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HIDROLISE ENZIMATICA DE FIBRA DE CAROA (NEOGLAZIOVIA
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Coorientador: Prof. Dr. Mario de Oliveira Neto

RESUMO

As fibras de carod contém elevado teor de celulose (= 65%), podendo ser utilizada
como fonte renovavel de energia para a producao de nanocelulose e etanol de segunda
geracdo (2G). Desse modo, objetivou-se com esta pesquisa obter nanocelulose e etanol a
partir da fibra de carod, por meio de uma metodologia capaz de gerar menor impacto
negativo ao ambiente. Ensaios de pré-tratamento hidrotérmico (160, 170 e 180 °C) foram
realizados visando a remocao da hemicelulose da fibra de caroa. Com base nos resultados,
o material pré-tratado em banho hidrotérmico a 160 °C foi deslignificado com NaOH 1%,
para obtencdo da polpa de celulose. O método organossolve com o uso da relagdo de
agua/etanol (50/50) a 180 °C também foi testado. A eficiéncia desses processos foi
avaliada por meio da caracterizagdo quimica (teor de celulose, hemicelulose e lignina) e da
difracdo de raios-X (DRX). Por ter fornecido o melhor rendimento de polpa de celulose, o
pré-tratamento com banho a 160 °C e deslignificado com NaOH 1% foi o método
selecionado. Esse material foi submetido a analises de termogravimetria (TG) e
microscopia eletronica de varredura (MEV). Por meio dessas técnicas, notou-se que houve
a remog¢ao da hemicelulose e da lignina da fibra de carod. Em uma segunda etapa, a
endoglucanase comercial E-CELTM foi utilizada para hidrolisar a polpa celuldsica e gerar
nanoestruturas de celuloses. A nanocelulose obtida foi caracterizada por microscopia de
forca atdomica (AFM). Os dados de AFM evidenciaram a presenca de nanocelulose
cristalina com razao de aspecto de 16 £ 5. O material residual desse processo foi usado em
uma nova hidrélise com o coquetel enzimatico “Accellerase 1500” para liberagdo dos
acucares fermentesciveis, que podem ser convertidos em etanol. A concentragdo de glicose
obtida apds 72 h de reacio foi de 19,6 g L' e de etanol ap6s a fermentacdo foi de 7,5 g L™.
Dessa forma, as fibras de carod sao potenciais fontes de nanocelulose e etanol 2G.

Palavras-chave: bioetanol; bromeliaceae; celulase; hidrolise enzimatica; nanoestrutura.



ENZYMATIC HYDROLYSIS OF CAROA (NEOGLAZIOVIA VARIEGATA) FIBER
FOR NANOCELLULOSE AND ETHANOL PRODUCTION. Botucatu, 2016. 68 p.
Thesis (Doctorate in Agronomy / Energy in Agriculture) — College of Agricultural
Sciences, Sao Paulo State University.

Author: Daniele Fernanda Chiarelli Gongalves

Advisor: Prof. Dr. Alcides Lopes Leao

Co-advisor: Prof. Dr. Mario de Oliveira Neto

SUMMARY

The fiber of caroa plants has a high quantity of cellulose (= 65%) that can be used
as a renewable energy source to produce nanocellulose and second-generation ethanol
(2G). The aim of this research was to obtain nanocellulose and ethanol from caroa fiber
using methods with minimal detrimental effects on the environment. Hydrothermal
pretreatment trials (160, 170 and 180 °C) were carried out to remove the hemicellulose
from caroa fiber. Based on the results, the pre-treated material at 160 °C in liquid hot water
was delignified with 1% NaOH to obtain cellulose pulp. The organosolv method using
water/ethanol ratio (50/50) at 180 °C was also studied. The efficiency of these processes
was assessed by chemical characterization (content of cellulose, hemicellulose, and lignin)
and by X-ray diffraction (XRD). The best yield of cellulose pulp was obtained from the
pre-treated material using liquid hot water at 160 °C and delignified with 1% NaOH and
was selected for further analysis. This material was submitted to thermogravimetric
analysis (TGA) and scanning electron microscopy (SEM). After the material was pre-
treated a second process, commercial endoglucanase E-CELTM, was used to hydrolyze the
cellulosic pulp and to produce cellulose nanostructures. The nanocellulose obtained was
characterized by atomic force microscopy (AFM). The AFM data shows the presence of
nanocellulose crystal with aspect ratio of 16 £+ 5. The residual of these materials was used
for a new hydrolysis with the enzyme cocktail "Accellerase 1500" for release of
fermentable sugars, which can be converted into ethanol. The concentration of glucose
obtained after 72 h of reaction was 19,6 g L and the concentration of ethanol after
fermentation was 7,5 g L. Therefore, caroa fibers are potential sources of nanocellulose

and ethanol 2G.

Keywords: bioethanol; bromeliaceae; cellulase; enzymatic hydrolysis; nanostructure.



1. INTRODUCAO

O caroa [Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez] ¢ uma planta da familia
Bromeliaceae muito importante para o ecossistema do semi-arido brasileiro. E uma espécie
nativa do estrato baixo da caatinga e por ser considerada uma excelente fonte de fibra dura,
vem sendo utilizada, principalmente, na industria téxtil (RIBEIRO, 2007). As fibras de
caroa contém elevado teor de celulose, tornando-se uma biomassa de interesse para a
producao de nanocelulose e de etanol celuldsico.

O termo “nanocelulose” se refere a materiais celuldsicos que possuem pelo menos
uma de suas dimensodes na escala nanométrica, sdo biodegradaveis e podem ser produzidas
de qualquer fonte de biomassa lignoceluldsica (KHALIL et al., 2014). As nanoceluloses
téem sido estudadas como biopolimeros de alta tecnologia para aplicacdo em diversos
materiais. Tal fato se deve a sua biocompatibilidade, estabilidade térmica, menor
densidade, elevada relacdo de aspecto - definida como a razdo entre o comprimento € o
didmetro, a sua contribui¢io como reforgo mecanico e as suas propriedades opticas (LEAO
et al.,, 2007; FUKUZUMI et al., 2009; NOGI et al., 2009; MOON et al., 2011;
HONORATO et al., 2015).

Além dos materiais nanocompdsitos, como baterias, biofilmes de embalagens de
alimentos e sensores eletronicos (ISOGALI et al., 2011; MOON et al., 2011; ZHENG et al.,
2015), as nanoceluloses podem ser utilizadas como hidrogéis em formulagdes cosméticas
(SPOLJARIC et al., 2014), aditivos para revestimentos ¢ na forma de barreiras de gas
como preenchimento da micro e nanoporosidade de filmes (BELBEKHOUCHE et al.,
2011). Esse nanomaterial também pode ser utilizado para encapsulamento e controle da
liberacdo de farmacos (MOON et al., 2011). Estudos tém sido intensificados na area
biomédica com o emprego da nanocelulose na engenharia de tecidos como substituto dos
vasos sanguineos e tecidos moles, reparagdo de ossos e pele (LIN; DUFRESNE, 2014),
além da confeccdo de membranas semelhantes aos filtros sintéticos antimicrobianos
(METREVELI et al., 2014).

O etanol de celulose, também conhecido como etanol de 2% geragdo, é produzido
pela hidrolise da biomassa celuldsica a partir da liberagdo de agucares fermentesciveis
(WYK, 2001; OGEDA; PETRI, 2010). Atualmente, tem sido bastante estudado por se
tratar de uma alternativa para aumentar significativamente a produ¢cdo mundial de etanol,

além de ser considerado uma tecnologia mais limpa. Assim, materiais lignocelulosicos



ganham cada vez mais destaque como matéria-prima promissora para producdo desses
biocombustiveis (TILMAN et al., 2009; KARLRSSON et al., 2014).

Durante o processo de producao de nanocelulose e etanol celuldsico ¢ importante
conhecer bem as matérias-primas ¢ os métodos de pré-tratamento utilizados para o
processamento da biomassa lignocelulosica. Nesse sentido, a hidrolise enzimatica
catalisada por enzimas denominadas celulases torna-se uma opg¢ao, principalmente por

reduzir os danos ambientais devido ao uso de reagentes toxicos.

1.1. OBJETIVO

Diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo, avaliar as fibras de plantas
de carod para a producao de nanocelulose e obtencao de agucares fermentesciveis para a

geragdo de etanol. Assim, os objetivos especificos foram:

e Realizar os processos de pré-tratamento das fibras de plantas de caroa para extracao
da polpa de celulose;

e Promover a hidrélise enzimatica da polpa de celulose para obtencdo de
nanocelulose com o emprego de endoglucanase comercial da familia
glicosilhidrolase 5 (GH 5);

e (aracterizar morfologicamente a nanocelulose de plantas de caroa;

e Realizar a hidrolise da polpa celulésica na presenga do complexo celulolitico
visando a obtencdo de agucares fermentesciveis;

e Promover a fermentacdo alcodlica do material hidrolisado e determinar a

quantidade de etanol produzida.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biomassa vegetal (Caroa)

O carod [Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez] (Figura 1) ¢ uma planta da familia
Bromeliaceae, com folhas verdes listradas e espinhosas, flores vermelhas protegidas por
bracteas e frutos em bagas suculentas, que mede em torno de 90 a 180 cm de altura

(SMITH; DOWNS, 1979; XAVIER, 1982).

Figura 1. Aspectos visuais das plantas e floracdo de caroa. Fonte: onordeste.com.

A fenologia das plantas estuda as mudancas morfologicas relacionadas as fases do
ciclo de vida, como germinagdo, floragdo e frutificacdo (FENNER, 1998). As sementes de
N. variegata requerem altas temperaturas, entre 30 ¢ 37 °C, para germinagdo. A restrigdo
hidrica do meio pode ocasionar um atraso no tempo de germinagao (SILVEIRA et al.,
2011). Sendo assim, a fase de brotamento concentra-se na estagdo chuvosa. A floracao do
carod ocorre em um Unico periodo do ano, sempre apds a estacdo seca € a poliniza¢do ¢
realizada pelo beija-flor da espécie Chlorostilbon aureoventris (LEAL et al., 2006;
SILVEIRA et al., 2009). A fenofase de frutificacdo ocorre logo apos a floracao, no periodo
chuvoso (PEREIRA; QUIRINO, 2008).



Essa espécie ¢ muito importante para o ecossistema do semi-arido brasileiro, nativa
do estrato baixo da caatinga, ¢ uma excelente fonte de fibra dura, especialmente para a
industria téxtil, mas que foi negligenciada, a partir da década de 50, com a entrada no
mercado das fibras artificiais (RIBEIRO, 2007). A confec¢dao de produtos artesanais a
partir das fibras de caro4 ¢ uma fonte de trabalho e renda para muitas familias da regido
nordeste (SILVEIRA et al., 2011).

As fibras de carod contém em torno de 80% de holocelulose, 15% de lignina e 8%
de extrativos (VASCONCELOS et al., 2009). O alto valor do teor de holocelulose torna o
carod uma biomassa de interesse para geracdo de produtos a base de polpa de celulose,
como por exemplo, a nanocelulose e o etanol de segunda geragdo. Possibilitando, dessa
forma, adensar a cadeia produtiva do caroa permitindo que o produtor tenha acesso a novos
mercados que remunerem melhor, quando comparado com a receita obtida atualmente nos

produtos tradicionais destinados ao artesanato.

2.2. Estrutura da parede celular vegetal

A parede celular (PC) das plantas representa a maior fonte de carbono organico do
planeta (GILBERT, 2010). A PC vegetal ¢ composta por quatro componentes principais:
celulose, hemicelulose, pectina e lignina, que conferem resisténcia mecanica e rigidez as
plantas (GIBSON, 2012; NAKANO et al., 2015). A estrutura da parede das células
vegetais ¢ formada por quatro camadas: parede primaria (PP), parede secundéria externa
(S1), parede secundéria média (S2) e parede secundaria interna (S3) (Figura 2) (FENGEL;
WEGENER, 1989; KEEGSTRA et al., 2010; GIBSON, 2012). Essas camadas sdo
secretadas pelo protoplasto, onde a camada mais antiga localiza-se mais distante da

membrana plasmatica (GIBSON, 2012).



