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RESUMO

COUTINHO, Marcio da Silva. ESTUDO REOLOGICO E DA
BIOCOMPATILIDADE DAS MISTURAS DE CMC/AMIDO E CMC/EPS E SEU
USO COMO VEICULO DE INOCULACAO 2013, 54p. Dissertagdo (Mestrado em
Engenharia Quimica, Tecnologia Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2013.

Esta dissertagdo teve como objetivo investigar as propriedades reologicas de
misturas de carboximetilcelulose (CMC) e amido, com e sem 6xido de zinco (ZnO), e
da mistura Exopolissacarideo/amido. Nesse estudo a reologia foi utilizada para explorar
as propriedades estruturais e as interagdes intermoleculares desses materiais, permitindo
a caracterizagdo macroscopica das misturas. Associando os resultados de reologia de
rampas de taxa de cisalhamento controlada e testes dindmicos com os de microscopia
eletronica de varredura (MEV) foi possivel correlacionar a microestrutura dos materiais
com suas respostas reologicas. Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que a
viscosidade diminuiu com o aumento do teor de amido nas composi¢des € com a adi¢ao
de 1% de ZnO.

Os ensaios de fluéncia e recuperacdo indicaram que aumentando o teor de
amido, ocorre uma diminui¢do na elasticidade e na viscosidade zero. Os resultados
também mostraram que na faixa de temperatura entre 25 ¢ 70°C, ocorreu uma inversio
no comportamento dos médulos de armazenagem e perda, obedecendo a equagdo de
Arrhenius. A adi¢do de ZnO afeta o comportamento viscoeldstico e a morfologia das
misturas estudadas, onde os melhores resultados de sobrevivéncia foram obtidos para as

amostras com teores de 50/50 e 60/40 % (CMC/Amido).

Palavras-chaves: misturas; biocompatibilidade; miscibilidade, polissacarideos;

reologia.



ABSTRACT

COUTINHO, Marcio da Silva. RHEOLOGICAL STUDY OF
BIOCOMPATIBILITY FROM CMC/STARCH AND CMC/EPS BLENDS AND
THEIR USAGE AS INOCULANT CARRIER, 2013, 54p. Dissertation (Master in
Chemical Engineering). Institute of Technology, Department of Chemical Engineering,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The aim of this work 1S to investigate rheological properties of
carboxymethycellulose (CMC) and starch blends,with and without zinc oxide (ZnO),
and EPS/starch. In this study the rheology was used as tool for exploring structural
properties and intermolecular interactions of the materials, allowing macroscopic
characterization of the compositions.

Analyzing the results of rheology ramps controlled shear rate and dynamic tests
with electron microscopy (SEM) was possible to correlate the microstructure of
materials with their rheological responses. The results of this work shown that the
viscosity of the compositions decreased as the amount of starch increased and with
addition 1% ZnO. The creep tests and recovery showed that the elasticity and the
viscosity zero shear rate decreased with increasing starch content in the blends. An
inversion between viscous and elastic modulus was observed in the temperature range
between 25° and 70°C. This behavior follows the Arrhenius equation. The addition of
ZnO affects the viscoelastic behavior and the morphology of the blends. The best
survival results were obtained for samples 50/50 and 60/40 wt% (CMC/Starch).

Keywords: blends; biocompatibility; miscibility; polysaccharydes; rheology.



1.INTRODUCAO

A demanda por novos materiais com propriedades fisico-mecanicas
diferenciadas tais como: alto grau de biodegradabilidade, biocompatibilidade e
estabilidade dimensional, e que, além disso, sejam oriundos de fontes renovaveis, ndo
toxicos, passiveis de reciclagem e de baixo custo tem estimulado a investigacdo
cientifica na area de biotecnologia e de biopolimeros, principalmente para o
desenvolvimento de materiais aplicados a agricultura.

No que tange o desenvolvimento de novos materiais poliméricos, as misturas
poliméricas, destacam-se a aplicagdo voltada a preparagdo de inoculantes rizobianos
para sementes ¢ para cana-de-actcar. Neste caso, para o bom desempenho de um
inoculante, torna-se essencial a biocompatibilidade entre o polimero e os
microrganismos. Dentro da familia dos polimeros, os polimeros naturais, tais como os
exopolissacarideos (EPS), produzidos por sintese microbiana apresentam elevada
capacidade de formar géis e biocompatibilidade com os microorganismos. Essas duas
caracteristicas apresentam os EPS como potenciais substancias a serem utilizadas como
veiculo de inoculagdo para agricultura.

Recentemente, misturas de Carboximetilcelulose/Amido foram testadas com
sucesso como inoculante rizobiano para o melhoramento da fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) no solo em substitui¢do a Turfa, material tradicionalmente utilizado
como veiculo de inoculacdo e de fonte ndo renovavel. (ROHR, 2007) Os trabalhos
relatados na literatura apresentam resultados com estudo envolvendo
carboximetilcelulose/amido, utilizando uma carboximetilcelulose de média viscosidade.
Nessa  direcdo, esta dissertagdo  propde investigar a  mistura  entre
carboximetilcelulose/amido, utilizando uma carboximetilcelulose de eclevada
viscosidade e utilizar exopolissacarideos na preparagdo de novas misturas com amidos,
buscando o desenvolvimento de novas misturas que possam ser utilizadas como veiculo
de inoculacao.

Neste contexto, a reologia foi utilizada como ferramenta para prever o
comportamento das misturas de modo a buscar uma mistura com melhores propriedades
viscoelasticas, capaz de apresentar maior estabilidade dimensional e compatibilidade
com microrganismos. Através dos ensaios de reologia foi possivel extrair importantes

informacgdes a respeito do armazenamento, processamento e aplicacdo dos materiais.



Além disso, foi possivel o entendimento sobre a formagdo da rede gel e a influéncia
destas estruturas no comportamento viscoelastico das misturas poliméricas.

De modo a compreender o efeito das microestruturas nas propriedades
reologicas foram realizadas andlises de microscopia eletronica de varredura (MEV),
para obtencao da morfologia das misturas. Além disso, foi realizada caracterizagao por
calorimetria exploratdria diferencial (DSC), para investigacdo de eventuais transi¢des
nas misturas em fun¢do da temperatura. Através da utilizacdo destas técnicas de
caracterizacdo foi possivel compreender como as estruturas formadas contribuiram para
o estabelecimento de um ambiente favordvel para a manutencdo e sobrevivéncia dos

microorganismos presentes no inoculante.



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hidrocoloides

Os hidrocoloides ou gomas pertencem a uma classe de polissacarideos que
apresentam importantes caracteristicas do ponto de vista tecnolégico, em funcao de
possuirem uma extensa gama de propriedades funcionais, atuando como estabilizantes,
espessantes, gelificantes e crioprotetores (ERNANDES, 2005) A aplicagdo dessas
gomas em diferentes setores industriais, tais como alimenticio e farmacéutico, deve-se
ao fato de que esses materiais podem apresentar diferentes propriedades fisicas
dependendo do meio em que se encontram. Esses materiais podem conferir alta
viscosidade as solugdes por criarem redes intermoleculares coesivas; neste caso, a
mudanga na viscosidade ocorre como resultado da natureza de alta massa molar
polimérica das gomas e das interagdes estabelecidas entre as cadeias poliméricas,
quando as gomas sao dissolvidas ou dispersas. Estas caracteristicas estdo vinculadas a
natureza hidrofilica destes polimeros.

As gomas de origem vegetal sdo obtidas de exsudados de arvores (gomas arabica
e karaya), de sementes (gomas guar e locusta) e de frutas citricas (pectina), enquanto as
de origem marinha sdo obtidas de algas (alginato, agar e carragena), e as de origem
microbiana s3o obtidas através de processo fermentativo de substratos ricos em
nutrientes (xantana, curdlana e levana). (KUMAR, 2007, ERNANDES, 2005 ;
YASEEN, 2005; LOPES, 1991; COTTRELL, 1980).

Os polissacarideos de origem microbiana apresentam propriedades fisicas,
estruturais e quimicas bastante homogéneas quando comparadas as dos polimeros
derivados de algas e plantas. A ampla faixa de propriedades fisico-mecénicas dos
biopolimeros de origem microbiana potencializa sua aplicagdo nos segmentos
industriais de alimentos, farmacéutica, petrolifera, cosmética, té€xtil, produtos agricolas
entre outros (GLICKSMAN, 1986).

Uma aplicacao importante desses materiais ¢ relatada por BORGES (2009), em
estudo com a goma xantana, atuando como agente viscosificante em fluidos de
perfuragdo e na recuperagao terciaria de pogos de petrdleo. Os resultados mostraram que

as solugdes de xantana sao estaveis a variagao do pH, forca ionica e temperatura.



Outro aspecto relevante que viabiliza a substitui¢ao de polimeros sintéticos,
de origens vegetal ou marinha por polimeros de origem microbiana, consiste no fato
da producao ser independente de condi¢des climaticas e suas propriedades fisico-
quimicas serem pouco afetadas por variagdes nas condi¢des climaticas, cultivo,
producao, sendo suscetivel a biodegradacdo natural, resultando em baixo impacto
ambiental, diminuindo a poluicdo(GARCIA-CRUZ, 1997, ROSEIRO, 1992;
(KAWALI 1992). Além disso, as gomas de origem microbiana apresentam maior
uniformidade em suas propriedades fisico-quimicas, devido a especificidade do
microrganismo utilizado e a possibilidade de um rigido controle dos pardmetros do
processo fermentativo, como pH, temperatura, taxa de aeracdo, velocidade de
agitacdo, tempo de fermentacdo e composi¢ao do meio de cultura (BONGIOVANI,
2008).

2.2. Misturas de polimeros: estratégia para obtencio de melhores propriedades

fisico-mecanicas e reologicas

A estratégia de preparagdo de misturas de hidrocoloides, visando a obtengao de
géis, com boas propriedades fisico-mecanicas, ¢ muitas das vezes vantajosa, visto que
possibilita reunir, num s6 material, a combinacao de duas ou mais propriedades fisico-
mecanicas para a aplicagao desejada (OPPERMANN et al., 1992).

