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RESUMO

KASCHUK, J. J. Biomassa lignocelulésica como fonte de agucares fermentesciveis
e de materiais: sacarificacdo de fibras de sisal e preparacao de membranas para
aplicacdo em células solares a partir de derivado de celulose. 2019. 210f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de
Sao Paulo, Sao Carlos, 2019.

O presente estudo teve como objetivo a valorizacao de fibras lignocelulosicas de sisal
(FLS) através da producao de acUcares fermentesciveis via hidrolise enzimatica. FLS
foram mercerizadas (solucao aquosa 20 % NaOH) e a influéncia da razao massa de
fibra/volume NaOH, temperatura (T) e tempo (t), durante o tratamento, foram
avaliadas estatisticamente. Foram obtidas FLS com maior deslignificacao em: < t (1,5
h) e < razao (10 g L"); maior extracao de hemiceluloses em: > T (80 °C) e < razao
(10 g L'"); maior teor de celulose em: < T (40 °C) e > razdao (30g L"), e >t (4,5h).
Inicialmente, as fibras de sisal nao mercerizadas (SNM) foram hidrolisadas (1 g de
FLS, 0,5 mL de enzima, 50 mL de tampao citrato, 48 h) na auséncia e na presenca
dos surfactantes ramnolipideo (SNM-R, 60 mg L',80 mg L', 108 mg L") e
lignosulfonato de sodio (SNM-LS, 5,0 g L'"e 7,5 g L'"). Posteriormente, a partir dos
resultados obtidos, a condicao de mercerizacao 10 g L', 40 °C, 1,5 h foi selecionada
para o pré-tratamento, e as fibras de sisal mercerizadas (SM) foram submetidas a
hidrélise enzimatica (mesmas condicoes de SNM) na auséncia ou na presenca de
surfactantes (ramnolipideo, 80 mg L', e lignosulfonato, 5,0 g L'). Durante as
reacoes, aliquotas foram retiradas e o licor foi separado da fibra nao reagida por
filtracao, sendo posteriormente ambos analisados. Comparando SNM e SNM-R nao
foram observadas diferencas para o comprimento e a espessura médios ao longo da
reacao, ja para SNM-LS5 a hidrolise foi favorecida a partir das extremidades e para
SNM-LS7,5 a partir da superficie. As fibras de SM nao reagidas apresentaram variacoes
mais  significativas em cristalinidade, e em comprimento/espessura,
comparativamente a SNM. A conversao de SNM a glicose levou a um rendimento de
44 % + 5, e os melhores resultados na presenca de surfactantes foram para SNM-R80
(51 % + 3), e SNM-LS5 (62,00 % + 0,04). A mercerizacao aumentou significativamente
o rendimento de glicose (SM: 96,800 % + 0,003), e os rendimentos usando R (SM-R80:
96,5 % + 0,1) e LS (SM-LS5: 98,3 % + 0,1), considerando os valores médios e
respectivos erros, sao indistinguiveis de SM. Os resultados mostraram que as fibras
lignoceluldsicas de sisal apresentam alto potencial como como fonte (matéria-prima)
alternativa para producao de etanol. Adicionalmente, um derivado de biomassa
celulosica, um acetato de celulose (AC) com grau de substituicao em torno de 1, foi
usado para a obtencdo de membranas eletrofiadas constituidas por fibras
submicrométricas e nanofibras, visando aplicacoes em células solares sensibilizadas
por corantes (Sensitized Solar Cells - DSSC). Foram obtidas também membranas apos
a desacetilacao de AC, (ACD), e ambas foram utilizadas como membranas
eletroliticas em DSSC, sendo comparadas com DSSC de referéncia (sem membranas).
As membranas AC e ACD aumentaram a eficiéncia média do dispositivo em até 14 %.
A presenca das mesmas aumentou a transferéncia de carga no contra-eletrodo
(avaliada pela resisténcia 0hmica e de transferéncia de carga e pela capacitancia de
Helmholtz correspondente). Simultaneamente, o fotoeletrodo nao sofreu
interferéncia no desempenho medido pela densidade de corrente de curto-circuito,
tensao de circuito aberto, fator de enchimento e eficiéncia de conversao. Por fim,
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os testes de estabilidade mostraram que as DSSC AC e ACD apresentaram estabilidade
por pelo menos 500 h. Para uso a longo prazo e/ou para servir como um suporte para
outros fins, ACD tem um desempenho melhor do que AC. Os resultados levaram a
perspectiva de que acetatos de celulose podem ser usados em uma montagem
eficiente e continua de DSSC, agregando um material biobaseado a estes dispositivos.
Assim, de modo geral, este trabalho demonstrou que materiais obtidos a partir de
fontes renovaveis podem ser utilizados como fonte de energia (etanol), ou para
melhorar o desempenho energético de uma célula solar.

Palavras chaves: fibra lignocelulésica de sisal, mercerizacdo, hidrélise enzimatica,
membranas eletroliticas, acetato de celulose, célula solar sensibilizada por corante.
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ABSTRACT

KASCHUK, J. J. Lignocellulosic biomass as a source of fermentable sugars and
materials: saccharification of sisal fibers and preparation of membranes of
cellulose derivative for application in solar cells. 2019. 210f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao
Carlos, 2019.

The present study aim was the valorization of sisal lignocellulosic fibers (SLF),
through the production of fermentable sugars by enzymatic hydrolysis. SLF were
mercerized (20% NaOH aqueous solution) and the influence of fiber mass/volume
NaOH ratio, temperature (T) and time (t) during the treatment was statistically
evaluated. SLF with high delignification were obtained in: <t (1,5 h) and <ratio (10 g
L-1); high hemicellulose extraction in: >T (80 °C) and <ratio (10 g L-1); high cellulose
content in: <T (40 °C) and> ratio (30 g L-1), and> t (4.5 h). Initially, nhon-mercerized
sisal fibers (NMS) were hydrolyzed (1 g FLS, 0.5 mL enzyme, 50 mL citrate buffer, 48
h) in the absence and presence of the rhamnolipid surfactants (NMS-R, 60 mg L-1, 80
mg L-1, 108 mg L-1) and sodium lignosulfonate (NMS-LS, 5.0 g L-1and 7.5 g L-1). The
mercerization condition 10 g L-1, 40 °C, 1.5 h was selected for pre-treatment from
the previous results, and after that the mercerized sisal fibers (MS) were submitted
to enzymatic hydrolysis (NMS conditions) in the absence or presence of surfactants
(rhamnolipid, 80 mg L-1, and lignosulfonate, 5.0 g L-1). During the reactions, aliquots
were withdrawn, and the liquor was separated from the unreacted fiber by filtration,
and then analyzed. Comparing NMS and NMS-R no differences were observed in length
and thickness average throughout the reaction. Differently, the hydrolysis was
favored from the ends for NMS-LS5 and from the surface for NMS-LS7.5. Unreacted
MS fibers showed more significant variations in crystallinity, and in length/thickness,
compared to NMS. Conversion of NMS to glucose led to a 44% + 5 yield, and the best
results in the presence of surfactants were for NMS-R80 (51% + 3), and SNM-LS5
(62.00% + 0, 04). Mercerization significantly increased glucose yield (MS: 96.800% +
0.003), and the yields using R (SM-R80: 96.5% + 0.1) and LS (SM-LS5: 98.3% 1) were
indistinguishable from MS considering the average values and respective errors. The
results showed that the SLF present high potential as an alternative source for
ethanol production. In addition, a cellulosic biomass derivative (cellulose acetate -
CA with a degree of substitution around 1) was used to obtain electrospun
membranes composed of submicron fibers and nanofibers, for applications in dye-
sensitized solar cells (DSSC). Membranes were also obtained after CA deacetylation
(DCA), and both were used as electrolytic membranes in DSSC and compared with
reference DSSC (without membranes). CA and DCA membranes have increased the
average efficiency of the device by up to 14%. Their presence increased the charge
transfer in the counter electrode (evaluated by the ohmic resistance and charge
transfer and by the corresponding Helmholtz capacitance). Simultaneously, the
photoelectrode did not interfere with the performance measured by the short-circuit
current density, open-circuit voltage, fill factor and conversion efficiency. Finally,
the stability tests showed that the DSSC CA and DCA presented stability for at least
500 h. For long-term use and/or to serve as a support for other purposes, DCA
performs better than CA. The results led to the prospect that cellulose acetates can
be used in an efficient and continuous DSSC assembly by adding a biobased material
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to these devices. Thus, in general, this work demonstrated that materials obtained
from renewable sources can be used as an energy source (ethanol), or to improve
the energy performance of a solar cell.

Keywords: sisal lignocellulosic fiber, mercerization, enzymatic hydrolysis,
electrolytic membranes, cellulose acetate, dye-sensitized solar cell
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CONSIDERACOES GERAIS

Com o crescimento da populacao mundial ocorreu o aumento significativo na
geracao de residuos solidos, liquidos e gasosos. Grande parte destes residuos é
proveniente de derivados de petroleo, e a combustao destes contribui para o
aumento do teor carbono atmosférico (FIGURA 1), levando ao aumento da poluicao
do ar e da incidéncia de chuvas acidas, o que impacta as mudancas climaticas
mundiais (CRAGGS; GILBERT, 2017; MULLAN; HAQQ-MISRA, 2018).

Os aspectos previamente mencionados, dentre outros, levaram ao
desenvolvimento de um segmento da economia denominado bioeconomia, voltado
para um sistema sustentavel, em que matérias primas renovaveis sao usadas, visando
minimizacao de problemas estratégicos, econdmicos e ambientais. Neste contexto,
pode-se destacar a biomassa vegetal, que além de auxiliar na captura e no
armazenamento do carbono, é considerada como uma via credivel para emissdes
minimas e reducao de gases poluentes quando utilizada como fonte para a geracao
de energia (FIGURA 1) (CRAGGS; GILBERT, 2017).

FIGURA 1 - Fluxos de carbono tipicos para sistemas de bioenergia e combustiveis fosseis.

