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RESUMO

ROSSI, B. R. Produgdo e caracterizagdo de nanocelulose utilizando
enzimas ativas em carboidratos complexos. 88p. Dissertagdo (Mestrado) —
Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de Séao Paulo, Sdo Carlos, 2019.

A celulose € um polimero de origem natural e um dos mais abundantes encontrado
na natureza. Obtidas a partir da desconstrucéo das fibras de celulose, a nanoelulose
apresenta propriedades com grande interesse cientifico e tecnoldégico como
hidrofilicidade, capacidade de modificacdo quimica, elevada rigidez, elevada
resisténcia a tracao, translucidez, entre outras. Uma das principais fontes para a
obtencédo da celulose é através da biomassa lignocelulésica, que é matéria organica
proveniente de fontes vegetais ou resultante do seu processo. O Brasil € o maior
produtor mundial de cana-de-agUcar, 0 que torna esta fonte atrativa para a producao
de materiais de alto valor agregado, como a nanocelulose. Neste trabalho, o bagaco
de cana-de-acucar foi utilizado para a producédo de nanofibras de celulose. Para
isso, o bagaco foi submetido a um pré-tratamento acido e basico para a
solubilizacdo dos componentes nao celulésicos da biomassa, como lignina e
hemicelulose. Em seguida, nanofibras de celulose foram obtidas através do uso de
trés diferentes enzimas; a endoglucanase ThCel7B, a xilanase TcXynl0A e uma
enzima de atividade auxiliar da familia AA9 seguida de um tratamento em um
ultrassom de sonda. As enzimas utilizadas de forma simultdnea levaram a uma
melhora na eficiéncia do processo resultando em um aumento da concentracdo dos
produtos sollveis e de grupos oxidados. Entretanto, ndo foi possivel observar uma
diferenca significativa entre as amostras de nanocelulose produzidas, seja por via
enzimatica ou por via quimica, em seu indice de cristalinidade, apesar da acao da
endoglucanase. A estabilidade térmica do material obtido € maior que aquele
produzido por outras rotas para obtencdo de nanofibras oxidadas, como a TEMPO
oxidacao. Entretanto, o diametro das fibras produzidas com enzimas € maior que as
produzidas pela rota quimica. Os resultados obtidos mostraram que é possivel a
obtencao de nanofibras de celulose através da acdo de enzimas, sem a utilizacdo de
reagentes mais agressivos, como o TEMPO, ou de processos mecanicos com maior
gasto energético, como 0s homogeneizadores.

Palavras-chave: Nanofibras oxidadas, Nanocelulose, Enzimas.






ABSTRACT

ROSSI, B. R. Nanocellulose production and characterization using
carbohydrate-active enzymes. 88p. Dissertacdo (Mestrado) -Escola de
Engenharia de S&o Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2019.

Cellulose is a natural polymer and one of the most abundant in nature.
Nanocellulose, produced from the deconstruction of cellulose fibers, presents
properties with great scientific and technological appeal, such as hydrophilicity,
capacity of chemical modification, high stiffness, high tensile strength, translucency,
and others. One way to obtain cellulose is through lignocellulosic biomass, which is
organic raw material from plant sources or its process. Brazil is the world's largest
producer of sugarcane, which makes it attractive for the production of high value-
added materials such as nanocellulose. In this work, sugarcane bagasse was used
for the production of cellulose nanofibers. For this, acid and basic pretreatment was
used for solubilization of non-cellulosic components of biomass, as lignin and
hemicellulose. Then, the production of cellulose nanofibers using three different
enzymes: one ThCel7B endoglucanase, one TcXynl0A xylanase and an auxiliary
activity enzyme of the AA9 family, followed by ultrasonification. As the enzymes used
simultaneously lead to process improvement, this results in increased concentration
of soluble products and oxidized groups. However, it was not possible to estimate
significant difference in the crystallinity of the nanocellulose produced with enzymatic
and chemical approaches, despite the endoglucanase action. The thermal stability of
the material produced by the enzymatic approach is higher than that produced by
other approaches for oxidized nanofibers, as TEMPO oxidation. However, the
enzymatic nanofiber presents a larger diameter than produced by a chemical
approach. The results show that it is possible to produce oxidized cellulose
nanofibers with action of carbohydrate-activated enzymes without using more
aggressive reagents such as TEMPO or mechanical processes with higher energy
consumption such as homogenizers.

Keywords: Oxidated Nanofibers, Nanocellulose, Enzymes.
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1 INTRODUCAO

O avanco em areas como biotecnologia, quimica, fisica e ciéncias dos
materiais, levou ao desenvolvimento de novas tecnologias [1]. O conceito de
manipular estruturas em escalas nanomeétrica, como atomos ou moléculas para a
sintese de materiais com propriedades funcionais, levou ao estabelecimento de uma
ciéncia moderna intitulada de nanotecnologia [2].

A celulose, é um dos biopolimeros mais abundantes encontrados na natureza.
A unidade estrutural da celulose é formada por um dimero de glicose denominado
celobiose. A biossintese da celulose leva a formacdo de cadeias que unem-se
através de uma ligacdo de hidrogénio, formando fibras que se agregam, levando a
obtencao da estrutura observada na parede celular vegetal [3]. Sua separacdo em
fiboras menores leva a formacdo de um material com propriedades de grande
interesse, como: hidrofilicidade, capacidade de modificacdo quimica, alta rigidez, alta
resisténcia a tracéo, translucidez, entre outras [4].

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar no mundo, gerando como
residuo o bagaco que possui uma composicdo quimica majoritariamente formada
por celulose, além de hemicelulose e lignina [5]. A biomassa obtida apds seu
processamento pode ser utilizada como fonte alternativa na producdo de materiais
nanocelulésicos. Para isso, € necessario que o material lignocelulésico passe por
um processo de pré-tratamento, que visam a diminuicdo do gasto energético e
aumentar a eficiéncia do processo de obtencéo da celulose [6].

Entre os processos de pré-tratamento encontrados na literatura, 0s processos
mecanicos e 0s quimicos sdo 0s mais amplamente utilizados [6]. Através da acao de
energia mecanica, pode-se diminuir as dimensdes do material lignoceluldsico
levando ao aumento da éarea superficial, enquanto que 0S processos quimicos
promovem a solubilizacdo das componentes da biomassa, ou o inchaco das fibras
de celulose [6].

Assim como existem diversas metodologias para o preparo da biomassa, ha
diferentes metodoligas para a producdo da nanocelulose, que podem levar a
formacdo de um material fibroso cujo didmetro varia entre 5 e 100 nanémetros de
didmetro e alguns micrébmetros de comprimento chamado de nanofibras de celulose
[7]. Entre estes métodos, pode-se citar a utilizacdo de homogeneizadores ou

microfluidizadores, que promovem a quebra das ligacdes de hidrogénio entre as
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cadeias utilizando energia mecanica. Outra forma de obtencdo de nanofibras de
celulose é utilizando reagentes quimicos, como a 1-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina
(TEMPO), um reagente com alta seletividade de oxidacao [8].

Métodos mecéanicos levam a um alto gasto energético, enquanto que a
utilizacdo de reagentes quimicos muitas vezes € agressiva ao meio ambiente. Uma
alternativa ecolégica em comparacdo aos procedimentos mencionados, é a
utilizacdo de enzimas capazes de hidrolisar carboidratos [9]. A utilizacdo de enzimas
como a endoglucanase, causam a clivagem de ligacfes glicosidicas da regido de
menor ordenamento na estrutura da celulose e sao estudadas para a producédo de
nanofibras de celulose desde 2007 [10]. Entretanto, recentemente, para a producéo
de nanofibras, foi proposto a utilizagdo de enzimas de atividade auxiliar, como as
monooxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs), além de enzimas que
hidrolisam hemicelulose, como a xilanase[11].

Neste trabalho, para a obtencdo de celulose, foi utilizada a biomassa de
bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com o uso combinado de &cido e base. Para
a producdo de nanofibras de celulose, foi utilizado um conjunto de trés diferentes
enzimas: ThCel7B, uma endoglucanase fungica, uma xilanase (TcXin1l0A) e uma
enzima de atividade auxiliar LPMO AA9. A desfibrilacdo do material obtido foi
realizada com a utilizacdo de um sonicador. O material obtido ao final do processo
foi analisado por diferentes técnicas fisico-quimicas para maior entendimento de

suas caracteristicas em funcédo da metodologia de sintese utilizada.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 NANOTECNOLOGIA

Capacidade de manipular estruturas ou moléculas com, ao menos, uma
dimensdo em escala nanométrica [2]. Assim foi definida a nanotecnologia, uma
ciéncia moderna idealizada no fim da década de 50, que atraiu muito interesse em
diversas areas, como ciéncia dos materiais, mecanica, eletrénica, otica, medicina,
energia, entre outros [1]. Atualmente, o principal foco das pesquisas realizadas em
nanotecnologia encontra-se sobre: as propriedades em escala nanométrica, a
sintese de novos materiais e sua caracterizacdo e a aplicacéo e desenvolvimento de
dispositivos [12].

O termo nanotecnologia apareceu pela primeira vez em um artigo publicado
por Norio Taniguchi em 1974. Entretanto, a primeira aparicdo com a mesma
definicdo que é utilizada nos dias de hoje ocorreu no livro “Engines of Creation” de
Eric Drexler [13]. Baseado nas ideias proferidas por Richard Feynman em uma
palestra realizada em um encontro da American Physical Society no fim de 1959,
intitulada There’s Plenty of Room at the Bottom, Drexler discorre sobre suas visdes
acerca da manipulacdo de moléculas a escala nanométrica [13]. Esses conceitos
evoluiram e, atualmente, a nanotecnologia é utilizada em diferentes areas no nosso
dia a dia, como embalagens, alimentos, eletrénicos, entre outros.

Com o0 avanco da ciéncia, surgiu a necessidade da padronizacdo das
definicbes utilizadas. Para isso, a norma ISO/TS 27687:2008(E) surgiu para unificar
conceitos, estabelecendo que um nano-objeto é um material onde, pelo menos, uma
das trés dimensdes se encontra em escala entre 1 e 100 nm. Esse objeto podera ser
chamado de nanoplaca, nanofibra ou nanoparticula e isso ird depender de quantas
dimensbes do material estd na escala nanométrica uma, duas ou trés,
respectivamente. As nanofibras podem ser divididas em trés outras categorias, 0s
nanobastdes que sdo definidos como fibras rigidas, os nanotubos que séo definidos
como fibras ocas e os nanofios, que sdo definidos como fibras condutoras [14].

Na Figura 2.1 sdo apresentados exemplos encontrados na literatura de

nanomateriais que possuem as caracteristicas mencionadas.
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900 nm

Figura 2.1: Exemplos de materiais nanométricos, a) nanoparticula de ouro [15], b)

nanobastdes de ZnS [16] e c) nanoplacas de hidroxido de magnésio [17].

A base da nanotecnologia reside no fato de que as propriedades dos
materiais diferem drasticamente quando seu tamanho é reduzido a escala
nanomeétrica, onde a mecanica classica ndo esta apta a descrever seu
comportamento. Essa area interdisciplinar tem o potencial de trazer iniUmeros
beneficios para a sociedade, muitos produtos e servicos hoje produzidos pelas

industrias ja estdo sendo adaptados para esta nova tecnologia [1-2].

2.2 CELULOSE

Principal componente da parede celular vegetal, a celulose é um dos
polimeros mais abundantes no planeta. Apesar de empregada ha milhares de anos
em diferentes areas como na construcao civil ou para geracéo de energia, na forma
de madeira, so foi descrita como uma molécula durante a segunda metade do século
XIX [3-18]. Entretanto, foi a partir do ultimo século que a industria quimica passou a
utilizd-la como matéria prima para a producdo de diferentes tipos de insumos
guimicos e materiais [3]. A estrutura quimica de sua cadeia polimérica é formada
através da unido de dimeros chamados celobiose, que sdo formados através de
ligacbes glicosidicas B-1,4 entre moléculas de glicose, como apresentadas na Figura
2.2. Os grupos hidroxilas de cadeias adjacentes de celulose sofrem interacbes
condensando-as em filamentos que sdo chamados de fibras elementares. O mesmo
ocorre entre as fibras elementares, formando sua macroestrutura fibrosa com
dimensdes da ordem de 1-4 mm de comprimento e 3-100 microbmetros de diametro.
Ao se condensar, as cadeias formam regibes de maior e de menor ordenamento, o

gue concede as caracteristicas semicristalinas do polimero [18].
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Figura 2.2: Estrutura Quimica da Celulose. Adaptado de [18].

