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RESUMO

PEREIRA, B. Producdo de nanoceluloses integradas ao processo de obtencdo de
acucares para etanol 2G a partir de bagaco cana-de-acucar. 2017. 98 p. Dissertagédo
(Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo,
Lorena, 2017.

As nonoceluloses sdo particulas com pelo menos uma dimensdo menor que 100 nm. A
producdo delas a partir de materiais lignoceluldsicos tem obtido grande destaque nos
ultimos anos. A celulose nanocristalina (CNC) € tradicionalmente produzida através da
hidrolise acida, utilizando alta concentracéo de acido, grande volume de 4gua e com baixo
rendimento. A celulose nanofibrilada (CNF) € produzida pela desfibrilagdo mecénica de
polpas celulésicas com alto consumo de energia. Por outro lado, embora a producao
industrial de etanol 2G ja tenha comecgado, com as primeiras plantas de producdo em escala
espalhadas pelo mundo, a hidrdlise enzimatica completa da celulose para este fim ndo é
economicamente viavel e gera um residuo rico em celulose e altamente recalcitrante, que
poderia ser utilizado para produzir nanoceluloses, que tem alto valor agregado. Neste
contexto, este estudo investigou a viabilidade técnica da producao das nanoceluloses (CNC
e CNF) integradas ao processo de producdo de aclcares fermentesciveis para a produgédo
de etanol 2G a partir do bagaco de cana-de-agucar. Incialmente, em uma planta piloto de
producdo de etanol 2G, o bagaco foi pré-tratado por explosdo a vapor, que gerou a
celulignina que foi deslignificada com NaOH. A polpa celul6sica gerada foi tratada com
peréxido de hidrogénio em meio alcalino para realizar a remoc¢édo da lignina residual. Os
materiais gerados pelo pré-tratamento e pelo processo de polpagdo em meio alcalino foram
caracterizados quando sua composi¢do quimica e hidrolisados com diferentes cargas de
enzimas. Os resultados mostraram a eficiéncia dos pré-tratamentos aplicados ao bagaco de
cana-de-acgucar causando o enriquecimento em celulose e a diminuicéo do teor lignina e de
hemiceluloses, acarretando um maior acesso das enzimas a celulose. O estudo do efeito das
cargas enzimaticas, do aumento da carga de sélidos e do sistema de agitacdo, resultou em
conversdes de celulose em torno de 80%, atingindo concentragfes acima de 120 g/L.
Utilizando o residuo de hidrolise da polpa celuldsica, foram obtidas as nanoceluloses. A
CNC apresentou tamanho médio de particulas de 679 nm, indice de cristalinidade de 54%,
diametros mais frequentes entre 55 e 65 nm e rendimento de aproximadamente 48%. A
CNF apresentou tamanho medio de 722 nm e didmetros com maior frequéncia em torno de
60 nm, e rendimento de aproximadamente 38%. As suspensfes aquosas de CNC e CNF
apresentaram baixa estabilidade, quando monitoradas através do potencial zeta.

Palavras-chave: Hidrélise enzimatica. Etanol 2G. Celulose nanocristalina. Celulose
nanofibrilada.



ABSTRACT

PEREIRA, B. Production of nanocelluloses integrated into the process of obtaining
sugars for 2G ethanol from sugarcane bagasse. 2017. 98 p. Dissertation (Master in
Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2017.

Nanocelluloses are particles with at least one dimension smaller than 100 nm. Their
production from lignocellulosic materials has gained prominence in recent years. Cellulose
nanocrystals (CNC) is traditionally produced through acid hydrolysis using high acid
concentration, high water volume and results in low yield. Cellulose nanofibrils (CNF) is
produced by mechanical defibrillation of cellulosic pulps with high energy consumption.
On the other hand, despite the fact the production of 2G ethanol has already reached
commercial production, with the first commercial facilities around the worldwide,
complete enzymatic hydrolysis of cellulose for this purpose is not economically viable and
generates a highly recalcitrant residue rich in cellulose and, which could be used to
produce nanocelluloses, high-added value products. In this context, this study investigated
the technical viability of obtaining nanocelluloses integrated into the production process of
fermentable sugars to obtain 2G ethanol from sugarcane bagasse. Initially, at a pilot plant
for production of2G ethanol, sugarcane bagasse was pre-treated by steam explosion,
generating cellulignin, which was delignified with NaOH. The resulting cellulosic pulp
was treated with hydrogen peroxide in an alkaline medium to remove residual lignin. The
materials generated after the pre-treatment and the pulping process in alkaline medium
were characterized regarding their chemical composition and then hydrolyzed with
different loads of enzymes. The results showed that the pre-treatments applied to the
bagasse caused the enrichment in cellulose and the decrease of lignin and hemicelluloses
contents, leading to a greater access of the enzymes to cellulose. The enzymatic charges
used in the experiments, which were evaluated in combination with the increase of the
solids loading together with the change of the agitation system, resulted in a cellulose
conversion of around 80%, reaching concentrations above 120 g/L. Using the hydrolysis
residue of the cellulosic pulp, nanocelluloses were obtained. The CNC showed a mean
particle size of 679 nm, crystallinity index of 54%, diameters between 55 and 65 nm and a
yield of about 48%. The CNF displayed an average particle size of 722 nm and diameters
with higher frequency around 60 nm. The agqueous suspensions of CNC and CNF showed
low stability when monitored through the zeta potential.

Keywords: Enzymatic hydrolysis, 2G ethanol, Nanocrystalline cellulose, Nanofibrillated

cellulose.
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1 INTRODUCAO

Recentemente tem-se observado o constante crescimento das pesquisas pela busca
de materiais e combustiveis de fontes alternativas. A biomassa lignoceluldsica €
atualmente considerada uma potencial matéria-prima para producdo de combustiveis,

produtos quimicos e materiais de fonte renovavel.

O processamento de materiais lignoceluldsicos € um conceito que vem se difundido
como aproveitamento integral dessa biomassa, que através de instalacdes e processos
tecnoldgicos sdo capazes de gerar produtos e intermediarios de forma semelhante aos
produtos oriundos do refino do petréleo. As principais vantagens de utilizar biomassa
vegetal como matéria-prima para obter produtos com maior valor agregado é o fato de ser

uma fonte renovavel amplamente disponivel mundialmente.

A fim de diminuir a dependéncia do petroleo, diminuir a emissdo dos gases que
causam o efeito estufa, melhorar a qualidade do ar, desde os anos de 1900 pesquisas se
desenvolveram para a obtencdo de um importante biocombustivel, o etanol celuldsico, que
vem sendo exaustivamente estudado tendo em vista sua viabilidade técnica e econdmica,
possibilitando o desenvolvimento da biotecnologia alavancada pelas politicas

governamentais em Varios paises para a obtencdo de energia limpa.

A viabilidade técnica da obtencdo do etanol celul6sico (etanol de segunda geragéo-
2G) ja é comprovada, mas seu valor de mercado ainda é alto quando comparado ao etanol
de primeira geracdo (1G). Neste sentido, uma das estratégias com melhor potencial
econdmico é a producdo integrada de bioprodutos ao etanol de segunda geracdo (2G). Por
serem de origem renovavel, além desses bioprodutos potencialmente gerar menor impacto
ambiental podem aumentar a lucratividade do processo de produgéo de etanol 2G pois,

possuem um alto valor agregado quando comparados ao bioetanol.

Dentro do contexto de processos integrados as nanoceluloses (NC) ganham
destaque com suas propriedades e caracteristica excepcionais, que permitem sua aplicacdo
em diversas areas, dentro de setores considerados mais tradicionais como papel e celulose,
cimentos, industrias de transportes, médica e até na industria de inovacoes tecnologias.

Tradicionalmente, a partir de polpa celulésica de origem vegetal nanocristais de
celulose sdo obtidos (CNC) pela hidrolise acida controlada utilizando acidos minerais

fortes concentrados, principalmente o acido sulfdrico, e as nanofibrilas de celulose pelo
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desfibrilamento mecénico precedido por tratamentos quimicos, enziméticos ou mais
comumente a combinacdo destes. Alternativamente, o uso do residuo da hidrolise
enzimatica do etanol 2G é um residuo celulésico também com potencial para ser utilizado

para a producdo desses materiais em escala nano.

Com a crescente demanda de mercado de nanocelulose para as proximas décadas, a
enorme geracdo de residuos agroindustriais, 0 aumento das politicas de incentivo ao uso de
biocombustivel, e o surgimento das primeiras fabricas, em escala comercial de etanol 2G,
surge a oportunidade para geracdo de processos sustentaveis, capazes de gerar menores

impactos ambientais e altamente lucrativos.

Neste contexto, este trabalho buscou avaliar a viabilidade técnica da integracdo do
processo de producdo de nanoceluloses com a producdo de agucares para o etanol 2G a
partir do bagaco de cana-de-agucar. A integracdo proposta é baseada na utilizacdo do
residuo celulésico oriundo da etapa de hidrélise enzimética do bagaco de cana-de-agucar
pré-tratado para a obtencdo de celulose naocristalina (CNC) e celulose nanofibrilada
(CNF).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Biomassa lignoceluldsica potencial como matéria-prima

A biomassa lignoceluldsica ¢ a mais abundante fonte renovavel de carbono e
matéria-prima para a producdo de biocombustivel e bioprodutos. Atualmente, muitos
estudos tém considerado do ponto de vista técnico e econémico, 0 uso da biomassa
lignocelul6sica como uma potencial fonte de matéria-prima na obtencdo de produtos que
podem substituir os produzidos a base de fontes fdsseis, como o petréleo. Dentre o0s
diferentes materiais lignocelulésicos, os residuos agroindustriais e florestais apresentam-se
como 0s mais relevantes para a producao de bioprodutos pois estdo presentes em todas as
regides do planeta e em vérias quantidades (LEISTRITZ et al., 2006; FIELD;
CAMPBELL,; LOBELL, 2008; STRASSBERGER; TANASE; ROTHENBERG, 2014).

A produgdo de biocombustiveis a partir da biomassa continuou em ascenséo no ano
de 2016 alavancada pelo consumo de alguns paises e por questdes ambientais. Embora
desafiada pelas baixas do petréleo e politicas de mercado, a producdo de biocombustiveis
aumentou em 2%, sendo que 74% dos biocombustiveis gerados foram etanol (Figura 1),
atingindo 98,3 bilhdes de litros. Os Estados Unidos e o Brasil continuam sendo os lideres
globais na geragdo de biocombustiveis a partir de biomassa e sdo responsaveis por 70% do
total produzido mundialmente (REN21, 2017).
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Figura 1- Producéo global e biocombustiveis (HVO- 6leo vegetal hidrogenado, biodiesel e etanol)
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Fonte: Adaptacdo de (REN21, 2017).

2.2  Cana-de-agUcar e a geracdo de bagaco

O Brasil é 0o maior produtor mundial de cana-de-agtcar, com producdo estimada em
torno de 646,4 milhdes de tonelada e com uma &rea de cultivo de 8,7 milhGes de hectares
na safra 2017/18. Para a safra 2016/17, a estimativa é de uma reducdo de producdo em
torno de 1,7 %. Com isso, 0 crescente aumento da exportacdo e a abertura do mercado
europeu para o etanol brasileiro a partir de fontes renovaveis tornam o Brasil um grande
exportador desse produto (CONAB, 2017).

Considerando que cada tonelada de cana-de-acUcar € capaz de gerar
aproximadamente cerca de 125 kg de bagaco seco (NOGUEIRA et al., 2008), e com a
previsdo de producdo da safra 2017/18 de 646,4 milhGes de toneladas, estima-se que serdo
gerados aproximadamente 81 milhdes toneladas de bagago de cana-de-agucar. O principal
destino desse material tem sido a geracao de energia elétrica, garantindo a autossuficiéncia
energética do setor sucroalcooleiro (BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016). Entretanto, ha a
possibilidade de aproveitamento do restante desse do bagaco para a geracao de bioprodutos
dentro de um conceito de biorrefinaria, produzindo combustiveis, biomateriais e produtos
quimicos intermediarios, além da energia gerada.

Embora a geracdo de energia elétrica a partir de bagaco de cana-de-agucar seja um
processo que garante a eficiéncia energetica do setor sucroalcooleiro, a cogeracao de etanol
b2G é um processo rentavel, mas ainda é dependente da evolucéo do processo de
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conversdo da biomassa (PETERSEN; ANEKE; GORGENS, 2014; CAVALETT et al.,
2017).

2.3  Composicdo da biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica €& composta majoritariamente por celulose,
hemiceluloses, lignina, e pequenas quantidades de cinzas e extrativos (FREIRE et al.,
2011; GUPTA et al.,, 2016). As quantidades de cada um dos componentes variam
geralmente de acordo com a espécie vegetal de origem, tendo de modo geral cerca de 50%
de celulose, de 20 a 25% de hemicelulose e 20 a 30% de lignina (FENGEL; WEGENER,
1989). No caso particular do bagaco de cana-de-acucar, em um estudo recente (ROCHA et
al., 2015) realizaram uma caracterizacdo detalhada da composicéo quimica de 60 amostras
de bagaco de cana-de-agUcar de diferentes variedades, locais cultivados, solos, época de
colheita e clima. Em média, a composicao quimica do bagaco de cana-de- acUcar variou de
39,5-45,7% para celulose, 25,6-29,6% para hemicelulose, 18,9-26,1% para lignina, 2,3-
10,5% para extrativos e 1,1-6,0% para cinzas.

2.3.1 Celulose

A celulose é um biopolimero linear de unidades de anidroglicose unidas por meio
de ligagbes (B-1,4) (Figura 2). A conformacéo linear das cadeias de celulose se d& pela
rotacdo de 180° dos residuos de glicose em torno na ligacdo glicosidica. O nimero de
anidroglicoses que constituem a cadeia ¢ chamado grau de polimerizacdo (DP), que pode
variar entre 7.000 e 15.000 residuos, dependendo da fonte da celulose (FENGEL;
WEGENER, 1989; SJOSTROM, 1993).
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Figura 2- Estrutura quimica da celulose
OH

Fonte: Adapfa(;éo de Habibi; Lucia; Rojas (2010).

Os residuos de anidroglicose que compde a cadeia de celulose possuem grupos
hidroxilas livres nos carbonos C2, C3 e C6, que séo capazes de promover interacdes inter e
intramoleculares, através de ligacGes de hidrogénio. Além das ligacdes de hidrogénio as
cadeias de celulose também sofrem a acdo das ligacGes de Van der Waals. Esses dois tipos
de ligagdo juntas promovem a formagdo de aglomerados longitudinais de cadeias de
celulose, chamados de fibrilas.

Acreditava-se que as fibrilas eram formadas por 36 cadeias de celulose (FENGEL;
WEGENER, 1989; DELMER; AMOR, 1995; GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON,
2009) com aproximadamente 3 nm de diametro (COSGROVE, 2014), mas estudos
recentes apontam que as fibrilas sdo formadas por um numero de 18 a 24 cadeias
(FERNANDES et al., 2011; THOMAS et al., 2013), com tendéncia a 24 cadeias devido a
geometria observada no corte transversal das fibrilas (COSGROVE, 2014). Além disso, as
fibrilas se aglomeram também de forma longitudinal para formar as microfibrilas, que por
sua vez, sdo vinculadas pela hemicelulose que se une a lignina para formar a fibra de

celulose na parede celular vegetal (DEL RIO et al., 2015).

As fibras de celulose dispGem de regiGes de maior e menor organizacao, tais
regibes sdo conhecidas como regides cristalinas e amorfas, respectivamente (FENGEL,;
WEGENER, 1989). Esta estrutura é corroborada pela acdo de acidos fortes durante a
hidrolise, que produz cristais de celulose com grau de polimerizacdo em torno de 200
(GELLERSTEDT,; EK; HENRIKSSON, 2009).

Enquanto a celulose de diferentes fontes compartilha muitas semelhancas
estruturais, os tamanhos de fibras podem variar de acordo com a fonte a partir da qual é
extraida. Verificou-se que a celulose do bagaco de cana-de-agtcar tem um peso molecular
médio de cerca de 157800-16800 g.mol™, tamanho da fibra na faixa de 1,0 -1,5 mm, grau
médio de polimerizacdo (DP) de cerca de 974-1.039 e indice cristalinidade de cerca de
57%. Em comparacdo com as fibras de madeira dura e de madeira macia, as fontes de

celulose mais comuns e industrialmente relevantes, as fibras celul6sicas da cana-de-agucar
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sdo menores do que as fibras de madeira macia e de tamanho similar as fibras de madeira
dura (Tabela 1). Os valores sdo baseados em (BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016) e
(HURTER, 2001) para celulose de bagaco de cana-de-agucar e (HALLAC;
RAGAUSKAS, 2011), (HURTER, 2001) e (NEWMAN; HEMMINGSON, 1990) para

madeira dura e celulose de madeira macia.

Tabela 1- Propriedades médias tipicas da celulose a partir de bagaco de cana-de-agUcar,
madeira dura e madeira macia.

Fonte de celulose PM Tamanho da DP Diametro ICr
(g.mol) fibra (mm) (pm) (%)

Bagaco de cana-de  157.800-16.800 1,0-15 974-1.039 20 56,7

acucar

Madeira dura 648.000-891.000 1,25 4000-5500 25 54,0

Madeira macia 648.000-891.000 3,0 4.000-5500 30 57,0

PM: peso molecular; DP: grau polimerizagao; Crl: indice de cristalinidade
Fonte: Arquivo pessoal

2.3.2 Hemicelulose

As hemiceluloses apresentam-se como um heteropolimero ramificado, pode ser
composta por pentoses, como D-xilose e L-arabinose e hexoses, como D-glicose, D-
galactose e D-manose. Além disso, contém pequenas quantidades desoxi-hexoses, acidos
ucurdnicos, como 0 4-O-metil-D-glucurénico, galacturonico e D-glucurénico e grupos
acetila (GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009).