Figura 2. Estrutura da parede celular das plantas. Fonte: Adaptado de Gibson et al. (2012).

As camadas da parede celular diferenciam-se na composi¢ao quimica, orientacao
das microfibrilas de celulose e localizacdo celular (Figura 3) (CARVALHO et al., 2009;
GIBSON, 2012;. NAKANO et al., 2015). Cada espécie vegetal apresenta uma quantidade
de celulose, hemicelulose e lignina em cada camada (CARVALHO et al., 2009).

Al —— T.amela média

Parede celular primaria

Bl —— Lamela média

—— Parede celular primiria

| O¢g, Parede celular secundiria -
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Complexo celulose sintase
Microfibrila de celulose
Hemicclulose

Lignina

Pectina

Proteina

Figura 3. Parede celular. A) Modelo da parede celular primaria. Presenca de microfibrilas

curtas e finas; hemicelulose composta de xiloglucana e pectina em abundancia. B) Modelo

da parede celular secundaria, depositada entre a parede celular primdria ¢ a membrana

plasmatica. Contém microfibrilas de celulose longas e espessas, xilana e lignina. Fonte:

Adaptado de Nakano et al. (2015).



A celulose ¢ o componente principal das camadas. No entanto, este polimero esté
presente na PP com menor grau de polimerizagdo. Os outros componentes da parede
celular também diferem entre as camadas primaria e secundarias, como a abundancia de
pectina na PP e lignina na parede secundaria. Estas caracteristicas sdo responsaveis pela
flexibilidade da PP e maior rigidez da parede secundaria (COSGROVE, JARVIS, 2012;
NAKANO et al., 2015).

2.3. Componentes da parede vegetal

2.3.1. Celulose

A celulose ¢ o biopolimero renovavel mais abundante e ¢ encontrado em plantas,
bactérias e alguns animais (TINGAUT et al., 2012; CHEN, 2014). A estrutura da celulose
¢ um homopolissacarideo semicristalino linear de cadeia longa constituida de 7.000 a
15.000 residuos de D-glicose unidas por ligagdes B-1,4 glicosidicas (GIBSON, 2012). Na
natureza, a celulose esta na forma de fibra com diametro de 5 a 20 um e comprimento de
0,5 a varios milimetros (KALIA et al., 2014). Nos vegetais, as moléculas de celulose estdo
organizadas em fibrilas elementares, que sdo integradas em unidades maiores denominadas
microfibrilas, que por sua vez compdem as fibras (PAAKKO et al., 2007; HABIBI et al.,
2010). As microfibrilas de celulose estio embebidas em uma matriz envolta por
hemicelulose e lignina ou pectina, conferindo suporte estrutural as plantas (MORTIMER et
al., 2010; GIBSON, 2012; SILVEIRA et al., 2013). As cadeias de celulose, em paralelo,
sdo unidas por interagdes de van der Waals e por ligacdes de hidrogénio entre os grupos
hidroxila laterais (Figura 4), que determinam a estabilidade tridimensional da molécula
com a formacdo de uma estrutura cristalina altamente ordenada (FENGEL; WEGENER,
1989; UTO et al., 2014; LIN; DUFRESNE, 2014).
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Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura quimica da celulose, formagdo de

ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares. Fonte: Lin e Dufresne (2014).

Cada fibrila de celulose mede aproximadamente de 3 a 4 nm de espessura e varios
micrometros de comprimento, contendo regides ordenadas e desordenadas, denominadas
cristalinas e amorfas, respectivamente (Figura 5) (KOSARIC et al., 1983; PAAKKO et al.,
2007; ZIMMERMANN et al., 2010; MOON et al., 2011). A estrutura cristalina da celulose
confere propriedades mecanicas atrativas para um polimero, como o elevado modulo de
elasticidade (estimado em 134 GPa) e resistencia a tragdo (GIBSON, 2012; TINGAUT et
al., 2012).

A celulose ¢ um composto polimorfo, sendo identificadas sete estruturas cristalinas
de celulose: la, IB, II, III;, I, IV, e IV, (OGEDA; PETRI, 2010). Essas estruturas
alomorfas derivam da celulose I (a e B), que ¢ a forma encontrada in natura (UTO et al.,
2014). A celulose Ia apresenta uma estrutura triclinica que pode ser convertida na forma
mais estavel monoclinica If apos tratamento hidrotérmico ou com solvente organico a alta
temperatura (YAMANOTO et al.,, 1989; UTO et al.,, 2014). Ambas as estruturas de
celulose I estdo presentes em todas as fontes de celulose, mas em propor¢des diferentes. A
celulose Ia € encontrada em maiores propor¢des nas bactérias, fungos e algas, e a estrutura
I nas plantas (FLEMMING et al., 2001). A celulose tipo II pode ser obtida pelo processo
de mercerizagdo ou regeneracdo da celulose I. No entanto, esse € um processo irreversivel,
devido a mudanca da polaridade da cadeia celulosica de paralela para antiparalela,
resultando em uma estrutura mais estavel com a formacao de um maior namero de ligacdes
de hidrogénio (KROON-BATENBURG; KROON, 1997; LANGAN et al., 2005; UTO et
al., 2014). A celulose II tem uma estrutura monoclinica e ¢ utilizada para produgdo de

filmes transparentes (celofane) (KLEMM et al., 2005). As celuloses I1I; e III, sdo formadas
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apos o tratamento da celulose I e II com amonia ou aminas (OGEDA; PETRI, 2010). As
celulose IV e IV, sdo produzidas apds o aquecimento com glicerol a 206 °C das celulose
III; e III,, respectivamente (O’SULLIVAN, 1997; OGEDA; PETRI, 2010). Cada tipo de
celulose apresenta caracteristicas especificas, como densidade, ponto de fusdo e estrutura

cristalina (KADLA; GILBERT, 2000).

(b)
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Figura 5. Estrutura da celulose. a) Moléculas de glicose: ligagdes covalentes (linha
continua) e ligacdes de hidrogénio (linha tracejada); (b) Fibrilas de celulose, com as
regides cristalina e amorfa, formando agregados em microfibrila. Fonte: Adaptado de

Gibson et al. (2012).

2.3.2. Hemicelulose

Hemiceluloses sdo polissacarideos de cadeia ramificada compostos de 500 a 3.000
unidades de monossacarideos contendo cinco ou seis carbonos (NIKLAS, 1992;
KUMMAR et al., 2008). Os principais monomeros constituintes das hemiceluloses sdo as
pentoses D-xilose e L-arabinose e em menor quantidade as hexoses
D-glicose, D-galactose, D-manose, D-acido glicuronico e 4-O-metil-D-acido glicurénico

(Figura 6) (KULKARNTI et al., 2012).
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Figura 6. Esquema das moléculas de celulose e hemicelulose da parede vegetal. Fonte:

U.S. Departament of Energy (2008).

O teor e a estrutura da hemicelulose diferem entre as espécies de plantas, sendo que
a cadeia principal deste polissacarideo € constituida por um ou mais tipos de grupos
glicosil unidos por ligagoes B-1,3, B-1,4, B-1,6 ou B-1,3-B-1,4 (CHEN, 2014). As moléculas
de hemiceluloses associam-se as moléculas de celulose e fazem ligacdo cruzada com
moléculas de lignina, resultando em uma complexa e resistente rede (SCHELLER;

ULVSKOV, 2010).

2.3.3. Lignina

Ligninas sdao polimeros hidrofobicos e amorfos compostos por unidades de
fenilpropano ligadas pelo acoplamento radicalar de C-C e C-O (CHEN, 2014). Estes
polimeros preenchem os espagos na parede celular entre as moléculas de celulose e
hemicelulose, atuando como uma “cola” que mantém a matriz lignoceluldsica coesa e
confere uma alta resisténcia da parede celular a degradacao (RUBIN, 2008; ZHONG; YE,
2015). A lignina ¢ um complexo polifendlico tridimensional gerado pela polimerizacao
oxidativa de trés precursores monolignois (Figura 7): o &lcool cumarilico, o alcool
coniferilico e o dalcool sinapilico, que geram trés tipos de lignina respectivamente:
p-hidroxifenil lignina (H), guaiacil lignina (G) e siringil lignina (S). A degradacdo da
estrutura da rede de polifendis demonstra o alto grau de polidispersividade dos fragmentos
de lignina liberados, desde fragdes de menores pesos moleculares, 2.100, 7.100, e 11.000,

até tamanhos maiores entre 18.000 e 40.000 (JIANG, 2001; CHEN, 2014).
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Figura 7. Monoligndéis e as subunidades de lignina. Fonte: Adaptado de

Brandt et al. (2013) e Rahimi et al. (2014).

As espécies vegetais possuem tipos e proporcoes diferentes dos polimeros de
lignina (ZHONG; YE, 2015). Geralmente, as dicotiledoneas contém unidades de guaiacil-
siringil (GS) em maiores quantidades, j4 as monocotiledoneas contém, principalmente,
guaiacil-siringil-hidroxifenil (GSH) (WEI, SONG, 2001). A lignina de madeira mole
(“softwood”) ¢ composta, principalmente, de unidades de guaiacil (BRANDT et al., 2013).
Ja a lignina de madeira dura (“hardwood”) contém tanto unidades de G e S em propor¢des
similares. Quantidades significativas de grupos p-hidroxifenil sdo encontradas em ligninas

de herbaceas (YINGHUAI et al., 2013).

2.4. Desconstruciao da biomassa vegetal

A biomassa lignoceluldsica ¢ um recurso renovavel composto, principalmente, de
celulose, hemicelulose e lignina. Os componentes obtidos do processamento da biomassa
vegetal podem ser convertidos em combustiveis, produtos quimicos e biomateriais
(KAMM et al., 2006; LEE et al., 2014). O principal obstaculo para a desconstru¢do da
biomassa lignocelulosica ¢ a sua recalcitrancia, que dificulta a separacdo da celulose,
hemicelulose e lignina presentes na parede celular (SILVEIRA et al., 2013; LEE et al.,
2014). Alguns fatores contribuem para a recalcitrancia da biomassa: protecao da celulose
pela lignina, revestimento pela hemicelulose, a cristalinidade e o grau de polimerizagdo da

celulose (LEE et al., 2014).
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Desse modo, o fator limitante da desconstrucdo da biomassa ¢ o método de
pré-tratamento empregado. O objetivo do pré-tratamento € romper a estrutura da lignina e
da hemicelulose (Figura 8), expondo a molécula de celulose para facilitar o acesso das
enzimas celuloliticas e aumentar a eficiéncia da hidrélise enzimatica (OOSHIMA et al.,
1991; MOSIER et al., 2005; ALVIRA et al., 2010; OGEDA, PETRI, 2010; CHANDRA et
al., 2015). Assim, o pré-tratamento visa aumentar a area de superficie especifica da
celulose e a porosidade do substrato disponivel, além de reduzir sua cristalinidade para o
ataque enzimatico (ALVIRA et al., 2010; LEE et al., 2014). A remocao da lignina ¢
importante, uma vez que esta pode também adsorver as enzimas hidroliticas competindo
com as fibras de celulose pelos sitios de ligagdo cataliticos (BERLIN et al., 2005; ZHENG
etal., 2013; KO et al., 2015).

Lignina

Celulose
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Figura 8. Efeito do  pré-tratamento em  materiais  lignoceluldsicos.

Fonte: Adaptado de Mosier et al. (2005).

Cada material lignoceluldsico tem diferentes caracteristicas fisico-quimicas e,
portanto, ¢ importante adequar a metodologia de pré-tratamento com base nas propriedades
da biomassa escolhida (ALVIRA et al., 2010). Além disso, o pré-tratamento influencia,
potencialmente, a hidrélise enzimatica da celulose, a producdo de compostos tdéxicos como
os inibidores do crescimento da levedura e, também, a demanda de energia (GALBE,
ZACCHI, 2007).

