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APRESENTACAO

Este é o documento de tese entregue ao Programa de Pos-Graduacdo em Tecnologias
Quimica e Biologica dos Institutos de Quimica e Biologia da Universidade de Brasilia, como
um dos quesitos para conclusdo dos trabalhos de doutoramento. O seu inicio foi em maio de
2013, a Qualificacdo se deu em 15/12/2015, e a defesa da tese ocorreu em 14 de junho de 2017.
Neste trabalho, é investigada a hipdtese de se neutralizar a acdo das proteinas alergénicas de
produtos derivados do latex de borracha natural (LBN), com a adi¢do de tanino vegetal e trés
compostos coadjuvantes, um surfactante, um alcali e um bactericida, ao latex da Hevea
brasiliensis, logo apds a colheita. Como hipotese suplementar, admitida como ampliacdo de
escopo desta tese, estudou-se a preservacdo do LBN contra degradagéo bioldgica e coagulacao
esponténea do coloide, com 0 mesmo tratamento quimico acima, como alternativa ao uso de
amonia como preservante. Os dois temas constituem objetos de intensa pesquisa cientifica e
tecnoldgica por décadas e as solugdes obtidas sdo de carater parcial e/ou empregam tratamentos
laboriosos ou de custo elevado e nenhum tratamento estd em ampla utilizacdo. Os resultados

obtidos na tese sdo auspiciosos e ja foi depositado o pedido de patente, BR 10 2017 010076 6.
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PROLOGO

A tantos, ensino a aplicar a regra dos eventos independentes, e tantos dela se
beneficiam. No entanto, eu mesmo néo a apliquei aqui e decidi fazer um doutorado, ja tardio,
tentando, ao mesmo tempo, resolver um, ou melhor, dois problemas tecnoldgicos na cadeia de
producdo do latex de borracha natural, quer seja, retirar sua alergenicidade e protegé-lo sem
0 uso de amonia. Conciliar estes eventos e realiza-los sera uma bencéo que aos poucos e ao
longe se anuncia, uma dadiva que se delineia e toma forma, um néctar inusitado a sorver gota

a gota.

Floriano Pastore Jr. (Brasilia, 16/05/2017)



EMBASAMENTO FILOSOFICO

A tese tecnoldgica de doutorado

O texto a seguir apresenta opinides do autor na discusséo de conceitos de senso comum,
motivo pelo qual ndo se apresentam referéncias da literatura cientifica. Ele € aqui inserido
porque da base a abordagem metodoldgica adotada no desenvolvimento da presente tese de
doutorado, e que embasou algumas mudancas de rumo no decorrer dos trabalhos, as quais
permitiram alcancar, em periodo relativamente curto, resultados significativos para atingir os
objetivos estabelecidos e, mesmo, ampliar o escopo dos trabalhos. No texto principal da tese,
guando necessario, seréa feita referéncia ao conceito desenvolvido a seguir, de tese tecnoldgica
de doutorado, TDD.

A consideravel expansdo da pés-graduacao do Instituto de Quimica da Universidade de
Brasilia, com a criacdo do Programa de Pds-Graduacdo em Tecnologias Quimicas e Bioldgicas,
trouxe consigo um tema que merece reflexao, a tese tecnoldgica. Algumas buscas nos sistemas
de pesquisa eletrénica pela Internet ndo permitiram identificar elaboracdo tedrica sobre este
tema, o que incentiva elaborar a formulacéo aqui descrita como contribuicdo aos que tiverem

que trabalhar com teses de doutorado nos campos tecnoldgicos.

Inicialmente, poderia se imaginar uma polarizacdo ou contraposicdo entre as teses
académica e tecnoldgica. No entanto, uma consideracdo mais atenta, tentando-se identificar
contradicdo ou oposicdo entre os dois tipos de teses, permite concluir que esta contraposigédo
ndo se estabelece. Possivelmente este seja o reflexo da convivéncia pacifica e o respeito
praticado entre os que militam nas pesquisas tidas como basicas e as que tém carater mais
aplicado, com o implicito reconhecimento muatuo do valor de lado a lado. Na verdade, esta
polarizagdo diminui ainda mais, na medida em que se toma a elaboragdo do conhecimento
humano como um continuo indivisivel, transitando entre trés areas de maior concentragdo, quais

sejam, a expansao, a organizacéo e aplicacdo do conhecimento.

Admitindo-se a inexisténcia de polarizacdo entre os dois tipos de tese, pode se
concentrar a atencdo na tese tecnoldgica em si para observar que aqui, sim, pode-se formar uma
tensdo entre os dois termos da expressdo, ou seja, entre o substantivo ‘tese’ e o adjetivo

‘tecnologica’.



O sentido comum de tese implica no conceito de uma proposi¢do. Se estiver
contextualizada no ambiente das instituicdes de ensino, sera uma proposicdo para defesa
publica. A tese académica de doutorado pode ser entendida como uma formulacéo conceitual
inédita, que admite, ou mesmo exige, rigor metodoldgico na sua demonstracdo e que sera
submetida a defesa publica. Aqui o termo ‘académica’ remete a expansdo do conhecimento, ou
seja, voltado mais para as pesquisas basicas. J& o conceito de tese tecnoldgica de doutorado
demanda elaboragdao mais complexa. Se o substantivo ‘tese de doutorado’ ja se entende como
proposicdo inédita de defesa publica, a inser¢cao do adjetivo ‘tecnologica’ remete a expressao
ao campo das tecnologias, ou seja, dos materiais e servicos de uso humano, dos processos
produtivos, das formas de disponibilizacdo destes bens, dentre outras dimensdes que estdo
inseridas no conceito de tecnologia. Portanto, 0 campo aqui € menos da expansdo e organizacdo

do conhecimento, para ser mais propriamente da sua aplicacao.

Se a tese tecnoldgica de doutorado se insere no mundo do fazer e dispor bens e servi¢os
para a sociedade, como tese, ela ndo pode se restringir a simples resolucdo de um problema
tecnoldgico. Deve, acima de tudo, se pautar pelo equilibrio desejavel envolvendo a resolucédo

do problema tecnologico e a compreensao do fendmeno cientifico que esta por tras dele.

Para que se caracterize como tese de doutorado, esta resolucdo de uma questdo no
ambito da tecnologia deve: a) empregar metodologias de planejamento e trabalho; b) adotar
cuidadosa execucdo experimental, c) colocar rigor cientifico na analise dos resultados,
confrontando com os objetivos especificos; e d) formular uma explicacdo conceitual dos
resultados obtidos em relacdo ao problema tecnolégico da tese. O método se verifica através de
proposicdo de planos experimentais sucessivos; 0 rigor se evidencia na execuc¢do pratica dos
experimentos; e a formulagédo conceitual é exercitada na proposi¢do de modelos para explicar
os resultados obtidos, sempre confrontando com os objetivos tecnoldgicos estabelecidos. Os
modelos conceituais permitem avancar com os trabalhos de resolugdo do problema tecnolégico,
admitindo a proposta de novos planos experimentais e assim por diante, até que se tenha sinais
inequivocos de que o problema tecnoldgico esteja resolvido ou, no minimo compreendido a

ponto de que sua resolucéo seja possivel por outros, na sequéncia normal do processo cientifico.

Muitas vezes durante a evolucdo dos trabalhos desta tese, o autor se viu tentado a
persistir e aprofundar na elaboragdo de técnicas de analise especificas, que mais se
caracterizavam como desenvolvimento de trabalhos académicos e que, seguramente, poderiam

exigir maior tempo do que se dispunha plausivel para aquela analise especifica. Naqueles
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momentos, é que se mostrou importante o conceito de tese tecnoldgica de doutorado, no sentido
de retomar os trabalhos para resolver o problema principal, que constituia o objetivo maior da
tese. Assim, esta conceituacdo mais rigorosa de tese tecnoldgica funcionou, em alguns pontos
cruciais desta tese, como balizamento e bussola de como caminhar pelos trabalhos praticos para

se atingir os objetivos estabelecidos e no tempo disponivel para tal.
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RESUMO

Neste trabalho, investigou-se a neutralizacdo de proteinas alergénicas do latex de
borracha natural (LBN) com tratamento de tanino vegetal e trés compostos coadjuvantes, um
bactericida, um alcali e um surfactante. Como hipétese suplementar, admitida como ampliacéo
de escopo desta tese logo no inicio, passou-se também a investigar a preservacao do LBN contra
degradacdo bioldgica e coagulacdo espontdnea com o mesmo tratamento quimico, em
substituicdo a universal preservacdo com amonia. Os dois temas deste trabalho constituem
objetos de intensa pesquisa cientifica e tecnoldgica: um com 30 anos e outro com 70 anos. Em
ambos 0s casos, as solucdes obtidas até aqui sdo de carater parcial e sdo pouco empregadas. As
duas hipdteses da tese tém por base as reacdes de complexacao do tanino com as proteinas, que
ja foram muito estudadas e que sustentam processos industriais de longa data, sendo o
curtimento do couro 0 mais importante. No entanto, o uso do tanino para os objetivos desta
tese, nunca foi investigado. Ao longo de quatro anos de pesquisa, foram implementados sete
Planos Experimentais (PE), uma experiéncia piloto industrial com 20 L de latex e trés analises
contratadas em laboratorios de terceiros, dentre outras atividades. Todo este trabalho resultou
em conjunto coerente de resultados que permitem concluir que a preservacdo de LBN tratado
com tanino e isento de amonia foi conseguida com sucesso e com forte probabilidade de uso na
producdo no campo e na industria. Para explicar tais resultados positivos, foi proposto um
modelo conceitual, denominado ‘escudo de protecéo do coloide’, que teria mecanismo de acéo
espacial ao invés da protecdo idnica do coloide. Este modelo € discutido ao longo da analise do
penultimo Plano Experimental. Os testes para avaliar a eficacia do tratamento com tanino para
diminuir ou terminar com a alergenicidade do latex foram feitos em menor escala por
dificuldades experimentais. No entanto, os dados obtidos apontam na direcdo de que este
tratamento também resultara positivo, sendo questdo de se realizar experimentos adicionais.
Por uma questdo de légica quimica, é bastante plausivel esperar que, se a acdo do tanino sobre
as proteinas esta na base do resultado positivo contra a degradacao biologica do latex, ndo ha
por que as suas proteinas alergénicas nao terem sido também inativadas. O pedido de patente
BR 10 2017 010076 6 foi depositado em 12/05/2017.

Palavras-chave: Latex de borracha natural. Alergia a latex. Proteinas alergénicas. Tanino

vegetal. Preservacdo de latex sem amonia.
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ABSTRACT

Treatment of natural rubber latex with vegetable tannin

In this work, the neutralization of allergenic proteins of natural rubber latex (NRL) was
tried by the addition of vegetable tannin and three coadjuvant compounds, a bactericide, an
alkali and a surfactant. The preservation of NRL against biological degradation and coagulation
with the same chemical treatment, replacing the universal use of ammonia, was admitted as an
extension of this thesis’ scope at the beginning of the experimental work, for the very consistent
practical results. The two work themes are objects of intense scientific and technological
research: one with 30 years and other, 70 years. In both cases, the solutions obtained so far are
partial or are little employed. The two working hypotheses of this thesis are based on the
complexation reactions of the tannin with proteins, which have been extensively studied and
which have sustained longstanding industrial processes, being the production of leather the
most important. However, the use of tannin for the purposes intended in this thesis had never
been investigated. Throughout four years of research, seven Experimental Plans (PE), an
industrial pilot experiment with 20 L of latex and three analyzes contracted in laboratories of
third parties, among other activities, were implemented. All this work resulted in a considerable
coherent set of results that allow one to conclude that the preservation of latex treated with
tannin and ammonia free was successfully achieved and with a strong probability of use in field
and industrial production. To explain such positive results, a conceptual model, tentatively
called the “colloid protection shield', was proposed. It would work based on a spatial instead
the ionic mechanism of colloid protection. This model is discussed throughout the analysis of
the last but one Experimental Plan. Tests to evaluate the efficacy of tannin treatment to decrease
latex allergenicity were done to a lesser extent for experimental difficulties. However, the data
obtained point in the direction that this treatment will also be positive, being only a matter of
additional experiments. As a matter of chemical logic, it is quite plausible to expect that if the
action of tannin on proteins is the bases of the success against latex degradation, there is no
reason why its allergenic proteins have not been inactivated as well. The patent request BR 10
2017 010076 6 was filed on 12/05/2017.

Key words: Natural rubber latex. Allergy to latex. Allergenic proteins. Vegetable tannin.
Preservation of latex without ammonia.
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1.  INTRODUCAO

O latex de borracha natural (LBN) é empregado na fabricacdo de inimeros artefatos
que entram em contato com a pele. Os exemplos mais conhecidos sdo as luvas e 0s
preservativos. Deste contato direto, originam-se alergias na pele, atribuidas a presenca de
proteinas no latex. Estas manifestacdes alérgicas, que podem chegar a choques anafilaticos,
vém crescendo nos ultimos 40 anos e constituem matéria de preocupacdo generalizada

especialmente nos profissionais de salde.

Num processo consolidado ha séculos, o tanino vegetal é utilizado no curtimento de
peles animais para obtencdo de couro. Neste tratamento, as moléculas do tanino blogueiam
por ligacbes de hidrogénio as proteinas do colageno impedindo a acdo das bactérias que

deterioram a pele.

A partir destes dois conceitos, amplamente consolidados, formulou-se o postulado
central tecnoldgico desta tese de doutorado: os taninos vegetais podem ser utilizados para

inativar as proteinas do latex e impedir sua acao alergénica.

Entretanto, na juncdo dos dois conceitos havia, ainda, outra hipdtese implicita e
subjacente: a semelhanca da tanagem, as proteinas bloqueadas pelo tanino ndo seriam
passiveis da acdo bacteriana na deterioracdo do latex vegetal. Se o tanino, com sua protecao
das proteinas, estiver acompanhado por outros ingredientes que protejam o coloide, tais
como tensoativos e alcalis, por exemplo, e um bactericida, mesmo que brando, poder-se-ia
obter uma protecéo integral do LBN. Esta assertiva, se confirmada, permitiria resolver outro
problema tecnoldgico, também de grande proporcao, similarmente a questao alergénica, que
é a preservacao do latex sem o uso de amonia, ou utilizando-a em baixas concentragdes. A
amonia desempenha o papel de protetor alcalino do coloide do latex, mas é também um
poderoso bactericida nas elevadas concentragdes utilizadas. Apesar de ser o preservante
universal do latex e ter prestado bons servi¢os ha muitas décadas, a aménia €, no entanto,
também muito indesejada, pela sua conhecida irritacdo respiratoria nas altas concentragdes
de uso no LBN, levando a situacdes de desconforto laboral ou, mesmo, questbes de salde.

Assim, a pesquisa por sistemas preservantes de latex com baixa concentracdo de amonia, ou
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mais dificil ainda, sem amonia, é tema recorrente no ramo de utilizacdo de latex de borracha

natural ha pelo menos 70 anos.

Se as duas hipdteses desta tese tecnologica forem confirmadas, o tanino vegetal,
produzido em larga escala no Brasil, o seu maior produtor mundial, e que ja encontra
emprego em Vvarios ramos da inddstria quimica, podera também desempenhar duas novas
expressdes tecnoldgicas significativas, a producdo de latex hipoalergénico e de latex

protegido sem aménia.
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2. OBJETIVOS

Como objetivos gerais desta tese de doutorado, tem-se a busca por maior
conhecimento do material LBN, produzido a partir da Hevea brasiliensis, e do seu
comportamento frente a adicdo de misturas de compostos quimicos, até aqui ineditas neste
tipo de uso, verificando, ainda, a resposta do latex na fabricacdo e uso dos artefatos derivados
de elevada importéncia, tais como luvas e preservativos, entre muitos outros, especialmente

nos usos em contato direto com a pele e mucosas humanas.

2.1.  OBJETIVOS ESPECIFICOS
Esta tese tecnoldgica de doutorado tem como objetivos especificos os seguintes:

a) definir uma ou mais composi¢cfes de reagentes com base em tanino
vegetal comercial e materiais coadjuvantes de uso industrial normal, tais

como surfactantes e alcalis, para adicdo em LBN.

b) definir a forma e sequéncia de adicdo das formulagdes acima para
melhor interacdo entre 0s seus reagentes e 0s componentes do coloide do
LBN.

c) selecionar as melhores técnicas de investigacao dos resultados do LBN
tratado com as composicgdes e formas de adi¢cdo definidas nos dois tdpicos
acima para atingir os objetivos especificos desta tese, especialmente o

descrito a seguir.

d) verificar a agdo dos tratamentos sobre a conhecida alergenicidade dos
artefatos produzidos com o LBN.

2.2.  AMPLIACAO DE ESCOPO, O LATEX PRESERVADO SEM AMONIA

Quando esta tese ja se encontrava em desenvolvimento, em seus passos iniciais nos
testes de estabilidade em laboratério, verificou-se uma condi¢édo inusitada de estabilidade do
coloide do latex, tanto mecénica, evitando-se a sua coagulagdo, como bioldgica, sem a

degradacdo bacteriana, ambos bastantes conhecidos, e que sempre tiveram no hidréxido de
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amonio, ou amdnia, em alta concentracdo, o melhor agente de dupla ag&o, preservar o latex
contra o apodrecimento e contra a coagulacdo do coloide. Destas observacdes iniciais,
nasceu o segundo macro objetivo especifico desta tese: o desenvolvimento de formas
quimicas simples de preservar o latex sem o uso de amoénia, conforme especificado a seguir,

e definido como ‘ampliacdo do escopo’ desta tese tecnoldgica de doutorado.

e Investigar em laboratorio a possibilidade de uso das composicdes e formas de
adicéo definidas em 2.1, ‘a’ ¢ ‘b’, bem como outras similares, para preservagao
de LBN sem a adicdo de amdnia, seja no latex in natura (LIN), seja no latex

centrifugado industrial (LCF).

e Investigar a possibilidade de estender para situagGes reais de uso do LBN, a
solucdo que se conseguir no item anterior, tanto no processo industrial de

centrifugagdo como no uso do LCF na fabricagéo de artefatos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. A BORRACHA NATURAL

A floresta amazoOnica constitui uma das mais importantes megadiversidades
bioldgicas do planeta (FEARNSIDE, 1999; GENTRY, 1992; MITTERMEIER et al., 2005),
onde o homem foi colher muitas descobertas, a partir do extrativismo no sistema milenar de
producdo da coleta na natureza. Da Amazodnia j& sairam muitos produtos como alimentos,
farmacos, resinas, plantas de adorno, fibras e outros materiais de uso diverso. Entretanto,
pode-se afirmar sem sombra de duvidas, que o principal produto vegetal extraido daquela
floresta foi a borracha natural (BN), produzida desde tempos imemoriais pelos indigenas por
incisbes no tronco da Hevea brasiliensis (LONG, 2001). Esta afirmagdo, ainda que
contundente, se pacifica e consolida numa simples olhada nos inimeros materiais que
constituem o mundo atual e tentar imaginar este mundo sem 0s pneumaticos, de todas as
naturezas, de bicicletas, motocicletas, automoveis, caminhdes, Onibus e avides.

Simplesmente impossivel.

Num passado recente, era muito comum se afirmar que a borracha natural, 0 aco e 0
petrdleo, constituiam a triade de materiais estratégicos internacionais. Ou seja, um pais teria
que assegurar a disponibilidade ou acesso a estoques destes trés itens para ter horizonte de
planejamento em seu desenvolvimento. Esta condigdo foi dramaticamente sentida pelos
paises aliados na Segunda Guerra Mundial, especialmente os industrializados como EUA e
Inglaterra (CLARENCE-SMITH, 2009), que se viram sem a BN guando o Japao tomou 0s
imensos seringais estratégicos do Sudeste Asiatico, deixando 0s paises adversarios sem
matéria prima para pneumaticos e outros artefatos militares e outros itens vitais que
dependem da borracha para sua fabricagdo (WILKINSON, 2013). Revisitando este
paradigma, hoje, no que concerne a borracha, percebe-se que o conceito ainda tem
consisténcia, ndo obstante o espetacular avango da borracha sintética, desde sua sintese
durante a propria Grande Guerra em projetos ultrassecretos desenvolvidos simultaneamente
por americanos (ACS, 1998) e alemaes. Reconhecendo a importancia da borracha natural,
Cornish (2017) recorre ao Programa History Channel, de 09/06/2004, para colocar este
material logo ap6s o ar, agua e petréleo como bens imprescindiveis ao desenvolvimento

humano contemporaneo.
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Nos tempos modernos, os pneus radiais, de uso internacional crescente, dependem
da BN que ainda € insubstituivel na interface entre os diferentes materiais que compdem o
pneu radial, como nailon, aco, tecidos e a prépria borracha sintética, pela facilidade de
aderéncia que a BN proporciona com diferentes sélidos (ALMEIDA, 2012). Para citar outro
exemplo de uso da BN em sustentacdo do paradigma citado, pode-se tomar o caso dos pneus
para avides de grande porte que ndo podem ser fabricados com borracha sintética
(CHAPMAN, 2007). Aqui, a propriedade exigida deste material é a altissima resiliéncia
requerida nos pousos, combinada com sua capacidade de retorno a condi¢do anterior ao
esforco, uma vez retirada a tensdo, ou, em outras palavras, as principais propriedades
elastoméricas da BN (CHAPMAN, 2007).

3.2. O LATEX DE BORRACHA NATURAL

A BN ¢é produzida e consumida em cerca em 90% na forma sélida, especialmente
pelos pneumaticos, seu maior consumo. No entanto, cerca de 10% da BN internacional,
encontra seu uso na forma liquida, como latex de borracha natural, LBN (JEWTRAGOON,
2004). Ainda que o plural de latex seja o erudito latices, este € muito menos conhecido e de
pronuncia mais dificil. Portanto, nesta tese a forma singular sera usada indiscriminadamente
para designar também o plural, 0 que constitui pratica usual e é também aceita por

dicionéarios de uso corrente na lingua portuguesa.

A producdo de inimeros artefatos de borracha, por suas caracteristicas tecnolégicas,
requer que o elastdmero da BN se encontre na forma de latex (BLACKLEY, 1997a), ou seja,
uma emulsdo aquosa. Ainda que o volume seja de 1/10 do consumo global, aparentemente
de menor expressdao em comparagdo com a BN solida, estas cadeias produtivas sdo de
extrema importancia, pois englobam os preservativos contraceptivos, ou mais popularmente,
camisinhas, que sdo feitas de borracha natural (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2003). Inclui ainda a imensa maioria das luvas cirargicas ou de procedimento, 0s bicos de
mamadeira e chupetas infantis, os baldes de festa ou propaganda, dentre 0s mais visiveis
(BLACKLEY, 1997a). No entanto ha incontaveis outros, menos conhecidos, que também
dependem do LBN como insumo principal, onde se incluem os elasticos de tecidos, mantas

cirurgicas, cateteres, drenos, tubos de borracha, entre muitos outros.
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Curiosamente, neste vasto segmento tecnoldgico de uso da borracha na forma liquida,
também se confirma a importancia e primazia do elastbmero natural, em contraposicao ao
sintético, pois inimeros produtos dependem exclusivamente do polimero de origem vegetal
e, em especial, proveniente da Hevea brasiliensis, a seringueira, que é de muito longe, a
principal fonte de BN (PUSKAS; CHIANG; BARKAKATY, 2014).

3.2.1. Composicao

Atualmente é de conhecimento consolidado e corrente que o latex da seringueira
constitui o citoplasma das células lactiferas do tecido vegetal na regido do cdmbio da arvore
(D’AUZAC; JACOB; CHRESTIN, 1989; JACOB; D’AUZAC; PREVOT, 1993). Desta
forma, compreende-se que se trata de material de composi¢cdo complexa, com varias
organelas e componentes de funcdo diversa, os quais ja foram bastante estudados nos ultimos
cem anos devido a importancia do tema (D’AUZAC; JACOB; CHRESTIN, 1989).
Entretanto, o LBN tem recebido crescente atencdo mais recentemente, em funcdo do avanco
tecnoldgico da microscopia, em especial eletrdnica, cujos trabalhos a seguir sdo exemplos
destas técnicas em varredura e transmissdao (CORNISH, 2014; CORNISH; WOOQD;
WINDLE, 1999; KEKWICK, 2002; TANGBORIBOONRAT,; TIYAPIBOONCHAIYA;
LERTHITITRAKUL, 1998). Também a microscopia de forgca atdmica encontra aplicacéo
recente em estudos da distribuicdo espacial dos componentes do coloide de BN
(NAWAMAWAT et al., 2011). Nao obstante, o assunto latex da seringueira ainda comporta
muitos estudos para conhecimento das fungdes bioquimicas dos seus componentes. Este
‘renascimento’, ou para usar um termo que melhor retrata a situacao, ‘revigoramento’ deste
tema de estudo se deve, em especial, a especificidade da sintese natural do polimero que
ainda ndo se conseguiu produzir sinteticamente com as mesmas qualidades e caracteristicas
(PUSKAS; CHIANG; BARKAKATY, 2014). Os proéprios estudos da biossintese em si, que
buscam compreender o mecanismo da reacdo de polimerizacdo para um dia ser realizado
pelo homem, reforcam esta renovacdo do LBN como importante tema de estudo cientifico e

tecnoldgico.