A composigdo da hemicelulose esta diretamente ligada a fonte da biomassa. Por
exemplo, em madeiras moles e gramineas a cadeia principal da hemicelulose ¢ a xilana, ao
passo que nas madeiras duras a cadeia principal e a glucomanana (FENGEL; WEGENER,
1989). Além disso, a hemicelulose se liga a lignina através dos acidos fertalico e cumarico
(hidroxicindmicos) por meio de ligacéo ester no carbono 5 da L-arabinose e a carboxila do
acido feralico. No caso particular do bagaco de cana-de-agUcar o acido cumarico é o
principal grupo ligante (DEL RIO et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3- Estrutura representativa da hemicelulose de cana-de-agucar (glucuronoarabinoxilana)
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Fonte: Adaptado de Buckerige; de Souza (2014)

Quando comparada a celulose, as hemiceluloses possuem baixo grau de
polimerizacdo, variando de 100 e 200 residuos de monossacarideos. Além disso, também
possuem menor estabilidade quimica e térmica, possibilitando que as hemiceluloses
possam ser mais facilmente hidrolisadas através de tratamentos hidrotérmicos
(GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009).

2.3.3 Lignina

A lignina, uma macromolécula hidrofébica formada a partir de unidades de
fenilpropano (Figura 3), é um importante componente estrutural dos vegetais, conferindo
rigidez e coesdo para 0s componentes da parede celular. Na estrutura da lignina encontram-
se as ligagdes B-O-4 como as mais comuns, algumas ligagdes a-O-4 e éter entre grupos
arométicos (FENGEL; WEGENER, 1989; GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009).
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Figura 4- Estrutura das unidades de fenilpropano
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Fonte: Adaptado de Gellestedt; Ed; Henriksson, (2009).

A formacdo da lignina se da pela polimerizacdo dos monoligndis, alcool p-
cumarico, coniferilico e sinapilico. A complexidade da lignina faz com que sua estrutura
quimica ainda nao seja completamente conhecida (Figura 6).

De acordo com a espécie vegetal as propor¢fes dos monolignois variam, dando
origem aos tipos de lignina G, S e H, guaiacil, siringil e hidroxifenil, respectivamente. Nas
madeiras duras (coniferas) estdo presentes em maior proporcao 0s grupos guaicil e siringil,
(lignina GS), nas madeiras moles (folhosas) os grupos guaicil, (lignina G), e nas gramineas
como bagaco de cana-de-agUcar estdo presentes as trés unidades de fenilpropano

classificando a lignina como GSH (guaiacil-siringil-hidrofenil).

Figura 5- Estrutura hipotética da lignina G
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2.3 Pré-tratamentos da biomassa

Para utilizar as diferentes fraces dos materiais lignocelulosicos faz-se necessario
uma separacdo, pelo menos parcial, de cada um de seus componentes, de modo que
possam ser empregadas em processos de conversdo posteriores. Os processos utilizados
para a desconstrucdo da biomassa sdo conhecidos como pré-tratamentos. Os pré-
tratamentos sdo etapas de extrema importancia nos processos de conversdo da biomassa
pois, alem de separar em fracOes a biomassa, essas etapas aumentam a acessibilidade a
celulose (MOSIER et al., 2005; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

De acordo com seu mecanismo de acdo, os pré-tratamentos podem ser classificados
como: fisicos, quimicos e bioldgicos, sendo possivel a combinacdo entre eles. Os pré-
tratamentos fisicos realizam a reducdo de tamanho e como consequéncia aumentam a area
superficial e a acessibilidade da biomassa; os pré-tratamentos quimicos utilizam-se de
reagentes quimicos para modificar ou remover componentes da biomassa e 0s pré-
tratamentos biologicos comumente utilizam fungos capazes de produzir enzimas que
degradam de forma seletiva a lignina (ZHU; PAN, 2010; AGBOR et al., 2011;
CHATURVEDI; VERMA, 2013). Vérios tipos de pré-tratamentos podem ser aplicados a
biomassa para diminuir sua recalcitrancia para a producdo de etanol 2G, dentre eles, 0s
mais utilizados sdo os pré-tratamentos quimicos em meio alcalino e em meio acido, que
sdo considerados mais atrativos industrialmente (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

2.3.1 Pré-tratamento alcalino

Os pré-tratamentos alcalinos sdo capazes de remover grandes quantidades da
lignina e parte da hemicelulose presente na biomassa, aumentando a reatividade da
celulose no material pré-tratado, com vantagens como o uso de baixas temperaturas e
baixas pressoes, reatores simples e a possibilidade de reuso do alcali residual. Entretanto,
algumas desvantagens podem ser destacadas como custo, a seguranca do processo e a
dificuldade de recuperagéo do alcali (HU; RAGAUSKAS, 2012).

Dentre os reagentes mais utilizados destaca-se o hidréxido de so6dio (NaOH) (HU;

RAGAUSKAS, 2012). Uma importante vantagem do pre-tratamento alcalino com NaOH
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além da despolimerizacdo da lignina, é a capacidade de aumentar a area superficial da
celulose, provocada pelo inchamento da sua estrutura ocasionada pela repulséo das cargas
entre as fibrilas (ALVIRA et al., 2010).

2.3.2 Deslignificacdo em meio alcalino

Os pre-tratamentos em meio alcalino utilizam na sua maioria, reagentes como
hidroxido de calcio (Ca(OH).), amdnia (NHas) e principalmente o hidroxido de sodio
(NaOH), e tem como principal objetivo clivar as ligacOes éter presentes na lignina
(MOSIER et al., 2005; ALVIRA et al., 2010; BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016).

A deslignificagdo é um tratamento capaz de maximizar a conversdo da celulose
dentro do processo de obtengdo do etanol 2G. Estudos demostram que a conversdo da
celulose é mais efetiva quando a biomassa pré-tratada em meio acido é submetida a um
processo posterior de deslignificacdo (ZHU; PAN, 2010; KUMAR; CHANDRA,
SADDLER, 2011; CARVALHO; QUEIROZ; COLODETTE, 2016).

Por outro lado, um problema associado a este pré-tratamento sdo as reacfes de
peeling, que ocorrem em temperaturas acima de 100 °C, causando perda de rendimento de
carboidratos e a reducdo da concentracdo do éalcali (FENGEL; WEGENER, 1989;
BERGGREN et al., 2002; GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009), que podem ser
minimizadas pela adicdo da antraquinona no meio reacional (GELLERSTEDT; EK;
HENRIKSSON, 2009; SCHILD; SIXTA; TESTOVA, 2010; NASCIMENTO et al., 2016)

A combinacéo entre o pré-tramento hidrotérmico e o pré-tramento em meio alcalino
ja foi abordada em diversos estudos aplicados a diferentes biomassas ligocelulésicas (LlI;
GELLERSTEDT; TOVEN, 2009; KUMAR; CHANDRA; SADDLER, 2011; ROCHA et
al., 2014; TIAN et al., 2017). Foi mostrado que a redistribuicao da lignina ocasionada pelas
reacOes de despolimerizacéo e repolimerizacdo (LI; HENRIKSSON; GELLERSTEDT,
2007; WANG et al., 2017) associadas a temperatura do pré-tratamento, interferem na
remocao da lignina residual pelo subsequente tratamento em meio alcalino (WANG et al.,
2017).

O estudo realizado por Tian et al. (2017) também avaliaram a a¢éo de processos de
deslignificacdo apos pré-tratamento por explosdo a vapor, liquido i6nico, organosolv,

solvente eutético e soda/antraquinona, e concluiram que, embora a remocdo da lignina
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utilizando liquidos ibnicos seja mais seletiva que o tratamento organosolv, a utilizacdo de
solvente eutéico gera uma polpa celulésica com maior grau de polimerizacdo da celulose.
Entretanto, a maior acessibilidade enzimatica da celulose foi atingida com os tratamentos
organosolv e soda/antraquinona que obtiveram 66,3 e 72,5% de rendimento de soélidos,

respectivamente.

Estudos evidenciam que o processo de deslignificacdo alcalina causa alto impacto
ambiental (DIAS et al., 2012; HU; RAGAUSKAS, 2012), no entanto, o estudo realizado
por (ROCHA et al., 2014) mostra que o reciclo do NaOH utilizado na deslignificacdo
diminui o impacto ambiental desta etapa na obtencdo de etanol 2G. Além da
despolimerizacdo da lignina, o tratamento da biomassa com NaOH promove o inchamento
das fibras de celulose pela repulsdo das cargas entre as fibrilas, aumentando a area
superficial e auxiliando na remoc¢éo da hemicelulose (KUMAR et al., 2009; ALVIRA et
al., 2010).

Kumar et al. (2012) e Tian et al. (2017) realizaram estudos que mostram que
conteudos de lignina superiores a 30% limitam a conversdo enzimatica da celulose em
glicose. Desse modo, os processos de remocdo de lignina tornam-se vantajosos para a
conversao em agucares monoméricos, pois elevam a taxa conversdo da biomassa para a
producdo de etanol 2G, sendo capazes de remover mais de 90% da lignina do material
(DIAS et al., 2012). Além disso, a deslignificagdo em meio alcalino tem o beneficio da
remocdo de inibidores no processo de fermentacdo gerados durante o pré-tratamento de
explosédo a vapor (ROCHA et al., 2012a),

Outros métodos ja foram utilizados para remocdo da lignina em biomassa pré-
tratadas por explosdo a vapor. Por exemplo, Kumar, Chandra e Saddler (2011) analisaram
os resultados de deslignificacdo em relacdo a severidade do pré-tratamento e ao método de
deslignificacdo utilizado (peroxido de hidrogénio em alcalino, sulfonagdo em meio neutro
e clorito em meio &cido) e concluiram que pré-tratamentos com média severidade
permitem melhor recuperacdo dos acgucares da hemicelulose e a deslignificagdo melhora a
hidrélise enzimética da celulose. Outro método de deslignificacdo eficiente é o organosolv,
que além de remover a lignina é capaz de remover a hemicelulose aumentando o acesso
das enzimas a celulose, mas possui as desvantagens do alto custo do processo devido a

utilizacdo e a recuperacédo dos solventes organicos (KUMAR et al., 2009).
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2.3.3 Branqueamento de polpa celulésica com peroxido de hidrogénio em alcalino

De acordo com o estudo realizado por Kumar; Chandra; Saddler, (2011), a
deslignificacdo em meio alcalino, utilizando NaOH diminuiu o contetudo de lignina do
material pré-tratado por explosdo a vapor, no entanto o estudo também comparou outros
processos de deslignificacdo e concluiu que mesmo variando as condi¢fes do pré-tramento
(severidade), os melhores resultados de remocdo de lignina foram obtidos com a
deslignificacdo com peroxido de hidrogénio em meio alcalino.

Durante o branqueamento, com o aumento da temperatura e a elevacdo do pH, o
H>O2 se decompde e ocorre a formacdo do ion hidroperdxido (-OOH), uma espécie
nucleofilica forte, capaz de atacar de forma ndo reversivel, os compostos croméforos e a
lignina residual presentes na polpa de celulose. Na presenca de metais de transi¢do, o H.O>
sofre uma rapida decomposicdo homolitica, que pode ser retardada pela presenca de ions
metalicos como magnésio, formando os ions superdxidos e inibindo a formacdo dos
radicais hidroxil que atacam os carboidratos (ZERONIAN; INGLESBY, 1995; LI et al.,
2011).

Estudos realizados por Pang et al., (2012) e Xie et al., (2013) sugerem que a
utilizacdo de agentes oxidantes em meio alcalino, como o oxigénio (O2), é capaz de
favorecer a conversdo enzimatica da biomassa lignocelulésica, e o estudo realizado por
Rabelo et al., (2014) mostrou que o uso do H202 em meio alcalino aumentou a
digestibilidade do bagaco de cana-de-agUcar chegando a atingir 92,6% de conversao da

celulose.

Em escala industrial, os processos alcalinos mais utilizados para o isolamento da
celulose sdo os processos Kraft e sulfito. No primeiro, a lignina é solubilizada
guimicamente e parte da hemicelulose é dissolvida, gerando uma polpa com cerca de 65-
80% de celulose. O segundo processo usando agentes de branqueamento remove a lignina
residual, aumentando o teor de celulose da polpa. A polpa Kraft é responsavel por cerca de
75% do mercado global de celulose celulosica. O processo sulfito produz uma polpa
celulésica com elevado teor de pureza (> 90% de celulose) (SIXTA, 2006), mas representa
apenas um pequeno segmento do mercado global de celulose celulésica. Em comparagédo
com a polpa de sulfito, a polpa Kraft tem as vantagens de produzir fibras mais fortes e a
capacidade de aceitar uma maior variedade de matérias-primas (SIXTA, 2006; YOUNG,
1994).
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Atualmente, a remocao de lignina residual com peroxido de hidrogénio em meio
alcalino é um processo utilizado principalmente na industria de papel e celulose, como uma
das etapas finais de branqueamento. Industrialmente, o processo ocorre com temperaturas
que variam de 80 a 110 °C, com carga de peroxido de hidrogénio variando entre 0,5- 4%
(m/m), e o hidroxido de s6dio com cargas entre 2-3% (m/m) (GELLERSTEDT; EK;
HENRIKSSON, 2009).

2.3.4 Pre-tratamentos por explosao a vapor

O pre-tratamento por explosdo a vapor, que pode ser conduzido com ou sem a
adicdo de catalisador, € o pré-tratamento mais utilizado industrialmente (MOSIER et al.,
2005; TAHERZADEH; KARIMI, 2008). O processo consiste no tratamento da biomassa
com vapor saturado sob alta pressdo por um curto periodo de tempo (entre 30s e 20min)
(TAHERZADEH; KARIMI, 2008), promovendo uma expansao térmica da biomassa,
seguido por uma rapida descompressdo, capaz de ocasionar a reducdo do tamanho das
particulas e aumentar o tamanho dos poros da biomassa (MOSIER et al., 2005; ALVIRA et
al., 2010).

A exploséo a vapor ndo catalisada é considerada um pré-tratamento em meio acido
e tem como principal objetivo a remocéo de hemicelulose. As vantagens desse processo
sdo: a ndo utilizacdo de produtos quimicos para a catalise da hemicelulose, a baixa diluicdo
dos acucares solubilizados e consumo reduzido de energia (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009;
AGBOR et al., 2011).

Durante o pré-tratamento por explosdo a vapor, 0s grupos acetila presentes na
hemicelulose séo liberados inicialmente pela acdo de uma pequena quantidade de ions que
se formam durante a ionizacdo da agua sob altas pressdes e temperatura formando o &cido
acetico (ALVIRA et al., 2010). O acido acético e outros acidos organicos liberados pela
biomassa, catalisam a hidrolise da hemicelulose no processo denominando de autohidrolise
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; AGBOR et al., 2011).

Por outro lado, assim como ocorre com outros pré-tratamentos em meio acido, o
pré-tratamento por explosédo a vapor gera inibidores de fermentagdo como furfural e
hidroximetilfurfural. Dependendo da concentracdo destes inibidores, uma etapa de
condicionamento/detoxificagdo é necessaria antes da fermentagdo. Além disso, o pré-
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tratamento por explosdo a vapor ndo é capaz de romper totalmente o complexo lignina-
carboidrato e promove reacOes de condensacdo da lignina dificultando a sua extragdo (LlI;
HENRIKSSON; GELLERSTEDT, 2007; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; AGBOR et al.,
2011).

2.4 Etanol 2G

A demanda por energia e produtos de fontes renovaveis tem aumentado o interesse
pela biomassa lignocelul6sica, de modo particular para os residuos agroindustriais e
florestais. Dentre as potencias fontes de energia renovavel a biomassa lignocelulosica é
considerada uma importante matéria-prima na obtencdo de biocombustiveis e bioprodutos
(LARSEN; HAVEN; THIRUP, 2012; GUERRIERO et al., 2016). Além disso, a
abundancia e sustentabilidade de matéria-prima tornam o uso de energia e combustiveis
obtidos a partir de fontes renovaveis uma forma de contribuir para a diminuicdo da emisséo
de CO2 (LARSEN et al., 2008; CAVALETT et al., 2017; JAISWAL et al., 2017) e a
diminuicdo das reservas de petroleo melhoram as perspectivas para 0s combustiveis
obtidos de fontes renovaveis e beneficiam a obtencdo de bioprodutos (LEITRITZ et al.,
2006).

Em 2017 a CONAB projetou um aumento de 0,2 % na produgéo nacional de etanol
anidro, atingindo cerca de 11,1 bilhdes de litros. Em relacdo a ultima safra, estima-se que
haja uma reducdo de 6,1 % na producdo total de etanol, totalizando aproximadamente 26
bilhGes de litros. Com a adocdo de politicas ambientais mais rigidas no uso de energia de
fontes renovaveis (Figura 5), 32 paises ja adotam a mistura mandatoria de etanol a gasolina
(REN21, 2017).
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Figura 6- Paises com politicas de uso de energia de fontes renovaveis
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Do ano de 2014 até o final de 2016 observou-se o crescimento 7,1 % no nimero de
paises que adotaram politicas para o uso de energia de fontes renovaveis. Dos 117 paises
que utilizam essas politicas, aproximadamente 54 % ja utilizavam combustiveis de fontes
renovaveis no final do ano de 2015. Atualmente o Brasil utiliza a mistura na proporc¢éo de
27% de alcool a gasolina, e outros paises espalhados pelo mundo utilizam misturas que
variam entre 2% e 25%, com 47 % utilizando a mistura mandatéria de alcool a gasolina
(REN21, 2017).

Diante do aumento da demanda por etanol, uma alternativa para uma maior
produtividade é a producdo de etanol 2G, que pode ser produzido de diversas fontes de
biomassa. No entanto, a matéria prima necessita ser pré-tratada para viabilizar a sua
conversao em etanol, e dentre 0s pré-tratamentos podemos destacar a explosdo a vapor que

ja mundialmente usado em plantas de etanol 2G (Tabela 2).

A producdo industrial de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos comegou
entre as décadas de 1910 e 1930, em tentativas isoladas de converter madeira em etanol
através de hidrélise acida no periodo que antecedeu a Segunda Guerra Mundial (BIRGIT
KAMM; GRUBER; MICHAEL KAMM, 2006). Atualmente no Brasil somente a Raizen
Energia esta em operacdo em escala comercial produzindo etanol celulésico, em operacéao

desde 2015 com capacidade de producdo de 31600 t/ano, e o Cane Technology Center
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(CTC), possui uma planta de demonstracdo de etanol 2G, em operacdo desde 2012 com
capacidade para 2.400 t/ano (Database: Task 39).