Carbono atmosférico (Carbono atmosférico

[xidag3o do carbono

Fixagan de
carbonn

Biomassa Combustiieis fisseis

Processamenta, transporte e Processamento, transporte e
armazenamento armazenamento
Converséo em energia Conversdo em energia

Fonte: Adaptado de CRAGGS, L.; GILBERT, P. Greenhouse Gas Balances of Bioenergy Systems, p.
1-10, 2018.
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A biomassa lignocelulésica é composta majoritariamente por celulose,
hemiceluloses e lignina (FIGURA 2), (CHRYSIKOU; BEZERGIANNI; KIPARISSIDES, 2018),
cujas porcentagens dependem da genética da planta e fatores ambientais, como o
clima em que a biomassa foi produzida. Com base no material seco, a biomassa
lignoceluldsica, geralmente, apresenta em torno de 70-80 % de celulose e
hemiceluloses e 10-25 % de lignina (NANDA et al., 2014). Ceras, pectinas e sais

inorganicos também sao encontrados em pequenas quantidades.

FIGURA 2 - Estrutura e principais componentes da biomassa lignocelulésica.
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Fonte: Adaptado de MUSSATTO, S. I.; DRAGONE, G. M. In: Amsterdam: Elsevier, 2016. p. 1-22.

A celulose é formada por dimeros de anidroglicose [(C¢H1005) n, n = as unidades

de repeticao por cadeia] em uma cadeia linear, em que os mesmos sao ligados entre
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si através da ligacao glicosidica entre o Cy e C4 (chamada de B 1-4) de um anel
adjacente (ligacao C1-4) (WANG; LU; ZHANG, 2016). A disposicao em fibrilas da
celulose na biomassa lignocelulosica [FIGURA 2, (LIN; DUFRESNE, 2014)] é decorrente
das ligacoes hidrogénio intermoleculares entre cadeias adjacentes, e das ligacoes
hidrogénio intramoleculares ao longo das cadeias celulosicas, que também

contribuem para a rigidez das cadeias individuais (FIGURA 3) (FENGEL; WEGENER,
1989).

FIGURA 3 - Estrutura molecular da celulose e representacao esquematica das ligacdes hidrogénio

presentes entre as cadeias de celulose (intermoleculares em vermelho) e nas unidades de
celobiose (intramoleculares em azul)
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As ligacOes hidrogénio favorecem o alinhamento de cadeias e, portanto, a

presenca de dominios cristalinos, responsaveis pelo fato de a celulose ser um
polimero semicristalino, com regides nao cristalinas (ndo ordenadas) e regioes
cristalinas (altamente ordenadas) [FIGURA 4, (HUBBE et al., 2013; CREDOU;
BERTHELOT, 2014)]. O indice de cristalinidade de uma celulose nativa geralmente se
encontra no intervalo de 40-70 %, mas deve-se ressaltar que a cristalinidade do

material depende de fatores como a origem e o método de extracao e isolamento do
mesmo (NECHYPORCHUK; BELGACEM; BRAS, 2016).
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FIGURA 4 - Representacao de regides cristalinas e nédo cristalina no interior da nanoestrutura de
fibras deslignificadas de madeira
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Fonte: Adaptado de HUBBE, M. A.; AYOUB, A.; DAYSTAR, J. S.; VENDITTI, R. A.; PAWLAK, J. J..
BioResources; Vol 8, No 4 (2013), 2013

Quando o material celulésico nao apresenta lignina o tamanho das cadeias
celulésicas e o empacotamento das mesmas (principal componente das regides
cristalinas) sao fatores predominantes na acessibilidade da celulose, e processos tais
como sacarificacao (conversao da celulose em glicose) podem ser impactados pela
cristalinidade do material (WANG; LU; ZHANG, 2016). Assim, quanto maior o
empacotamento e mais longas as cadeias de celulose, menor podera ser a
acessibilidade e mais dificil a interacao entre o catalisador e/ou solvente envolvido
no processo (ALVES et al., 2016). O material celuldsico pode ser submetido a
tratamentos que aumentem a acessibilidade e, portanto, a reatividade das cadeias
de celulose, tais como a realizacao do tratamento com solucao aquosa de NaOH
(mercerizacao) (KASCHUK et al., 2017).

LigacOes hidrogénio também sao responsaveis pelas interacdes que ocorrem
entre a celulose e as hemiceluloses. As hemiceluloses sao constituidas de diversas
unidades de acucares (xilose, arabinose, glicose, manose, galactose e ramnose), e
atuam como elo entre a celulose e a lignina (FIGURA 2).

A interacao das hemiceluloses com a lignina, por sua vez, ocorre por ligacoes

covalentes. Encontra-se que os principais tipos de ligacées em complexos lignina-
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carboidrato (LCC) sejam as ligacoes fenil-glicosideos, ésteres e éteres benzilicos
[FIGURA 5, (WEN et al., 2013)]. Assim, a lignina envolve o material celuldsico,
conferindo as plantas resisténcia mecanica, auxiliando no transporte de agua e
nutrientes, e protegendo os tecidos vegetais da degradacao quimica e/ou bioldgica
(FENGEL; WEGENER, 1989).

FIGURA 5 - Representacdo das principais ligacées em complexos lignina-carboidrato (LCC): (a)
fenil-glicosideos, (b) ésteres benzilicos e (c) éteres benzilicos. Glc: glicose; Man: Manose;
Gal:Galactose; Ara: Arabinose; Xyl: Xilose.
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Fonte: Adaptado de WEN, J.-L.; SUN, S.-L.; XUE, B.-L.; SUN, R.-C. Materials (Basel, Switzerland),
v. 6, n. 1, p. 359-391, 2013.

Devido ao fato de a lignina corresponder a uma macromolécula tridimensional
complexa, formada principalmente por unidades tipicas de alcool p-curmarilico,
derivados de alcool coniferilico e alcool sinapilico (FIGURA 2), unidas entre si através
de ligacoes éter, que sao muito resistentes a quebra perante acao de diversos seres
da biota, por isso é dito que a lignina apresenta baixa taxa de degradacao (HAYES,
2013).

Os componentes da biomassa lignocelulosica correspondem a matérias-primas
que podem ser usadas nas areas de energia, quimicos e farmacéutica (VAZ, 2018).
Entre todos os componentes, a celulose pode ser destacada, devido suas
propriedades fisicas e quimicas excelentes para derivatizacao e producao de glicose
(como etapa para producao de etanol),(YU; DEAN; LI, 2006; SILVEIRA; VANELLI;
CHANDEL, 2018).

A partir da derivatizacao dos grupos hidroxilas presentes ao longo da cadeia

da celulose, pode-se obter derivados solluveis em diferentes solventes, tais como
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acetona, N,N - dimetilacetamida, acetonitrila, entre outros, o que torna-os mais
faceis de serem processados. A facilidade de processamento resulta na obtencao de
materiais de alto valor agregado que podem ser aplicados em diferentes setores
industriais, médicos, construcao civil, etc. (WURM; WEISS, 2014). Um dos mais
importantes derivados de celulose é o acetato de celulose (FIGURA 6). A sintese deste
derivado ocorre pelo processo de acetilacao das cadeias de celulose, em que os
grupos OH sao substituidos pelos grupos acetila. Este derivado pode ser obtido com
diversos graus de substituicao (GS), que corresponde ao nimero médio de acetilas

por unidade de glicose, variando de 1 a 3 (NASIR et al., 2017).

FIGURA 6 - Estrutura do acetato de celulose (Grau de Substituicdo - GS:2, duas OH substituidas)
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Acetatos de celulose ha muito vém sendo abordados em pesquisas
desenvolvidas pelo grupo de Materiais Macromoleculares e Fibras Lignoceluldsicas
(Macromolignocell), via investigacoes sobre acetilacao de celuloses em meio
heterogéneo (DE PAULA; LACERDA; FROLLINI, 2008), e meio homogéneo (ASS;
CIACCO; FROLLINI, 2006; MORGADO, 2009; ALMEIDA et al., 2013; RODRIGUES et al.,
2014). Além de investigacoes sobre as reacOes, os acetatos de celulose foram
aplicados na preparacao de biocompositos, também utilizando celulose como agente
de reforco (ALMEIDA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014), e de materiais
filmogénicos em que foram incorporadas nanoparticulas de magnetita (Fes04)
(FURLAN, 2014).

O presente estudo foi divido em duas etapas: a primeira referente a obtencao
de acUcares fermentesciveis a partir de uma biomassa lignoceluldsica (fibra
lighoceluldsica de sisal), e a segunda destinada a preparacao de membranas
compostas por fibras ultrafinas e nanofibras, via eletrofiacao, utilizando o derivado

de celulose (acetato de celulose) para a aplicacao em células solares.
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ESTRUTURA DA TESE

Esta tese descreve resultados sobre:

e avalorizacao de fibras lignoceluldsicas de sisal como fonte de acUcares,
ou seja, etapa de sacarificacao, que antecede a obtencao de etanol
celulosico;

e a utilizacao de um derivado da celulose, um acetato de celulose na
preparacao de membranas, aplicadas em células solares.

A tese foi dividida em dois capitulos:

CAPITULO I: aborda pré-tratamento (tratamento com solucdo alcalina) e
sacarificacao da fibra lignocelulésica de sisal, realizada via hidrolise
enzimatica.

CAPITULO II: sdo apresentados os resultados referentes a aplicacdo de membranas
compostas por fibras ultrafinas e nanofibras de acetato de celulose,
obtidas via eletrofiacao (electrospinning). Esta parte da tese foi
realizada no estagio na Aalto University, Espoo, Finlandia, sob

supervisao de Prof. Orlando Rojas.



| 38



| 39

CAPITULO | - Pré-tratamento e sacarificacao das

fibras lignocelulésicas de sisal

1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Fibra lignocelulésica de sisal

O sisal (Agave sisalana, FIGURA 7) € uma planta originaria do México, que
cresce em paises tropicais. Os principais produtores desta fibra sao Brasil, Kenia,
Marrocos, Africa do Sul e Etidpia, sendo que o Brasil € o maior produtor, destacando-

se de forma significativa dos demais paises (FAO, 2018).