Os avancos mais recentes do conhecimento da composicdo quimica e morfoldgica
do LBN séo do século atual e vém de varios paises e centros de pesquisa em latex, em

especial dos produtores de BN, incluindo Malésia, Tailandia e india, mas também do Japo,
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EUA e Inglaterra (CORNISH; WOOD; WINDLE, 1999; JACOB; D’AUZAC; PREVOT,
1993; NAWAMAWAT et al., 2011; TANAKA; TARACHIWIN, 2009).

As substancias presentes no latex distribuem-se entre as seguintes trés fases com os
percentuais aproximados, em massa/massa do latex, com a indicagdo dos principais
constituintes em cada fase (BLACKLEY, 1997b):

e As particulas de borracha (35%): elastomero, fosfolipidios e enzimas
polimerases;
e A fase aquosa (55%): agua, proteinas (de defesa e outras funcdes) e eletrdlitos;

e A fase lutdide (10%): proteinas, lipidios e carotenos.

A seguir é apresentada a composicdo tipica do latex de borracha natural, em
porcentagem, massa/massa, do latex in natura (BLACKLEY, 1997b):

e Solidos totais, 36%;

e Borracha seca, 33%;

e Substancias proteicas, 1 a 1,5%

e Substancias resinosas, 1 a 2,5%

e Cinzas, até 1%;

e AcUcares, 1%;

e Agua, complemento para 100%.

A unidade funcional essencial do elastdbmero é o cis-1,4-isopreno (Figura 1)
(NAWAMAWAT et al., 2011). Este elastdomero natural € considerado um dos polimeros
mais importantes, dentre aqueles obtidos por biossintese, por possuir propriedades quimicas
e fisicas Unicas que encontram vasta gama de aplicacdo, principalmente na fabricagcdo de
pneumaticos, artigos de uso em saude e inumeros outros. Isso se deve a sua excelente
elasticidade, flexibilidade, resisténcia e facilidade de conformagdo (TANGBORIBOON et
al., 2012).

Atualmente, ja é bastante aceita a formula estrutural da borracha natural como
composta de duas unidades de trans-isopreno, denominadas terminal o da molécula,
seguidas por um conjunto elevado, acima de 5.000, unidades de cis-isopreno, e uma unidade

final de cis-isopreno que contém um oxigénio ligado a uma proteina, denominado terminal
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a. Nao obstante as letras dmega (o) e alfa (o) serem a ultima e a primeira letra do alfabeto
grego, respectivamente, na molécula do elastbmero, elas invertidamente, designam as
posicBes onde se iniciou o polimero (w) e o terminal o que € ponta “viva”, onde 0 processo
de biossintese esta incorporando unidades de cis-isopreno. Estes valores mencionados para
a Figura 1 sdo referentes a estudo especifico do autor que trabalhou com polimero de

borracha natural de baixa massa molar que permitisse elucidar a estrutura molecular.

H3C\ /H
/C C
Y .
H:C CH—tcn,, H | M
=G C=C CH,
('H{ CHy—{CH: CH,{CH,C=CH-CH,OR
2 n
L 2 § L
T T
(0] a
frans cis

Figura 1. Férmula estrutural da borracha natural (TANAKA, 2001).

O meio aquoso do latex, como se pode imaginar para o sérum citoplasmatico é
carregado de sais minerais, em especial, K*, Na*, Mg?* e Ca?*" (JACOB; D’AUZAC;
PREVOT, 1993), tem o pH aproximado de 6,5 - 7,0 e densidade de 0,98 g.mL™*
(BLACKLEY, 1997b).

A massa molar média do polimero é elevada, da ordem de 10° g.mol* (PUSKAS;
CHIANG; BARKAKATY, 2014).

Apesar das proteinas estarem presentes no latex em porcentual relativamente baixo,
préximo de 1-1,5% (m/m) (ARCHER; SEKHAR, 1960; SANSATSADEEKUL;
SAKDAPIPANICH; ROJRUTHAI, 2011) elas ocorrem em mais de 250 tipos e funcdes
diferentes, podendo estar agregadas as particulas de borracha, nos corpos lutdides e nas
particulas Frei-Wissling (ARCHER; AUDLEY, 1967). A massa molar varia em grande
intervalo, entre 5.000 a 200.000 g.mol™, o que reflete a disparidade de funcgdes que elas
desempenham no complexo sistema bioquimico das células do tecido da planta
(SANSATSADEEKUL; SAKDAPIPANICH; ROJRUTHAI, 2011).
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3.2.2. Proteinas e alergénicos

Enquanto estas proteinas estdo no ambiente da célula como parte do citoplasma,
desempenham as fung¢des bioquimicas conforme descritas na secdo anterior. Entretanto,
quando o latex é colhido na arvore e cessam as atividades vivas da célula e as moléculas séo
entdo levadas a cumprir a missdo de borracha em inimeros artefatos, as anteriormente Gteis
proteinas, passam a desempenhar papel diverso, pois, em primeiro lugar, como proteinas sao
bioquimicamente muito reativas em interfaces com outros sistemas bioquimicos, como a
pele humana e as mucosas em geral. Em segundo lugar, algumas proteinas, estdo muito
proximas e associadas as particulas do latex (CHAIKUMPOLLERT et al., 2012). No
processo de beneficiamento do latex in natura para se transformar em latex centrifugado,
forma utilizada na inddstria de transformacao, muitas proteinas, cerca de 25% do total inicial
(SANSATSADEEKUL; SAKDAPIPANICH; ROJRUTHALI, 2011), permanecem no meio.
Os processos produtivos, de luvas por exemplo, usam aquecimento para a secagem e
vulcanizagdo dos filmes produzidos a partir do latex, que atingem temperatura proxima a
120° C por cerca de 10 a 20 min (BLACKLEY, 1997a). Estas condi¢6es ndo sdo suficientes
para a desnhaturacdo das proteinas, que assim permanecem no produto final como que
“vivas”, desencadeando reacgdes alérgicas em pessoas sensiveis a estas proteinas do latex

original.

As observacdes de processos alérgicos a produtos de latex se iniciaram nas décadas
de 1960 a 1980 e tem se intensificado desde entdo (PALOSUO, 2014) e hoje séo
considerados problemas graves para os profissionais de salde que sdo obrigados ao uso
frequente de pecas feitas a partir do latex, como as luvas. Mas outros produtos como as
camisinhas, por exemplo, constituem pontos que também chamam a atencdo pela gravidade
dos processos alérgicos do latex em contato com as mucosas sensiveis das regides genitais
(GAWCHIK, 2011). Outros casos de manifestacdes alérgicas sdo relacionados com o uso de
cateteres endogastricos (MCKINSTRY; FENTON; BARRETT, 1992) e sondas fabricadas a
partir de LBN, sendo ja registrados casos de choques anafilaticos decorrentes da

sensibilizagdo alérgica ao latex (BUBAK et al., 1992).
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3.3. PROCESSOS DE TRATAMENTO DO LATEX DE BORRACHA NATURAL

A partir do ponto em que se estabelece uma inequivoca relacdo entre as proteinas e
0s processos alérgicos, iniciam-se pesquisas por tratamentos de varias formas visando
reduzir ou eliminar os efeitos alergénicos das proteinas do latex. Varias formas foram

testadas, a saber:

o Tratamentos com enzimas proteoliticas que hidrolisam ou segmentam as
proteinas em residuos menores e, a0 mudar a forma quimica e/ou a conformacgéo
estrutural da proteina, a inativam para suas reacGes especificas como 0s

processos alérgicos;

o Tratamentos quimicos com surfactantes ou detergentes que lavam no todo ou em
parte as proteinas do sistema, e com reagentes alcalinos para saponificar as
proteinas, o que também pode ter efeito positivo para extinguir ou atenuar o
efeito adverso das proteinas;

o Processos fisicos como a centrifugacdo, realizada por duas vezes, para retirar as

proteinas por arraste no soro aquoso.

Naturalmente, estas solucdes podem vir isoladas e, mais comumente, combinadas.
Segue abaixo, na Figura 2, alguns exemplos de tratamentos de extracdo ou inativacao

alérgica de proteinas.

Latex de Borracha Natural

Tratamento

o-terminal - .
Enzimadtico a-terminal

| ~— Ligagio de hidrogénio I.._. Ligagao de hidrogénio

l )
WO—-—/OW mm{l)_.:? —/On.-‘uxmw

Lava agm com Oligopeptideos
. - Surfactante
Saponificagao
( )

o-terminal : o-terminal
1 (. Ligagao de hidrogénic
® < d}mmm
) —e 8—Ovannne

AV \

Proteinas decompostas
Reagoes nio

+ identificadas

Figura 2. Exemplos de tratamentos para remogdo de proteinas, modificado de NAWAMAWAT;
SAKDAPIPANICH e HO (2010).
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E reconhecido que a molécula do elastdmero esta ligada em suas duas pontas a
fosfolipidios, no terminal dmega, onde se iniciou a biossintese da borracha e, no terminal
alfa, a uma proteina que realiza o trabalho final da biossintese de acrescentar novas unidades
de isopreno a cadeia do polimero. Para complementar esta discussdo, pode ser visto texto
referente a Figura 1, na Secéo 3.2.1 Composicao.

Quando se trata do tratamento com enzimas proteoliticas, quem sofre as acbes
especificas destas enzimas séo as proteinas ligadas ao elastdmero na posicéo alfa, formando
oligopeptideos que supostamente estdo inativados para 0s processos alergénicos originais.
Os surfactantes, por outro lado, vao atuar nos fosfolipidios ligados a borracha na posicao
0mega, deixando estes terminais soltos, enquanto a saponificacdo atua preferencialmente nas
proteinas.

Nota-se que estas solucGes podem ser passiveis de desencadear outros processos
como efeitos colaterais, inclusive alérgicos, como pode ser o caso, por exemplo, de novas
alergias desencadeadas pelas enzimas proteoliticas inseridas no sistema ou pela presenca dos

novos segmentos de peptideos gerados no processo.

3.4. PRESERVACAO DO LATEX E AMONIA

Como segunda hipotese de trabalho e a titulo de ampliacdo de escopo desta tese
tecnoldgica de doutorado, admitiu-se o desenvolvimento de sistema de preservacao de latex

de borracha natural sem a incorporagdo de aménia.

Nos liquidos produzidos pela natureza que se apresentam como produtos leitosos,
como o proprio leite de vaca ou o latex das plantas, a cor branca se forma pelo impedimento
da passagem direta da luz através do material. O fenbmeno se verifica porque o material se
encontra em duas fases imisciveis entre si, mas que coexistem na forma de um coloide ou
emulsdo, onde hd uma forma dispersa, em menor quantidade, suspensa no outro meio,
aquoso nos coloides naturais, que se encontra em maior quantidade. As particulas que
contém a fase dispersa, normalmente se estabilizam pela presenca de proteinas adsorvidas
em sua superficie (HO et al., 1996) que por estarem carregadas negativamente, se repelem

umas as outras, evitando a coalescéncia espontanea que é termodinamicamente favorecida.

As proteinas sdo digeridas por bactérias presentes no meio que as transformam em
acidos graxos volateis, AGV (PHILPOTT; SEKAR, 1953), que, como 0 proprio nome
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indica, pela cadeia carbdnica curta exalam mais facilmente da solucéo e atribuem o cheiro
de putrefato caracteristico nestes processos. Pela formacdo &cida, o pH diminui e
concomitantemente, as proteinas, que estavam carregadas negativamente, perdem esta carga,
provocando a coalescéncia espontanea das particulas, formando o coédgulo ou coalho dos
leites em geral.

Pelo raciocinio acima, a protecdo do coloide pode ser feita com a adicao de alcalis
que intensificardo as cargas negativas das proteinas e, por decorréncia, das particulas que
ndo sofrerdo coagulagdo. No entanto, esta protecdo das particulas, ndo protege o coloide dos
ataques bacterianos.

No caso do LBN, encontrou-se na amonia o protetor ideal, um reagente altamente
disponivel, de baixo custo comercial, que encontra inimeras aplicacdes industriais. No
campo do LBN ela é utilizada como hidroxido de amdnio, NHsOH, em solucdo aquosa
aproximada de 25% (m/m) usada em uma concentracdo aproximada de 0,6 a 0,8 % em massa
de NH4OH por massa de latex JEWTRAGOON, 2004). Ela é inserida no processo em Varios
pontos: a) na tigela de coleta, ainda na seringueira; b) no container de 30, 50 ou 200 L, em
estoque no campo; ¢) na usina de centrifugacdo, se for necessario para protecdo do latex
antes do processo que submente o coloide a alta taxa de cisalhamento a 8.000 RPM
(TANGBORIBOON et al., 2011); e d) depois do processo de concentra¢do, tanto no tanque

de repouso do latex a 62 % de so6lidos, como no tambor para comercializacdo para a industria.

O teor de amonia deve se situar proximo de 0,8 % (m/m) para que ela possa cumprir
as duas funcdes: 1) como protetor do coloide acrescentando cargas negativas na superficie
das particulas e intensificando a carga negativa das proteinas evitando a coalescéncia; e 2)
como bactericida, pois nesta concentracdo, 0,8 %, o pH do latex fica proximo de 10 o que

impede o crescimento e proliferacdo das bactérias (BLACKLEY, 1997b).

Pelo conjunto dos parametros de disponibilidade comercial, baixo custo, facilidade
de operacdo em campo e na industria, protecdo do coloide evitando coalescéncia e colapso
do latex e, finalmente, de protetor bioldgico, a aménia se transformou no protetor universal
para LBN em condigdo que ja se estende desde 1853 (BLACKLEY, 1997b).

Entretanto, tantos fatores positivos ndo poderiam vir isolados: a amonia, por sua
conhecida volatilidade e irritacdo das vias respiratorias, constitui permanente foco de

atencdo por motivos de salde e conforto laboral, o que faz com que ha mais de 70 anos venha
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se pesquisando substitutos para a amonia, pelo menos que se permita diminuir a sua
concentracdo, nos sistemas conhecidos como baixo-amonia, nas expressoes em inglés, “low
ammonia”, LA, a uma concentra¢ao de 0,2% (m/m), diferenciando-se do sistema “high
ammonia”, HA, a 0,8% (m/m). No entanto, a fun¢do bactericida s6 é assegurada na alta
dosagem, o que implica adicionar outro reagente que possa cumprir esta segunda fungéo
(BLACKLEY, 1997b; JEWTRAGOON, 2004).

Os trabalhos de investigacdo cientifica e tecnoldgica de localizar um bactericida ideal
para coadjuvar a amonia na funcdo de proteger o LBN néo tém sido faceis e ja consumiu
muito esforco. O reagente quimico que melhor desempenhou esta tarefa foi o
pentaclorofenato de sodio, ClsCsONa (MURPHY, 1952) que é altamente reativo e eficaz na
preservagao do latex, mas ¢ cancerigeno, conhecido como “p6 da china” (MENON, 1958),
e proibido em muitos paises, inclusive no Brasil (BRASIL, 2015). Outros bactericidas para
uso juntamente com amonia ja foram investigados e encontraram uso comercial, entre eles
0 borax, conhecido também como tetraborato de sddio ou, simplesmente, borato de sédio,
(Na2B40O7-10H20) (COOK, 1960).

35. LATEX, AMONIA E GEL

E reconhecido que a adigio de amdnia como preservante microbiano do LBN resulta
na formacdo de géis no coloide (SANTIPANUSOPON; RIYAJAN, 2009), os quais sdo
entendidos como agregacdo de particulas do elastdmero sem a sua efetiva fusdo entre si, ou
coagulacdo. Para facilidade de visualizacdo, a imagem de pequenos cachos de uva pode dar
uma ideia do fenémeno microscopico. Aparentemente, a formacédo dos géis esta associada
a reacOes cruzadas entre proteinas e fosfolipidios, adsorvidos a superficie de diferentes
particulas que, entdo, formariam aglomerados de particulas sem coagulacdo
(TARACHIWIN; SAKDAPIPANICH; TANAKA, 2003). Ainda mais, estas reagdes tendem
a ser influenciadas pelo alto pH do meio, proporcionado pela elevada concentracdo de
amonia, em torno de 0,8 % m/m. Os géis, pelo incremento no tamanho das particulas,
acarretam progressivo aumento da viscosidade do latex durante a estocagem, o que tende a
interferir na utilizagdo industrial em pelo menos duas situagdes: o espessamento do latex,
pelo aumento da viscosidade durante a estocagem na industria de artefatos, reduz a liberdade

no gerenciamento do seu estoque de matéria prima. Além do mais, obriga a mudangas na
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formulacdo para reduzir a viscosidade, acrescentando agua, por exemplo, o que pode, por
sua vez, interferir na deposicao do filme nos processos de imersao (dipping), a mais utilizada
técnica de producdo industrial de artefatos a partir do latex, notoriamente, luvas, camisinhas
e baldes. A segunda possibilidade de interferéncia dos géis no processo produtivo decorre
da prépria formacdo do gel como juncdo de duas ou mais particulas, sem a fusdo das
moléculas do elastbmero, o que implica na formacao de microfilmes aquosos no interior do
gel. Estas microrregides de agua em meio as particulas de elastbmero no latex poderédo
dificultar a formac&o de filmes coerentes no processo produtivo de imersdo, que € bastante
critico, onde o deposito de borracha deve ter a espessura uniforme para evitar possiveis

pontos fracos no filme, o0 que poderéa levar a imperfei¢cdes ou ruptura do artefato.

3.6. PROTEINAS E PROPRIEDADES MECANICAS DOS FILMES DE LATEX

Os principais tratamentos do LBN para reducdo de seus efeitos alergénicos tém
sempre focado sua atencdo na eliminacdo das proteinas do latex, seja no soro, seja na
periferia das particulas. As formas de remocdo das proteinas envolvem enzimas proteases
(CHAIKUMPOLLERT et al., 2012; PERRELLA; GASPARI, 2002) e processos com ureia
e surfactantes que retirariam, também, os fosfolipidios adjacentes as particulas de
elastomero (KLINKLAI et al., 2004; PICHAYAKORN; SUKSAEREE; TAWEEPREDA,
2013). Entretanto, se por um lado algumas proteinas adjacentes as particulas podem causar
reacOes alérgicas, como ha relatos na bibliografia (BUBAK et al., 1992; PALOSUO, 2014;
POLEY; SLATER, 2000; SUSSMAN; BEEZHOLD, 1995), também ha referéncias na
literatura cientifica que d&o conta que as proteinas em geral desempenham papel importante
na resisténcia mecanica dos filmes de borracha produzidos a partir do latex
(ARIYAWIRIYANAN et al., 2013; SANTIPANUSOPON; RIYAJAN, 2009). Ainda que
ndo se tenha formado consenso sobre este tema a partir das pesquisas realizadas até aqui, a
simples controvérsia instalada a respeito dessa questao ja incentiva a busca por novas formas
de tratamento do LBN que ndo interfiram necessariamente com as proteinas e fosfolipidios

gue compdem a camada das particulas de elastbmero no coloide natural.
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3.7. POLIFENOIS E TANINOS VEGETAIS

Os taninos constituem uma grande categoria de polifendis naturais encontrados em
uma infinidade de plantas e produtos extraidos ou derivados delas (NACZK; SHAHIDI,
2006).

Os taninos sdo divididos em duas categorias: hidrolisaveis e condensados.

Os taninos do primeiro tipo, hidrolisaveis, sdo formados por segmentos de ésteres de
acidos galicos com acidos elagicos glicosilados (MONTEIRO et al., 2005), conforme
mostrados na Figura 3. Sdo compostos que sofrem hidrolise aquosa ou enzimatica e
encontram menor utilizacdo industrial (CARVALHO, 2007) que os taninos condensados,

empregados em inumeras aplicacdes.
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HO 0 HO
O ]
HO o|H O
H OH
HO OH
OH
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Figura 3. Moléculas tipicas de tanino hidrolisdvel com a caracteristica unidade de aglcar ao centro que
confere a caracteristica hidrolisdvel (MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos condensados sdao derivados do flavan-3,4-diol (Figura 4) (HASLAM,
1966), ocorrendo entre 1 e 11 unidades da estrutura apresentada na Figura 5 (COVINGTON,
1997). Sdo moléculas estaveis em meio aquoso e encontram um grande nimero de aplicacfes
industriais, de curtimento da pele para produzir couro, 0 seu uso mais classico (EPA, 1995),
a lubrificante de brocas na perfuracéo de pogos de petréleo (IBRAHIM; CHUAH; CHENG,
2003), passando por floculantes (BELTRAN-HEREDIA; SANCHEZ-MARTIN, 2009) ou

sedimentadores de particulas no tratamento de agua (BAILEY et al., 1999).
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Figura 4. Férmula estrutural da molécula de flavan-3,4-diol.
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Figura 5. Estrutura molecular do tanino (COVINGTON, 1997).

O Brasil € um dos principais produtores e exportadores de tanino da espécie Acacia
mearnsii, Wild, da familia das mimosaceas, conhecida popularmente como mimosa ou
acacia negra, e no exterior como black watlle. Trata-se de espécie de rapido crescimento,
que pode ser colhida em seis anos, e dela se aproveita a casca, de onde se extrai o tanino, e
a madeira, utilizada principalmente para a producdo de celulose, MDF, aglomerados de
particulas e palitos de fésforo (SANTOS; LUZ, 2007).

A regido intensa de producdo € o centro do Estado do Rio Grande do Sul, abrangendo
varios municipios, dentre eles Montenegro, Estancia Velha, Canoas e Triunfo. A espécie €
plantada por pequenos, médios e grandes produtores, pelas vantagens econémicas do uso
tanto do tronco como da casca, mas também por ser uma planta das mimosas, conhecidas
pela propriedade de contribuir para a recuperacio do nitrogénio no solo (MORA, 2002). E
uma planta caracteristica por apresentar seu fruto como vagem como os varios tipos de feijao

e muitas outras espécies.
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A unidade béasica da molécula do tanino, apresentada na Figura 4 contém um
fragmento de resorcina (a esquerda) que, pela posicdo 1 e 3 das duas hidroxilas no anel
aromatico, confere a esta parte da molécula, na posicdes 2 e 4, a alta reatividade dos
resorcinois em relagcdo ao formol e similares, reacdo empregada na fabricacdo de resinas
tanino-formaldeido, TF, muito pesquisadas nas décadas de 60 a 80 para utilizacdo em

substituicdo as resinas fenol-formaldeido, FF, para as industrias de painéis de madeira.

O autor da presente tese de doutorado concluiu seu mestrado realizando, a titulo de
dissertacdo, uma abrangente revisdo critica do uso de tanino na fabricacao de resinas TF para
uso na industria madeireira (PASTORE JR, 1978).

3.8. TANINO E PROTEINAS — A BASE DESTA TESE

As moléculas de tanino sdo bem caracteristicas pelo elevado numero de hidroxilas,
em especial as fendlicas, que lhes atribui alta facilidade de interagdo molecular com outras
moléculas por meio de ligacbes de hidrogénio (SIEBERT; TROUKHANOVA; LYNN,
1996). A mais importante delas, do ponto de vista econdmico-industrial, € utilizada no
tratamento das peles animais na producdo de couro no curtimento do tipo vegetal (EPA,
1995) em contraposi¢do ao curtimento ao cromo, que faz uso do sulfato basico de cromo,
([Cr(H20)6]2(S04)3) (PACHECO, 2005) que constitui cerca de 80% do curtimento no mundo
(DOEPPERT et al., 2011), ndo obstante a origem mineral do cromo e o0s residuos
permanentes que produz, entre outros fatores, num periodo em que as preocupagdes com

residuos minerais estdo bastante acentuadas.

Pelo foco de interesse da presente tese de doutorado, somente sera considerado aqui,

0 curtimento com o tanino vegetal.

No processo de curtimento, o tanino tem que alcancar as fibrilas do colageno da pele
e bloquea-las para que ndo mais estejam disponiveis para os ataques bacterianos, conforme
modelo proposto por Covington apresentado na Figura 6 (COVINGTON, 1997). Como se
trata de um substrato sélido, a pele, e um reagente liquido, o tanino vegetal em solucéo, ha
necessidade de um longo processo de reagdo, cerca de trés dias, em um reator de madeira ou
aco inoxidavel, por nome ‘fuldo’, utilizado nos curtumes (PACHECO, 2005). A reagéo do
tanino com as proteinas no colageno da pele dependem do pH, temperatura, concentracao da

solugéo e tempo no reator (REICH, 2007).
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Figura 6. Modelo de interagdo entre tanino e proteinas do coldgeno (COVINGTON, 1997).