Tabela 2- Plantas de producdo de etanol 2G e pré-tratamento utilizado.

Pré- Capacidade
Empresa Localizacdo Matéria prima declarada
tratamento
(t/ano)
Abengoa .
. Forragem de milho/
B!oenergy KansaS/ Estados switch grass/palha de  Acido diluido ~ 75.000
Biomass of Unidos {iao
Kansas, LLC g
Beta . . Palha de arroz/palha  Exploséo a
Renowables Crescentino/ltalia de trigo/poplar vapor 40.000
DowDuPont lowa/Estados Unidos Forragem de milho g}m?g;a 82.672
Granbio Alagoas/Brasil Baga(;o/pa[h ade Explosdo a 65.000
cana-de-acUcar vapor
. x . Bagaco de cana-de- Explosdo a
Raizen Séo Paulo/Brasil acucar vapor 31.600
POET-DSM Exploséo a
Advanced lowa/Estados Unidos Forragem de milho P 70.000
Biofuels vapor

Fonte: adaptado de Database: Task 39.

Embora, as plantas de producdo apresentadas utilizem principalmente os pré-
tratamentos em meio acido, como exploséo a vapor, a DowDuPont era a Unica das plantas
a utilizava o pré-tratamento em meio alcalino com aménia como catalisador, e das plantas
que estavam em operacdo em 2016 somente a Raizen e POE-DSM Advanced Biofuel estdo

em atividade atualmente.

2.4.1 Hidrdlise enzimatica para producéo de etanol 2G

Para obtengdo do etanol 2G o complexo celulose-hemicelulose-lignina deve ser
desconstruido e os polissacarideos convertidos a aglcares monoméricos através da
hidrolise enzimatica. Esta etapa € catalisada por coquetéis enzimaticos que incluem
celulases e enzimas-acessorias que atuam em componentes especificos da parede celular
(MOHANRAM et al., 2013).

A conversdo da celulose catalisada por enzimas depende da combinagdo de

endoglucanases (EC 3.2.1.4), responsaveis pela clivagem aleatdria nas regides internas de
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menor organizacdo das cadeias de celulose, e celobiohidrolases (CBH) (EC 3.2.1.91) que
atuam nas extremidades da cadeia de celulose. A CBH | age nas extremidades redutoras e a
CBH 11 nas extremidades ndo redutoras da cadeia, liberando principalmente celobiose. A
B-glicosidase (EC 3.2.1.21) hidrolisa principalmente a celobiose em unidades de glicose
(LYND et al.,, 2002; MEYER; ROSGAARD; SORENSEN, 2009). No entanto, a acdo
sinérgica entre as celulases e as enzimas auxiliares aumentam substancialmente a
conversao da biomassa em acucares fermentesciveis (BIRGIT KAMM; GRUBER,;
MICHAEL KAMM, 2006; HU; ARANTES; SADDLER, 2011; ROBL et al., 2016).

Um estudo realizado por (McMILLAN et al., 2011) avaliou quatro preparos pré-
comercias ricos em celulases desenvolvidos por grandes fornecedoras de coquetéis
enzimaticos para o mercado de conversdo de biomassa. Neste estudo foi observado que os
preparos com maior atividade das enzimas [-glicosidases obtiveram melhores
desempenhos na conversdo da celulose, com menores quantidades de enzimas, permitindo

uma economia de custos dos processos.

Comercialmente o0s preparos enzimaticos ricos em hemicelulases foram
desenvolvidos em menor propor¢do que os preparos ricos em celulases, devido aos pré-
tratamentos aplicados a biomassa para hidrolisar a hemicelulose. No entanto, os preparos
enzimaticos comerciais destinados a conversao de biomassa que dispunham de pequenas
quantidades de hemicelulases eram inadequados para completa conversao da hemicelulose,
0 que motivou pesquisas de preparos de hemicelulases que atuassem sinergicamente com
as celulases (MOHANRAM et al., 2013).

Um preparo enzimatico eficiente deve ser capaz de maximizar a hidrolise dos
polissacarideos da biomassa quando usado em pequenas quantidades. Entretanto, varios
fatores devem ser considerados, como o tipo de substrato, o pré-tratamento utilizado e o
emprego de diferentes enzimas que compdem o coquetel (MEYER; ROSGAARD;
S@RENSEN, 2009).

Na producdo de etanol 2G além da etapa de pré-tratamento, outra etapa importante
é a hidrolise enzimética, que nos ultimos anos tem recebido atencdo e esfor¢os em pesquisa
na hidroélise com alta cargas de sélidos (GAO et al., 2014; GENG et al., 2015; SANT’ANA
DA SILVA et al., 2016; QIU et al.,, 2017). A alta carga de solidos é considerada a
concentragdo dos solidos igual ou superior a 15% (m/m) (MODENBACH; NOKES, 2013;
KOPPRAM et al., 2014), também como concentracdo de sélidos com pequena quantidade
ou nenhuma quantidade de agua livre (KRISTENSEN; FELBY; JGRGENSEN, 2009a).
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Na hidrdlise enzimética, a conversdo da celulose diminui linearmente com o
aumento da concentracdo de sélidos (KRISTENSEN; FELBY; JORGENSEN, 2009b),
causada pela dificuldade na difusdo das enzimas devido a pequena quantidade de agua
disponivel, e a alta viscosidade do sistema, que limita a transferéncia de massa, a
transferéncia de calor e diminui a eficiéncia na agitacdo (MODENBACH; NOKES, 2013;
DU et al., 2014b; KOPPRAM et al., 2014). Embora a alta carga de solidos apresente
desvantagens, um dos atrativos desse sistema € geracdo de acUcares em altas
concentracdes. Assim, a utilizacdo de alta carga de solidos possibilita a obtencdo de
concentracdes de agucares em torno de 8% (m/m) para viabilizar o processo de etanol 2G,
iISso porque, a concentracdo de etanol deve ser igual ou maior 4% (m/m) ao final da
fermentacdo alcodlica para tornar o processo de destilacio economicamente viavel
(LARSEN et al., 2008).

Estudos mostram que atingir 100% de conversdo de celulose para a producdo de
etanol ndo parece ser uma estratégia viavel tecnicamente (HOGAN et al., 1990; MOONEY
et al., 1998; ARANTES; SADDLER, 2011; HORN et al., 2012), sendo o fator limitante da
total conversdo da celulose a cinética enzimatica de conversdo, que ocorre em trés fases
distintas. Na primeira fase, a taxa de e conversdo ¢ alta e caracterizada especialmente pela
rapida adsorcdo das enzimas ao substrato; na segunda fase ha uma taxa de conversdo
moderada do substrato (de 50 a 70%), seguida por uma fase final com baixa taxa de
converséo, devido a ata recalcitrancia do material restante (ARANTES; SADDLER, 2011).

De acordo com o maior fabricante de coquetéis enzimaticos destinados conversao
de biomassa, Novozymes (2012), atingir 100% de conversao de celulose em etanol ndo €
um processo vidvel economicamente (Figura 6), pois para atingir uma conversao com
valores proximos a 100%, o tempo necessario seria extremamente alto e/ou cargas
elevadas de enzimas seriam necessarias, mesmo para diferentes substratos e diferentes
métodos de pré-tratamentos(ARANTES; SADDLER, 2011).
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Figura 7- Custo relativo do galdo de etanol 2G associado ao percentual de conversdo de substrato.
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Fonte: Adaptado de Novozymes, (2010).

Alcancar valores de conversdo de celulose préoximos de 70% (segunda fase da
hidrolise) torna o processo mais atraente e ainda gera uma concentracdo viavel de aglucares
monoméricos (MODENBACH; NOKES, 2013). Consequentemente, também & obtido um
residuo altamente recalcitrante rico em celulose cristalina (OKSMAN et al., 2010; ZHU;
SABO; LUO, 2011; TSUKAMOTO; DURAN; TASIC, 2013; CAMARGO et al., 2016).
Este residuo pode ser usado para produzir nanoceluloses como co-produto de alto valor
agregado, melhorando a viabilidade econdmica da producédo de etanol 2G (LEISTRITZ et
al., 2006; DURAN et al., 2011). Esta parece ser uma nova estratégia para a implantag&o ou
adequacdo de plantas de etanol e biomateriais (CAMARGO et al., 2016). De fato, a
producdo integrada de nanocelulose com a producdo de acucar para o etanol 2G ja foi
investigada em alguns estudos recentes (CHIRAT; LACHENAL; DUFRESNE, 2010;
OKSMAN et al., 2010; ZHU; SABO; LUO, 2011; TSUKAMOTO; DURAN; TASIC,
2013; SONG et al., 2014; CAMARGO et al., 2016). No mais recente (CAMARGO et al.,
2016), o bagago de cana-de-agucar foi utilizado como matéria-prima para a produgdo
integrada de agucares monoméricos e nanocelulose. Embora varios estudos ja tenham
provado que é possivel, através da hidrélise enzimatica, produzir nanocristais de celulose e
acucares fermentesciveis, varios destes estudos utilizaram matérias primas (FILSON;
DAWSON-ANDOH; SCHWEGLER-BERRY, 2009; ANDERSON et al., 2014;
TEIXEIRA et al., 2015) efou processos e condigdes (CHIRAT; LACHENAL;
DUFRESNE, 2010; TSUKAMOTO; DURAN; TASIC, 2013) de obtencio de polpa

celulosica diferentes daqueles atualmente explorados para producdo comercial de etanol
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2G. Neste sentido, a real viabilidade técnica da producdo integrada de CNC com o

processo de etanol 2G ainda precisa ser avaliada.

O conceito de biorrefinaria torna-se atrativo economicamente, pois promove a
valorizacdo da biomassa vegetal, e dentro desse conceito os combustiveis sdo os produtos
gerados em maior quantidade e os bioprodutos de alto valor agregado, em menor escala,
garantem a rentabilidade de todo processo, situacdo semelhante a uma refinaria de

petréleo.

2.5 Nanocelulose

A nanocelulose ¢ um material em escala nanométrica que possui, pelo menos, uma
das dimens6es menor que 100 nm (HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2010; MOON et al., 2011,
DUFRESNE, 2012). Este material pode ser extraido de varias fontes de celulose nativa
como plantas, animais, bactérias e algas e, de acordo com suas propriedades, é dividido em
trés categorias: celulose nanocristalina (CNC), celulose nanofibrilada (CNF) e celulose
bacteriana (CB) (DUFRESNE, 2012). Dentre as fontes de extragdo de nanocelulose

podemos destacar a biomassa vegetal, a mais abundante mundialmente.

O primeiro passo necessario na producdo de nanocelulose é obter uma polpa rica
em celulose. A maioria dos métodos para o isolamento de celulose do bagaco de cana-de-
acucar empregou tratamentos para a remocao total ou parcial de lignina e hemicelulose,
seguido pelo branqueamento polpa de celulose. A caracterizacdo quimica da polpa de
celulose produzida é importante, pois a presenca de materiais ndo celul6sicos na polpa
pode interferir no método subsequente escolhido para a producdo de nanocelulose,
aumentar o rendimento, alterar a estabilidade térmica e mesmo gerar nanocelulose com
novas aplicacOes potenciais (JONOOBI et al., 2015; SANTUCCI et al., 2016).

No Brasil as maiores fontes de celulose sdo a polpa kraft de eucalipto, que ja
possui um destino principalmente dentro do mercado de papel e celulose, e o0 bagaco de
cana-de-agucar, que ja € utilizado para a geracao de energia e combustivel € uma potencial
materia prima para a producdo de nanocelulose. Independentemente da fonte, a celulose
possui muitas caracteristicas semelhantes, tais como biodegradabilidade e renovabilidade.

As diferencas na morfologia e no tamanho das nanoparticulas sdo geralmente associadas ao



38

método pelo qual a celulose é isolada da matriz lignoceluldsica e processada em
nanoceluloses (JONOOBI et al., 2015).

As propriedades mecanicas das nanoceluloses dependem da fonte do material
celulésico, fatores como morfologia, dimens@es, estrutura cristalina, grau de cristalinidade,
que por sua vez dependem do método pelo qual a nanocelulose foi isolada
(REBOUILLAT; PLA, 2013). Propriedades mecanicas das diferentes particulas de
celulose sdo dadas pela alta razdo de aspecto (comprimento/largura), médulo Young entre
129 e 250 GPa, que pode ser comparavel ao kevlar (60 a 125 GPa) e superior ao aco 200-
220 GPa (MOON et al., 2011; LIN; DUFRESNE, 2014). As propriedades térmicas (como
temperatura de degradacdo) da CNC produzida por hidrélise acida é geralmente em torno
de 260 °C e coeficiente de expansdo térmica similar ao do quartzo determinam as

diferencas entre as CNCs.

As propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade tornam a nanocelulose
altamente aplicavel na industria biomédica, em formulagbes com agentes antibacterianos
em curativos, ataduras, implantes, peles artificiais para queimaduras, mascaras, vasos
sanguineos artificiais, punhos para a cirurgia dos nervos, liberacdo de farmacos, suporte
para imobilizacdo de enzimas e tecidos cosméticos (REBOUILLAT; PLA, 2013; LIN;
DUFRESNE, 2014).

A nanocelulose pode ser utilizada na industria automotiva e aeroespacial, e
modificagbes quimicas da superficie de nanocelulose permitem que sejam utilizadas em
revestimentos, adesivos, vedacgdes, filtros, membranas, embalagem e cosméticos,
dispositivos flexiveis transparentes, como telas planas, cameras digitais, telefones
celulares, circuitos integrados, papel ou cartdo para impressdo e gravagdo de cristais
liquidos de informacdo para janelas transparentes, lampadas ou mostradores de rel6gios
(HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2010; REBOUILLAT; PLA, 2013; LIN; DUFRESNE, 2014).

Uma das aplica¢fes mais inovadoras da nanocelulose esta na industria de 6leo e
gés. O setor tem recebido muita atengdo dos pesquisadores em busca de materiais de alto
desempenho e novas tecnologias. De acordo com Salas et al., (2014) a nanocelulose
melhora a reologia dos fluidos de perfuragéo, reduz o atrito no revestimento dos pocos de
petréleo e devido a grande possiblidade de funcionalizacdo, a CNC pode ser utilizada nas

emulsdes que estabilizam a interface 6leo 4gua (GRISHKEWICH et al., 2017).

Com base em aplicacdes da industria de papel, embalagens, téxtil, cimento, e de

automoveis o volume médio estimado de consumo de nanocelulose nos EUA é de 5,9
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milhdes toneladas/ano. Em aplicacfes em sensores, construcdo, aeroespacial, cosméticos,
farmacéuticas e tintas e adesivos estima-se 0,48 milhOes de toneladas/ano e consumo
global em torno 35 milhdes de toneladas/ano sem considerar os setores de inovacao
tecnoldgica (SHATKIN; WEGNER; BILEK, 2014).

Uma estimativa de mercado realizada no inicio desta década previu que produtos
baseados em nanotecnologia movimentaria a cifra de US$ 3 trilhdes em 2020, com 20%
desses produtos obtidos a partir de biomassa vegetal e, o material de maior relevancia, os
nanocristais de celulose (WALKER, 2012).

Em 2014 ja existiam empresas produzindo nanocelulose em escala piloto, como a
CelluForce (1 tonelada/dia) e Alberta Inova (20 kg/dia) produzindo CNC no Canada, e
para a produgdo de CNF no Japédo as Industrias Nippon com 100 kg/dia, na Suécia a
Innventia, 100 kg/dia, na Finlandia a UPM-Kymmene com 1 tonelada/dia e Stora Enso 1
tonelada/dia. (RAINS; RUDIE; WEGNER, 2014). A Tabela 3 mostra as maiores empresas
produtoras de nanoceluloses atualmente, e de acordo com Cowie et al., (2014) o custo de

producdo de nanomateriais de celulose varia entre U$4,4 a U$11 por kg.

Tabela 3- Capacidade declarada de producdo de CNC e CNF no ano de 2016

CNC CNF
Empresa Producdo (kg/dia) | Empresa Producéo (kg/dia)
CelluForce 1.000 Paperlogic 2.000
Americam Process 500 University of Maine  1.000
Melodea 100 Americam Process 500
Alberta Innovates 20 Nippon Paper 150
US Forest Products Lab 10 Innventia 100
Blue Goose Biorefineries 10 Oji Paper 100
FPInnovations 2 Empa 15

Fonte: Adaptado de Miller, (2016).
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2.5.1 Celulose bacteriana

Devido a sua biocompatibilidade, que est4 diretamente associada seu auto grau de
pureza e a forma como € sintetizada, a celulose bacteriana (CB) € a nanocelulose que mais
se adequa as aplicacbes médicas como nos crescimentos de tecidos e 0ssos. (LIN;
DUFRESNE, 2014; JONOOBI et al., 2015).

A CB pode ser sintetizada por varias espécies de bactérias, tais como, Acetobacter,
Agrobacterium, Alcaligeneses, Pseudomonas, Rhizobium ou Sarcina, sendo a mais
eficiente a Acetobacter xylinum ou Gluconcetobacter xylinus (LIN; DUFRESNE, 2014;
JONOOBI et al., 2015). A CB é secretada com didmetro que varia de 2-4 nm,
comprimento menor que 100 nn, cristalinidade acima 85%, grau de polimerizacdo acima
de 8000 (SIRO; PLACKETT, 2010), densidade 1600 kg/m3, médulo de Young 30 GPa.
Além disso, a CB é altamente hidrofilica e dispensa tratamentos de purificacdo como a
celulose da biomassa lignocelulésica (JONOOBI et al., 2015).

2.5.2 Celulose Nanofibrilada

As nanofibrilas de celulose séo particulas longas de fibrilas elementares de celulose
que possuem regides cristalinas e ndo cristalinas. O didmetro do CNF pode variar de 2 a 20
nm e o comprimento pode ser até alguns micrémetros e, consequientemente, possui alta
razdo de aspecto (comprimento/diametro) (JONOOBI et al., 2015). A desintegracdo das
fibras de celulose para obter CNF pode ser conseguida por métodos mecanicos, tais como
homogeneizacdo ou microfluidizacdo em alta pressdo, e desfibrilagdo mecénica por
nanorrefino. A ultasonicacdo de alta intensidade também foi relatada como um método

para a producéo de CNF.