FIGURA 7 - Planta e fibra lignocelulésica de sisal

O Grupo de Materiais Macromoleculares e Fibras Lignoceluldsicas
(MacromolLignocell) desenvolve um amplo projeto de valorizacao de fibras
lignoceluldsicas e também de seus componentes isolados, como a celulose e a
lignina. Uma das fibras lignocelulosicas mais presentes em pesquisas neste grupo é o
sisal, pois a mesma, além de apresentar alto teor de celulose, é obtida de planta
que apresenta curto ciclo de crescimento (36 meses apos o plantio) quando
comparada a madeira, além de ser abundante no pais, principalmente na regiao
semiarida dos estados da Bahia, Rio Grande do Norte e Paraiba. Entre as linhas de
pesquisa utilizando a fibra de sisal, pode-se citar o uso como reforco em compdsitos
(SANTOS, 2012; DE OLIVEIRA, 2014; SANTOS et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2017),

a sacarificacao de polpa celuldsica de sisal produzida industrialmente, via catalise
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acida e enzimatica (DE PAULA et al., 2012; LACERDA et al., 2012; LACERDA; ZAMBON;
FROLLINI, 2015; KASCHUK et al., 2017; KASCHUK; FROLLINI, 2018), o estudo de
funcionalizacdo da celulose em meio heterogéneo (DE PAULA; LACERDA; FROLLINI,
2008) e em meio homogéneo (ALMEIDA et al., 2013), a preparacao e caracterizacao
de filmes a partir de ésteres de celulose de sisal obtidos em meio homogéneo,
(RODRIGUES et al., 2014) e o desenvolvimento de nano fibras e mantas nao tecidas
(mats) via eletrofiacao (electrospinning) (RODRIGUES et al., 2015; SANTOS et al.,
2015, 2017, 2018; SANTOS; RAMOS; FROLLINI, 2019).

Em estudos anteriores, a sacarificacao enzimatica foi realizada com a polpa
celuldsica de sisal, obtida apo6s deslignificacdao da fibra lignoceluloésica via processo
Kraft em escala industrial (LACERDA, 2012; KASCHUK, 2014; KASCHUK et al., 2017;
KASCHUK; FROLLINI, 2018). No presente estudo, a fibra lignocelulésica de sisal foi
submetida ao tratamento de mercerizacao, e sequente sacarificacao. Também foi
realizada a hidrdlise enzimatica na presenca de surfactantes (ramnolipideo e
lignosulfonato), com o intuito de avaliar influéncia no aumento do rendimento da

producao de acUcares.
1.1.2 Pré-tratamentos

Como mencionado, o material lignocelulésico € um complexo estrutural
formado principalmente por celulose, hemiceluloses e lignina e apresenta também
substancias nao estruturais chamadas de extrativos, como ceras, sais inorganicos,
proteinas, gorduras, (NEVES; PITARELO; RAMOS, 2016). Dependendo do processo a
que o material vai ser destinado, torna-se necessario a realizacao de um ou mais preé-
tratamento. Por exemplo, tratamentos que eliminem hemiceluloses, lignina, que
alterem a conformacao das cadeias de celulose (através da quebra de ligacoes de
hidrogénio), para que esta se torne mais disponivel para o catalisador da reacao
(acido ou enzimatico), impactando na eficiéncia de uma sacarificacao, por exemplo
(GUPTA; VERMA, 2014; RABEMANOLONTSOA; SAKA, 2016).

No presente estudo, foram realizados os seguintes tratamentos: extracao das
substancias nao estruturais das fibras usando a mistura de solventes
cicloexano/etanol, moagem mecanica das fibras visando o aumento da area

superficial do material, e tratamento alcalino com solucao aquosa de NaOH
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(mercerizacao) das fibras visando a remocao total ou parcial dos componentes

estruturais (hemiceluloses e lignina) ligados a celulose.
1.1.2.1 Pré-tratamento alcalino (mercerizacao)

Durante o tratamento alcalino, as ligacoes éteres da lignina e glicosidicas da
celulose podem ser rompidas, resultando na alteracao estrutural da celulose e na
eliminacao da lignina. Também pode ocorrer a remocao dos grupos acetila e uronicos
das hemiceluloses tornando-as mais acessiveis perante a presenca de enzimas
hidroliticas, além de poder ocorrer o intumescimento das regides cristalinas da
celulose, e possivel diminuicao da cristalinidade (PANDIYAN et al., 2019). A eficiéncia
do tratamento alcalino depende da estrutura do substrato e das condicoes
(concentracao do alcali, temperatura, tempo, e pressao) em que o tratamento for
realizado (XU; SUN, 2016).

Os reagentes frequentemente utilizados em tratamentos alcalinos, com o
intuito de eliminar a lignina e hemiceluloses da biomassa, sao os hidréxidos de
potassio, calcio, amonio e sodio (KIM; LEE; KIM, 2016). De modo que o hidréxido de
sodio (NaOH) é o reagente mais comum e tem sido estudado extensivamente quando
se refere a pré-tratamentos em bioconversoes de lignoceluldsicos (BURATTI et al.,
2018; NARGOTRA et al., 2018; YANG et al., 2019). Visto que, além de ser eficiente
na eliminacao da lignina, o NaOH aumenta a superficie interna da celulose, diminui
o grau de polimerizacao e cristalinidade, aumentando assim a superficie da biomassa
exposta aos complexos enzimaticos (XU; SUN, 2016; PANDIYAN et al., 2019).

O grande inconveniente do tratamento de fibras lignocelulosicas com NaOH
esta ligado as aguas residuais, também chamadas de licor negro, que apresentam
prejuizo para os ecossistemas aquaticos, como planctons e peixes. O impacto deste
licor negro no meio ambiente pode ser minimizado através de tratamentos fisico-
quimicos (sedimentacdo, coagulacdo-floculacdao, adsorcdao, oxidacdao quimica,
filtracao por membranas e ozonizacao) e tratamento bioldgico (tratamento aerébico,
anaerdbio tratamento e tratamento fungico) (SARI et al., 2015). Outra alternativa
que vem sendo considerada e estudada é a reutilizacao deste licor negro, sendo que
foi confirmada a possibilidade de remocao da lignina presente na biomassa
lignoceluldsica (em menor eficiéncia) quando reutilizado o licor, sem ajuste de pH,

em até 4 ciclos consecutivos. Ja quando foi ajustado o pH (12,6-13,3) do licor, a
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eficiéncia da reutilizacao nao apresentou diminuicao significativa. A reutilizacao nao
sO ajuda a diminuicao da poluicao, como diminuiu o consumo de NaOH em
aproximadamente 38 % (ROCHA et al., 2014).

No presente estudo, foi realizado o tratamento alcalino com solucao aquosa
de NaOH, que, dependendo das condicdes, pode ser chamado de mercerizacao. A
mercerizacdo é um tratamento realizado na industria téxtil, que consiste
basicamente no tratamento de tecidos de algodao com solucao aquosa de NaOH (20
% - 30 % em massa) para aumentar a resisténcia e absorcao dos corantes, sendo que
este nome foi dado devido ao criador do mesmo, John Mercer (JOHN; ANANDJIWALA,
2009; WAGAW; RB, 2012). Em geral, a eficiéncia da mercerizacao depende do tempo,
da temperatura, da concentracao da solucao de NaOH, da razao celulose/solucao
alcalina, e das propriedades da fonte da celulose utilizada. Deste modo, a extensao
com que as mudancas na estrutura da fibra podem ser maiores ou menores, variando
essas condicoes (KASCHUK, 2014).

Com relacao a celulose, a principal alteracao observada a partir da
mercerizacao é a conversao da celulose | (nativa) em celulose Il, que consiste na
alteracao das cadeias com orientacdao paralela para cadeias com orientacao
antiparalela (YOUNESI; WU; AKKUS, 2019). Esta alteracao é resultante da diferenca
observada entre as ligacoes hidrogénio longo do eixo a-c (FIGURA 8) dos dois
polimorfos (celulose | e 1), sendo que estas ligacdes também sao o motivo para qual
o processo de conversao de celulose | para celulose Il é irreversivel (NAGARAJAN et
al., 2017). Como observado na FIGURA 8, para a celulose | a ligacao hidrogénio O¢-H-
03 (indicado em vermelho) é formada paralelamente ao eixo a como resultado de
uma conformacao trans-gauche (tg)' do grupo -CH,OH. Quando ocorre a conversao
para a celulose Il, a ligacao hidrogénio passa a ser QO¢-H-0O; (indicado em verde), e
devido a conformacao gauche-trans (gt) do grupo -CH,OH a cadeia passa a ser

antiparalela.

' Conformacao hidroximetila: A rotacao ao redor da ligacdo C-5 / C-6 é descrita pelo angulo w.
Trés possiveis conformacdes escalonadas possiveis; gauche-trans (gt), gauche-gauche (gg), trans-
gauche (tg). O nome indica a interacao entre O-5 e OH-6 primeiro, seguida pela interacao entre OH-
6eC-4
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FIGURA 8 - Diferencas entre as ligacoes de hidrogénio intramoleculares da celulose | e celulose Il
Celulose | Celulose I

FONTE: NAGARAJAN, S.; SKILLEN, N. C.; IRVINE, J. T. S.; LAWTON, L. A.; ROBERTSON, P. K. J.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 77, p. 182-192, 2017

Outros fatores que podem ser observados como consequéncia da mercerizacao
€ o aumento da digestibilidade, que é resultante do aumento do espacamento
interplanar (espacamento d) criado pela presenca de duas moléculas de agua em
duas cadeias unitarias de hidrato de celulose Il (WADA; IKE; TOKUYASU, 2010), e
também pelo enfraquecimento das ligacoes hidrofobicas (interacao de van der
Waals) e consequente aumento da quantidade de grupos OH na superficie da fibra,
aumentando assim a hidrofilicidade (LOVIKKA; RAUTKARI; MALONEY, 2018). A
mercerizacdo também pode levar a diminuicao do indice de cristalinidade [IC,
(KASCHUK et al., 2017)] e o aumento da area superficial e volume poroso da celulose
(DADI; VARANASI; SCHALL, 2006).