A obtencdo da celulose, em geral, é realizada a partir da biomassa
lignocelulésica, que compreende os residuos agroindustriais e a matéria organica
proveniente diretamente de fontes vegetais ou resultantes de seu processo [19]. O
Brasil € o maior produtor mundial de Cana-de-Acucar, 0 que torna atrativa a
utilizacdo da sua biomassa como fonte de celulose para a producéo de materiais de

alto valor agregado como a nanocelulose.

2.2.1 Bagaco de Cana-de-Acucar

O bagaco de cana-de-acucar é o residuo obtido apds o processamento do
caldo nas industrias sucroalcooleiras. No Brasil, a producdo de cana-de-agucar para
0 ano de 2017 alcancou 635,6 milhdes de toneladas [20], gerando cerca de 166
milhdes de toneladas de bagaco, cuja maior parte € queimada em caldeiras para a
geracdo de energia. Entretanto, estima-se que 17% de todo bagaco gerado nédo é
utilizado como fonte de energia, podendo ser aproveitado para a geracdo de
materiais e biocombustiveis [21].

Diversos componentes constituem o bagaco de cana-de-acUcar, entre eles a
celulose é mais abundante e corresponde cerca de 40-50% da massa do bagaco.
Entre os outros componentes que formam o bagaco, temos a hemicelulose,
representando entre 25-30% em massa, a lignina que corresponde a 20-25% em
massa, e o restante, referente as componentes de baixo peso molecular, também
chamados de extrativos e compostos inorganicos [22]. A composi¢cdo do bagaco
varia conforme seu local de colheita, safra, entre outros fatores. Os componentes do
bagaco, formam uma complexa rede de ligagbes na forma de uma estrutura

tridimensional como mostra o esquema da Figura 2.3. Para a utilizagédo da celulose,
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€ necessario promover a separacao desses componentes, podendo ser empregadas

diferentes técnicas para atingir este objetivo [22].

Celulose

Lignina

B

I icmicclulosc/

Figura 2.3: Esquema da matriz lignocelulésica. Adaptado de [23]

Enquanto a celulose € composta exclusivamente por unidades de celobiose,
as hemiceluloses s&o polissacarideos nédo celulésicos compostos de varios
acucares, como as pentoses e hexoses. Em sua cadeia principal, pode-se reunir
unidades de um Uunico acucar (homopolimero) ou de dois ou mais acgucares
(heteropolimero) e, normalmente, as hemiceluloses diferem das celuloses por
apresentarem cadeias curtas que podem ser ramificadas. Um das principais
hemiceluloses é a xilana, formada por unidades de D-xilose contribuindo com cerca

de 35% dos carboidratos da parede celular e representado na Figura 2.4 [24].

( :

el 0 S

0 HS g H
How |
HOH,C

H OH

HOH

Figura 2.4: Estrutura Quimica da Xilana. Adaptado de [25]

De forma distinta ao que ocorre na celulose e nas hemiceluloses, a molécula
de lignina ndo pode ser descrita por uma simples combinacdo de unidades

monoméricas, como o alcool cumarilico, o alcool coniferilico e o alcool sinapilicos
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7

apresentados na Figura 2.5. A lignina é definida como uma macromolécula
heterogénea, de natureza aromatica e complexa, relacionada a resisténcia mecanica

dos vegetais [25].
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Figura 2.5: Unidades monoméricas que formam a Lignina, Acido Cumarilico, Alcool

Cuniferilico e Alcool Sinapilico. Adaptado de [25]

2.2.2 Pré-tratamento para separacdo dos componentes da biomassa de cana-de-
acucar.

Em termos gerais, 0s processos de pré-tratamento sdo empregados para
desorganizar a estrutura lignocelulésica da biomassa. Diversas metodologias vém
sendo empregadas e discutidas e, entre elas, existem as que sdo empregadas
exclusivamente para a separacdo de um componente, como a lignina ou
carboidratos e até mesmo a propria celulose [19]. A escolha do pré-tratamento deve
se adequar ao produto alvo, pois, a partir da biomassa lignocelulésica, pode-se gerar
diferentes produtos de interesse, como glicose para geragdo de energia, ou mesmo
0S componentes majoritarios separados, como a celulose, para sua utilizagdo na
industria [26].
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Entre os tipos de pré-tratamentos possiveis, os denominados quimicos séo
aqueles que se utilizam de pH &cidos ou béasicos e que promovem a quebra da
matriz lignoceluldsica, favorecendo a solubilizacdo dos componentes nao celulésicos
elou o inchaco da fibra [27]. As metodologias realizadas em pH &cido promovem a
solubilizagdo da hemicelulose e da celulose menos ordenadas presentes na
biomassa, o que leva a um aumento do indice de cristalinidade (IC) do material e a
liberacdo de pentoses e agucares na solucdo [19]. Ja as metodologias que utilizam
reagentes basicos, levam a deslignificacdo da biomassa além de promover a
solubilizacdo de uma quantidade significativa de hemicelulose, levando ao inchago
da fibra de celulose e, consequentemente, o aumento da area interna e a diminuicédo

do IC e do grau de polimerizagao.

2.3 NANOCELULOSE

Pode-se definir nanocelulose como um material composto de cadeias de
celulose onde pelo menos uma das dimensdes se encontra na escala nanométrica.
Existem diferentes tipos de nanocelulose, sendo possivel classifica-las em trés
diferentes categorias: nanofibras de celulose (CNF), nanocristais de celulose (CNC)
e nanocelulose bacteriana (BNC) [3]. Na Figura 2.6, sdo apresentadas micrografias
destes 3 tipos de nanocelulose que podem apresentar diferencas em suas

dimensdes, da fonte da qual € obtida e, até mesmo, em suas propriedades.

b) c)

Figura 2.6: Microscopia eletronica de transmissdo de a) Nanofibras de celulose b)
Nanocristais de celulose e (c) Microscopia eletronica de Varredura da nanocelulose

bacteriana. Adaptado de [3]

A fibra de celulose que compdem a parede vegetal possui uma estrutura
complexa e em multinivel, onde fibras de menor espessura interagem formando

estruturas mais espessas. Essas fibras de menor espessura, por sua vez, sao
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formadas por fibras menores, ja anteriormente mencionadas, denominadas fibras
elementares. O processo de producédo de nanocelulose pode ocorrer de dois modos
diferentes, denominados bottom-up ou top-down, onde bottom-up sdo meios em que
se inicia o0 processo com uma base elementar para a formacdo de estruturas
maiores, Como em organismos Vvivo, enquanto que os métodos top-down partem de
materiais maiores com o intuito da formacdo de estruturas nanométricas, por
exemplo a hidrélise é&cida. Esses materiais produzidos possuem propriedades
interessantes como, por exemplo, hidrofilicidade, capacidade de modificacao
guimica, alta rigidez, alta resisténcia a tragao, translucidez, entre outras [18].

2.3.1 Nanocelulose Bacteriana (BNC)

Denominada também como celulose bacteriana, celulose microbiana ou
biocelulose, a BNC é sintetizada a partir de acucares de baixo peso molecular ou
outras fontes de carbono por bactérias do género Gluconacetobacter, formando
biofilmes compostos de celulose pura na interface entre liquido e ar das solucdes
onde estéo inseridas. Diferentes variaveis sao importantes e podem influenciar na
producdo da BNC como o tipo de cepa da bactéria utilizada, os componentes do
meio de cultura e a temperatura. As cadeias de celulose sintetizadas sdo excretadas
como fibras com didmetro na escala nanométrica, essas cadeias se combinam em
forma de fios e, finalmente, em uma estrutura tridimensional de nanofibras [3].

Possuindo fibras com diametro entre 20-100 nm, a BNC destaca-se também
por possuir alto grau de polimerizacdo (DP) entre 4000-100000 unidades de
anidroglucose, alto IC, entre 80 e 90%, além da grande area superficial, tendo
grande interacdo com agua, outros polimeros de baixo peso molecular ou com
nanoparticulas. Por este motivo, durante sua formacdo grandes quantidades de
agua sao incorporadas em sua rede de nanofibras, produzindo hidrogéis estaveis,

como os apresentados na Figura 2.7 [4].
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Figura 2.7: Hidrogéis de celulose bacteriana e imagens do arranjo de suas fibras.
Adaptado de [3].

2.3.2 Nanocristais de celulose (CNC)

A completa solubilizacdo das regides de menor ordenacdo das fibras de
celulose levam a obtencdo de um material com alta cristalinidade denominado
nanocristais de celulose, celulose nanocristalina ou whyskers que destacam-se por
apresentar estrutura rigida, resisténcia mecanica e propriedades 6pticas [28]. A sua
producédo ocorre pela utilizacdo de acidos minerais ou enzimas, levando a formacéao
de um material que possui estrutura tridimensional que se assemelha a bastdes,
cujas dimensbes sdo da ordem de 5-70 nm de didametro e 100-250 nm de
comprimento, para CNC produzidas por reagentes acidos [28]. A funcionalidade da
superficie das CNC deriva do tipo de acido empregado para a reacado de hidroélise
sendo que ao empregar acido sulfurico, os cristais obtidos estdo mais negativamente
carregados, enquanto que ao se utilizar acido cloridrico, resulta em materiais menos
negativamente carregados [29].

Devido as interagfes intramoleculares entre as cadeias poliméricas por meio
de ligag6es de hidrogénio e também pela alta cristalinidade, que pode chegar a 90%
para CNC produzidas a partir de algoddo, os nanocristais possuem modulo de
Young especifico similar ao Klevar® e ao ac¢o [30]. Além disso, a propriedade 6ptica
de birrefringéncia e sua capacidade de formar cristais liquidos fazem com que esse
material apresente potencial para utilizagdo como pigmento e em biosensores [31].
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2.3.3 Nanofibras de Celulose (CNF)

As nanofibras de celulose, também denominadas de celulose microfibrilada,
nanofibrilas de celulose ou microfibrilas de celulose, séo fibras de celulose onde seu
didametro se encontra em escala nanométrica entre 5-100 nm, podendo alcancar até
alguns micrometros de comprimento [32]. A CNF pode ser produzida de diversas
formas, pela utilizacdo de reagentes quimicos, ou enzimas, ou também pelo uso de
equipamentos que promovem o desfibrilamento da celulose através da acédo
mecanica e ainda por técnicas enzimatico-mecanicas [7]. O processamento de
madeira em nanofibras teve origem no fim da década de 70 nos Estados Unidos,
mas 0s pesquisadores da época descobriram que o consumo de energia para sua
producdo era muito alto e que os equipamentos utilizados entupiam, tornando
invidvel a comercializacdo do material [33]. Entretanto, a obtencéo ocorre de forma
facilitada ao utilizar-se algum tipo de pré-tratamento [19].

A CNF apresenta propriedades como a formacgédo de uma estrutura do tipo gel
em determinada concentracao, além da possibilidade de modificacdo quimica devido
aos grupos hidroxilas em sua estrutura, bem como alta razdo comprimento diametro,
o0 que infere uma grande area superficial. Além disso, as nanofibras podem ser
utilizadas na confeccao de filmes que possuem uma combinacao interessante entre
modulo de Young, resisténcia a tracdo, bem como boa transparéncia e baixa
permeabilidade ao oxigénio [4]. Na Figura 2.8 é apresentado um material composto
por CNF TEMPO oxidada.

Figura 2.8: Fotografia de uma amostra de CNF TEMPO Oxidada. Elaborada pelo
Autor.
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2.3.4 Aplicagbes da Nanocelulose

Devido suas propriedades, a nanocelulose encontra possibilidade para
aplicacdo em diferentes setores, desde a producdo de embalagens até na area de
eletrébnicos ou medicinal [34]. Devido a sua rigidez e resisténcia, tanto o0s
nanocristais (CNC) quanto as nanofibras (CNF) sdo atrativas para a sua utilizacao
como material de refor¢co. Por exemplo, as CNF podem ser adicionadas ao cimento
para diminuir sua retracdo durante a secagem e para aumentar a absorcao de som,
por isso vem sendo utilizada em substituicdo as fibras sintéticas para se adequar a
guestbes ambientais [35].