Diversos métodos de pré-tratamento (Tabela 1) podem ser aplicados, como por

exemplo: moagem, tratamento hidrotérmico, hidrélise 4cida, tratamento alcalino,
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organossolve, biodegradacao fungica e as combinagdes de tratamentos fisicos, quimicos e

biologicos (TALEBNIA et al., 2010; LEE et al., 2014).

Tabela 1. Aspectos dos principais métodos de pré-tratamento de biomassa lignocelulosica.

Meétodo de pré-tratamento

Vantagens

Desvantagens

Moagem

Explosao a vapor

Hidrotérmico com agua
quente

Ozonolise

Organossolve

Tratamento acido
concentrado

Tratamento acido diluido

Tratamento alcalino

Fungico (a¢do de enzimas
que degradam lignina -
peroxidases e lacases) "

Fisico

Fisico-quimico

Quimico

Quimico

Quimico

Quimico

Quimico

Quimico

Biologico

Redugdo da cristalinidade
da celulose

Custo efetivo;
solubilizagdo da
hemicelulose e
transformacdo da lignina

Auséncia do uso de
reagentes quimicos

Reduz o teor de lignina;
auséncia de compostos
toxicos

Hidrolise da lignina e
hemicelulose

Alto rendimento de
glicose; processo em
temperatura ambiente

Diminuigdo dos
problemas de corrosdo e
menor quantidade de
inibidores do que o
tratamento com acido
concentrado

Solubilizacdo da lignina;
menor degradacao de
agucar do que o

tratamento &cido ¥

Degradacao da lignina e
hemicelulose; baixo
consumo de energia

Alto consumo de energia

Formacao de compostos
toxicos; degradacao
parcial da hemicelulose

Degradagao parcial da
hemicelulose

Alto custo

Alto custo; necessidade
de reciclagem do solvente

Elevado custo do acido;
corrosao dos reatores;
formagao de inibidores

Menor concentragdo de
aglicares

Produgdo de compostos
inibidores

Baixa taxa de hidrolise

Fonte: Adaptado de Alvira et al. (2010). ¥ Kumar et al. (2009).

2.4.1. Tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico ¢ realizado a alta temperatura (160 a 240 °C),

mantida pela pressao aplicada nos reatores, sem a adicdo de catalisador ou reagente

quimico (ALVIRA et al., 2010; TALEBNIA et al., 2010). A agua quente solubiliza uma

fracdo elevada de aguicares hemiceluldsicos e abre os poros entre os feixes de microfibrilas
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(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; PENTTILA et al.,, 2013). O pH do liquido deve ser
mantido entre 4 e 7, que mantém a hemicelulose na forma oligomérica, minimizando a
formacdo de mondomeros que atuam como inibidores da fermentagdo (ALVIRA et al.,
2010).

O tratamento hidrotérmico também pode ser realizado por explosdo a vapor. Neste
processo, ap6s alguns minutos de reagdo do material lignocelulosico em banho
hidrotérmico sob alta pressao e temperatura, o reator ¢ despressurizado subitamente, o que
proporciona a abertura das fibras e solubilizagdo da hemicelulose (MABEE et al., 2006;
TALEBNIA et al., 2010). Como consequéncia, as hemiceluloses sdo hidrolisadas liberando
o acido acético que catalisa a desidratacdo da glicose e xilose, produzindo o furfural e o
hidroximetilfurfural, respectivamente. Esses dois compostos sdo considerados inibidores
da fermentacao (MABEE et al., 2006). Além disso, no processo de explosao a vapor ocorre
deslignificacdo liberando compostos aromaticos (BERLIN et al., 2005; ZHENG et al.
2013). A lignina ¢ despolimerizada por clivagem de ligacdes éter e pode sofrer
condensacdo com a formagao de ligacdo C-C que ¢ mais forte (LI et al., 2007; KO et al.,
2015). Sendo assim, o posterior processo de lavagem do material ¢ extremamente
necessario. O tratamento hidrotérmico ¢ considerado viavel tanto ambientalmente como

economicamente, uma vez que consome menos energia (BALLESTEROS et al., 2006).

2.4.2. Hidrolise acida

A hidrdlise acida das fibras vegetais em alta temperatura € um processo em que 0s
jons H;O" atacam ligacdes inter e intramoleculares entre a celulose, hemicelulose e lignina
(LEE et al., 2014). Este processo ¢ eficaz na solubilizagao da hemicelulose (DONOHOE
et al., 2008). No entanto, a utilizacdo de acidos fortes, como o H,SO4, HCI, H;PO4 ou
HNOs3, pode ocasionar a corrosdo dos reatores, tem um alto custo, além de gerar compostos
inibidores do processo e residuos toxicos ao ambiente (MOSIER et al., 2005; ALVIRA et
al., 2010).

2.4.3. Tratamento alcalino

O tratamento alcalino ¢ capaz de romper a estrutura da lignina por meio da

saponificagdo da ligacdo éster intermolecular, que reticula xilano (hemicelulose) e lignina,
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liberando acetatos, acido ferulico e p-cumarico (MORRISON; STEWART, 1995; SUN;
CHENG 2002). A clivagem das ligagdes ésteres leva a substituicdo nucleofilica no grupo
acila para formar sal carboxilico e alcool, na presenca de sal alcalino (PERDESEN;
MEYER, 2010). Os principais agentes alcalinos utilizados no processo de deslignificagao
da biomassa sdo: NaOH, KOH, Ca(OH), ¢ NHsOH (TAHERDANAK; ZILOUEI, 2014).
Estes agentes também sdo responsaveis pelo inchamento da celulose, diminuindo o grau de
polimerizacao e cristalinidade desta molécula (LEE et al., 2014).

O tratamento alcalino, quando comparado a hidrolise acida, ¢ realizado em
condigdes mais brandas, com menor temperatura (120 °C) e baixas concentragdes de

reagentes.

2.4.4. Organossolve

O processo organossolve envolve pré-hidrolise para solubilizacdo da hemicelulose
e deslignificacdao simultaneas da biomassa vegetal, com a utilizacao de solventes organicos
em solucao aquosa (ZHAO et al., 2009; LEE et al., 2014). Os solventes organicos, como 0s
alcodis (etanol, metanol, glicerol), éteres, cetonas, e fenois, promovem a solubilizagdo da
hemicelulose e lignina sob aquecimento (THRING et al., 1990; LEE et al., 2014).

O alcool ¢ o principal solvente utilizado no processo organossolve devido a
facilidade de recuperacao por destilagao simples, baixo custo e solubilidade em agua. O
OH" do alcool ataca as ligacdes acido-éster dos compostos lignina-hemicelulose, além de
aumentar os poros da celulose e reduzir sua cristalinidade (ZHAO et al., 2009; LEE et al.,
2014). No entanto, o pré-tratamento organossolve tem um custo muito elevado, uma vez
que exige uma lavagem extensiva dos materiais pré-tratados com solvente organico para

evitar a precipitacdo da lignina (ZHAO et al., 2009; LEE et al., 2014).

2.4.5. Hidrolise enzimatica da polpa de celulose

A hidrélise enzimatica da celulose ¢ catalisada por enzimas altamente especificas
denominadas celulases, que sdo divididas em trés grupos: as endoglucanases (EC 3.2.1.4),
que clivam aleatoriamente ligagdes internas f-1-4 da regido amorfa; as exoglucanases/
celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), que atuam nas extremidades das cadeias de celulose para

liberar celobiose, e f-glicosidases (EC 3.2.1.21), que catalisam a hidrolise de celobiose em
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glicose (KUMAR et al., 2008; SERPA; POLIKARPOV, 2011). As enzimas do complexo
celulolitico sdo classificadas pela Enzyme Comission (EC) com a codificacdo 3.2.1.x, no
qual o valor de x varia com a celulase avaliada (HENRISSAT, 1991).

Essas enzimas individualmente ndo hidrolisam a celulose com eficiéncia, sendo
necessaria uma a¢do complementar das outras enzimas do complexo. O sinergismo entre

endoglucanase, exoglucanases e -glicosidase potencializa a hidrdlise da fibra celuldsica

(Figura 9).

P else
8.2 D,
833388383888

Cristalina Cristalina
Amorfa

Extremidade ndo-redutora
Extremidade redntora

@ Glicose OO celobiose

Figura 9. Modo de agdo das enzimas do complexo celulolitico (EG - endoglucanase;

CBH - celobiohidrolase; BG - B-glicosidase). Fonte: Adaptado de Lynd et al. (2002).

Alguns microrganismos, como fungos e bactérias, foram descritos como capazes de
utilizar celulose e hemicelulose como fonte de carbono e energia, degradando-as, por meio
da acdo de enzimas (CLOETE; MALHERBE, 2002; SANCHEZ, 2009; ORLOWSKI et al.,
2015). Os fungos apresentam dois tipos de sistemas enzimaticos extracelulares, o sistema
hidrolitico, que produz hidrolases responsaveis pela degradacdo de polissacarideos € um
sistema ligninolitico extracelular e oxidativo unico, que degrada a lignina (SANCHEZ,
2009). Fungos filamentosos como Aspergillus niger e Trichoderma reesei sao expressivos
produtores de enzimas celuloliticas (DEMAIN et al., 2005; VAN DEN BRINK et al.,
2014). Do total das proteinas celuloliticas de 7. reesei, por volta de

80% corresponde a celobiohidrolase (TANGNU et al., 1981; ILMEN et al., 2011).
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Algumas bactérias possuem enzimas multidominios que quebram a celulose e
hemicelulose sem a cooperagdo de outras enzimas. A celulase bacteriana ¢ eficiente na
hidrdlise da biomassa lignoceluldsica e tem superado os coquetéis enzimaticos comerciais

produzidos por fungos (DUTTA; WU, 2014).

2.4.6. Glicosilhidrolase

As celulases pertencem ao grupo das enzimas Glicosilhidrolase (GH), que realizam
a hidrdlise glicosidica entre dois ou mais carboidratos, ou entre um grupamento
carboidrato ¢ um nao-carboidrato (GILBERT et at., 2010; TIWARI et al., 2013;
SCHRODER et al., 2015). A classificagio dessas enzimas é baseada na similaridade da
sequéncia de aminoacidos, ao invés de especificidade ao substrato (HENRISSAT;
BAIROCH, 1993; 1996). As GHs sao classificadas em grupos com base em dominios
cataliticos conservados (CANTAREL et al., 2009; LOMBARD et al., 2014). As enzimas
da familia GH possuem uma estrutura de multi-dominio composto de um ou dois dominios
cataliticos que podem estar associados a dominios acessorios, como os “moddulos de
ligacdo a carboidratos” (CBM), que facilitam a associagdo dos dominios cataliticos com os
carboidratos insoluveis (SCHUBOT et al., 2004; PEREIRA et al., 2009). Atualmente, as
familias sdo numeradas de 1-135, listadas no banco de dados Carbohydrate-Active Enzyme
(LOMBARD et al., 2014).

As B-glicosidases (BGs) sdo encontrados em seis familias GHs (1, 3, 5, 9, 30 e
116), a maioria pertencente a GH1 (KETUDAT CAIRNS; ESEN, 2010). Estas enzimas
hidrolisam celodextrinas e celobiose a glicose (CHAUVE et al., 2010). Todos os
organismos que hidrolizam celulose possuem sistemas relativamente complexos compostos
por enzimas de uma, duas ou trés das classes mencionadas (TIWARI et al., 2013).

Existem duas classes principais de celobiohidrolase (CBH): CBHI, da familia
GH7, e CBHII, pertencente a familia GH6. A estrutura dos dominios cataliticos dessas
enzimas ¢ diferente, porém ambas apresentam um sitio ativo “tunnel-like” (ILMEN et al.,
2011). A CBHI hidrolisa a extremidade redutora da cadeia e a CBHII atua na extremidade
nao-redutora (LYND et al., 2002).