No presente estudo, foram variadas as condicoes de mercerizacao, como
temperatura, razao massa de fibra de sisal/volume solucao alcalina e tempo, e

avaliadas a influéncia destas condicdes na alteracao da composicao e dos parametros
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fisico-quimicos. Também foi avaliada a influéncia da mercerizacdao na hidrolise

enzimatica da fibra lignocelulosica de sisal.
1.1.3 Hidrélise enzimatica

A hidrélise enzimatica de materiais celuldsicos € regida pela interacao,
simultanea e sinérgica, do complexo enzimatico celulase/xilanases com os mesmos.
As celulases sao constituidas por endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases. A
reacao inicialmente ocorre em uma interface solido-liquido (com adsorcao
/dessorcao de enzima), através das acOes sinérgicas das endoglucanases e
exoglucanases. Esta degradacao € acompanhada por uma hidrélise em fase liquida
dos produtos intermediarios soluveis (produzidos pelas endoglucanases e
exoglucanases), isto €, pelos oligossacarideos de celulose e celobiose, que sao
transformados em glicose pela acao das B-glicosidases (NIU; SHAH; KONTORAVDI,
2016). Uma representacao esquematica de todo o processo € apresentada na FIGURA
9.

FIGURA 9 - Representacao esquematica do mecanismo de acdo do complexo enzimatico incluindo
enzimas celulases e xilanases
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As celulases sao compostas por dominios cataliticos e modulos de ligacao a
celulose (CBM, do inglés carbohydrate-binding module). O CBM é responsavel pela
imobilizacao da enzima na superficie da celulose, enquanto os dominios cataliticos
sao responsaveis pela efetivacao da reacao, no caso hidrolise da celulose. Em geral,
ocorre uma relacao proporcional entre a eficiéncia da reacao e a quantidade de CBM
na superficie da biomassa, ou seja, quanto maior for a quantidade de CBM na
superficie da biomassa, mais efetiva é a reacao, e vice e versa (NAKAMURA; 1INO,
2018).

FIGURA 10 - Representacdo da interacdo do modulo de ligacdo a celulose (CBM) e do dominio
catalitico (DC) entre uma celulase e a superficie da celulose
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Fonte: Adaptado de NAKAMURA, A.; IINO, R. In: YAMAGUCHI, Y.; KATO, K. (Ed.). Singapore:
Springer Singapore, 2018. p. 201-217.

Os fatores que afetam o sinergismo das enzimas celulases podem estar
enzimas, pode ocorrer a adsorcao nao efetiva da enzima, e a consequente inibicao
por oligdbmeros, ou até mesmo pela propria glicose gerada (produto esperado). Além
disso, ha indicios que pode ocorrer a aglomeracao das enzimas (chamado de
“jamming”) e limitacbes de transferéncia de massa, que podem levar a diminuicao
da acdo enzimatica (KUMAR; MURTHY, 2016). Ja& quando se trata do substrato, é
diretamente relacionado a acessibilidade das enzimas a superficie da celulose, que
depende, entre outros fatores, da cristalinidade e do teor de hemiceluloses e lignina
(SUN et al., 2016; ZHENG; ZHANG; PAN, 2016). Como observado em estudos
anteriores (KASCHUK; FROLLINI, 2018), a hidrolise enzimatica no geral apresenta
maior rendimento quando ha menos regioes cristalinas na biomassa a ser hidrolisada,

ou seja, mais cadeias acessiveis para a acao enzimatica. O mesmo acontece quando
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o material celuldésico a ser hidrolisado apresenta baixo teor de hemiceluloses
(KASCHUK et al., 2017), ou lignina (SAINI et al., 2016).

Durante uma hidrdlise enzimatica, a presenca da lignina na biomassa resulta
na formacao de uma barreira fisica, em que, aliado a existéncia de adsorcoes nao
produtivas entre a lignina e as enzimas, faz com que a presenca deste componente
tenha destaque dentre os fatores que podem diminuir a eficiéncia da hidroélise
enzimatica (SAINI et al., 2016; KELLOCK et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2018; LU et
al., 2018; WANG et al., 2018; ZANCHETTA et al., 2018). Dentre as possiveis
interacoes que podem resultar na desativacao das celulases, podem-se citar
interacoes hidrofdbicas, eletrostaticas e ligacoes hidrogénio entre grupos funcionais
presentes na lignina e as celulases. Para minimizar a desativacao enzimatica a partir
da interacao com a lignina, podem ser realizadas modificacdes na lignina presente
na biomassa. Sao descritas modificacoes quimicas, que levam ao estabelecimento de
ligacoes covalentes entre a lignina e os reagentes, assim como modificacdes que nao
envolvem modificacbes quimicas da lignina (YANG; PAN, 2015).

Um exemplo de modificacao quimica da lignina corresponde a sulfonacao ou
carboxilacao da mesma, que resulta na solubilizacdao e consequente eliminacao
(extracao) da lignina da biomassa (YANG; PAN, 2015). Ja quando se refere a
alteracoes nao quimicas da lignina, a utilizacao de surfactantes pode ser uma
alternativa de menor custo (quando comparada as modificacées quimicas), sem a
necessidade de realizacao de pré-tratamentos (CHEN et al., 2018; HOLMBERG, 2018;
LOU et al., 2018; MUHARJA et al., 2019).

1.1.3.1 Utilizacao de surfactantes em hidrolise enzimatica de celulose

Os surfactantes sao moléculas anfifilicas, que possuem tanto parte hidrofilicas
quanto hidrofdbicas. A porcao hidrofilica € chamada de cabeca e a parte hidrofobica
de cauda. A parte hidrofébica pode ser constituida por uma Unica cadeia, ou mais. A
cabeca pode ser um grupo polar com carga ou nao. De acordo com a natureza dos
grupos de cabeca, os surfactantes sao classificados em agentes tensoativos anionicos,
cationicos, ndo-ionicos, ou anfoteros (BIASUTTI et al., 2008).

Em reacdes de hidrdlise enzimatica de celulose, os surfactantes podem
aumentar a conversao de celulose em glicose (ZHANG et al., 2009; HOLMBERG, 2018).

O mecanismo dos surfactantes em reacoes de hidrélise enzimatica pode prevenir a
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adsorcao das celulases na fracao de lignina presente no material lignoceluldsico, que
leva ao aumento da quantidade de enzima livre para a hidrélise da celulose presente
no meio reacional (ZHOU et al., 2015). As regides hidrofobicas da lignina sao as que
interagem com os surfactantes, e sao estas também as responsaveis pela inibicao das
celulases (SAINI et al., 2016). A FIGURA 11 mostra uma representacao esquematica
da interacao de um surfactante com o material lignoceluldsico e as enzimas na

presenca de um surfactante.

FIGURA 11 - Representacao esquematica de uma reacdo de hidrélise enzimatica com a
participacdo de um surfactante. (1) as enzimas e substratos sdao atraidas em conjunto pelo
surfactante; (2) o surfactante promove a interacdo nao produtiva entre a enzima e o substrato;
(3) o surfactante leva a uma alta recuperacdao da atividade da enzima; (4) o surfactante
homogeneiza a matéria organica em solucdo com os seus grupos hidréfilos e hidrofobos; e (5) a
interacdo hidrofébica entre o surfactante e a lignina

Surfactante
/ \
grupo hidrofilico grupo hidrofdbico

celulose  hemicelulose

exoglucanase @ / 3

endoglucanase f ! T ~\O @

B—glicosidase  celobiose glicose

FONTE: Adaptado de FENG, Y.; JIANG, J.; ZHU, L.; YUE, L.; ZHANG, J.; HAN, S. Biotechnology for
Biofuels, v. 6, n. 1, p. 1-8, 2013.

Estudos com Tween 20 (SEO; FUJITA; SAKODA, 2011; CHEN et al., 2018),
Tween80 (JIN et al., 2016), Triton X-100 (PARDO, 1996), polietilenoglicol (XING et
al., 2016) e dodecilsulfato de sodio [(XIANG et al., 2006), FIGURA 12] mostraram que

o rendimento de acUcares pode ser aumentado com a utilizacao de surfactantes.
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Uma desvantagem de muitos surfactantes é que sao nao biodegradaveis e sao
oriundos de sinteses, ou seja, nao sao de origem natural, escapando do ponto central
da quimica verde (ZHANG et al., 2009).

FIGURA 12 - Estruturas quimicas de alguns surfactantes
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Surfactantes sintetizados por microrganismos exibem um desempenho
semelhante ou até mesmo melhor quando comparados com os surfactantes obtidos
sinteticamente. Eles exibem também maior biodegrabilidade e baixa toxicidade,
sendo assim uma alternativa mais compativel com os anseios atuais ligados ao
impacto ambiental, comparativamente aos surfactantes sintéticos. Deste modo, a
utilizacao de surfactantes como o ramnolipideo na hidrolise enzimatica de biomassa
vem sendo considerado no cenario de biorrefinaria (GUDINA et al., 2016).