Para reduzir a necessidade de energia do tratamento mecanico - principalmente por
homogeneizacdo e microfluidizacdo - para a producdo de CNF e para tornar o processo
mais econdmico e ambientalmente atraente, os pré-tratamentos quimicos ou enzimaticos

séo geralmente associados aos processos de desintegracao das fibras de celulose.
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2.5.2.1 Homogeneizacao e microfluidizacdo em alta pressao

A homogeneizacdo de alta pressdo € um método conhecido que pode ser aplicado
para desfibrilacdo de celulose em uma suspensdo diluida 1-2% (m/m) que € bombeada
através de uma fenda que se abre e fecha rapidamente por meio de um conjunto de valvula
de mola. Este processo envolve as fibras de celulose para forcas de cisalhamento e
descompressdo sob temperatura controlada (70-90 °C), para que a suspensdo adquira uma
aparéncia gelatinosa transllcida, uma indicacdo de que as fibras de celulose foram
desintegradas, sdo necessarias varias passagens através do homogeneizador (10-15 passes)
(HENRIKSSON et al., 2007; DUFRESNE, 2012; KHALIL et al., 2014).

No processo de microfluidizacdo, uma suspensédo de fibras de celulose é submetida
a bombeamento de pressdo através de um canal em forma de z, com dimensdes variando de
200 a 400 pm. Quando comparado ao processo de homogeneizagdo, a microfluidizacao ¢é
capaz de produzir particulas com tamanhos mais uniformes (ABDUL KHALIL et al.,
2014). Embora a homogeneizacdo de alta pressdo e a microfluidizacdo sejam métodos
eficientes para a producdo de CNF, esses processos tém dois grandes problemas
associados: o0 alto consumo de energia devido a necessidade de muitos passes para atingir
particulas de celulose em nanoescala; e obstrugdo frequente dos canais por onde passa a
suspensdo de celulose ((DUFRESNE, 2012; WANG et al., 2015).

2.5.2.2 Nanorefinamento

Outro método de produgdo do CNF é o nanorrefino em um refinador de disco. A
separacdo das fibras € realizada através de discos ceramicos dispostos uma sobre a outra
com uma pequena separacdo entre eles. O disco superior € fixo e o inferior executa
rotagOes tipicamente configuradas em cerca de 1500 rpm (ABDUL KHALIL et al., 2014),
2014). Neste método, as fibras de celulose sdo submetidas a forcas de cisalhamento e atrito
capazes de isolar fibrilas com diametros de 20-90 nm. Quando comparado ao
homogeneizador e ao microfluidificador, o refinador de disco tem menor consumo de
energia para desfibrilacdo de celulose (DUFRESNE, 2012; WANG et al., 2012,
SIQUEIRA; ARANTES, 2016)



42

2.5.2.3 Ultrasonicacéo de alta intensidade

O método de ultrasonicacdo de alta intensidade é menos estudado do que 0s outros
métodos para producdo de CNF. Zhao; Feng; Gao, (2007) usou um ultra-som equipado
com uma sonda de liga de titanio com um didmetro de 2,5 cm e uma frequéncia de 20 kHz
para gerar nanoparticulas com diametro na faixa de 25-120 nm. Mais tarde, Wang; Cheng,
(2009)Wang e Cheng, (2009) empregaram o0 mesmo método para isolar o CNF, que
posteriormente foi caracterizado em Cheng; Wang; Han, (2010), obteve particulas de 20-
30 nm de diametro. Neste método, a acdo das forcas hidrodindmicas promove a cavitagao
das fibras de celulose, incluindo a formacdo, expansdo e implosdo das microbolhas no
liquido. A eficiéncia de desfibrilacdo por ultrasonicacdo de alta intensidade depende da
energia, do tamanho da fibra, da temperatura, do tempo, da concentracdo de suspenséo de
celulose e da distancia da sonda (WANG; CHENG, 2009; DUFRESNE, 2012; DE
CAMPOS et al., 2013; KHALIL et al., 2014).

2.5.2.4 Pré-tratamentos

Entre os pré-tratamentos quimicos investigados para reduzir a demanda de energia
durante a producdo de CNF, destacam-se a oxidagdo com TEMPO (radical 2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxilo) que promove a modificacdo das cargas de superficie da
celulose (SAITO et al., 2009; JONOOBI et al., 2015), a oxidacdo com NaBr e NaClO
utilizada como catalisadores ou oxidantes primarios e carboximetilagdo (JONOOBI et al.,
2015). As cargas negativas introduzidas pela reacdo de oxidacdo promovem a repulséo das
nanofibrilas, favorecendo a acdo de forcas de cisalhamento ou de delaminacdo
responsaveis pela desfibrilacio (SIRO; PLACKETT, 2010; KHALIL et al., 2014).

Um pré-tratamento enzimatico controlado também pode ser usado como um
método eficiente antes da desfibrilagdo mecénica. Foi sugerido que o tratamento
enzimatico pode promover o afrouxamento das fibras de celulose, 0 que, por sua vez,
favoreceria economia de energia (HENRIKSSON et al., 2007; PAAKKO et al., 2007;
ZHU; SABO; LUO, 2011). Além disso, demonstrou-se que o residuo da hidrélise
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enzimética da polpa kraft de eucalipto, sob condicBes controladas para a producdo de
acucares fermentéveis, também pode ser utilizado para a producdo de CNF (ZHU; SABO;
LUO, 2011; SONG et al., 2014).

2.5.3 Celulose nanocristaliana

Os nanocristais de celulose (CNC) séo particulas no formato de hastes cilindricas
isoladas pela hidrolise das regides amorfas e constituidas exclusivamente pelas regides
cristalinas da celulose, que frequentemente apresentam diametros menores que 10nm
(BONDESON; MATHEW; OKSMAN, 2006; JONOOBI et al., 2015), com comprimentos
que variam 100 a 1.000nm e dependo do tipo de reacdo catalitica pela qual as particulas
sdo extraidas e seu indice de cristalinidade varia entre 50-90% (SIQUEIRA; ARANTES,
2016).

2.5.3.1 Métodos de extracao de celulose nanocristalina

25.3.11 Hidrolise acida

O método mais utilizado para a extracdo da CNC ¢ a hidrélise com acidos fortes. O
acido mais utilizado é &cido sulfarico (H2SO4), tornando necessario o uso de equipamentos
resistentes a corrosdo. Embora o estudo realizado por (CHEN et al., 2015) tenha obtido
rendimento de até 70%, o processo de extracdo de CNC gera aglUcares em baixa
concentracdo, produtos de degradacdo de carboidratos que inviabilizam a utilizacdo dos
coprodutos, requerem algumas etapas de purificacdo e com rendimento em torno de 30%
(BONDESON; MATHEW; OKSMAN, 2006; HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2010).

Para a obtencdo de celulose nanocristalina, além do H>SOs, acidos como HCI,
H3PO4 e HBr em altas concentracdes j& foram utilizados (JONOOBI et al., 2015). A
concentracdo do &cido sulflrico utilizada para a extragdo da CNC varia em torno de 65%
(m/m), a temperatura de ambiente até 70°C, por um periodo de poucos minutos a algumas
horas (HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2010; DUFRESNE, 2012). Durante o processo de

hidrolise as regides de menor organizacdo da celulose sdo hidrolisadas rapidamente. As
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regides cristalinas sdo altamente resistentes ao ataque do acido devido ao empacotamento
das cadeias de celulose (BRINCHI et al., 2013).

A extracdo da CNC através da hidrolise acida, comumente, adota as seguintes
etapas: a) hidrolise sob condicdes controladas (concentracdo do acido, temperatura, tempo,
agitacdo, razdo entre o acido e a celulose); b) interrupcéo da reacéo hidrolitica pela adigdo
de agua, sucessivas lavagens e centrifugacdo; c) extensivas dialises para remoc¢éo do acido
residual; d) tratamento mecéanico por sonicacdo, para a dispersdo das particulas para
obtencdo de uma suspensao uniforme e estavel; e) concentracdo e secagem para obtencao
do material solido (BRINCHI et al., 2013).

Durante a hidrolise acida ocorre a funcionalizacdo da celulose, e os cristais
formados possuem cargas negativas pela inser¢cdo dos grupos sulfatos que alteram sua
superficie (BECK-CANDANEDO; ROMAN; GRAY, 2005), alteram a reatividade da
celulose, além disso, o grau de polimerizacdo das cadeias sdo alterados o que pode ser
associado ao comprimento do cristal (HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2010; BRINCHI et al.,
2013). No entanto, a presenga dos grupos sulfato na superficie da CNC melhoram a
estabilidade da suspensdo, e a cristalinidade do material é reduzida devido a inespecifica
as acdo do acido em regides amorfas e cristalinas da celulose (ANDERSON et al., 2014;
LIN; DUFRESNE, 2014).

25.3.1.2 Hidrdlise enzimatica

O primeiro estudo para obtencdo de CNC através de hidrdlise enzimatica foi
realizado por Filson; Dauson-Andoh, Schewegler-Berry (2009) atraves de sucessivas
etapas de hidrélise enzimatica de polpa reciclada e o preparo enzimatico Celluclast 1.5 L,
(Novozymes). Neste estudo, foram obtidos cristais com diametros de 30-80nm e

comprimento de 100 nm-1.8 pm.

A hidrolise enzimatica para a obtencdo da CNC é uma alternativa a hidrolise acida,
pois pode reduzir os impactos ambientais como a demanda de agua utilizada e a baixa
geracdo de residuos quimicos (FILSON; DAWSON-ANDOH; SCHWEGLER-BERRY,
2009; ZHU; SABO; LUO, 2011; BRINCHI et al., 2013). Além disso, favorece a
recuperacio dos aglicares em um processo integrado na obtencdo de bioprodutos (DURAN
etal., 2011; ZHU; SABO; LUO, 2011).
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O processo de sonicacdo também pode ser aplicado para a dispersdo da CNC
produzida por hidrdlise enzimética, os cristais formados pela hidrélise das regides amorfas
da celulose ndo possuem cargas na superficie, 0 que diminui a estabilidade da suspencao,
mas por outro lado, apresentam maior estabilidade térmicas, melhores propriedades
mecénicas e permitem a pronta funcionalizacdo pela presenga de hidroxilas livres
(ANDERSON et al., 2014).

Atualmente, ndo ha relatos de preparos enzimatico destinados a conversdo de
material lignocelul6sico em nanoceluloses (ANDERSON et al., 2014; TEIXEIRA et al.,
2015), o que leva a baixos rendimentos em CNC (SIQUEIRA; ARANTES, 2016).
Considerando diferentes fontes de biomassa potencialmente geradoras de energia, varios
estudos abordaram a producdo de nanoceluloses integradas a producdo de etanol 2G
(Tabela 4).

Tabela 4- Capacidade declarada de producdo de CNC e CNF no ano de 2016.

Tipo de

Matéria-prima nanocelulose Referéncia
Bagaco de cana-de-agucar CNC (CAMARGO et al., 2016)
Polpa kraft branqueada
(hardwood) CNF (SONG et al., 2014)
Casca de laranja CNC (TSUKAMOTO; DURAN; TASIC, 2013)
Residuo de madeira CNC (OKSMAN et al., 2010)
Polpa kraft branqueada CNF (ZHU: SABO: LUO, 2011)
(eucalyptus sp)
Madeira CNC (CHIRAT; LACHENAL; DUFRESNE, 2010)
Palha de trigo/ CNC (LEISTRITZ et al., 2006)

Fonte: Arquivo pessoal

O estudo de prospeccdo econdmica realizado por Leitritz et al., (2006) avaliou a
viabilidade econdmica da producdo nanocristais de celulose (CNC), utilizando o residuo de
hidrolise de palha de trigo, em uma biorrefinaria de etanol 2G. O estudo considerou 60%
de converséo da celulose para a producdo de etanol, com isso, foi estimado que o valor de
producéo de etanol seria de US$ 0,41 sendo vendido pelo valor de mercado US$ 0,47 por
litro. Para producdo de CNC foi utilizado menos de 1% do residuo da hidrolise da
producdo de etanol e dentro do conceito de biorrefinaria, o custo de produgéo estimado
para CNC foi de US$ 1,26 por kg e o valor de venda US$ 1,89 por kg. A anélise
econdmica indica que a producao de CNC é um aprimoramento do desempenho econdmico

de uma palha de trigo para usina de etanol.
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Recentemente, Assis et al. (2017) realizaram o estudo econdmico da producdo CNC
por hidrélise &cida utilizando polpa de dissolucdo. Durante o estudo foi observado que, a
matéria-prima era responsavel por cerca de 40 % do custo associado a producdo de CNC,
mesmo quando foi simulado reciclo do acido sulfdrico e a planta de producdo da CNC nao

estava colocalizada a planta de producdo da matéria-prima.

Por outro lado, para os cenarios nos quais a planta de CNC estava colocalizada a
planta de producdo da polpa de dissolucdo, sem o reciclo do &cido sulfdrico utilizado no
processo 0 custo da matéria-prima correspondeu a cerca de 45% do custo de producédo da
CNC. Entretanto, o custo da matéria-prima representou aproximadamente 42,3 % para 0

cenario com o processo que recuperava o acido.

A reducdo no custo de producédo gerado pelo reuso do acido sulfarico foi 3,9 e 5,9%
por tonelada de CNC (seca), para as plantas isoladas e colocalizadas a planta de producéo
de matéria-prima, respectivamente. Embora, tenha sido observado que o reciclo do acido
sulfurico reduz o custo de producdo da CNC, a matéria-prima € o componente de maior
contribuicdo nos custos em todos os cenarios. O cenario adotado pelos autores como o
mais rentavel, foi 0 que ndo recupera o acido sulfirico, a planta de producéo de CNC esta
colocalizada a planta de producdo de matéria-prima, e leva em consideracdo o menor
tempo de retorno de investimento do projeto, com a CNC sendo comercializada por no
minimo US$ 4829 a tonelada.

2.6 Nanocelulose a partir de bagaco de cana-de-agucar

Em geral, a CNC produzida a partir do bagago de cana-de-agUcar mostrou ter
didmetro e comprimento dentro da faixa de 4 a 60 nm e 89 a 280 nm, respectivamente
(Tabela 5). Para fins de comparagdo, o didmetro e o comprimento tipicos da CNC
produzidas a partir de polpa celulose de madeira macia e dura - a celulose mais comumente
utilizada para a producdo de nanocelulose - é de cerca de 4-5 nm e 100-150 nm,
respectivamente, para o método de hidrélise acida (BECK-CANDANEDO; ROMAN;
GRAY, 2005) e 4-80 nm e 70 nm-1.8 um, respectivamente, para o método de hidrolise
enzimatica (FILSON; DAWSON-ANDOH; SCHWEGLER-BERRY, 2009). Quando
comparados as CNC de celulose de madeira, a CNC da cana-de-aclcar parece ter

particulas com maior didmetro e menor comprimento.



Tabela 5- Métodos de producdo e propriedades das nanoceluloses de bagaco de cana-de-aclcar.

NC Método? Diametro (nm) Comprimento (nm) ICr2 (%) Referéncia
CNC HA 9.8+6.3 280.1 £73.3 68.54 +1.3 (LAM et al., 2017)
HE/HA 14.0-18.0 193-246 77.7-81.7 (CAMARGO et al., 2016)
HA 4.1-7.0 89-117 77-86 (OLIVEIRA et al., 2016)
Moagem/HE 4-12 1000-5000 63.95-61.59 (TEIXEIRA et al., 2015)
HA 20-60 250-480 725 (KUMAR et al., 2014)
HA 10.11 £3.36 24751 £32.34 (SLAVUTSKY; BERTUZZI, 2014)
HA 35 170 (MANDAL; CHAKRABARTY, 2011)
HA 4 2 255 +55 70.5-87.5 (TEIXEIRA et al., 2011)
CNF HG 5-10 264 +69 68.10 £ 0.18 (SAELEE et al., 2016)
HG 15 8 40.0 (ZHANG et al., 2016)
HG 60-100 3000-4000 (BANSAL et al., 2016)
USAI 31-33 (SANTUCCI et al., 2016)
Moagem 4-35 500-1500 59.6 (TEIXEIRA et al., 2015)
USAI ~40 (DE CAMPOS et al., 2013)
HG 10-20 36 (L1etal., 2012)
HG/HA 30 (BHATTACHARYA,; GERMINARIO; WINTER, 2008)

'HA: hidrélise acida; EH: hidrdlise enzimatica; HG: Homogeneizagdo; USAI: ultrassonicagdo de alta intensidade; 2Crl: indice cristalinidade.

Fonte: Arquivo pessoal

Ly
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O indice de cristalinidade (ICr), comumente medido por difracdo de raios X e
analisado pelo método de Segal et al. (1959), é outro parametro importante das
nanoceluloses e indica o nivel de organizacdo do material. Para a CNC da cana-de-acucar,
o indice de cristalinidade variou de 68,5-87,5% (TEIXEIRA et al., 2011; KUMAR et al.,
2014; CAMARGO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; LAM et al., 2017).

O método mais utilizado para a producdo de CNC a partir de polpa de bagago de
cana-de-acucar € a hidrdlise acida, o que leva a um aumento do indice de cristalinidade de
56,7% (BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016) para valores em torno de 74 (valores médios de
cristalinidade apresentados na Tabela 3). O rendimento de nanocristais do bagaco de cana
de acucar foi relatado em um nimero limitado de estudos. Por exemplo, (OLIVEIRA et al.,
2016) relataram rendimento de CNC de 9-24% e (TEIXEIRA et al., 2011) cerca de 50-
58%. Esses rendimentos s&o distintos da maioria dos estudos sobre a producdo de CNC a
partir de polpa a base de madeira, geralmente cerca de 30% de (BONDESON; MATHEW,
OKSMAN, 2006).