As endoglucanase pertencem a um maior grupo de familias, incluindo GH 5, 6, 7,
8,9,10, 12, 26, 44, 45, 48, 51, 74 ¢ 124 (LOMBARD et al., 2014). Uma das familias mais

numerosas ¢ a GHS5, também conhecida como GH-A, que possui uma estrutura
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tridimensional na forma de barril (B/a) 8 (Figura 10). No sitio ativo (dobra do barril), dois
glutamatos em cadeia B-4 e -7 atuam como 4cido/base e nucledfilo para hidrolisar as
ligacdes glicosidicas (PEREIRA et al., 2010; WU et al., 2011). A principal atividade da
familia GHS ¢ endo-B-1,4-endoglucanase/ celulase, no entanto mais de 20 atividades

enzimaticas sdo conhecidas (VLASENKO et al., 2010; WU et al., 2011).

Figura 10. Estrutura da endoglucanase 7m_Cel5A (Tm — Thermotoga maritima; Cel5SA-
celulase da familia GHS). Presenca de um tnico dominio catalitico em forma de barril
(B/a)) 8. O nucleo da enzima possui uma estrutura de B-barril formada por oito unidades de
folhas B (roxo) cercadas por oito a-hélices (verde). A Tm_ CelSA também mostra quatro
a-hélices curtas adicionais (azul). As esferas (laranja) representam os ions de cadmio

ligados a enzima. Fonte: Adaptado de Pereira et al. (2010).

2.5. Nanocelulose

Turbak, Snyder e Sandberg, pesquisadores do ITT Rayonier (EUA), fabricaram, em
1977, um gel proveniente da polpa de madeira processada utilizando um homogeneizador
industrial a alta pressao. (KLEMM et al., 2011; WUESTENBERG, 2014). Este tratamento
delaminava as fibras deixando expostas as denominadas celulose microfibrilada (CMF),
um tipo de nanocelulose. A terminologia CMF tornou-se conhecida publicamente em

1983, com as publicagdes e patentes do ITT Rayonier (TURBAK et al., 1983; HERRICK
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et al., 1983; WUESTENBERG, 2014). No entanto, na década de 80, o alto consumo de
energia para obtencao da nanocelulose em gel foi um empecilho para sua comercializagdo.
Posteriormente, em 1990, descobriu-se a potencial produgdo de membranas de CMF a
partir da polpa de beterraba (WEIBEL; MYERS, 1990; DINAND et al., 1996). Ranby e
Noe (1961) reportaram pela primeira vez o experimento para obtencdo dos nanocristais de
celulose (NCC) por hidrolise acida. Porém, o interesse por essas estruturas cristalinas
somente ganhou for¢a com a abordagem nas publicacdes de Revol e seus colaboradores
(1992) dos biofilmes produzidos apds a secagem dos nanocristais em suspensao,
preservando a ordenacdo nemadtica quiral. Estudos recentes tém focado na hidrolise
enzimatica seguida de ultrasonica¢@o para produzir nanoceluloses, como alternativa ao uso
de reagentes quimicos corrosivos e incompativeis ambientalmente (PAAKKO et al., 2007;
FILSON et al., 2009; TANG et al., 2015).

A nanocelulose ¢ definida como materiais celuldsicos que possuem pelo menos

uma de suas dimensoes na escala nanométrica (KHALIL et al., 2014) (Figura 11).

Microfibrila de celulose (CMF)
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Celulose nanocristalina (CNC)
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Figura 11. Estrutura hierarquica da celulose. Fonte: Adaptado de Lin e Dufresne (2014).

A celulose pode ser convertida em diferentes nanoestruturas de acordo com o
método de tratamento aplicado e a fonte de origem da celulose (KLEMM et al., 2011;
CAMPOS et al., 2013) (Tabela 2).



Tabela 2. Caracteristicas dos modelos de nanocelulose.
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Familias Sinénimos Fonte Formacgao Dimensao
Microfibrila Nanofibrila de Pressdo mecanica
celulose (NFC), Madeira, linho, e/ou tratamento D =5-60 nm
de celulose lul . , .. e
(CMF) celulose n.anoﬁbr.llar cana-de-aglicar quimico; tratamento C = varios um
(CNF), microfibrila enzimatico
Madeira, 2 : f(_)Z)(?ngg nm
Celulose nanocristais de algoddo, linho, Hidrélise acida (planta)
nanocristalina  celulose (NCC), Avicel, tunicato,  (H,SO,); tratamento p_ L.
. . C =100- varios um
(CNO) whiskers celulose de alga  enzimatico .
L (tunicato, alga e
e bactéria L
bactéria)
Nanocelulose Agucares de
. Celulose bacteriana, baixo peso Sintese bacteriana D =20-100 nm
bacteriana . .
biocelulose molecular e (Acetobacter sp) Diversas redes
(BNC) alcoois

Fonte: Adaptado de Klemm et al. (2011). D = diametro. C = comprimento.

As celuloses microfibriladas consistem em nanofibras longas e flexiveis, com
aproximadamente 20 a 100 nm de largura e varios micrometros de comprimento, contendo
as regides amorfas e cristalinas alternadas (TINGAU et al., 2012; BRINCHI et al., 2013).
Estas nanofibras podem ser isoladas utilizando processos mecanicos, como alta pressao e
moagem (HABIBI et al.,, 2006). Frequentemente, as CMFs s3o obtidas como uma
suspensdo aquosa de alta viscosidade, que podem exibir um comportamento do tipo gel
(DUFRESNE, 2013).

A celulose nanocristalina (CNC) apresenta espessura entre 5 e¢ 70 nm e
comprimento de 100 nm até 2 um, dependendo da origem da fonte de celulose (HABIBI et
al., 2010). A principal caracteristica dos nanocristais de celulose ¢ o alto indice de
cristalinidade (54-88%) (MOON et al., 2011), obtido ap6s a hidrolise da biomassa com
H,SO, concentrado e posterior sonicagdo. Este tratamento remove as regides amorfas da
celulose e preserva as regides cristalinas, resistentes ao ataque do acido (HABIBI et al.,
2010; TINGAU et al., 2012). No entanto, para diminuir os gastos de energia e toxicidade
desses processos, tratamentos enzimaticos sdo estudados, onde os principais parametros
utilizados neste processo sdo descritos na tabela 3.

Comparando-se a CMF e CNC, ¢ evidente que a estrutura da CNC, haste alongada
e cristalina, tem um limite menor de flexibilidade em comparagdo com a CMF, devido a
auséncia das regioes amorfas (BRINCHI et al., 2013). Porém, os nanocristais possuem um

alto indice de cristalinidade e maior rigidez.



Tabela 3. Metodologias de obten¢do de nanocelulose via hidrolise enzimatica.

Ref. m/v Temp. Rotacio Tampio Celulase Quantidade Tempo Biomassa Inatlva.g:ao
da enzima
% °C rpm h
~ Adigdo de
M 08(2g250mL) 50 200 ] Celluclast LSLFG(CE) oy poromn)  24;36 Papelao 10% de
(Novozyme) ondulado
etanol
Polpa de
@ 2 (40g/ 2L) 50 © - Novozyme 476 (endo) 0.1 mL 2 madeira -
comercial
. 1 Cellic CTec 2 (CE) e Cellic
3) Citrato de sodio . 0.2 mL CTec 2 + )
5 (5g/100 mL) 50 90 0.05 N, pH 4.8 HTec 2 (endoxilanase) 0.1 mL HTec2 72 Maple
(Novozyme)
Viscozyme L (V)
. 4 ; 10 FBG/g (V) N
“) Citrato de sodio (Multicomponente) e . 100 °C por
2 (20¢/1) >0 150 50 mM, pH 4.8 FiberCareR (F) (endo) 33 ECU/g (F) 2 Curaud 10 min
(Novozyme)
iy ) 10 FPU/ g
®  10(10/100mL) 50 ; Acetatl‘; iegs"d“’ Ggl‘;‘c’glfnigfi c(f%d?():’E) celulose; 48 Eucalipto ;
P& 5 FPU/ g celulose
) i i Cclast (Novozymes) (endo); N . 100 °C por
> >0 Eco (AB Enzymes) (exo0) I wive 2 Sisal 10 min
Residuo de Adicdo de
) 0.8 (0.2 ¢/ 25 ml) 50 i Fosfato de s6dio Celluclast 1.5 L FG (CE) 84 EGU 1 polpa.de 10% de
1M, pH 6.8 (Novozyme) madeira
. etanol
comercial
Acetato 0.1 mol/L N342 (CE); N476 (endo); 5 FPU/ grama de
(® -
! >0 150 pH 5.0 N613 (endo) (Novozyme ) celulose 24 Cana

Ref. = Referéncia. m/v = Massa/Volume. Temp. = Temperatura. M Tang et al. (2015). @ Sacui et al. (2014). @ Song et al. (2014). “ Campos et al. (2013).
® Zhu et al. (2011). © Siqueira et al. (2010). ” Filson et al. (2009). ® Liu et al. (2009). ’ Dados néo fornecidos pelo autor.
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As propriedades das nanoceluloses (CMF e CNC), como elevada relagdo de aspecto
(comprimento/ diametro), elevada area de superficie especifica, baixa densidade, alta rigidez e
resisténcia mecanica (SALAS et al., 2014), estabilidade térmica, transparéncia, atenuagao dos
defeitos na escala nano (BRINCHI et al., 2013), biocompatibilidade, biodegradabilidade e nao
toxicidade, sdo atrativos para uma ampla gama de potenciais aplica¢cdes (LIN; DUFRESNE,
2014). O aumento da area superficial especifica favorece as ligacdes entre as nanofibrilas e
resulta em um material mais denso e transparente (JONOOBI et al., 2009; VIANA, 2013).

As nanofibras de celulose, assim como macro € microfibras, sdo utilizadas como
agente de reforco em materiais compositos, podendo ser incorporadas em diferentes matrizes
(SOUZA et al.,, 2010). O alto valor da relacdo de aspecto das nanofibras sustenta a
transferéncia da tensdo mecanica, uniformemente, da matriz para a fase de refor¢o (KLEMM
et al., 2011). Floros e colaboradores (2012) utilizando apenas 0,5 % de nanocelulose em
matriz de poliuretano observaram um aumento da resisténcia do nanocompdsito. Além dos
materiais nanocompdsitos, como baterias, biofilmes de embalagens de alimentos e sensores
eletronicos (ISOGAI et al., 2011; MOON et al., 2011; ZHENG et al., 2015), as nanoceluloses
podem ser utilizadas como hidrogéis em formulagdes cosméticas (SPOLJARIC et al., 2014) e
liberagdo de agroquimicos. A nanocelulose também pode ser utilizada para encapsulamento e
controle da liberacao de farmacos (MOON et al., 2011). Estudos t€ém sido intensificados na
area biomédica com o emprego da nanocelulose na engenharia de tecidos como substituto dos
vasos sanguineos e tecidos moles, reparacao de ossos e pele (LIN; DUFRESNE, 2014), além
da confeccdo de membranas semelhantes aos filtros sintéticos antimicrobianos (METREVELI

et al., 2014).

2.6. Etanol de celulose

No Brasil, o alcool etilico (C,HsOH) ¢ obtido, principalmente, via fermentagdo, tanto o
etanol de primeira geragdo, a partir da sacarose de cana-de-aglicar, quanto o de segunda
geragdo (PEREIRA Jr. et al., 2008). O microorganismo mais utilizado na fermentagao
alcodlica ¢ a levedura Saccharomyces cerevisiae (SANCHEZ; CARDONA, 2008). A
fermentagdo alcodlica tem inicio com a glicdlise, pela qual a molécula de glicose ¢ oxidada a

duas moléculas de piruvato, em duas etapas. Na primeira etapa, sdo consumidas duas
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moléculas de ATP durante a fosforilagdo da glicose em dois compostos: gliceraldeido 3-
fosfato (GP) e diidroxiacetona fosfato (DHAP), que ¢ imediatamente convertida em GP. Na

segunda etapa, as duas moléculas de GP sdao oxidadas em duas moléculas de piruvato. Nessas

reagoes, duas moléculas de NAD" (nicotinamida adenina dinucleotidio) sdo reduzidas a
NADH e quatro moléculas de ATP sdo formadas. Apds a glicolise, as duas moléculas de

piruvato sdo convertidas em duas moléculas de acetaldeido e duas moléculas de COz. As

moléculas de acetaldeido sdo reduzidas por duas moléculas de NADH para formar duas
moléculas de etanol, o produto final da fermentagdo (TORTORA et al., 2005; NELSON;
COX, 2011).