Outro surfactante que vem sendo considerado neste cenario é o lignosulfonato
de sédio (ZHOU et al., 2013; LOU et al., 2014; LIN et al., 2019). Os lignosulfonatos

fazem parte do residuo industrial gerado pelo processo de polpacao sulfito
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Assim, no contexto de uso surfactantes alternativos para promover o aumento
da producao de acucares a partir da biomassa, no presente estudo foram
considerados o ramnolipideo e o lignosulfonato de sddio como surfactantes, visando
avaliar o a influéncia dos mesmos na producao de glicose durante a conversao

enzimatica da fibra lignoceluldsica de sisal.
1.1.3.2 Ramnolipideo

Os ramnolipideos podem ser constituidos por uma ou duas unidades de
ramnose polares ligados a uma cadeia de acido graxo nao polar contendo B-
hidroxialcanoatos em sua estrutura. Na FIGURA 13 sdao mostradas as unidades de
mono-ramnolipideo e di-ramnolipideo que sao encontradas nas moléculas desses
surfactantes (MULLER et al., 2012; BAl; MCCLEMENTS, 2016). Eles apresentam um
grupo carboxilico, como parte do grupo hidrofilico, o que confere aos ramnolipideos
carater anionico sob condicoes de pH adequadas. O pka relatado para este
surfactante é de 5,6 (YUTAKA et al., 1987), desta forma, em um pH superior a 5,6,
a forma ionizada prevalece. Também é relatado que a estabilidade e a atividade da
emulsao que contém ramnolipideo aumenta com o aumento da concentracao de "OH,
e que a eficiéncia do surfactante é observada em uma ampla gama de pH, exceto
nos pH 3 e 4 (BAlI; MCCLEMENTS, 2016). Assim, a utilizacao destes surfactantes em
pH superiores ou igual a 5 pode levar a maior eficiéncia (DAHRAZMA; MULLIGAN;
NIEH, 2008). O tampao citrato utilizado nas reacoes de hidrolise no presente estudo
gera um pH=5, desta forma, o ramnolipideo seria adequado para os fins pretendidos.

Os ramnolipideos podem ser isolados a partir de determinados
microrganismos, como Pseudémonas aeruginosa, durante processos de fermentacao,
ou também podem ser quimicamente sintetizados, a partir de materiais naturais
(BAI; MCCLEMENTS, 2016).
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FIGURA 13 - Estruturas moleculares de duas unidades de ramnose presentes nos ramnolipideos.
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O ramnolipideo obtido da cultura de Pseudémonas aeruginosa BSZ-07 foi
utilizado na hidrolise enzimatica da palha de arroz. Cerca de 0,5 g L' ramnolipideo
foi utilizado, sendo avaliadas as atividades das enzimas endoglucanase,
exoglucanases e B-glicosidase. Foi observado que as endoglucanases apresentaram
maior estabilidade que as exoglucanases. Também foi observado que a atividade das
B-glicosidases aumentou significativamente, sendo assim um dos principais
responsaveis pelo aumento da producao de glicose a partir da palha de arroz. Foi
confirmado que a interacao do ramnolipideo com a lignina foi responsavel por este
resultado, quando se comparou o mesmo com a adicao do surfactante na hidrélise
enzimatica de celulose microcristalina - Avicel (auséncia de lignina), quando nao foi
observado aumento na eficiéncia da hidrolise enzimatica (ZHANG et al., 2009).

O efeito do ramnolipideo comercial (Daqing Victex Chemical Industry Co. Ltd.
- China) foi avaliado durante hidrolise enzimatica da palha de trigo. As reacdes foram
realizadas em tampao citrato, em que 1 mg.mL"' de palha foram submetidas a
hidrolise enzimatica na presenca de 30 e 60 mg L' do surfactante comercial. As
enzimas foram obtidas a partir do meio de cultura liquido de P. expansum. O estudo
confirmou a estabilidade das enzimas e o aumento da degradacao da palha de trigo,
devido a reducao da ligacao improdutiva da enzima com a lignina, diminuindo a
inativacao da celulase (WANG et al., 2011).

Em um ultimo exemplo, foi observado que na hidrdlise da casca de coco (5 %
de massa solida, e carga enzimatica inicial de 20,0 FPU / g de biomassa, 20,0
unidades de celobiose (CBU) / g de biomassa e 10,0 unidades de xilanase (XU) / g de
biomassa), na presenca Ramnolipio (24,8 ppm, obtido a partir da cepa Pseudomonas
aeruginosa AP 029 / GLVIIA), obteve-se um aumento de 5 % na producao de glicose

quando comparado a hidrélise sem o surfactante. Confirmando que o ramnolipideo
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pode resultar em um aumento da atividade celulasica através da interacao com a
lignina (ARAUJO et al., 2017).

No presente estudo, foi avaliada a influéncia do ramnolipideo em diferentes
concentracdes (60, 80 e 108 mg L") durante a hidrdlise da fibra lignoceluldsica de

sisal.
1.1.3.3 Lignosulfonato

Lignosulfonatos (FIGURA 14) correspondem a macromoléculas anionicas e foi
descrito como um surfactante promissor para ser utilizado na hidrélise enzimatica
da biomassa lignocelulosica (LOU et al., 2013, 2014, 2016; ZHOU et al., 2013; CAl et
al., 2016; LIN et al., 2019). Lignosulfonatos sao obtidos como subproduto do processo
de polpacao sulfito da madeira para a obtencao da polpa celuldsica, e também pode
ser obtido pela sulfonacao de ligninas obtidas pelo processo Kraft. Lignosulfonato de
calcio, sédio, magnésio e amonio podem ser obtidos, sendo estes solUveis em agua,
devido a presenca dos grupos sulfonatos, sendo considerados por alguns como
polieletrolitos ramificados (OLIVEIRA, 2014).

FIGURA 14 - Parte da estrutura de um lignosulfonato
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A estrutura dos lignosulfonatos apresenta grupos hidrofilicos (quando em meio
acido, acidos sulfonicos, carboxilicos e hidroxila fenolica) e hidrofébicos (grupos
aromaticos e alifaticos) (LOU et al., 2013). Apesar do fato de o mecanismo de
atuacao do lignosulfonato na reacao de hidrélise enzimatica da biomassa

lignoceluldsica ainda nao ter sido completamente elucidado, é proposto que os
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dominios hidrofébicos do lignosulfonato podem interagir tanto com a lignina presente
na biomassa, auxiliando na eficiéncia da reacao [FIGURA 15, (LOU et al., 2013)],
quanto com as enzimas celulases presentes no meio da reacao, diminuindo a
eficiéncia desta [FIGURA 16,(LOU et al., 2014)].

Ainda, o lignosulfonato pode interagir com a superficie da lignina, levando a
formacao de uma camada hidratada, a qual gera um impedimento estérico para a
interacao das enzimas com a lignina (FIGURA 15), reduzindo assim as ligacoes nao
produtivas que podem ocorrer entre as celulases e a lignina, aumentando o
rendimento das reacoes de hidrolise. Contudo, a interacao do lignosulfonato com a
lighina pode nao ser forte o suficiente para reduzir de forma significativa as
adsorcoes nao produtivas celulase-lignina, como observado por Cai e colaboradores
(2016).

Outro aspecto que tem que ser considerado € a massa molecular média (Mw)
do lignosulfonato utilizado. Foi observado que quando o lignosulfonato de baixa
massa molecular foi utilizado nao ocorreu grande interacao com a lignina e assim, o
uso do mesmo nao preveniu todas as interacdes nao produtivas entre as celulases e
lignina. Ja quando a Mw é alta, estas interacoes sao maximizadas, levando ao
aumento do rendimento das reacdes (LOU et al., 2013), FIGURA 15.
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FIGURA 15 - Representacdo esquematica da interacdo entre o lignosulfonato e a lignina durante
a hidrélise enzimatica.
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Quando a biomassa nao contém lignina ou apresenta baixo teor de lignina (ex.
< 3 %), pode ocorrer uma competicao entre o lignosulfonato e a celulose. Da mesma
maneira que o dominio catalitico interage com a regidao hidrofobica da celulose, ele
pode vir a interagir com a regiao hidrofobica do lignosulfonato (FIGURA 16). Quando
isto acontece, ocorre a diminuicao do rendimento da hidrélise enzimatica (LOU et
al., 2014). Este efeito pode também ser influenciado pela Mw do lignosulfonato
utilizado. Lou e colaboradores (2014) observaram que quando a Mw do lignosulfonato
foi baixa (2360 Da), ocorreu menor competicao entre o lignosulfonato e a celulose,
do mesmo modo que quando Mw foi de 9900 Da a competicao foi maior entre o

lignosulfonato e a celulose.
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FIGURA 16 - Representacdo esquematica do “agregado LS-celulase estabilizado ou desestabilizado
na ligacdo da celulase a celulose. Mw: Massa molar média.
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FONTE: Adaptado de LOU, H.; ZHOU, H.; LI, X.; WANG, M.; ZHU, J. Y.; QlU, X. Cellulose, v. 21, n.
3, p. 1351-1359, 2014.

Assim, no presente estudo foram utilizados os biosurfactantes ramnolipideo e
lignosulfonato de sodio, visando comparar a acao de ambos. Da mesma forma que
para o ramnolipideo, foram variadas as concentracoes de lignosulfonato de sédio

utilizadas (5 e 7,5 g L") durante a hidrolise da fibra lignocelulosica de sisal.
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1.2. OBJETIVOS

o Valorizacao da fibra lignocelulodsica de sisal através da producao de acucares
fermentesciveis a partir da hidrolise enzimatica dos respectivos componentes

polissacaridicos.
1.2.1 Objetivos especificos

o Realizacao de pré-tratamento alcalino (mercerizacao) das fibras
lignoceluldsicas de sisal visando remocao total ou parcial de lignina e de
hemiceluloses, assim como alteracées na morfologia e na cristalinidade das fibras,
com o intuito de produzir polpas celulosicas com propriedades que beneficiem a
hidrolise enzimatica.