A incorporagdo de carboximetilcelulose (CMC), exemplo de hidrocoldide
polieletrdlito, em solugdes de amido (hidrocoldide neutro), tem sido amplamente
estudada, indicando que a CMC atua como agente modificador das propriedades
reologicas do amido (YASEEN, 2005; ROHR, 2007) Segundo YOO (2005) as misturas
de CMC e amido modificam as propriedades reoldgicas finais dos componentes,
adequando os valores de viscosidade para seu processamento, aplicabilidade e
estabilidade em solugdes aquosas.

A literatura registra varios estudos referentes as propriedades viscoelasticas de
misturas de hidrocoldides com amido. Os resultados destes estudos indicaram que a
adi¢do de hidrocoloides com caracteristicas de polieletrolito, em particular o CMC,
aumentam o modulo elastico da mistura, devido a formacao de estrutura rigidas do tipo
“solid-like” (ALLONCHE et al.,1989 ; MARTINES PADILLA et al., 2004 ;
SUDHAKAR, 1996).



No estudo realizado por ABDULMOLA (1996) e por CHRISTIANSON (1981)
com a mistura goma xantana/ amido, foi observado que o aumento do teor de goma
xantana presente na mistura acarreta um aumento da viscosidade da mistura,
influenciando também os processos de gelatinizagao e retrogradacdo do amido, sendo
estes efeitos atribuidos as fortes interagcoes da amilose com o hidrocoldide

ROSS-MURPHY (1995 e 1996) realizou um relevante estudo envolvendo
misturas de goma xantana e goma guar em mistura com o amido. Os resultados
mostraram que a mistura xantana/amido apresentou um cardter mais eldstico quando
comparado com a mistura guar/amido; sendo este resultado atribuido a presenca de uma
estrutura molecular conformacional rigida e ordenada, conferida pela goma xantana,

possibilitando assim um maior reforc¢o a estrutura tridimensional da pasta de amido.

2.3 Inoculantes

Os inoculantes agricolas podem ser divididos em trés principais categorias: 0s
inoculantes rizobianos, os inoculantes com bactérias promotoras do crescimento e os
inoculantes com microrganismos entomo-patogénicos. Essas tecnologias sao
fundamentais para a sustentabilidade dos sistemas agricolas, visto que elas contribuem
para reduzir a utilizagdo de insumos como fertilizantes e pesticidas, reduzindo o
impacto ambiental e o custo da atividade agricola (PHILLIPS, 2004)

Segundo BASHAN (1998), os inoculantes bacterianos sdao formulacdes
contendo uma ou mais estirpes bacterianas, sendo as principais fungdes a promocao do
crescimento e desenvolvimento vegetal através de mecanismos como o biocontrole de
agentes fitopatogénicos, otimizagdo do crescimento pela producdo de fitormodnios,
ocorrrendo de forma concomitante ou nao com a fixagao do nitrogénio atmosférico.

Na produgdo de inoculantes rizobianos, torna-se necessdria uma rigorosa
selecdo de estirpes com alto grau de eficiéncia, aliada a formulagdo de veiculos de
inoculagdo eficientes e com potencial para aplicagdes industriais (FERNANDES, 2006).

Atualmente o veiculo de inoculagdo mais utilizado € a turfa, que encontra-se
apresentada na Figura 1 e classificada como combustivel fossil de idade recente, sob o
ponto de vista geologico, resultante da lenta decomposi¢do de vegetais em ambiente
aquoso (BRADY, 1989). As principais caracteristicas que asseguram a aplicagdo da
turfa, como veiculo de inoculacdo, sdo o teor de matéria organica ¢ a capacidade de

retencdo de dgua. Embora a turfa seja o veiculo de inoculagdo mais utilizado, a mesma
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apresenta algumas desvantagens que comprometem o desempenho dos inoculantes, tais
como: em funcdo da intensa aplicagdo da turfa, as turfeiras indicadas para a producao de
inoculantes, estdo se tornando cada vez mais raras, submetendo assim o material a
percorrer longas distancias (DEAKER et al., 2004).

Em alguns paises, em funcdo de politicas adotadas para preservacao de regioes
de terras umidas, a exploracdo de turfeiras e controlada ou proibida (TEMPRANO et
al.,2002).

Outro fator relevante no crescimento e manuten¢ao das células rizobianas é o
potencial hidrogenionico (pH), as fontes de turfa utilizadas para a produgdao de
inoculantes sdo bastante 4cidas, tornando assim necessaria a corre¢do do pH utilizando

carbonato de calcio ou magnésio (DEAKER et al., 2004).

Figura 1. — Inoculante Turfoso

2.4.Utilizacao de Polimeros como Veiculos de Inoculacao

Viérios materiais tém sido testados como veiculos de inoculagdo por
apresentarem baixo custo, por exemplo, baga¢o de cana, serragem, turfa derivada de
cacau, casca de arroz, farelo de trigo, carvao vegetal, fosfato de rocha, p6é de carvao,
lignina entre outros (PANDLEY & MAHESHWARI, 2007).

DENARDIN & FREIRE (2000) e BASHAN e colaboradores (2002) em estudos
com alginato e goma xantana, mostraram que esses polimeros, além de serem
biodegradaveis e de baixo custo, promoveram o encapsulamento das células contendo
microrganismos, liberando-as apds a degradagdao do material. Os estudos mostraram que
durante o encapsulamento as células sdo protegidas contra os estresses ambientais. Estas

caracteristicas representam um indicativo, em relacdo ao favorecimento da
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multiplicagdo e sobrevivéncia das células quando aplicadas ao solo. Entretanto
apresentaram baixo nivel de sobrevivéncia dessas células por mais de 1 més.

A literatura registra utilizacdo de poliacrilonitrila e goma ardbica, como
veiculos de inoculagdo, os resultados destas pesquisas apresentaram baixo impacto
cientifico e tecnologico, em fun¢do da incompatibilidade dos polimeros em sistemas
aquosos contendo microorganismos (ROHR, 2007).

Considerando que esta dissertagdo versa sobre a mistura entre CMC/amido, a

seguir serao abordadas algumas caracteristicas desses materiais.

2.5. Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose (CMC) ¢ um tipico hidrocoloide obtido através da
reacdo de celulose com monocloroacetato de sdédio. Em fun¢do de propriedades como
solubilidade em 4gua fria e quente, baixa a alta viscosidade em solucado, capacidade de
formagao de filme, certo grau de adesividade, caracteristicas de suspensdo, retengdo de
agua, resisténcia a 6leos, gorduras e solventes organicos e capacidade de formacao de
gel, a CMC tem sido amplamente utilizada na industria alimenticia no desenvolvimento
e processamento de produtos (CANCELA, 2005).

A estrutura da CMC ¢ baseada no polimero [-(1,4)-D-glucopiranose da
celulose (Figura 2) em funcao de diferentes metodologias de preparagdo a CMC pode
apresentar diferentes graus de substituicdo, o grau médio de substituicao (GS) dos
grupamentos hidroxila (OH) apresenta valor acima de 0,5, podendo chegar até¢ 0,9
OH/glucose, sendo este valor suficiente para alcancar as propriedades desejadas

(FUJIMOTO, 2002).

Figura 2. Molécula da Carboximetilcelulose (KAISTNER, 1996)



As moléculas de CMC em baixas concentragdes apresentam-se na maior parte
em conformagdo estendida (rod-like) em fun¢ao da repulsdo eletrostatica distribuida ao
longo da cadeia principal do polimero, no entanto, com o aumento da concentragdo, as
moléculas se enovelam, ocorrendo o emaranhamento conduzindo a formagdo de um gel
termoreversivel. Diminuindo a forca i6nica assim como reduzindo o pH, ocorre um
decréscimo da viscosidade conduzindo o polimero a uma conformacgdo ainda mais
espiralada. (KAISTNER, 1996).

A literatura registra que o tipo de CMC, a temperatura e particularmente a
concentragdo, influenciam o comportamento reologico de dispersdoes de CMC
(PILIZOTA, 1996). CANCELA (2005), em seus estudos de misturas de CMC e
sucrose, constatou que todas as amostras com e sem sucrose, apresentaram
comportamento nao newtoniano e pseudoplastico, indicando que a pseudoplasticidade
seja causada pela orientacdo das macromoléculas de CMC, em fungdo do alinhamento a

direcdo da forca cisalhante (ROZEMA, 1974).

2.6. Amido

Amplamente utilizado na industria de alimentos, o amido ¢ um componente
que apresenta elevado valor caldrico e melhora as propriedades funcionais, em sistemas
alimenticios, consiste em uma matéria-prima renovavel, biodegradéavel, nao toxica, cuja
obtencdo pode ser através das raizes e dos tubérculos, como a mandioca e a batata, bem
como dos cereais como, o trigo, o milho e o arroz (VAN DER BURGT et al., 2000).

Adicionalmente, o amido pode servir de matéria-prima na industria téxtil,
podendo ser utilizado na elaboragdo de compostos farmacéuticos e de materiais
termoplasticos biodegradaveis, bem como na produgdo de resinas naturais (CEREDA,
2001).

As unidades glicosidicas do amido recebem numeragcdo de 1 a 6, como se
apresenta na Figura 3, essas numeracdes facilitam a compreensao das propriedades e
reatividade do amido (BULEON, 1998; SWINKELS, 1985). O amido se apresenta na
forma de discretos granulos, com forma e tamanho dependentes de sua fonte botanica,
sendo composto basicamente por duas macromoléculas: amilose e amilopectina, sendo a
propor¢ao entre amilose e amilopectina variavel dependendo da sua fonte botanica.

Estas proporcdes conferem caracteristicas especificas ao amido (BILIADERIS, 1991).