Ao passar pelo curtimento com o tanino vegetal, as proteinas que constituem o
colageno da pele, ndo somente deixam de estar aptas para o ataque microbiolégico, como
perdem a capacidade de reagir como proteinas, pois estdo ligadas ao tanino por fortes
ligacGes de hidrogénio (SRIVASTAVA; MEERA, 2014). Adquirem, por assim dizer, uma
“capa” tanino-proteica que as impede de atuar como proteinas, de forma irreversivel e muito
estavel, confirmada pela estabilidade de couros (ja curtidos), em comparacdo com as peles
(ndo curtidas), que em pouco tempo estdo irremediavelmente comprometidas pela acao
bacteriana, enquanto aqueles, podem enfrentar os desafios de uso prolongado, sem
apodrecerem ou deteriorarem, a ndo ser ao longo de muito tempo de servico, quando o que

ja se verifica é a destruicdo mecénica das fibras.

Como principal observacdo desta explanacdo, pode-se extrair que, para todos os
efeitos, as proteinas originais ndo mais “existem” no “novo material” e, portanto, ndo estéo
disponiveis para reagir em reagdes inespecificas, como na deterioragdo bacteriana, onde
constituem substrato de ataque das bactérias que atacam proteinas em geral. Assim, o0 que
esperar deste complexo tanino-proteico em reacdes ultra especificas como sdo as
sensibilizagbes alérgicas, onde as proteinas desempenham reacdes muito especificas
(POLEY; SLATER, 2000)?

Dos paragrafos anteriores, pode-se admitir como plausivel e bastante consistente a
primeira hipotese da presente tese tecnoldgica, quer seja, a possibilidade de usar o tanino

vegetal em solucdo para reagir com as proteinas do latex, ainda na sua forma de coloide,
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para diminuir ou eliminar as suas reagoes alergénicas. Pode-se admitir também, que a reacao
do tanino deve atingir todas as proteinas existentes no latex, das quais algumas provocam
alergia (PERRELLA; GASPARI, 2002), o que faz pensar que o tratamento com tanino

vegetal vai inabilitar as proteinas e suas reagdes.

Como se sabe, 75% das proteinas sdo eliminadas na centrifugacéo industrial do LBN
(SANSATSADEEKUL; SAKDAPIPANICH; ROJRUTHAI, 2011). No entanto, o
porcentual restante pode conter os agentes alergénicos, o que faz com que este processo
simples de tratamento do latex ndo seja assegurado de todo. Mesmo uma segunda
centrifugacdo, que dificulta e encarece o processamento, ainda ndo vai eliminar as proteinas
integralmente, pois algumas, intimamente associadas a biossintese do elastdmero, estdo
ligadas a borracha por liga¢bes de hidrogénio (TANAKA; TARACHIWIN, 2009), o que

praticamente inviabiliza ou dificulta a sua remogéo por completo.

No caso do tanino, como se espera que este reaja com todas as proteinas, sem
distincdo, espera-se também, que elas serdo inabilitadas para atuarem como antigenos,
mesmo que ainda estejam presentes no latex apds a centrifugacdo ou mesmo que

permanecam num produto de latex, como luvas, por exemplo, apds a fabricacéo.

O tratamento mais utilizado até aqui para a desativagdo proteica e sua capacidade de
desencadear reagdes alérgicas no latex € a utilizacdo de enzimas proteoliticas (KLINKLAI
et al., 2004), que se encarregam de quebrar as proteinas em pedacos menores que Sserdo
eliminados na centrifugacdo ou permanecerdo inativados no que se refere aos processos
alérgicos. Como ja mencionado no texto referente a Figura 2, h4 possiveis pontos de
interrogacao a respeito deste método, pois ha a inseguranca da eficacia da reacdo para todas
as proteinas (KLINKLAI et al., 2004). Outro argumento consiste em que as enzimas
proteoliticas introduzidas, ou as fragfes proteicas produzidas podem elas mesmas

desencadear processos alérgicos.

Naturalmente, por todo o comentario tedrico sobre as reacdes do tanino e as proteinas
exposto nesta secdo, pode-se esperar uma vantagem tedrica do tratamento proposto como
eixo desta tese tecnoldgica de doutorado, em relagdo a solucdo do problema, representada
no tratamento do latex com enzimas proteoliticas. A presente tese baseia-se em reacdes
conhecidas e amplamente utilizadas no principal uso do tanino, o curtimento da pele na

producdo de couro. Como j& mencionado, esta reagdo acontece bastante bem e de forma

41



irreversivel entre uma solucdo de extrato tanico com as fibrilas do coldgeno, mesmo que
necessitando de 3 a 4 dias. Portanto, ndo se vé razéo para que ndo ocorra tdo bem ou melhor,
entre a solugédo aquosa de tanino e as proteinas do latex, que se imagina disponiveis no soro
e na superficie das particulas de elastdmero. Ocorrendo esta reacdo, havera vantagens do
tratamento aqui proposto como tese de doutorado em relacdo aos outros métodos de retirada
das proteinas do latex, pois elas poderdo permanecer no coloide e também nos filmes de

borracha obtidos industrialmente deste LBN tratados desta forma.

Os taninos, como produtos de origem vegetal, vém sendo utilizados ha séculos na
producdo de couros e ndo ha registro de problemas em seu uso, o que confere ainda maior
potencial de viabilidade a esta proposta tecnoldgica de uso dos taninos vegetais no
tratamento do LBN para protecdo sem amonia e inativacdo de sua alergenicidade. Em sendo
bem-sucedida esta proposta, o latex resultante tera ainda a provavel vantagem de néo formar
gel e de ndo retirar as proteinas do sistema. Além do mais, se estas proteinas estiverem
complexadas com tanino, é possivel se antever mudancas em suas estruturas, podendo
derivar dai alteracdes nas propriedades mecanicas dos filmes derivados deste latex tratado

com tanino, podendo ser para melhor, o que testes especificos poderdo confirmar.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. RELACAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

A parte experimental desta tese de doutorado foi bastante extensa e com longa lista
de atividades realizadas que séo apresentadas no Anexo I. Inicialmente, tentou-se, por alguns
meses, encontrar uma forma mais sofisticada de determinar o grau de putrefacdo do latex a
partir da analise dos acidos graxos volateis (AGV), com Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometro de Massas, com acessorio para “head space”, (CG/MS — HS). Trata-se da
analise dos gases na parte aérea superior em um frasco selado com lacre de borracha, por
onde uma agulha coleta os gases para analise no CG/MS. A ideia desta analise, do préprio
autor desta tese, seria perfeita e forneceria um grau acurado de analise permitindo avaliar
com precisao a eficcia dos diferentes tratamentos, mesmo que proximos entre si, pois a
cromatografia gasosa constitui, inequivocamente, boa e precisa ferramenta de analise
quantitativa. Acoplando-se ao sistema de “head space”, constituiria um arsenal apreciavel

de trabalho e seria pioneiro no campo de LBN.

O que aparentemente pareceu um 6timo veio de analise, acabou se mostrando uma
miragem, pois consumiu meses de tentativas ndo se conseguindo mais do que umas poucas
corridas preliminares, sem qualquer resultado, por véarias raz6es operacionais, como auséncia
de colunas adequadas entre outros. Buscou-se outro aparelho que, no entanto, tampouco foi
efetivo. Neste ponto, uma reflexdo sobre a tese tecnoldgica de doutorado foi fundamental
para mudar a abordagem de pesquisa e realmente iniciar a obtencdo de resultados. Iniciou-
se assim uma nova etapa de trabalho, proficua em resultados orientadores da pesquisa por
avangos concretos, que se baseou na execucdo de Planos Experimentais com Varios
tratamentos com as substancias por testar e utilizando-se ferramental de analise mais
simplificado, porém seguro que estava disponivel. Esta decisdo permitiu avancar na tese
tecnoldgica, produzindo-se robusto corpo de dados, logo nos primeiros meses, 0 que
permitiu observar o inusitado comportamento do latex tratado com tanino, mas sem amonia
e que, visivelmente, ndo estava em estado de deterioracdo microbiana. Estas observagoes
conduziram a ampliacdo do escopo da tese para produzir, com um mesmo tratamento, um
latex hipoalergénico ou ndo alergénico e sem o uso de aménia na sua protecao. A conjugacao

dos dois desafios, ainda que de dificil consecucdo, pareceu uma trajetoria exequivel e que,
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sendo positiva, poderia produzir uma contribuicdo tecnoldgica consideravel, na cadeia
produtiva do LBN

4.2. MATERIAIS

4.2.1. Latex

Todos os latex empregados nos trabalhos experimentais desta tese foram
provenientes de seringais de cultivo da regido proxima a Brasilia que permitiam o
deslocamento e implantagdo dos experimentos no LATEQ/IQ/UnB, ou em campo, quando
um ou mais tratamentos exigiam adicdo imediata dos ingredientes. Foram coletados latex de

trés plantios, conforme segue:

Latex da Embrapa: latex de Hevea brasiliensis do clone RRIM 600, o mais plantado

em todo o mundo, de experimentos do Centro de Pesquisas Agropecuérias do Cerrado da
Embrapa, Planaltina, DF. Este latex tem uma peculiaridade: possui aproximadamente 47 %
de massa seca por massa de latex, o que é muito raro. Esta determinacéo, feita em triplicata,
confirma outras determinacdes feitas anteriormente, inclusive pelo Laboratério de Produtos
Florestais (LPF/SFB). Este valor é muito mais alto que na maioria dos plantios de
seringueira, onde o conteudo de s6lidos situa-se proximo a 30%. Mesmo na Amaz6nia, onde
se tem latex mais concentrados, 0s maiores valores que o autor desta tese ja encontrou foi da
ordem de 45%, em casos raros. Ainda que seja uma vantagem para quem for plantar este
clone no futuro, em termos de pesquisa, 0 uso deste clone experimental da Embrapa constitui
um ponto de davida, pois ndo é o material que se vai encontrar na pratica, colocando uma
indagacdo sobre a reprodutibilidade dos resultados desta tese no setor produtivo, o que fez

com que se optasse por latex de seringais plantados comerciais, indicados a seguir.

Latex de Goianésia: também de H. brasiliensis, clone RRIM 600, obtidos junto a

empresa Morais Ferrari, de plantio no municipio de Goianésia, GO, distante cerca de 300
km de Brasilia, DF.

Latex de Cidade Ocidental: novamente da mesma espécie e clone indicados acima,

obtido do seringalista Flavio Rogerio da Silva, de plantio no Municipio de Cidade Ocidental,

GO, proximo a divisa GO/DF, distante cerca de 50 km de Brasilia.
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4.2.2. Taninos

Tanino Weibull, Extrato de Mimosa Natural: produto em p6 comercial produzido
pelaempresa TANAC (TANAC, 2015) (Figura 7), em fabrica no municipio de Montenegro,

RS, a partir da casca da acacia negra, Acacia mearnsii De Wild., da familia Fabacea (ex
Mimosacea).
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Figura 7. As amostras principais de taninos usadas nesta tese foram fornecidas pela TANAC SA, sediada em
Montenegro/RS, que é hoje a principal produtora mundial de tanino da acécia negra.

Outros tipos de tanino, também extraidos da casca da acacia negra e produzidos pela
empresa TANAC, foram cogitados inicialmente: um Weibull branqueado, por nome Weibull
Extra Light, e outro, preparado para uso como floculante, por nome Tanfloc Pop. O primeiro
chegou a ser testado inicialmente no PEP 1, e funcionou no mesmo sentido que o tanino
normal, mas foi deixado para uma outra oportunidade, quando se estiver pesquisando
aperfeicoamentos na técnica, como o clareamento na cor que parece se viabilizar com este
tanino branqueado. Por outro lado, o produto utilizado em tratamento de agua coagulou o
latex logo ao ser adicionado e foi deixado para uma outra oportunidade, pois o problema
pode ser facilmente resolvido com um ajuste prévio do pH da solugdo deste produto antes
da adigdo ao latex. Um outro tanino, degomado, adquirido da empresa Veronese Ltda., foi

usado em testes preliminares apresentando facilidade de adicdo ao latex e foi incorporado ao
PEG 2.
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Finalmente, j& no altimo Plano Experimental, PEC 2, em abril de 2017, foram
testadas amostras cedidas pela TANAC, de seu estoque para testes, de dois taninos
hidrolisaveis, para efeito de comparacéo com o tanino condensado da casca da acacia negra.
Estas amostras de taninos hidrolizados comerciais sdo produzidos a partir dos frutos do
mirabolano (Terminalia chebula) e tara (Caesalpinia spinosa), provenientes da india e do

Peru, respectivamente.

4.2.3. Outros reagentes
S&0 0s seguintes os reagentes utilizados nos experimentos.

o Lauril sulfato de sodio: produto em pé grau PA da marca Synth, com teor de
ativos de 90%.

o Lauril éter sulfato de sodio: produto liquido comercial, da marca Garden, com
teor de ativos de 27 a 28%.

o Renéx: nonilfenol etoxilado, produto liquido da marca Oxiteno, distribuido pela
Casa da Quimica (Brasilia), com 100% de teor de ativos.

o Hidroxido de potéassio: produto em lentilhas, grau PA, da marca Anastacio.

o Ricinoleato de potassio: produto liquido, grau técnico, da marca Cognis.

o Borax: produto em po, grau PA da marca Argent., com teor de 100%.

o Amodnia: solugdo aquosa de NH4OH, grau PA, a 28% (m/m) da marca Isofar,

o Nano particulas de prata: coloide sintetizado em 19/12/2014, no
LABPOL/IQ/UnB (NPPL).

o Nano particulas de prata: produto coloidal comercial (NPPC), da empresa
Nanox.

o Cloreto de célcio: produto em po, grau PA, da marca Vetec, com teor de 99%.

. Etanol: alcool etilico hidratado comercial da marca Sol, com 92,8° INPM.

Frascos de vidro: nos primeiros planos experimentais foram utilizados frascos de
vidro de 250 mL, de boca larga, com tampas metalicas rosqueaveis, do tipo usado para

guardar compotas, enquanto que nos planos posteriores, as tampas eram duplas, de plastico.
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4.3. METODOS

4.3.1. Procedimento de implantacéo dos experimentos

4.3.1.1. Coletado latex

Para a coleta de todos os latex utilizados nos experimentos, houve comunicagdo
prévia com o responsavel pela coleta, j& devidamente autorizado pelo responsavel ou
proprietario do seringal, para orientar quanto a utilizacao de canecas limpas, volume de latex
a coletar, nimero de arvores aproximadas e horario de busca do latex. Na Embrapa, 0 nimero
de arvores coletadas ficou entre 20 e 30, enquanto que nos seringais comerciais nas duas
empresas foi de 50 a 80 arvores.

O corte ou sangria das arvores se deu entre 7 h e 9 h, como habitual na pratica dos

seringais e o recolhimento nas canecas, entre 11 e 13 h.

4.3.1.2. Estabilizacdo do latex com amdnia

Em alguns dos experimentos, o latex excedente era guardado para uso posterior,
estabilizado com leve concentracdo de amdnia, proxima de 0,05% (massa de ativo NH4OH

sobre o volume de latex) e mantido em geladeira.

4.3.1.3. Estabelecimento dos Planos Experimentais

Os planos experimentais foram divididos em duas fases, previamente calculados e

tabulados.

Na primeira fase, executada até dezembro de 2015, foram executadas as seguintes
atividades experimentais, 0s Planos Experimentais Preliminares (PEP) 1, 2 e 3, Plano
Experimental de Goianésia 1 (PEG 1) e Plano Experimental de Cidade Ocidental 1 (PEC 1).

Os trés PEPs (Figura 8) foram implantados no LATEQ a partir do latex trazido da
Embrapa. o PEP 1, foi calculado para volume final de 100 mL, enquanto os PEPs 2 e 3, bem
como os PEG 1 e PEC 1, foram todos feitos com base em 100 mL de latex, para facilitar

calculos e medicdes.
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Figura 8. O seringal de pesquisa da Embrapa/CPAC forneceu o latex para os trés Planos Experimentais
Preliminares, durante 2015. Ao centro, o técnico Dalmir Rabelo.

Para a implantacdo do PEG 1 (Figura 9), o latex foi recolhido das canecas em um
vasilhame de 50 L e a implantacdo dos experimentos, em frascos previamente preparados,

ocorreu no préprio seringal e trazidos para o LATEQ onde foram feitas as determinacées.

Figura 9. A implantacdo do PEG 1 no seringal em Goianésia/GO, em 20/04/2015, demandou um esforco
consideravel de se instalar um laboratério em condi¢des de campo.
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Para a implantacdo do PEC 1 (Figura 10), o latex coletado em campo foi trazido
integro para o LATEQ onde os experimentos foram implantados. Para os tratamentos de
mesmo pH, houve correcdo com acréscimo de KOH ao latex no vasilhame maior para maior
homogeneidade. Como previamente planejado, o latex foi coletado em um volume a maior
em cerca de 20 L, o que permitiu instalar um experimento piloto com este volume usando a

formulacédo que ficou designada de BM, Béasico Melhorado, a partir do PEG 1.

Figura 10. Do seringal na Cidade Ocidental, por sua proximidade da UnB, foi colhido o latex para os PEC 1,
PEC 2 e para varios estudos isolados. Na foto, uma arvore do clone RRIM 600, com corte bastante técnico.

A segunda fase, executada entre janeiro de 2016 e maio de 2017, foram executadas
os Planos Experimentais de Goianésia 2 (PEG 2) e Plano Experimental da Cidade Ocidental
2 (PEC 2).

O PEG 2, implantado em outubro de 2016 e analisado nos meses seguintes, foi dos
mais completos dos Planos Experimentais desta tese, e com o qual se buscou a finalizagao
dos trabalhos de definicdo da formula de tratamento do LBN com tanino. Neste sentido, é
importante fazer aqui alguns registros que permitam a sua melhor compreensdo. O Plano

completo consta como ANEXO 2 desta tese.
Os objetivos deste PEG 2 foram:

a) confirmar os resultados obtidos em programas experimentais anteriores

em relacdo as formulacGes e processos de campo;
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b) testar, nas mesmas condicdes, a formulacdo principal com pH 9, 8 e 7;
c) comparar a utilizacao de tanino e acido tanico com pH 8;
d) comparar o uso de LESS e renéx, com pH 8;

e) comparar a ordem de entrada dos reagentes entre &lcali, tanino e
surfactante.

Algumas consideracdes praticas sobre a implantacdo dos tratamentos, também
devem ficar registrados pois interferiram no planejamento original e serdo consideradas

durante a analise para explicar os resultados.

O plano experimental foi instalado no dia 18 de outubro de 2016. O corte das arvores
foi de 8 as 9 h e a coleta do latex por volta de 14 h. O seringal fica na cidade de Goianésia,
distante 250 km da Universidade de Brasilia, 0 que acrescenta consideravel dificuldade a
parte experimental. A temperatura no dia da coleta do latex e da instalacdo experimental
estava entre 35 e 40 °C, considerada alta, mesmo para as condi¢des normais da regido. A
coleta das amostras coincidiu com o periodo inicial da safra de borracha, quando o latex é
muito instavel o que interferiu com o esquema experimental. Por exemplo, o tratamento
branco de controle, sem adicdo de qualquer ingrediente, coagulou ainda no seringal. Assim,

0 primeiro tratamento, T1, foi alterado pela adi¢do de cerca de 0,3% de amonia.

Plano Experimental de Cidade Ocidental 2, realizado em abril de 2017, para testar a
possibilidade de uso de dois taninos hidrolisaveis, de mirabolano (Terminalia chebula) e tara
(Caesalpinia spinosa), e testar as formulacbes ja consolidadas, empregando-se periodo

prolongado (12 horas) de mistura dos reagentes com o latex.

4.3.1.4. Preparo de solucdes

As solucbes empregadas nos experimentos foram feitas a temperatura ambiente com
adicdo simples dos reagentes em agua destilada, podendo ser utilizada no mesmo dia ou
posteriormente. A excec¢do ficou com o tanino que deve ser sempre feito de véspera para

permitir melhor hidratagéo.
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4.3.2. Acompanhando a estabilidade bioldgica e fisica do latex

4.3.2.1. Descricdo dos aspectos gerais

Estas anotacdes foram realizadas mais sistematicamente com o PEG 1, especialmente
em especial com o PEC 1. Antes de qualquer medicdo ou andlise, a amostra era
cuidadosamente observada para registrar a integridade do latex, se estava coagulado ou
liquido, a cor, a formacéo e diferenciacdo de camadas, ocorréncia depositos no fundo do
frasco e a ocorréncia de manchas superficiais ou pintas na parede do frasco e qualquer outro

fator que se fizesse interessante registrar.

4.3.2.2. Avaliacdo Olfativa

Para a avaliacdo do cheiro, foi definido que as notas seriam atribuidas em um
intervalo entre -5, nota atribuida a amostra mais deteriorada quando o cheiro putrefato do
latex esta maximo, passando por zero, um ponto neutro (nem desconfortavel, nem tampouco
confortavel), indo até +5, que seria a nota mais agradavel ao olfato. Naturalmente, quanto
maior o nimero de leitores, menor a subjetividade da leitura e melhor a avaliacdo. Nos trés
PEPs e no PEG 1, as leituras eram mais indicativas de acerto ou erro do tratamento, e foram
feitas por uma ou duas pessoas. No PEC 1, 0 processo passou a ser mais critico e demandou
a participacdo de 3 pessoas, quando duas ja concordavam, esta nota era atribuida; quando
ndo se tinha consenso, a terceira pessoa avaliava a amostra e atribuia a nota, tirando a davida
e formando, assim, o consenso de, pelo menos, duas pessoas. A somatoria das notas ao final
de vérias leituras, aumenta o espalhamento das leituras e diminui a vulnerabilidade do
método, que naturalmente permanece ainda subjetivo e pode ser utilizado apenas como
indicativo. Entretanto, mostrou-se bem inequivoco para se definir, ao longo de 2 a 4 meses
de tratamento, que uma amostra estd ou ndo preservada quanto ao ataque bacteriano. Aos
tratamentos AA, alto amdnia, e BA, baixo amdnia, normalmente, ndo foram atribuidas notas
de cheiro porque a aménia é bastante forte e desconfortavel e principalmente, porque nestas
amostras ndo se forma o odor caracteristico de putrefacdo, como era de se esperar pela

amoOnia ser o preservante classico de LBN.

Como a escala de - 5 a + 5, dificultava, as vezes, para discernir 0 zero, ou seja, 0
ponto intermediario e também para dar notas negativas, passou-se a adotar no PEG 2 e

posteriormente, uma escala diferente: de zero, a mais putrefata, a dez, a de cheiro mais
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agradavel, de latex que foi recéem colhido da seringueira. O ponto intermediario, 5, € quando
0 odor deixa de ser agradavel para ser desconfortavel. Nesta nova escala, a pontuacao foi
mais facil para os observadores que continuaram sendo, sempre, de no minimo dois

observadores bem experientes, treinados nos programas experimentais anteriores.

4.3.2.3. Determinacdo de pH

As medidas de potencial hidrogenionico foram feitas em aparelho comercial da
marca TECNOPON (MPA 210) com uso de eletrodo modelo SST-209 do mesmo fabricante,
especial para uso em meios mais viscosos, como latex, cosméticos, suspensdes minerais
finas etc. No inicio de cada conjunto de medidas, o0 pHmetro era calibrado em dois tampdes,

fornecidos junto com o aparelho, com pH 4,0 e pH 7,0.

4.3.2.4. Andlise dos 4cidos graxos volateis (AGV)

Os AGV sédo formados como produtos da degradacdo bacteriana dos compostos
organicos ndo-borracha do latex, tais como proteinas, lipidios e actcares. Por sua polaridade,
ficam dispersos no soro aquoso. Nos trabalhos experimentais desta tese, foram medidos de
acordo com a norma ASTM D7610, onde, em resumo, o latex é coagulado em banho-maria
em torno de 60 °C, na presenca de sulfato de aménio para minimizar a formacéo de gel. O
coagulo formado € cuidadosamente amassado para liberar todo o soro possivel, onde estdo
0s AGV. O soro aquoso é entdo submetido a destilacdo a vapor e os acidos graxos sao
carreados por arraste a vapor e condensam na parte inferior do Destilador de Markham,
empregado na norma. O condensado é recolhido e titulado com solucdo de hidroxido de

bario.

4.3.2.5. Medidas do potencial zeta e tamanho da particula

As determinacdes do potencial zeta e do diametro hidrodindmico das particulas
foram realizadas no equipamento Zetasizer Nano Z90 (Malvern Instruments), do
Departamento de Genética e Morfologia do IB/UnB, por medida da mobilidade
eletroforética e espalhamento dindmico da luz (DLS) com excitacdo em 632,8 nm,

respectivamente. Para garantir o espalhamento da luz as amostras foram diluidas,
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inicialmente, para 20.000 vezes em &gua deionizada em trés passos: de 2 mL para 200 mL,
de 2 mL para 200 mL e de 25 mL para 50 mL. Nos Planos Experimentais a partir do PEG 2,
as diluicdes passaram a ser de 1 para 10.000, que permitiram melhor resultado. As leituras

das duas propriedades foram feitas com aliquotas com a mesma diluicao.

