de SEM dos filmes tracionados. A
impossibilidade de se observar feixes de fibras na regido de ruptura dos filmes
confirma que os mesmos tratam-se de nanocompdsitos, pois qualquer eventual
agrupamento de nanofibras deve ter dimensGes nanométricas ou seria observado
diretamente por SEM. A transparéncia apresentada pelos compdésitos, comparavel a
do amido termoplastico ndo reforcado, € mais um indicativo do elevado grau de
disperséo das fibras no interior dos compositos.

As propriedades mecéanicas dos nanocompadsitos sdo muito superiores as do
amido plastificado sem reforgco estrutural. Houve uma drastica reducdo do
alongamento na ruptura — de cerca de 70% em relagdo ao filme n&o reforgado. O
modulo de Young e o limite de resisténcia a tracdo sofreram alteragBes positivas
significativas.

A comparacéo entre as propriedades mecéanicas dos diferentes compaositos é

talvez mais interessante que a comparacdo com o amido termopléastico néo
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reforcado, uma vez que os resultados acima jA eram esperados se levarmos em
conta trabalhos semelhantes mencionados na literatura. Apesar de aparentemente
ndo ter havido nenhuma alteragdo morfolégica mais profunda nas nanofibras, o
compg@sito utilizando celulose tratada enzimaticamente alcangou um modulo de
elasticidade quatro vezes maior e um limite de resisténcia a tracdo duas vezes
superior aos do compdsito com fibra ndo tratada. Porém, com a continuidade do
tratamento enzimético, tais propriedades decairam, aproximando-se dos valores
iniciais.

Algumas hipéteses em relagdo ao comportamento acima descrito podem ser
inferidas da caracterizacdo tanto dos filmes quanto das nanofibras. Nestas ultimas,
modificacdes morfolégicas sutis observadas em AFM podem ser resultantes da
eliminacdo de parte dos defeitos superficiais das fibras por agédo das enzimas. Por
serem muito superficiais, tais alteragdes ndo sédo detectadas pela analise do indice
de cristalinidade das fibras ou pela estimativa das dimensdes de seus cristalitos. A
inducdo de diferentes padrbes de cristalizagdo na matriz polimérica também pode
estar relacionada com essas alteragdes superficiais.

Os resultados de GPC e HPLC parecem confirmar essas hipoteses, ao
menos no caso do tratamento com endoglucanases. As diferentes taxas de
producdo de agUcares soluveis e de modificacdo do grau de polimerizagdo apontam
para dois momentos distintos durante a hidrélise: uma acao inicial sobre as regides
amorfas entre os cristalitos, que embora volumosas contribuem pouco para a massa
total das fibras, seguida de uma acdo mais efetiva sobre os cristalitos em si. O
primeiro momento libera as fibras do seu emaranhamento, além de possivelmente
eliminar defeitos na sua estrutura cristalina. A partir dos 60 min de hidrdlise, as
propriedades mecanicas comeg¢am a decair em funcéo de danos mais profundos as

nanofibrilas.
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6 TRABALHOS FUTUROS

As propriedades mecéanicas dos bionanocompdsitos obtidos até o momento
baseiam-se todas em materiais com 2,5% de fibras em relacdo a massa de amido.
No entanto, € importante determinar o quanto a variacdo dessa proporc¢éo influencia
nessas propriedades. Experimentos nesse sentido ja4 estdo em curso, embora seus
resultados ndo possam ainda ser apresentados por estarem em fase preliminar.

Quanto as caracteristicas das fibras ja obtidas, ha a necessidade de se
conhecer com maior detalhe o mecanismo que leva ao aumento da capacidade de
reforco das mesmas. Ensaios de solubilidade em é&lcali poderiam revelar a proporcao
entre a fragdo amorfa, mais suscetivel a solubilizacdo em élcali, e a fracéo cristalina.
Tal informagdo permitiria esclarecer se o mecanismo de desagregagdo proposto
neste trabalho é de fato o que ocorre.

Os bionanocompositos obtidos até agora tenham propriedades mecénicas
superiores ao amido termoplastico e a biocompoésitos de amido plastificado
convencionais. Entretanto, sua aplicacdo tecnoldgica ainda esbarra em algumas
questbes fundamentais, como sua sensibilidade a umidade e susceptibilidade ao
ataque de fungos e bactérias. Para resolver esses problemas, estuda-se a
possibilidade de aplicar-se aos filmes algum tratamento superficial que reduza sua
permeabilidade. Entre essas possibilidades estariam o tratamento com plasma ou a
hidrofobizacdo da superficie pela deposicdo de uma camada de um polimero
hidrofébico.

A mudancga da matriz polimérica também é uma possibilidade interessante,
uma vez que as nanofibras poderiam ser dispersas em acetato de polivinila (PVA) ou
outro polimero com propriedades hidrofilicas. Tal mudanca poderia trazer melhoras
nas propriedades mecénicas e na trabalhabilidade dos compdsitos, porém né&o
minimizaria a sua sensibilidade a acdo da agua. Para tanto, uma nova matriz
polimérica teria que ser hidrofobica, o que exigiria funcionalizag@o da superficie das

fibras de forma a compatibiliza-las com a matriz.
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7 TRABALHOS PUBLICADOS OU EM ELABORACAO

Apresentagdo de painel: Propriedades mecénicas de bionanocompdsitos de
amido plastificado com glicerol, reforcados com nanofibras de celulose
bacteriana. XVI Encontro de Quimica da Regido Sul (SBQSul). Blumenau:
Universidade Regional de Blumenau (FURB)/PROPEX, 15 de novembro de 2008.

Patente submetida ao NPI/UFPR em 21 de maio de 2009: Processo de obtencé&o
de nanocompadsitos (...)

WOEHL, M. A.; MIKOWSKI, A.; RAMOS, L. P.; WYPYCH, F. Bacterial cellulose
nanofibers/thermoplastic starch bionanocomposites. 1. Effect of enzymatic
treatment of the cellulose on the mechanical properties of the composites.
Artigo em preparagéo, a ser submetido a revista Carbohydrate Polymers.

WOEHL, M. A.; MIKOWSKI, A.; RAMOS, L. P.; WYPYCH, F. Bacterial
cellulose/thermoplastic starch bionanocomposites. 2. Physical characterization
of the composite films. Artigo em preparagdo, a ser submetido & revista
Carbohydrate Polymers.
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