A amilose ¢ uma molécula essencialmente linear formada por unidades de D-
glicose ligadas em o (1—4) com um pequeno nimero de ramifica¢des, podendo ser
representada por uma estrutura linear com a possibilidade de formacdo de estruturas
helicoidais, os valores de amilose reportados na literatura para amido de mandioca
podem variar de 17,0 a 18,0% (SARMENTO, 1997), 13,6 a 23,8% (RICKARD, 1991),
17,9 a 23,6% (DEFLOOR, 1998), 8,5 a 25,4% (BERMUDEZ, 1997).

A amilopectina ¢ uma molécula altamente ramificada formada por unidades de
D-glicose ligadas em a (1—4) e com 5 a 6% de ligacdoes a (1—6) nos pontos de
ramificacdo, podendo ser representada por uma estrutura ramificada. O amido apresenta
microestruturas compostas por regides amorfa e cristalina, (amilose e amilopectina)

sendo suas respectivas estruturas quimicas apresentadas na Figura 4 (FRENCH, 1984).

“CH, OH

Figura 3. Molécula de Glicose (SWINKELS, 1985)
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Figura 4. Estrutura Quimica da amilose (a) e amilopectina (b) (CORRADINI, 2005)

Os fendmenos de modificagdo estrutural no amido, dissolucdo e gelatinizacao,
estdo intimamente vinculadas aos seguintes fatores: relagdo agua/amido, razdao de
aquecimento, morfologia, propor¢ao amilose/amilopectina, taxa de cisalhamento,
distribuicdo e tamanho dos granulos (MESTRES, 1996).

Um dos fenomenos mais importantes no processamento do amido ¢ a
gelatinizagdo. Abaixo da temperatura de gelatinizacdo, os granulos de amido nativos sao
insoliveis em agua, apresentam parcial expansdo em agua fria, cerca de 10 a 20%, em
funcdo dos processos de difusdo e absor¢cdo de 4gua dentro das regides amorfas, no
entanto, trata-se de um processo reversivel através da secagem (BILIADERIS, 1991).

Nas regides amorfas, a expansdo ¢ mais expressiva para as macromoléculas
de amilose, ocorrendo pouca expansao das macromoléculas de amilopectina, o fator
limitante desta expansdo estd vinculado a restricdo promovida pelas camadas
essencialmente continuas da amilopectina cristalina (MORRISON, 1995).

Quando o granulo de amido ¢ aquecido em excesso de agua (>60%), as

pontes de hidrogénio presentes nas regides amorfas sdo rompidas conduzindo ao
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intumescimento do granulo. As ligacoes fortes, presentes na regido miscelar,
possibilitam que o granulo permaneca inalterado até que estas se rompam em alguns
pontos.

Nessa condicao, a expansao dos granulos torna-se irreversivel, resultando no
desaparecimento da ordem estrutural, constatada pelo fendmeno de perda da
birrefringéncia, determinada através da técnica de microscopia de luz polarizada e pelo
desaparecimento da cristalinidade evidenciada pela técnica de difracdo de raios-X
(GARCIA, 1997). Caso os granulos continuem a se expandir, a amilose ¢ lixiviada para
a fase aquosa entre os granulos iniciando, assim, o processo de gelatinizacdo, como

mostra a Figura 5 (BILIADERIS, 1991).

rompitvento do
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Figura 5. Modificacdo do estado do amido com excesso de dgua sob tratamento térmico

Bornet (1991).

A literatura registra a utilizacdo de diferentes técnicas para estudo dos
processos de gelatinizacdo e retrograda¢ao do amido tais como: analise térmica (WADA
et al., 1979; SHIOTSUBO & TAKAHASHI, 1984; NAKAZAWA et al., 1985; SLADE
& LEVINE, 1987), difragdao de raios-X (ZOBEL et al.,1988; ’ANSON et al.,1988) ¢
ressonancia magnética nuclear (RMN) (CHINACHOTI et al.,1991; GERMAN et
al.,1992).

A calorimetria exploratdria diferencial (DSC) ¢ particularmente indicada para
investigar as transi¢des de fase de sistemas agua/amido, em fun¢do de permitir o estudo

do processo de gelatinizagdo do amido ao longo de uma extensa faixa de relagdo
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agua/amido, determinagio das temperaturas de gelatinizacdo acima de 100°C e fornecer

uma estimativa das entalpias de transi¢do envolvidas (BILLIADERIS, 1980).

2.7 Exopolissacarideos: Defini¢coes, Propriedades e Fontes de Obtencao

Os exopolissacarideos (EPS) sdo metabolitos secundérios, produzidos
principalmente durante a fase estacionaria do crescimento microbiano, podendo ser
homopolimeros ou heteropolimeros que geralmente sdo caracteristicos de grupos de
microrganismos (SUTHERLAND, 1998). Segundo ARANDA-SELVERIO e
colaboradores (2010), quanto a classificacdo dos EPS, os homopolimeros, geralmente,
sdo compostos por glucanas neutras; enquanto que os heteropolimeros sdo em sua
grande maioria polianidnicos, devido a presenca de acido urdnico.

A industria dos segmentos de alimentos e farmac€utico vem ha varios anos,
utilizando alguns EPS produzidos por bactérias no desenvolvimento de produtos com
caracteristicas de origem biologica de obtencdo rapida e barata (SUTHERLAND, 1998).

No setor farmacéutico, os EPS sdo utilizados como veiculos para
administracao oral de medicamentos (BILLA et al.,2000), enquanto que no setor de
alimentos, sdo utilizados como espessantes, em func¢do de contribuir para o aumento da
viscosidade de alimentos (RINAUDO, 2008).

As caracteristicas fisico-quimicas dos polissacarideos dependem da sequéncia
em que os acucares estdo dispostos na molécula, da presenca de residuos i6nicos e da
forma como as cadeias se entrelacam (KUMAR, 2007 ; VIJAYENDRA, 2008),
ocorrendo a tendéncia de aumento da solubilidade dos polimeros em fungdo da presenca
de acidos ionizaveis na molécula, sendo a viscosidade das solugdes de polissacarideos
modificadas pela presenca de sais inorganicos (DIAZ, 2004).

Em funcdo de seu carater hidrofilico, quando solubilizadas, as moléculas de
EPS sdo capazes de se reorganizarem de duas maneiras distintas: a) pela retencao de
moléculas de agua — efeito de espessamento e b) pela construgcdo de redes envolvendo
zonas de ligacdo — efeito de gelificagao (PENNA, 2004).

PADMANABHAN (2003) ¢ TANFORD (1980) relatam em seus trabalhos
que gelificagdo ¢ um processo caracterizado por ligacdes fisicas entre as cadeias
poliméricas que mantém ou aumentam suas ligagdes com a agua; por outro lado, na
precipitacdo, as cadeias poliméricas se ligam através de grupos ou zonas hidrofobicas,

reduzindo assim sua interacao com a agua.
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A caracterizagao dos EPS microbianos consiste em um fator muito importante
para a determinagdo da aplicabilidade desses biopolimeros, como por exemplo, a
avaliagdo reoldgica que fornece informagdes a respeito da estrutura molecular e de
possiveis aplicacdes biotecnologicas (KACI et al.,2005).

A literatura mostra que EPS isolados de rizobio, geralmente, apresentam
comportamento nao-newtoniano e pseudoplastico (KACI et al.,2005 ; ARANDA-
SELVERIO et al., 2010), entretanto, apesar do comportamento pseudoplastico, a
viscosidade aparente de solugdes de EPS de diferentes estirpes de rizdbios, pode variar
em uma mesma taxa de cisalhamento, ampliando o potencial de aplicagao
biotecnologica desses biopolimeros (ARANDA-SELVERIO et al., 2010),.

BONGIOVANI (2008), estudou a influéncia da fonte de carbono (glucose,
sacarose ¢ frutose) nas propriedades viscoelasticas do EPS, Botriosferana utilizando
glucose como fonte de carbono (EPSGLU), as Figuras 6 e 7, ilustram o EPSGLU
produzido pelo Botryosphaeria rhodina, em diferentes concentragdes. Os resultados
mostraram que apresenta caracteristicas de gel forte nas temperaturas de 5 e 25°C, nio
sofrendo mudangas no comportamento reoldgico, mesmo em presenga de cloreto de
sodio (NaCl), indicando a viabilidade de sua utilizagdo nas industrias de alimentos,

farmacéutica, cosmética € biomédica.

Figura 6 - Solugdes aquosas do EPSGLU a temperatura de 25°C. (a) 3 g/L e (b) 6 g/L.
(BONGIOVANI, 2008).
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Figura 7 - Analise do comportamento viscoeldstico do EPSGLU em 6 g/L; (A) em
solucdo aquosa a 25°C; (B) em solugdo aquosa a 5°C

(BONGIOVANI, 2008)

Os EPS bacterianos podem ser classificados em grupos de moléculas de
acordo com suas propriedades quimicas e reologicas. A Tabela 1 apresenta EPS de
importancia relevante com respectivos microrganismos precursores € caracteristicas
funcionais.

Grande parte dos hidrocoléides bacterianos, utilizados industrialmente, recebe
a denominagdo de “goma”, tecnicamente considerado sinonimo de hidrocoléide, porém
este termo tem sido mais aplicado aos biopolimeros que atuam como espessantes de
solugdes aquosas, mesmo em pequenas concentragdes (CUNHA et al., 2004).

As espécies de bactérias formadoras de nddulos em leguminosas diferem
bastante em relagdo a capacidade e quantidade de EPS produzidos (SUTHERLAND,
1996; CASTELLANE & LEMOS, 2007). Os primeiros estudos em relagdo a
composicdo quimica dos EPS rizobianos foram realizados na década de 1970,
identificando a capacidade do Rhizobium meliloti (atualmente Sinorhizobium meliloti)
em produzir elevadas quantidades de succinoglucanas, cujos mondmeros foram
identificados como glicose, galactose, acido piravico e radicais O-acil na propor¢do
7:1:1:1 (BJORNDAL, 1971).