As duas medidas, potencial zeta e didmetro da particula, sdo importantes para
caracterizar o sistema coloidal que constitui o LBN. Em um coloide, duas fases, imisciveis
entre si por diferenca de polaridade, coexistem, uma minoritaria, no interior de micelas em
geral esféricas, que flutuam na outra fase. No caso do LBN, as particulas contém a fase
elastomérica, apolar, enquanto a outra fase é constituida por um soro aquoso polar, que
contém os elementos de um citoplasma celular vegetal. As particulas de borracha tém em
sua superficie moléculas de fosfolipidios e proteinas, as quais se situam acima de seu ponto
isoelétrico e, portanto, estdo carregadas negativamente e o potencial zeta do coloide é
negativo. Por outro lado, a medida do diametro hidrodindmico das particulas pode indicar se
esta ocorrendo a coagulacdo ou aumento do volume das particulas em decorréncia de outros

processos.

4.3.2.6. Viscosidade Brookfield

Ate arealizacdo do PEG 2, ndo era realizada a medida da viscosidade, mas entendeu-
se que este seria um pardmetro adequado para analisar e acompanhar a evolucdo dos
tratamentos com latex no decorrer do tempo. Adotou-se, portanto a partir do PEG 2, a
determinacéo da viscosidade dinamica das amostras em aparelho da Brookfield Engineering
Laboratories. As medicdes se deram a temperatura ambiente, utilizando-se tabelas de
correcdo, usando-se o fuso (spindle) 2, com velocidade variavel, que permitisse a leitura no

intervalo do visor, como habitual da técnica.

4.3.3. Experimento piloto de 20 litros

Como parte do Plano Experimental de Cidade Ocidental N 1, foi feita coleta de um
excedente de 20 L, com os quais se fez um experimento piloto, adotando-se a formulagéo
que se imaginava ter sido o melhor tratamento a partir das observacdes do plano anterior,
PEG 1, ajustando alguns parametros, no tratamento que no PEC 1 recebeu a sigla de BM, ou

Basico Melhorado, conforme se pode ver nos dados langados na tabela para o PEC 1. No
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entanto, ndo havia o reagente borax suficiente para fazer proporcionalmente o tratamento

BM para 20 L, que para este ingrediente, ficou préximo a 75% do valor necessario.

O vasilhame (de 50 L) com o piloto de 20 litros de latex ficou abrigado no interior
do LATEQ (Figura 11), sem qualquer condigéo especial, e se verificava diariamente, sem
abertura do frasco, se sua condi¢do liquida se mantinha, o que foi se confirmando. Apds
cerca de 1 més e meio de instalado este experimento, a amostra foi levada a S&o José do Rio
Preto, SP, para proceder a centrifugacdo deste piloto de 20 L na Usina Jasmim de
Beneficiamento de Latex, utilizando-se a centrifuga industrial normal da marca Alpha Laval,
modelo LRH, que opera em regime normal de trabalho a 8.000 RPM, processando 400 L de
LIN/hora.

Figura 11. O experimento piloto de 20 L de LBN com tanino, bérax, LESS e KOH permaneceu em
observacdo por mais de 50 dias, sem deteriorar ou coagular.

Como o volume de 20 L néo era suficiente para atingir o regime normal da maquina,
foi necessario usar 0 soro aquoso da amostra, captado na saida de descarte da centrifuga,
para concluir a passagem da amostra. Ainda que nédo seja o ideal, este procedimento ndo
comprometeu a experiéncia piloto. Como nédo se dispunha de aspectos objetivos a anotar,
gravou-se em video o depoimento do operador da maquina, Sr. Carlos Rossi (Figura 12),
que trabalha ha 5 anos na func¢do, o qual considerou a amostra piloto similar ao latex normal
para efeito de centrifugacdo. Tanto o centrifugado como o soro de descarte foram coletados
e trazidos ao LATEQ para testes posteriores.
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Figura 12. O experimento piloto de 20 L de latex foi processado em centrifuga industrial na Usina Jasmim,
(S.J. do Rio Preto/SP), e suportou bem a alta taxa de cisalhamento do processo. O operador Carlos Rossi
gravou depoimento de que o latex experimental estava igual ao do latex normal.

4.3.3.1. Preparacdo dos filmes de latex por imersao

O latex centrifugado resultante do experimento piloto foi testado em sua capacidade
de formar depositos de filme no processo por imersao, muito utilizado industrialmente para
a fabricagdo de luvas, camisinhas e balGes. No teste no laboratorio (Figura 13), usou-se
tubos de ensaio de vidro, que foram mergulhados em cerca de 5 cm num banho coagulante,
preparado a base de cloreto de calcio a 20% (m/m) em uma solucdo 1:1 de &gua destilada e
alcool etilico, e depois de seco, o tubo era mergulhado no latex centrifugado, com velocidade
lenta para permitir um depdsito coerente e sem falhas. Para efeito de comparagéo, foi testado
em paralelo o latex centrifugado normal, obtido da Usina Jasmim. Em alguns tubos testados,
conseguiu-se um deposito bastante uniforme para o latex do experimento piloto, que deu
depdsito mais uniforme que o latex centrifugado normal.
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a) Teste em laboratério

b) Teste em uma pequena industria de drenos masculinos

Figura 13. Com o latex centrifugado do experimento piloto foram feitos testes de deposicdo de filmes pelo
processo de imersdo, similar ao usado na indUstria de luvas e camisinhas, apresentando comportamento
normal e fornecendo filmes bem coerentes.
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4.3.4. Verificacdo do teor de proteinas e alergénicos

434.1. Preparacdo dos filmes de latex

Com os tratamentos implementados no PEG 2, foram testadas 6 amostras (T3, T7,
T8, T9, T10 e T11, dos 12 tratamentos originais, 0s quais estavam apresentando bons
resultados nos outros parametros investigados e que eram bem representativos dos
tratamentos e objetivos testados no PEG 2. Foram retiradas duas amostras com 12 mL cada
(por limitacdo do equipamento), que foram centrifugadas em equipamento Hermle Z 32
HKC, a 8000 RPM e a 16 °C, durante 60 min. Aliquotas do creme superior, fracdo que
contém o elastdmero, foram secas para produzir peliculas em estufa a vacuo, a 60 °C, durante
24 horas.

Dois tratamentos: a melhor resposta com aménia (T3) e o melhor tratamento com
tanino e renex (T8), apds a primeira centrifugacdo, foram rediluidos com solucdes aquosas
que restituiam aproximadamente as condi¢des anteriores a centrifugacdo. Novamente,
permaneceram num misturador rotacional (shaker) por 12 horas e foram centrifugadas pela
segunda vez, nas mesmas condicdes. Este processo finalizou com: 6 amostras sem
centrifugar (denotadas por NC), 6 amostras com uma centrifugacdo (C1) e 2 amostras com

duas centrifugacdes (C2), totalizando 14 amostras.

4.3.4.2. Espectroscopia FTIR

A literatura cientifica referente a diminuicdo de proteinas alergénicas registra
publicacGes onde se faz uso da espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) para verificar diminuicdo de proteinas como resposta a tratamentos
especificos para este fim (ARIYAWIRIYANAN et al.,, 2013; SANSATSADEEKUL;
SAKDAPIPANICH; ROJRUTHAI, 2011). Neste sentido, iniciou-se procedimento
experimental para verificar a possibilidade de se usar esta técnica para verificar a diminuicéo
das proteinas. Os espectros de FTIR foram registados com o espectrofotdometro JASCO FT-
IR 4100 e para cada espectro foram feitas 64 corridas (scans) com resolugéo de 4 cm™. As

amostras foram preparadas na forma de filmes secos a 60 °C sob vacuo.
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4.3.4.3. Teor de proteinas totais e lipidios

Do filme descrito em 4.3.4.1., também foram retiradas amostras para enviar ao
Centro de Analises Laboratoriais CBO em Valinhos, proximo a Campinas, SP, para

quantificacdo de proteinas totais e lipidios.

A determinacdo de Proteina Bruta, seguiu o Método Dumas, onde basicamente a
amostra sofre combustdo com oxigénio, entre 900 e 1200 °C; os gases formados séo
arrastados com auxilio de gas inerte, sdo purificados através de filtros que retém as particulas
de 6xidos, de gases interferentes e dgua. Os Oxidos de nitrogénio formados sdo reduzidos a
nitrogénio elementar, por contato com metal quente (tungsténio ou cobre), e é determinado
quantitativamente por detector de condutividade térmica. O contetdo de nitrogénio é

multiplicado pelos fatores de conversdo especificos para proteina (SINDIRACOES, 2013).

Os lipidios foram determinados como Extrato Etéreo pelo método de Soxhlet, pelo
qual a amostra € extraida por repetidas lavagens com um solvente organico que fica sob
refluxo em uma vidraria especifica. Ap6s a evaporacdo do solvente, obtém-se o residuo que
corresponde ao teor de lipidios da amostra (SINDIRACOES, 2013).

434.4. Proteinas extraiveis e duas proteinas alergénicas

Também a partir do mesmo filme, foram retiradas por¢Ges de cada uma das 14

amostras que foram enviadas para o Centro de Pesquisa TAARC da Inglaterra.
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4.3.5. Resumo dos planos experimentais

Sigla: PEP 1

Data: janeirof/2015

Local (ais) de execucdo: 1Q
Origem do latex: Planaltina
Variavel (eis): potencial zeta (PZ)

Plano Experimental 1

Objetivo (s): testar estabilidade do latex com trés surfactantes, LSS, LESSeRIC

Produtos:
1. Grafico de PZ contra concentracdo — Figura 15, pagina 59

/Sigla: PEP 2

Objetivo (s): definir concentragdo de tanino, [Cl..,, em diferentes pHs
Desenho Experimental (DE): 7 tratamentos (T)

Data: fevereiro/2015

Local (ais) de execucdo: 1Q

Origem do latex: Planaltina

\Variével (eis): variacdo no tempo de PZ e didmetro da particula (@p)

Plano Experimental 2

Produtos:
Tabela 1: Variacdo no tempo de PZ e @p por tratamento, pagina 60

fsigla: PEP 3

Objetivo (s): com [Cl,,, fixa, definir bactericida, pH e surfactante
Desenho Experimental: 13 tratamentos

Data: abril/2015

Local (ais) de execucdo: 1Q

Origem do latex: Planaltina

\\Variével (eis): PZ e @p (fixas) e variagdo de pH no tempo

Plano Experimental 3

Produtos:

\-

Tabela 3: medidas fixas de PZ e @p por tratamento, e variacdo

de pH no tempo, pagina61

/_Sigla:PEPZ

Objetivo (s): definir concentragdo de tanino, [Cl..,, em diferentes pHs
Desenho Experimental (DE): 7 tratamentos (T)

Data: fevereiro/2015

Local (ais) de execucdo: 1Q

Origem do latex: Planaltina

k\a’ariével (eis): variacdo no tempo de PZ e didmetro da particula (@p)

Plano Experimental 2

J

Produtos:
Tabela 1: Variacdo no tempo de PZ e @p por tratamento, pagina 60

fSigIa: PEP 1

Data: janeiro/2015

Local (ais) de execucdo: 1Q
Origem do latex: Planaltina
\Variével (eis): potencial zeta (PZ)

Plano Experimental 1

Objetivo (s): testar estabilidade do latex com trés surfactantes, LSS, LESS e RIC

\

Produtos:
1. Grafico de PZ contra concentragdo — Figura 14, pagina 59

Sigla: PEP 2

Objetivo (s): definir concentragdo de tanino, [Cl.,,, em diferentes pHs
Desenho Experimental (DE): 7 tratamentos (T)

Data: fevereiro/2015

Local (ais) de execucdo: 1Q

Origem do latex: Planaltina

Variavel (eis): variacdo no tempo de PZ e didmetro da particula (@p)

Plano Experimental 2

Produtos:
Tabela 1: Variacio no tempo de PZ e @p por tratamento, pagina 60

Sigla: PEP 3

Objetivo (s):com [C],,, fixa, definir bactericida, pH e surfactante
Desenho Experimental: 13 tratamentos

Data: abril/2015

Local (ais) de execucdo: 1Q

Origem do latex: Planaltina

Varidvel (eis): PZ e @p (fixas) e variacdo de pH no tempo

Plano Experimental 3

Produtos:

Tabela 3: medidas fixas de PZ e @p por tratamento, e variacdo
de pH no tempo, pagina6l

Figura 14. Quadro geral dos planos experimentais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. RESULTADOS E INTERPRETACOES DA PRIMEIRA FASE

Do amplo conjunto de experimentos realizados no ambito desta tese de doutorado,
serdo apresentadas e comentadas nesta se¢do, algumas das tabelas mais conclusivas de
resultados que emergem dos estudos da primeira fase e que serviram de base para todo o
desenvolvimento posterior, na segunda fase, onde se alcancaram o0s resultados que

permitiram a finalizacdo da tese.

A execugdo dos trabalhos da 12 fase foram, nitidamente, adquirindo crescente
complexidade, iniciando com um Plano Experimental simples, como é o PEP 1. Como parte
deste Plano, investigou-se a acdo de surfactantes no latex, ou melhor, na estabilidade iénica
do coloide medida pelo potencial zeta (Figura 15). Nota-se que o uso de tensoativos é
fundamental e o LESS mostrou-se superior ao LSS, ambos em concentra¢do de 1% (m/m)
da massa de latex. Como a densidade do latex esta relativamente proxima a 1 (0,93 g/mL),
o calculo pode ser feito em relacdo ao volume, que o erro que se cometer é pequeno e se

compensa pela facilidade de trabalhar em campo com volumes, mais faceis de mensurar.

Concentracao de surfactante (%)

4 6 8 10 12 14 16
— T " T T T " T T T T 1T

o
N

&
X

—a—|SS
—o— RIK

—A— LESS

@
o
1

Potencial zeta (mV)

; A A [
N o [ee]
1 ] 1

I
I
1

A
=)
1

-48

Figura 15. Programa Experimental Preliminar N°1: influéncia de trés surfactantes no potencial zeta do latex:
LSS, LESS e RIK, o qual apresentou o melhor desempenho. Entretanto, ha dificuldade de fornecimento e
maior custo.
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No PEP 2 (Tabela 1), j& mais complexo, o tanino é inserido como variavel, em
diferentes pHs, comparando-se a sistemas classicos de tratamento do latex baseados em
amonia. As respostas ja sdo obtidas em potencial zeta e didmetro da particula, ao longo do
tempo. Dos dados obtidos no PEP 2, pode-se concluir que um porcentual de tanino entre
0,4% e 0,6% sobre a massa do LBN pode ser utilizado e ele pode ser usado em sua forma

direta, em suspencao aquosa a 25%, preparada de véspera.

Tabela 1. PEP 2 - Programa Experimental Preliminar N° 2: influéncia da presenca de tanino
em diferentes pHs sobre o potencial zeta e o tamanho da particula.

Diadmetro da
Amostras Tempo (horas) Potencial zeta (mV)
particula (nm)

BT = Branco Total 19 -30,8+1,3 682 19

Tanino a 0,3%, pH5 0 -30,2+£0,4 -
Tanino a 0,3%, pH9 0 -454+04 489 +3
19 -37,4+0,3 406 + 13
BA = Baixo amdnia 43 -18,4+1;3 419+ 10
(0,2% v/iv) 114 -35,8+0,8 295+8
162 -35,9+0,5 3335
19 -40,2 + 0,3 405+ 10
AA = Alto aménia 43 -434+29 399+9
(0,8% viv) 114 -39+13 377+ 16
162 -43+0,7 407 £ 14
0 -34,3+1,.2 451 +2
19 -35,8+0,3 450+ 11
Tanino a 0,3%, pH7 43 -35+0,6 489 + 52
114 -30,4+0,8 473+ 14
162 -348+14 422 +8
0 -37,1+172 439+ 31
19 -35,2+0,6 478 + 19
Tanino a 0,5%, pH7 43 -32,3+£0,1 451 £ 49
114 -34,3+0,6 537 £ 66
162 -33,3+0,9 474 + 48

No PEP 3 (Tabela 2), se inicia a medida do pH ao longo do tempo, mas as
determinaces de potencial zeta e didmetro da particula ficaram restritas ao primeiro dia do

experimento, 0 que permitiu extrair menos informagdes. Dos resultados do PEP 3, pode-se
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observar que o pH do latex é uma variavel de elevada importancia e deve ser mantido, no
minimo entre 8 e 9. Esta condicdo eleva o potencial zeta do coloide e contribui para a
estabilidade do latex. Estes valores de pH podem ser conseguidos com KOH, solucdo a 2
mol/L, que é ingrediente corrente no meio profissional do LBN e ndo haveria dificuldade em
ser adotado em producdo normal. Ainda em relacdo ao pH das misturas de latex com tanino,
observou-se que os valores de pH, apos corrigidos com KOH para proximo a 9, decresciam
nitidamente no primeiro dia de observacao. Esta queda pode ser interpretada como reacao
do tanino com as proteinas em progresso, durante esta fase inicial de acomodacéo do coloide
apos a introdugdo dos novos integrantes, o borax, o tanino, 0 KOH e o surfactante. Portanto,
como sugestdo, o pH pode ser corrigido para valores entre 9 e 10, para atingirem um valor

final entre 8,5 e 9.

Tabela 2. PEP 3 — Programa Experimental Preliminar N° 3: potencial zeta e tamanho de particula em funcdo
de diferentes composi¢des com tanino, surfactantes e pH.

Potencial Diametro Medidas de pH com o tempo
o zeta da particula Dias
N Amostras (mV) (nm) 0 1 5 3 5 9
-no 1°dia - - no 1°dia -
1 BT = Branco Total -33,1+1 534 + 46 6,5 coag - - - -
2 Baixoambnia0,2% + LSS 1% -34,4+1,1 440 £ 10 105 104 10,3 - 10,3 10,2
3 Alto Ambnia, 0,8% (v/v) -375+0,8 435+ 10 10,9 10,8 10,7 - 11,0 11,0
4 KOH (2M),apH11 -33,1+0,9 440 + 26 10,7 105 101 6,7 coag -
5 TanapH9 + LSS 1% (m/m) -326x21 470+ 18 7,1 6,1 6,0 6,1 6,1 6,1
6 TanapH11l+ LSS 1% (m/m) -31,9+0,2 483 + 22 73 60 60 60 60 60
7 TanapH9 + LESS 1% (m/m) -309+1 520 + 26 6,9 58 58 59 59 59
8 KOH pH11+BA0,2% (m/m) -33,1+0,7 447 £ 22 104 10,3 10,1 10,1 10,3 10,2
NPPL: nano particulas de
9 orata, do LABPOL -343+0,7 462 + 17 95 62 6,0 - 6,1 6,1
10 NPPC: nano partlculas de 31,6404 540 + 31 6.5 59 i i i i
prata, comercial coag
11 NPPCapH9 -33,9+0,7 - 9,3 6.4 - - - -
coag
0,
1o NPPLapHS +Tan 0,4% -33,810,6 - 71 60 59 - 60 60
(m/m)
0,
13 NPPCapH9+Tan04% 33,111 - 72 70 60 - 60 60
(m/m)

- coag: coagulado

Com respeito aos bactericidas, o borax, em solucdo aquosa a 5% m/m e a uma
concentracéo de 0,8%, pode ser usado como o bactericida brando e de uso seguro na proposta

de preservacao do latex, conforme aqui se enuncia. Este bactericida j& € usado ha séculos, €
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seguro em termos de salde humana e de preocupacBes ambientais. Os coloides de
nanoparticulas de prata, tanto o sintetizado no LABPOL como o comercial Nanox,
apresentaram resultados preliminares promissores. No entanto, o0s testes foram
temporariamente interrompidos em vista do argumento da tese tecnoldgica do doutorado,
onde, conseguir uma solucdo viavel e pratica para a confirmagdo da 22 hipétese deve ter
prioridade, o que ja vem sendo conseguido com o uso do bérax, de custo muito menor do
que as nano particulas de Ag comerciais, que permanecerdo em espera de novas frentes de

pesquisa na mesma direcdo, que comportem solugdes mais caras.

Com a execucdo dessa série dos trés PEPs, em especial o terceiro, ficou mais nitido
que havia algo de novo e interessante no uso de tanino como agente de protecdo do latex de
borracha natural, que claramente poderia se viabilizar na pratica da producéo, a partir de
uma férmula simples, exequivel na pratica produtiva em campo, e ndo onerosa em termos
de custo ou trabalho. A tese tecnoldgica de doutorado assume assim um novo patamar,
admitindo-se uma ampliacdo do seu escopo, passando-se a investigar a protecédo biolégica e
fisica do latex, concomitantemente ao estudo de inativacdo dos seus fatores alergénicos,
possivelmente com o0 mesmo tratamento baseado em um composto vegetal, o tanino,
coadjuvado por outras substancias. O que, entdo, agregava a tese complexidade e
importancia tecnoldgica. Assim, para uma nova etapa, seria necessario buscar um latex mais
estavel e produzido em maior escala para se obter resultados reprodutiveis. O latex usado
até entdo, dos experimentos do CPAC/Embrapa, € muito interessante como objeto de estudo
em si mesmo, pois tem um alto teor de solidos e de borracha incomum, da ordem de 47%,
que devera receber atencdo de pesquisa propria e especifica, mas que deveria aguardar outra
oportunidade. Desta forma, optou-se pelo uso do LBN do seringal de Goianésia, GO, e,

depois, da Cidade Ocidental, mais proximo a Brasilia.

Seguiram-se dois Planos Experimentais, PEG 1 (Tabela 3) e PEC 1 (Tabela 4), mais
complexos e de resultados mais nitidos, onde se elegeu o tanino no centro das variaveis, com
presenca assegurada na formulagéo, em porcentual de 0,4 a 06%, e se investigava a sele¢do
dos coadjuvantes, em especial o surfactante e o bactericida, j& que o KOH, podia ser

considerado adequado para a formulacéo, restando por decidir a faixa adequada de pH.
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Tabela 3. PEG 1 - Resultados do Plano Experimental de Goianésia N° 1: acdo de tanino com varios biocidas
na protecdo do latex.

Tempo Potencial zeta Diametro da .
Amostras (dias) (mV) particula (nm) pH Cheiro
BT = Branco Total 1 -30,3+0,7 431+ 22 coag coag
1 -30,1+0,5 365+ 16 - -
B onia, 0.2% (vI) 5 -30,0+1,3 339+6,4 9,72 amonia
alxo amonia, 0,2% (v/V A .
+ LSS 1% (m/m) 11 -30,0+1,.3 354 +13 9,54 amon!a
20 -33,6+0,8 345 + 03 10,33 amonia
52 -37,2+0.2 369 + 05 9,64 amonia
1 -34,8+0,5 365 + 05 - -
5 -25,3+1,6 358 +17 10,15 amonia
Alto Ambnia, 0,8% (Vv/v) 11 -339+04 343 + 08 10,03 amonia
20 -39,5+0,6 344 + 05 10,85 amonia
52 -37,6+0,3 375+12 10,19 amoénia
1 -31,4+0,8 553 + 26 6,13 -3
Tan 0,4% (m/m) a pHO 5 -29,6 +0,9 390 + 12 6,30 2,5
+ LSS 1% (m/m) 1 - - 5,91 2
20 -31,5+0,7 459 + 11 6,36 2
52 -334+12 541 + 26 6,35 2
Tan 0,4% (m/m) a pHO 5 -253+1,0 368 + 19 6,06 2,5
+ LESS 1% (m/m) 11 -257+1,3 397 +21 5,33 1
20 -30,3+19 386 + 03 5,69 2
52 -32,6+0,7 432 £15 5,93 1
1 -31,9+0,2 477 £ 17 8,01 3
Tan 0,4% (m/m) a pHY 262413 710 + 13 6,65 1
+ LSS 1% (m/m) 11 -28,6+2,3 455 + 02 6,57 1,5
+ Bérax 0,8% (m/m) 20 -31,9+0,9 556 + 104 7,07 1
52 -32,7+0,2 535+ 17 6,88 0
1 -28,2+0,5 497+ 35 7,53 3
Tan 0,4% (m/m) a pHO 5 -26,1+0,1 737 + 48 6,39 1
+ LSS 1% (m/m) + 11 -29,8+0,3 477 +23 6,40 -0,5
DOT 0,8 % (m/m) 20 342 +37 506 + 39 6,81 1
52 -31,8+0,5 566 + 72 6,87 0,5
1 -315+0,2 672 + 20 6,30 3
Tan 4% (mim) + LSS 1 5 259+27 345+ 11 6,31 2
an o (Mm/m) + +
IPBC 0.8 11 -323+14 346 + 18 5,90 0
20 -32,6+2,0 466 + 20 6,18 -1
52 -32,1+0,8 484 + 31 6,40 0,5
1 287+13 463 + 38 6,14 -
Tan 4% (mim) a pHO 5 -330+19 327 £ 07 6,19 2
an o (Mm/Mm)ap + } }
LSS 1 + NPPC 0.4) 11 26,9 +0,2 367 £19 6,33 15
20 -324+25 430 + 29 6,12 2
52 -31,6+0,5 505 + 32 6,20 1

- coag: coagulou; aménia: alto cheiro de amdnia impediu o teste
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Tabela 4. PEC 1: Programa Experimental de Cidade Ocidental N°1, instalado em 16/7/15 e avaliado até 25/9 (70 dias), com 22 tratamentos: aperfeicoando a formulacéo.