A baixa permeabilidade e a habilidade de formar um filme denso com
caracteristicas percolantes devido as ligacdes de hidrogénio, tornaram os materiais
nanocelulésicos interessantes para sua utilizacdo em filtros e embalagens,
principalmente embalagens para alimentos [36;37]. Filmes feitos a partir de
nanofibras de celulose, com ou sem adicdo de cargas inorganicas como argila ou
carbonato de calcio, podem substituir os plasticos nao-degradaveis utilizados em
embalagens [38].

Uma outra possibilidade do aplicagcdo da nanocelulose esta na producdo de
materiais eletrénicos flexiveis e de baixo peso, onde pode-se adicionar um material
condutivo como um polimero para se obter uma alta capacitancia volumétrica [39].
Existem diversos exemplos da sua utilizacdo nesse sentido, seja para a producéo de
capacitores, transistores, ou papeis eletroativos [39-41]. Na Figura 2.9 ¢é
apresentada a imagem de material compdsito, com propriedades condutoras,
formado a partir de nanofibras de celulose, glicerol, dimetilsulfoxido e poli(3,4-

etilenodioxitiofeno):poli(estirenosulfonato), ou PEDOT:PSS [42].
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)
Figura 2.9: Composito a partir de PEDOT:PSS, nanofibras de celulose, glicerol e

dimetilsulfoxido para armazenagem de energia. Acessado em [42]

Existem muitos outros exemplos de aplicagdo de nanocelulose como a
utilizacdo de BNC para producéo de alimentos ou na aplicacdo para aceleracdo da
cicatrizacdo, sensores piezoelétricos ou como suporte para um material
microeletronico, formando um dispositivo que possa ser integrado ao corpo humano
[43-45].

2.4 PRODUCAO DE NANOCELULOSE

Como comentado anteriormente, a producdo da nanocelulose em processos
top-down, ocorre apdés o preparo da biomassa lignoceluldsica a fim de separar a
celulose de sua estrutura. As diferentes técnicas utilizadas na producdo de
nanocelulose, sejam CNF ou CNC, normalmente sdo empregadas em conjunto para
uma maior eficiéncia  do processo. Para isso, pode-se utilizar diferentes
metodologias, como a utilizacdo de acidos minerais ou do reagente 1-oxil-2,2,6,6-
Tetrametilpiperidina (TEMPO) [8]. Outros métodos utilizam somente da energia
mecéanica, como os homogeneizadores e os microfluidizadores, ou enzimas que
promovam a degradacdo das moléculas que compde o material utilizado para a
obtencao da nanocelulose [46].

Henriksson e colaboradores [10], mostraram em seu trabalho a possibilidade
da producédo de nanofibras de celulose com a utilizagdo da enzima Novozym 476 e,
posteriormente, a utilizacdo de um homogenizador. Isogai e colaboradores
utilizaram, para a producao de nanofibras de celulose oxidadas, primeiramente uma

rota quimica através do reagente TEMPO e, em sequéncia, empregaram energia
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mecanica pelo uso de um ultrassom de sonda [8]. Os métodos de obtencdo da

nanocelulose por método bottom-up ndo seréo abordados neste trabalho.

2.4.1 Métodos Fisicos

Entre os diferentes procedimentos desenvolvidos para a obtencdo de
nanomateriais a base de celulose, pode-se citar o uso de microfluidizadores,
homogeneizadores, moinhos criogénicos, moinhos de bolas, ultrassonificacdo, entre
outros, que utilizam de energia mecanica para a obtencao da nanocelulose [46]. Um
dos métodos mecéanicos mais utilizados para a producdo de nanofibras de celulose
na industria € a ultra moagem, que opera com dois discos, onde um deles se
encontra estatico enquanto o outro rotaciona, promovendo a quebra das ligacdes de
hidrogénio entre as fibras pela acao da for¢a de cisalhamento [32]

Outro método mecéanico bastante utilizado faz uso de homogeneizadores de
alta pressao, onde a suspensao contendo a celulose entra em uma valvula e, pela
pressao aplicada, sai com uma velocidade elevada, colidindo contra um anel de
impacto, o que leva ao fracionamento do material [47]. Este método é considerado
eficiente para o refino devido a sua eficiéncia e simplicidade [48].

A ultrassonificacdo pode ser utilizada para a producdo de nanomateriais de
celulose. Esta técnica consiste em submeter uma suspensdo contendo celulose a
ondas ultrassbnicas (>20 kHz) para que aconteca a desfibrilacdo [49]. Isso ocorre,
pois ciclos de alta e baixa pressao levam a formacgéo de bolhas na suspenséo, onde
0 colapso das bolhas leva a formacédo de forcas hidrodinAmicas de cisalhamento,
promovendo a desfibrilacdo da fibra de celulose [50]. Diferentes pesquisadores tém
utilizado a ultrassonificacdo com intuito de isolar nanofibras de celulose, avaliando o
efeito da temperatura, concentracdo, tempo ou distancia do material a ponta da
sonda [51].

2.4.2 Métodos Quimicos

A producdo de nanocelulose utilizando somente métodos mecéanicos requer
um alto gasto energético, uma vez que a utilizacdo de homogeneizadores, por
exemplo, requer um consumo de energia que pode chegar a 70 MWh/t [52]. Assim,
muitos trabalhos foram realizados com o intuito de desenvolver uma rota alternativa

para a produgcdo de CNF ou CNC. Algumas dessas rotas recebem a denominacgéo
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de métodos quimicos, onde sdo empregados reagentes quimicos para a producao
dos materiais. Entre estes métodos, o mais utilizado s&o a hidrolise acida e a
oxidacdo via reagente TEMPO [53]. Entretanto, existem outros reagentes que
podem ser utilizados para esse propésito, como a carboxilacdo utilizando periodato-
clorito que, além de oxidar os grupos hidroxilas a grupos carboxila, promove a
abertura do anel de glicose [54]. Sulfonag&o, carboximetilagéo e quarternizagéo, séo
outros modos de modificacdo da estrutura quimica da celulose, cujas reacfes séo
mostradas na Figura 2.10 [55-57].

A hidrolise acida € um método bastante comum para a producdo de
nanocelulose onde, através da hidrolise das regides de menor ordenacdo da
celulose, leva-se a formacédo da CNC. Ao utilizar acido sulfurico para a reacao de
hidrolise acida, além de propiciar a producdo das CNC, leva a formagcdo de uma
disperséao coloidal estavel devido a esterificagdo dos grupos hidroxila [53].

A oxidagdo seletiva das hidroxilas da estrutura da celulose vem sendo
estudada desde 1993, quando Davis e Flitsch reportaram a utilizacdo do reagente
TEMPO para a oxidacdo de monossacarideos [58]. Isogai e colaborados mostram
em seu artigo de reviséo as principais caracteristica e metodos de producdo de CNF
oxidada pela TEMPO, onde afirmam que a repulséo eletrostatica e o efeito osmético
entre as fibras carregadas negativamente levam a formacdo de fibras
individualizadas de nanocelulose TEMPO oxidada (TOCN) ap6s o uso de forma

moderada de desfibrilacdo mecanica [8].
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Figura 2.10: Métodos quimicos de obtencdo de nanocelulose, a) carboxilacdo via
oxidagcdo com periodato-clorito, b) sulfonacdo via tratamento com periodato-
bissulfito, ¢) caboximetilacdo usando acido cloroacético e d) quaternizagao utilizando

cloreto de (2-3-epoxipropil)trimetilamoénia). Adaptado de [7]

A reacdo com o reagente TEMPO ocorre em um ciclo catalitico, apresentado
na Figura 2.11, com a oxidacdo do carbono C6 da estrutura quimica da celulose,
formando um grupo carboxila. Nessa reacéo, quantidades cataliticas de TEMPO e
brometo de sédio (NaBr) sdo dissolvidos na dispersdo contendo as fibras de
celulose, com o pH entre 10 e 11. A oxidacdo comeca apos a adicado de hipoclorito
de sodio (NaClO), essa reacdo ocorre como mostrado na Figura 2.11, com a
formacdo de um grupo aldeido. Esse grupo, na sequéncia, sofre uma oxidacao,
levando a formacédo do grupo carboxila. Apos a reacdo, o material passa por uma
desfibrilacdo moderada onde a CNF resultante apresenta uma boa homogeneidade,

com espessura da ordem de 3 a 5 nm e comprimento entre 2-3 um [7;8;53].
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Figura 2.11: Ciclo catalitico da oxidacdo com reagente TEMPO. Adaptado de [59]

2.4.3 Métodos Enzimaticos

Enquanto a producdo de nanocelulose por métodos fisicos requer um alto
gasto energético e a os metodos quimicos podem levar a degradacdo dos
equipamentos e sd0 mais agressivos ao meio ambiente [9], uma alternativa a essas
metodologias na producdo da nanocelulose € a utlizagdo de enzimas que
despolimerizam as cadeias de celulose para a formacao de acucares. As reacdes de
hidrolise enzimatica sdo amplamente estudadas para a producdo de etanol de
segunda geracdo [60] e, mais recentemente, alguns pesquisadores sugeriram a
utilizacdo da hidrolise de forma moderada para a producédo de CNF [61].

Em 2007, Paakko e colaboradores realizaram a sintese de NFC e géis por um
procedimento realizado em quatro etapas, onde a primeira etapa consistia de um
refinamento mecanico para maior acessibilidade das enzimas, seguido da hidrélise
enzimatica pela acdo de uma enzima endoglucanase, que no geral hidrolisa as
regibes de menor ordenacdo na fibra de celulose, uma segunda etapa de
refinamento, seguida da homogeneizacdo da suspensdo através de um
microfluidizador, produzindo NFC com espessura entre 10 e 20 nm [61].
Posteriormente, no mesmo ano, Henriksson e colaboradores apresentaram uma
estratégia similar para a producdo das nanofibras, porém, utilizaram diferentes

concentragbes da enzima e um homogeneizador de alta pressao, observando que
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durante a hidrélise enzimatica, ocorre a diminuicdo do grau de polimerizagédo e o
aumento do IC [10].

Mais recentemente, em 2018, Hu e colaboradores mostraram a possibilidade
da producdo de fibras oxidadas através da utilizacdo de enzimas [11]. Além da
endoglucanase, utilizaram outras enzimas denominadas auxiliares, como a
monooxigenase litica de polissacarideos (LPMO), que possui sinergia com a
endoglucanase melhorando a acessibilidade a estrutura da celulose [62]. Porém,
apesar de agir de forma positiva para a despolimerizacdo da celulose, a acdo da
LPMO nao consistiu na hidrolise direta da celulose, mas da oxidacdo da ligacéo
glicosidica, levando a formacédo de grupos carboxilicos na superficie das fibras [63].
Essa oxidacdo pode se dar tanto ao carbono C1 de um dos anéis da celobiose,
guanto ao carbono C4 do outro anel. Um esquema da acdo da monooxigenase €
apresentado na Figura 2.12.
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Figura 2.12: Esquema da oxidacdo da ligacdo glicosidica da celulose através da
acao da enzima LPMO. Adaptado de [11].

2.5 ENZIMAS ATIVAS EM CARBOIDRATOS

Muitos microrganismos encontrados na natureza sao aptos para a conversao
de material lignocelulésico em alimento e energia, fazendo uso de diferentes tipos de
enzimas, que atuam de forma sinérgica para a quebra da estrutura dos

polissacarideos. Assim, no inicio da década de 50 iniciou-se o estudo da utilizacao
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das enzimas do tipo celulase, que sao hidrolases que clivam as ligacdes glicosidicas
para a conversao de celulose em glicose [64].

A variedade de enzimas que podem ser utilizadas para sintetizar, modificar e
desconstruir carboidratos é vasta, dada a complexidade desse substrato. Entretanto,
foi desenvolvido um banco de dados chamado Carbohydrate-Active Enzymes
(CAZy) [65], dedicado a pesquisa e analise das informagfes bioguimicas, estrutural
e gendmica de enzimas ativas em carboidratos. Dentre as diferentes classes de
enzimas ativas, pode-se citar: glicosiltransferases, carboidrato esterases,
polissacarideo-liases, proteinas com atividades auxiliares (AA), modulo de ligacdo a

carboidratos e hidrolases de glicosideos (GHs) [64].