Alguns rizobios sao capazes de produzir elevadas quantidades de EPS, sendo
a producdo de EPS por isolados de rizébio, fungdo da forma de cultivo das culturas
bacterianas (DUTA et al., 2006). A formulagdo do meio de cultura influencia
expressivamente na producdo de EPS pelas estirpes rizobianas, diversas estirpes de
rizobio sdo capazes de produzir grandes quantidades de EPS em meios de cultura,
variando em funcdo do meio de cultura e, principalmente, pela fonte de carbono
(TAVERNIER et al., 1997 ; CASTELLANE & LEMOS, 2007) e de sais (DUTA et al.,
2005).
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TABELA 1. Exopolissacarideos produzidos por alguns microrganismos.

EPS Caracteristicas Microorganismo Referéncia
Alginato Linear; Acido Pseudomonas EVANS & LINKER,
aeruginosa 1973
Azotobacter vinelandii GORIN et al., 1966.
Marginalana Galactoglucana Pseudomonas sp FETT et al., 1995.
acida
Xantana Cadeia celulosica Xantomonas campestris ~ JANSSON et al., 1975
ramificada
Gelana Linear; Acido Sphingomonas sp SUTHERLAND, 1996
Welana
Rhamsana
Amilovorana Ramificado; Acido Erwinia sp. NIMITZ et al., 1996
Stewatana
Acetana Cadeia celulodsica Acetobacter sp. COLQUHOUN et al.,
acida ramificada 1995
Succinoglucana Ramificado; Neutro Sinorhizobium meliloti LEIGH & WALKER,
Galactoglucana Linear; Neutro 1994
GONZALES et al.,
1996

Polimero V2-7

Sulfatado

Halomonas eurihalina

BEJAR et al., 1998

Zooglana

Ramificado; Neutro

Zoogloea ramigera

TROYANO et al., 1996

Acido Colanico

Ramificado; Acido

Variavel

Escherichia coli
Lactobacillus sp.

Streptococcus sp.

SUTHERLAND, 1969
CERNING, 1990
VAN DER BERG,
1995

Tabela Adaptada (SERRATO, 2008)

Estas caracteristicas indicam a viabilidade de produc¢dao do EPS em condigdes

controladas de laboratorio, apresentando-se como uma alternativa de baixo custo para a

producao de EPS, representando assim uma atividade alternativa para as empresas de

inoculantes, principalmente no periodo de entressafra da soja, quando a produgdo de

inoculantes ¢ muito baixa no Brasil ( FERNANDES et al., 2010).

15



A espécie S. meliloti apresenta dois principais EPS exsudados: succinoglucanas
(EPS 1) e galactoglucanas (EPS II), o EPS II é um polimero formado por mondmeros
dissacarideos formados por galactose-glicose ligados através de ligacdes do tipo [, as
estruturas quimicas dos EPS I e EPS II sdo apresentadas na Figura 8§ (SKORUPSKA et
al., 2006), apresentando menor peso molecular que o EPS I, polimero formado por
mondmeros octassacarideos, compostos por glicose-galactose (7:1), também ligados

através de ligacdes do tipo f ( BECKER et al., 2002 ; SKORUPSKA et al., 2006)
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Figura 8- Mondmeros de exopolissacarideos de Sinorhizobium meliloti A: EPS 1 e B:
EPS II ( Glc-glicose ; Gal-galactose ; Succ-succinato ; Ac-acetil) figura

retirada e adaptada de (SKORUPSKA et al., 2006).

3. OBJETIVO

Este trabalho de dissertacdo teve como principal objetivo, estudar as
propriedades reoldgicas das misturas entre CMC/amido e CMC/EPS.
Objetivos Especificos

Este trabalho teve como objetivos especificos:

e Estudar a interagao carboximetilcelulose (CMC) e amido com e sem ions zinco ¢
exopolissacarideos (EPS), utilizando como ferramentas a reologia e Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC);

e Estudar a biocompatibilidade do sistema CMC/EPS por testes de sobrevivéncia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais (Preparacio das misturas poliméricas)

e Carboximetilcelulose alta viscosidade (CMC) procedéncia Quimesp S.A ;
e Amido soluvel P.A. (modificado) procedéncia Vetec S.A;

e Oxido de Zinco P.A. procedéncia Vetec. S.A.;

e Agua destilada;

4.2 Materiais (Obtenc¢ao dos exopolissacarideos)

e Estirpes de Rhizobium tropici (BR520 e BR322), procedéncia da colecdao de
culturas da Embrapa Agrobiologia;

e Meio Liquido YME (pré-cultivo);

e Meio Liquido RDM com elementos trago e vitaminas (cultivo);

e Etanol 95° GL;

4.3 Equipamentos (Preparacao das misturas poliméricas)

e Autoclave;

e Liquidificador;

e Redmetro Oscilatorio modelo RS1 (Thermo Haake, Alemanha), com geometria
de placas paralelas PP35Ti.

e Banho de Aquecimento e Refrigeracdo modelo DC10 K10 (Thermo Haake,
Alemanha).

e (alorimetro Exploratorio Diferencial modelo DSC200F3 Maia (Netzsch,
Alemanha).

e Microscopio Eletronico de Varredura modelo JSM-6490-LV (Jeol, Japao).

4.4 Equipamentos (Obtencao dos exopolissacarideos)

= Agitador Orbital.

» Estufa de Esterilizagao e Secagem.
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» Thermo-Mixer Compact-Eppendorf (Eppendorf-Alemanha).

» Centrifuga Beckman modelo J2-21. (Beckman-Estados Unidos)
* Micropipeta (50uL).

* Filtro com membrana de celulose.

= Vidraria geral (tubo de ensaio, erlenmeyer, pipeta volumétrica e placa de petri).

4.5 Preparacao das misturas

Misturas CMC/amido

A concentragdo da mistura usada foi de 64 g de mistura polimérica por litro de
agua destilada, variando a composicio CMC/Amido de 100/0 a 20/80. Foram feitas
também misturas poliméricas contendo ZnO, com teor de 1,0 % de mistura. Todas as
amostras foram autoclavadas a 100°C e 1,3 Kgf/cm® durante 30 min.

Misturas CMC/EPS

Foram preparadas misturas contendo 1g/litro de CMC de alta viscosidade em
agua destilada, sob agitagdo constante e a temperatura de 25°C, por 10 min. Apds a
solubilizacdo de todas as amostras de CMC, foram retiradas, duas aliquotas dessa
solugdo, 20 ml, as quais foram adicionadas 5 e 10 mg do EPS, previamente preparado e
descrito no item 4.6.3.

Foram preparadas duas soluc¢des para Bradyrhizobium japonicum (BR 3267) —
EPS-jap; Rhizobium tropici (BE 322) — EPS-trop; e do Bradyrhizobium. elkanii (BR
29) — EPS- elk. Os valores de massas do EPS e de CMC, utilizados para preparagdo das
misturas CMC/EPS, foram baseados em testes preliminares conduzidos no laboratorio,
visando a adequac¢do das misturas para realizagdo dos ensaios de caracterizacao

posteriores.

4.6 Obtencao dos exopolissacarideos

4.6.1 Pré-cultivo

As estirpes de Rhizobium tropici foram pré-cultivadas por dois dias em tubos de

ensaio contendo 10mL de meio YME liquido sob agitacdo constante de 150 rpm.
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4.6.2 Cultivo

Ap6s o crescimento do pré-indculo, uma aliquota de 50uL foi inoculada em
erlenmeyer contendo 50 mL de meio de cultura liquido RDM (composicao apresentada
na Tabela 2). As bactérias foram cultivadas sob agitacao constante de 150 rpm por trés

dias.

4.6.3 Isolamento e quantificacao dos EPS

Estirpes bacterianas e condi¢ées de crescimento:

Foi montado um experimento para avaliar o crescimento e a producdo de
exopolissacarideos e poli-hidroxibutirato por estirpes de rizobio em dois meios de
cultura diferentes. As estirpes bacterianas utilizadas foram: BR3267 de Bradyrhizobium
Jjaponicum; BR 29 de B. elkanii e BR 322 de Rhizobium tropici. As estirpes foram pré-
cultivadas por 2 ou 4 dias respectivamente em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio
YME liquido sob agita¢ao constante de 150 rpm.

ApoOs o crescimento do pré-inoculo, uma aliquota de 50 pL foi inoculada em
Erlenmeyers com a capacidade de 125 mL contendo 50 mL de meio de cultura liquido,
onde os meios de cultura utilizados foram os meios YEM liquido (VINCENT, 1970)
sem indicador ¢ RDM (BISHOP et al., 1976), cujas composi¢des estdo descritas nas
tabelas 1 e 2. O meio RDM foi utilizado escolhido para este teste por ter sido utilizado
por CASTELLANE e LEMOS (2007) para avaliar a composi¢do monomérica de EPS
de rizdbio.

O caldo de cultivo foi centrifugado sob temperatura de 40°C por 30 min. O
sobrenadante foi separado do precipitado e uma aliquota de 10 mL do sobrenadante foi
filtrada em membrana de celulose com poros de 0,22 um para separar a solu¢ao de EPS
das células. O filtrado foi lavado com etanol e centrifugado. O precipitado foi lavado
por 6 vezes em 10 mL de etanol gelado, sendo ressuspenso novamente em etanol, seco a

vécuo a 60°C e pesado .
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Tabela 2. Composiciao de Meio de Cultura RDM

Reagentes Presentes | Concentracio | Reagentes Presentes Concentracao
(mg/L) (mg/L)

FeSO4 .7H20 0,125 Acido Trinitriloacético 7
MnSO4 .H20 0,0043 Riboflavina 0,02
CoCl12 0,07 Acido p-aminobenzdico 0,02
Na2MoM4 0,125 Acido Nicotinico 0,02
ZnS0O4 .7TH20 0,108 Mio-inositol 0,12
CuSO0O4 .5H20 0,005 Tiamina 0,02
CaCl2 5 Pantotenato de Calcio 0,02
H3BO3 0,145 Biotina 0,02
K2HPO4 230 Piridoxina 0,02
MgS0O4 100 Glutamato de Sédio 1100

Tabela Adaptada (BISHOP et al, 1976)

Preparagdo dos exopolissacarideos.