. Estudo da hidrdlise enzimatica da fibra lignocelulésica de sisal nao
mercerizada e mercerizada, na presenca ou nao de surfactantes (ramnolipideo e
lignosulfonato)

o Avaliacao do impacto da mercerizacao e do uso dos surfactantes nas fibras
remanescentes, nao reagidas durante a hidréolise enzimatica, através de
investigacdes sobre alteracées na morfologia, comprimento, espessura e
cristalinidade das fibras.

o Avaliacao do impacto da mercerizacao e uso dos surfactantes na producao de

glicose na etapa de sacarificacao.
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1.3. MATERIAIS E METODOS

1.3.1 Fibras lignocelulésicas de sisal

Neste trabalho foram utilizadas as fibras de sisal adquiridas na forma de fios
da empresa Sisal Sul IndUstria e Comércio Ltda., Sao Paulo, SP. As fibras nao foram
submetidas a lavagem em agua previamente aos tratamentos, pois o beneficiamento
industrial das mesmas incluiu a etapas de lavagem segundo informacdes dos
fornecedores. Antes de moidas em moinho de facas da Marconi (MA048), as fibras
foram submetidas a extracao com solventes [descritos em 1.3.5.1 Extracao com
solventes, (RAMIRES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017)] para a remocao de residuos

e ceras presentes na superficie das mesmas.
1.3.2 Reagentes e solventes

Como reagentes e solventes foram utilizados:
o Cicloexano (100 % - Synth) e etanol (98 % - Synth), para a realizacao do
processo de eliminacao de extrativos
o Hidréxido de so6dio em lentilhas (97 % - Qhemis), no processo de mercerizacao
e teor de a- celulose;
o Acido acético glacial (Mallinckrodt), na determinacao do teor de holocelulose
e de a -celulose;
o Clorito de sodio (80 % - Sigma-Aldrich), na determinacao de holocelulose
o Citrato de sodio e acido citrico (Qhemis) para a preparacao de tampao citrato,
usado nas reacoes de hidrolise enzimatica;
o Complexo enzimatico Accellerase 1500 (Genencor), usado nas reacdes de
hidrolise enzimatica. Este foi produzido com a cepa geneticamente modificada do
Trichoderma reesei, e contém altos niveis de B-glicosidase para aumentar a
eficiéncia na conversao da celobiose em glicose durante a reacao, além da presenca
de hemicelulases para a conversao de hemiceluloses presentes. As endoglucanases
apresentam atividade de 2200-2800 CMC U g' e as B-glicosidases apresentam

atividade de 450-775 pNPG U g'', segundo informacées do fornecedor?;

2 https://www.yumpu.com/en/document/read/13807891/accelleraser-1500-prod-info-sheetpub-danisco
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. Ramnolipideo (pureza 99 %, nUmero de registo CAS: 147858-26-2 - Rhamnolipid
Incorporation/EUA) em uma solucao reserva contendo 25 % (massa / volume) de
ramnolipideo

. Lignosulfonato de sodio (Sigma-Aldrich - Mw ~52 000 e Mn ~7000, sendo 4% de
acucares redutores - Dados Fornecedor).

. Acido sulfarico PA (95 - 98 % -Synth) para a determinacdo do teor de lignina

. Na analise dos hidrolisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
foram usados: acido sulfurico (H2504, Merck Chemicals). Os padroes utilizados foram
celobiose, D-glicose (Sigma-Aldrich), D-xilose (Sigma-Aldrich), L-arabinose (Sigma-

Aldrich), acido acético (49 - 51 %, Sigma-Aldrich), todos de grau cromatografico.

1.3.3 Caracterizacao das fibras lignocelulésicas

1.3.3.1 Teor de lignina

A norma TAPPI T 222 om-22 adaptada foi usada (OLIVEIRA, 2014). Esta analise
fundamenta-se na separacao da lignina, apos hidrélise dos polissacarideos com o uso
de acido sulfarico (72 %).

Cerca de 1,0 g de polpa celulosica de sisal nao mercerizada e mercerizada foi
agitada com 15,0 mL de uma solucao de acido sulfurico 72 % durante 2 h, a
temperatura ambiente. Apos este tempo de digestao, foram adicionados 560 mL de
agua, e colocado em refluxo por 4 h. O material foi filtrado, separando o soélido do
liquido. O sdlido foi lavado até pH igual ao da agua de partida e seco. O teor de
lignina insoluvel foi obtido a partir da diferenca da massa inicial e da massa obtida
ao final da reacao. A fracao liquida foi diluida (6x) e analisada por espectroscopia
Ultravioleta-Visivel nos comprimentos de onda de 215 e 280 nm (Shimadzu, Modelo:

UV 3600), e o teor de lignina soluvel foi obtido usando as equagées 01 e 02.

4.53x(A215)-(A280)
300

C= (01)

% Lignina Sol(vel= = x100 (02)
sendo,

C - concentracao em g L' de lignina Klason soluvel nas amostras diluidas

A215 - Valor da absorbancia em 215 nm;
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A280 - Valor da absorbancia em 280 nm;
m1- massa (g) de lignina Klason soluvel, obtido a partir da equacao 01, sendo que é
considerado o volume final da reacao de determinacao da lignina Klason insollvel
(575 mL = 15 mL H2504 72 % + 560 H;0) e o fator de diluicao (relacionado as diluicoes
da analise de UV-vis);
m2- massa (g) de amostra seca de fibra.

O teor de lignina total corresponde a soma da lignina soluvel (no liquido) e da

insollvel (sélido). A analise foi realizada em triplicata.
1.3.3.2 Teor de holocelulose

O teor de holocelulose corresponde a soma dos teores de celulose e
hemiceluloses, sendo a sua determinacao descrita pela norma TAPPI T19-54,
adaptada para as fibras lignocelulésicas.

Aproximadamente 3 g de fibras seca e moida foram suspensas em agua
(120mL), e levadas a aquecimento (70 °C + 2) em um frasco erlenmeyer de 1 L. Este
foi tampado com um frasco erlenmeyer de 250mL invertido. Sob agitacao constante
foram realizadas 3 adicoes, com intervalos de 1 h cada, de 1,0 mL de acido acético
glacial e 2,5 g de clorito de sodio, totalizando 3 h de tratamento e 3 adicdes. Ao
final do mesmo, a mistura foi resfriada (-10 °C), e filtrada em funil de vidro
sinterizado (ASTM tipo C). O sélido (holocelulose) foi lavado até o valor de pH igual
ao da agua utilizada na lavagem, depois lavado com metanol e seco em estufa a 105
°C, até massa constante.

A porcentagem de holocelulose é dada pela equacao 03

% holocelulose = 2—;x100 (03)
sendo:

% holocelulose = porcentagem do teor de holocelulose;
m1 = massa (g) de holocelulose seca;

m2 = massa (g) de amostra.
1.3.3.3 Teor de a-celulose

A celulose isenta de hemiceluloses € chamada de a-celulose e é insoluvel em

solucao de NaOH 17,5 %. Neste procedimento, em 1 g de holocelulose (obtida pelo
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método descrito em 2.2.1.2) foram adicionados 10 mL de solucao 17,5 % de NaOH, e
deixados em repouso por 2 min a temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados
mais 10 mL da mesma solucao alcalina, misturando por 8 min e deixando em repouso
por mais 20 min. Essa suspensao foi lavada com 40 mL de agua e filtrada a vacuo, em
filtro sinterizado de porosidade (40 a 100 pym). Logo a seguir, o residuo foi lavado
com 200 mL de uma solucao de acido acético diluido (20 %) para neutralizar a base
residual e 200 mL de agua para eliminar os sais da amostra. O filtro foi levado a
estufa a 105 °C por 4 h e pesado.

A determinacao do teor de celulose presente na holocelulose foi feito de

acordo com a equacao 04.

% celulose = :—;xlﬂﬂ (04)
sendo:

% celulose = porcentagem do teor de celulose presente na amostra de holocelulose;
m1 = massa (g) de celulose seca;
m2 = massa (g) de holocelulose seca.

O percentual de hemicelulose foi determinado pela diferenca entre a
porcentagem de holocelulose e a-celulose da fibra. A analise foi realizada em

triplicata.
1.3.3.4 indice de cristalinidade (IC)

Para a determinacao do indice de cristalinidade (IC) da celulose presente nas
fibras de sisal nao tratadas e tratadas, foi utilizada a técnica de difracao de raios X.
A partir dos difratogramas de raios X foi possivel observar a presenca de picos
caracteristicos da celulose, referente aos planos cristalograficos, angulos de Bragg (20
- FIGURA 17). O primeiro pico (l1) refere-se a parte nao cristalina da celulose (18° para
celulose | e 16° para celulose Il), e o segundo (I2) pico corresponde a parte cristalina
(22°<20<23"° paracelulose e 18 ° <20 <22 ° para celulose Il) (KASCHUK; FROLLINI,
2018). O indice de cristalinidade pode ser calculado utilizando-se a equacao descrita
por Buschle-Diller e Zeronian (equacao 05) (BUSCHLE-DILLER; ZERONIAN, 1992):

11

IC=1-_ (05)

sendo:
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IC= indice de cristalinidade;
l1=intensidade do minimo de difracao;
I2=intensidade do maximo de difracao.

A equacao 05 baseia-se no método Segal (SEGAL et al., 1959). Estudos tedricos
e experimentais desenvolvidos recomendam a aplicacao do mesmo quando os picos
caracteristicos da celulose | e Il sao bem definidos (FRENCH; SANTIAGO CINTRON,
2013; FRENCH, 2014; NAM et al., 2016). Nestes estudos, o valor do grau 2 O para a
regiao nao cristalina da celulose | foi corrigido (de 13 °<2 6 <15 ° para 16 °) (FRENCH,
2014), sendo que esta correcao foi considerada no presente estudo. Este método foi
escolhido devido a sua forma simples de calculo, e devido a facilidade de sua
implementacao a partir de dados de difratdbmetro utilizando o método po6. Os
resultados obtidos podem ser utilizados como indicativo das alteracdes da
cristalinidade das fibras lignocelulésicas de sisal durante os tratamentos de

mercerizacao ou das reacoes de hidrélise enzimatica.