Embora a cristalinidade inferior da CNF — em comparacdo com o0s materiais de
partida — parece ser uma tendéncia geral como mostrado por Li et al. (2012), que relataram
uma diminuicdo de 60 para 36% e Zhang et al., (2016) de 65 a 40%, no entanto, Saelee et
al., (2016) relataram um aumento no indice de cristalinidade de 59,5% para o material de
partida para 68,1% para a CNF produzida.

Embora o indice de cristalinidade para CNF do bagaco tenha sido relatado apenas
em alguns estudos (Tabela 5), ndo ha consenso geral sobre o que acontece com o indice de
cristalinidade durante o processamento de celulose para a producdo de CNC. Recentemente
foi demonstrado que ha relatos na literatura que indicam um aumento no ICr ap6s o
processamento, enquanto outros observaram uma diminuigdo e até mesmo a manutencao
da cristalinidade da matéria-prima (SIQUEIRA e ARANTE, 2016). Essas observacoes
contraditérias sobre a cristalinidade de CNF provavelmente foram causadas pelas
diferencas nos processos de obtencdo. Agoda- Tanjawa et al. (2010) e lwamoto;
Nakagaito, Yano (2007) produziram CNF por homogeneizagcdo e moagem,
respectivamente, e observaram uma diminuigéo no indice de cristalinidade. Por outro lado,
Cheng et al. (2007) e Abe e Yano, (2009) observaram um aumento no indice de
cristalinidade da CNF produzida usando ultrassonicacgdo de alta intensidade e moagem de,

respectivamente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a viabilidade técnica da integracdo da produgdo de nanoceluloses ao

processo de producao de etanol de segunda geracgéo a partir do bagago de cana-de-acUcar.

3.2 Objetivos Especificos

>

Produzir polpa celuldsica de bagaco de cana-de-acUcar através de pré-
tratamento por explosdo a vapor seguido por deslignificacdo em meio
alcalino;

Identificar os parametros de hidrélise que possibilitem a obtencdo de
acucares fermentesciveis de bagaco de cana-de-agucar;

Determinar o ponto de conversdo ideal para a producdo de nanocelulose em
um processo integrado a obtencdo de agucares fermentesciveis;

Produzir nanocelulose (CNC e CNF) a partir do residuo de hidrélise da
polpa celuldsica;

Caracterizar as nanoceluloses obtidas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

O bagaco de cana-de-agUcar utilizado para a realizacéo do estudo foi fornecido pela
Usina Vale - Estancia Vale do Rio Turvo - Onda Verde Agro Comercial S.A (Onda verde-
SP). A Polpa kraft branqueada de Eucaliptus sp fornecida pela Fibria Celulose S.A.
(Jacarei-SP), foi utilizada como matéria-prima para comparacédo, apresentando composicao
quimica de 78,6 % de celulose, 14,6% de xilana e 2,7% (m/m) determinada de acordo com
Sluiter et al., (2012).

O preparo enzimatico utilizado foi Cellic CTec2 (VHNO00003) fornecido Empresa
Novozymes (Araucéria, PR) com 200,0 (mg de proteina/g) determinada de acordo com
Mok; Arantes, Saddler (2015) .

4.2 Métodos

A abordagem experimental adotada neste estudo foi dividida em duas etapas
(Figura 8). A primeira etapa foi executada parte na planta piloto do Laborat6rio Nacional
de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) com pré-tratamento do bagaco de cana-de-
acucar por explosdo a vapor e deslignificacdo do material pré-tratado, seguida pela geracao
de polpa celulésica parcialmente branqueada (PPB-B) no Laboratério de Biocatélise e
Bioprodutos (BBioPRO) na EEL-USP. A segunda etapa foi realizar a determinacdo dos
pardmetros de hidrélise enziméatica da PPB-B, que tornaram vidvel tecnicamente, tanto a
obtencdo de agucares fermentesciveis como um residuo celulésico adequado para a

producdo de nanoceluloses, CNC e CNF, e caracterizagdo das mesmas.
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Figura 8- Fluxograma esquematico da abordagem experimental em duas etapas utilizada neste
estudo
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Fonte: Arquivo pessoal
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4.2.1 Moagem e classificacdo granulométrica do bagaco de cana-de agucar in natura

Para a execuc¢do do pré-tratamento por exploséo a vapor, o bagaco cana-de agUcar
(BC) foi coletado diretamente do processo de moagem de cana-de-acUcar na Usina Vale e

transportado para a planta piloto do CTBE.

Na planta piloto, o BC foi moido em moinho de martelos, equipamento que permite
a moagem do material sem que seja necessaria uma secagem prévia, e classificado em
peneira vibratoria Multideck® (Multivibro, Brasil) para que somente particulas menores

que 6 mm fossem submetidas ao processo de pré-tratamento.
4.2.2 Pré-tratamento por explosdo a vapor

O BC moido, com cerca de 50% de umidade, foi alimentado por sistema continuo
de silo e rosca, na vazdo de 10 kg/h, em um reator continuo ADVANCEbio® em escala
piloto, com tempo de residéncia de 15 min. Simultaneamente, vapor saturado foi injetado
no reator a 15 bar com de vazdo de 25-30 kg/h a 190 °C + 1(ROCHA et al., 2012b). Apds
o tempo de residéncia no reator, o bagaco pré-tratado foi descarregado automaticamente, e
o material foi coletado, suspendido a 8% (m/m) em &gua e centrifugado para a remocédo da
fracdo liquida. A fracdo liquida foi coletada e utilizada para deteccdo de xilose, arabinose e
acido acético e furfural e hidroximetilfural de acordo com os itens 4.2.7 € 4.2.8 e 0 BC pré-

tratado foi submetido a deslignificacdo conforme o item 4.2.3.

4.2.3 Deslignificagdo em meio alcalino

Para a reacdo de deslignificagdo, o BC pré-tratado por explosao de vapor foi tratado
em reator POPE Scientic em ac¢o Hastelloy 276, com capacidade para 350 L, com solugdo
de NaOH 1,0% (m/v) na razdo de 1:10 sélido-liquido (m/v), sob agitacdo constante de 80
rpm a 100 °C £ 2, durante 1 h (ROCHA et al., 2012b).

Apos a reacdo de deslignificagdo, o material foi filtrado em filtro Nutsche (POPE
Scientic) com capacidade para 100L. A fracdo solida (polpa) foi ressuspensa e lavada com

agua sob constante agitacdo, recolhida e armazenada a 4 °C. Ao final do processo as
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amostras foram caracterizadas de acordo com a adaptacdo do método descrito por Sluiter et
al., (2012).

4.2.4 Precipitacao de lignina

O licor negro obtido no processo de deslignificagdo em meio alcalino foi
acidificado até atingir o pH 2,0 para a precipitacdo da lignina, com aproximadamente 1,5 L
de &cido sulfurico a 98%(m/m) (ROCHA et al., 2012b). A lignina precipitada foi separada
por filtragho em filtro prensa e lavada com 4&gua até atingir um pH final de
aproximadamente 6,0. Apos a lavagem, foi retirado o excesso de agua com ar comprimido

e estocadaa 4 °C.

4.2.5 Branqueamento com perdxido de hidrogénio em meio alcalino

Em reator Parr (modelo 4848 Reactor Controller) com capacidade para 8 L, 250 g
(5% de sélidos em massa seca) de polpa celul6sica obtida do processo de deslignificacdo
alcalina foram tratados com H>O> a 8% (m/m), NaOH 3% (m/m) e MgSO4 1,2% (m/m) a
80 °C % 2 durante 2 h sob constante agitacdo de 150 rpm. MgSOs foi adicionado para
evitar a decomposi¢do do H>O». Esta metodologia foi adaptada do estudo realizado por de
Li et al., (2011). Ao final do processo o material branqueado foi lavado com &gua destilada
(20 vezes a massa inicial) e caracterizada de acordo com a adaptacdo do método descrito
por Sluiter et al., (2012).

4.2.6 Balanc¢o de massas

Para a determinacdo do balanco de massas dos processos de explosdo a vapor,
deslignificacdo alcalina e branqueamento, foram consideradas as massas inicias (massa
seca) de celulose, hemiceluloses, lignina e cinzas e as massas recuperadas de cada um

desses componentes apds cada processo.
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Para a quantificacdo da celulose foram consideradas as concentracfes glicose e a
hemicelulose foi quantificada a partir das concentracBes de xilose, arabinose e acido

acetico assumindo, para cada um dos produtos.

4.2.7 Caracterizacao quimica

A composicdo do BC (in natura), pré-tratado por explosdo a vapor (celulignina),
deslignificado e a polpa celul6sica parcialmente branqueada (PPB-B) foi determinada
segundo adaptacdo do método descrito por Sluiter et al. (2012), sendo quantificados
celulose, extrativos, cinzas, hemicelulose e lignina solavel e insolavel.

A lignina soluvel foi quantificada por espectrometria UV a 205 nm, considerando a
constante de absortividade igual a 105 L.g.cm® (DENCE, 1992), com auxilio de
espectrofotdmetro Epoch 2 (Biotek®). Os monossacarideos foram quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-Waters®), utilizando uma coluna HPX-
87H (Bio-rad) a 45° C, eluida com &cido sulfarico 0,005mol/L a uma taxa de 0,6mL/min.
A concentracdo de agUcares foi determinada utilizando um detector de indice de refracdo
(Waters®) a 35 °C, e as areas dos cromatogramas convertidas em concentracao utilizando
curvas de calibracdo previamente construidas com solugbes-padrdao de glicose, xilose,

arabinose e acido acético.

4.2.8 Composicdo quimica da fracdo liquidas obtidas ap6s o pré-tramento por

exploséo a vapor

Os produtos de degradacdo de carboidratos furfural e hidroximetilfurfural (HMF)
foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em cromatdgrafo
Agilent Technology series 1200 (Agilent, EU), utilizando coluna Zorbax C18 Eclipse Plus,
eluida com acetonitrila/agua na propor¢dol:8 e acido acético 1% a 0,8 mL/min. A
concentracdo do furfural e HMF foram determinadas utilizando um detector de UV-visivel

(276 nm) a 25 °C, e as areas dos cromatogramas convertidas em concentracdo utilizando
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curvas de calibragdo previamente construidas utilizando solucbes padrdo de furfural e
HMF.

4.2.9 Determinacdo da concentracao de proteinas

Para quantificacdo de proteinas totais no preparo Cellic CTec2, foi utilizado o

método adaptado de ninidrina descrito por Mok, Arantes e Saddler (2015).

Foram mantidos 100 pL de amostra com 50 puL de NaBH4 (razdo de 1:3 de
NaBH4/total de acucar) por 1 h. Em seguida, foram adicionados 300 uL de HCI 9 M e
mantido a 105°C por 24 horas. Apds a amostra ser resfriada a temperatura ambiente, uma
aliquota de 100 pL foi transferida para um microtubo de centrifuga e neutralizada com 100
uL de NaOH 5 M. Em seguida foram adicionados 200 pL da solugdo de ninidrina 2%
(m/v) (Sigma) e aqueceu-se a 100°C por 10 minutos. Posteriormente, resfriou-se a amostra
(temperatura ambiente) e adicionou-se 500 pL de etanol 50% (v/v). Logo apds, 200 pL da
mistura foi transferida para uma microplaca de 96 pocos para a realizacdo de analise por
espectrofotometria a 560 nm em espectrofotdmetro de microplacas Epoch 2 (Biotek®).

Os valores de absorbancia obtidos foram convertidos em concentracdo de proteinas
utilizando como padrao albumina sérica bovina (BSA-Sigma) para a construcdo de curva
de calibracédo (concentracdo entre 0 a 800 ug/g).

4.2.10 Efeito da carga de enzima na eficiéncia de hidrdlise hidrolise enzimatica

Para avaliar o efeito da carga de enzima no tratamento enzimatico, o BC pré-
tratado por explosdo a vapor (celulignina), deslignificado e parcialmente branqueado
(PPB-B) foram hidrolisados em frasco erlenmeyer de 125 mL com volume reacional de 50
mL, com teor de s6lidos de 10% (massa seca) em tampao acetato de sodio 50mM, pH 4,8,
azida de sddio 0,01% (m/m), em diferentes cargas de Cellic CTec2 (5, 10 e 30 mg de
proteina/g de substrato), com reacdo controle para cada substrato substituindo a quantidade
de proteina utilizada por 4gua destilada.
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Os ensaios foram realizados em incubadora orbital (shaker) (Tecnal, TE 420) a 150
rpm e 50°C em duplicatas por 72 h de reacdo. Ap6s o tempo de reacdo, as amostras foram
retiradas e imediatamente aquecidas a 100 °C por 10 minutos, para inativar as enzimas e
centrifugadas a 3.000 rpm (1.962 x g) por 15 minutos a 10 °C. Os sobrenadantes foram
utilizados para quantificar a concentracdo dos agucares liberados por cromatografia liquida
como descrito no item 4.2.13.

4.2.11 Efeito da agitacdo e da carga de enzima na eficiéncia de hidrolise enzimatica

Para avaliar o efeito da agitacdo combinada com carga de enzima, a celulignina e a
PPB-B em frasco falcon de 50 mL com volume reacional de 30 mL, teor de sélidos de 10%
(m/m) em tampdo acetato de sédio 50 mM, pH 4,8, azida de sddio 0,01% (m/m), em
diferentes cargas de Cellic CTec2 (5, 10 e 30 mg de proteina/g de substrato).

Os ensaios foram realizados em incubadoras de hibridagdo HB-3D (Techne®,
Hybrigene) (hibridizador) a 20 rpm e 50°C em duplicatas por 72 h. Ap6s o tempo de
reacdo, as amostras foram retiradas e imediatamente aquecidas a 100 °C por 10 minutos,
para inativar as enzimas e centrifugadas a 3.000 rpm (1.962 x g) por 15 minutos a 10 °C.
Os sobrenadantes foram utilizados para quantificar a concentracdo dos agucares liberados

por cromatografia liquida como descrito no item (4.2.13).

4.2.12 Efeito da carga de solidos combinada com a carga de enzimas na eficiéncia de

hidrélise enziméatica

Para avaliar o efeito da carga de so6lidos no tratamento enziméatico combinada com
diferentes cargas de enzimas, a hidrolise da PPB-B foi conduzida em tubo falcon de 50 mL
com volume reacional de 30 mL, os teores de solidos avaliados foram de 10%, 15 %,
17,5% e 20% (m/m), em tampé&o acetato de sodio 50 mM, pH 4,8 e azida de sodio 0,01%
(m/m). As cargas de soélidos foram combinadas com diferentes cargas do preparo

enzimético Cellic CTec2 de acordo com a Tabela 6.



57

Tabela 6- Combinacdo de carga de s6lidos com carga de proteinas na hidrélise da PPB-B.

Carga de proteina

Carga de Solidos (m/m) (mg proteina/g substrato)

10% 5,0e10,0
15% 7,5e10,0
17,5% 10,0e 125
20% 12,5e 15,0

Fonte: Arquivo pessoal

Os ensaios foram realizados em incubadoras de hibridacdo HB-3D (Techne®,
Hybrigene) (hibridizador) a 20 rpm e 50°C em duplicatas por 72 h. Apds o tempo de
reacdo as amostras foram retiradas, imediatamente aquecidas a 100°C por 10 minutos, para
inativar as enzimas, e centrifugadas a 3.000 rpm (1.962 x g) por 15 minutos a 10 °C. Os
sobrenadantes foram utilizados para quantificar a concentracdo dos acucares liberados,

através de cromatografia liquida como descrito no item (4.2.13).

4.2.13 Quantificacdo dos produtos de hidrolise e conversdo em monossacarideos

A fracdo sollvel obtida ap6s a hidrélise com cada tratamento foi analisada quanto
ao contetdo de monossacarideos e celobiose por CLAE como descrito no item 4.2.7. A

conversdo de glicose e xilose foram obtidas através da equacdo 1 e 2:

Cglix0,9x v

%C = x 100 (1)

mxXCy,

Onde, %C é a conversdo de celulose, Cgii concentracdo de glicose (g/L), m a massa

inicial de substrato, Co, percentagem de celulose no substrato e v volume reacional.

0pX = XxuX088XV 100 )

mxXo,
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Onde, %X é a conversédo de celulose, Xxii concentracéo de xilose (g/L), m a massa
inicial de substrato, Xo percentagem de xilana no substrato, 0,88 fator de conversdo de

xilose em xilana e v volume reacional.

4.2.14 Producao de celulose nanocelulose

Apo6s determinar dos pardmetros de hidrolise para obtencdo dos acUcares
fermentesciveis a partir da PPB-B, os mesmos parametros de hidrolise foram aplicados
para a PKB-E para fins de comparagdo das concentracdes de aclcares e os residuos apds a
hidrolise. Os ensaios foram realizados em incubadoras de hibridacdo HB-3D (Techne®)
(hibridizador) com carga de so6lidos de 17,5% de solidos (m/m) e 12,5 (mg de proteina/g de
substrato) em um total de reacdo de 500,0 g, a 20 rpm e 50°C em duplicatas por 72 h.

Para o hidrolisado obtido a partir da PKB-E a separacdo do sélido residual da
fracdo liquida contendo acucares, foi realizada tanto por filtracdo a vacuo em funil de
Buckner, utilizando papel de filtro Whatman® n° 1, como por centrifugacdo a 4.500 g por
10 minutos a 4 °C, em frasco de 1000 mL utilizando 200 g do hidrolisado. O liquido obtido
foi separado e os acucares quantificados conforme o item (4.2.12) e para completa
remocdo dos acgucares o solido residual foi ressuspendido e separado por duas vezes com
400 mL de &gua destilada.

Procedimento semelhante foi adotado para a separacdo do solido residual obtido a
partir da PPB-B, alterando a quantidade de hidrolisado para 150 g e o volume de agua para
300 mL. Os residuos obtidos foram separados e utilizados no isolamento da CNC (item
4.2.13.1) e refino em nanorefinador de disco SuperMassColloider (Mazuko MKCAG6-5J)
(item 4.2.13.1).