As amostras que foram feitas a partir dos EPS precipitados e suspendidos em
agua, no primeiro dia das analises dos EPS, todas as amostras foram suspensas em agua
em um termomixer a temperatura de 50°C sob agitacdo constante de 1400 rpm. A
concentragdo das amostras era de 10 mg/mL.

As amostras foram ressuspensas em agua nas mesmas condi¢cdes acima, porém
estavam na concentracdo de 5 mg/mL, exceto a amostra EPS 53.5b que tinha a
concentragdo de 1 mg/mL.

Os EPS utilizados na preparagdo as amostras receberam a seguinte.
denominagao:

a) EPS produzido Bradyrhizobium japonicum (BR 3267) — EPS-jap.
b) EPS produzido Rhizobium tropici (BE 322) — EPS-trop
¢) EPS produzido Bradyrhizobium. elkanii (BR 29) — EPS- elk
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4.7 Ensaios Reologicos
4.7.1 Ensaios Estacionarios

Foram realizadas rampas com taxa de cisalhamento controlada na faixa de 0 a
1000 1/s para obtencdo do perfil de viscosidade em fun¢do da taxa de cisalhamento. Os
ensaios foram realizados em diferentes temperaturas na faixa de 25 a 70°C, sendo os
dados experimentais ajustados pelo modelo de Ostwald de Waele (Lei das Poténcias),
Equagdo (1), um modelo de dois parametros, amplamente utilizado na literatura para
descrever as propriedades de fluxo em fluidos ndo newtonianos, tanto em andlises

tedricas quanto em aplicacdes praticas da engenharia (BARNES et al., 1991).

t=ky " (1)
Onde 1 ¢ a tensdo de cisalhamento (Pa), y ¢ a taxa de cisalhamento (1/s), K € o indice de

consisténcia (Pa.s) e n o indice de comportamento de fluido (adimensional).

A viscosidade aparente (na,100) em taxa de cisalhamento de 100 1/s, foi obtida
pela interpolagdo linear na curva de viscosidade em fun¢do da taxa de cisalhamento, em
diferentes temperaturas (25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 ¢ 700C), que consiste num
método de ajuste de curva utilizando polindmios lineares, descrito pela Equagado (2),

nas curvas de viscosidade.

y=a+bx (2)
Onde y ¢ a viscosidade dinamica (Pa.s), x ¢ a taxa de cisalhamento (1/s), a ¢ o

coeficiente linear (Pa.s) e b & o coeficiente angular (Pa.s%)

O efeito da temperatura na viscosidade aparente de fluidos em uma determinada
taxa de cisalhamento, pode ser descrita pela relagdo de Arrhenius, na qual a viscosidade
aparente decresce exponencialmente com a temperatura Equagdo (3) (RAO, 1999)

Na,100- A.exp(E/RT)  (3)
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Onde ma100 € a viscosidade aparente (Pa.s) a 100 1/s, A ¢ uma constante (Pa.s), R a
constante dos gases ideais (8,3144 J/mol.K), T a temperatura absoluta (K) e E, a energia

de ativacao (J/mol).

Posteriormente os resultados interpolados das viscosidades aparentes foram
plotados em um grafico em escala logaritmica, de viscosidade aparente versus inverso
da temperatura (1/T) em graus Kelvin, obtendo-se relagdes lineares entre as grandezas,
através da determinacdo do coeficiente angular das retas obtidas, utilizando-se em
conjunto a equagdo (3), torna-se possivel a determinacdo da energia de ativacao de

fluxo.
4.7.2 Ensaios Dinamicos
i) Ensaios de Varredura de Amplitude

Foram realizados ensaios de varreduras de amplitude na faixa de 0,01 a 100 Pa
com freqiiéncia fixa de 1,0 Hz a 25°C para determinagio da regido de viscoelasticidade
linear.
ii) Ensaio de Varredura de Frequéncia

Foram realizados ensaios de varreduras de frequéncia na faixa de 0,06 a 291,6
rad/s com amplitude de tensdo de 5 Pa a 25°C, dentro da regido de viscoelasticidade
linear.
iii) Ensaio de Fluéncia e Recuperacao

Os ensaios de fluéncia e recuperacao foram conduzidos a tensao constante de 5

Pa durante 180 s; posteriormente mantidos sob tensdao de cisalhamento nula, durante

180 s para observagao da recuperagao das estruturas.
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4.8 Ensaios de DSC

Para os ensaios de DSC foram utilizadas amostras com massa aproximada de
5mg. A faixa de varredura de temperatura foi de +30 a +250°C, utilizando uma razo de

aquecimento de 10°C/min, sob atmosfera de nitrogénio e vazdo de gas de 50 mL/min.

4.9 Ensaios de MEV

A morfologia das amostras foi observada utilizando MEV com elétrons
secundarios. As amostras foram previamente secas durante um periodo de 24 horas em
estufa. Posteriormente, as amostras foram fraturadas em nitrogénio liquido e as
superficies foram metalizadas com ouro. As imagens foram obtidas com aceleracao de

30 kV e com ampliagdes na faixa de 150 até 1000x.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Comportamento de Fluxo das Misturas CMC/Amido Compatibilizadas e Nao

Compatibilizadas.

5.1.1 Rampa de Taxa de Cisalhamento Controlada.

Os ensaios estacionarios fornecem informacdes relevantes em relagdo a
classificagdo do fluido, permitindo a distingdo entre comportamento newtoniano e nao-
newtoniano, os dados da variacdo de tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de
cisalhamento, das composi¢des ndo compatibilizadas e compatibilizadas utilizando 1%
ZnO, mantendo a temperatura constante em 25°C. Os resultados foram ajustados através
do modelo reologico de Ostwald de Waele (Equacao (1)).

Os resultados apresentados nas Tabelas 3 e 4 mostram que todas as composicoes
apresentaram comportamento pseudoplastico, ja que os valores de indice de
comportamento de fluido na faixa de 0,10 a 0,32. A forte influéncia da concentragdo do
amido foi constatada pelo aumento da magnitude dos valores do indice de
comportamento de fluido em fun¢do do teor de amido. Encontra-se estabelecido na
literatura que em concentragdes muito baixas, polimeros como o CMC encontram-se em
sua conformacdo mais estendida, com as moléculas estdo amplamente separadas e a
viscosidade apresenta leve dependéncia em relagdo a taxa de cisalhamento. Por outro
lado, em concentracdes mais elevadas, as cadeias poliméricas estendidas comegam a se
entrelacar e consequentemente, a viscosidade aumenta.

As cadeias enoveladas iniciam o entrelagcamento com posterior emaranhamento,
estabelecendo pontos de contato fisico, que modificam o comportamento de fluxo.
Nesta dissertacdo, foi utilizada uma solugdo polimérica altamente concentrada (64 g/L),
sendo os resultados apresentados na Tabela 3, ha boa correlacdo com a predicao tedrica,
sendo que os valores de viscosidade apresentam alta dependéncia com a taxa de

cisalhamento, conforme indicado pelos graficos apresentados na Figura 9.
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Tabela 3 — Parametros do Modelo Ostwald de Waele e Viscosidade Aparente (1,,100)
de Misturas de CMC/amido Nao-Compatibilizadas (T=25°C)

Concentragio Viscosidade *K(Pa.s) °n ¢R’
CMC (%) Aparente (Pa.s)

100 10,57 618,90 0,10 0,90

80 8,14 452,00 0,14 0,93

60 3,22 112,40 0,22 0,99

50 2,62 88,22 0,23 0,99

40 1,33 30,86 0,32 0,99

*K: Indice de Consisténcia; ® n:Indice de Comportamento de Fluido, R”:Coeficiente

de Correlagao.

O comportamento reoldgico da composicdo CMC puro (100%) encontra-se em
conformidade com o apresentado pelos polieletrolitos. A CMC ¢ um polimero solavel
em agua, dependendo de sua concentragdo na solugdo aquosa, pode apresentar elevada
tendéncia a formagdo de gel, este fendmeno pode ser atribuido as fortes interagdes
intermoleculares oriundas das pontes de hidrogénio estabelecidas entre a agua e
grupamentos carboxila e hidroxila encontrados em uma macromolécula de CMC.

O comportamento mais rigido apresentado pela composicdo de CMC puro
pode ser atribuido ao tipo de arranjo formado pelas cadeias desse polimero.

Por outro lado, o amido ¢ um hidrocoloide neutro, sendo a forma¢ao de uma estrutura
estavel possivel somente através de interagdes atrativas entre as cadeias poliméricas.

Na Tabela 4 observa-se que aumentando a quantidade de amido, o indice de
consisténcia diminui e que ap6s a adicdo de 1% ZnO, a viscosidade aparente também
diminuiu. Este efeito pode ser atribuido ao fato da estrutura macromolecular se tornar
menos organizada quando o teor de amido aumenta.