Amost 16/07 18/07 20/07 24/07 03/08 10/08 24/08 25/09 Soma  Média

Amostras Ne. pH OIf. pH Olf. pH OIf. pH Olf. pH OlIf. pH Olf. pH OIf. pH OIf. Olfat. pH
Basico PEG 1 11 8,63 3 6,63 2 6,6 -1 648 -1 5,85 0 5,67 -2 5,76 0 CG -5 -4 6,63
Bas. Melhor. (BM) 21 8,65 4 8,74 3 8,74 3 8,64 3 ? 2 8,1 4 7,95 3 7,6 2 24 8,35
BM Invertido 23 8,71 3 8,77 2 8,77 1 8,66 4 ? 2 7,8 2 7,99 1 7,74 2 17 8,35
BMvar T0.2 31 8,71 5 8,85 4 8,88 4 8,8 2 ? 2 8,28 3 8,43 3 8,88 5 28 8,69
BMvar T 0.6 41 8,54 3 8,58 4 8,5 4 7,97 4 ? 3 7,81 4 7,86 3 7,53 -3 22 8,11
BMvar TO0.8 51 8,58 3 8,56 3 8,58 3 8,41 3 ? 1 7,48 3 8,51 3 7,56 2 21 8,24
BM var EO0.5 61 8,56 3 8,72 2 8,73 1 8,63 3 ? -1 7,75 1 8,19 1 8,11 2 12 8,38
BM var E 0.75 71 8,54 3 8,69 * 8,74 0 8,62 3 ? 1 7,96 2 8,03 1 7,99 2 12 8,37
BMvarE 1.5 81 8,55 2 8,72 2 8,73 2 8,6 3 ? 2 7,93 1 7,97 2 7,57 1 15 8,30
BM var E 1.6 Invert. 83 8,61 4 8,8 3 8,79 3 8,7 3 ? 1 7,87 3 7,97 1 7,68 3 21 8,35
TanB (-E +L) 91 8,54 2 8,56 3 8,52 2 8,53 5 ? 1 7,9 2 7,93 2 7,65 2 19 8,23
TanB (-E + Rx) 101 8,43 3 8,5 5 8,56 5 8,43 4 ? 2 7,86 5 7,84 4 7,59 4 32 8,17
TanB (-25 E +25 Rx) 111 8,76 2 8,73 4 8,72 3 8,58 3 ? 1 7,73 3 7,77 4 7,54 1 21 8,26
BM var Bx 0.5 121 8,54 4 8,71 2 8,73 2 8,55 4 ? -1 7,75 2 7,83 1 7,44 0 14 8,22
BM var Bx 1.2 131 8,62 3 8,77 3 8,77 3 8,7 4 ? 3 8,08 3 8,28 3 7,84 4 26 8,44
BM var pH 10 151 9,95 5 9,87 4 9,86 4 9,77 4 ? -1 9,42 4 9,41 3 9,11 5 28 9,63
Basico Feeling 161 9,51 3 9,59 4 9,59 4 9,49 3 ? 3 9,12 3 9,19 4 8,84 3 27 9,33
Bas Feel invert. 163 9,49 5 9,58 4 9,57 2 9,45 4 ? 2 9,18 3 9,15 3 8,88 5 28 9,33
BT pH9 171 9,24 4 6,34 1 CG CG CG CG ? CG CG -4 CG - CG -4 -3 7,79
Baixo Amoénia 181 9,57 Am 977 Am 976 Am 969 Am ? Am 986 Am 922 Am 884 Am 0 9,53
Alto Ambnia 191 10,7 Am 1093 Am 1091 Am 10,83 Am ? Am 1042 Am 1051 Am 10,02 Am 0 10,62
Branco Zero 6,49 2 Coag - Coag - Coag - Coag - Coag - Coag - Coag - 2 6,49

Exemplos de significados dos tratamentos: o melhor tratamento do PEC 1, foi denominado de basico e foi modificado para se tornar o Basico Melhorado (BM) do PEG 1 (amostra 21: contém 100 mL
de latex, 0,8% de borax, 0,4 % de tanino, 1% de LESS e KOH para pH proximo a 9, todos os componentes em massa de ativos. Basico de Feeling: é o BM, modificado por suposicdo (feeling) de sucesso,
com aumento acentuado do pH. BM invertido (amostra 23): é 0 BM com ordem invertida de adi¢do entre tanino e surfactante. BM var T 0.2 (amostra 31): é o BM, usando a concentracéo de tanino a 0,2
% e ndo 0,4 %. BM var E 0.75 (amostra 71): € o BM, variando-se a quantidade de LESS para 75% (0,75% m/m do peso de latex). BM var E 1.6 Invert. (amostra 83): é 0 BM, variando-se o surfactante
LESS (E) para 1,6 vezes da formula basica que é 1% (m/m). TanB (-E +L) (amostra 91): é o BM, com tanino e bérax, retirando-se o LESS (E) e usando o0 LSS (L) na mesma concentragdo de 1%. TanB
(-25 E +25 Rx) (amostra 111): é o BM com tanino e bdrax, substituindo-se 25% (1/4) de LESS por renéx.
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Com a execucdo destes dois Programas experimentais, emerge uma condi¢do nova de
que se estd conseguindo atingir o objetivo da tese de se proteger o LBN com uma formulacéo
simples de quatro ingredientes, totalmente sem amonia, que permaneceu em bom estado de
conservacao por periodo acima de 70 dias, conforme resultados da Tabela 4, o que caracteriza

fato raro na tecnologia do latex.

Até aqui, ndo se obteve indicacdo da necessidade de se proceder a um tratamento de
retirada das gomas e acUcares do tanino, presentes no produto comercial proximo de 25%.
Muito provavelmente, estes carboidratos sdo incorporados ao soro do latex, ao qual tém
afinidade por polaridade e pelo préprio meio do latex que é o citoplasma das células lactiferas.
Deve ser lembrado que o tanino também é um produto de origem vegetal, produzido da casca
da acécia negra e de outras fontes. Assim, estes carboidratos associados ao tanino, devem
solubilizar-se na fase aquosa do latex e sair com ela no processo de centrifugacdo que elimina

muitas das substancias ndo borracha do meio.

Esta possibilidade de usar o extrato tanico sem purificacdes € bem-vindo para a industria
e deve se refletir no custo para a cadeia produtiva, pois o processo de retirada das gomas,
também referido como degomacéo, € custoso, envolvendo solventes como acetona e alcool, que

devem ser posteriormente retirados do processo, sempre onerando a produgéo.

Como resultado destes Planos Experimentais, uma formulagio segura para preservar o
LBN consiste dos seguintes ingredientes e condi¢des de adicdo, para 100 mL de latex in natura,

recém-colhido:

. Tanino em solucdo aquosa de 25% (m/m) feita no dia anterior, a 0,4 % do peso

do latex, ou seja, 1,6 g da solucéo;
o Bdrax, em solucéo de 5% (m/m), a 0,8% do latex, ou seja, 16 g da solucéo;
o KOH, solucéo 2 mol.L™, para se obter pH entre 9 e 10;
o LESS, solucéo de 25%, a 1% do latex, ou 4 g da solucéo;

A ordem sugerida para obter o melhor resultado de preservagdo do LBN sem amonia, ja
tomando por base as experiéncias dos PEs é: acrescenta-se 0 bdrax e o tanino, em seguida o
KOH e, apos 2 horas, o LESS.

A partir da execucdo dos cinco Planos Experimentais, foi possivel fazer uma série de

observagdes e conclusfes que, somados a alguns enunciados expostos no Referencial Teorico,
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permitiram a formulagdo de modelo conceitual que explique os resultados e possa predizer
comportamentos e formular novas propostas de trabalho.

5.2. PROPOSICAO DE UM MODELO CONCEITUAL

Pode-se sugerir um modelo teérico, no qual os complexos de tanino com proteinas
envolvendo as particulas criariam uma espécie de escudo de protecdo, como proposto
esquematicamente na Figura 15. Este tipo de protecéo evitaria a coagulacéo do coloide agindo
através de impedimento espacial entre as particulas, ao invés da repulsdo idnica entre elas, a
gual é normalmente associada a estabilidade de coloides, em geral, quando se trata de
surfactantes i6nicos. A molécula de tanino tem muitas hidroxilas, que, em parte, fazem as
ligagBes de hidrogénio com as proteinas, mas outras, do lado oposto a particula, podem estar
disponiveis para reter moléculas de agua, tornando o escudo em torno da particula de borracha

ainda mais forte.

? tensoativos A tanino € elastdbmeros 7\ proteinas @ fosfolipidios @ cargas negativas

Figura 16. Uma representacdo esquematica do modelo de “escudo de protecdo do coloide” para a agéo
do tanino na estabilidade do latex, com base no impedimento estéreo.
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Seguindo este modelo, a utilizacdo de um surfactante néo ionico tal como o nonilfenol
etoxilado (mostrado na estrutura da Figura 16) na formulacdo também pode contribuir para a
estabilizacdo do LBN do tanino. Como € conhecido da teoria dos tensoativos, no presente caso
do coloide de latex, o lado apolar da molécula do surfactante ndo-idnico deve estar do lado
interno da particula de elastbmero, enquanto o lado oposto, que contém perto de nove
segmentos etoxilados (—CH2CH>0—), esta no exterior da particula, em um ambiente com
proteinas e taninos, que sdo ambos polares. Desta forma, esta parte do surfactante também pode
estar contribuindo com o impedimento espacial, como esperado para tais surfactantes nao

ionicos.

e T

Figura 17. Renex: nonilfenol etoxilado, n = 9.50.

5.3. RESULTADOS E INTERPRETACAO DA SEGUNDA FASE: PEG 2

Na segunda fase de experimentos desta tese de doutorado, os trabalhos foram
concentrados em um Plano Experimental, PEG 2, o mais completo Plano da série, com 12
tratamentos objetivando finalizar a definicdo da formula mais adequada de tratamento do LBN
com tanino e adjuvantes para cumprir com 0s objetivos tecnoldgicos desta tese. Para que se
conheca com detalhes as variaveis, concentracdes, ordem de entrada dos reagentes, sistematica
e condicBes da implantacdo etc. a descricdo completa do Plano consta como Anexo 2, desta
tese. Ap6s a implantacdo do Plano, foram feitas determinacfes e analises das seguintes
variaveis por um periodo de 17 dias: a) aspectos gerais; b) teste olfativo; ¢) pH; d) acidos graxos
volateis; e) potencial zeta; f) diametro hidrodindmico das particulas; e g) viscosidade
brookfield.

Um segundo Plano Experimental, PEC 2, foi executado com menor numero de
tratamentos, que teve como objetivo confirmar as formulas ja obtidas, introduzindo uma etapa
de agitacdo mecénica das amostras, 0 que ndo houve nos experimentos anteriores, e, ainda,
testar a eficacia de dois taninos hidrolisaveis, extraidos dos frutos de mirabolano e tara, que
estima-se, possam cumprir 0 mesmo papel do tanino da acécia, ja que estes dois sdo tambem
utilizados no curtimento de pele animal.

A seguir, sdo apresentados e discutidos os resultados, tomando-se em consideragdo o

modelo proposto de “escudo de protecao do coloide”.
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5.3.1. Evolucédo da preservacao biofisica do latex com o tempo

As amostras foram observadas oito vezes ao longo de um periodo de 17 dias. A partir
de experimentos preliminares, este periodo foi considerado suficiente para verificar se as
amostras de tanino conseguiram preservar o LBN contra a decomposi¢do. Uma Ultima leitura
foi feita posteriormente, mas somente para quantificar &cidos graxos volateis (AGV) para 0s
tratamentos HA e TBR.

5.3.1.1.  Aspectos gerais

Antes de qualquer medicéo ou analise, a amostra era cuidadosamente observada para
registrar a integridade do latex, se estava coagulado ou ndo, a cor, a formacao e diferenciacdo
de camadas, ocorréncia de depositos ao fundo do frasco e a ocorréncia de manchas superficiais

ou pintas nas paredes do frasco.

Da observacao das caracteristicas gerais, ficou registrado que as amostras controle, com
amonia e sem tanino, mantinham a cor branca, ndo manchavam, nem formavam camadas nem
depdsitos. No entanto, com o passar do tempo, manchas pequenas apareciam na superficie e
essas amostras colapsaram por coagulacdo em tempos curtos, dependendo da porcentagem de
amonia: 2 dias para o baixo amdnia, para cerca de 16 dias para o alto aménia. As amostras com
tanino apresentavam cor rosa claro e ndo coagularam durante todo o periodo de observacgdo, 17
dias. Alguns pequenos pontos na superficie ou manchas nas paredes apareceram nas amostras
tratadas com tanino com o passar do tempo e também se formaram depdsitos vermelhos ao
fundo do recipiente da amostra sinalizando a cor vermelha caracteristica do tanino. Como o
volume excedente das amostras, cerca de 500 mL foi mantido na bancada para observacao, foi
possivel notar que as formulagdes com tanino eram ainda bem fluidas, sem sinal de coagulacéo,
apos periodo de quase sete meses, enquanto que os controles, sem tanino, estavam todos
coagulados. Esta observacgdo confirmou experiéncias de Planos Experimentais anteriores. Deve
ser explicado aqui que o periodo de estabilidade do latex com aménia, que normalmente pode
alcancar varios meses, no presente caso, foi muito curto. A explicacdo para este comportamento
ndo esperado pode ser dada pela coincidéncia do periodo inicial da safra da borracha, quando o
LBN ja é muito instavel, com a alta temperatura, em torno de 38 a 40 °C, no dia da coleta do
latex e da instalacdo do experimento no seringal em Goianésia, um dia de clima quente até para
0s padrdes da regiéo.

69



5.3.1.2.

Avaliacdo olfativa

Para efeito de registro nesta tese e divulgacdo completa dos resultados, é apresentada, a

sequir a Tabela 5 que traz as avaliacdes olfativas de todas as doze amostras do PEG 2 no

periodo de monitoramento de 17 dias, onde constam as denominages originais dos tratamentos

de T1 a T12. Para conhecimento completo destes tratamentos, pode ser consultado o Anexo 2.

Em seguida, é apresentada uma tabela resumida (Tabela 6) com os cinco tratamentos mais

representativos e que ilustram a evolugdo do experimento no decorrer do tempo. Também para

facilidade de consulta, os nomes destes tratamentos nas tabelas e graficos que se seguem, foram

renomeados para referéncia rapida.

Tabela 5. Resultados do teste olfativo do PEG 2, com todos os doze tratamentos.

Tempo (horas)

Amostras Soma
6 30 54 78 150 222 318 408

T1 10 6 coa coa coa coa coa coa 16
T2 am am am am am am 5 4 -

T3 am am am am am am 3 2 -

T4 10 7 7 7 7 6 4 5 48
T5 10 8 8 7 7 7 6 6 53
T6 10 8 8 6 6 6 7 7 51
T7 10 10 10 9 8 7 7 5 61
T8 10 10 10 9 9 8 5 8 61
T9 10 9 8 8 8 8 8 7 59
T10 9 9 9 9 8 8 5 5 57
T11 10 10 9 8 8 7 8 8 60
T12 10 7 6 5 4 4 5 5 41

‘coa’ e ‘am’ significam que ndo houve teste porque a amostra coagulou ou porque exalava muito aménia

Tabela 6. Resultados do teste olfativo com os cinco tratamentos mais

representativos.

Nota olfativa

Amostras Tempo (horas)

6 30 54 78 150 222 318 408
LA 10 6 Coa Coa Coa Coa Coa Coa
LAB Am Am Am Am Am Am 5 4
HA Am Am Am Am Am Am 3 2
TBL 10 7 7 7 7 6 4 5
TBR 10 10 10 9 9 8 5 8

Am' significa que o forte cheiro de amdnia impediu o teste; 'Coa’ significa que a amostra
coagulou; LA (baixo amdnia) = T1; LAB (baixo aménia com borax) = T2; HA (alto
amdnia) = T3; TBL (tanino, borax e LESS) = T7; TBR (tanino, borax e renex) = T8.

Embora o experimento tenha sido influenciado por condicdes criticas inusitadas de

instabilidade do latex, como explicado anteriormente, os resultados indicam claramente
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diferengas entre os tratamentos. A amostra LA teve uma vida muito curta e coagulou no terceiro
dia de leitura. As amostras LAB e HA tiveram forte exalacdo de amodnia, o que impediu
consignar uma nota olfativa como era feito para as outras amostras. No entanto, apesar da sua
maior concentracdo de aménia, ambos coagularam antes da leitura com 408 horas.
Normalmente, formulagdes de LBN com aménia alto ou baixo ndo coagulam espontaneamente
por longos periodos. A vida curta incomum desses tratamentos de amdnia foi devido as mas
condicdes para o latex, como mencionado anteriormente. No entanto, como esta condicao
afetou todos os tratamentos e o experimento foi conduzido sob a mesma situacdo grave para
todos os tratamentos, os resultados deram énfase especial a0 bom desempenho das amostras

com tanino.

Ainda gue subjetivo, o teste olfativo é de simples execucdo e fornece um resultado claro
e direto. A partir desta tabela, pode-se imediatamente separar os tratamentos que falharam na
preservacao do latex de outros que estdo apresentando bom trabalho como os baseados no
tanino. Dentro deste ultimo grupo, os resultados permitem diferenciar os dois surfactantes: o
ibnico LESS, na amostra TBL, comeca em bom estado e diminui de forma constante sua
pontuacdo, enquanto que o agente tensoativo ndo idnico, renex, na amostra TBR, continua com
cheiro bom até o final da presente sequéncia de teste, mas ambas as amostras continuaram

fluidas na bancada de laborat6rio mesmo depois de varios meses.

Como é sabido, o cheiro da amostra é fortemente influenciado pela liberacdo de acidos
graxos volateis (AGV), como resultado do ataque bacteriano, como vai ser confirmado na
préxima sessdo. No entanto, se o tanino esta bloqueando as proteinas contra a deterioracdo
bacteriana, como é proposto pelo modelo tedrico exposto na Secdo 5.2, por que haveria
producdo de AGV? A razdo é simples. Teoricamente, 0 tanino ndo estd complexando outros
materiais organicos, como lipidios, carboidratos e outros componentes do rico meio
citoplasmatico que é o latex, e que todos sdo suscetiveis a degradacdo bacteriana. Esta é a
principal razdo para a presenca de borax, um bactericida suave, na formulacdo. Este agente,
mesmo sendo brando, segura o latex liquido, quando a formulacdo contém tanino. Na auséncia
deste, ocorre a coagulacdo, conforme demonstrado pelo comportamento da amostra LAB onde
a concentracao de bdrax é a mesma, mas que ndo é suficiente para impedir a coagulacdo. Deve
ser lembrado que esta observacdo confirma os resultados de outros experimentos anteriores,

executados na primeira fase.
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Entretanto, vale ressaltar que estas respostas experimentais dao ainda maior
credibilidade ao modelo de escudo de protecédo do coloide, conforme proposto nesta tese.
Partindo-se dos dados de BLACKLEY (1997a), num latex, ha cerca de um terco de proteinas e
dois tercos de outros componentes organicos ndo-borracha. O tanino estd promovendo a
complexacdo com as proteinas, mas ndo com o0s outros materiais. Assim, as proteinas estao
protegidas contra os ataques bacterianos, enquanto os outros materiais ndo, e sao estes que sao
degradados, provocando a formacao de AGV e a diminuicdo de pH, como vai se ver adiante, o
que seria por si so suficiente para a coagulacao de um latex normal. No entanto, como o tanino
forma o escudo, em uma espécie de capa tanino-proteica em torno das particulas e evita a fusdo
entre elas. Esta protecdo, que segundo o modelo atua por impedimento estéreo, estd menos
vulneravel as alteracGes das forcas idnicas do sistema, incluindo o pH, que é também e
fundamentalmente uma expressao i6nica do meio. Desta forma, o modelo pode explicar porque
as particulas ndo se fundem entre si e o proprio latex ndo coagula, conforme se observa nas

amostras mantidas no laboratorio no decorrer de varios meses.

5.3.1.3.  Acidos graxos volateis

A Tabela 7 mostra os resultados para a quantificacdo dos acidos graxos volateis, AGV,
que sdo metabdlitos da acdo bacteriana sobre os compostos organicos nao-borracha do latex.
Novamente, a instabilidade critica do latex in natura, LIN, impediu mais esta analise pois as
amostras de controle ja estavam coaguladas. Por exemplo, LA ja tinha colapsado antes de 30
horas de experiéncia. No entanto, foi possivel comparar HA com TBR ap6s 53 dias de
experiéncia estabelecida. A essa altura, a amostra HA ja estava coagulada a temperatura
ambiente. No entanto, uma amostra mantida na geladeira para o seguinte estagio de
centrifugacdo no experimento, ainda estava fluida no momento da analise, 0 que permitiu
comparar a formagdo de AGV nos dois tratamentos: a amostra controle, protegida com aménia,
e 0 tratamento com tanino apresentaram uma diferenca inequivoca, tal como pode ser observado
na Tabela 3. Mesmo sob baixa temperatura, na geladeira, HA tinha um ndmero AGV de 0,93
enguanto que TBR completou o longo periodo de 53 dias com 0,38 e ainda estava liquido e em
condicdo normal. A amostra LAB, um controle ndo-tanino com baixa aménia e boérax em sua
composicdo, coagulou antes da leitura as 408 horas (Tabela 2). Estas duas comparacoes
acrescentam mais evidéncias a hipotese de que o tanino esta efetivamente blogueando as

proteinas contra o ataque bacteriano, retardando a formacdo de AGV, e evitando,
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consequentemente, a coagulacdo do latex. A comparagdo dos dois tratamentos com taninos,
diferindo apenas pelo surfactante, ndo foi possivel. A amostra TBL, utilizando o surfactante

ibnico LESS néo coagulou sob o procedimento requerido pela norma ASTM D 7610.

Tabela 7. Resultados da anélise de acidos graxos volateis.
Namero de AGV

Amostras Tempo (horas)
6 30 54 1268
LA 0,03 Coa Coa Coa
LAB 0,02 0,02 0,02 Coa
HA 0,01 0,01 0,01 0,93
TBR - 0,12 0,24 0,38

'Coa’ significa que a amostra coagulou.
LA (baixo ambnia) = T1.

LAB (baixo aménia com borax) = T2.
HA (alto amébnia) = T3.

TBR (tanino, borax e renex) = T8

5.3.1.4. Valores de pH

As leituras de pH do PEG 2 sdo mostradas na Tabela 8, reproduzida como grafico nas
Figura 18 e 19, onde sdo mostrados somente 0s cinco tratamentos mais representativos. Como
mencionado anteriormente, a LA era muito instavel e mesmo com aménia, refletida em seu pH
inicial elevado (9,44), ja estava coagulada na terceira leitura, com 54 horas. LAB e HA, que
também eram amostras-controle de tratamentos ndo-taninos, ja estavam coaguladas antes do
17°dia de leitura. A amostra LAB manteve-se fluida durante mais tempo do que LA e 0 mesmo
periodo de HA, apesar de apresentar um pH inferior a 8,78 no inicio da experiéncia. Este
comportamento é explicado pela presenca do bactericida borax.

Entretanto, houve uma diminuicdo acentuada do pH das trés amostras-controle,
enquanto ambos os tratamentos de tanino continuam fluidos, em faixas de pH mais baixos, nas
quais, normalmente, o latex j& deveria estar coagulado, o que refor¢a o modelo tedrico proposto,
conforme explicacéo ao final da sec¢éo anterior. Para as duas amostras com tanino, houve uma
diminuicdo acentuada do pH no estagio inicial, seguido por um periodo estavel, o que pode
significar que o tanino protege as proteinas, mas existem outros compostos digestiveis como 0s
fosfolipidios que nédo estdo complexados pelos polifendis, o que vem em apoio a visdo de que

0 tanino esté fazendo a diferenca proporcionando mais estabilidade ao coloide.
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Tabela 8. Medices de pH dos doze tratamentos do PEG 2 no decorrer do tempo.