3.5.1 Hidrolases de glicosideos (GHSs)

Entre as classes de enzimas mencionadas anteriormente, as GHs que sdo as
principais responsaveis pela degradacdo enzimatica de polissacarideos, sao
compostas por 165 familias identificadas e promovem a clivagem das ligacdes 3-1,4
gue unem os anéis de glicose na estrutura quimica da celulose [66]. A maioria das
celulases sdo GHs e, o mecanismo dessa reacdo, pode ocorrer de dois modos
diferentes, com inversdo ou retencdo da configuragcdo do carbono anomérico. O
mecanismo com inversao, ocorre através de reacao catalitica de uma unica etapa,
onde uma molécula de agua realiza um ataque nucleofiico em um oligo ou
polissacarideo, um préton da agua é transferido a base catalitica e um préton é
transferido do acido catalitico para a clivagem da ligacdo glicosidica, esse
mecanismo esta explicitado na Figura 2.13 [64].

Quando a hidrolise ocorre por um mecanismo de retencdo de estrutura,
ocorre uma reacdo em duas etapas onde, durante a primeira etapa, um proton é
transferido para o acido catalitico enquanto um ataque ao carbono anomérico é
realizado pelo residuo nucleofilico, formando um intermediario glicosil-enzima. Na
segunda etapa, uma molécula de agua entra no sitio ativo da enzima e realiza um
ataque nucleofilico no carbono anomérico, quebrando a ligacdo do intermediario e

um proton é transferido para a base [64].



40

[?H (
OH <' H OH
OH | R X0
R~ 0 - HOR o)
HO ) + H0 HO HO

HO 2 )
0.0 04 .0 0.0
B | l l
Figura 2.13: Esquema da reacdo enzimatica de hidrélise da ligacédo glicosidica a)

com inversao e b) com retencao de configuracdo. Adaptado de [64]

2.5.2 Endoglucanase

Entre as diferentes familias que pertencem a classe das GHs, encontram-se
as B-1,4-Endoglucanases (EG). As EG sdo enzimas responsaveis por iniciar a
hidrdlise, agindo na clivagem de ligagdes B-1,4 internas da estrutura da celulose
[67]. A estrutura do seu dominio catalitico possui sitio ativo em forma de fenda, o
gue possibilita o ataque ao longo da cadeia de celulose nas regides de menor
ordenacédo, possuindo alta especificidade a essas regifes. Apesar de todas as EG
catalisarem as mesmas reacdes bioquimicas, elas podem diferir no mecanismo pelo
gual essa reacdo se da, inversdo ou retencdo, e sdo distribuidas entre 17 familias

das GHSs, possuindo estruturas terciarias unicas, porém similares [68].

2.5.3 Monooxigenases Liticas de Polissacarideos

A classificacao original na base de dados CAZy descrevia apenas enzimas
que clivavam ou formavam estruturas de carboidratos complexos, como as citadas
anteriormente. Entretanto, apds a descoberta de enzimas correspondentes as

familias GH61 e CBM 33 como enzimas com mecanismo de acao diferentes, houve
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a reclassificagdo para uma nova familia, das enzimas com atividades auxiliares (AA),
e foram denominadas como AA9 e AA10, respectivamente [69;70].

A estrutura das LPMOs é composta de uma face plana onde se encontra um
atomo de cobre (Cu*?) e utilizam do oxigénio molecular e um doador de elétrons
para oxidar diretamente a celulose no C1, C4 ou em ambos [71]. O mecanismo de
reacdo das LPMOs é chamado de combustdo enzimatica e envolve a geracdo de
radicais reativos que clivam a ligagdo C-C, deixando o carbono oxidado. As LPMOs
séo biocatalisadores dependentes de cobre que tornam a biomassa mais suscetivel
a quebra, favorecendo a hidrélise realizada pelas enzimas classicas [72].

2.5.4 Xilanase

As xilanase sédo enzimas ativas para a hidrolise da xilana e, assim como as
celulases e outras enzimas que participam da hidrdlise de polissacarideos, as
xilanases também séo produzidas por microrganismos e participam das reacdes de
despolimerizacdo da parede celular vegetal. Devido a sua estrutura complexa, a
degradacéao de xilana requer um complexo de enzimas, onde 0os componentes mais
estudados foram as endoxilanases e as [-xilosidases, sendo o alvo deste estudo
somente a primeira. Endo-B-1,4-xilanases clivam as ligacBes glicosidicas na
estrutura quimica do xilana, provocando sua despolimerizacéo [73].

Durante a atuacdo da xilanase, a xilana ndo € atacada randomicamente, as
ligacbes que sao selecionadas para a hidrélise dependem da natureza molecular do
substrato, ou seja, do tamanho da cadeia polimérica, do grau de ramificacbes e da
presenca de substituintes. A acdo das xilanase em biomassa lignocelulésica leva a
exposicdo de regibes antes ndo acessiveis anteriormente, melhorando a eficiéncia

de outras enzimas, caso seja utilizada em um coquetel enzimatico [74].
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3 OBJETIVOS DO PROJETO DE PESQUISA

Em vista da revisao bibliografica apresentada, este estudo teve como objetivo a
sintese e caracterizacdo de nanofibras de celulose oxidadas a partir de bagaco de
cana-de-acUcar. Para isso, a biomassa utilizada foi pré-tratada pela acdo de uma
solugdo contendo clorito de sodio e outra contendo hidroxido de potéassio,
sucessivamente. Em seguida foi utilizada a acdo conjunta de trés diferentes
enzimas: endoglucanase ThCel7B, xilanase TcXyn1l0A e monooxigenase litica de
polissacarideos da familia AA9. Essas enzimas atuam hidrolisando, ou oxidando no
caso da LPMO, as ligacdes na molécula de celulose, facilitando o processo de
desfibrilacdo. Finalmente, a desfibrilacdo se deu pela acdo de um ultrassom de
ponteira, diminuindo as dimensdes das fibras de celulose. O material obtido foi
comparado com uma amostra de nanocelulose fibrilada produzida pela rota
tradicional (TEMPO).

Obijetivos especificos:

- Pré-tratamento do bagaco de cana-de-acUcar e caracterizacdo de sua
composicao

- Obtencédo de nanofibras de celulose oxidadas através da acdo conjuntas das
enzimas citadas, com posterior uso de ultrassom de ponta.

- Caracterizacdo das amostras obtidas por técnicas diferentes (DRX, FTIR, TG,
MEV, XPS e Condutimetria).

- Comparacéao das analises realizadas com o material obtido pela rota tradicional
(TEMPO).
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4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia de producdo da NFC oxidada pela acé&o de trés diferentes
enzimas é descrita a seguir. Os resultados obtidos com a NFC obtida através desta
metodologia serdo comparados com os resultados da NFC oxidada pela acéo do
reagente TEMPO. O esquema apresentado na Figura 4.1 mostra, etapa a etapa,
como foram realizadas as reacdes para a producéo das amostras de NFC.

Bagaco de
Cana-de-Agucar

|

Lavagem e moagem

Deslignificagc&o

’—- Reagé&o Enzimatica |—| Ultrassom |—| Produto

| — | Polpa de Celulose
Tratamento KOH

Deslignificag&o \_
| Reagdo TEMPO |—| Ultrassom |—| Produto

Tratamento KOH | —

Figura 4.1: Esquema etapa a etapa para a producao dos materiais.

4.1 ENZIMAS UTILIZADAS

As enzimas utilizadas neste trabalho, endoglucanase ThCel7B, xilanase
TcXyn10A e a LPMO da familia AA9, foram produzidas pelo Grupo de Biotecnologia
Molecular do Instituto de Fisica de S&o Carlos, em colaboracdo com o Professor Igor

Polikarpov.

4.2 PROCESSO DE PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

Como comentado anteriormente, o bagaco de cana-de-acUcar é composto
majoritariamente por lignina, hemicelulose e celulose. Para obter um material com
maior porcentagem de celulose em sua composi¢cdo, ou seja, para promover a
remocdo dos outros componentes, o material foi submetido a um pré-tratamento

com clorito de sodio e hidroxido de potassio, que causam a solubilizacdo dos
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componentes ndo celuldsico ou o inchago da fibra. Esta etapa de pré-tratamento foi
realizada em colaboragcdo com o Professor Antonio José Felix de Carvalho, da
Escolade Engenharia de Sao Carlos, seguindo o procedimento da referéncia [75].
Esta etapa de pré-tratamento foi conduzida seguindo as especificacdes descritas a
seguir, onde foram realizadas por duas vezes a etapa com utilizacdo de clorito de
sédio, etapa chamada de deslignificacdo, e duas vezes a etapa com utilizacdo de
hidréxido de potassio, alternando-se entre estes. O bagaco utilizado neste trabalho
foi previamente lavado, seco e moido em moinho de facas com peneira de 20 mesh.

Em um béquer, foram adicionados agua destilada (0,4 L) e clorito de sédio
(5,2 g), o pH foi ajustado para 4,0 com a adicdo de acido acético glacial, em seguida
foi adicionado o bagaco ja seco (5,0 g). Em banho-maria, a solucéao foi colocada sob
agitacdo magnética e aquecida a temperatura de 65 °C por uma hora. Em seguida, o
material foi filtrado em um sistema a vacuo.

O material obtido apos a filtracao foi colocado em um béquer onde adicionou-
se agua destilada (0,6 L) e hidréxido de potéassio (12,0 g). A solucéo foi mantida sob
agitacdo magnética em banho-maria com temperatura de 85 °C por duas horas. Em
seguida, o material foi filtrado em sistema a vacuo.

O material obtido apos a filtragdo passou novamente pela reacdo de
branqueamento descrita anteriormente, utilizando agua destilada (0,4L), clorito de
sédio (5,2 g), o pH ajustado a 4,0 com acido acético glacial, temperatura de 65 °C e
tempo de reacdo de 1 hora. O material obtido foi filtrado em um sistema a vacuo.
Em seguida, o material foi colocado em um béquer com agua destilada (0,6 L) e
hidroxido de potassio (30,0 g). A solucdo foi mantida sob agitacdo magnética em
banho maria com temperatura de 85 °C por duas horas. Em seguida o material foi

filtrado em sistema a vacuo até pH neutro.

4.3 OBTENCAO DE NANOFIBRAS DE CELULOSE VIA ENZIMATICA

Para a producdo de nanofibrilas de celulose que sejam consideradas mais
ecoldgicas e que possuam uma razao alta comprimento/diametro e grupos oxidados,
foi utilizada uma estratégia da utilizacdo de trés diferentes tipos de enzima; a
Endoglucanase, a Xilanase e a Monoxidase Litica de Polisacarideos (LPMO). Estas
enzimas atuam de forma sinérgica, onde a endoglucanase tem como funcdo quebrar

as ligagdes entre as fibras de celulose nas regides de menor ordenagéo, a xilanase



a7

atua principalmente na quebra das moléculas de hemicelulose na cadeia e, a LPMO,
atua na hidrélise da ligacdo glicosidica onde ocorre a formacdo de um grupo
carboxilato. Apos a reacdo, as fibras sdo finalmente separadas com a utilizacdo de
um ultrassom de sonda. O processo completo € descrito com detalhes a seguir.

Para a reacdo com as enzimas do material obtido da etapa de pré-tratamento,
foi utilizada uma proporcdo de 1 mg de cada enzima para 1 g de substrato. Assim,
em um frasco Erlenmeyer de 50 mL, adicionou-se Endoglucanase (10,0 uL; 2,0
mg/mL), Xilanase (4,0 uL; 5,0 mg/mL), LPMO (10,6 uL; 1,9 mg/mL), além de 1 g do
substrato, neste caso o0 bagaco de cana-de-acUcar submetida a etapa de pré-
tratamento. Para que ocorresse a doacao de elétrons para a oxidacao realizada pela
enzima LPMO, foi adicionado acido ascoérbico na concentracdo de 1 mM. A reacao
foi realizada em tampao fosfato 50 Mm a pH 5,0, sendo a massa do substrato igual a
1% do volume de tampéao utilizado, com temperatura de 50 °C e agitacdo. Dois
conjuntos de experimentos foram realizados com periodos diferentes de tempo, 3
horas e 24 horas. Além disso, as reacdes realizadas foram feitas em paralelo com
reacdes controle, em um total de sete amostras controle. Trés destes com somente
duas enzimas, trés com somente uma enzima e o ultimo com nenhuma enzima.