4.2.14.1 Producao de celulose nanocristalina (CNC)

Para o isolamento de nanocristais de celulose, o solido residual livre de agucares foi
ressuspendido em 400 mL agua destilada para o residuo obtido a partir da PKB-E e 300

mL para o residuo obtido a partir da PPB-B. Em seguida, cada suspenséo foi centrifugada a
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300 G por 10 min a 4 °C e o sobrenadante contendo a CNC foi coletado e o tamanho das
particulas foi determinada segundo o item (4.2.14.1). O procedimento foi realizado até que
fosse obtida uma suspencdo com baixa turbidez, o que resultou em seis vezes para 0

residuo obtido a partir da PKB-E e cinco vezes para o residuo obtido a partir da PPB-B.

4.2.14.2 Producao de celulose nanofibrilada

Para a obtencdo da celulose nanofibrilada, o residuo obtido do isolamento da CNC
foi processado mecanicamente em ultra-refinador de discos SuperMassColloider (Masuko
MKCAG6-5J) com discos ceramicos (MKGA10-80)

Os discos posicionados um sobre outro, foram ajustados de modo que ndo houvesse
contato durante o processamento (WANG et al., 2012a). Deste modo, enquanto o disco
inferior gira a 1600 rpm a posi¢do zero de movimento foi determinada a partir do ruido
ocasionado pelo toque entre os discos, iniciando a alimentagdo manual do equipamento
com 1,0 L de uma suspensdo de 1% de sélidos (m/m) e ajustando simultaneamente a
posicao dos discos para -100 um. Durante o processamento, foram monitorados o tempo e
consumo de energia (kWh) do SuperMassColloider através de medidor de energia
(ForLong DRT-341D). Foi considerado como um ciclo a passagem de todo o volume

utilizado na alimentacéo.

A silica presente na PPB-B foi retirada por decantacdo antes da obtencdo da CNF-
B, a fim de evitar danos aos discos ceramicos no equipamento de ultra-refiano, para isso a
suspensdo do residuo do isolamento da CNC-B, contida em um béquer de 2L, foi agitada
com bastao de vidro e deixada em repouso por 5 minutos para a decantagdo da silica, em
seguida o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para outro béquer de mesmo
volume, para evitar a ressuspensdo da silica repetindo o processo por 5 vezes. Ao final da
etapa de remocédo da silica, a concentragdo do residuo foi ajustada para 1% (m/m) e a

suspensdo processada para a obtencdo da CNF.
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4.2.15 Caracterizacao das particulas de nanocelulose

4.2.15.1 Tamanho das particulas

A celulose nanocristalina e celulose nanofibrilada obtidas foram analisadas
quantitativamente quanto ao tamanho médio (Dxio, Dxso, Dxe0) € distribuigdo das particulas
utilizando o analisador de tamanho de particulas por difracdo a lazer Mastersizer 3000
(Malvern Instruments, Reino Unido) com faixa de deteccdo de 10 nm a 3,5 mm. Dyxso
representa a média de tamanho das particulas, medido através do diametro hidrodinamico
da particula transformado em um tamanho equivalente, Dxi0 € Dxgo representam os 10% e
90% das particulas que sdo menores que os tamanhos apresentados. A dispersdo das
particulas é realizada através do Hydro MV (unidade de dispersdo), que evita a
sedimentacdo, a agregacdo da particula e promove circulacdo da amostra. O equipamento
também possui um sistema de monitoramento 6tico, Hydro Sight com resolugdo em torno
de 300 pm.

Foram realizadas 4 leituras utilizando o indice de refracdo de 1,4683 da celulose,
sob agitacdo de 3.500 rpm e obscuracao entre 0,5 e 4%. Os resultados foram reportados na
forma de densidade numérica (%). Ao final das 4 leituras a unidade de disperséo foi lavada

automaticamente por trés vezes utilizando dgua deionizada.

42152 indice de cristalinidade e tamanho de cristal

Para 0 monitoramento do indice de cristalinidade foi utilizado o difratdmetro de
raio-X Shimadzu 6000 XRD, com radiagdo CuKa e monocramador grafite. As amostras
secas por liofilizacdo (Edwards Super Modulyo Freeze Dryer) foram colocadas em suporte
de vidro e os pardmetros de medi¢do foram 10 <26 <40; 26 com passos de 0,02°, 30 s por
passo. Os picos XRD foram separados por deconvolucédo, através uma funcdo Gaussiana
no software Origin (versdo 2017, OriginLab). O indice de cristalinidade (ICr) foi
determinado de acordo com Segal et al. (1959), usando o método da deconvolucdo da
altura dos picos, que utiliza dos dados XRD ajustados para calcular ICr de acordo com a
equacdo 3, onde loo2 € a altura maxima em torno de 26 = 22,5° e lam € a altura minima em
torno de 26 = 18°.
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ICr = Re27lam o 10 ©)

002

Os difratogramas de raios-X tambeém foram usados para calcular a dimenséo lateral
do cristalito de celulose em relagéo ao plano (200) (L200) (hm), de acordo com a equagéo
de Scherrer (equacdo 4), onde K € o fator de correcdo (0,91), A é o comprimento de onda
de radiagdo (para CuKa, A = 1.54060 A), 0 ¢ o angulo de difracdo (em torno de 11,25° para

o plano (200)) e P12 € a largura do pico na metade da altura maxima (em radianos).

KXxA
La00 = 5 cose (4)
4.2.15.3 Microscopia de forca atbmica (AFM- Atomic Force Microscopy)

As topografias das amostras de nanoceluloses foram analisadas em uma suspencéo
com teor de solidos de aproximadamente 0,01% (m/m), dispersas em banho de ultrassom
por 5 min, em seguida 100 pL foram colocados na superficie da mica recém clivada. As
analises foram realizadas no Laboratério de polimeros (LabPol) do Departamento de
Engenharia Quimica da EEL, utilizando o equipamento Park Systems XE7 (Corea do Sul)
com cantilever (CONTSCR 10M), frequéncia de 1,0 Hz, operado em sistema de contato
intermitente. As topografias geradas foram tratadas e os didmetros mensurados utilizando o
software Gwyddion (64 bit).

42154 Potencial zeta

As analises de potencial zeta foram realizadas no Laboratério de polimeros
(LabPol) do Departamento de Engenharia Quimica da EEL.

As amostras foram analisadas em uma suspencdo com teor de solidos de
aproximadamente 0,01% (m/m), dispersas em banho de ultrassom por 5 min. O potencial

zeta das particulas em suspensdo foi analisado por um instrumento Zetasizer Nano ZS
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(Malvern Instruments, Reino Unido) com base na dispersdao dindmica da luz, a 25 °C
utilizando como dispersante agua com indice de refracdo de 1,33 constante dielétrica de
78,5 e viscosidade de 0,8872 cP. Para cada amostra, as medidas foram realizadas por no

minimo 12 corridas e os valores medios foram relatados reportados em mV.

42155 Rendimento de CNC

A determinacdo do rendimento de CNC foi realizada em triplicata por andlise
gravimetrica. Aliquotas de 10,0 mL de amostras de suspensdo de CNC foram colocadas em
cadinho de porcelana (seco por 4 h a 105 °C) previamente aferido. Em seguida, os cadinhos
com amostra foram colocados em estufa a 105 °C por aproximadamente 12 h. Apo6s o
resfriamento e aferi¢cdo do cadinho com amostra, o rendimento foi determinado segundo a

equacéo (5).

mf—mi

%R =

X v; X 100 (5)

a

Onde, ms massa final do cadinho com amostra, m; massa inicial do cadinho, va

volume da amostra (mL) e vi volume total recuperado de suspencdo de CNC.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste estudo, o objetivo foi avaliar a viabilidade da integracdo da producgéo de
nanoceluloses ao processo de producdo de etanol celulsico a partir do bagago de cana-de-
acucar. Assim, a configuracdo do processo de producdo de etanol 2G adotado para este
estudo foi a descrita em Rocha et al., (2012b), pois apresenta condi¢des otimizadas para a
producdo de etanol 2G a partir de bagaco de cana-de-acucar. Além disso, as condi¢des
tiveram sua viabilidade técnica e econémica avaliadas pelo estudo realizado por Dias et.
al., (2012). Para evidenciar a eficiéncia do preparo enzimatico utilizado no presente estudo,

o trabalho de Oliveira et al., (2013) foi utilizado para comparacéo.

5.1  Composicdo quimica

De acordo com o pré-tratamento aplicado, &cido ou alcalino, observou-se o
decrescimento do conteddo de componentes da biomassa, bem como a mudanca da

aparéncia do material de partida (Figura 9).

Figura 9- Processamento do bagaco (a) bagaco in natura; (b) celulignina; (c) polpa celulésica; (d)
PPB-B

Fonte: Arquivo pessoal
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A Tabela 7 exibe os resultados da composi¢do quimica do bagaco de cana-de-
acucar (in natura), pré-tratado por explosdo a vapor (celulignina), seguido de uma
deslignificacdo com NaOH (polpa celulésica) e polpa parcialmente branqueada de bagaco

de cana-de-acUcar (PPB-B) com perdxido de hidrogénio em meio alcalino (H202/NaOH).

Tabela 7- Composicao quimica do bagaco de cana-de-acucar in natura e processado.

Composi¢ao qguimica %o(m/m)

Bagaco in natura Celulignina  Polpa celulésica PPB-B
Glucana 36,7 +0,3 52,7 +0,3 76,1 +0,6 791+14
Xilana 20,5 +0,1 4,7+0,0 2,5+0,1 2,4 +0,0
Lignina 24,4+0,0 20,9 +0,1 15,9 +0,0 9,9+0,5
Arabinosil 1,1+£0,0 nd nd nd
Grupos 4,6 +0,0 nd nd nd
acetila
Extrativos 48 +0,0 17,2 +0,2 na na
Cinzas 6,4 0,3 8,8+0,3 13,4 +1,3 13,4 1,0
Total 98,5+0,2 104,3 +0,2 107,9 +0,7 104,9 +2,6
nd- ndo detectado na- ndo analisado

Fonte: Arquivo pessoal

Ainda gue a composicdo quimica do bagaco sofra variacdes, os valores do bagaco
in natura detectados neste estudo estdo préximos aos encontrados na literatura em
trabalhos como (ROCHA et al., 2012a; DIEDERICKS; VAN RENSBURG; GORGENS,
2013; OLIVEIRA et al., 2013; SAELEE et al., 2016). Por outo lado, estudos com pré-
tratamento por exploséo a vapor nas mesmas condi¢oes de reacdo (OLIVEIRA et al., 2013;
ROCHA et al.,, 2014), ndo reportaram valores para extrativos, além disso, utilizam
protocolos de quantificacdo de composicdo quimica diferentes dos utilizados para este
estudo. Assim, o percentual de 17,2 0,2 %(m/m) de extrativos da celulignina pode ser
explicado pela ndo remocdo, por lavagem, dos residuos gerados durante o pré-tratamento.
Além disso, 0 processo de extracdo permite que seja quantificada a lignina que esta
efetivamente ligada aos polissacarideos.

O resultado esperado apds o pré-tratamento era um aumento do percentual de
lignina na celulignina, no entanto, observou-se a diminuicdo desse percentual. Este
resultado pode ser explicado pelo processo de extragdo durante a analise composicional do

material, visto que os compostos gerados pela clivagem de ligagdes da lignina, que
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ocorrem pelas reacdes de despolimerizacdo e repolimerizacdo durante o pré-tratamento
(LI; HENRIKSSON; GELLERSTEDT, 2007), foram removidos e quantificados como

extrativos.

Mesmo que o pré-tratamento por explosdo a vapor tenha sido realizado nas mesmas
condicBes reacionais do estudo de referéncia, ressalta-se que, além da diferenca da
composicdo inicial do bagaco de cana-de-agucar in natura, o reator utilizado no estudo de
referéncia foi um reator do tipo batelada e no presente estudo foi utilizado um reator em
sistema continuo, sendo esse um fator que pode contribuir para as diferengas na
composic¢do da biomassa pré-tratada e comparadas através da tabela 8.

Tabela 8- Comparacdo entre a composicdo quimica do bagaco tratado com a material
referéncia na literatura.

Composic¢ao quimica % (m/m)

Rocha et al., (2012b)*

Bagaco Celulignin Polpa
Componente in n?s\tjra ag CE|U|C'JF;i0a _Baga(;o Celulignina POI,p".’l
in natura celulésica
Glucana 36,7 £0,3 52,7 £0,3 76,1 +0,6 42,3+0,5 57,5 +0,3 89,6 +0,9
Pentosanas 21,6 +0,1 4,7 +0,0 2,540,1 25,1 +0,3 6,6 0,0 34101
Lignina 24,4 +0,0 20,9 +0,1 15,9 +0,0 24,7 £0,1 32,5+0,2 5,4 10,0
Grupo acetil 4,6 £0,0 nd nd 3,700 0,0 0,0 0,0+0,0
Extrativos 4,8 +0,0 17,2 +0,2 na 0,0 +0,0 0,0 £0,0 0,0 +0.0
Cinzas 6,4 0,3 8,8 0,3 13,4 +1,3 3,5+0,0 2,8+0,0 1,6 0,3
Total 98,5+0,2 104,3+0,2 107,9 +0,7 100,0 £0,1 99,4 +0,0 100,0 +0,0
nd- ndo detectado na- ndo analisado

Fonte: Arquivo pessoal e (*) Rocha et al., (2012b)

Em comparagdo com o estudo referéncia, foi observado um aumento no teor de
glucana e um decréscimo do conteudo de hemicelulose e lignina com a sequéncia de
tratamentos aplicados ao bagacgo. Para a polpa parcialmente branqueada, o contetdo de
lignina apresentado na Tabela 7, € maior que a polpa celuldsica do estudo realizado por
(ROCHA et al., 2012a, 2012b). A severidade do pré-tratamento que antecede o processo de
deslignificacdo € um dos fatores que interferem na remoc&o da lignina, assim, 0s processos
com média severidade favorecem a recuperacdo dos acucares da hemicelulose a com
menor geracdo de produtos de degradacdo e a remocdo da lignina em processos de
deslignificacdo (KUMAR; CHANDRA; SADDLER, 2011).

O processo de branqueamento da polpa celulésica em uma Unica etapa reduziu o

percentual de lignina residual. Embora seja comumente aplicado em varias etapas na
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industria de papel e celulose, o branqueamento reduziu o percentual de lignina da polpa
celulésica para 9,9% + 0,5. Este procedimento ja foi aplicado em outros estudos como
método de purificacdo da celulose com o objetivo de obter nanoceluloses a partir de
bagaco de cana-de-aclicar. No entanto nos estudos de (TEIXEIRA et al.,, 2011;
CAMARGO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; LEAO et al., 2017), as cargas de
reagentes quimicos utilizadas foram mais altas do que as utilizadas neste estudo. Além
disso, no presente estudo foi utilizado um agente estabilizante para minimizar a

decomposicdo do perdxido de hidrogénio.

5.2  Balanc¢o de massas

Para avaliar e comparar a viabilidade de um processo de pré-tratamento, o balango
de massas é uma ferramenta fundamental (GARLOCK et al., 2011), pois é capaz de indicar
pardmetros criticos, mostrar os critérios minimos de desempenho e auxiliar na analise
composicional de um processo, fornecendo um inventario dos principais componentes. Em
processos de pré-tratamento e na producdo de etanol celulésico o balanco de massas
fornece informacGes sobre o rendimento e recuperacdo de aglcares, permitindo uma
comparacdo dos diferentes tratamentos aplicados a biomassa (HATZIS; RILEY;
PHILIPPIDIS, 1996). A Figura 10 mostra as entradas e saidas de biomassas durante o
processo para a obtencdo da PPB-B, os fluxos A, C e E indicam entrada de material nos
processos de pré-tramento, em quanto que os fluxos B, D, F e G indicam saida de
hidrolisado de hemicelulose e produtos de degradacdo, remocéo e precipitacdo da lignina,
remoc&o de parte da lignina residual e a PPB-B, respectivamente.

Figura 10- Balanco de massas total da geragéo da PPB-B

10,0 Kg 443 Kg 4,18 Kg
Explosdo a vapor Deslignificaciio Brangueamento >
G
{ l l F

3,93 Kg 1,42 Kg 0,25 Kg

6,07 Ke

Fonte: Arquivo pessoal
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Ap0s o pré-tratamento de explosédo a vapor, 60,7% da massa inicial de bagaco foi
recuperada sob a forma de celulignina, mostrando perdas de material majoritariamente
devido a extracdo significativa do conteudo de hemicelulose (=86%). Embora, o
hidrolisado obtido no pré-tratamento por exploséo a vapor ndo tenha sido coletado durante
0 pré-tramento, a saida de massas no fluxo B foi determinada baseando-se na massa
recuperada de celulignina (fluxo C) e massa de bagaco de cana-de-agUcar in natura contida

no fluxo de entrada A.

Tabela 9- Balanco de massas total da geracdo da PPB-B

Balanco de massas em 10,00 Kg de bagaco de cana-de-agUcar in natura

Bagaco in natura  Celulignina  Polpa celulésica PPB-B
Glucana 3,67 +£0,02 3,20+ 0,01 3,37+£0,00 3,31 £0,05
Xilana 2,056+0,01 0,29 £ 0,00 0,11 +0,00 0,10+ 0,00
Lignina 2,44 + 0,00 1,27 + 0,00 0,70+ 0,00 0,41 £ 0,00
Arabinosil 0,11 +£0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Grupo acetila 0,46 £ 0,00 0,00+ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Extrativos 0,48 £ 0,00 1,04 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Cinzas 0,64 + 0,00 0,53+ 0,00 0,59 + 0,00 0,56 £ 0,01

Fonte: Arquivo pessoal

No processo de deslignificacdo alcalina da celulignina, a lignina solubilizada e
precipitada com H2SO4 98%(m/m) resultou em 1,42 kg de lignina, indicando que houve
perdas de material durante o processo. Nesta etapa, 73% da massa inicial de celulignina
foi recuperada sob a forma de polpa celulésica. Por fim, o rendimento obtido na obtencédo
da PPB-B foi de 41,8 % com recuperacdo de 91,2% da celulose e remocéo de 95,1 % e
83,2 % de xilana e lignina, respectivamente.

Os resultados mostrados na Tabela 9 se mostram consistentes com os reportados na
literatura (ROCHA et al., 2012b), sendo observadas diferencas que podem ser atribuidas a
variacdes de condigdes reacionais durante os processos aplicados.