O rendimento da fermentacdo ¢ estimado em 95% de etanol (OSUNKOYA;
OKWUDINKA, 2011). No entanto, em condi¢cdes industriais, onde fatores como pH,
temperatura e contaminacdo microbioldgica podem afetar a levedura, o rendimento,
normalmente, ¢ de 90% (GUTIERREZ et al., 1991; ALVEZ, 1994).

Os biocombustiveis podem ser classificados de acordo com suas tecnologias de
producdo em primeira geragdo, segunda, terceira e quarta geracdo. Biocombustiveis de
primeira geracdo utilizam a matéria vegetal produzida pelas culturas agricolas, como o agucar,
amido e Oleos vegetais, utilizando a tecnologia convencional. A producdo de etanol de
primeira geracdo ¢ caracterizada por mercados comerciais maduros e tecnologias bem
compreendidas, como o etanol de cana produzido no Brasil e o etanol de milho produzido nos
EUA, (THAMSIRIROJ; MURPHY, 2009; DEMIRBAS, 2009). Biocombustiveis de segunda
geragdo sdo fabricados a partir de lignoceluldsicos, incluindo a palha de cereais e de cana,
residuos florestais € o bagaco, utilizando tecnologia avangada. Os combustiveis das algas sao
considerados os biocombustiveis de terceira geracdo. A quarta geracdo de combustiveis
baseia-se na conversdo de Oleos vegetais e biodiesel em biogasolina (DEMIRBAS, M. F.,
2009).

A industria do etanol busca alternativas para aumentar a produ¢ao do combustivel e
torna-la mais limpa. Uma delas ¢ o etanol de celulose, também conhecido como etanol
lignocelulésico ou de 2* geragdo, que é produzido pela hidrolise da biomassa celuldsica, com
geragdo de acgucares fermentesciveis, que podem ser fermentados para produzir o etanol

(WYK, 2001; OGEDA; PETRI, 2010). A hidrolise da biomassa pode ser realizada com acidos
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ou enzimas. Entretanto, a hidrélise enzimatica vem sendo amplamente estudada, uma vez que
produz melhor rendimento de aglicar sem os produtos inibidores da fermentagdo gerados
durante a hidrolise acida (RIVERA et al., 2010; MARTIN et al., 2012; WANDERLEY et al.,
2013).

A producdo de biocombustiveis utiliza 65% do 6leo vegetal produzido na Unido
Européia (UE), 50% da cana-de-agtlicar brasileira € 40% do milho americano (OECD-FAO,
2012). No entanto, existe uma preocupacao da concorréncia dessas culturas destinadas para
producao de combustiveis com a producao de alimentos (ESCOBAR et al., 2009). Assim, os
materiais lignocelulésicos ganharam destaque como matéria-prima promissora para produgdo

de biocombustiveis (TILMAN et al., 2009; KARLRSSON et al., 2014).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao da polpa de celulose

(1

Os pré-tratamentos quimicos das fibras de caroa'’ realizados para avaliagio do

processo mais eficiente na obtencdo da polpa de celulose estdo descritos a seguir:

v Pré-tratamento A

O pré-tratamento A foi estabelecido conforme metodologia descrita por ROCHA et al.
2012. Dessa forma, fibras de carod com + 5% de umidade, foram pré-tratadas em banho
hidrotérmico (que ¢ capaz de solubilizar a hemicelulose, facilitando o acesso das enzimas a
estrutura da celulose) nas temperaturas de 160, 170 e 180 °C. Para tal, a biomassa foi cortada
(~ 0,8 mm) para aumentar a area de superficie do material que foi colocado no reator (ampola)
com capacidade para 100 mL, na propor¢ao 1:10 m/v em banho hidrotérmico nas temperaturas
selecionadas, por 10 minutos. Os materiais foram lavados exaustivamente até a total remocao
dos acucares hidrolisados. Apds a analise de caracterizagcdo quimica, o material proveniente do
pré-tratamento 160 °C (PT 160 °C) foi selecionado para a deslignificagdo por hidrolise
alcalina. Este material foi solubilizado em hidréxido de so6dio (NaOH) a 1%, utilizando
autoclave a pressdo de 0,152 MPa (1,5 atm) por 1 h a 120 °C. O material deslignificado (DL)
obtido foi lavado com &gua fervente até retornar ao pH neutro. Amostras para analise de

composi¢ao quimica foram coletadas.
v" Pré-tratamento B
No pré-tratamento B a fibra de caroa cortada (~ 0,8 mm) foi dispersa em meio aquoso

com 50% de etanol, em um processo conhecido como organossolve (ORG) (VASCONCELOS
et al., 2009; ZHAO et al., 2009). O material foi colocado em reator (ampola) na proporcao

() As fibras das folhas de Caroa utilizadas como matéria-prima foram gentilmente cedidas pela Associagdo de Desenvolvimento Sustentavel
e Solidario da Regido Sisaleira (APAEB), localizada em Valente , Bahia.
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1:100 m/v, sob a temperatura de 180 °C por 1 h e lavado com agua quente. Posteriormente,

amostras foram coletadas para analise da composi¢ao quimica.
3.2. Caracteriza¢ao quimica

A analise da composi¢do quimica do caroa in natura e dos materiais pré-tratados foi
realizada para quantificar o teor de celulose, hemicelulose e lignina. A remocgao de extrativos ¢
uma etapa fundamental para caracterizacdo quimica de materiais lignocelulosicos in natura,
para evitar que componentes presentes nos extrativos interfiram nas andlises subsequentes,
gerando resultados superestimados (GOUVEIA et al., 2009). Assim, amostras de carod in
natura foram tratadas com etanol e agua para determinacdo do teor de extrativos. O teor de
lignina foi determinado apods a hidrolise do material lignoceluldsico com écido sulfurico 72%
v/v (TAPPI T 222 om-06). O teor de cinzas foi calculado segundo a norma TAPPI T 211 om-
85. A lignina insoluvel foi determinada por diferenca de massa das cinzas apds a incineragdo
em mufla. A celulose foi obtida pela degradagao da biomassa em acido peracético de acordo
com a metodologia de Garbutt (WRIGHT; WALLIS, 1998). No caso da fragao de
hemicelulose, esta foi calculada por diferenga de 100% da soma dos teores de extrativos,

cinzas, lignina e celulose. As amostras foram analisadas em duplicata.

3.3. Difracao de raios-X (DRX)

A determinac¢do do grau de cristalinidade possibilita uma compreensdo melhor das
alteragcdes que ocorrem na estrutura do material celulésico, tanto na regido cristalina quanto na
regido amorfa. Os indices de cristalinidade das fibras foram calculados de acordo com o
método empirico de Segal et al. (1962), utilizando a equacado (1) descrita abaixo:

Io -1
I, = 0 7@ )y 190 (equacao 1)

Io

1. = indice de cristalinidade (%);
1902) = pico de intensidade da difracdo que representa o material cristalino (26 ~ 22°); e,

I.m) = pico de intensidade da difracdo que representa o material amorfo (20 ~18°).
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A cristalinidade das amostras lignocelulosicas foi determinada utilizando um
difratdmetro de raios-X (modelo Apex II - Bruker), com fonte de radiagdo CuK,, no Instituto
de Fisica de Sao Carlos da USP. Os difratogramas foram obtidos no intervalo 2 6 de 5 a 80 °

com passo de 0,02 °.

3.4. Termogravimetria (TGA/DTG)

As analises termogravimétricas foram realizadas utilizando um Simultaneous Thermal
Analysis - STA 409 NETZSCH. As amostras de carod in natura, PT 160 °C e DL foram
aquecidas de 30 até 700 °C a uma taxa de aquecimento de 20 °C min™ sob uma atmosfera de
ar sintético, a uma taxa de fluxo de 10 mL min"'. Aproximadamente, 10 mg de cada amostra

foram utilizadas para cada analise termogravimétrica.

3.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As superficies da fibra de carod in natura, PT 160 °C e DL foram examinadas por MEV
(Quanta 200 - FEI). As amostras foram, previamente, revestidas com uma camada fina de ouro
por pulverizacdo catodica para evitar a formagdo de carga eletrostatica durante as andlises de

microscopia.
3.6. Preparaciao da nanocelulose

A polpa de celulose obtida do pré-tratamento de banho hidrotérmico a 160 °C e
deslignificacdo com NaOH 1% das fibras de caroa foi utilizada para hidrélise enzimatica. A
celulase utilizada, com atividade endo-1,4-B-D-glucanase, foi obtida da Megazyme:
E-CELTM (Thermotoga maritima).

3.6.1. Hidrolise enzimatica

As reagoes de hidrolise foram realizadas a 2% m/v de polpa (250 mg) dispersa em 12,5

mL de tampéo citrato (0,05 mol L™'; pH 4,8) em tubos Falcon de 50 mL. Os frascos, tampdo e
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a polpa celuldsica foram previamente esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 min. Apds
resfriamento, a enzima endoglucanase, na carga de 105 U/ 250 mg de polpa (equivalente a 84
EGU/ 200 mg de substrato de acordo com FILSON et al. 2009), foi adicionada ao sistema,
sendo mantida em uma cidmara incubadora a 40 °C e 200 rpm por dois periodos (2 € 10 h). O
rendimento, de aproximadamente 10%, foi calculado como a porcentagem da propor¢ao entre
a massa seca de polpa de celulose @ massa seca de polpa hidrolisada. As informagdes da
enzima fornecida pelo fabricante (Megazyme) e as principais condigdes selecionadas para

hidrdlise da polpa de caroa estao apresentadas na tabela 4.

Tabela 4. Condicoes de hidrolise enzimatica.

(U]

Endoglucanase Quantidade de enzima Temperatura pH Tempo
ulL °C h
E-CELTM 210 40 4,8 2¢e10

() Quantidade de enzima equivalente a 105 U.

3.6.2. Inativacdo das enzimas

As reacdes de hidrolise enzimatica foram interrompidas no tempo pretendido por meio
da inativacdo das enzimas. Dois processos de inativacdo foram testados: adicdo de etanol
(20% do volume da amostra) (FILSON et al., 2009; TANG et al., 2015) e aquecimento da
amostra a 100 °C por 5 min (SIQUEIRA et al., 2010; CAMPOS et al., 2013). Apods a
inativacdo, as amostras foram centrifugadas a 9.200 rpm por 10 min para lavagem e o

sobrenadante foi descartado. Este procedimento foi realizado duas vezes.

3.6.3. Sonicacao (tratamento ultrasonico)

Ap0s lavagem, as amostras foram dispersas em 5 mL de agua destilada utilizando um
sonicador (Unitec), com microponteira de 3 mm. O sonicador (500 W) foi operado a 20% de
amplitude por 5 min (10s de pulso, 30s de repouso). As amostras foram filtradas em
membranas de PVDF de 0,45 pum (modelo Millex-HV/ Millipore) e novamente sonicadas
(CAMPOS et al., 2013).
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3.7. Microscopia de forca atomica (AFM)

As imagens de microscopia de forca atomica (AFM, do inglés atomic force
microscopy) foram obtidas em microscopio modelo SOLVER Nano da NT-MDT. Foram
depositados sobre um substrato de mica 200 puL de suspensdo aquosa de CNC 0,01%. A
secagem da amostra foi a temperatura ambiente. As andlises de AFM foram realizadas no
modo contato intermitente (“tapping”) com ponta de nitreto de silicio com raio nominal de
10 nm e constante elastica de aproximadamente 0,03 N m™. As analises foram realizadas em
umidade relativa do ar de 40%, como proposto por Thundat et al. (1993) para minimizar a
interferéncia da forca de capilaridade. As dimensdes dos nanocristais foram estimadas com a

utilizagdo do software Nova PX-3.2.5-NT-MDT.
3.8. Aproveitamento do residuo da hidrolise

O complexo enzimatico Accellerase 1.500 (Genencor), composto de exoglucanases,
endoglucanases, hemicelulases e B-glicosidases, foi utilizado para a hidrolise do material
residual filtrado do processo de obtengdo da nanocelulose. As reagdes foram realizadas em
tubos falcon de 50 mL com tampao citrato (0,05 mol L pH 4,8). Os frascos, tampdo ¢ a
polpa celuldsica foram previamente esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 min. Apos
resfriamento, foi adicionado o complexo enzimatico (0,25 mL g de subtrato) ao sistema,
sendo mantido em uma cidmara incubadora a 50 °C com agitac¢do orbital durante 24, 48 ¢ 72 h.