Apbs o procedimento descrito anteriormente, o frasco foi aquecido a 95 °C por
15 minutos para a deshaturacdo das proteinas do meio e, consequentemente, a
reacdo seja cessada. Em seguida, foi separado o material solido do seu
sobrenadante, o qual foi guardado em camara fria, a temperatura de 4 °C, enquanto
gue o material solido é redisperso em uma solucdo de HCI 0,1 M. A seguir, a fracédo
sélida passou por etapas de centrifugacdo e descarte do liquido separado, com
posterior lavagem com agua destilada, até que o pH se se encontra proximo a 6,0.
Enfim, o material foi levado a um ultrassom de sonda, por 20 minutos com pulso de
dois segundos e intervalo de 0,5 segundos, a 30% de amplitude para que ocorresse

a desfibrilacéo.

4.4 OBTENCAO DAS NANOFIBRAS DE CELULOSE VIA REAGENTE 1-OXIL-
2,2,6,6-TETRAMETILPIPERIDINA (TEMPO)

As nanofibras de celulose produzidas a partir desta metodologia sédo de
interesse para a comparacdo com as nanofibrilas produzidas pela via enzimatica,

pois ambas as técnicas produzem fibras que possuem um grupo oxidado ligado a
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sua estrutura. Na reacdo com a 1-oxil-2,2,6,6 tetrametilpiperidina (TEMPO), brometo
de sddio e hipoclorito, o carbono que se encontra fora do anel glicosidico na
estrutura da celulose é oxidado de uma hidroxila para um acido carboxilico. A seguir,
€ detalhado o processo completo desta etapa.

Adicionou-se o reagente TEMPO (0,025 g) e brometo de so6dio (0,25 g) ao
material obtido da etapa de pré tratamento (2,0 g) suspenso em agua destilada (0,15
L). A solucdo foi colocada sob agitacdo magnética a temperatura ambiente e, em
seguida, uma solucdo de hipoclorito de sodio (0,13 L, 2% v/v; pH: 10) foi adicionada
lentamente a suspensao. Enquanto a reacao ocorria, o0 pH foi monitorado e mantido
em torno de 10,5 com a adi¢cao de hidréxido de sodio (0,5 M). Apés duas horas de
reacdo, a solucdo obtida foi filtrada, o material lavado, suspenso em &agua e
colocado em um ultrassom de sonda, a 30% de amplitude durante 5 miutos, para a

formacdo de uma dispersdo do material.

4.5 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS OBTIDOS
4.5.1 Composicdo Quimica

As amostras de materiais lignocelulésicos, antes e ap0s as etapas de pré-
tratamento, foram caracterizadas quanto a sua composicdo quimica de acordo com
0s protocolos estabelecidos por Rocha e colaboradores [76] e validada por Gouvea
e colaboradores [77] com algumas adaptacdes realizadas pelo Prof. Dr. George
Jackson do Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol. Este
procedimento requer a hidrdlise quimica total com o acido sulfurico concentrado e
padronizado, garantindo a eficiéncia do processo.

Inicialmente, o material a ser analisado, seja ele o bagaco in natura ou o
material obtido apdés alguma etapa de pré-tratamento, foi adicionado em um
Erlenmeyer (1,0 g) de 100 mL em um banho termostatizado a 45 °C, adicionou-se
acido sulfurico (10 mL; 72%) ja na temperatura adequada e amostra foi agitada por 7
minutos. A seguir, adicionou-se agua destilada (50 mL) e a amostrado foi agitada e
transferida a outro Erlenmeyer de 500 mL, enquanto que, com a utilizacdo de uma
pisseta, o Erlenmeyer inicial foi lavado com agua destilada (225 mL) e a agua dessa
lavagem foi transferida ao ultimo recipiente. Em seguida, este foi autoclavado a
121°C por 30 min.
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ApOs a descompressdo da autoclave, os frascos foram resfriados a
temperatura ambiente, filtrados em papel filtro quantitativo que possui quantidade de
cinza pré-determinada (0,00021 g) e foram secos a 105 °C em estufa por 2 h. O
Erlenmeyer foi lavado até o preenchimento do baldo volumétrico de 500 mL, o qual
foi reservado para posteriores andlises de acUcares, lignina soltvel e produtos de
degradacéo.

4.5.1.1 Determinagéo da concentracéo de Lignina

A determinacdo da concentracdo de lignina em um material lignocelulésico é
feita tanto através da fracdo solida quanto da fracdo liquida obtidas da reacdo de
hidrolise com &cido sulfurico. O papel de filtro contendo a fracdo sélida, apos
secagem em estufa a 105 °C, teve sua massa medida e esse valor sera denominado
M. O material, entéo, é transferido para cadinhos de porcelana e calcinado em mufla
a 800 °C por 2 h. ApGs a queima, foi obtida a massa das cinzas, denominada Mc,
gue é comparada com a massa do bagaco seco, denominado My, juntamente com a

M, através da equacgéo 1.

M;— M¢
b

% de Lignina Insolivel = x 100% (1)

Por outro lado, a fracdo soluvel em acido € determinada a partir de uma
analise da absorbancia a 280 nm em um espectrofotbmetro UV-visivel (Perkin Elmer
— Lambda 25). Para isto, foi colocada a amostra (5,0 mL) apos hidrolise acida em um
baldo volumétrico de 100 mL, juntamente com agua destilada (50 mL) e hidroxido de
sédio (2 mL; 6,5 mol/L). Esta medida considerou a influéncia da absorcdo devido a
possivel presenca de furfural e 5-hidroximetilfurfural e a concentracdo de lignina

soluvel é dada pela equacéao 2.

Ciig = 0,04187x{As50nm — [(Crursx eFurf) — (Cypr x eHMF)] } — 0,0003279 2

onde, Cig : Concentracdo de lignina sollavel no hidrolisado (g.L™); Absortividade da
lignina : 0m04187; Coeficiente linear da absortividade da lignina : 0,0003279; Azsonm :
Absorbancia do hidrolisado em 280 nm; euvr : Absortividade do hidroximetilfurfural
(114 L.g'cm?); erur - Absortividade do furfural (146,85 L.g'cm™?); Cume
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Concentracéo de hidroximetil furfural no hidrolisado (g.L™?) e Crur: Concentragdo de

furfural no hidrolisado (g.L™?)

Finalmente, a concentracdo final de lignina encontrada no material ¢ dada

pela equacéo 3.

%Lignina Total = %Lignina Solavel + %Lignina Insoltvel 3)

4.5.1.2 Cinzas Totais

Para a determinacdo da concentracdo de cinzas do bagaco in natura e do
material obtido em cada etapa, a amostra (1,0 g) é colocada em cadinhos de
porcelana e foram calcinadas a temperatura de 800 °C por 3 h em uma mufla, com
rampa de aguecimento programada para 1 h a 200 °C, 1 h a 400 °C e 2 h a 800 °C.
Posteriormente, ap0s o resfriamento, a massa foi aferida e a % de cinzas foi

determinada pela equacao abaixo 4.

. massa de cinzas obtidas
%cinzas = — x 100% 4)
massa seca inicial

4.5.1.3 Furfural

A determinacdo da presenca de furfural nas amostras foi realizada por
cromatografia liquida de ultra altaeficiéncia (Termofisher, modelo Ultimate 3000), em
uma coluna C18, utilizando como solventes o tampéao fosfato de sodio (10mM; ph
2,6) e acetonitrila na proporcdo de 19/1 (tampdao/acetonitrila) a uma vazéao de 1
mL/min a temperatura de 25 °C. Os compostos foram detectados na presenca de um

detector UV-visivel em 276 nm.

4.5.1.4 Carboidratos, hidroximetilfurfural e acidos organicos

O material hidrolisado obtido da metodologia de caracterizagdo, descrita
anteriormente, do bagaco in natura e das amostras tratadas, ou seja, 0s agucares,
acidos organicos e hidroximetilfurfural, foram analisados pelo método cromatografico
com o uso de um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC - Waters Alliance

€2695), equipado com detector de indice de refracdo para glicose, xilose, arabinose,
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mnosacarideos e &cido acétio, e detector ultravioleta para lignina soltvel. A coluna

utilizada foi Aminex HPX 67 H (exclusdo de ions).

4.5.2 Produtos de Oxidacéo

Foi realizada uma analise dos produtos obtidos através da reacdo da biomassa
frente as enzimas utilizadas para verificar quais moléculas, oxidadas ou nao, estao
presentes no sobrenadante da amostra apdés o aquecimento da solucdo onde
ocorreu a reacdo enzimatica. Para isso, 0 sobrenadante da reacdo é separado,
centrifugado para remocéao de possiveis fibras maiores e, posteriormente, analisado
por método cromatografico utilizando um cromatégrafo de troca anibnica de alta
eficiéncia acoplada com deteccéo eletroquimica por amperometria pulsada (HPAE-
PAD) equipado com uma pré-coluna e uma coluna de troca anibnica CarboPac
PA10 (Dionex ICS 5000, ThermoFisher). Como fase mével foi utilizada uma solugéao
de hidroxido de sédio 400 mM com fluxo de 1,0 mL. min? com gradiente de
concentragéo (16 — 400 mmol/L) por 30 min. Os cromatogramas das amostras foram
comparados com os padrdes de produtos oxidados e ndo oxidados provenientes da
hidrolise da celulose e hemicelulose com grau de polimerizacéo baixo, como glicose,

celobiose, triose, etc.

4.5.3 Difracdo de Raios-X

A celulose € um material semicristalino, constituido de regiées de menor
ordenacéo estrutural e regiées de maior ordenacédo estrutural. Através da técnica de
Difracdo de Raios-X (DRX) podemos avaliar a cristalinidade de uma amostra
seguindo procedimentos de deconvolucdo dos drifratogramas utilizando softwares
especificos para este fim [78]. As amostras, previamente suspensas em agua, foram
colocadas em um estufa a 35 °C por dois dias para que a agua evaporasse e um
filme do material fosse formado, esse filme foi utilizada como amostra para a
aquisicdo de dados de difracdo. As andlises foram realizadas utilizando um
equipamento Rigaku Miniflex 600, com radiagdo Cu Ka (A = 1.5406 A) a temperatura
ambiente, operando a 40 kV e 15 mA. A varredura 20O foi realizada entre os angulos
de 5° e 60° com passo 0.05° e exposicdo de 15 s. Os dados obtidos foram
analisados através do software PeakFit®, onde foi realizada a deconvolugdo dos

picos seguindo 0 mesmo procedimento realizado por Park e colaboradores [78].
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Essa andlise leva a deconvolucdo do difratograma de celulose em 6 picos, sendo
cinco desses picos referentes a regido de maior ordenamento e um, na posicéo 20,5
°, referente a regidao de menor ordenamento. A partir desses dados, pode-se calcular
a area da regido de cada pico e, consequentemente, pode-se determinar o IC do
material através da equacado 5, onde %Cristalinidade é a cristalinidade do material,
areamn € a area do pico referente a regido de menor ordenagdo e areaiwta € a

somatéria das areas de todos 0s picos observados.

1 Py area,mi
%Cristalinidade = areaﬂ 5)
total

4.5.4 Espectroscopia no Infravermelho

Como ocorre uma reacdo de oxidacdo devido a presenca de uma enzima
oxidante durante a reacao, espera-se que existam diferencas na estrutura quimica
das fibras pés-modificacdo. Da literatura, sabe-se que acidos carboxilicos
apresentam uma banda intensa e larga na regido entre 3300-2500 cm, devido ao
estiramento da ligacdo O-H. Nessa regido, também é possivel observar uma banda
referente a um estiramento da ligacdo C-H. Também dos acidos carboxilicos, &
possivel observar uma banda intensa na regido entre 1760-1690 cm™ referente ao
estiramento C=0 do acido carboxilico.