FIGURA 17 - Difratograma tipico de celulose de sisal sem tratamento
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FONTE: DE PAULA, M. P. Dissertacdao (Mestrado em Fisico-Quimica) - Instituto de Quimica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2009

As analises foram conduzidas no Difratometro BRUKER APEX Il Duo, equipado
com duas micros fontes, de cobre e molibdénio, e sistema OXFORD de baixa
temperatura. Marca: Bruker - Modelo: APEX Il Duo. As fibras apds serem moidas sao
posicionadas na altura correta do porta-amostra para que o sinal registrado esteja
na posicao correta (picos de difracao no angulo 2 © correto), e analisadas com

espelho Gobel ao invés de fendas divergentes. Essa configuracao tem a finalidade de
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eliminar possiveis efeitos de texturas e orientacao preferencial, resultando num sinal
adequado dos padrées de difracao.
O desvio padrao considerado para esta analise (+ 0,5 %) foi obtido a partir de

analises de amostras aleatoérias em duplicata.
1.3.3.5 Comprimento e espessura médios das fibras

A variacao do comprimento e espessura médios das fibras presentes na fibra
de sisal de partida, assim como as mercerizadas e as fibras nao reagidas durante o
processo de hidrolise, conforme posteriormente descrito, foi acompanhada com o
uso de um equipamento MorFi Compact (Techpap). Este equipamento detecta fibras
com dimensdes na escala de micrometros. A analise ocorre em ambiente restrito
apenas as fibras, o que permite uma medicao estatistica confiavel de milhares de
fibras em alta velocidade, e com determinacao precisa das caracteristicas relevantes
de sua forma. Assim, as fibras foram suspensas em agua (~ 0,5 g L") e analisadas
usando o equipamento ilustrado na FIGURA 18, que apresenta alta resolucao em sua

analise de fibras em geral, incluindo as lignocelulésicas.

FIGURA 18 - Analisador de fibras (MorFi Compact -Techpap)
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1.3.3.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura é utilizada para analisar a morfologia
dos materiais. O microscopico eletronico possui uma coluna que opera em alto vacuo,

consistindo de uma fonte de elétrons, lentes eletromagnéticas e bobinas de
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varredura. A fonte de elétrons normalmente corresponde a um filamento de
tungsténio, que produz elétrons que sao acelerados a uma energia na faixa de 1 a 40
KeV. Assim, ao incidir na superficie da amostra, ocorre uma interacao e parte do
feixe é refletida e coletada por um detector, que converte este sinal em imagem
(DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

Para esta analise foi utilizado o equipamento LEO-440, com filamento de
tungsténio para gerar elétrons. As amostras foram secas em estufa com circulacao
de ar por 4h, colocadas em suporte e recobertas com uma fina camada de carbono e
ouro para tornar o material condutor e assim ser possivel a realizacao da analise. As
imagens foram obtidas com 1000x e 3000x de magnificacao, energia do feixe de

elétrons utilizada variou de 15 a 20 kV e o diametro do feixe de 10 a 14 mm.
1.3.4 Analise elementar

A composicao elementar (carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre) do
lignosulfonato de sodio foi determinada utilizando o equipamento EA 1108 - CHNS-O
(Fisons Instruments). As amostras foram pesadas (~ 1,0 mg) em capsulas de estanho
3,2 x 4mm e inseridas no analisador elementar a 1020 °C, em seguida, ocorreu a
injecao de Oz (puro), elevando a temperatura do forno a 1800 °C, garantindo a total
combustao da amostra. A partir dai, os gases originados na queima foram separados
e retidos via cromatografia e, a deteccao foi realizada por TCD (detector de
condutividade térmica).

As analises foram realizadas no Departamento de Quimica na Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar).

1.3.5 Pré -tratamentos das fibras lignocelulésicas

1.3.5.1 Extracao com solventes

Os teores de todos os componentes, de uma fibra lignocelulésica dependem
diretamente das condicdes de plantio e processamento da fibra. A quantidade de
extrativos (ceras, gorduras e outros) em uma fibra de sisal pode chegar a 2%. A
eliminacao destes extrativos pode ocorrer por extracao com solventes organicos,

solubilizando-os e deixando apenas 0os componentes estruturais da fibra.
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No presente estudo foi utilizado o sistema etanol/cicloexano (1:1), com o
intuito de eliminar os extrativos sollveis em solvente apolar (cicloexano) e os
soliveis em solvente polar (etanol), visando posteriormente aumentar a eficiéncia
da interacao entre os reagentes e o material lignocelulésico. As fibras foram
submetidas a refluxo com uma proporcao de 1:1 de cicloexano: etanol durante 10
min (OLIVEIRA, 2014). Nao foi obedecida nenhuma relacao massa: volume de
solvente, porém foi obedecido o critério que todas as fibras estivessem submersas
no solvente. Apos o resfriamento do sistema (cerca de 3 h), as fibras foram lavadas
abundantemente com agua, secas e trituradas (como descrito no item 1.3.5.2

Moagem).
1.3.5.2 Moagem

Para aumentar a area superficial exposta aos reagentes, a trituracao ou
moagem é um passo essencial nos pré-tratamentos dos materiais lignocelulosicos
(RAVINDRAN; JAISWAL, 2016). Estudos comprovam que o rendimento de eliminacao
da lignina e/ou da sacarificacao dos materiais lignoceluldsicos aumenta com a
realizacao deste processo (ZAKARIA et al., 2015). Assim, no presente estudo, apds a
eliminacao dos extrativos (descritos em 1.3.5.1 Extracao com solventes), todas as
fibras foram trituradas no moinho Marconi (MA048). O objetivo deste procedimento
foi aumentar a area superficial da fibra a ser utilizada. As fibras de sisal foram
peneiradas em peneiras com abertura 125 mm e destinadas ao tratamento de

mercerizacao (descrito em 1.3.5.3 Mercerizacao).
1.3.5.3 Mercerizacao

Para a avaliacao do efeito de mercerizacao da fibra lignocelulésica de sisal foi
realizado um planejamento fatorial 23 com pontos centrais, em que as variaveis
temperatura, proporcao massa/volume e tempo foram consideradas. O
planejamento 23 consistiu em oito experimentos fatoriais e trés repeticdes do ponto
central.

Devido as diferentes composicoes de diferentes fibras lignocelulosicas, quanto
ao teor de lignina, hemiceluloses, celulose, além de outros fatores, como diferentes
cristalinidades, um tratamento adequado para uma fibra pode nao ser o ideal para

outra. Assim, cada tratamento deve ser otimizado para fibras de diferentes origens.
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A pressao utilizada foi a pressao ambiente (1 atm), e a concentracao da solucao
aquosa de NaOH foi de 20 % (em massa). Esta concentracao de NaOH foi escolhida
devido a resultados obtidos em estudos anteriores, em que esta concentracao se
mostrou promissora na eliminacao de hemiceluloses e alteracao na cristalinidade de
polpa celuldsica de sisal (LACERDA et al., 2012; KASCHUK et al., 2017).

O presente planejamento foi empregado para analisar os efeitos e interacoes
das variaveis selecionadas com relacao ao teor de lignina, holocelulose,
hemiceluloses, celulose, indice de cristalinidade e rendimento. As variaveis
independentes e seus niveis codificados e decodificados sao apresentados na TABELA
1.

TABELA 1 - Niveis reais e codificados das variaveis independentes estudadas no processo de
mercerizacgdo da fibra de sisal.

Niveis
Variaveis Simbolos -1 0 1
Temperatura (°C) X1 40 60 80
Razao massa/volume (g L") X2 10 20 30
Tempo (h) X3 1,5 3,0 4,5

Os pontos centrais (nivel 0) foram realizados com a temperatura de 60 °C,

durante 3,0 h com uma razao massa/volume de 20 g L.
1.3.5.3.1 Andlise estatistica do planejamento fatorial

A relacao entre as variaveis independentes e dependentes foi investigada
utilizando a metodologia de regressao multipla dos minimos quadrados. A equacao
de regressao multipla utilizada, para ajustar as equacoes polinomiais com base nos

dados experimentais, esta representada na equacao 06.

Y=B0+B1X1 + B2X2 + B3X3 + B12X1 X2 + P13X1 X3 + B23X2 X3+ P123X1 X2X3+ €
(06)

Em que,
Y- representa a resposta prevista;
BO - modelo de interseccao;

B1, B2, Bs - coeficientes lineares;
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B12, B13, B23 - coeficientes de interacao respectivamente;

€- erro experimental.

A significancia do ajuste do modelo foi baseada na Analise de Variancia
(ANOVA), e comparadas com a proporcao da variacao explicada, isto é, pela analise
do coeficiente de determinacao ajustado (Rzaj.). Os coeficientes do modelo foram
estimados pelo método dos minimos quadrados, sendo sua significancia avaliada pelo
teste t e valor da probabilidade (valor-p), adotando-se um valor de p < 0,05, para
todos os ensaios.

Superficies de respostas foram construidas por meio do modelo matematico
proposto nos niveis reais das variaveis independentes, mantendo-se a resposta em
funcao do eixo Z, com eixos X e Y representando as variaveis independentes. Uma
vez obtido um modelo polinomial ajustado a resposta, as melhores condicoes do
processo de mercerizacao foram definidas através do algoritmo de otimizacao
proposto por Derringer e Suich (1980). Este se baseia na definicao de uma funcao de
desejabilidade (D) restrita no intervalo de [0, 1], para a qual se adotou como limites
inferior, médio e superior nos valores de 0, 0,5 e 1,0, respectivamente. Se a resposta
for aquela que se quer, D = 1 e se a resposta estiver fora da regiao aceitavel, D = 0.
Assim, as variaveis independentes foram escolhidas de modo a maximizar a
desejabilidade global (DERRINGER; SUICH, 1980).

A estatistica e os graficos de superficie de resposta foram obtidos por meio do
programa Statistica for Windows versao 10.0 da StatSoft (1984-2011).