Quando ocorre o aumento da taxa de cisalhamento, mesmo estruturas rigidas e
organizadas como a CMC 100/0 sdo conduzidas a um processo de desestruturagdo com
um decréscimo rapido da viscosidade, foi observado também que, ao passo que as
composi¢des com alto teor de amido se tornaram mais diluidas, ocorre uma diminuig¢ao
da dependéncia da viscosidade em relagdo a taxa de cisalhamento, o comportamento

reoldgico se aproxima do comportamento de fluxo newtoniano.
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Tabela 4 —Parametros Power Law e Viscosidade Aparente (1n,,100) das Misturas de

CMC/amido Compatibilizadas (T=25"C)

Concentragdo Viscosidade *K(Pa.s) °n ¢R’
CMC (%) Aparente (Pa.s)
100 9,24 534,40 0,10 0,90
80 6,12 301,50 0,14 0,96
60 3,10 108,20 0,22 0,98
50 1,80 51,76 0,27 0,99
40 1,31 33,16 0,29 0,99
*K: Indice de Consisténcia; ®Indice de Comportamento de Fluido, © Coeficiente de
Correlagao.
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Figura 9. Curvas de Viscosidade em fun¢ao da taxa de cisalhamento, para as misturas
CMC/Amido ndo compatibilizadas e contendo 1% de ZnO: 100/0 (a), 80/20 (b), 60/40
(c), 50/50 (d), 40/60 (e), 20/80 (f)
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5.1.2. Efeito da Temperatura na Energia de Ativaciio e indice de Comportamento

de Fluido

A temperatura exerce forte influéncia sobre a viscosidade aparente, indice de
comportamento de fluido e indice de consisténcia. A Tabela 5 ilustra a energia de
ativacdo de fluxo das misturas de CMC/Amido ndo compatibilizadas e contendo 1%
Zn0O. Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que a adi¢cdo de ZnO diminui a

energia de ativagao, principalmente, para as composigdes ricas em CMC.

Tabela 5 — Energia de Ativagdo das Misturas CMC/amido Compatibilizadas e nao-

Compatibilizadas
Concentragao * Energia de ® Energia de
CMC (%) Ativagao (J/mol) Ativagao (J/mol)
100 15,81 9,44
80 16,72 14,92
60 17,61 19,62
50 13,40 13,37
40 8,78 19,75

sem ZnO; ®contendo 1% de ZnO.

Em relagdo aos parametros reoldgicos, através da Figura 10, observou-se que
o indice de consisténcia diminui com o aumento da temperatura para ambas as misturas
com e sem ZnO. Sendo verificado, um aumento representado por uma fungdo
polinomial, em funcdo do teor de CMC.

Por outro lado, o indice de comportamento diminuiu com o aumento do teor
de CMC, enquanto que aumentou linearmente com a temperatura, principalmente em
amostras ricas em CMC. Para a composicao 20/80 o indice de comportamento de fluido
apresentou pouca dependéncia com a temperatura, aumentando o teor de CMC, o que
levou a um aumento da pseudoplasticidade das composi¢des estudadas.

Para as amostras ricas em amido, o comportamento se aproximou do
comportamento de um fluido newtoniano (n=1), enquanto que a temperatura nao
modificou o comportamento de fluxo, indicando a baixa dependéncia do indice de

comportamento de fluido em fun¢do da temperatura para amostras que apresentam alto
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teor de amido. Este efeito pode ser atribuido as interagdes estabelecidas entre os ions
zinco e grupamentos carboxila presentes nas macromoléculas de CMC, a interacdo
carboxila-ZnO otimizou as intera¢des entre grupamentos carboxila e hidroxila (amido)
melhorando assim a interacao com a fase amilacea.

Sendo assim, o aumento do teor de amido nas composig¢oes, reduziu o teor de
CMC, e consequentemente reduziu a interagdo carboxila-ZnO, resultando numa
diminui¢do da energia de ativacdo de fluxo (Tabela 5). Torna-se importante salientar
que a energia de ativagdo de fluxo aumentou na composi¢ao 50/50, com subseqiiente
decréscimo na composi¢ao que apresentava teor de 40% em CMC, este comportamento

anomalo pode ser atribuido a uma inversao de fase do sistema.
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Figura 10. Variac¢ao do indice de comportamento de fluido em fungdo do teor de CMC
em diferentes temperaturas, para as misturas CMC/Amido contendo 1% de ZnO (a) e

nao compatibilizadas (b).

5.2 Ensaios Reologicos Dindmicos das Misturas CMC/Amido Compatibilizadas e

Nao Compatibilizadas.

5.2.1 Varredura de Frequéncia

Através da literatura, torna-se amplamente conhecido que géis com alta
resisténcia mecanica sdo, principalmente, formados por ligagdes quimicas, onde os
modulos de armazenagem e perda apresentam baixa dependéncia em relagdo a
freqiiéncia, G’ reflete a tensdo armazenada no material durante a deformagdo e/ou
cisalhamento, pronta para ser devolvida ao ambiente (MACHADO, 2002 ; OZKAN,
2002).
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As Figuras 11 e 12 mostram que as magnitudes de G’ e G” aumentaram com o
aumento da frequéncia angular (o). SUPHANTHARIKA e colaboradores (2005)
reportaram resultados similares com blendas de goma guar e goma xantana com amido,
os pesquisadores explicaram este compotamento, em fun¢do da mais ordenada e rigida

estrutura da goma guar e conformac¢do da goma xantana.

Modulo de Armazenagem {(Pa)
Modulo de Arm azenagem {(Pa)

1 10 1m0 1 10 100

Frequéncia Angular {rad’s) Frequéncia Angular (rad’s)

Figura 11. Comportamento do modulo de armazenagem (G’) em funcao da frequéncia

angular para as misturas CMC/Amido ndo compatibilizadas (a) e contendo 1% de ZnO

(b)

O moddulo de armazenagem pode ser considerado como um indicador
primario do comportamento tipo gel, no entanto, observa-se, que com a presenga do ion
zinco a relagdo entre G’(w)/G”(w) diminuiu, tal relacdo entre os modulos de
armazenagem e perda, permite a determinagdo do angulo de perda, através da Figura 11.
observou-se a aproximacao das curvas com a adi¢cao do ZnO, indicando que o nivel de
entrelagcamento ¢ substancialmente reduzido, visto que o distanciamento entre as curvas
sugere a formagdo de estruturas com caracteristicas de predominancia elastica.O
aumento do angulo de perda, conduz a formagdao de estruturas com predominancia
viscosa, tendo como consequéncia a diminui¢do da elasticidade da CMC com a adicao
de 1% de ZnO.

As misturas de CMC e amido, apresentam uma estrutura complexa, contendo
regides hidrofobicas/neutras (isentas de carga) e regides carregadas/polares de carater
hidrofilico, tendo a possibilidade de formacao de multiplas interagcdes inter-moleculares

no meio aquoso, considerando-se as interagdes atrativas entre as regides hidrofobicas e
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regides polares de carater oposto e forcas repulsivas entre regides polares de mesmo
carater.

No processo de formacdo do gel, as moléculas se ligam umas as outras,
enquanto mantém ou aumenta sua interagao com a agua. Por outro lado, no processo de
precipitacdo, as moléculas se ligam expelindo e diminuindo sua interagdo com a agua,
as interagdes hidrofilicas favorecem o processo de gelificacdo, enquanto que as
interacdes hidrofobicas expelem agua, reduzindo a gelificagdo e facilitando a
precipitacdo (TANFORD, 1980).

No caso de macromoléculas com uma carga negativa (CMC), a auséncia de
cations, resultard no dominio das interacdes repulsivas em relagdo as interagdes
atrativas, consequentemente, ocorre uma redu¢do no processo de gelificacdo. A adi¢do
do ion divalente (Zn""), além de reduzir esta repulsdo, pode adicionalmente, formar
pontes i0Onicas intermoleculares entre os grupamentos carregados.

Estas interacdes podem conduzir a formagdo de uma estrutura de ligagdo
cruzada, conhecida como egg-box, levando a um aumento significativo da gelificagdo
do polimero. Por outro lado, o aumento continuo da concentracdo do ion, pode
acarretar a diminui¢do da gelificagdo, em fung¢do da diminuicdo das interagdes
hidrofilicas e aumento nas interagdes hidrofobicas, conduzindo a eliminacdo da
gelificacdo, precipitagdo dos polimeros e a viscosidade da solugdo tenderd a assumir o

valor da solucdo salina de partida (CLARE, 1993).
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Figura 12. Comportamento do modulo de perda (G”) em funcao da frequéncia angular

para as misturas CMC/Amido ndo compatibilizadas (a) e contendo 1% de ZnO (b)
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A dependéncia dos modulos G’ ¢ G” com a freqiiéncia angular pode ser descrita
pela equacdo da Lei das Poténcias (Equacdes 3 e 4). Desse modo, a viscosidade
complexa aparente (n*50) pode ser calculada através de interpolacdo linear na curva de

viscosidade em funcao da freqiiéncia angular.

G=K.f"n (3
G” — K”' f /\n79 (4)

Onde K” e K’ s3o constantes, n’ e n” sdo referenciados como expoentes de freqiiéncia e

f a frequéncia angular ( WU et al, 2010).

WINTER e CHAMBON (1986) consideraram um critério geral que basicamente
consiste na dependéncia da frequéncia, baseado no modelo da Lei das Poténcias de
ambos mddulos G’ e G”, o valor dos expoentes de freqiiéncia indicam os seguintes
estados: n=0 (polimero puramente eldstico), n=1 (polimero puramente viscoso) e n=0,5,
sugere um balancgo entre ambos comportamentos e indica o ponto gel.

As magnitudes do K’ aumentaram com o aumento do teor de CMC nas
composi¢des, conforme ilustrado nas Tabelas 6 e 7, enquanto que os expoentes de
freqiiéncia aumentaram com o aumento do teor de amido.

O valor de n’ para a composicao 40/60 tanto ndo compatibilizada quanto a
compatibilizada foi levemente superior a unidade, este fato pode estar atribuido a um
aumento na viscoelasticidade da fase continua da mistura de CMC/Amido, em fungdo
das propriedades dilatantes da macromolécula de CMC.