Assim, as amostras previamente suspensas em agua, foram deixadas em estufa
a 35 °C por dois dias para que a agua evaporasse e um filme do material fosse
formado. Este filme foi utilizado como amostra para a aquisicdo de dados de
Espectroscopia no Infravermelho utilizando um espectrémetro Nicolet 6700 (Thermo
Fischer) entre 650 e 4000 cm™.

4 5.5 Condutimetria

A fim de determinar a concentracdo dos grupos funcionais produzidos pela
modificacdo que ocorreu depois da oxidacao, utilizou-se da andlise condutimétrica.
Através da mudanca de condutividade pela adicdo de uma solucdo acida a solucéo
contendo o material obtido, calcula-se a concentracdo de grupos carboxilatos. Para
isso, foi realizado uma titulagcdo condutimétrica como indicado no artigo de revisao
apresentado por Foster e colaboradores [79], onde uma suspensao contendo o

material produzido (35 mgq) foi dispersa em agua destilada (49,3 mL), entdo adiciona-
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se uma solucdo de hidréxido de sédio (0,2 mL; 0,1M) e uma solucédo de cloreto de
sédio (0,5 mL; 0,01 M). A seguir essa solucdo € deixada em agitacdo por 30 minutos
para estabilizacdo, entéo titulasse com &cido cloridrico (5 pL), esperando de 30 a 60
s para estabilizacdo antes de uma nova adi¢cdo. Apos o ponto de equivaléncia, um

excesso de acido cloridrico foi adicionado.

4.5.6 Microscopia Eletronica de Varredura

Aas amostras obtidas foram analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura
em um microscépio ZEISS modelo SIGMA equipado com canhdo de elétrons por
emissao de campo (MEV-FEG), com o objetivo de investigar a morfologia do
material produzido. Para a realizacdo dessa analise, uma amostra da suspensao do
produto final foi diluida para uma concentracdo de 0,01% massa/volume. Em
seguida, adicionou-se essa suspensao (10 pL) sobre a superficie de um substrato
de silicio previamente preparado. Os substratos, contentando a amostra, foram
deixados para secar e, antes de coloca-los no microscopio, foi feita deposicdo com

ouro, durante 10 segundos.

4.5.7 Termogravimetria

Com a finalidade de examinar a estabilidade térmica das amostras foi
realizada através de analises termogravimétricas, onde monitorou-se a variacao de
massa do material em funcdo da temperatura em um ambiente de atmosfera
controlada. As andlises foram realizadas em um equipamento de analise
termogravimétrica modelo STA 409C — NETZSCH em atmosfera com fluxo de ar
sintético e argbnio de 10 mL/min e taxa de aquecimento de 10 °C/min a partir da
temperatura ambiente até 600°C aproximadamente. As amostras analisadas eram
filmes produzidos a partir da suspensdo em agua do produto fina, que foram
deixadas em estufa a 35 °C por dois dias para que a dgua evaporasse e ocorresse

sua formacéao.

4.5.8 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

Para caracterizar as espécies quimicas presentes na superficie das amostras,
foram realizadas medidas do espectro de alta resolugcdo dos elementos constituintes

das amostras por XPS. A aquisi¢cao do espectro foi realizada em um equipamento da
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Scienta Omicron modelo ESCA+ equipado com um analisador hemisférico EA125 e
uma fonte de raios-x monocromatica Xm1000A (kA=1486,7 eV). A fonte de raios-x
foi utilizada com uma poténcia de 280W e um modo de energia de passagem
constante de 50 eV. A medida do espectro survey foi realizada com passo em
energia de 0,1 eV enquanto os espectros de alta resolucdo foram obtidos com uma
resolucdo de 0,05 eV. A andlise dos dados foi realizada pelo software CasaXPS
(versédo 2.3.16) [80], onde o background em espectros de alta resolucéo é calculado
pela funcdo Shirley. Os efeitos de carga foram corrigidos usando o pico de carbono
1s em 284,8 eV do carbono adventicio presente na superficie das amostras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 COMPOSICAO QUIMICA

O trabalho teve inicio com a preparagao do bagaco in natura para a realizacao
da reacdo enzimatica. Para isso, realizou-se o procedimento descrito anteriormente
na secdo de materiais e métodos, adaptado de Grande e colaboradores [75], onde
cada etapa teve como objetivo diminuir a concentracdo dos outros componentes da
biomassa que ndo sejam a celulose. A Tabela 5.1 apresenta os valores finais
encontrados, em porcentagem para a lignina total, cinzas, hemicelulose e celulose,
bem como o rendimento em massa da celulose obtida do inicio do processo até a
etapa em questao.

Os outros componentes da matriz celulésica, como xilana e lignina, podem
blindar a celulose da acdo das enzimas como a LPMO e a endoglucanase e, ao
analisar as amostras apo0s cada etapa, observa-se que a concentracado final de
lignina na amostra era baixa, aproximadamente 1,3%, quando comparada com a
concentragdo dos outros componentes e com sua concentracao inicial,
aproximadamente 21% em massa seca do material. Além disso, apesar da
concentracdo de hemicelulose ser relativamente alta, no coquetel de enzimas
utilizadas temos uma enzima xilanase, que promove a quebra desse componente,
além de poder agir de forma sinérgica com as outras enzimas. Assim, nao é
esperado que haja problema para a reacdo enzimatica com a composi¢cdo com as

proporcdes apresentadas pelo material decorrente dos tratamentos realizados.

Tabela 5.1: Composicdo quimica e rendimento dos materiais lignocelulosicos (em
%). Onde Etapa 1 e 3 sdo as utilizac6es de Clorito de Sodio e as Etapas 2 e 4 séo

as utilizacdes de Hidroxido de Potassio

In Natura Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
Celulose 37,8+0,1 46,0 £0,3 68,4 +£0,5 68,0 £ 0,5 759+35
Hemicelulose 22,2+0,1 239+0,1 21,0+£0,1 18,3+0,1 11,7+0,4
Lignina 21,1+0,1 6,0+0,7 2,9+0,45 1,3+0,05 1,3+0,1
Cinzas 52+0,6 1,0£0,1 0,6+0,3 0,4 +0 ,01 0,6 +£0,03
Total 86,3+0,2 76,9+0,2 92,9+0,2 88,0 £0,2 895+1,4
Rendimento - 80,6 55,6 545 43,0
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Como o intuito deste trabalho foi a produgéo de nanofibras de celulose, nao
estendemos a caracterizacdo das amostras nas etapas iniciais, somente a

comparacao entre o material antes e apés a reacdo enziméatica.

5.2 PRODUTOS DE OXIDACAO

Um indicio do sucesso da reacao de oxidacdo das moléculas de celulose pela
utilizacdo da enzima LPMO ¢ verificado através da observacao das moléculas que
compdem o sobrenadante das amostras do procedimento realizado. Isso pode ser
feito através de um cromatégrafo de troca idnica, onde as moléculas que possuem
algum estado de oxidacao, sofrem maior atracdo com a coluna e ficam retidas por
mais tempo. As moléculas menores e sem carga sofrem uma menor atracdo e saem,
levadas pela fase movel, primeiro durante a analise. Na Figura 5.1, & apresentada
uma comparacdo das reacdes realizadas com os padrdes dos produtos sollveis
para esses carboidratos.
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Figura 5.1: Cromatograma dos padrfes e dos produtos sollveis de oxidac&do. onde
a) padrao para xilose (X1) e xilo-oligosacarideos (de X2 a X6) b) padréo para glicose
(C1) e oligossacarideos (de C2 a C6); c) é a reacao realizada por 3 horas; d) é a

reacao por 24 horas e e) € um padrdo de acido ascorbico
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Da Figura 5.1 observa-se que as reacfes de hidrélise da biomassa frente a
acao das enzimas levaram a formacao de diferentes produtos como xilose, xilobiose,
xilotriose, glicose, celobiose, celotriose, que podem ser identificados se comparados
com os padrdes. Ao analisar a regido proxima dos 23 minutos nos cromatogramas,
observa-se sinais que ndo estdo relacionados com os padrfes apresentados na
figura, esses sinais sdo dos produtos obtidos através da oxidacdo realizada pela
enzima LPMO [81]. Também é possivel perceber o aumento da intensidade do sinal
para a reacao apos 24 horas em relacao a reacédo realizada por 3 horas.

Através da Figura 5.2, podemos observar as diferentes reacdes que foram

realizadas para controle da acéo das enzimas.
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Figura 5.2: Reacdo enzimatica realizada por 24 horas e seus controles. Onde a)
reacdo com as trés enzimas; b) reacdo com endoglucanase e LPMO; c) reacdo com
endoglucanase e xilanase; d) reacdo com xilanse e LPMO; e) reacdo com
endoglucanase somente; f) reacdo com xilanase somente; g) reacdo com LPMO

somente e h) nenhuma enzima utilizada.

De imediato, pode-se observar que agdo conjunta das trés enzimas leva a um
sinal de maior intensidade para o sinal reference a glicose e xilose (C1 e X1) quando

comparado com as reacdes controle dispostas abaixo na Figura 5.2, indicando que,
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ao atuarem simultaneamente, ocorre um aumento na eficiéncia catalitica na hidrolise
da biomassa. Além disso, pode-se inferir que mesmo a acdo da xilanase e a
oxidacao realizada pela enzima LPMO apresentam uma maior eficiéncia, em bom
acordo com a literatura [62;82;83].

Outras peculiaridades que a remocdao, ou adi¢cdo, de cada enzima causa em
cada reacdo podem ser observadas nos cromatogramas. A comparacéo é feita para
a reacao de 24 horas, onde esperava-se encontrar 0 maximo de produto solavel
proveniente do procedimento. Para as amostras de controle “f" e “g”, reacdes
somente com xilanase ou LPMO respectivamente, nota-se que nao ha nenhum sinal
distinto referente a moléculas menores, como glicose, comparado com as outas
amostras. Mesmo na regiao caracteristica das moléculas oxidadas, observa-se uma
diferenca significativa entre as reacdes controle, conforme mostra a Figura 5.2.
Comparada com os dados apresentados na Figura 5.3, observa-se que existe uma
maior concentracao de produtos para a reacao principal, onde estao as trés enzimas
gue foram utilizadas. Além disso, é possivel observar que a atuacdo da
endoglucanase é fundamental para que a reacéo ocorra de forma efetiva, pela acéao
conjunta dessas enzimas, ocorrendo maior oxidacdo nas fibras de celulose do

material inicial.
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Figura 5.3: Destaque da regido dos oxidados da figura 5.2. Onde a) reacdo com as
trés enzimas; b) reacdo com endoglucanase e LPMO; c) reacdo com endoglucanase
e xilanase; d) reacdo com xilanse e LPMO; e) reagcdo com endoglucanase somente;
f) reacdo com xilanase somente; g) reacdo com LPMO somente e h) nenhuma
enzima utilizada.

Da Figura 5.3, destaca-se a regiao dos produtos oxidados que foram obtidos
da reacdo apls 24 horas, a reacdo com maior intensidade. Ao comparar com 0S
controles que estdo apresentados na mesma figura, a reagao “a@”, que contém as
trés enzimas, apresenta mais picos e com maior intensidade do que aqueles que se
encontram nas outras amostras. Outros trabalhos da literatura jA apresentaram
cromatogramas com informacgdes acerca dos produtos sollveis [81;84;85], porém, a
comparacao entre esses trabalhos com os cromatogramas aqui apresentados néo é
feita de forma linear uma vez que o tempo da analise pelo cromatografo é diferente.
Entretanto, da analise destes resultados pode-se perceber o mesmo perfil de
retencdo ao apresentado na Figura 5.3, indicando que essa regidao seja referente
aos produtos oxidados de oligossacarideos de C1 a C4.

Em resumo, estes dados mostraram que, com o aumento do tempo de
reacao, ocorre um aumento na concentracdo de produtos solUveis no sobrenadante.
Além disso, ao utilizarmos mais de uma enzima para a rea¢do, ocorre um aumento
da concentracdo de produtos, ou seja, a acdo das enzimas em conjunto apresenta
uma melhor eficiéncia que a utilizacdo de cada enzima de forma separada, ou

mesmo em duplas.