O descarte do liquido gerado pelo processo de explosao a vapor do bagago de cana-
de-agUcar inviabiliza o fechamento do balanco de massas na fracéo liquida, ndo permitindo
a quantificacdo das reais perdas de material durante este processo. Entretanto, no liquido
obtido a partir da lavagem da celulignina (1124,90 L) foram quantificados, acido acético
0,15 g/L £ 0,00, arabinose 0,04 g/L + 0,0 glicose 0,12 g/L + 0,02 e xilose 0,93 g/L + 0,01,
também foram quantificados os produtos de degradacdo da glicose e xilose como 0,07 g/L

+0,0 de HMF e como 0,23 g/L £ 0,0 furfural, respectivamente.
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5.3  Avalicdo do efeito da carga de enzima na eficiéncia de hidrolise

A hidrolise enzimatica foi realizada para identificar os parametros de hidrolise que
possibilitem a obtencdo de aglUcares fermentesciveis e para avaliar eficiéncia da hidrolise
enzimatica em funcdo da carga de enzimas. Para isso, foi utilizado o preparo enzimatico
Cellic CTec 2 com 200,0 (mg de proteina/mL) (item 4.2.3).

O porcentual de conversédo de celulose foi determinado a partir da glicose liberada
durante a hidrdlise, ja que testes preliminares indicaram que em uma etapa de pds-hidrolise
enzimatica, ndo houve a liberagdo de celobiose e/ou celu-oligossacarideos, indicando a
eficiéncia do preparo enzimético na conversédo de celulose em glicose.

Na Figura 11 sdo apresentados os resultados de conversdo da celulose apés o
periodo de 72 h, utilizando como substrato celulignina, polpa celulésica e polpa
branqueada de bagaco de cana-de-agUcar.

Como esperado, observou-se que a elevacdo da carga enzimatica aumentou o nivel
de conversdo da celulose para todos os substratos, chegando a atingir 98,7% + 0,3 de
conversao da polpa parcialmente branqueada. Quando comparamos a polpa celulésica com
a celulignina hidrolisada nas mesmas condicdes, a remocdo de 23,9% de lignina foi capaz

de elevar a conversao da celulose para todas as cargas de enzimas.

Figura 11- Percentual de conversdo de celulose em funcdo da carga de enzimas em diferentes
substratos
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Os resultados apresentados na Figura 14 estdo de acordo com os resultados
reportados por Camargo et al. (2016), confirmando que o aumento da carga enzimatica
eleva o nivel de conversédo da celulose, sendo favorecida pelo processamento do bagaco de
cana-de-acucar, que eleva a digestibilidade do material em decorréncia da diminuicdo do
contetido de hemicelulose e lignina.

Com aproximadamente 21% de lignina, a celulignina atingiu 20,7 e 66,7% de
conversio com 10 e 30 (mg de proteina/g de substrato), respectivamente. O
comportamento pode ser explicado por estudos que comprovam que a acessibilidade € um
dos fatores limitantes da conversdo da celulose (ARANTES; SADDLER, 2011; KUMAR
et al., 2012). Deste modo, a lignina e a hemicelulose presentes no substrato sdo capazes de
restringir o0 acesso das enzimas a celulose, juntamente com interacdo improdutivas entre
lignina e as celulases (ARANTES; SADDLER, 2011; KUMAR et al., 2012; MORALES et
al., 2014) diminuindo a convers&o da celulose.

Sabe-se que diversos fatores contribuem para a diminuicéo da taxa de hidrdlise da
celulose, entre os quais, a difusdo das enzimas e agitacdo do sistema (MODENBACH,;
NOKES, 2013; KOPPRAM et al., 2014). Na hidrdlise da PPB-B, a caracteristica
hidrofilica da celulose e a baixa eficiéncia do sistema de agitacdo, possivelmente
dificultaram a difusdo das enzimas na conversdo da celulose, com isso, foi possivel
observar que a conversao de celulose na PPB-B foi menor que na polpa celulésica (Figura

14), apesar dos menores teores de lignina e hemicelulose.

O estudo realizado por Oliveira et al. (2013) utilizou uma combinagdo dos preparos
enzimaticos Celluclast 1.5L e Novozym188 para hidrolisar polpa celuldsica de bagaco de
cana-de-acucar, produzida nas mesmas condi¢cdes da polpa celuldsica do presente estudo.
Para possibilitar uma comparacdo com o trabalho de Oliveira et al. (2013), os dados de
atividades enzimaticas foram convertidos em mg de proteina por mL, considerando os
teores de proteinas totais e atividades enzimaticas determinados por Hu, Arantes e Saddler
(2011) (Tabela 10).

Dessa forma, estima-se que os 15 (FPU/g de celulose) de Celluclast 1.5L e 10 U/g
de celulose de Novozym 188 utilizados por Oliveira et al. (2013) correspondem a
aproximadamente a 39,5 (mg de proteina/g substrato). Com esta dosagem enzimatica
Oliveira et al., (2013) obtiveram niveis de conversdo de 69,7+2 e 73,01 % para a

celulignina e polpa celulésica, respectivamente.
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Tabela 10- Dosagem de proteinas totais e atividade enzimatica de Celluclast 1.5L e Novozym 188
de acordo com Hu; Arantes e Saddler (2011).

Preparo enzimatico Proteina (mg/mL) FPA (FPU/mL) B-glicosidase

Celluclast 1.5L 129,8 50,3 17,0
Novozym188 233,4 Nd 239,0

nd- ndo determinado
Fonte: Adaptado de Hu, Arantes e Saddler (2011)

Embora, niveis de conversdo proximos aos de Oliveira et al., (2013) para
celulignina s6 tenham sido atingidos com a maior carga enzimatica empregada para o
presente estudo (30 mg/g de substrato), a carga de enzima foi 31,7% menor que a
empregada por Oliveira et al. (2013), sendo capaz de converter 66,7 % + 0,2 da celulose
(Figura 12). No entanto, para a polpa celulosica foi obtida uma conversédo de 71,4% + 6,1,
utilizando uma carga de apenas 25,3% da carga utilizada por Oliveira et al. (2013). Com
esses resultados pode-se constatar que, mesmo quando utilizados em baixas cargas de
enzimas, 0 uso de um preparo enzimatico mais eficiente, como Cellic CTec2, pode elevar

0s niveis de conversdo da celulose em substratos pré-tratados nas mesmas condicdes.

Figura 12- Comparacéo de resultados de conversao de substratos obtidos sob mesmas condigdes de
pré-tramento hidrolisados com diferentes coquetéis enzimaticos
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Com os resultados de conversdo obtidos pela hidrélise da celulose para os

diferentes substratos (celulignina, polpa celuldsica e polpa parcialmente branqueada), foi

possivel correlacionar linearmente a carga de enzima utilizada com a conversao da celulose
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nos diferentes materiais testados (Figural3). Os modelos obtidos possibilitam predizer a
conversdo da celulose em acglcares fermentesciveis, permitindo uma avaliacdo da
eficiéncia dos pré-tratamentos aplicados a biomassa e a carga enzimatica utilizada durante
a hidrolise da celulose. Desse modo, com a mesma carga de enzima, observa-se a mudanca

na digestibilidade causada pelos processos de deslignificacao.

Figura 13- Correlacéo linear entre a carga enzimatica e a conversdo da celulose de celulignina,
polpa celulésica e PPB-B com residual de lignina de 20,9 %,159 % e 9,9 % (m/m),
respectivamente.
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Fonte: Arquivo pessoal

De acordo com Zhu et al. (2010) quanto maior a inclinagéo das curvas obtidas pelo
método de linearizacdo, mais eficiente é o pré-tratamento. Desse modo, pode-se determinar
a carga enzimatica necessaria e prever o nivel de conversdo da celulose para obtencdo os

acucares fermentesciveis, gerando um residuo celulésico altamente cristalino.

5.4  Efeito da agitacdo na conversao da celulose

A agitacdo é um dos desafios para a conversdao de enzimatica em alta carga de
solidos, com isso a mudanca na agitacdo (orientacdo do reator, tipos de agitador) é um
fator que contribui para a conversdo da celulose com um menor consumo de energia
(MODENBACH; NOKES, 2013; DU et al., 2014b).
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Figura 14- Influéncia da agitacdo na conversdo de celulose a 10% sélido, Celulignina-s (agitacdo
em shaker), Celulignina-h (agitagdo em hibridizador), PPB-B-s (agitacdo em shaker) e PPB-B-h
(agitacdo em hibridizador).
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Fonte: Arquivo pessoal

Ao compararmos a conversdo da Celulignina e a PPB-B sob duas formas diferentes
de agitacdo (Figura 14), nota-se que, a alteracdo na forma de agitacdo é capaz de aumentar
a conversdo da celulose para diferentes substratos. Quando a hidrélise enzimatica foi
conduzida em incubadora de hibridacdo utilizando cargas de enzimas de 5, 10, e 30 (mg de
proteina/g de substrato), o aumento da conversao da celulose na celulignina foi de 70,6 %,
58,8% e 27,7%, respectivamente.

Entretanto, efeito benéfico da agitacdo em incubadora de hibridacdo foi menos
acentuado na PPB-B. Utilizando-se as mesmas combinacdes de carga de solido e cargas
enzimaticas a elevacao da conversdo da celulose foi de 38,6%, 35,2%, nas menores cargas
enzimaticas, ndo sendo observada alteracdo significativa na conversdo da celulose com a
carga de enzimas de 30 (mg de proteina/g de substrato), o que deve ser atribuido as
caracteristicas do substrato e a alta carga de enzimas. Assim sendo, 0 sistema de agitacdo

por incubadora de hibridacao foi escolhido para as etapas seguintes de hidrolise.

55 Influéncia da carga de solidos na converséo da celulose e geracéo de glicose

Com base nos estudos iniciais de hidrolise enzimatica, o sistema de agitacdo atraves

de incubadora de hibridacédo e o substrato PPB-B foram selecionados para a continuacao
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dos ensaios, devido a melhor eficiéncia agitacdo e na composi¢do quimica do substrato

com menor contetdo de lignina e maior teor de celulose, respectivamente.

Embora, o efeito a carga de sélidos ndo tenha sido avaliado simultaneamente para
todas as cargas de enzimaticas, a Figura 15 mostra a tendéncia de diminui¢do da conversdo
da celulose com o aumento da carga de sélidos e o efeito do aumento da carga enzimatica.

Figura 15- Conversdo de celulose da PPB-B em diferentes cargas de sdlidos em funcéo da carga de

enzimas.
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Com valores de conversdo da celulose variando entre 65 e 93% e cargas de
enzimaticas entre 5 e 15 (mg de proteina/g de substrato), a escolha da carga enzimatica
combinada com a carga de solidos foi baseada na recuperacdo de acucares e tempo de
reacdo. Comparando a conversdao de celulose para diferentes cargas de solidos e mesma
carga de enzimas, observa-se o decréscimo da conversdo de 11,1 e 15,3 % de 10 para 15 %
de solidos com carga enziméaticas de 5 e 10 (mg de proteina/ g de substrato),
respectivamente.

O tempo liquefacdo do substrato € um dos parametros importantes para a
viabilidade da conversdo de biomassa em alta cargas de sélidos (MODENBACH; NOKES,
2013). A mudanca na reologia do substrato pode ocorrer em até 4h, sem que haja
mudangas expressivas na conversdo (KRISTENSEN; FELBY; JORGENSEN, 2009b).
Estudos anteriores, com bagaco de cana-de-agUcar submetidos a diferentes pre-tratamentos

e utilizando a hidroélise enzimatica em alta carga de sélidos observaram a mudanca na
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reologia do substrato com tempos que variaram entre 4 e 6 h (GAO et al., 2014,
SANT’ANA DA SILVA et al., 2016). Aplicando carga de solidos entre 8 e 14% o melhor
rendimento de glicose obtido foi com 12% soélidos, observando o retardamento na mudanca
da reologia do substrato com carga de solidos de 14%. No entanto, com cargas de 20% de
solidos, foram reportados tempos de liquefacdo do substrato em torno de 6 h (SANT’ANA
DA SILVA et al., 2016), diferente do que foi observado neste estudo.

Os resultados da Tabelal0 mostram que concentracdes de glicose vidveis (> 80 g/L,
Larsen et al. (2008); Modenbach; Nokes, (2013) para a obtencdo de etanol 2G sédo
atingidas com cargas de solidos maiores ou iguais a 15%. Por outro lado, mesmo atingindo
altas concentracOes de glicose, o tempo necessario para mudanca de reologia do substrato
com carga de sélido variou, sendo observado com 4, 6 e 8h de hidrolise para as cargas de

solidos de 10, 15 e 17,5%, respectivamente.

Tabela 11- Concentracdo de glicose em fungdo da carga de sélidos de PPB-B combinadas com
diferentes cargas de enzimas.

Concentracéo de glicose (g/L)

sélidos (%) 10 15 175 20
5 66,6 +0,2 884+18
. 7,5 98,7 +3.1
E T c *
=L 10 826+14 1225+7.3
s E S 125 1244+02 1255+ 209*
15,0 1446+ 4,8 *

(*) concentragdes alcancadas com 96 h de hidrélise enzimatica
Fonte: Arquivo pessoal

As maiores concentracfes de glicose foram atingidas com carga de solidos de 20%
(Tabela 11). No entanto, o tempo para que o substrato atingisse fluidez (liquefacéo) foi
25% maior que o tempo determinado como referéncia (72 h) para conversdo da celulose
neste e em outros estudos em alta carga de solidos (DU et al., 2014a, 2017; GAO et al.,
2014; GENG et al., 2015; SANT’ANA DA SILVA et al., 2016). A carga de solidos de
17,5% combinada com a carga de enzima de 10 (mg de proteina/g substrato) atingiu
concentragdo de glicose superior a 80 (g/L), no entanto, 0 tempo necessario para o
substrato ser liquefeito foi de 96 h. Com isso, a carga de solido de 17,5% e carga de
enzimas de 12,5 (mg de proteina/ g de substrato) foram escolhidas para dar continuidade

aos experimentos para a obtencdo de nanoceluloses.
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5.6  Separacdo de agucares e isolamento das nanoceluloses

Na separagdo da CNC, a completa remocdo dos agucares e dos residuos gerados
pelo processo de hidrolise da celulose, geralmente é realizada através de sucessivas
centrifugacdes em altas rotacGes (BRINCHI et al., 2013; JONOOBI et al., 2015), até que o
sobrenadante se torne turvo, evidenciando a presenca da CNC (FILSON; DAWSON-
ANDOH; SCHWEGLER-BERRY, 2009; CUI et al., 2016), tanto para a hidrélise acida
quanto para hidrolise enzimatica. Entretanto, a centrifugacdo demanda um alto consumo de
energia, devido as sucessivas etapas do processo.

De acordo com Gimbert et al., (2005) a filtragdo é uma operacdo mais simples
que centrifugacdo. Buscando uma alternativa ao processo de centrifugacdo utilizou-se a
filtracdo, por ser um processo de separacdo muito aplicado industrialmente, podendo
também ser aplicado a producdo de CNC, facilitando a ampliagdo de escala e a utilizando
equipamentos menos complexos (KOWALCZYK; LAGZI; GRZYBOWSKI, 2011).

Testes comparativos preliminares de separacdo de acucares e residuo solido de
hidrélise foram realizados por centrifugacdo a 4.500 x g e filtracdo a vacuo, utilizando
como meio filtrante papel de filtro Whatman n® 1. Os resultados ndo apresentaram
diferencas significativas entre os métodos, na recuperacdo das fracbes solida e liquida.
Desse modo, a filtracdo foi eleita 0 método para etapa de separacdo e remoc¢do de agucares
do residuo de hidrolise, considerando a facilidade de operacdo e possibilidade de
ampliacéo de escala.

As maiores fontes de celulose no Brasil s&o a polpa kraft de eucalipto, que ja possui
mercado estabelecido na industria de papel e celulose, e 0 bagaco de cana-de-agUcar,
utilizado para a geracdo de energia renovavel. Neste estudo, 0 bagago de cana-de-agucar
foi a matéria-prima utilizada para avaliar viabilidade de a obtengdo de acucares
fermentesciveis e nanoceluloses em processo integrado. Contudo, a PKB-E foi utilizada
para fins comparativos, principalmente para a obtencdo nanoceluloses, ja que a PKB € a
fonte de celulose mais utilizada para a producdo de nanoceluloses (BECK-CANDANEDO;
ROMAN; GRAY, 2005; CHEN et al., 2015)

Com 80,7% de converséo da celulose para PPB-B e 66,7% para a PKB-E, 0s niveis
de glicose atingidos pela hidrolise foram de 124,9 g/L £ 0,2 e 101,8 ¢g/L = 0,3,
respectivamente, atingindo concentraces viaveis para a producdo de etanol 2G, isto é,
concentragdes maiores que 80 g/L (LARSEN et al., 2008; MODENBACH; NOKES,
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2013). Quanto ao contetdo de xilana convertida em Xxilose, a PPB-B atingiu a maxima
conversdo totalizando 4,7 g/L de xilose e a PKB-E atingiu 22,9 g/L conversdo que
corresponde a 66,1 %.

5.6.1 Isolamento e tamanho das particulas de CNC

As dimensdes das nanoceluloses sdo dependes da matéria-prima utilizada, da forma
com a qual ela é processada e 0 método utilizado para a obtencdo das nanoparticulas. Neste
estudo, foram utilizadas 5 etapas de lavagens para a extracdo da CNC partir PPB-B (CNC-
B) e 6 etapas de lavagens para a extracdo da CNC partir da PKB-E (CNC-K). A turbidez
da suspencao foi considerada como um critério para a extracao das particulas de CNC-B e
CNC-K (FILSON; DAWSON-ANDOH; SCHWEGLER-BERRY, 2009; MANDAL,
CHAKRABARTY, 2011; TEIXEIRA et al., 2015).