A Figura 13 mostra que os valores da viscosidade complexa aumentaram com o
teor de CMC e diminuiram com o aumento da frequéncia angular. CANCELA e
colaboradores (2005) reportaram resultados similares trabalhando com misturas de
CMC e sacarose, os autores observaram que com o aumento da forca cisalhante, a
viscosidade dindmica diminuia, o que estava relacionado com a orientagdo das

macromoléculas de CMC, visto que as mesmas se alinham na direcao do fluxo.
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Figura 13. Viscosidade Complexa (") em fungdo da freqiiéncia angular para as

misturas CMC/Amido ndo compatibilizadas (a) e contendo 1% de ZnO (b)

Tabela 6 —Dependéncia do médulo de armazenagem com a freqiiéncia em
composicoes nao compatibilizadas de CMC/Amido descrito pelo modelo da Lei das

Poténcias (Power Law)

Teor Viscosidade ‘K’ °n’ °R’
CMC(%) Complexa (Pa.s)

100 22,22 435,80 0,39 0,99

80 14,98 244,80 0,47 0,99

60 5,80 59,03 0,68 0,99

50 4,20 33,43 0,79 0,99

40 2,01 7,81 1,14 0,99

“K’: Constante; " n’:Expoente de Freqiiéncia, © Coeficiente de Correlacio
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Tabela 7 — Dependéncia do médulo de armazenagem com a freqiiéncia em
composicoes compatibilizadas de CMC/Amido descrito pelo modelo da Lei das

Poténcias (Power Law)

Teor CMC Viscosidade ‘K’ °n’ °R’
(%) Complexa (Pa.s)
100 18,16 338,20 0,41 0,99
80 11,85 174,80 0,51 0,99
60 4,34 37,03 0,76 0,99
50 2,94 17,71 0,93 0,99
40 1,89 8,00 1,10 0,99

“K’: Constante; ° n’:Expoente de Freqiiéncia, ¢ Coeficiente de Correlagio

O angulo de perda (0) pode ser determinado através da relagao entre G*’/G’.
Para uma substancia puramente viscosa, o angulo de perda corresponde a 90°, enquanto
que para uma substancia puramente eldstica, o angulo de perda se igual a zero
(SCHRAMM, 1994). A relacdo do angulo de perda com a frequéncia angular estd
ilustrada na Figura 14.

Na Figura 15 ¢ possivel observar que com o aumento do teor de CMC, o valor
do angulo de perda diminuiu, indicando um aumento da contribui¢do eldstica, o que ja
era esperado, uma vez que a CMC ¢ um material mais eléastico. Esse resultado esta de
acordo com os observados nos resultados de energia de ativagcdo de fluxo. Exceto para a
composicao 40/60 (CMC/Amido), amostras ndo compatibilizadas, que apresentaram
valores de angulo de perda inferiores para toda a faixa de composicao estudada, quando
comparado as amostras compatibilizadas.

O comportamento viscoso aumentou com a presenga do ZnO nas misturas de
CMC/Amido, indicando que o aumento do teor de amido favorece a predominancia do
comportamento elastico, em fun¢do do aumento de interacdo entre as cadeias
poliméricas de CMC e amido, promovido através da adicdo de ZnO. Neste caso ¢
assumido que as cadeias poliméricas sdo submetidas a uma intensa atragdo
intermolecular, conduzindo a geracdo de estruturas menos rigidas e mais flexiveis,

dissipando de forma mais eficiente a energia aplicada.
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5.2.2 Ensaios de Fluéncia e Recuperacio
A viscosidade zero e o tempo de relaxa¢do foram determinados através do
ensaio de fluéncia e recuperacdo, este teste permite a diferenciagdo entre respostas

eléasticas e viscosas das composicdes estudadas, introduzindo a dependéncia da tensao

em ambos comportamentos eldstico e viscoso de solidos e fluidos (SCHRAMM, 1994).
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Adicionalmente, ensaios conduzidos na regido de viscoelasticidade linear
fornecem relevantes informagdes concernentes aos processos de sedimentacdo e
separacdo de fases.

Os resultados dos ensaios de fluéncia e recuperagao das amostras CMC/Amido
sao apresentados na tabela 8. A adicdo de ZnO nas composi¢des, conduz a uma
diminui¢do nos valores de viscosidade zero, recuperacao elastica e tempo de relaxagao,
sugerindo que os ions zinco atuam fortemente, em funcdo das interacdes
intermoleculares estabelecidas com a fase CMC, aumentando as interagdes entre as
cadeias poliméricas presentes nas composicgoes.

Quando ocorre aumento o teor de CMC nas misturas, aumenta a tendéncia de
conferir as composi¢des a estabilidade mecanica requerida para evitar a separagdo de
fases, todas as composi¢cdes apresentaram um aumento progressivo no valor da
viscosidade zero, acentuando o carater viscoelastico das composicdes, evidenciado pelo

aumento no tempo de relaxagao.

Tabela 8 — Ensaio de Fluéncia e Recuperagao das Misturas de CMC/amido

Compatibilizadas e nao-Compatibilizadas

a a b b

Concentracao * Tempo ° Tempo
CMC (%)  Viscosidade Recuperacao de Viscosidade Recuperacao de

Zero (Pa.s)  Elastica (%) Relaxa¢do Zero (Pa.s) Elastica (%) Relaxacdo

(s) (s)
100 7368,00 58,38 222,80 3904,00 55,54 193,90
80 1829,00 45,00 153,50 1451,00 44,18 132,10
60 188,20 23,20 84,51 86,69 14,27 56,88
50 65,63 12,38 42,37 35,20 7,85 13,63
40 5,65 1,49 6,27 13,31 2,80 11,39

*sem ZnO; ® contendo 1% de ZnO
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5.3 Determinacio de Entalpia de Transicao

Cada composicao investigada apresentou um evento endotérmico, onde a area
dos picos obtidos dos ensaios de DSC, podem ser utilizadas para estimar a entalpia de
transi¢do (AH), o histérico térmico da amostra deve ser considerado para a
determinagdo da AH (HATAKEYAMA, 1999). Na Tabela 9 sao apresentados os valores
das entalpias de transi¢do, aumentando o teor de amido, os valores da temperatura de
pico sao deslocados para valores inferiores.

Por outro lado, os valores da entalpia de transicdo aumentaram com o aumento
do teor de amido para as composi¢des com teor de CMC até 60%, sendo este
comportamento modificado em amostras rica em amido, o granulo de amido ¢ um
material heterogéneo, especificamente, constituido por ambas estruturas linear (amilose)
e ramificada (amilopectina), como conseqiiéncia fisica, apresenta regides distintas:
amorfa e cristalina.

A variagdo de entalpia de uma transi¢do pode ser interpretada como a quantidade
correspondente de ordem cristalina (ou estrutura de dupla hélice) nas suspensdes de
amido que ¢ rompida num processo de varredura de calor (FRENCH, 1984).

Todos os termogramas exibiram um pico endotérmico fino, que indicam a
homogeneidade das composi¢des estudadas. O pico endotérmico pode ser associado
com a fusdo do dominio cristalino do amido durante o processo de retrogradacao,
resultados similares foram encontrados com termogramas de DSC de filmes de amido
de milho-CMC-nanoargilas (ALMASI et al, 2010) e filmes de amido de ervilha-CMC
(MA et al, 2008).

O aumento da energia de transi¢cdo das misturas com alto teor de CMC pode
estar relacionado ao efeito de maior cristalizagdo em fung¢do do alto grau de
cristalinidade do CMC (GIMENO et al, 2004).

A energia de transicdo das misturas estudadas foi inferior quando comparado ao
CMC puro, em fungdo das interagdes entre o amido e CMC interromperem o rearranjo
das cadeias poliméricas (SANGSUWAN et al, 2008).

Resultados similares foram registrados em termogramas de DSC de blendas de
polietileno de alta densidade e polipropileno (RACHTANAPUN et a/, 2004) e filmes de
quitosana-MC com vanilina (SANGSUWAN et al, 2008).

Os resultados apresentados na Figura 17 indicaram que a cristalinidade das

misturas diminuiu com o aumento do teor de amido, que também depende do teor de
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amilose no amido, estes resultados corroboram com os ensaios reoldgicos, indicando

que as interagdes entre as cadeias poliméricas sdo aumentadas pela presenca do ZnO.
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5.4 Comportamento reologico da mistura CMC/EPS sob cisalhamento continuo:
viscosidade

O perfil das curvas apresentadas na Figura 18 em que sdo mostradas a redugdo
da viscosidade aparente com a taxa de cisalhamento, caracteriza que todas misturas
estudadas apresentam comportamento de fluido pseudoplastico. E interessante notar que
o comportamento pseudoplastico diminui acentuadamente quando a concentracao de
EPS na mistura diminui, embora somente uma pequena quantidade de biopolimero
esteja presente na mistura. A diminui¢ao da viscosidade com a redu¢do da concentragdo
era esperado uma vez que normalmente a viscosidade diminui com a concentragao.

Comparando os perfis obtidos nas figuras observam-se valores diferentes de
viscosidades, sugerindo que esse efeito possa ser decorrente ou da massa molecular do
EPS formado ou da sua estrutura. Estudos preliminares de bancada com o muco
produzido por essas bactérias mostraram que estes apresentavam, visualmente,
diferentes elasticidades ao contato com o bastdo de vidro. Essa evidéncia remeteu ao
questionamento de que os polimeros formados pudessem possuir massa molecular
diferente ou estruturas moleculares distintas.