5.3 DIFRACAO DE RAIOS-X

Na Figura 5.4, é apresentado o difratograma de raios-X da amostra referente
a reacdo por 3 horas, assim como seus picos deconvoluidos. Observa-se picos de
difracdo caracteristicos da estrutura cristalina para uma amostra de nanocelulose
guando comparada com a literatura [79]. A primeira regido, em aproximadamente
16°, é formada pela sobreposicdo da difracdo de dois planos (110) e (-110), a
segunda regido € relacionada a difracdo do plano (200) e do plano (021)
sobrepostos, além da componente amorfa da amostra. Proximo a regido de 35 ©,

encontra-se o Ultimo pico da estrutura da celulose referente ao plano (040).
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Os dados obtidos a partir dos difratogramas de raios-X sao apresentados na
Tabela 5.2, onde foram comparados o indice de cristalinidade (IC) das amostras das
reacdes de 3 e 24 horas, além da amostra TEMPO oxidada e de uma ultima
amostra, chamada controle, que representa 0 mesmo processo de producao que as
amostras das reacdes enzimaticas porém sem a adicdo de enzimas, como uma
reagcao “em branco”. Apds a deconvolugéo dos picos obtidos dos difratogramas, foi

analisado o IC através da equacdo 5 anteriormente apresentada.
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Figura 5.4: DRX do material obtido para a amostra relativa a 3 horas e seus picos
deconvoluidos e indexados, onde a) difratograma da amostra, b) plano (110), c)

plano (-110), d) plano (200), e) plano (021), f) componente amorfa e g) plano (040).

Pode-se observar através dos dados apresentados que ndo ha uma diferenca
significativa no IC, entretanto, a amostra referente a reacdo de 24 horas apresentou
uma menor IC em comparagdo com a amostra referente a reacdo de 3 horas. Este
resultado ndo era esperado para o0 procedimento utilizado pois, como a
endoglucanase hidrolis principalmente regides de menor ordenacdo, esperava-se
um aumento da cristalinidade do material com o aumento do tempo de reacao, isto
pode ter acontecido devido a acédo da LPMO que cliva regides de maior ordenacéo,
transformando em um sitio preferencial para a endoglucanase. Outras analises séo
necessarias para melhor entender esse resultado, assim este dado sera abordado

novamente em momento oportuno.
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O IC das amostras produzidas com a utilizagdo de enzimas e com a utilizacao
do reagente TEMPO nao apresentou uma diferenca significativa. Era esperado que
o IC das amostras obtidas com a acdo das enzimas fosse maior, uma vez que a
oxidacdo TEMPO nao tem acao sobre a estrutura cristalina da celulose. A acdo das
enzimas deveria aumentar o IC devido a solubilizacdo das regides de menor

ordenacao.

Tabela 5.2: indice de cristalinidade obtido para as amostras através da andlise da
deconvolucéo dos difratogramas de raios-X.

Amostra indice de Cristalinidade (%)
Reacdo 3 horas 7243
Reacéo 24 horas 651

Controle 69+2

TEMPO 68+1

5.4 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A molécula de celulose, assim como outras moléculas, possui vibraces
especificas na regido do infravermelho que podem ser verificadas para confirmar
sua estrutura quimica. Ao modificar as ligacOes através da oxidacdo do material,
muda-se o fingerprint da molécula e, entdo, pode-se comparar o produto final de
uma reacdo com o seu material inicial e identificar as diferencas que ocorreram.
Para este trabalho, a mudanca na estrutura quimica que se busca observar € a do
grupo carboxilato, cuja vibracédo ocorre na faixa entre 1760-1690 cm™. Na Figura 5.5
sdo apresentados os espectros de infravermelho para as amostras referentes a
reacdo por 3 e 24 horas, além da amostra controle.

De imediato, ndo é possivel afirmar se existe diferenca estrutural entre as
amostras. Porém, observa-se que existe um pequeno ombro na regido que
caracteriza a presenca do grupo carboxilato. Da literatura, sabe-se que a vibracao
deste grupo, em geral, apresenta um alta intensidade, porém salienta-se que néo
existem tantas modificacbes em relacdo a concentracdo total de celulose. Além
disso, o fato do grupo modificado estar posicionado no carbono C1 do anel pode
levar a um menor grau de liberdade de movimento para a molécula, o que diminuiria
a intensidade do sinal. Ainda nas Figuras 5.5b e 5.5¢, temos em destaque a regiao
onde ocorreu a modificacdo e a comparacédo com o trabalho de Hu e colaboradores

[86], mostrando resultados similares quando a mesma metodologia foi utilizada.
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Figura 5.5: a) espectro de Infravermelho para as rea¢gdes com 3 horas e 24 horas e
para o controle, b) destaque da regiéo relativa a carboxila e c) adaptado de [11] para
comparacao.

5.5 CONDUTIMETRIA

Em um meio aquoso, o grupo carboxilato resultante da reacdo de oxidacao,
se comporta como um acido fraco, ou seja, a dissociacao do hidrogénio desse grupo
ocorre com maior dificuldade. Em termos de condutividade, ao adicionar uma
solucdo de um acido forte em uma solucdo contendo uma base forte, observa-se
primeiramente um decréscimo na condutividade do meio conforme ocorre a reagao
de neutralizacdo com formacéo de agua e sal, até que a condutividade chega a seu
valor minimo [87].

Apés a neutralizacdo da solucdo, conforme adiciona-se mais da solucéo
acida, o excesso de protons no meio promove um aumento da condutividade. Um
acido ou base fraca, diferentemente, ndo possui a mesma mobilidade proténica, ou
seja, ao adicionar-se uma solucdo de uma base forte a uma solucdo contendo um
acido fraco, a condutividade no meio ndo tera alteracdo significativa. Assim é
possivel calcular a concentracdo da base ou do acido fraco em solugédo através
dessa regido sem mudanca de condutividade [79]. No grafico da Figura 5.6,
referente a amostra de 24 horas, observa-se a regido onde ocorre essa constancia
para a condutividade.
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Figura 5.6: Variagdo da condutividade em relagédo ao volume de acido adicionado
para a reacao de 24 horas.

Como mostrado no gréafico da Figura 5.6, para determinar a concentracao de
grupos oxidados, primeiro deve-se criar retas de tendéncia para as regides lineares
gue sao referentes primeiramente ao pH basico e, em seguida, ao pH acido. Em
seguida, traca-se uma reta paralela a regido minima e calcula-se, utilizando o
volume relativo entre as intersec¢des das retas, a concentracdo de grupos oxidados.
Na Tabela 5.3 sdo apresentados os valores calculados para as amostras referentes
a reacao por 3 horas, a reacao por 24 horas, a amostra controle e a amostra oxidada
pela utilizacdo do reagente TEMPO. Além disso, foi adicionado o valor obtido para a
amostra da reacdo durante 24 horas, utilizando somente as enzimas LPMO e

xilanase.

Tabela 5.3: Concentracdo de grupos oxidados para os materiais obtidos.

Amostra Grupos Oxidados (mmol/kg)
3 horas 48
24 horas 49
Controle 0
TEMPO 60
24 horas (Xilanase + LPMO) 16
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Através dos dados da Tabela 5.3, € possivel observar que, apesar da
diferenca de tempo entre as amostras produzidas através da acdo enziméatica (3
horas e 24 horas), ndo houve um aumento significativo no valor da concentracao de
grupos oxidados, em bom acordo com os resultados obtidos por Hu e colaboradores
em um de seus estudos [62]. De acordo com estes autores, a acdo das enzimas no
material celulésico promove a remocao das camadas mais externas de celulose,
liberando as camadas internas que possuem a mesma caracteristica superficial,
porém ndo sofreram nenhum tipo de acdo ainda, entdo as enzimas agem sobre
essas novas camadas expostas e 0 processo continua.

Ao compararmos os dados da Tabela 5.3 com os resultados obtidos para os
produtos solubilizados da Figura 5.1, observa-se que apesar de possuir uma maior
intensidade, consequentemente maior concentracdo de produto soluvel, ndo se
observa uma maior concentracdo de grupos carboxila nas fibras ndo soltuveis. Isso
pode ser um indicativo de que 0 mecanismo ocorre como 0 proposto por Hu [62],
onde as fibras das camadas externas ja oxidadas sdo liberadas e as fibras do
interior passam a sofrer uma oxidacdo. Também é possivel avaliar que a oxidacao
pela acdo do TEMPO ocorre com maior eficiéncia que a reacdo enzimatica, pois
promove uma maior carga superficial.

Finalmente, é possivel observar que, apesar da auséncia da enzima
endoglucanase, a acdo da xilanase em conjunto com a LPMO levaram a introducao
de cargas na superficie do material, apesar de ocorrer em uma concentracao
visivelmente menor que para a reacao com a utilizacao das trés enzimas. Entretanto,
esses resultados mostram a possibilidade da utilizacdo das duas enzimas para um
processo de oxidacdo de fibras de celulose que sejam mais acessiveis para a acao

enzimatica.

5.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para que seja possivel definir o material produzido como sendo nanofibras de
celulose e fazer uma avaliagcdo mais criteriosa da morfologia do material, foram
efetuadas imagens do produto final por Microscopia Eletrénica de Varredura. Como
comentado anteriormente, um material € considerado uma nanofibra quando possui

um diametro menor que 100 nm. Na Figura 5.7 é possivel observar o material obtido
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apo6s o mesmo processo de producdo das nanofibras, entretanto sem adicdo de
enzimas, com posterior desfibrilacdo pelo ultrassom de sonda. Avaliando-se a partir
do valor de didmetro médio de 43 nm do material, pode-se intuir que s6 a utilizagédo
de ultrassom ja forneceu a energia suficiente para que as fibras de celulose fossem
desfibriladas até alcancar um didmetro na escala nanométrica. Isso ja havia sido
observado em outros trabalhos que empregam somente a utilizagéo do ultrassom de
sonda para essa finalidade.

Figura 5.7: Microscopia Eletronica obtida da amostra controle com a distribuicdo de

tamanhos referente as fibras analisadas.

Nas Figuras 5.8 e 5.9, sdo apresentadas respectivamente as microscopias
das amostras referentes a reacdo durante 3 horas e 24 horas utilizando todas as
enzimas. Ao analisar o diametro médio para ambas as amostras, observou-se um
didmetro médio de 28 e 31 nm, pode-se inferir que o aumento do tempo da reacdo
enzimatica ndo esta causando uma diminuicdo significativa na espessura final da
fibra. Seria de esperar que ocorreria uma diminuicdo no comprimento das fibras
devido a acédo da enzima endoglucanase, entretanto € dificil avaliar pela analise das
imagens se de fato realmente isso ocorreu visto que as fibras possuem comprimento
bastante elevado e se sobrepde, dificultando a definicdo do inicio e do fim das fibras.
Como dos resultados de titulagdo condutimétrica obtivemos resultados proximos
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para a concentracdo de grupos oxidados, podendo tracar um paralelo entre o grau
de oxidacdo e a o didmetro da fibra, pois ambas amostras apresentaram fibras de

diametro similares.

Figura 5.8: Microscopia Eletronica para a amostra referente a reacdo por 3 horas
com a distribuicdo de tamanhos referente as fibras analisadas.

Figura 5.9: Microscopia Eletrénica para a amostra referente a reagdo por 24 horas
com a distribuicdo de tamanhos referente as fibras analisadas.
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Finalmente, na Figura 5.10 é apresentada a microscopia eletrbnica para a
amostra NFC TEMPO oxidada, cujo didmetro médio corresponde a 11 nm. Como a
concentracdo de grupos oxidados na superficie das fibras da celulose tempo
oxidada é maior, era esperado que as fibras produzidas possuissem uma menor
espessura menor pois, devido a carga superficial, as fibras se repelem, o que facilita

0 processo de desfibrilagao.

Figura 5.10: Microscopia Eletrénica para a amostra referente a reacdo de oxidacao

via reagente TEMPO com a distribuicdo de tamanhos referente as fibras analisadas.