Tempo (horas)

Amostras Média
30 54 78 150 222 318 408
T1 9,44 8,92 Coa Coa Coa Coa Coa Coa 9,18
T2 8,78 871 848 861 854 805 680 Coa 8,28
T3 9,73 966 934 927 912 844 7,70 Coa 9,04
T4 868 722 675 6,74 686 697 696 7,04 7,15
T5 837 738 706 706 663 682 672 690 7,12
T6 816 727 691 694 666 676 676 6,98 7,06
T7 833 732 69 680 656 6,77 671 6,90 7,04
T8 804 698 677 671 653 692 69 7,39 7,04
T9 831 737 708 704 686 683 672 671 7,12
T10 824 725 698 694 703 688 68 711 7,16
T11 827 7,48 7,31 7,27 7,20 6,91 6,97 7,17 7,32
T12 806 7,12 704 716 703 695 7,03 7,24 7,20

Coa = latex coagulado.

6,0

T
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200
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T
300
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400

Figura 18. Resultados das medidas de pH dos 12 tratamentos originais do PEG 2. Para permitir melhor

visualizacdo, na figura a seguir constam somente o0s 5 tratamentos mais representativos, renomeados para

facilidade de leitura.
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Figura 19. Resultados das medidas de pH: LA (baixo amdnia = T1), LAB (baixo amdnia e bdérax = T2), HA
(alta amdnia =T3), TBL (tanino, bérax e LESS =T7) e TBR (tanino, borax e renéx = T8).

5.3.1.5. Evolucdo do potencial zeta com o tempo

A medida do potencial zeta constitui ferramenta importante no estudo e caracterizacao
de coloides idnicos pois quanto maior o seu valor absoluto, mais estavel esté o sistema coloidal,
constituido por duas fases imisciveis entre si por diferenca de polaridade. No caso do LBN, as
particulas compdem a fase minoritaria e contém a fase elastomérica, apolar, enquanto a outra
fase é constituida por um soro aquoso polar, que contém os elementos normalmente encontrados
em um citoplasma celular vegetal. No LBN h& outras particulas como os lutdides, que
desempenham o papel de vacuolos celulares (JACON, 1993), e estdo envoltos em densa camada
de enzimas onde se desenvolvem processos de sintese de compostos fundamentais para a
biossintese do elastdmero (D'AUZAC, 1982) e, ainda, as particulas de Frey-Wisling, de funcéo
ainda ndo totalmente conhecida (CHOW & colaboradores, 2012). As particulas de borracha
tém em sua superficie moléculas de fosfolipidios e proteinas, as quais se situam acima de seu
ponto isoelétrico e, portanto, estdo carregadas negativamente. A protecdo técnica tradicional do
LBN é acentuar as cargas negativas das proteinas por adi¢cdo de amdnia em altos porcentuais
que podem atingir 0,8% (m/m). Nestes niveis, as particulas estdo com elevada carga negativa
que impedem por repulsdo eletrostatica a fusdo das particulas entre si, 0 que resultaria na

coagulacdo do latex.
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O potencial zeta é uma medida da estabilidade de um coloide cujas particulas estdo
protegidas por cargas ibnicas. Se estas forem negativas, o potencial zeta se situa abaixo de zero,

como acontece com o LBN, conforme pode ser observado nas Figuras 20 e 21.

Tempo (h)

0 100 200 300 400
-20 . : :

-22 -

Potencial zeta (mV)

-40

Figura 20. Potencial zeta dos doze tratamentos do PEG 2, em funcdo do tempo.
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Figura 21. Potencial zeta (mV) de cinco amostras representativas do PEG 2.

A variacdo dos potenciais zeta de todos os tratamentos do PEG 2 no decorrer do tempo

de monitoramento é mostrada na Figura 20, enquanto na Figura 21 sdo mostrados somente 0s
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cinco tratamentos mais representativos, novamente por motivo de visualizagdo, uma vez que o
grafico com as doze curvas fica muito dificil de discernir entre elas. De qualquer forma, o
comportamento da maioria das amostras com tanino segue um mesmo padrao para as curvas de
pH, potencial zeta e diametro hidrodindmico da particula, salvo as exce¢des que sdo destacadas,
quando necessario, seja no grafico com doze curvas, seja com as cinco mais representativas.
Como ja explicado, os potenciais zeta de todas as amostras sdo negativos, variando de -
32a-29 mV, o que é esperado para 0 modelo de um nucleo de borracha envolvido por proteinas
e fosfolipidios carregados negativamente. A medida que o tempo passa, 0s potenciais zeta
passam através de um minimo nas primeiras 100 horas, entdo comecga a aumentar de forma
gradual até alcancar um valor estavel apds 200 h. A primeira observagdo pode ser dirigida para
a amostra LA: comeca com alta protecao coloide, -36,4 mV, diminui este valor para -29,0 mV,
apos 30 horas, e depois coagula. As amostras LAB e HA coagularam com potencial zeta em
torno de -25 mV e -29 mV, respectivamente. Assim, esse intervalo entre -25 mV e -30 mV €
critico e pode ser tomado como uma faixa limite antes que a coagulag¢do ocorra nos sistemas
em estudo, quando e se a protecdo se basear principalmente na protecédo idnica. A amostra TBR,
na segunda parte do gréafico, exibe potencial zeta entre -26 mV e -24 mV. Todo esse intervalo
esta abaixo do limite de -29 mV e dentro da faixa limite observada acima, o que significa que
a amostra TBR ja deveria estar coagulada, uma vez que a estabilizacdo eletrostatica de
particulas, por si s6, seria incapaz de manter a estabilidade coloidal. No entanto, esta amostra
manteve-se no estado liquido durante os 17 dias de observacédo e apresentou a melhor pontuacéo
de cheiro. Este comportamento incomum para 0 LBN vem também reforcar a hipotese de que

esta havendo outro tipo de protecédo coloidal, o que reforca 0 modelo de escudo proposto.

5.3.1.6. Diametro hidrodindmico das particulas

A variacdo do didmetro hidrodindmico da particula com o tempo de experiéncia é

apresentada na Figura 22.
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Figura 22. Diametro médio das particulas das amostras em fungéo do tempo.

A evolucao dos diametros hidrodindmicos das particulas com o tempo de observacao,
também fornece mais informacéo sobre a protecdo do sistema coloidal, como pode ser visto na
Figura 22. Novamente, a amostra LA tem uma vida curta e ndo fornece mais informacéo do
que a propria instabilidade. No entanto, a observacéo das outras duas amostras de amdnia pode
ajudar a compreender os resultados experimentais. Ambas comecam com valores baixos,
também comuns aos dois tratamentos com taninos, mas o LAB tem um aumento acentuado no
seu diametro e depois colapsa. O mesmo comportamento acontece com HA, sem 0 aumento
repentino, embora colapsando também. Por outro lado, as duas amostras com tanino, TBL e
TBR, apresentam evolucéo constante do diametro de particula em valores baixos, comegando
quase com os mesmos valores nas primeiras 80 horas e depois se diferenciam. A amostra TBR,
com o surfactante ndo idnico, renex, assume valores significativamente mais altos do que os
valores da amostra TBL que contém o tensoativo idnico, LESS. Deve ser registrado que todos
os valores para o indice de Polidispersividade (Pdl) ficaram entre 0,2 e 0,4, dentro, portanto, de
um intervalo aceito pelos registros bibliograficos para LBN (PENDLE; SWINYARD, 1991).

Como o modelo do escudo pode ser tomado para oferecer uma explicacdo plausivel? A
entrada de moléculas de tanino para construir o escudo em torno da particula é influenciada
pela presenca de surfactante e, especialmente, pela sua natureza. Enquanto o composto nao
ibnico, baseado em aproximadamente nove segmentos de 0xidos de etileno (—-OCH.CH>-), pela
similaridade de polaridade com as hidroxilas (—OH), deve influenciar mais positivamente a
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interacdo das moléculas de tanino com as proteinas do que o surfactante ibnico LESS, ou lauril
éter sulfato de sodio, cuja molécula é mostrada na Figura 23.

Q.0
Na* -0~ S \O‘<M OW

Figura 23. Estrutura molecular do lauril éter sulfato de sédio, LESS (n =2 e 3).

Apesar de conter segmentos etoxilados como o renéx, mas em menor nimero, entre dois
e trés, o terminal sulfato, com uma carga negativa liquida, com o seu contra ion Na*, poderia
dificultar esta aproximacdo entre tanino e proteinas adjacentes as particulas do elastémero, ou
seja, dificultando a construcdo do escudo. Deve ser esclarecido que estes dois tratamentos no
PEG 2 tiveram a mesma ordem de adicdo dos ingredientes, com a adi¢do do surfactante antes
do tanino, 0 que permite esta comparacdo. A formacdo do escudo tanino-proteico também
acontece com o uso de LESS e a prote¢do efetivamente acontece, mas com menor efetividade
do que se empregando o composto ndo ibnico renéx. Esta conclusdo também vai na mesma
linha das observacfes de outras variaveis, como as pontuacdes olfativas e pH. Ambos os
escudos foram construidos, mas, provavelmente, aquele com surfactante ndo-iénico é melhor
formado, pela explicacdo acima, mas também pode ser maior em tamanho e, portanto, melhor

protegido do que aquele com surfactante i6nico.

Uma observacdo mais atenta da Figura 22, possivelmente, permite extrair outra
informacdo sobre a constru¢do do modelo de escudo. As primeiras 80 horas da experiéncia
podem ser entendidas como o periodo de formacdo do escudo para ambas as amostras. Este
periodo coincide com a informacéo do processo de curtimento da pele animal, na producédo de
couro, que leva de 3 a 4 dias para acontecer. No entanto, as duas amostras divergem quanto a
resisténcia do escudo, melhor formada para o tensoativo nao iénico, o que resulta em particulas

de maior didmetro, proporcionando assim melhor protecgéo.

5.3.1.7. Viscosidade brookfield

A medida da viscosidade dindmica obtida em um aparelho tipo brookfield resulta da
resisténcia de um liquido oferecida contra a torsdo de um fuso (spindle) metélico. Quanto maior
a viscosidade do liquido, maior a resisténcia, que € registrada por um dinamémetro. Como
qualquer medida dessa propriedade, ela € influenciada pela temperatura da amostra e os valores
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devem ser corrigidos por uma tabela de corregédo fornecida com o equipamento. A viscosidade
em geral é influenciada pelo tamanho da molécula, pela atracdo entre elas e pela densidade do
liquido. Ressalta-se que é uma técnica com equipamento de custo relativamente baixo e de facil
execucdo, mas pode fornecer interessantes informac@es dos sistemas em analise, especialmente

no caso da presente tese.

As Figuras 24 e 25 fornecem a evolucdo da viscosidade brookfield com o tempo no
PEG 2 em anélise. Na primeira, sdo apresentados os doze tratamentos, especialmente para
mostrar a coeréncia de resposta de todas as amostras tratadas com tanino, com a notdria exce¢éo
do tratamento T8 (ou TBR, no grafico com cinco amostras). Naturalmente, como se poderia
esperar, as amostras com amonia também apresentam comportamento diverso em parte das
observacBes. Com olhar mais proximo, pode-se verificar também a similaridade de
comportamento entre as duas amostras T3 (alto aménia) e T12, que seguem no conjunto das
outras amostras, mas se diferenciam ao final aumentando a viscosidade. No caso do controle
com amonia, T3, quando ela aumenta a viscosidade ao final, na ultima leitura, ja esta
praticamente coagulada, enquanto a amostra T12 vai mais adiante, mas, por observacdo das
caracteristicas gerais, ja estava bem espessa e coagulou logo ap6s o término das observacdes.
Recorda-se que esse € o tratamento onde se misturam todos os ingredientes antes de adiciona-
los ao latex, e que produziu o pior resultado de protecdo do latex, o que foi observado,

inequivocamente, para outras variaveis, como teste olfativo e pH.

Retornando a leitura dos graficos, especialmente do segundo, com medidas de cinco
tratamentos para facilidade de compreensdo: a amostra LA (baixo aménia) permitiu apenas
duas leituras, comegando com alta viscosidade, decresce e colapsa. Este comportamento pode
ser entendido como erratico, pois resulta de um latex bastante instavel que ja estava espesso, de
forte cheiro putrefato e que coagulou logo em seguida. Os outros tratamentos controle com
amonia fornecem leituras mais coerentes: 0 LAB (baixo am6nia com bdrax) segue com baixa
viscosidade até o final, o que concorda com os outros parametros analisados, enquanto o HA
(alto amonia) diferencia no comportamento geral ao final e, logo em seguida, coagula. Por outro
lado, de todas as observagdes, 0 comportamento bastante diferenciado do tratamento TBR é a
conclusdo mais inequivoca das medi¢des da viscosidade brookfield. Comega com um valor
baixo, proximo das outras amostras, e aumenta de forma constante até um padrdo mais elevado
distinto de todos os outros tratamentos. O mais interessante é que a sua viscosidade durante
todo o periodo de observacao é muito superior aos valores medidos para LAB e HA préximos

ao seu ponto de coalescéncia, 0 que permitiria supor que a amostra TBR ja deveria estar
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coagulada. No entanto, seu estado, como indicado por outras variaveis como pontuagéo olfativa,
pH e por observacdo direta da amostra, esta longe da coagula¢do, mesmo apds passados Varios
meses do experimento.
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Figura 24. Viscosidade brookfield dos doze tratamentos do PEG 2, em fung¢éo do tempo.
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Figura 25. Viscosidade brookfield das particulas das amostras em funcéo do tempo.

81



O modelo de escudo tanino-proteico envolvendo as particulas também pode oferecer
uma explicagdo desse comportamento. Seguindo o conceito moderno de biossintese de BN
(BERTHELOT et al., 2014; CORNISH; XIE, 2012; GRONOVER; WAHLER; PRUFER,
2011; PUSKAS; CHIANG; BARKAKATY, 2014), as particulas contendo o elastbmero tém
grande parte de suas superficies cobertas por proteinas e fosfolipides que sdo, ambos,
responsaveis pela constru¢cdo do polimero, ao qual estdo ligados por unides covalentes
construidas por meio enzimatico. Na amostra TBR, é muito provavel que as proteinas estdo
complexadas pelas moléculas de tanino, como estd proposto no modelo, e a sequéncia
molecular deve ser particula - proteina — tanino. Ainda, como est& proposto no modelo, esses
polifendis podem transportar um grande nimero de moléculas de 4gua unidas as suas hidroxilas
de tanino, na face oposta as particulas, aumentando sua viscosidade dinamica de forma téo
diferenciada, como se pode depreender da imagem na Figura 25. Um outro aspecto pode, ainda,
ser ressaltado dessa figura, que € o aumento progressivo da viscosidade da amostra TBR
caminhando, ao final, para atingir um patamar de estabilidade. Tomando-se o modelo proposto,
pode-se conjecturar uma explicacdo de que a reacdo de complexacao da proteina pelo tanino
estd em andamento durante as medicBes. Por uma questdo de maior mobilidade, as proteinas
distribuidas no soro estdo mais prontamente disponiveis para reacao com as moléculas de tanino
do que as moléculas adjacentes e ligadas as particulas de borracha. Assim, as moléculas de
polifendis sdo mais prontamente usadas para complexar as proteinas do soro, enquanto que as
particulas na superficie das particulas estdo reagindo progressivamente com as moléculas de
tanino, o que pode ser corroborado pela obtencao de estado estacionario em torno de 400 horas,
tempo em que todas as proteinas ja teriam reagido integralmente. A estabilidade da formulacéo
de TBR na segunda parte do periodo de medi¢des e o baixo valor de AGV (Tabela 7) ap6s 50
dias ddo suporte a esta formulagdo. Possivelmente, na primeira parte experimental, o ataque
bacteriano aos fosfolipidios regula o processo, diminuindo o pH. Apds este periodo, esta
possivelmente ocorrendo um rearranjo em todo o sistema aumentando a estabilidade devido a
protecdo espacial do escudo tanino-proteico, o que € indicado pelo aumento da viscosidade
dindmica sem ir ao ponto de coalescéncia.

Para entender a diferenca entre os dois surfactantes, ibnico e ndo idnico, pode-se
considerar o comportamento das duas amostras nas medicGes do didmetro das particulas e da
viscosidade brookfield. Em ambas variaveis, o TBR, portador do surfactante ndo iénico renéx,
apresenta valores mais elevados do que a amostra TBL, que contém o tensoativo anidnico

laureth, durante praticamente todo o periodo de observagdo. Por outro lado, tomando os outros
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pardmetros analisados no experimento PEG 2, TBR também é mais estavel do que TBL. O
modelo tedrico do escudo proposto também pode explicar esta observacdo objetiva
experimental. Pode-se entender que o composto ndo iénico, com a longa cauda de segmentos
etoxilados (—OCH2CH2-), pela similaridade de polaridade deve favorecer a entrada de
moléculas de tanino para complexar com as proteinas ligadas as particulas. Como pode ser
observado nas Figuras 7 e 23, com os dois surfactantes utilizados no ensaio, 0 composto
anioénico, por outro lado, apesar de ter uma cadeia dos mesmos segmentos etoxilados, tem uma
carga negativa viva que pode dificultar a entrada do tanino para reagir com as proteinas

adjacentes as particulas.

5.3.2. Resultados da segunda fase: PEC 2

O Plano Experimental de Cidade Ocidental No. 2 (PEC 2) foi instalado em 19 de abril
de 2017, com os objetivos principais de:

a) testar dois taninos hidrolisaveis obtidos dos frutos de mirabolano e de tara
comparando com a eficacia obtida com o tanino de acacia negra;

b) testar as formulacGes com tanino da acécia, ja testadas anteriormente e aprovadas
nos outros PEs, mas introduzindo uma etapa de agitagdo mecéanica por algumas
horas, 0 que deve propiciar melhor resultado e ndo implica em procedimento
dificil de se implantar nas usinas de beneficiamento de LBN;

c) confirmar os principais resultados ja obtidos.

A Tabela 9 traz os resultados para quatro medi¢es do PEC 2 do teste olfativo, pH e
viscosidade brookfield. Novamente, os controles com amonia ndo tiveram periodo longo de
analise pois HA coagulou em menos de sete dias e o LAB, proximo de 30 dias. No entanto,
todos os tratamentos com tanino tiveram bom desempenho e deram bons resultados, o que
amplia o escopo de aplicacdo da tese para 0 uso de outros tipos de tanino. Entretanto, é
necessario, ainda, realizar outros experimentos para confirmar a estabilidade dos taninos
hidrolisaveis e das suas reacdes com proteinas no medio e longo prazo. Como se pode ver na
ver Figura 3, esta categoria de tanino tem como caracteristica uma unidade de agucar no centro
da molécula, o que os torna vulneraveis a reagcdes de hidrolise, o que obviamente resulta na
reducdo do seu tamanho. O uso assegurado na indudstria de couro faz presumir que esta condicao
hidrolisdvel ndo interfere no resultado final do curtimento. Provavelmente, esta situacdo

também se reproduz no uso com o latex. Resta investigar o desempenho ao longo do tempo
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destes taninos. Esta é mais uma frente de trabalho que se soma aos varios temas de pesquisa a
executar no curto, médio e longo prazo, visando transformar em realidade na producéo, 0s

resultados desta pesquisa.

Por outro lado, as duas formulac@es ja testadas e comprovadas em outros PEs, TaBL e
TaBR, que ganharam neste PEC 2 a letra ‘a’ para distinguir a accia negra dos outros taninos,
mirabolano e tara, repetiram o 6timo resultado anterior, especialmente como estudado no PEG
2. Ainda, o surfactante ndo idnico renéx (em TaBR) teve pequeno, mas nitido melhor
desempenho do que o similar idnico, LESS (em TaBL). Entretanto, detectou-se uma
estratificacdo da amostra TaBR, a semelhanca de um processo de cremagem, onde o latex vai
formando um gradiente de camadas variando a densidade, desde uma mais leve, no topo, uma
regido mais cremosa, onde ha maior concentracao do elastbmero, até a mais densa, abaixo, onde
estd preponderantemente o soro aquoso. Este processo € utilizado, em pequena escala, para
concentrar o LBN, como processo alternativo a universal centrifugacdo. Novamente se
apresenta nesta tese uma outra frente de pesquisa, qual seja a possivel utilizacdo desta formula
da TaBR para proteger e ao mesmo tempo cremar 0 LBN, processo que pode ter bastante

interesse para a regido amazonica.

Tabela 9. Resultados do Plano Experimental de Cidade Ocidental No. 2.

20/04 = 1 dia 26/04 =7 dias 17/05 = 28 dias 25/05 = 36 dias
Amostra Olfat pH Viscos Olfat pH Viscos Olfat pH Viscos Olfat pH Viscos
LAB 9 8,5 - 9 8,5 3 9 8,3 8,5 Coag - -
HA Am 9.2 - Coag Coag Coag Coag Coag Coag Coag - -
TaBL 10 8.2 - 8 7,4 3,1 6 6,9 5,4 7 6,8 5
TaBR 10 79 - 8 71 355 10 6,9 23 9 71 205
TmBL 10 8,0 - 10 7,2 3 7 6,7 5,4 5 6,7 5,6
TtBL 10 8,0 - 9 6,7 3,1 8 6,5 55 4 6,4 6

Olfat = teste olfativo, de zero a 10. Viscos. = Viscosidade brookfield, em mPa.s. Coag = Amostra coagulou
inviabilizando as medidas. Am = o forte odor de amdnia impediu o teste olfativo da amostra. LAB = Tratamento
com baixo amonia e bdrax. HA = Tratamento com alto aménia. TaBL = Tratamento com tanino de acacia,
bérax e LESS. TaBR = Tratamento com tanino de acacia, borax e renéx. TmBL = Tratamento com tanino de
mirabolano e bérax. TtBL = Tratamento com tanino de tara e bérax.

5.4. DISCUSSAO DO MODELO TEORICO DE ESCUDO DO COLOIDE

Na anélise da parte experimental desta tese de doutorado, especialmente nessa discussao
mais completa do PEG 2 foram produzidos dados objetivos, que trouxeram novos elementos de
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construcdo tedrica, mas que também confirmaram resultados obtidos em mais de um plano na
primeira fase dos trabalhos de pesquisa, 0s quais sdo enunciados a seguir:

1) um latex de campo, invulgarmente instavel, foi estabilizado com base em tratamentos
com tanino, borax, um surfactante iénico ou ndo idnico e hidroxido de potassio, em variadas
formulagdes e ordens de adicdo dos reagentes;

2) enquanto os tratamentos controle com amonia permaneceram sem coagular menos
do que 17 dias, sete tratamentos de nove com tanino ficaram estaveis e fluidos mesmo apdés
mais de seis meses de instalacdo do experimento;

3) a liberagdo de acidos graxos volateis (AGV), resultante da degradacdo do latex, é
muito menor nos tratamentos com tanino do que na amostra controle com amonia;

4) como consequéncia dessa menor liberacdo de AGV, o odor das amostras tratadas com
tanino é razodvel, caracteristicamente ndo putrefato, ap6s meses de experimentacdo, enquanto
os controles com aménia apresentaram o odor forte caracteristico da degradagdo bacteriana de
matéria organica;

5) os valores de pH das amostras com tanino situavam-se em um intervalo onde o LBN
normalmente ja deveriam estar coagulados, o que nao foi observado;

6) as medicdes do potencial zeta de amostras com tanino situaram-se em uma faixa de
protecdo coloidal onde elas ja deveriam ter colapsado, mas estavam fluidas;

7) o tratamento de tanino com surfactante ndo ionico resultou, em geral, melhores
resultados de estabilidade do que o seu similar idnico;

8) a amostra de tanino com surfactante ndo idnico apresentou maiores valores de
viscosidade dinamica do que com surfactante i6nico;

9) observou-se comportamento semelhante com as medi¢des de diametro hidrodindmico
das particulas de elastbmero: o tratamento com surfactante ndo idnico resultou em valores
maiores do que a amostra tratada com surfactante iénico.

O conjunto destes fatos experimentais pode ser tomado como sinais de suporte ao
modelo sugerido onde as moléculas de tanino complexam com as proteinas envolvendo as
particulas de borracha no LBN, de modo a constituir uma espécie de escudo que, com base em
impedimento estéreo, impede as particulas de coalescerem entre si, proporcionando
estabilidade bioldgica e mecénica ao latex de hevea. Esta condigdo manteria o sistema coloidal
fluido e em bom estado, em contraste com a protecdo as particulas do coloide normalmente

observada quando atuam somente as forgas idnicas, como no caso da aménia. As moléculas de
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agua atraidas pelas hidroxilas do tanino, pelo lado oposto das particulas, trariam ainda mais
resisténcia ao escudo de protecdo do sistema coloidal.

Este modelo de escudo propicia boa explicacdo ao fato experimental de que o latex de
campo foi estabilizado contra a coagulacdo sem usar a amdnia tradicional como conservante.
Portanto, este escudo tanino-proteico construido em torno das particulas estaria impedindo-as
de se fundirem umas com as outras, bem como evitando o ataque bacteriano as proteinas que
rodeiam as mesmas particulas de borracha, o que esta associado a deterioracdo do latex. A
protecdo do latex natural pode ser considerada uma conclusdo inequivoca a partir de fatos
experimentais que vao em linha com o esperavel teoricamente a partir da reacao entre tanino e
proteinas. Se a protecdo do coloide acontece é porque a reacdo de complexacdo entre tanino e
proteina acontece, conforme a teoria, e a confirma.