Aliquotas foram retiradas para determinagdo dos agucares redutores totais (ART) pelo método

de Miller (1959).
3.8.1. Fermentacao alcodlica

O teste de fermentacdo alcoodlica do hidrolisado enzimatico utilizou a levedura
comercial Saccharomyces cerevisiae. O indculo foi preparado com a transferéncia de 7 g L™
de levedura em frasco schott de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido com 20 g L' de
glicose ¢ 4 g L' de extrato de levedura, em pH 7, acondicionado por 17 horas a 30 °C e 110

rpm (WANDERLEY et al., 2013; IDREES et al., 2014).
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Os meios de fermentacdo a base de hidrolisado enzimatico, foram suplementados com
(NH4),S0; (2 g L"), K;HPO, (2 g L), MgS04.7H,0 (0,75 g L) e extrato de levedura
(4 g L"), ajustando-se o pH para 5,0. Um volume de 1,25 mL do indculo (propor¢io de 1:10)
foi transferido para os tubos Falcon contendo 12,5 mL do meio de fermentagdo a base do

hidrolisado enzimatico. Os frascos foram mantidos a 30 °C e 150 rpm por 48 horas.

3.9. Rendimento de etanol

O método teodrico para calcular o rendimento tedrico de etanol consiste em determinar
os rendimentos para a conversdo de acucares C6 a etanol com base na equacao de Gay-Lussac

(2) para fermentagao (LAVASACK, 2003).

Reagdo: CsH,06 — 2 C;H50H +2 CO,
Massa molar 180 92 88
Balango de massa (%) 100 51,14 48,86 (equagdo 2)

Assim, o rendimento de etanol do material fermentado foi comparado
com o teorico (0,51 g de etanol/ g de glicose).

O método analitico para calcular o rendimento de etanol da amostra foi obtido pelo
método da destilagdo com uso de densimetro digital (modelo KEM DA-310 da Mettler) e
tabela de conversdo densidade/teor alcodlico. A amostra fermentada foi previamente filtrada

em membrana de PVDF de 0,45 um (modelo Millex-HV/ Millipore).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo quimica

4.1.1 Material in natura

A fibra de carod in natura foi caracterizada quimicamente para obten¢do dos valores
percentuais de celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e extrativos totais.

O teor percentual de celulose e extrativos (resinas, 6leos, ceras, gorduras e substancias
fenolicas) das fibras de folhas de caroa in natura ¢ semelhante ao observado nas fibras de
curaud (Ananas erectifolius), espécie pertencente também a familia Bromiliaceae (tabela 5). O
teor de lignina do carod mostrou-se superior ao da espécie de curaud, ao passo que o teor de
hemicelulose ¢ menor. A composi¢do quimica do carod comparada ao bagaco de cana-de-
acucar, que vem sendo utilizado industrialmente para producao de etanol celuldsico, mostrou

um aumento de 20,4 % de celulose e redu¢ao da metade do teor de lignina.

Tabela 5. Comparacdo da composi¢do quimica das fibras de carod com curaud e bagaco.

Fibra in natura Celulose Hemicelulose Lignina Extrativos
Caroa 63,5 19,8 10,3 53
Curaug ) 66,4 26,1 6,5 5.3
Bagaco de cana-de-agtcar 43,1 25.2 22.9 4,3

) Marques et al. (2007). © Rocha et al. (2012).

Com base no teor de celulose, essas comparagdes mostram que o caroa ¢ uma fibra que
pode ser estudada para obtengdo de nanocelulose assim como as fibras de curaua e bagago de
cana-de-aciicar (CAMPOS et al., 2013), além de serem usados para produzir o etanol de

segunda geracdo como o bagaco de cana (SILVA et al., 2011).

4.1.2 Materiais pré-tratados

O pré-tratamento hidrotérmico seguido de deslignificagdo com hidroxido de sédio e o

processamento organossolve foram realizados. As condigdes de pré-tratamento foram
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otimizadas baseadas no rendimento de celulose das fibras de caroa e na eficiéncia da remog¢ao
de lignina e hemicelulose, com o intuito da realizagdo de uma hidrélise enzimatica eficaz (HU
etal., 2015).

Com base na caracterizacdo quimica das amostras lignocelulosicas de carod in natura e
pré-tratadas, pode-se notar aumento do teor de celulose e reducdo dos teores de hemicelulose,
lignina e cinzas apds pré-tratamento hidrotérmico seguido de deslignificacdo com hidroxido de
sodio e também do processo organossolve (Tabela 6).

Apo6s pré-tratamento hidrotérmico (PT) da biomassa de carod a 160, 170 e 180 °C, o
teor de hemicelulose diminuiu de 21% para 19, 18,1 e 17,5%, respectivamente (Tabela 6), o
que corresponde a uma perda de aproximadamente 10, 14 e 17% em relacdo ao teor de
hemicelulose do carod in natura. As concentracdes de celulose aumentaram de 63,5 % para
69,4, 70,7 e 72,4%. Praticamente a quantidade de lignina ndo foi alterada. O bagago de cana-
de-agticar tratado em banho hidrotérmico a 185°C durante 10 minutos por Silva et al. (2012)
teve uma diminui¢do do teor de hemicelulose de aproximadamente 40% em relagdo ao bagago
in natura, ao passo que o teor de celulose foi elevado de 43% para 59% e a lignina aumentou
em torno de 3%. A lignina pode adsorver as enzimas hidroliticas competindo com as fibras de
celulose pelos sitios de ligagdo cataliticos (BERLIN et al., 2005; ZHENG et al., 2013; KO et
al., 2015). Sendo assim, uma deslignificacdo alcalina (NaOH) foi realizada como o segundo
passo do pré-tratamento das fibras de caroa.

O processo de pré-tratamento determina o rendimento da biomassa (VIDAL; HORA,
2014), ao longo dos tratamentos hidrotérmicos ocorreu perda de massa do material bruto
devido a extracdo de hemicelulose. Para a amostra de PT 160 °C o rendimento foi de
aproximadamente 85 %, ja as amostra de PT 170 °C e PT 180 °C apresentaram 80 ¢ 70 % de
rendimento em massa seca.

Os valores percentuais de lignina e hemicelulose nos materiais pré tratados a diferentes
temperaturas se mostraram similares dentro da andlise de erros, sendo assim a melhor
condi¢cdo de pré tratamento hidrotérmico foi selecionada baseada no rendimento de massa
seca. Desta forma o material selecionado para deslignificacao foi o PT 160 °C.

Apo6s a deslignificacdo do material pré-tratado a 160 °C, o rendimento de polpa
celulosica obtida foi de 68% com um teor de celulose de 77,5%. Para o material deslignificado

(DL), observou-se que o teor de lignina reduziu de 10,3 para 7,0% e o teor de hemicelulose
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diminuiu de 21 para 14,8%. Outros autores também verificaram que o pré-tratamento alcalino
diminui o teor de lignina de 39,5 para 20% em madeira (KUMAR et al., 2009) e o teor de
hemicelulose de 8 para 6,4% em bagaco de cana-de-agucar (MARTIN et al., 2012). O
tratamento alcalino ¢ capaz de romper a estrutura da lignina por meio da saponificagao da
ligagdo éster intermolecular, que reticula hemicelulose e lignina (MORRISON; STEWART,
1995; SUN; CHENG 2002).

Como resultado do processo organossolve, o teor de lignina reduziu de 10,3 para 7,6%
(aproximadamente 26%) e o teor de celulose passou de 63,5 para 77,6 %. No pré-tratamento
organossolve de agua/etanol a partir do linho (Cannabis sativa), a remog¢ao de lignina atingiu
47% apo6s 150 minutos de reagdo (GUMUSKAYAet al., 2007). No entanto, o material do
processo organossolve das fibras de caroa apresentou um rendimento de aproximadamente
60% em massa em somente 10 minutos de reagdo, o que estd relacionado com a perda
significativa de material celuldsico, sendo assim um aumento no tempo de reacdo com o
intuito de aumentar a remog¢ao de lignina, aumentaria ainda mais a perda de celulose.

O teor de cinzas observado para a amostra de carod in natura foi 1,1%, sendo que apos
os tratamentos das fibras de carod esse valor foi reduzido para menos de 1%. Normalmente, a
madeira tem um baixo teor de cinzas (minerais/ 6xido), menor ou equivalente a 1% (CHEN,

2014). O mesmo padrao do teor de cinzas pode ser observado para as amostras de caroa.

Tabela 6. Caracterizagcdo quimica das amostras lignocelulésicas de caroa.

Amostra Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas Extrativos
%

In natura 63,5+23 19,8 10,3 £ 0,6 1,1 £0,1 53=£0,1

PT 160°C 69,4 £ 1,4 19,0 11,2+1,1 0,4+0,1 D

PT 170°C 70,7 £2,1 18,1 10,9+ 1,1 0,3+0,1 -

PT 180°C 72,4 +0,1 17,5 9,8+1,9 0,3+0,1 -

DL 77,5+0,7 14,8 7,0+ 0,1 0,7+0,1 -

ORG 77,6 £0,9 14,6 7,6+ 1,1 0,2+0,1 -

PT = Pré-tratamento de banho hidrotérmico. DL = Pré-tratamento de banho hidrotérmico a 160 °C e
deslignificagio com NaOH 1%. ORG = Organossolve. " Remogdo de extrativos ndo realizada para amostras
processadas.

Além das informagdes mostradas acima acerca da composi¢do quimica dos materiais in

natura e pré-tratados, bem como os seus valores de rendimento, foram observadas mudangas



na coloragdo dos materiais. O pré-tratamento hidrotérmico a 160 °C manteve a coloragdo da
fibra in natura, sendo observado um branqueamento apds a deslignifica¢do (Figura 12). Ja para
o pré-tratamento hidrotérmico a 180 °C e para o pré-tratamento por organossolve, notou-se

uma coloracdo mais escura das fibras, o que pode estar relacionado com a caramelizacao dos

PT 160 °C PT 170 °C PT 180 °C ORG

[

acUcares em temperaturas elevadas.

Figura 12. Amostras de fibras de plantas de carod in natura e apds alguns pré-tratamentos.

4.2. Difracao de raios-X (DRX)

O indice de cristalinidade (/¢) da celulose das amostras de carod in natura e pré-
tratadas foi medido por DRX. A cristalinidade afeta a hidrélise enzimatica de lignocelulésicos,
uma vez que a parte amorfa da celulose ¢ digerida com mais facilidade pelas celulases do que
a parte cristalina (ZHAO et al., 2008).

Os difratogramas da biomassa de carod in natura, apos os pré-tratamentos (PT) a 160,
170 e 180 °C, organossolve (ORG) e material deslignificado com NaOH 1% (DL), podem ser

observados nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13. Perfil de difracdo de raios-X dos pré-tratamentos hidrotérmicos das fibras de caroa.