5.7 TERMOGRAVIMETRIA

Ao submeter-se um determinado material a0 aumento de temperatura,
espera-se que o0 mesmo seja estavel até alcancar um patamar onde a energia
recebida pelo material em forma de calor sera superior a energia das interacdes ou
ligacdes quimicas. A capacidade de tolerar altas temperaturas é vista com interesse
para determinadas aplicacbes em engenharia, como por exemplo para aplicacdes
em componentes eletrbnicos, pois 0s materiais precisam manter sua estabilidade
para que ndo ocorra nenhum problema frente ao aumento da temperatura.

Conforme podemos observar na Figura 5.11, o perfil do comportamento da
amostra realizada por 3 horas de reagdo (3 horas), por 24 horas de reagdo (24
horas), da amostra em que ndo ouve adicdo de enzimas (controle) e uma amostra

referente ao material obtido através da oxidacdo via reagente TEMPO (TEMPO).



68

Pode-se inferir pela analise desse grafico que o0s materiais possuem
comportamentos bem parecidos, o Unico que apresenta uma maior diferenca é
referente a amostra TEMPO. O fim da andlise ainda apresenta quantidades
significativas de massa das amostras, isso ocorre devido a grafitizacado da celulose

durante o aquecimento.

100 -
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| —— 124h

) — TEMPO
< 604 ——— Controle
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0
= 404
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Figura 5.11: Analise Termogravimétrica realizada nos materiais obtidos.

Ao derivar as curvas em relacdo a perda de massa apresentada na Figura
5.11, observa-se mudancas de tendéncias mais dificeis de analisar a partir desse
grafico. Com os dados dessa derivada (DTG), observa-se que a amostra TEMPO,
gue possuia um perfil diferente das demais, apresenta um evento ndo observado
nas outras amostras. Esse evento é explicado pela autocatalise da abertura do anel
da estrutura da molécula de celulose promovido pelo grupo carboxilato. Esse evento
nao é observado nas amostras que foram oxidadas com a utilizacdo de enzima e, de
acordo com a literatura, a oxidacdo promovida pelas enzimas é diferente daquela
promovida pelo reagente TEMPO, uma vez que ocorre no carbono C1 e ndo no C6
que € o carbono priorizado na reacao via reagente TEMPO. Assim, a autocatalise de
abertura do anel ndo ocorre, por isso, existe essa diferenca em relagdo as amostras

obtidas pela rota enzimatica [8;86].
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Figura 5.12: Primeira derivada da andlise termogravimétrica apresentada
anteriormente. Onde a) amostra TEMPO oxidada, b) amostra controle, c) amostra da

reacao por 3 horas e d) amostra pra reacédo durante 24 horas

A partir dos graficos das Figuras 5.11 e 5.12, pode-se obter informac¢des mais
precisas como a temperatura inicial dos eventos e a temperatura de maior perda de
massa, respectivamente. Dos dados que sdo apresentados na Tabela 5.4 é
perceptivel a menor estabilidade do material TEMPO oxidado frente as outras
amostras. Além disso, podemos perceber que entre as outras amostras, a
estabilidade € maior para a amostra controle e menor para a referente a reacédo por
24 horas. A diferenca deve-se ao fato de que, quanto menor as dimensdes de um
material, maior sua area superficial, 0 mesmo recebe mais energia devido a
superficie de contato e, consequentemente, alcanca a energia necessaria para o

inicio da sua degradacdo em uma menor temperatura.
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Tabela 5.4: Valores da temperatura de inicio (Tonset) € Maximo (Tmax) de degradacéo

para os materiais obtidos.

Amostra | Tonset °C) | Tmax °C)
3 horas 273 316
24 horas 261 315
Controle 281 321
TEMPO 193 306

Em resumo, o material produzido pela reacdo enzimética possui maior
estabilidade térmica quando com parado com nanofibras produzidas através de uma
rota quimica tradicional, a TEMPO oxidagéo. Isso € explicado pela posicdo onde
ocorre a oxidacao na estrutura quimica, pois a reacdo enzimatica oxida a ligacao B-

1,4, enquanto que a molécula TEMPO possui seletividade sobre o carbono C6

5.8 ESPECTROSCOPIA DE FOTOELETRONS EXCITADOS POR RAIOS X (XPS)

A Figura 5.13 apresenta o espectro de XPS de ampla varredura das amostras
referentes as reacdes de 3 horas, 24 horas, além do material produzido pela
oxidacdo via TEMPO e de uma amostra controle onde nédo foram utilizadas as
enzimas. Através da andlise destes espectros € possivel concluir que as
composicdes quimicas das amostras sdo bem parecidas, diferenciado-se em alguns
elementos em baixa concentracdo como nitrogénio (N), sédio (Na) e silicio (Si). A
presenca de Na no material é explicado pela reacdo enzimatica, que ocorre em
tampdo com acetato, cujo contra-ion é justamento o Na, sendo que um resquicio
desse tampéo pode estar presente na amostra. Ja o N, pode ser explicado pela
presenca da enzima desnaturada junto do material, ou de alguma contaminacédo do
ar. O Si foi observado em uma concentracdo muito baixa em 100 eV, provavelmente
proveniente do bagaco de cana que contém materiais inorganicos em sua

composicao.
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Figura 5.13: Espectros de ampla varredura das amostras referentes as reacfes de 3
horas, 24 horas, aléem do material produzido pela oxidacdo via TEMPO e de uma
amostra controle onde ndo foram utilizadas as enzimas. Nitrogénio (N), sédio (Na),

carbono (C) e oxigénio (O).

Para obter uma informacdo mais precisa sobre os principais elementos de
interesse, ou seja, o carbono e o oxigénio, medidas de alta-resolucdo destes dois
elementos foram realizadas. A Figura 5.14 e a Figura 5.15 apresentam
respectivamente os espectros de alta resolucdo do carbono e do oxigénio. As
concentracfes relativas e as energias de cada ligacdo do carbono e do oxigénio
obtidas a partir da deconvolucédo dos espectros de alta-resolucédo sdo apresentadas
na Tabela 5.5. Da Figura 5.13 e da Tabela 5.5, pode-se perceber que outros
elementos que ndo sejam carbono e oxigénio aparecem em concentragcdo muito
baixa, sendo responsavel por aproximadamente 1% da concentracdo da amostra
analisada. Da deconvolucédo dos espectros de alta resolucdo, € possivel discriminar
as ligacdes que um determinado elemento faz em relacdo a energia de ligagdo em
comparacao com a literatura [88]. A deconvolucdo realizada nos espectros de alta
resolugcdo do carbono é apresentada na Figura 5.14. A energia de ligagdo e a
identificagdo das respectivas ligagbes dos elementos oxigénio e carbono de cada

amostra sao apresentadas na Tabela 5.6.
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A principal diferenga que pode ser observada entre as amostras estd na
posicdo 284 eV que é referente a ligacdo carbono-carbono (C-C). Isso ocorre,
provavelmente devido a deposicdo do carbono presente na atmosfera sobre a
amostra. Para as amostras oxidadas a presenca das ligagcdes O-C=0 era esperada,
entretanto, este tipo de ligacdo foi observada também na amostra controle,
provavelmente devido a inser¢céo de grupos carboxil durante a etapa de tratamento
com clorito de sddio. A deconvolucdo realizada nos espectros de oxigénio sao
apresentadas na Figura 5.15. No caso sO oxigénio, para todas as amostras, foram
observadas as ligacdes em 532,7 eV referentes as ligacdes C-O, C=0 e em 543,3

eV, referente as ligacdes C-OH.
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Figura 5.14: Espectros de alta resolucdo deconvoluidos do carbono nas amostras
referente a a) reacdes de 3 horas, b) 24 horas, c) oxidacdo via TEMPO e d) uma

amostra controle onde ndo foram utilizadas as enzimas.
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Figura 5.15: Espectros de alta resolucdo deconvoluidos do oxigénio nas amostras

referente a a) reacdes de 3 horas, b) 24 horas, c) oxidacdo via TEMPO e d) uma

amostra controle onde ndo foram utilizadas as enzimas.

Tabela 5.5: Concentracdo dos elementos presentes nas amostras, obtida do

espectro survey.

Concentracao (%)

Amostra C O N Na Si
3 horas 70,34 28,45 0,87 0,33 -
24 horas 68,76 30,15 0,81 0,25 0,03
TEMPO 72,98 27,02 - - -
Controle 71,99 26,89 0,74 0,38 -
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Tabela 5.6: Posi¢cao assinalada referente a ligagcéo para os elementos Oxigénio (O) e

Carbono (C).

Amostra C O
3 horas 284,7 eV (C-C, C-H) 532,7 eV (C-0O, C=0)
286,3 eV (C-0O, C-N) 533,3 eV (C-OH)
287,4 eV (C=0)
288,4 eV (0O-C=0
24 horas 284,6 eV (C-C, C-H) 532,6 eV (C-O, C=0)
286,3 eV (C-O, C-N) 533,8 eV (C-OH)
287,4 eV (C=0)
288,5 eV (0O-C=0
TEMPO 284,7 eV (C-C, C-H) 532,8 eV (C-O, C=0)
286,3 eV (C-O, C-N) 534,2 eV (C-OH)
287,7 eV (C=0)
289,1 eV (O-C=0
Controle 284.,6 eV (C-C, C-H) 532,9 eV (C-O, C=0)
286,2 eV (C-O, C-N) 534,3 eV (C-OH)
287,8 eV (C=0)
288,5 eV (O-C=0)
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6 CONCLUSOES

O procedimento de pré-tratamento da biomassa obtida de residuo de cana de
acucar levou a producdo de uma polpa com alto teor de celulose e baixo teor de
lignina. Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que através da
metodologia utilizada seguindo a rota enzimatica, foi possivel obter nanofibras de
celulose oxidada possuindo um didmetro médio de aproximadamente 30 nm, cuja
concentracdo de oxidacdo é, de aproximadamente, 48 mmol/kg. H& evidencias de
gue a acdo conjunta das enzimas endoglucanase, xilanase e LPMO levaram a
oxidacdo do material, 0 que pode ter sido o motivo da melhor desfibrilacdo para as
fiboras com cargas pois, uma vez que as fibras possuam cargas superficiais, elas se
repelem, facilitando a desfibrilagao.

N&ao foram observadas mudancas significativas no IC do material uma vez
gue o IC das amostras, um resultado ndo esperado pois a endoglucanase hidrolisa
as regides de menor ordenacdo. Isso deve ter ocorrido devido a remocao das
camadas de celulose promovidas pela acdo da enzima LPMO ap0s a oxidagao, além
da quebra das regides cristalinas promovidas pela enzima que leva a um sitio de
acao da endoglucanase, esses resultados estdo em bom acordo com a similaridade
entre as concentracdes de grupos oxidados apresentados na tabela 5.3.

A analise dos dados de infravermelho mostrou a existéncia de um ombro de
baixa intensidade que, segundo a literatura, € devido a vibragdo do grupo carboxila.
A estabilidade térmica entre as amostras produzidas por reacdes enzimaticas foi
superior a da amostra TEMPO oxidada. Para aplicacdes em que a temperatura é
uma questao chave, como a eletrdnica, por exemplo, € interessante a utilizacao de
um material com estabilidade térmica relativamente maior. Nao foi possivel
identificar com precisdo as ligacdes relacionadas ao processo de oxidacao, tanto via
enziméatica como TEMPO, na estrutura eletrdnica da nanocelulose utilizando a
técnica de XPS, possivelmente devido a insercao de grupos carboxil durante a etapa

de pré-tratamento.
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1
7 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Existe um apelo para a utilizagdo de nanomateriais de celulose em diversas
areas da ciéncia e da tecnologia. Porém, inicialmente, é necessario um estudo mais
aprofundado da metodologia para que seja possivel a produ¢do em maior escala do
material. Uma maior concentracdo da celulose implica também na necessidade de
avaliacdo das propriedades do material quando obtida em uma alta escala.

Além disso, seria interessante o estudo de algumas caracteristicas do
material, como seu comprimento, através da avaliacdo da viscosidade, ou das
propriedades mecéanicas dos filmes obtidos ap6s secar as solu¢des contendo o
material. Como as fibras obtidas apresentam modificagbes quimicas, 0S grupos
carboxila, € possivel sua aplicagdo como suporte de nanoparticulas, ou na formacéo

de compdsitos com outros materiais de interesse cientifico e tecnoldgico.
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