Se esta reacdo acontece com as proteinas adjacentes as particulas, também deve estar
acontecendo com aquelas que estéo distribuidas no soro. Portanto, estd acontecendo na pratica
a proposta bésica desta tese, qual seja a mudanga na condicdo das proteinas do LBN em dois
sentidos, primeiro torna-las invidveis para serem substrato da digestdo bacteriana, e em
segundo, que elas ndo reagissem mais como proteinas normais, especialmente as reacées
especificas de sensibilizacdo alergénica.

Por outro lado, se este modelo é aceitavel para explicar os resultados obtidos, pode-se
esperar que proteinas ligadas as moléculas de tanino, sendo parte do préprio escudo, ndo atuem
como alérgenos. Por limitacdes experimentais, este resultado ndo foi possivel de produzir a
partir dos planos experimentais como foi o caso da protecdo do LBN contra deterioracdo
biolégica e coalescéncia sem utilizacdo de ambnia como conservante. Um quadro mais
completo da diminuicdo da acdo alergénica do LBN em funcéo do tratamento com taninos sera
mais adequadamente produzido com procedimento experimentais especificos, incluindo
metodologia e ferramentas cientificas apropriadas e, até mesmo, a producéo piloto de artigos
como luvas para testes praticos. No entanto, os sinais que foram possiveis de se obter nesta
experiéncia a partir do ensaio ELISA estdo alinhados com o raciocinio de que o tanino esta
realmente bloqueando as proteinas em geral, inviabilizando sua atuagdo como proteinas,
incluindo as reacdes alérgicas, sejam aquelas que envolvem as particulas, construindo o escudo,

sejam aquelas que compdem o soro do latex.
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5.5. REDUZINDO OS ALERGENICOS DO LATEX DE BORRACHA NATURAL

5.5.1. FTIR - Investigando a reducdo de proteinas

A partir dos resultados obtidos nas analises da protecdo do LBN pelo tanino, alguns
tratamentos especificos foram selecionados para serem submetidos a Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier para acessar qualitativamente a diminuigéo do
teor de proteinas como resultado dos tratamentos: T3, como controle com amdnia, e T6, T7,
T8, T9, T10 e T11, amostras com formulacdes de tanino. O tratamento T6 pode representar T4
e T5 porque os trés tiveram respostas muito semelhantes na primeira parte experimental. A
amostra T12 também ndo foi incluida por ser o pior resultado de todos em termos de
preservacao do latex contra degradacdo bacteriana.

Os filmes foram preparados como descrito anteriormente (Se¢édo 4.3.4.1) para todos 0s
tratamentos antes e depois da centrifugacdo a 8000 RPM durante uma hora a 16 °C. Os

principais espectros resultantes sao mostrados nas proximas paginas.

Duas bandas caracteristicas podem ser associadas a presenca de proteinas nos espectros
FTIR obtidos a partir dos filmes de borracha. Eles sdo observados nos seguintes nimeros de
onda dos espectros:

e A 1540 cm, vibracdo de alongamento de —OH, associada as carbonilas de amida.

e A 3275 cm?, vibracéo de estiramento da carbonila, C = O.

Embora ambos estejam presentes e visiveis a partir dos espectros para todas as amostras,
foram selecionadas as absor¢des a 1540 cm™ pela sua forma aguda, em vez de arredondada das

bandas a 3275 cm, para medir e associar & presenca de proteinas.

Uma banda muito caracteristica, absorvendo a 1375 cm™ ¢ associada a deformagio do
radical metila (—CHz), que esta ligada a dupla ligag&o do poli(cis-isopreno). Como esta presente
na borracha em geral, esta banda acontece em todas as amostras de todos os tratamentos, com
ou sem tanino, antes ou depois do processo de centrifugacédo, o0 que permite a sua utilizacao
como uma banda padrdo, comum a todas as amostras. A relagdo entre as intensidades da banda
principal, observada para as proteinas a 1540 cm™, e esta banda (—CH3) a 1375 cm, é uma
indicacdo quantitativa da ocorréncia de proteina na amostra. A relacdo entre estas razdes antes
e depois da centrifugacdo pode ser tomada como uma medida da diminuicéo do teor de proteina
resultante do tratamento. As Tabelas 10 e 11 mostram as medidas dessas duas intensidades,

tomadas a partir dos espectros, as razdes entre elas e suas relagoes.
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Tabela 10. Tratamento dos dados da primeira rodada de andlises por FTIR que resultou na sequéncia de eficiéncia de reducéo de proteinas: T8>T7>T3>T11>T9>T10.

Tratam. Na&o centrifugado Centrifugado uma vez retido Centrifugado duas vezes % prot.
Pico Altura Pico Altura Razdo Pico Altura Pico Altura Razéo Pico Altura Pico Altura Razao retida
T3 1375 0,75 1581 0,85 1,13 1375 0,78 1554 0,71 0,91 - 1375 0,62 1550 0,4 0,65 57
T7 1375 0,69 1562 0,66 0,96 1375 0,4 1540 031 0,78 81 - - - - - -
T8 1375 0,55 1561 0,38 0,69 1375 0,59 1542 0,46 0,78 113 1375 0,67 1562 0,36 0,54 78
T9 1375 0,57 1556 0,52 0,91 1375 0,57 1540 0,39 0,68 75 - - - - - -
T10 1375 0,56 1556 0,53 0,95 1375 0,6 1551 0,35 0,58 62 - - - - - -
Tl 1375 052 1558 042 081 1375 (55 1553 35 0,64 79 - - - - - -

Tabela 11. Tratamento dos dados da segunda rodada de andlises por FTIR que resultou na sequéncia de eficiéncia de reducéo de proteinas: T7>T3>>T9>T10>T3>T8.

Treatm. - Nao c%\ntrifugado ~ - Cen-trifugado R % prot retida
icol Alt.1 Pico 2 Alt. 2 Razéo Pico 1 Altura 1 Pico 2 Altura 2 21
T3 1376 0,692 1553 1 1,45 1375 0,669 1558 0,398 0,6 41
T6 1375 0,749 1558 0,736 0,98 1376 0,729 1559 0,7391 1,01 103
T7 1376 0,684 1557 0,566 0,83 1376 0,625 1558 0,552 0,88 107
T8 1376 0,747 1563 0,686 0,92 1375 0,763 1566 0,124 0,16 18
T9 1375 0,865 1559 0,909 1,05 1375 0,694 1558 0,322 0,46 44
T10 1375 0,825 1561 0,763 0,93 1375 0,883 1571 0,353 0,4 43
T11 1375 0,785 1561 0,671 0,85 1375 0,855 1558 0,28 0,33 38
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Esta primeira investida para utilizacdo de FTIR (Figura 26) para avaliar a presenca de
proteinas nos filmes de LBN tratados com tanino, produziram espectros claros e sem ruidos, o
que indicou ser esta técnica uma ferramenta de utilidade no desenvolvimento desta tese.
Também o tratamento matematico dos dados produziu um resultado em linha com a expectativa
positiva, completando o quadro de que esta técnica poderia ser bem utilizada para quantificar
os resultados dos diferentes tratamentos, o que incentivou reproduzir o experimento para

verificar sua reprodutibilidade.

Entretanto, a segunda rodada (Figura 27) acabou gerando espectros com muito ruido,
e, além disso, o tratamento matemaético dos dados produziu um resultado que contradizia a
conclusdo da primeira rodada. Estas duas condi¢des, 0s espectros com ruidos e a contradicao
nos resultados do tratamento matematico, levou a reconsiderar a posi¢édo inicial de que a técnica

poderia ser utilizada na tese.
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Figura 26. Primeiro experimento de FTIR das amostras de filmes de latex.
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Figura 27. Segundo experimento de FTIR das amostras de filmes de latex.

5.5.2. Proteinas totais e lipidios

Os filmes produzidos a partir das seis amostras mais representativas do Plano

Experimental No. 2 (PEG 2), produzidos como descrito na Se¢do 4.3.3.2., Preparacdo dos

filmes para testes in vitro, foram divididos em trés partes, uma foi para a primeira rodada de

experimentos com FTIR, a segunda parte foi enviada para o Centro de Andlises Laboratoriais

CBO e uma terceira parte foi encaminhada para o Centro de Pesquisas TARRC, da Inglaterra.

A Tabela 12 reine os resultados obtidos do CBO para as andlises de total de proteina
em bruto e extrato etéreo. A primeira, remete indiretamente para o total de proteina existente
na amostra, pela determinacdo do nitrogénio obtido na queima total do material em alta
temperatura em ambiente de oxigénio. A segunda andlise é feita por extracdo classica em
soxhlet com éter que retira os lipidios e outros compostos soltveis em éter. Ambas as técnicas

de analise estdo resumidas na Se¢éo 4.3.4.3 e constam do conjunto de referéncias.

Como pode ser observado, os resultados apresentam inconsisténcia, em parte

explicaveis. Por exemplo, a amostra HA contém amonia como preservante, 0 que eleva o
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porcentual de nitrogénio, na tabela 4.77. No entanto, este porcentual deveria necessariamente
abaixar com a primeira centrifugagéo, o que néo se verifica. Na segunda centrifugagdo, como
ha acréscimo de amdnia entre as duas passadas na centrifuga, o resultado parece ser razoavel.
No entanto, todos os tratamentos com tanino, deveriam resultar valores proximos, tanto para
proteinas, como para lipidios, pelo menos nas amostras sem centrifugacdo, pois o latex é o
mesmo e as férmulas adicionadas ndo devem mudar muito o percentual de nitrogénio ou 0s

extratos etéreos.

As analises contratadas com o Centro CBO acabaram por ndo produzir o resultado que
se esperava. Segundo o que se pode deduzir, pelo menos uma grande razdo, de ordem
metodoldgica, contribuiu para que a resposta das analises ndo tenha correspondido as
expectativas. O CBO tem larga experiéncia em analises quantitativas de ra¢fes animais, onde
podem contar com abundéncia de amostras e altas concentragcdes dos componentes, 0 que nao

coincidia com as condi¢fes do material de latex em pauta.

Tabela 12. Determinacdo de proteinas e extrato etéreo pelo Centro de Analises
Laboratoriais (CBO).

Nao Centrifugadas Uma centrifugacdo Duas centrifugacGes
Prot. Extrato Prot. Extrato Prot. Extrato

Amostras Bruta etéreo Bruta etéreo Bruta etéreo
% % % % % %
T3=HA 4,77 3,98 4,94 4,00 3,15 3,61
T7=TBL 3,44 7,27 1,03 5,28 - -
T8=TBR 2,07 12,91 0,86 6,14 0,77 29,75
T9 3,48 6,17 1,00 4,93 - -
T10 3,24 3,36 0,86 4,60 - -
T11 2,98 2,19 1,01 7,05 - -

5.5.3. Proteinas totais extraiveis e proteinas alergénicas Hev b5 e Hev b13

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos pelo Centro de Pesquisa Tun Abdul Razak
(TARRC) em Hertford, na Inglaterra nas duas determinacdes: total de proteinas extraiveis e 0
Ensaio ELISA para as duas proteinas alergénicas de latex mais estudadas e quantificadas, Hev
b 5e Hev b 13. Estas determinacdes foram direcionadas em procurar diferengas entre a amostra
de amodnia HA e a amostra com tanino TBR que tinha fornecido o melhor conjunto de resultados
nos outros pardmetros de preservacao biologica e estabilidade do latex.

Os dados para o total de proteinas extraiveis sao consistentes, mas, aparentemente, ndo

indicam tendéncia sobre a efetividade de acdo do tanino sobre o total de proteinas extraiveis do
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latex. Pode estar contribuindo para este resultado, a condicdo das proteinas estarem
complexadas com tanino e, nesta condicdo, estarem mais imobilizadas na matriz polimérica do
elastdbmero e, assim, ja ndo estarem disponiveis para as reacdes de proteinas livres, extraiveis,

que se imagina dao base ao método analitico.

Tabela 13. Resultados sobre as determinac@es das proteinas extraiveis e de duas proteinas alergénicas, Hev b5
e Hev b13 (andlises realizadas por TARRC/UK).

Sem centrifugacéo Uma centrifugacao Duas centrifugacdes
Prot. Hev Hev  Hev Prot. Hev Prot. Hev
Amostras gy p5 p13  bl3 Extr. b5 HVPR g ps  Hevbid

mg/g  Mg/lg Mg/g po/g mg/lg  Hglg Ha/g mg/g  Ug/g Ha/g
T3=HA 1.85 0,165 800 >30 0,29 0,079 100 >30 0,11 0,066 50 >30

T7=TBL <0,02 >30 <0,02 >30
T8=TBR 266 <002 1600 =>30 0,26 0,073 120 >30 0,12 0,078 17 <30
T9 <0,02 >30 <0,02 >30
T10 0,086 >30 <0,02 >30
T11 <0,02 >30 <0,02 >30

Por outro lado, nas quantificacdes das proteinas alergénicas Hev b 5 e Hev b13, os
resultados fornecem elementos interessantes de analise a respeito da eficacia do tratamento com
tanino para neutralizar a alergenicidade do LBN. Na coluna Hev b5, sem centrifugacéo, cinco
de seis amostras tratadas com tanino ficaram abaixo do limite de deteccdo do método, o que
pode ser até mesmo zero de concentracdo desta proteina alergénica, o que ndo € observado para
a amostra de amonia, que nas trés condi¢des ndo chega ao patamar do limite de detecgdo. Na
expressdo da responsavel pela andlise, este resultado foi bastante interessante em face da
expectativa de tratar o latex para neutralizar os alergénicos. Estas mesmas amostras mantém o

resultado positivo apds a primeira centrifugacdo com excegdo de uma amostra.

No caso da Hev b 13 sem centrifugacao, o resultado para TBR é o dobro da amostra de
amonia. No entanto, esta situacdo se reverte nos dois estagios subsequentes de centrifugacéo
para se tornar muito mais baixo no ultimo, com duas centrifugacdes, onde a amostra com
amonia apresentou concentracdo de 50 pg de Hev b 13 por grama de filme de latex seco, quase

trés vezes maior que a amostra de tanino, de 17 ug /g.

Estes resultados podem ser considerados intrigantes, a principio, especialmente quando
contrariam a expectativa positiva que se tinha. No entanto, esta reverséo nos resultados pode
ser entendida se for considerada a localizagdo de Hev b 13 no coloide de latex. Conforme aceito
pela literatura (ARIF et al., 2004; SUBROTO et al., 1996), parte das moléculas desta proteina
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esta localizada dentro das particulas lutoides, onde, supostamente, o tanino ndo pode alcanca-
las para complexar. No entanto, como resultado do processo de centrifugacéo, grande parte das
particulas lutoides é eliminada, mas, possivelmente, uma parte delas € destruida pelas fortes
forcas de cisalhamento na centrifuga, liberando essa proteina alergénica para o soro (SHI; CAl;
TIAN, 2015), onde ela pode entdo ser complexada pelo tanino, o que resulta nos numeros
observados. Este fato também pode ser tomado em apoio & opinido de que o tanino esta
complexando as proteinas, em geral, incluindo as alergénicas. Embora sejam necessarias mais
experiéncias para confirmar esta acdo do tanino para diminuir ou eliminar a alergenicidade do
latex, os resultados fornecidos pela andlise TARRC abrem uma nova abordagem de
investigacao para tratar esta questéo crucial para confirmar o papel do tanino na inativacéo dos

fatores alergénicos do latex.

5.5.4. Discutindo as técnicas para investigar alergénicos

Se na parte desta tese dedicada a investigar o uso de tanino para protecdo do latex, o
instrumental de analise disponivel permitiu obter resultados bem consistentes, 0 mesmo néo se
deu com os estudos sobre a resposta com os alergénicos. Dificuldades metodoldgicas associada
a auséncia de equipamentos foram as principais razGes para 0 avango que se teve, que, no

entanto, foi bastante e suficiente para esta tese tecnolégica de doutorado.

Considerou-se interessante deixar aqui registrada, uma reflexdo sobre as analises
realizadas de diminuicdo de proteina com FTIR, as determina¢des de proteina bruta e extrato
etéreo feitas pelo CBO e as quantificacdes de proteinas extraiveis e duas proteinas alergénicas
Hev b5 e Hev b13.

Até aqui, técnica de infravermelho ndo se mostrou adequada para permitir conclusdes
sobre a diminuicdo de proteinas do latex pelo uso de tanino. Em primeiro lugar, trata-se de um
processo em que o tanino, em tese, esta complexando com a proteina, que vai permanecer no
latex e na amostra preparada a partir dele. Assim, os filmes submetidos a analise de
infravermelho tinham ainda as proteinas que, no entanto, estavam complexadas com tanino,
gue devem produzir um espectro diferente do que a proteina sem estar complexada com o
tanino. Ainda mais, o complexo tanino-proteico esta inserido em uma matriz polimérica do
LBN que é complexa por natureza. A deposicéo deste latex em um filme deve gerar diferentes
configuracOes e arranjos deste complexo na superficie a ser irradiada com o IR gerando

diferentes espectros que podem levar a diferentes conclusdes. Este quadro pode muito bem
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explicar os diferentes espectros obtidos na primeira e segunda rodada de filmes feitos do mesmo

latex e com a mesma técnica.

Desta forma, a argumentacdo acima e tendo em vista as premissas da TTD, de focar
preferencialmente a solugdo ou o conhecimento do problema tecnolégico em si, a técnica de
FTIR para investigacdo em filmes de latex tratados com tanino foi deixada para outra ocasiao,

que o0 tempo assim o permita.

Com relacdo as andlises de proteina bruta e extrato etéreo, como realizadas pelo CBO,
também ndo se mostraram adequadas. Novamente, o tanino imobiliza a proteina que, no
entanto, ainda esta 14 e vai se refletir no resultado. Por outro lado, comparar com uma amostra
controle que contém amonia, também ndo sera eficaz, tendo em vista que ndo se tem a medida
exata do que ainda existe de nitrogénio advindo da amonia e ndo da proteina. Sobre a extracdo
em soxhlet para quantificacdo de lipidios, também ndo se obteve resultados plausiveis. Seja
pelo teor que é bem baixo, onde 0 método pode ndo trabalhar bem, seja pela extracdo de outros

compostos do latex que sdo sollveis em éter.

Finalmente, as analises efetuadas pelo TARRC, na Inglaterra, constituiram o maior
acerto metodoldgico para esta parte da tese tecnoldgica, em especial as quantificacbes das
proteinas alergénicas. A determinacdo do total de proteinas extraiveis deve ter interferéncia da
formagdo do complexo tanino-proteina que foi referido para explicar os resultados das duas
técnicas anteriores. A técnica de analise deve pressupor a quantificacdo de uma proteina livre e

ndo complexada com tanino.

A aplicacdo do ensaio ELISA, sim, foi uma escolha acertada e proporcionou 0s
resultados auspiciosos que se colheu e que remetem a pensar que a proposicao original da tese
de bloguear com tanino as proteinas, inativando os fatores alergénicos do latex, é acertada,

ainda que necessitem de mais testes de confirmagéo.

Ainda mais, deve ser deixado aqui registrado o pensamento de que o ideal seria
desenvolver uma tecnica que permita detectar proteinas alergénicas no latex ainda no estado
liquido. Possivelmente a proteina alergénica neste estado seria mais facil de detectar do que
filme formado. Ademais, em termos industriais, a deteccéo de alergénicos no latex centrifugado
ja permitiria selecionar que produtos ndo poderiam ser fabricados com ele, como no caso da
luva cirargica, mas ha outros em que a alergia ndo interfere, como fios elasticos e adesivos, por

exemplo.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo investigar a utilizacdo de taninos vegetais para
produzir latex com acédo alérgica diminuida. Ao mesmo tempo, a acéo do tanino através da
complexacdo proteica consistiria em uma via alternativa ao emprego de aménia para preservar
0 latex contra a decomposicdo bacteriana e a coalescéncia fisica. Embora a proposta tenha
antecedentes técnicos e cientificos e, acima de tudo, plausibilidade de execu¢do em termos
técnicos e econdmicos, ensaios desta forma ndo foram encontrados na literatura cientifica.

A principal conclusédo do presente estudo é a importancia da introducéo do tanino como
um novo e potencial componente de pesquisa da quimica do latex de hevea. Para ele realmente
se tornar um protagonista com contribuicdo consistente, depende de mais estudos a fim de
definir os intervalos dos componentes da formulagéo, a sequéncia de mistura dos reagentes e o
processo produtivo em geral. Entretanto, estas definicbes podem ser obtidas com relativa
facilidade, a partir da experimentacéo e andlises similares as desenvolvidas na presente tese de
doutorado. Por outro lado, existem passos entre a escala de laboratério e a realidade de producéo
em campo que precisam ser superados. O que ja implica em mais trabalho de desenvolvimento
em condicdes piloto e situacdo real de producdo, onde se tem que admitir metodologia e
condicdes especificas de trabalho, além de um grau diferenciado de investimento financeiro
que ndo poderia ser contemplado no ambito desta tese.

Em termos conclusivos, a resposta a pergunta sobre a eficacia do uso do tanino para
preservar o latex NR contra deterioracdo foi encontrada e é afirmativa. A possibilidade de se
produzir o latex de campo isento de amonia, utilizando aditivos de uso corrente na industria e
empregando um processamento simples, ja é por si sO uma descoberta interessante. Se, além
disso, puder ser confirmada a possibilidade de tornar o latex de borracha natural sem
alergénicos, com processamentos técnicos muito simples e ndo dispendiosos, entdo esta
pesquisa pode realmente ser uma contribui¢do importante para a industria de latex. O primeiro
passo foi dado e o resultado é auspicioso.

O trabalho desta tese tecnologica de doutorado, deixa, em nosso entender, uma outra

contribuicéo tedrica na formulacdo de um modelo de protecéo do coloide.

O modelo do ‘escudo de protecao do coloide’, tem por base a reacdo de complexagéo
entre o tanino e as proteinas adsorvidas nas particulas do elastbmero, que acabam por constituir
um aglomerado de tanino-proteina-particula que, coadjuvados pela presenca do alcali e do
tensoativo, protegem o coloide do colapso. Tal protecdo deve se dar principalmente por
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impedimento espacial para que as particulas ndo se choquem, impedindo, portanto, a fusdo delas
que levaria a coagulagdo do latex como um todo. Segundo este modelo, a protecéo do coloide
se daria por impedimento espacial e ndo por cargas idnicas que caracterizam o sistema de
protecdo da maioria dos coloides. Se tal modelo se aplica, o tanino deve estar reagindo com
todas as proteinas do meio, e de uma forma permanente, como é de se esperar para polifendis
naturais na presenca de aminodacidos e proteinas. Acontecendo esta reacdo, as proteinas estardo
estavelmente bloqueadas para outras reacdes, seja para atuarem como substrato do ataque
bacteriano, seja para as reacdes ultra especificas dos processos alérgicos. Com base neste
pressuposto, pode-se esperar resultados positivos para o tratamento do latex natural com tanino
vegetal para eliminar as alergias decorrentes das proteinas do latex. O que levaria, portanto, a

comprovacao da 12 hipdtese desta tese.

O autor desta tese executa, hd mais de vinte anos, um trabalho de desenvolvimento de
tecnologias para a producdo sustentavel de borracha na Amazénia. No entanto, como se trata
de técnicas para difusdo junto ao seringueiro e para seu uso, elas devem ser simples. A técnica
de tratamento com tanino desenvolvida nesta tese tem como objetivo a producéo nos seringais
de cultivo, onde podera ser bastante e facilmente introduzida na pratica produtiva, seja no Brasil
ou seja em qualquer pais produtor de latex de borracha natural. Este tratamento do latex também
foi pensado para uso do seringueiro da Amazonia. Se somente a prote¢do do latex por tanino se
confirmar como fruto desta tese, podendo-se prescindir da ambnia, e se a técnica for
disseminada, por exemplo, junto aos produtores de latex para a producdo de camisinhas da
Natex, em Xapuri, ja pode constituir uma renovacgdo e inovacdo memoravel. A protecdo com
amonia, pela alta exalacdo, obriga a uma alta frequéncia de coleta do latex junto aos produtores,
do contrario, ha perdas de latex putrefato e aumento do custo, entre outros fatores. Um latex
preservado sem amonia e que possa permanecer por meses sem deterioracdo, como ja se tem

conseguido como trabalhos nesta tese, podera ser um grande avanco na producéo.