— as intensidades maximas foram normalizadas a 1. PT = Pré-tratamento de banho
hidrotérmico.
In natural
— DL
—— ORG
1,0 H
0,8 4
S
é 0,6
[0)
he]
3
‘» 0,4
C
8
S
Wt
V»wn'mimhp‘,u;\‘,‘A““‘: b
0,0

Figura 14. Perfil de difracao de raios-X dos processos de deslignificacao das fibras de caroa —

as intensidades maximas foram normalizadas a 1. DL = Pré-tratamento de banho hidrotérmico

a 160 °C e deslignificagdo com NaOH 1%. ORG = Organossolve.
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Em um difratograma de raios-X de celulose, a intensidade do vale amorfo, encontra-se
entre 18° < 26 < 19° para celulose tipo I e entre 13° < 20 < 15° para celulose tipo II. A
intensidade do pico maximo (/yg2), o0 qual corresponde a fragao cristalina, encontra-se entre 22°
<20 <23° para celulose tipo I e entre 18° < 20 < 22° para celulose tipo II (TAGLIAFERRO et
al., 2005; PARK et al., 2010). Nesse sentido, notou-se que o carod in natura € os materiais pré-
tratados, apresentaram um difratograma tipico de celulose tipo I. Em Corréa et al. (2010), as
fibras de curaua deslignificadas com 5% de NaOH também mantiveram o polimorfismo
original da celulose.

As alteragdes na estrutura da celulose apos tratamentos fisico-quimico e bioldgico
podem ser descritas pelo indice de cristalinidade (NISIZAWA, 1973; PARK et al., 2010).
Dessa forma, o /¢ depende da composicao quimica do mateial. Com base nos resultados
obtidos pelos difratogramas (Figuras 13 e 14), o I das amostras foi calculado - levando-se em
consideragdo a relagdo entre a intensidade do pico cristalino (Zpp; — I,,) € intensidade total
(Z002), apds descontar o sinal de espalhamento “parasita” do equipamento (SEGAL et al., 1962;
WANG et al., 2008) - e pode ser verificado na Tabela 7. As medidas obtidas pelo método de
Segal e colaboradores (1962) sdo relativas e permitem comparar as amostras de celulose,

mesmo o /¢ das amostras nao sendo considerado um valor absoluto (PARK et al., 2010).

Tabela 7. Avaliacdo da difracdo de raios-X nas amostras de fibras de carod in natura e pré-
tratadas.

Amostra I yg3) y I (%)
In natura 0,78 0,50 36,99
PT 160 °C 0,82 0,31 60,98
PT 170 °C 0,84 0,32 61,90
PT 180 °C 0,84 0,23 72,62
DL 0,91 0,19 79,55
ORG 0,88 0,21 75,97

PT = Pré-tratamento de banho hidrotérmico. DL = Pré-tratamento de banho hidrotérmico a 160 °C e
deslignificagdo com NaOH 1%. ORG = Organossolve. /) = pico de intensidade da difracdo que representa o
material cristalino (20 ~ 22°). I, = pico de intensidade da difragdo que representa o material amorfo (26 ~18°).
1. = indice de cristalinidade (%);

A amostra de PT 160 °C apresentou /- de 60,98% e as amostras de PT 170 e 180 °C
apresentaram 61,27 e 72,62%, quase o dobro do valor da cristalinidade das fibras de carod in

natura. Verificou-se que os /¢ de todos os pré-tratamentos aumentaram quando comparado
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com o material in natura (Figura 15). Este fato esté relacionado com a elevacdo da temperatura
utilizada nos pré-tratamentos testados (INOUE et al., 2008). Em seu trabalho, Xiao e
colaboradores (2011) demonstraram o aumento da cristalinidade da madeira com a elevagao
da temperatura em pré-tratamento hidrotérmico. Foram testadas temperaturas entre 100 e
200 °C com intervalo de 20 °C e observou-se um aumento gradativo do ¢, sendo de 41% para
a madeira in natura e de 41,7% e 55,5% para os materiais pré-tratados a 100°C e 200 °C,
respectivamente.

A amostra de fibras de caroa deslignificadas com NaOH 1% (DL) apresentou o dobro
do indice de cristalinidade comparado a amostra in natura, passando de 36,99 para 79,55%
(Tabela 7). As fibras de curaud também tratadas com soda apresentaram um aumento no /¢ de
64 para 69% (CORREA et al., 2010) e o bagago de cana-de-aglicar tratado com acido
peracético teve o /¢ elevado em relacdo ao bagaco ndo tratado de 42,62% para 62,98% (ZHAO
et al., 2008). Essas informacgdes confirmam que tanto o aumento da temperatura quanto os

tratamentos quimicos elevam o /¢ das amostras lignocelulosicas.
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Figura 15. Efeito da temperatura e dos tratamentos no indice de cristalinidade. DL = Pré-

tratamento de banho hidrotérmico a 160 °C e deslignificagio com NaOH 1%. ORG = Organossolve.
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O aumento no grau de cristalinidade das amostras pré-tratadas sugere a remog¢do da
hemicelulose, lignina e da fracdo amorfa da celulose (ZHAO et al., 2008; LEE et al., 2010;
XIAO et al., 2011). Por outro lado, a maior cristalinidade encontrada nesses materiais pode
dificultar a hidrolise enzimatica, devido a diminui¢do da absor¢ao de agua da celulose
(VLASENKO et al., 1997; XIAO et al., 2011; GHAREHKHANI et al., 2015). A remogao de
componentes amorfos permite a formagdo de ligagdes de hidrogénio entre os grupos OH

expostos na superficie da celulose, aumentando a cristalinidade (CORREA et al., 2010).

4.3. Termogravimetria (TGA)

Com base nos resultados de rendimento, a amostra pré-tratada 160 °C com posterior
deslignificacdo com NaOH 1% foi selecionada para os experimentos de hidrolise enzimatica,
sendo assim as mesmas foram caracterizadas por andlises termogravimétricas e microscopia
eletronica.

O desempenho termogravimétrico das fibras de caroa in natura, PT 160 °C e DL foram

avaliados por meio das analises de TG/DTG em atmosfera oxidante (Figura 16).
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Verificou-se que a perda de massa inicial ocorre em temperaturas inferiores a
100 °C, devido a perda de umidade do material, comum as fibras lignocelulosicas
(D’ALMEIDA et al., 2008; MONTEIRO et al., 2012).

Nota-se no grafico da Figura 16 (b) que o primeiro pico esta relacionado a perda de
umidade. A temperatura de perda da dgua das fibras de carod in natura foi 60 °C, ja para as
amostras de PT 160 °C e DL essa temperatura foi de 45 °C (Tabela 8). Esse fato estd
relacionado com a cristalinidade do material, que reduz a solubilidade e permeabilidade da
agua (ALDANA et al., 2014). As amostras de caroa pré-tratadas, que apresentam alto indice
de cristalinidade em comparacdo com a amostra de carod in natura (Tabela 7-secdo 4.2),
possuem uma barreira & umidade devido a formagdo de ligacdes de hidrogénio inter e intra-
molecular dos cristais (SILVA et al., 2009). Portanto, a 4gua dos materiais tratados ¢ mantida
na superficie sendo evaporada em temperaturas menores. Além disso, devido ao fato da
hemicelulose ser um elemento altamente hidrofilico, a sua remog¢ao faz com que a agua fique
mais fracamente ligada (GUPTA, 2015).

As fibras permaneceram termicamente estaveis até <200 °C, com perda de
aproximadamente 10% de massa (Tabela 9). A temperatura inicial de decomposi¢do foi
220 °C para fibra de carod in natura e 248 °C para as amostras de PT 160 °C e DL (Tabela 8).
A decomposi¢do da hemicelulose da fibra de carod pode ser observada entre a temperatura
inicial de degradagdo e o pico maximo de temperatura (Figura 16). Esse resultado corrobora os
encontrados por Yang et al. (2007) em que a hemicelulose comercial (Sigma-Aldrich) foi
degradada de 220 a 315 °C e Monteiro et al. (2012) que determinaram valores entre 207 e
330 °C para a decomposicdo da hemicelulose da madeira. A hemicelulose ¢ composta de
varios sacarideos (xilose, manose, glucose, galactose, etc.). Dessa forma, apresenta uma
estrutura amorfa e ramificada, sendo facilmente degradada a temperaturas mais baixas (YANG
etal., 2007).

Sabe-se que a celulose ¢ constituida por um polimero longo de glicose e sem
ramifica¢do, 0 que torna a estrutura altamente ordenada conferindo uma maior estabilidade
térmica a molécula (YANG et al., 2007). Neste estudo, notou-se que para as fibras de caroa in
natura, a temperatura maxima de degradacdao da celulose foi de 316 °C (Tabela 8). Esse
resultado ¢ similar ao encontrado para as fibras de curaud, em que o maximo de degradacio da

celulose estd em 310 °C (SANTOS et al., 2007). J& para os materiais pré-tratados, a
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temperatura maxima de degradagdo esteve em torno de 350 °C. Esse aumento da temperatura
estd relacionado a remocao da hemicelulose e parte amorfa da celulose, o que confere maior
estabilidade térmica ao material devido ao predominio de celulose cristalina (DAS et al.,
2010). As regides cristalinas sdo impermeaveis a gases, como o oxigénio (WUESTENBERG,
2014), o que dificulta a pir6lise do material e explica o aumento da temperatura de degradacgao
para os materiais pré-tratados. A visualizacdo de um pico maximo uniforme em DTG esta
relacionada com uma degradagdo térmica mais homogénea das fibras vegetais (D’ALMEIDA
et al., 2008). No entanto, na Figura 16 (b), um“ombro” no pico da amostra de fibras de caroa
pré-tratadas ¢ observado por volta de 290°C, que pode ser atribuido a degradacdo térmica de
pectina, lignina, hemicelulose e quebra das ligacdes glicosidicas da celulose (NAIR et al.,
1996; TOMCZAK et al., 2007; ARAUJO et al., 2008).

Por possuir diversos anéis aromdaticos com varios ramos, a degradagao térmica da
lignina, pode ocorrer em uma ampla faixa de temperatura (200-700 °C) (YANG et al., 2007,
MONTEIRO et al., 2012). Nesta pesquisa, estima-se que de 15 a 25% dos materiais sofreram
degradacao térmica apos a temperatura de 400 °C (Tabela 9), sendo a maior fracao
correspondente a lignina de alto peso molecular, completando assim, os estagios de

degradacao.

Tabela 8. Temperaturas (°C) dos picos do grafico da termogravimetria derivada (DTG).

Amostra Perda de H,O T; T max
In natura 60 220 316
PT 160 °C 45 248 348
DL 45 248 348

PT = Pré-tratamento de banho hidrotérmico. DL = Pré-tratamento de banho hidrotérmico a 160 °C e
deslignificagdo com NaOH 1%. T; = Temperatura inicial de degradacdo. T, = Temperatura méaxima de
degradacao.



43

Tabela 9. Percentual da perda de massa cumulativa das fibras lignoceluldsicas analisadas.

Temperatura (°C)

Amostra

100 200 300 400 500 600
In natura 7,56 9,31 31,20 75,46 81,59 89
PT 160 °C 7,56 8,03 19,90 86,34 93,46 -
DL 6,72 8,62 20 74,19 84,15 92,4

PT = Pré-tratamento de banho hidrotérmico. DL = Pré-tratamento de banho hidrotérmico a 160 °C e
deslignificagdo com NaOH 1%.

4.4. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A andlise de MEV das amostras de fibra de carod in natura, pré-tratada e deslignificada
foi utilizada para determinar os efeitos dos pré-tratamentos com imagens detalhadas (resolucdo
de 300 um) da superficie das fibras. Dessa forma, pode-se notar que a amostra da fibra de
caroa in natura apresentou uma morfologia compacta e integra (Figura 17). A regido de
superficie lisa observada ¢ caracteristica de material de fibra bruta (SPINACE et al., 2009;
KAUSHIK et al., 2012).