Quanto a essas duas ultimas hipoteses, os resultados das caracterizagdes do
material, por espectroscopia na regido do infravermelho, indicou se tratar de matérias
com estruturas semelhantes, ou seja, ha uma evidéncia que a sintese microbiana tem alta
especificidade. No entanto, quanto a estrutura quimica ainda ndo ¢ possivel tecer
maiores consideragdes, sendo necessaria a utilizagdo de outras técnicas, como por

exemplo, a ressonancia magnética nuclear (RMN).
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Figuras 18 a - b-c. Variacdo da viscosidade do EPS em diferentes concentragdes em
funcdo da taxa de cisalhamento(A) CMC/EPS-jap, (B) CMC/EPS-trop e (C) CMC/EPS-
elk. Azul- 5 mg/ml eVermelho- 10 mg/ml e

A Figura 19 mostra de forma comparativa o comportamento da viscosidade dos
diferentes EPS na mesma concentragao. Observou-se que a misturas contendo EPS
produzidas por Bradiumhrizobium apresentou a menor viscosidade, enquanto a
produzido por R.tropici apresentou a maior viscosidade. Este resultado evidencia a

influéncia da massa molar na viscosidade e o efeito da interagado CMC/EPS.
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Figuras 19. Varia¢do da viscosidade do EPS em fungdo da taxa de cisalhamento

(A) CMC/EPS-trop , (B) CMC/EPS-elk .e (C) CMC/EPS-jap

De modo avaliar o efeito do EPS na reducao da viscosidade de uma solugao de
CMC, (solucao utilizada como inoculante para cana-de-agtcar) foi realizado um ensaio

de viscosidade capilar dessas misturas, Figura 20 .

0 20 40 &0 20 100
Teorde EPS (%)

Figuras 20. Variacao da viscosidade da mistura CMC/EPS na concentracao de

1g/litro: Bactéria EPS-jao.

42



Na Figura 20 observou-se que a viscosidade da mistura diminui acentuadamente
com o aumento da quantidade de EPS-jap na solugdo. Este resultado pode ser atribuido
ao tipo de interagdo promovido pelo EPS na solucdo. Em solugdo ocorre o
enovelamento das cadeias poliméricas, seja pelo aumento da interacdo intramolecular
ou pelas forcas repulsivas intermoleculares, em ambas as situagdes, evidencia-se o a
reducdo da viscosidade da solugdo. Entretanto, para avaliar o tipo de associagdo e
interacao polimero-polimero e seus efeitos na sobrevivéncia de células sdo necessarios

ensaios experimentais complementares.

5.5 Avalia¢ido da mistura CMC/Amido Compatibilizadas contendo ZnO e¢ MgO e
EPS/amido como Veiculo para o Inoculante Rizobiano Solido e sua eficiéncia em

Comparaciao com a Turfa.

As composicdes selecionadas para esse experimento foram as composigdes
CMC/amido nas propor¢des 50/50 compatibilizadas com 1% de ZnO e ndo
compatibilizadas e as misturas EPS/amido sdo apresentadas na Tabela 10.

Para comparar e eficiéncia da sobrevivéncia das células nas misturas com CMC
de alta viscosidade e nas misturas com EPS. Os resultados de sobrevivéncia foram
comparados com dados da literatura (Rohr 2007) incluindo os resultados obtidos nas
misturas com CMC de média viscosidade e com a turfa, substrato mais utilizado para a
fabricacdo do inoculante rizobiano s6lido no Brasil.

As sementes peletizadas receberam uma quantidade variavel de células, em
funcdo do periodo inicial de incubagdo de 12 dias a que foram submetidos todos os
inoculantes. Porém, todos os tratamentos receberam uma quantidade de células maior
que de 6x105 células por sementes, que ¢ a quantidade minima de células rizobianas
permitida pela legislagdo brasileira (RELARE, 2004).

Os resultados apresentados na Tabela 10, mostraram que os matérias
poliméricos testados com CMC de alta viscosidade apresentaram resultados iguais ao
CMC de média nao compatibilizado. Esses resultados sdo compativeis com o
apresentado pelo CMC de média viscosidade compatibilizado com 1% de ZnO,
apresentado por RHOR, 2007. Entretanto ¢ interessante notar que o decaimento da
sobrevivéncia ao longo da semana ¢ mais lento na mistura CMC de alta viscosidade

compatibilizada com ZnO.
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Comparando as misturas ndo compatibilizadas, observou-se que para o CMC
de média viscosidade obteve-se um valor de 7,23, para o niimero de células, valor
inferior ao observado para mesma composi¢do com CMC de alta viscosidade, 8,88. Este
resultado sugere que o uso de CMC de alta viscosidade confere uma maior
biocompatibilidade, a qual pode ser atribuida a maior interagdo entre as fases. Os
resultados encontrados para o CMC de alta viscosidade sdo compativeis com os

apresentados pela turfa, indicando sua boa performance como veiculo de inoculagao.
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Tabela 10. Sobrevivéncias das células de Bradyhizobium japonacium (BR 3262),
inoculadas nas misturas poliméricas CMC/amido e na mistura EPS/amido ndo
compatibilizada.
e Meédias da mesma coluna seguidas pela mesma letra sdo diferentes

estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Composigdo polimérica Semanas de Incubagdo (Log n° células/mL)

18I 28I 3SI 481 58I 6SI 8SI 10SI 1281
CMC/amido 9,35  9,19° 884" 833" 936" 840 78lab 825 8,64
(50/50)°
CMC/amido  9,97°  831° 7,82  7,72° 732™ 524" 848 521 7,23°
(50/50)°
CMC/amido  9,99® 9,89 876° 875" 856°  840b 851° 857 8,65°
(50/50)°
CMC/amido ~ 9,98*  9,90° 9,91* 892" 9,01 9,0la 891° 890 8,88°
(50/50)°

EPS/amido* 9,46  9,35* 896" 889" 876" 8,75a 8,65° 8,72° 8,70°

EPS/amido® 9,74*  9,36*  9,01* 895" 885" 8,75*  8,78"° 8,81° 8,79°

EPS/amido’ 9,79  9,38*  890° 891" 890" 8,96%  8,79° 8,80° 875a

Turfa 9,937 10,1° 10,1*  9,46"  9,99° 9,16° 8,93 8,43° 8,96°

*5 CMC de média viscosidade; * > CMC de média viscosidade sem 1%Zn0O, * ¢ EPS-jap (BR3262), ©
EPS-trop (BR322) , " EPS-elk, (BR29)

Analisando a sobrevivéncia das misturas com EPS, observou-se que todas as
misturas apresentaram o mesmo desempenho e resultados compativeis ao observado
pela turfa, indicando que esses materiais podem ser utilizados como veiculo de

inoculagao.

5.6 Analise Morfologica

A morfologia das misturas CMC/Amido foi explorada nesta dissertacdo com o
objetivo de investigar os efeitos das interagdes promovidas pelo ZnO. As micrografias
das misturas compatibilizadas e ndo compatibilizadas encontram-se na Figura 21 Em
relacdo as misturas contendo 50% de CMC, a adi¢do de ZnO provoca redugdo no
tamanho médio de particulas da fase amido, aumentando sua dispersao na fase CMC,

figura 2la. E interessante observar a presenga de uma morfologia co-continua,
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observada nas amostras ndo compatibilizadas, figura 21b. Neste caso, os granulos de
amido se tornaram visiveis e o tamanho médio de particulas ¢ maior, sugerindo uma
baixa interacdo entre as fases poliméricas.

Aumentando o teor de CMC, amostra 60/40% CMC/Amido, observou-se que a
adicdo do ZnO aumentou a distribuicdo da fase amido na fase continua de CMC,
sugerindo o efeito de interagdo entre as fases promovido pelo ZnO. A boa adesdo entre
as fases das misturas pode ser atribuida a interacdo estabelecida entre o grupamento
carboxila da CMC e o 6xido de zinco. Os resultados sugerem que esta interacao facilita
a interacdo do CMC com os grupamentos hidroxila presentes na cadeia polimérica do

amido.

X500

30KV X600~ 50um L T

Figura 21. Micrografias das misturas CMC/Amido: (a) 50/50% com 1% ZnO (b)
50/50% sem 1% ZnO (c¢) 60/40% com 1% ZnO (d) 60/40% sem 1% ZnO
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A literatura cientifica registra que o tamanho médio de particula ¢ uma funcao da
razdo de viscosidade da fase dispersa e matriz, considerando a tensdo interfacial,
viscosidade das blendas, fracdo volumétrica da fase dispersa e taxa de cisalhamento
(LIU et al, 1998 ; WU, 1987; SERPE et al, 1990).

A Figura 21c, composicao 60/40% ndo compatibilizada, revela um aumento na
dispersdo da fase amido, a diferenga na morfologia para ambas blendas nao
compatibilizadas ¢ atribuida a um aumento na fase CMC, que ocasionou na reducdo da

coalescéncia na fase amido.

6.CONCLUSAO

A adicao de ZnO modificou as propriedades reologicas das misturas de CMC de
alta viscosidade ¢ Amido Modificado, como consequéncia da maior interagdao
estabelecida entre os componentes poliméricos. A adi¢do de ZnO reduz a energia de
ativacdo de fluxo e a viscosidade zero, especialmente nas composi¢des ricas em amido.

Estes resultados mostraram que o efeito da adicdo do ZnO nas propriedades
reologicas das composicdes diminui quando o teor de amido diminui, sugerindo que o
ZnO atua preferencialmente em composig¢des ricas em CMC de alta viscosidade. Os
ensaios de fluéncia e recuperagdo indicaram um aumento na deformacido com o aumento
do teor de amido, conduzindo a uma predominancia de caracteristicas viscosas, exceto
para a composi¢ao 40/60%, em que foi observado um aumento da viscosidade e da
elasticidade.

Para a composi¢ao 20/80%, embora tenha ocorrido uma diminuicdo na
viscosidade zero, ocorreu um leve aumento na elasticidade, sugerindo a ocorréncia e um
processo de inversdo de fase. No que tange aos testes de sobrevivéncias,
biocompatibilidade, os resultados mostraram que as misturas contendo CMC de alta
viscosidade, com e sem ZnO, apresentaram resultados compativeis aos da turfa,
sugerindo que este material apresenta potencial uso como veiculo de inoculagao. No que
tange as misturas com EPS, produzidas por trés bactérias diferentes, os resultados
mostraram que as misturas apresentam boa biocompatibilidade com a bactéria
Bradyhizobium japonacium apresentando valores de sobrevivéncia compativeis aos

observados pela turfa.
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