Figura 16- Distribuicdo do tamanho de particulas das suspensfes produzidas a partir da PPPB-B
(CNC-B) e PKEB (CNC-K) comparadas a CNC produzida por hidrélise &cida da PKB-E de acordo
com a metodologia descrita por Bondeson, Mathew and Oksman, (2006) (CNC-HA).
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A hidrolise enzimética da PPB-B e PKB-E resultou em particulas com tamanhos
médios de 679 nm, 676 nm para CNC-B e CNC-K, respetivamente. Ao comparar 0
tamanho dessas particulas as obtidas por hidrolise acida da PKB-E, produzidas de acordo
com a metodologia descrita por Bondeson, Mathew and Oksman, (2006), observou-se que
as particulas produzidas pela hidrélise enzimatica, neste estudo, apresentaram- se em

média 535 nm maiores que as resultantes da hidrolise &cida (142 nm).

De acordo com a Tabela 5, o tamanho médio da CNC obtidas exclusivamente por
hidrélise &cida de bagacgo de cana-de-agUcar esta em torno de 250 nm. Resultados que nao
se assemelham aos obtidos por hidrdlise enzimética (Figura 16). No entanto, os tamanhos
encontrados neste estudo estdo de acordo com oss reportados para CNC obtida via
hidrolise enzimatica, que variam de 100 a 1000 nm de comprimento (FILSON; DAWSON-
ANDOH; SCHWEGLER-BERRY, 2009; TEIXEIRA et al., 2015). Quando comparamos a
CNC-B e a CNC-K, ndo fsdo observadas grandes diferencas nos tamanhos das
nanoparticulas, mostrando semelhanca na uniformidade entre as obtidas a partir de

diferentes matérias-primas e pequenas diferencas na densidade numérica.

5.6.2 Morfologia das particulas e didmetro do cristal

A microscopia de forca atbmica (AFM) é um método analitico que permite nao sé a
visualizagdo da morfologia das nanoceluloses, bem como realizar medidas de didmetros

mostrando a frequéncia com a qual aparece o didmetro das nanoparticulas.

A morfologia da CNC-B obtida durante este estudo se apresenta consistente com
os resultados reportados para essas particulas obtidas a partir de bagago de cana-de-agucar
(Figura 17 (@) ) (CAMARGO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; LAM et al., 2017,
LEAO et al., 2017). A distribuicio de frequéncia do diametro mostrou que o0 maior nimero
de particulas possui diametro em torno de 20 nm. A CNC-K também apresentou
morfologia de acordo com 0s nanocristais descritos na literatura, com didmetros menos
uniformes que a CNC-B (Figura 17 (d)). Por outo lado, mesmo com os diametros
apresentando diferentes distribuicdes de frequéncia, tanto CNC-B quanto para CNC-K, os
resultados estdo de acordo com valores reportados na literatura, com medidas que variam
de 4 a 80nm (FILSON; DAWSON-ANDOH; SCHWEGLER-BERRY, 2009; TEIXEIRA
etal., 2015).



78

Figura 17- (a) imagem de AFM da CNC-B, (b) distribuicdo de frequéncia do didmetro da

CNF-B, (c) imagem de AFM da CNC-K e (c) distribuicdo de frequéncia do didametro da
CNF-K (d).
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Fonte: Arquivo pessoal

O didmetro médio reportado na literatura para CNC a partir de bagaco de cana-de-
acucar varia entre 4 e 14 nm, de acordo com a Tabela 5. No entanto, é importante ressaltar
que essas particulas sdo produzidas quase que exclusivamente através de hidrolise acida,
que nos permite dizer que as particulas de CNC-B apresentam na sua maioria diametros

maiores devido a menor seletividade do acido entre as de regides cristalinas e amorfas da
celulose.
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5.6.2 Indice de Cristalinidade e tamanho do cristalito

O indice cristalinidade (ICr) € um dos critérios mais importantes para evidenciar o
nivel de organizacdo das nanoparticulas, influenciando nas propriedades térmicas e
mecanicas do material. Para o bagaco de cana-de-agucar ndo tratado o ICr médio
encontrado na literatura é de 56,7% (BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016) e quando
comparamos o ICr da PPB-B observa-se que valor é superior ao do bagago de cana-de-
acucar, o que pode ser atribuido a remocdo de componentes amorfos do material

(hemicelulose e lignina) pelos pré-tratamentos aplicados e a CNC-B menor ICr.

Tabela 12- indice de Cristalinidade (ICr) e tamanho do cristalito da CNC-B, CNC-K, PPB-B e
PKB-E

Amostra ICr (%) Tamanho do cristalito (nm)
PPB-B 62,3+2,3 3,210,485
PKB-E 69,1+0,8 3,3+£0,014
CNC-B 54,0+ 0,7 34+£0,101
CNC-K 46,5 +1,0 3,6 £0,325

Fonte: Arquivo pessoal

Para o CNCs obtidas a partir do bagaco de cana-de-agUcar, estudos mostram indice
de cristalinidade entre 51 e 87,5% (KUMAR et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2015;
CAMARGO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; LAM et al., 2017; LEAO et al., 2017).
Entretanto, observou-se o decréscimo do ICr da PPB-B para CNC-B (Tabela 12). Este
resultado pode ser explicado pela combinacdo da acdo do coquetel enzimético nas porgoes
cristalinas da celulose e o0 aumento proporcional de lignina no material.

O decréscimo de cristalinidade também foi observado na produgéo de CNC-K em
relacdo a matéria-prima. Anteriormente, o coquetel enzimético Cellic CTec 2 foi utilizado
para a hidrdlise da PKB-E e foi notada a reducdo do ICr no residuo de hidrolise em relacéo
a PKB-E, que pode ser atribuida a acdo das enzimas em regifes cristalinas da celulose
(SIQUIERA; NARDI; ARANTES, 2015).

Na tabela 12 sdo mostrados os tamanhos dos cristalitos de celulose que refletem a
estrutura cristalina da celulose (NISHIYAMA; JOHNSON; FRENCH, 2012),

evidenciando a semelhanca da celulose de diferentes fontes.
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5.6.4 Composicao quimica e rendimento de CNC

Uma caracteristica importante da CNC é a sua composic¢do quimica (Tabela 12),
pois ela estd ligada as suas propriedades, como termoestabilidade e hidrofobicidade
(SANTUCCI et al., 2016). Alteracdes causadas na composi¢do quimica da CNC também
podem ser vistas no rendimento, pois a presenca de componentes ndo celulésicos podem

contribuir para o aumento do rendimento (OLIVEIRA et al., 2016).

Ao compararmos a composi¢do quimica da CNC-B e CNC-K com a CNC obtida
através de hidrdlise acida, observamos que o contetdo de celulose é menor para a CNC-B
(Tabela 13), que pode ser atribuido a degradacdo da celulose durante o processo de
hidrolise e a composi¢do quimica do matéria-prima, 0 que permite a essas particulas serem

utilizadas em diferentes aplicacdes.

Tabela 13- Composicdo quimica da CNC
Composicao quimica (%o)

Componente CNC-B CNC-K CNC-HA*
Celulose 69,4+28 74,0 £0,2 91,8+0,4
Xilana nd 9,6+0,2 32+01
Lignina 18,7+15 nd nd

* CNC produzida por hidrolise acida da PKB-E de acordo a metodologia descrita por Bondeson,
Mathew and Oksman, (2006); nd - ndo detectado

Fonte: Arquivo pessoal

O rendimento de CNC é um ponto pouco abordado nos trabalhos de producdo de
CNC a partir de bagaco de cana-de-agUcar. Os rendimentos ja reportados sdo da ordem de
9-24% (OLIVEIRA et al.,, 2016) e 50-58% (TEIXEIRA et al., 2011), com método
tradicional, o rendimento é de cerca de 30% (BONDESON; MATHEW; OKSMAN, 2006).

Neste estudo, o rendimento de CNC-B obtido foi de 48,4% e 18,6% para CNC-K,
sendo recuperados 10,6 g £ 0,23 de CNC-B e 4,8 g = 0,14 de CNC-K, para cada 500 g de
hidrolisado. Por outro lado, € importante ressaltar que os rendimentos obtidos se baseiam
no residuo da hidrolise para a obtencdo de agUcares para etanol 2G, e as condicdes de
hidrolise foram ajustadas para a recuperacdo de acglcares e CNC a partir de bagaco de
cana-de-agucar, e para fins comparativos, as mesmas condi¢cdes de hidrdlise foram

aplicadas a PKB-E, influenciando no baixo rendimento de CNC-K.
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5.6.5 Producédo e tamanho das particulas de CNF

A produgdo de CNF a partir de bagaco de cana-de-acucar ja foi avaliada em
diversos estudos utilizado diferentes métodos, no entanto poucos utilizaram enzimas
durante o processo de obtengdo da nanoparticulas (DE CAMPOS et al., 2013; TEIXEIRA
etal., 2015; SAELEE et al., 2016).

Uma diferente abordagem na producdo da CNF é a utilizacdo do residuo do
isolamento da CNC para a producdo da CNF, isto é, producdo CNF integrada a producao
de CNC. Entretanto, os estudos que avaliaram a viabilidade desta alternativa de obtencao
de CNF utilizaram hidrélise acida, com é&cido sulfarico (WANG et al., 2012b; WANG;
ZHU; CONSIDINE, 2013) ou com acido organico (BIAN et al., 2017; WANG et al.,
2017), para a obtencdo da CNC e para a obtencdo de CNF foi utilizado microfluidizador,
com excecdo de Wang, Zhu, Considine, (2013) que utilizaram o ultra-refinador
SuperMassColloider .

Figura 18- Distribuicdo do tamanho de particulas de CNF-B produzidas a partir do residuo
de isolamento da CNC-B.
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Durante o processamento do residuo do isolamento da CNC-B foi observada a
diminuicdo gradual do tamanho das particulas até a obtencdo da CNF-B (ciclo 5),
caracterizada pelo aspecto gelatinoso e mudanca no tamanho médio das particulas do
residuo de isolamento da CNC-B, de 3,71 pum para 722 nm. De acordo com a Figura 18, a
maior alteracdo no tamanho das particulas foi obtida do ciclo 4 para o ciclo 5, e mesmo
com o prosseguimento do processamento até o ciclo 10, ndo foram observadas alteragdes

significativas nos tamanhos das particulas.

Quando comparamos a CNF-B com a CNF-K, sdo observadas diferengas no
tamanho médio das particulas de 722 nm e 3,5 um, respectivamente.

Entretanto, mesmo com um processamento mais extensivo que o aplicado ao
residuo do isolamento da CNB-B, as condi¢Bes de refino aplicadas ao residuo do
isolamento da CNC-K néo foram capazes de realizar grandes modificagcdes no tamanho das
particulas (Figura 19). Desse modo, podemos inferir que as mudancgas causadas na
estrutura da celulose pela acdo das enzimas do preparo enzimatico utilizado impedem a

alteracdo do tamanho das particulas nas condi¢fes de refino aplicadas ao residuo do
isolamento da CNC-K.

Figura 19- Distribuicdo do tamanho de particulas da CNF-K
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5.6.6 Morfologia das particulas e didmetro da CNF

A morfologia das particulas observadas na Figura 20(a) e (c) mostra que tanto o
processamento do residuo obtido apds isolamento da CNC-B, quanto o processamento do
residuo obtido apds isolamento da CNC-K foram capazes de produzir CNF. Entretanto,
mesmo ndo apresentando redugdo no tamanho das particulas, a CNF-K apresentou uma
distribuicdo de frequéncia dos diametros com medidas menores do que 40 nm (Figura 20

(d)).

Figura 20- (a) imagem de AFM da CNF-B, (b) distribuicdo de frequéncia do didmetro da CNF-B,
(c), imagem de AFM da CNF-K e (c) distrib_uigéo de frequéncia do didmetro da CNF-K (d)
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O tamanho das particulas de CNF produzida a partir de bagago de cana-de-agUcar é
reportado em poucos trabalhos (TEIXEIRA et al., 2015; BANSAL et al., 2016; SAELEE
et al., 2016), e variam entre 264 nm e 4 um de acordo com a Tabela 5. O valor médio do
tamanho das particulas encontrado para este estudo foi de 722 nm e com diametros
aparecendo em maior frequéncia entre 55 e 65 nm. A eficiéncia do processamento é
demonstrada pela morfologia observada, e pelos diametros das particulas que de acordo
com a literatura pode de 4 a 100 nm (TEIXEIRA et al., 2015; BANSAL et al., 2016).

O consumo de energia € um dos aspectos avaliados durante o processo de obtencéo
de CNF é o consumo de energia. De acordo com Wang et al., (2015), o consumo de
energia necessario para obtencdo de CNF através da desfibrilacdo mecanica a partir da
PKB-E varia entre 5 e 40 kWh/kg. Com isso, mesmo nao observando a reducdo de
tamanho das particulas de CNF-K por vaérios ciclos, o processamento do residuo obtido
apos o isolamento da CNC-K foi interrompido no ciclo 17, por ter atingido o consumo de
energia de 40 kWh/kg. Por outro lado, o consumo de energia para a obtencdo da CNF-B
(14,6 kWh/kg) foi 63,5 % menor do que o consumo de energia utilizado para a producao
da CNF-K.

O menor consumo de energia na producdo da CNF-B pode ser atribuido as
modificacdes intensas sofridas pela fibras do bagaco de cana-de-aglcar durante 0s
tratamentos aplicados (pré-tratamento por explosdo a vapor, deslignificacdo e
branqueamento), a hidrélise enzimatica, que ja foi utilizada como pré-tramento na
obtencdo de CNF (HENRIKSSON et al., 2007; DE CAMPOS et al., 2013; TEIXEIRA et
al., 2015; SAELEE et al., 2016), além da presenca de lignina que pode facilitar a
desfibrilacdo da celulose através de tratamentos mecéanicos (SANTUCCI et al., 2016).

A partir de um balanco de massas ao final da obtencdo das CNF, é possivel
observar que 38,7% do residuo obtido ap6s a hidrélise da PPB-B foi utilizado para a
obtencdo da CNF-B e 81,2% do residuo obtido apos hidrélise da PKB-E foi utilizado para
a producdo da CNF-K, resultando em rendimentos finais em relagdo a massa iniciais de
polpa de 13,07% e 23,9% de CNF-B e CNF-K.
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5.6.2 Estabilidade da suspenséo e potencial zeta

A medida do potencial zeta indica a magnitude da repulsdo eletrostatica das
particulas presentes em uma suspensdo coloidal. Valores em modulo do potencial zeta de
10-30 Mv indica que a suspensdo é considerada instavel, ao passo que quando o modulo
varia de 30-40 mV, a suspensdo é considera moderadamente estavel, e modulo de potencial
zeta maiores que 40 mV permite que a suspensao seja considerada estavel (MARTELLI-
TOSl et al., 2016).

A estabilidade de uma suspensdo coloidal € um pardmetro critico para as
nanoceluloses, uma forma de monitora-la é através do potencial zeta. As nanoceluloses
produzidas através de hidrdlise enzimatica tendem a apresentar baixa estabilidade, devido a
ndo substituicdo dos grupos hidroxilas por grupos sulfato como ocorre na CNC produzida
por hidrolise com acido sulfdrico. Entretanto, para a CNC-B, o valor de potencial zeta esta
proximo aos valores encontrados na literatura (= -7,0 mV) para CNC modificada com o
reagente TEMPO (LI et al., 2015), e diferente das particulas de CNC obtidas por Filson;
Dawson-Andoh; Schwegler-Berry, (2009) (-31,37 mV), e demostram boa estabilidade da
suspencao.

Tabela 14- Potencial zeta das suspensdes de CNC, CNF, PKB-E e PPB-B

Potencial zeta (mV)

CNC-B -1,8+35
CNC-K -15,4 10,6
CNF-B -16,2+6,4
CNF-K -10,1+£31
PPB-B -22,2+6,8
PKB-E -19,5+7,7

Fonte: Arquivo pessoal

Por outro lado, a0 compararmos o potencial zeta das amostras da Tabela 14,
observamos a diminuicdo da estabilidade das nanocelulose em relagdo as polpas PPB-B e
PPB-K, o que podemos atribuir as mudancas na superficie das particulas, ocasionadas pela
hidrélise enzimética para as CNC e a acdo combinada da hidrolise enzimatica com o ultra-

refino mecénico para as CNF.
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6 CONCLUSAO

O pre-tratamento do bagaco de cana-de-agucar por explosdo a vapor foi eficiente na
remocdo da hemicelulose e associado aos tratamentos em meio alcalino promoveram o
enriquecimento em celulose no material pré-tratado, garantindo a acessibilidade das
enzimas a celulose. Os resultados de conversdo da celulose obtidos, comparados aos
resultados da literatura mostraram que o uso de um preparo enzimatico mais eficiente

melhorou o processo de hidrélise e diminuindo a carga de enzima empregada.

O sistema de agitacdo e a alta carga de s6lidos combinados como a carga de enzima
foram fatores fundamentais para atingir conversdes de celulose em torno de 80% e
concentracdes de glicose superiores 100 g/L. Além disso, a filtracdo foi utilizada como
uma alternativa eficiente a centrifugacdo na recuperacdo de agucares e na separacdo do
residuo solido da hidrélise enzimatica no processo integrado de obtencao de nanoceluloses.

As particulas de CNC obtidas a partir de bagaco de cana-de-acUcar através da
hidrdlise enzimatica apresentaram tamanho médio de 679 nm, cristalinidade 54% e
didmetros com maior frequéncia entra 55 e 65 nm. O rendimento de CNC baseado no

residuo de hidrolise, foi aproximadamente 48%.

As alteracOes na fibra da PPB-B caudas pelo tratamento enzimatico permitiram que
particulas de CNF fossem alcancadas consumindo quase 3 vezes menos energia que na
obtencdo da CNF partir do residuo de hidrolise da PKB-E. Assim, a metodologia
empregada na obtencdo de CNF integrada a producédo de CNC mostrou-se eficiente, com a
CNF-B apresentando tamanho médio de 722 nm e diametros entre 30 e 80 nm. O
monitoramento do potencial zeta mostrou que, tanto as particulas de CNC quanto as
particulas de CNF apresentam baixa estabilidade em suspencao.

Com a abordagem experimental adotada neste estudo pode-se concluir que é
possivel obter nanoceluloses integradas ao processo de obtencdo de agUcares para etanol

2G a partir de bagaco de cana-de-agUcar.
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