Apds o pré-tratamento hidrotérmico a 160 °C foi possivel observar a desorganizacdo da
fibra. A amostra deslignificada com NaOH 1% apresentou uma superficie mais rugosa € um
aumento da porosidade do material com uma maior exposi¢cdo da superficie da celulose e,
portanto, favorece a acessibilidade do substrato na hidrolise enzimatica (CORRALES et al.,
2012). Resultados semelhantes foram observados para o tratamento alcalino do bagago de
cana-de-agticar com NaOH 1%, no qual verificou-se a abertura das fibras (MARTIN et al.,
2012). Por meio das micrografias, evidenciou-se também, a eficiéncia do método selecionado
(pré-tratamento de banho hidrotérmico a 160 °C e deslignificagdio com NaOH 1%). Em
sintese, o pré-tratamento contribuiu para a remog¢do do contetido amorfo expondo a molécula

de celulose (GEORGE et al., 2015).
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4.5. Hidrolise enzimatica com endoglucanase

Levando-se em considera¢do o célculo da perda de massa do substrato da hidrolise,
pode-se observar que o rendimento de nanocelulose foi de aproximadamente 10%. Tang et al.
(2015) alcangaram um rendimento de 17,3% apds o produto da hidrolise 4cida ser submetido a
tratamento enzimatico durante 1 h. Por outro lado, Filson et al. (2009) trabalhando com a
hidrélise de polpa reciclada, utilizando endoglucanase, verificaram um elevado rendimento de

nanocelulose cristalina (38%).

4.5.1 Efeitos da inativacdo enzimatica

As reacdes de hidrdlise foram interrompidas, tanto pela inativacdo das enzimas com
etanol 20%, quanto com aquecimento a 100 °C. Apds a centrifugacdo e filtragem dessas
amostras, imagens de AFM mostraram a remog¢ao das enzimas apenas para o tratamento com
20% de etanol. Apos o aquecimento a 100°C, as enzimas perderam suas caracteristicas
soluveis e, portanto, precipitaram com a nanocelulose durante a centrifugagdao. No entanto, a

presenca de etanol ndo alterou a solubilidade das enzimas, o que facilitou a sua remocao.

4.6. Microscopia de forca atomica (AFM)

Ap6s a hidrolise enzimatica da polpa celulésica com E-CELTM, foram realizadas
medidas de AFM para andlise da morfologia da estrutura da nanocelulose. AFM ¢ utilizada
para analise de imagens topograficas e medi¢des de for¢a (LAST et al., 2010). Uma sonda
presa a um cantilever varre a superficie da amostra. As forcas de interagdo entre a sonda e a
amostra defletem o cantilever e as deflexdes sdo detectadas por laser para formar a imagem
(MEYER; AMER, 1988; LEITE et al., 2007). Durante a varredura da amostra pela sonda, a
altura e a amplitude da imagem fornecem detalhes da topografia e o contraste entre macio e

rigido (MANDAL et al., 2011).
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Assim, observou-se que as nanoparticulas obtidas apds o tempo de reacdo de 2h
(Figura 18) evidenciaram nanoestruturas de celulose. Essas estruturas com morfologia em
formato agulha foram denominadas nanocristais de celulose ou whiskers (KLEMM et al.,

2011; CAMPOS et al., 2013).
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Figura 18. Microscopia de forca atdmica de nanocristais de celulose apds a hidrélise com a

enzima E-CELTM durante 2 h de reagao.

A amostra proveniente da reagdo de hidrolise de 10 h apresentou nanoparticulas de
celulose no formato “ribbon-like” (fita), que contém mais de uma fibrila associada
(DONALDSON, 2007; DING et al., 2014), além de particulas elipsoidais amorfas (Figura 19).
Nota-se que as nanoceluloses estdo agregadas, esta agregagdo fisica de nanocristais orientados
pode ocorrer por meio das ligagdes de hidrogénio ou interagdes de empilhamento da glicose,

sem alterar o tamanho real do cristal (FANG et al., 2014).
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Figura 19. Microscopia de forca atdmica de nanoparticulas de celulose apds a hidrolise com a

enzima E-CELTM durante 10 h de reagao.

Para conhecer o potencial de refor¢o por meio da razdo de aspecto (L/D), é possivel

medir comprimento e didmetro a partir de imagens de AFM, conforme a Figura 20.

Comprimento

Diametro

1F:Height

1F:Height

Figura 20. Microscopia de forca atdbmica das nanoceluloses cristalinas de caro4, com destaque

para as medidas de comprimento e diametro.
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A caracteriza¢do por AFM permite uma maior aproximacdo das medidas reais, devido
a alta resolugdo da técnica. Porém, para isso, ¢ feito um calculo a partir das medidas obtidas
com as imagens para corre¢ao de artefato que ocorre devido a influéncia geométrica da
amostra ¢ da sonda de AFM, proposto por Zenhausern et al. (1992). Artefato este conhecido
como convolu¢do da ponta (sonda) (BRAGA; RICCI, 2004), corrigido pela equacdo 1, de um
modelo proposto por Wang & Chen (2007):

W? = 16R;Rs

na qual, W (width) se refere a largura da amostra na imagem; Ry (¢ip radius), ao raio da ponta

(sonda), e Rg (sample radius), ao raio real da amostra.

As imagens de AFM das nanoceluloses obtidas ap6és hidrdlise enzimatica de 2 h
apresentaram didmetro médio de 296 + 89 nm (média + desvio padrao) e comprimento médio
de 3950 + 202 nm (média £ desvio padrao) (Figura 21). Os valores obtidos nao sao
homogéneos, o que pode estar associado a sonicagdo que € capaz de remover a parte amorfa da
nanoestrutura, quebrando as interfaces relativamente fracas das microfibrilas elementares para
dispersar as nanoceluloses (SONG et al., 2014; TANG et al., 2015). Em acordo com esta
heterogeneidade, Campos et al. (2013) obtiveram nanocristais de celulose com 4100 + 2583
nm de comprimento ¢ 109 + 73 nm de diametro, como resultado do estudo da hidrélise com
celulases das fibras de curaud previamente tratadas com soda e branqueadas com acido acético
e clorito de sodio. As dimensdes geométricas dos nanocristais de celulose dependem da
origem do substrato lignocelulésico e das condigdes de hidrélise da celulose (HABIBI et al.,
2010; DUFRESNE et al., 2013). Os resultados obtidos corroboram com KHALIL e
colaboradores (2014), que definem a nanocelulose como um material celuldsico com pelo
menos uma de suas dimensdes na escala nanométrica. No entanto, alguns pesquisadores
consideram que a nanocelulose deve conter uma das dimensdes com valor igual ou inferior a

100 nm (KLEMM et al., 2011; BRINCHI et al., 2013).
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das nanoceluloses cristalinas obtidas ap6s a hidrélise com E-CELTM por 2 h.
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Um parametro importante para analise das propriedades de refor¢o da nanocelulose ¢ a
razdo de aspecto (comprimento/diametro), que depende da disposi¢do das fibras e pode ser
afetada pelas condigdes de preparagao da amostra e agregacao (DUFRESNE, 2013). A razao
de aspecto da amostra de nanocristais do caroa hidrolisado com endoglucanase por 2 h foi em
torno de 16 = 5 (média+ desvio padrdo) (Figura 21). Nanocelulose cristalina com razdo de
aspecto menor do que 10 ndo confere nenhum beneficio como agente reforcante de materiais
compositos, de valores entre 10 e 50 ¢ possivel verificar algum beneficio, mas apenas uma
razao de aspectomaior que 50 pode garantir um efeito de reforco eficiente (EICHHORN et al.,
2010). Esses valores sdo proximos as dimensdes encontradas para nanoceluloses cristalinas de
curaua com razdo de aspectode 13 a 17 (CORREA et al., 2010), nanocelulose de linho com
razao de aspecto 15 (CAO et al., 2007) e nanocristais de algodao com razdo de aspecto 10

(YUE et al., 2012).

4.7. Hidrolise enzimatica com complexo enzimatico

O residuo da hidrdlise com a enzima E-CELTM durante 2 h de reagdo (R-TM) foi
hidrolisado com o complexo enzimatico celulolitico (Accellerase 1.500). A porcentagem de
celulose convertida em glicose corresponde a 88%. Esse dado era o esperado de acordo com
informagdes do fabricante da enzima (Du Pont) que demonstrou um rendimento de quase 90%
na conversdo de acucares apods a hidrolise enzimatica da madeira softwood pré-tratada, apds

70 horas de reacao.

4.7.1 Medida de acucares redutores totais (ART)

A absorbancia dos materiais hidrolisados por 24, 48 e 72 h foi medida a 540 nm em
espectrofotometro e a quantidade de glicose liberada foi calculada com base em uma curva de
calibragdo de glicose padrao (Figura 21). A concentragdo de glicose obtida apds a hidrdlise
enzimatica da amostra R-TM por 72 h foi 19,60 g L™ (Figura 22). A massa de agucares foi de

0,98 g para um volume de 50 mL de material hidrolisado.
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Figura 22. Curva de liberacao de glicose na presenga do complexo celulolitico Accellerase
1.500, do residuo de fibras de carod apos a hidrolise com a endoglucanase E-CELTM por 2 h
(R-TM).

4.8. Obtencao de etanol

4.8.1. Calculo do rendimento teorico de etanol

Com base na massa de agucares (0,98 g) do material hidrolisado determinada na secao
4.7.1, utilizando a equagdo de Gay-Lussac (secdo 3.9), o rendimento tedrico de etanol do
material fermentado (0,51 g de etanol/ g de glicose) foi de 0,50 g ou 10 g L™". O método de
acordo com a equagdo de Gay-Lussac ¢ frequentemente utilizado para calcular o rendimento

de etanol apds o processo fermentativo (LAVASACK, 2003).
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4.8.2. Calculo do rendimento real de etanol

O material hidrolisado com o complexo enzimatico foi filtrado, fermentado pelas
leveduras s. cerevisiae e destilado. Apos a destilagdo, a densidade da amostra medida em
densimetro digital foi de 0,9989 g dm™, sendo o teor alcodlico determinado com base na tabela
de densidade/teor alcodlico, igual a 0,75 °GL. Sendo o volume de etanol igual ao volume da
solugdo multiplicado pelo teor alcodlico percentual e a densidade medida aproximadamente
igual a 1 g dm™, a massa de etanol foi de 0,375 g e a concentracdo de 7.5 g L. O rendimento
de etanol corresponde a 75% do rendimento tedrico. Ha vérios produtos das reacdes
secundarias da fermentagdo, como glicerol, acido succinico, acido acético (MURTAGH,
1999). Sendo assim, um valor entre 88 ¢ 94% do rendimento tedrico ¢ considerado ideal na
pratica (WEBB, 1978; LAVASACK, 2003). No entanto, o material hidrolisado contém
acucares nao fermentesciveis pela s. cerevisiae e produtos que inibem o crescimento das
mesmas, por exemplo, o acido acético como produto da decomposicdo da hemicelulose, o
furfural e o 5-hidroximetilfurfural (HMF), gerados por meio da desidratacdo dos ménomeros

de pentoses e hexoses, respectivamente (GAMEZ et al., 2006; CARDONA et al., 2010).
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5. CONCLUSOES

O pré-tratamento hidrotérmico a 160 °C seguido de deslignificagdio com NaOH 1% é
indicado na remocao efetiva de lignina visando a obtencdao da polpa de celulose de

carod, além de ser um métodos que proporciona menor efeito negativo ao ambiente.

A hidrdlise enzimatica da polpa celuldsica de carod com a endoglucanase E-CELTM
por 2 horas produz nanoceluloses no formato agulha com rendimento de

aproximadamente 10%.

As nanoceluloses cristalinas com razdo de aspecto de 16 +£ 5 nm podem ser utilizadas

como potencial agente reforgante de materiais compositos.

A inativacdo da enzima E-CELTM com a adicdao de 20% de etanol mantém a sua

solubilidade, além de facilitar a sua remogao.

O residuo da hidrolise na presenga do coquetel celulolitico (Accellerase 1.500) libera

acucares fermentesciveis que podem ser utilizados para produgdo de etanol 2G.

A fibra de caroa pode ser considerada uma potencial fonte de energia renovavel em um

sistema acoplado para a producao tanto de nanocelulose como de etanol 2G.
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