Se, ademais, confirmar-se a retirada da alergenicidade do LBN, esta solucao propiciara
a Natex a producdo de uma camisinha ndo alergénica fabricada com latex nativo da Amazonia.
Provavelmente, o filme da camisinha da Natex ja € mais resistente, do que os filmes de
camisinhas feitas com latex de cultivo por se tratar de latex nativo de arvores centenérias. Se ja
existe este diferencial de ser uma camisinha com vantagens socio ambientais para a Amazonia
e, além disso, ser muito resistente e, ainda, ndo alergénica, este produto podera ter elevada
competitividade internacional e estas vantagens poderdo ser transferidas aos seringueiros que

sdo verdadeiros guardides da floresta amazonica.
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Finalizando, segundo a concepcdo de tese tecnoldgica de doutorado, proposta na
Introducdo desta tese, os resultados praticos devem resolver ou entender um problema tendo
em vista sua solucéo na area de prospeccao, producao ou distribuicdo de bens e servicos para a
sociedade. No entanto, para que ndo seja simplesmente a resolucdo de um problema, a tese deve
empregar método, rigor em sua aplicagdo e analise e, ainda, desenvolver modelos conceituais
de explicacdo dos fendmenos observados, bem como de predicdo de novos fenémenos,
expandindo assim o conhecimento e sua aplicacdo. Pode-se afirmar que esta tese praticou todos

estes pontos.
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ANEXO 1: Atividades desenvolvidas

A titulo de informacéo, neste ANEXO sdo enumeradas e descritas de forma resumida

as principais atividades realizadas como parte pratica desta tese.

Lista das Atividades desenvolvidas

1) Trés Planos Experimentais Preliminares (PEPS), executados nos meses de janeiro a abril
de 2015, num total de trés, tiveram como objetivo geral iniciar, de fato, os trabalhos na pesquisa
de bancada. Todos os PEPs 1, 2 e 3 foram feitos com latex da Embrapa. O PEP 1 teve como
objetivo especifico investigar a estabilidade do coloide com amédnia, lauril sufato de sodio
(LSS) e tanino e testando a introducdo de sais de nanoparticulas de prata (NPPL) sintetizada no
LABPOL (IQ/UnB). Constou de 8 tratamentos com composic¢des e concentracfes variadas dos
reagentes, sem ajuste de pH.

2) Levantamento intenso para verificar a existéncia de patentes relacionando o uso de
tanino vegetal com LBN na secdo de patentes da British Library, em Londres, quando se
constatou a inexisténcia de patentes neste sentido. Ressalte-se que as buscas sao realizadas por
moderno método de varredura digital por palavras e expressfes-chave, na base Derwent Word
Patent Index, que realiza a pesquisa nas bibliotecas de patentes mais importantes
internacionalmente, o que resulta em busca muito efetiva. Nao se encontrou qualquer ligacédo
entre os dois assuntos, tanino e LBN, no sentido procurado na presente tese.

3) Tentativa de uso da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas, CG/MS, com dispositivo de “head space” na Central Analitica (IQ/UnB) ¢ do
Laboratdrio de Produtos Florestais, SFB, do antigo IBAMA, para possivel deteccdo de acidos
graxos volateis de latex em processo de deterioracdo. Como ja comentado, esta técnica
consumiu muito esforco e tempo, porém sem ter sido possivel coloca-la em operagdo normal
para produzir resultados uteis a tese, que levou a decisdo de descontinuar esta linha de trabalho.
4) Plano experimental de avaliacdo de surfactantes, incluido como parte do PEC 1 para
testar a estabilidade do LBN com o uso dos surfactantes LSS, lauril éter sulfato de sodio
(LESS), ricinoleato de potassio, amonia e KOH, avaliando-se os resultados através do potencial
zeta no aparelho ZetaSizer.

5) Plano Experimental Preliminar N° 1, PEP 1, com 8 tratamentos, realizado com latex do

Centro de Pesquisa Agropecuaria do Cerrado (CPAC/Embrapa), Planaltina, com o objetivo de
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verificar a acdo de protecdo do coloide, medindo o potencial zeta e tamanho da particula frente
a varios aditivos como aménia, LSS, LESS e tanino.

6) Plano Experimental Preliminar N° 2, PEP 2, com 11 tratamentos, feito com latex do
CPAC/Embrapa, com o objetivo de verificar a acdo de protecdo do coloide do tanino em 3 pHs
diferentes, amonia, LSS, e introduzindo um sal de prata nano-particulado sintetizado no
Laboratdrio de Pesquisa em Polimeros e Nanomateriais (LABPOL) - 1Q/UnB.

7) Plano Experimental Preliminar N° 3, PEP 3, com 12 tratamentos, feito com latex da
CPAC/Embrapa, com o objetivo de verificar a acdo de protecdo do coloide, com tanino em pHs
diferentes, LSS, e introduzindo dois tipos de sais de prata nano-particulados, um sintetizado no
LABPOL/IQ/UnB e outro comercial, da Nanox Ltda., de S&o Carlos, SP.

8) Primeira tentativa de uso da técnica de espectroscopia de infravermelho para deteccédo
de proteinas em filmes de latex de borracha natural, sem sucesso.

9) Plano Experimental de Goianésia N° 1, PEG 1, com 10 tratamentos, mantendo-se a
concentracdo de tanino constante a 0,4% (m/m) e pH proximo de 9 e variando-se o bactericida,
empregando os produtos comerciais: DOT, IPBC, Borax. Preventol e NPPC. Como exemplo
de um Plano Experimental segue a Tabela 14 com os tratamentos do PEG 1.

10)  Plano Experimental de Cidade Ocidental N°1, PEC 1, com 22 tratamentos, que tomou
como base os resultados do PEGL1, anterior, do qual elegeu-se o melhor tratamento, denominado
como basico, foi modificado conforme a anélise dos dados e que ficou denominado como o
‘basico melhorado’ e foi se propondo modifica¢cdes em torno deste tratamento. Este Plano
Experimental foi o mais extenso conjunto de tratamentos da tese e, seguramente, resultou uma
consideravel quantidade de resultados de analises colhidas ao longo de um periodo de 70 dias.
11)  Experimento Piloto com 20 L de latex. Em paralelo ao PEC 1, acima, com 0 mesmo
latex, e com o tratamento que se estimava mais promissor (Basico Melhorado), instalou-se este
teste piloto com 20 L que ficou sob observacdo por 45 dias antes da centrifugagéo abaixo.

12)  Centrifugacdo industrial do Experimento Piloto de 20 L, na Usina Jasmim de
Beneficiamento de Latex, em S.J. do Rio Preto, SP, para verificacdo da resisténcia do latex
tratado com tanino a alta carga de cisalhamento que ocorre no processo de centrifugacdo

industrial.
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Tabela 14. Formulacdes utilizadas no PEG 1.

Latex Tanino Ambdnia LSS LESS Bdérax DOT IPBC
Experimento (ph 9) (25%) (25%)  (25%) (25%) Preventol (25%) (25%) (20%) NPPC
Branco Total 100 1,6 - - - - - - -
Léatex Baixo
Amdnia (0.2%
amonia)+(1%
LSS) 100 1,6 0,8 4 - - - - -
Latex Alto
Amédnia (0.8%
amonia) 100 1,6 3,2 - - - - - -
Tanino (0.4%)
ph 9 LSS(1%) 100 1,6 - 4 - - - - -
Tanino (0.4%)
ph 9 LESS(1%) 100 1,6 - - 4 - - - -
Tanino (0.4%)
ph9
PREVENTOL 100 1,6 - - - 4 - - - -

Tanino (0.4%)

ph 9 LSS(1%)

BORAX (0,8%) 100 1,6 - 4 - 3,2 - - -
Tanino (0.4%)

ph 9 LSS(1%)

DOT (0.8%) 100 1,6 - 4 - - 3,2 - -
Tanino (0.4%)

ph 9 LSS(1%)

IPBC (0.2%) 100 1,6 - 4 - - - 1 -
Tanino (0.4%)

ph 9 LSS(1%)

NPPC (0.4%) 100 1,6 - 4 - - - - 0,4

13)  Teste preliminar de preparacdo de filmes de latex por imersdo com o latex centrifugado
do Experimento Piloto de 20 L, de maneira similar ao processo industrial de producdo de
artefatos de latex, como as luvas, por exemplo. Em paralelo, para comparagdo, foi feito o
mesmo processo com o latex centrifugado comercial normal da Usina Jasmim.

14)  Manutencdo em equipamento de determinacdo de estabilidade em latex, emprestado da
Usina Jasmim de Beneficiamento de Latex de S.J. do Rio Preto, SP.

15)  Reunido com técnicos do Centro de Desenvolvimento Tecnologico (CDT) da UnB, para
discutir a aplicacdo de uma patente com o assunto da tese de doutorado.

16)  Contatos com quatro laboratérios para realizar testes in vitro dos latex e/ou filmes com
os melhores tratamentos para determinacao de proteinas, lipidios e proteinas alergénicas.

17)  Foram realizadas vérias reunides com o Laboratorio de Imunologia Celular da
Faculdade de Medicina, LIC/FM, da UnB, para verificar a possibilidade de fazer os testes de
alergia in vitro e in vivo na prépria UnB.

18)  Preparacdo de 5 amostras de filmes de latex com variadas composigdes do tratamento
para desativar as proteinas e eliminar as alergias, a partir do latex centrifugado preparado no

teste piloto.
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19)  Primeira quantificacéo de proteinas extraiveis em cinco amostras de latex pelo Centro
de Pesquisa Turn Abdul Razack (TARRC), no Reino Unido, em dezembro de 2015.
20)  Plano Experimental de Goianésia N° 2, PEG 2. Este PE teve 12 tratamentos
envolvendo as variaveis a) tanino — extrato normal e tanino degomado; surfactantes idnico e
n&o i0nico, alterando o pH do meio reacional e a ordem de adi¢édo dos reagentes. Este foi 0
mais completo PE realizado, ja em fase madura do trabalho, onde a experiéncia dos planos
anteriores foi utilizada para delinear um plano para fornecer respostas mais afinadas e
defini¢cbes sobre formulacéo e processo produtivo. Como este plano € bastante representativo
da metodologia de trabalho empregada nesta tese, ele consta como ANEXO 1. Os objetivos
deste PEG 2 foram:
a) confirmar resultados obtidos em programas experimentais anteriores em relacao
a formulacdes e processos de campo;
b) testar uma mesma formulacéo em condicOes diferentes:
e sobpH9,8e7;
e utilizacdo de tanino versus &cido tanico a pH 8;
e utilizando LSS versus LESS a pH 8;
c) comparar a ordem de entrada dos reagentes entre alcali, tanino e surfactante.
21)  Tomando-se os tratamentos com os melhores resultados do PEG 2, foram conduzidos
experimentos de centrifugacdo por um e dois ciclos, com re-diluigdo entre as duas passagens
na centrifuga, adicionando-se solugcdes que aproximassem as amostras as condi¢des iniciais.
Com latex nos trés estagios, ndo-centrifugado, uma centrifugacéo e duas centrifugacdes, foram
preparados filmes para FTIR (IQ/UnB), para a determinacdo de proteinas totais e lipidios
(CBO) e para quantificacdo do total de proteinas extraiveis e de duas proteinas alergénicas, Hev
b5 e Hev b13 (TAARC/UK).
22)  Determinagdes de proteinas totais e lipidios, no CBO Analises Laboratoriais, de
Valinhos, SP a partir dos filmes preparados no item anterior, em janeiro de 2017.
23)  Analises para quantificacdo de proteinas livres e proteinas especificas alergénicas Hev
b5 e Hev b13, no TARRC da Inglaterra, em janeiro de 2017.
24)  Plano Experimental de Cidade Ocidental N°2, PEC 2, realizado em abril de 2017, para
testar a possibilidade de uso de dois taninos hidrolisaveis, de mirabolano (Terminalia chebula)
e tara (Caesalpinia spinosa), e testar as formulacGes ja consolidadas, empregando-se periodo

prolongado (12 horas) de mistura dos reagentes com o latex.
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ANEXO 2: Plano Experimental Goianésia N°2

Neste Anexo, a titulo de ilustracdo da metodologia de trabalho, é apresentada a redacéo
original do PEG 2, que acabou sendo o plano mais discutido e conclusivo de toda a parte

experimental.

Plano Experimental Goianésia N°2 — PEG 2

Impresséo 1.

Brasilia, 15 de outubro de 2016.
Floriano Pastore Jr.

Siglas e expressdes utilizadas:

KO: hidréxido de potéassio, 2M

T: tanino, utilizado neste PEG2 como solucdo aquosa, preparada com antecedéncia minima de
um dia, a 25% m/m.

AT: écido tanico utilizado neste PEG 2 como solucdo aquosa, preparada com antecedéncia
minima de um dia, a 25% m/m.

LIN: latex in natura, ou latex de campo, como recolhido das canecas, coado e homogeneizado
em um vasilhame maior, com cerca de 30 % de matéria seca.

E: LESS — lauril éter sulfato de sddio, produto comercial de boa procedéncia, com cerca de
23% m/m.

Rx: Renex — nome comercial da Oxiteno para nonil fenol etoxilado, solucdo comercial a 25%
(m/m).

Bx5: Borax, solucéo aquosa a 5% (m/m)

1. Objetivos:
a. Confirmar, de forma geral, os resultados do PEC 1.
b. Comparar, nas mesmas condi¢des a atuacdo do conjunto Bx, T (ou AT), E (ou Rx),

nospHsde7,5, 85 e 9,5.

c. Comparar nas mesmas condi¢des T versus AT, com pH 8,5
d. Comparar nas mesmas condicdes E versus Rx, com pH 8,5
e. Comparar ordens de entrada:

i. (KO+BXx); (AT); (E)

i. (KO+Bx);(E); (AT)

iii. (Bx+AT); (KO); (E)

iv. (KO +Bx+E+AT)
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2.

)

k)

Definindo o Béasico Melhorado do PEC 1: BMP
KO até pH 9,5: conforme ficou evidente dos resultados.
Bx5 a 0,8 % (16 g): conforme ficou evidente dos resultados.
AT a 0,4 % (1,6 g) (AT passa a substituir T, por que este tem cerca de 20 a 25 % de
gomas e agucares, 0s quais devem atrapalhar na acdo do T sobre as proteinas.
E a1l % (4 g): conforme ficou evidente dos resultados.
- na ordem: (KO) ; (Bx5) ; (AT) ; (E): a ordem de entrada dos reagentes nao foi
adequadamente estudada no PEC 1.

Experimentos

BT, branco total, latex puro

BABX, baixo amonia (0,2 % m/m), bérax (0,8 % m/m)

AA, alto amdnia (0,8 % m/m)

BMP, Basico Melhorado do PEC 1, conforme descrito acima

BMP, pH 8,5

BMP, pH 7,5

BMP, com T, pH 8,5

BMP, com Rx, pH 8,5

BMP, comparando as ordens de entrada, todos com pH 8,5:

(KO + Bx) ; (AT) ; 90min ; (E): corrige o pH, entra com Bx, entra com AT, e s depois
de 90 minentrao E

BMP, comparando as ordens de entrada, todos com pH 8,5

(KO + Bx) (E) ; 90min ; (AT): corrige o pH, entra com Bx, entra o E, e depois de 90
min, entra 0 AT

BMP, comparando as ordens de entrada, todos com pH 8,5

(Bx + AT) ; (KO) ; 90min ; (E) : Bx e AT entram com pH do latex normal, em seguida,
0 pH é corrigido para 8,5, espera-se 90 min e entra com 0 E

BMP, comparando as ordens de entrada, todos com pH 8,5

(KO + Bx + E + AT): aqui entra todo mundo junto

Pontos de medicao

1) T =0, tempo igual a zero, medido no mesmo dia, ao chegar ao LATEQ, 3?-feira,
18/10, cercade 16 h
1.1) T, com 16 h, na 43-feira, 19/10, 8 h, s6 para o BT

2) T1d, tempo de um dia, com 24 h, 43-feira, 19/10, cerca de 16 h, todos

3) T2d, tempo de dois dias com 48 h, 52-feira, 20/10, cerca de 16 h

4) T3d, tempo de trés dias, com 72 h, 63-feira 21/10, cerca de 16 h

5) T6d, com 144 h, 22-feira, 24/10, cerca de 16 h

6) T10d, com 240 h, 63-feira, 28/10, cerca de 16 h
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Procedimentos experimentais na montagem do experimento

Todos os 12 tratamentos sdo feitos em uma jarra maior, de 2 L, e repassados para 0s 6
potes, que serdo enumerados de 1 a 6, sendo que os dois ultimos, 5 e 6, ficam nos potes
maiores, cada um com 200 mL, o dobro dos outros 4 potes, pois estes dois Ultimos serdo
usados para as medidas de viscosidade. Portanto, vai ser necessario coletar 12 X 800
mL =9.600 mL ou, praticamente 10 litros. Assim, todas as adi¢des dos reagentes devem
ser para 800 mL, ou a medida ja usada no PEC 1, para 100 ml, multiplicada por 8.

Em todos os tratamentos o volume final, apos adicdo dos reagentes ficara maior ou igual
a 800mL. Assim, mede-se 100 mL na proveta e passa para cada um dos 4 primeiros
potes; o que restar, distribui-se igualmente nos dois potes maiores, somente por medida
visual. Este procedimento é seguido para todos os tratamentos.

Antes de se iniciar a montagem dos tratamentos, deve ser feita uma titulacdo com 100
mL de latex, recém colhido, com 0 KOH 2M (mols.L™Y), para ver a quantidade necessaria
para aumentar o pH do latex para7,5 , 8,5 e 9,5. Fazer em triplicata.

Tratamento 1 = BT (branco total): somente colocar 800 mL na jarra de 2 L e despejar
nos 6 potes.

Tratamento 2 = BABx (baixo amonia com boérax): colocar 800 mL na jarra de 2 L,
adicionar 0,2 % de amonia (0,2 g X 8 = 1,6 g de NH4OH) mais 0,8 de Bx5 (16 g da
solucdo de bdrax a 5% tem 0,8 g, portanto adiciona-se 16 X 8 = 128 g).

Tratamento 3 = AA (alto amonia, a 0,8 % m/m): coloca-se 800 mL de LIN na jarra de
2L, adiciona-se 0,8% de amobnia (6,4 g de NH4OH a 25%). Segue-se 0 mesmo
procedimento do tratamento 2, acima.

Tratamento 4 = BMP, Béasico Melhorado do PEC 1: coloca-se 800 mL de LIN na jarra,
adiciona-se KO para pH 9,5, conforme titulacdo, em seguida o Bx a 0,8% (16 mL de
solucdo 5%, X 8 = 128 mL); mais o

AT a0,4% (1,6 g de solucéo 25% X 8 = 12,8 g); mais E a 1% (4 g de solucéo a 23% X
8=329Q).

Tratamento 5 = BMP, Basico Melhorado do PEC 1, com pH 8,5: igual ao Tratamento
4, com pH 8,5.

Tratamento 6 = BMP, Basico Melhorado do PEC 1, com pH 7,5: igual ao Tratamento
4, com pH 7,5.

Tratamento 7 = BMP, com T: igual ao Tratamento 5, substituindo-se AT por T, mesma
quantidade.

Tratamento 8 = BMP, com Rx: igual ao Tratamento 5, substitui E por Rx, mesma
quantidade.

Tratamento 9 = BMP, comparando ordens de entrada a pH 8,5; neste experimento o
AT entra antes do E: corrige o pH de 800 mL para 8,5, entra com Bx a 0,8% (16 mL de
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solucéo 5%, X 8 =128 mL); mais AT a 0,4% (1,6 g de solucdo 25% X 8 = 12,8 g); SO
depois de 90 min entra o E a 1% (4 g de solucdo a 23% X 8 = 32 g).

Tratamento 10 = BMP, comparando ordens de entrada a pH 8,5; neste experimento o
E entra antes do AT: corrige o pH de 800 mL para 8,5, entra com Bx a 0,8% (16 mL de
solucéo 5%, X 8 =128 mL); mais E a 1% (4 g de solucdo a 23% X 8 = 32 g); sO depois
de 90 min entra o AT a 0,4% (1,6 g de solucdo 25% X 8 = 12,8 g).

Tratamento 11 = BMP comparando ordens de entrada, a pH 8,5: aqui Bx e AT entram
primeiro, com pH do latex normal, aguarda-se um pouco (cerca de 15 min), corrige o
pH para 8,5, aguarda-se 90 min e entra com 0 E a 1% (4 g de solucéo a 23% X 8 = 32
9)-

Tratamento 12 = BMP comparando ordens de entrada, a pH 8,5: aqui todos os quatro
reagentes entram de uma s6 vez, misturados antes de adicionar aos 800 mL de LIN. KO
para pH 8,5 (conforme titulagdo) + Bx (a 0,8 % de solugédo a 5% : 16 g X 8 =128 g) +
AT (a 0,4% de uma solucgéo a 25%: 1,6 g X 8=12,89) + E a 1% (4 g de solucdo a 23%
X 8=2329).

Procedimentos experimentais para as leituras.
Aspectos gerais: aqui as amostras sdo analisadas conforme os aspectos visuais,
observando-se na ordem, mexendo-se 0 minimo possivel: cor, formacdo de camadas de
dep0ositos ou sobrenadantes, coagulacéo e manchas nas paredes.
. Teste olfativo: abre-se o frasco, deixa-se sair o primeiro cheiro e cada um de, no
minimo, 4 analistas sentem o cheiro e anotam em folhas separadas, sem trocar suas
impressdes; faz-se a média das quatro leituras. A pontuacdo deve ser de zero a dez (0 a
10), sendo que o cheiro de putrefato total é sentida (e memorizada) do BT (Branco
Total); a nota 10 é sentida com o melhor cheiro de latex fresco, com notas de flores,
frutado, etc. ou seja € muito agradavel. O ponto intermediério, 5, é quando o latex deixa
de ser cheiroso para ser desconfortavel ao olfato.
pH: Na medicéo do pH toda sequéncia de medidas dos tratamentos em um dia de leitura
deve ser precedida pela calibragdo nos dois tampdes recebidos com o aparelho.
Potencial Zeta (PZ): é retirada uma aliquota de 2 mL que séo diluidos para 100 ml
(50X); desta solugdo retira-se mais 2 ml adiciona-se ao frasco de 50 ml, &mbar, com 40
ml de agua (20X); o que resulta em: 50 X 20= 1000, como fator de dilui¢do. Para a
medida do PZ, segue-se o procedimento padréo do aparelho.
Didmetro da particula (DP): da solucéo de diluigdo 1000, retira-se uma aliquota de 5
ml e se coloca em novo frasco ambar e dilui-se para 50 ml, resultando em diluicdo de
10X. Portanto, ao final se tem o fator de dilui¢cdo de 1000 X 10 = 10.000. Para a medida
do DP, segue-se o procedimento padréo do aparelho.
Viscosidade Dinamica Brookfield: em um bequer de 200 mL, colocar volume
suficiente para passar do spindle 3 ou 4. A média de trés leituras é anotada em cp
(centipoise). Medidas feitas a temperatura ambiente.
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Estabilidade mecanica: no copo selecionado para a medida no aparelho adequado,
insere-se 50 ml da amostra e se aciona o motor e vai se observando a formacéo dos
primeiros codgulos na palma da méo. O resultado é anotado em segundos, lidos no
crondmetro. Uma leitura é suficiente.

Acidos Graxos Volateis (AGV): os AGVs sdo medidos segundo a Norma ASTM
D7610. Um resumo do procedimento seré preparado.

Proteinas totais por Lowry: esta determinacdo é feita pelo Método de Lowry
Modificado, seguindo-se a ASTM D 5712. Um resumo do procedimento sera preparado.
As proteinas totais serdo determinadas como resposta aos experimentos de
centrifugacdo, na sexta-feira, dia 21/10, ou alternativamente no dia 26/10, 4°-feira, pela
manhd. As determinacfes serdo feitas seguindo-se as centrifugacdes de amostras do
tratamento 4 (BMP) e outro que despontar como de boa qualidade nos experimentos.
Teste qualitativo de proteinas por FTIR: ainda por decidir a quais tratamentos podem
se aplicar esta técnica de analise, mas pode ser que que todos os tratamentos podem ser
centrifugados, re-diluidos, tratados com nova adi¢do de KO, BX, AT e E, provavelmente
com metade da concentracdo anterior, e novamente centrifugados. Em cada um dos trés
pontos: sem centrifugacgdo, apds a 12 centrifugacdo e apos a segunda centrifugacao, sdo
feitos filmes de latex, por desidratacdo simples, a temperatura ambiente, e faz-se o FTIR.

Lista de materiais para experimentos de campo
a) Conjunto de 76 potes,

b) Jarrade 2 litros,

c) Provetas de 100, de 50 e de 10 ml

d) Bequers de 100, 200 ml, de vidro e de plastico
e) Conjunto de pipetas, incluindo Pasteur
f)  Espatulas

g) Etiquetas

h) Tesoura

i) Fitaadesiva

i) Agua destilada

k) Balanca

) Ph-metro

m) Fita de pH

n) Rolo de filme PVC

0) Conjunto de ferramentas

p) Toalha de papel

q) Jalecos, toalhas de pano calculadora

r) Papel de anotacdo

s) Caixa de isopor

t) FrascosPETde2L
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