1.3.5.3.2 Aprofundamento do estudo de mercerizacao

Apos analise dos resultados (descritos posteriormente), ocorreu a suspeita de
que foi extraido mais lignina que o indicado pelos resultados obtidos durante a
realizacao do planejamento, e que a lignina extraida, e/ou os produtos poderiam ter
se depositado na superficie das fibras, aumentando assim artificialmente o teor de
lignina detectado nas fibras. Assim, foi realizada a repeticao do ponto em que a
temperatura foi de 80 °C, durante 4,5 h, utilizando a razao 30 g L. Este experimento
foi realizado de forma que a cada 30 min o mesmo foi encerrado, visando a partir da

variacao de massa inicial e final, calcular o rendimento das reacodes.
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1.3.5.3.3 Mercerizacdo das fibras lignoceluldsicas de sisal destinadas a hidrdlise

enzimatica

Devido a baixa eliminacao de lignina e levando em consideracao o maior
rendimento obtido, entre todas as condicdes estudadas foi escolhido a condicao em
que 10 g L' de fibra de sisal foi mercerizada a 40 °C durante 1,5 h com a solucao de
NaOH a 20 %, sendo esta a fibra submetida as hidrolises enzimaticas na auséncia e

presenca dos surfactantes.
1.3.6 Reacodes de hidrélise enzimatica

As reacoes de hidrolise enzimatica foram conduzidas a 50 °C em meio tampao
citrato 0,01 mol L', pH 5, pois de acordo com o fabricante o intervalo de
temperatura e de pH mais adequados para Accellerase 1500 sao 50 a 65 ‘C e 4 a 5,
respectivamente (MARCOS et al., 2013). Para cada 1 g de fibra foram adicionados 50
mL de tampao. A suspensao (fibra lignocelulésica e tampao) foi previamente
esterilizada em autoclave (Marconi) por 20 min a 121 °C. Apds esterilizada, a
suspensao foi mantida a 50 °C em uma camara incubadora com agitacao orbital
(Marconi MA410). Depois de estabilizada a temperatura, foram adicionadas as
enzimas ao sistema. O volume de complexo enzimatico utilizado foi de 0,5 mL por
grama de fibra lignocelulésica, pois de acordo com o fabricante o intervalo 0,1 a 0,5
g de celulose é recomendado como dosagem de partida para Accellerase 1500
(MARCOS et al., 2013).

As reacoes, foram monitoradas por 48 h, em que foram retiradas aliquotas de
10 min em 10 min nos primeiros 30 min de reacao, e depois de 30 min em 30 min até
que a reacao completasse um total de 6 h. Nas 3 h seguintes foram retiradas aliquotas
de 1 h em 1 h, depois de 2 h em 2 h nas proximas 6 h e, por fim, de 8 h em 8 h até
completar o tempo de 48 h de reacado. Todas as aliquotas foram filtradas, separando
o licor da fibra lignoceluldsica nao reagida.

Reacdes com a fibra nao mercerizada e a fibra mercerizada foram realizadas
na auséncia e presenca de surfactantes. Para as hidrdlises enzimatica de fibras de
sisal foram utilizados os surfactantes ramnolipideo e lignosulfonato de sodio.

A concentracdo de 60 mg L' de ramnolipideo foi inicialmente considerada a

partir do trabalho de WANG et al., 2011 (ja descrito em 1.1.3.2 Ramnolipideo), em
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que esta concentracao levou ao maior rendimento de hidrolise da palha de trigo. A
seguir, foi decidido aumentar esta concentracao para 80 mg L' e 108 mg L' a fim de
avaliar o comportamento do aumento de ramnolipideo na reacao de hidrélise da fibra
de sisal. O maior rendimento obtido durante a hidrolise da fibra de sisal nao
mercerizada utilizando ramnolipideo foi com 80 mg L', e este foi o volume de
surfactante utilizado com a fibra de sisal mercerizada.

Ja em relacado ao uso do lignosulfonato de sodio, a concentracao de 5 g L' foi
inicialmente considerada a partir de estudos encontrados na literatura (LAN; LOU;
ZHU, 2013; ZHOU et al., 2013; LOU et al., 2016), em que as hidrolises de celulose e
materiais lignocelulésicos (madeira de pinho e pinus cortada) foram realizadas. A
partir desta decidiu-se explorar a concentracdo de 7,5 g L' a fim de avaliar o impacto
do aumento da concentracao de lignosulfonato na reacao de hidrélise da fibra de
sisal. Em relacao a hidrdlise das fibras de sisal mercerizadas foi utilizada a
concentracao de 5,0 g L' de lignosulfonato de sodio.

A TABELA 2 apresenta o resumo das reacoes realizadas e codigos utilizados
para representar as respectivas reacoes.

Cada aliquota foi filtrada separando as fibras nao reagidas do licor produzido.
As fibras nao reagidas foram lavadas extensivamente com agua destilada, sendo que
parte destas foi caracterizada via comprimento e espessura (MorFi - Item 1.3.3.5
Comprimento e espessura médios das fibras) em suspensdao aquosa, e outra parte
seca a 105 °C por 4 h e caracterizada em relacdo a IC (item 1.3.3.4 indice de
cristalinidade (IC)), e avaliada a morfologia da superficie via MEV (item 1.3.3.6
Microscopia eletronica de varredura (MEV)). O licor foi caracterizado por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - item 1.3.6.2).
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TABELA 2 -Codigos utilizados para representar as reacées realizadas no presente estudo de acordo
com a concentracao de surfactante (ramnolipideo e lignosulfonato) e a realizacdo (X) ou nao (--)
do tratamento de mercerizacao.

Mercerizacao [Surfactante] Sigla

Ramnolipideo (mg L")

-- 0 SNM

X 0 SM

-- 60 SNM-R60
-- 80 SNM-R80
-- 108 SNM-R108
X 80 SM-R80

Lignosulfonato (g L")

-- 5,0 SNM-LS5
-- 7,5 SNM-LS7,5
X 5,0 SM-LS5

1.3.6.1 Analises de tensao superficial

As analises de tensao superficial dos tampdes citrato com os surfactantes ou
nao foram realizadas com o equipamento tensiometro da marca Attension. As
solucoes analisadas foram preparadas no dia da analise, e o método utilizado foi o
método da gota suspensa, em que cerca de 1 pL de solucao foi suspensa e a tensao
superficial foi determinada através da digitalizacao e analise do perfil da gota,
utilizando para ajuste a equacao de Young-Laplace. As medidas foram realizadas 5x

para a obtencao do desvio padrao dos resultados.

1.3.6.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Os licores foram analisados quanto ao teor de glicose, xilose, arabinose, e
acido acético em um equipamento SHIMADZU equipado com detector de indice de
refracao (RID-20A SHIMADZU) e coluna Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm BIO-RAD). A

mistura eluente foi composta de acido sulfurico 0,005 mol L' em um fluxo de 0,6 mL
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min-'. Temperatura do forno (CTO-10A SHIMADZU) foi mantida a 45 °C e a pressao da
bomba (LC- 10AD SHIMADZU) variou entre 80 e 86 kg f cm2. O tempo de analise para
cada amostra foi de 18 min. As amostras foram previamente filtradas em filtros Sepak
C18 (ativados com etanol e lavados com H;0) com a finalidade de eliminacao de
resquicios de lignina, e também filtradas com filtros MILLEX 0,45 pm (Millipore) com

a finalidade de reter material em suspensao (PASQUINI et al., 2005).
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o estudo da producao de aclcares fermentesciveis a partir da hidroélise
enzimatica, foi utilizado o sisal como fibra lignoceluldsica, devido ao fato que esta
€ abundante no Brasil e apresenta alto teor de celulose [60 % - 80 % (MEGIATTO JR
et al., 2008; FROLLINI; SILVA; RAMIRES, 2013)]. O tratamento alcalino, mercerizacao,
das fibras lignocelulésicas de sisal foi realizado em diferentes concentracdes de
fibras, temperatura e tempo, em que a melhor condicao foi destinada a hidrolise
enzimatica. Os surfactantes ramnolipideo e lignosulfonato de sédio também foram
usados durante as hidrolises enzimaticas da fibra de sisal.

Os resultados referentes aos tratamentos (extracao cicloexano/etanol e
mercerizacao) das fibras lignoceluldsicas de sisal sao inicialmente apresentados,
seguidos dos resultados de hidrdlise enzimatica das fibras nao mercerizadas, usando

ou nao surfactantes, e da hidrolise das fibras mercerizadas.

1.4.1 Tratamentos das fibras lignocelulésicas de sisal

1.4.1.1 Extracao cicloexano/etanol

A extracao cicloexano/etanol foi realizada visando eliminar os extrativos,
como ceras, proteinas e compostos inorganicos, da superficie das fibras de sisal. A
seguir, tanto as fibras ndo extraidas quanto as extraidas foram caracterizadas em
relacdo ao teor de lignina, holocelulose, hemiceluloses, celulose, indice de
cristalinidade (IC), e a superficie via microscopia eletronica de varredura (MEV).

Os resultados, referentes aos teores de holocelulose, hemiceluloses, celulose,
lignina insollvel, solUvel e total e de cinzas, obtidos estao demonstrados na TABELA
3.
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TABELA 3 - Composicdo da fibra de sisal ndo extraida e extraida com cicloexano/etanol (1:1)

Componente Fibra nao extraida (%) Fibra extraida (%)
Holocelulose 84 + 1 91,7 + 0,2
Hemiceluloses 29 +2 31 1
Celulose 55,5 +0,5 60 + 1
Lignina insoluvel 8,9 +0,1 10,3+ 0,4
Lignina solavel 4+ 1 3,6 +0,4
Lignina total 12,6 + 0,9 13,9 + 0,0
Cinzas 1,5+ 0,0 0,6 +0,0

Devido a eliminacao dos extrativos as composicoes, celulose, hemiceluloses,
lignina, das fibras aumentaram (embora os desvios padrées aproximem alguns
valores), e o teor de cinzas diminuiu, indicando eliminacao parcial de componente
nao organicos presentes nas fibras.

A FIGURA 19 apresenta os difratogramas utilizados para o calculo dos IC das
fibras de sisal nao extraidas e extraidas, sendo que os difratogramas apresentaram o
mesmo padrao cristalografico, ou seja, nao ocorreu penetracao dos solventes usados
na extracao (cicloexano/etanol) nos dominios cristalinos das fibras presentes na
fracao celulosica.

Foi observado que a eliminacao de extrativos levou a um aumento no teor de
celulose, que é o componente que confere cristalinidade a fibra, com isto, era
esperado que o IC nao alterasse ou entao sofresse um leve aumento. Contudo, o IC
diminuiu de 58,2 % + 0,5 (fibra nao extraida) para 46,5 % + 0,5 (fibra extraida),
indicando que o etanol (solvente mais polar que o cicloexano) se difundiu por entre
parte das cadeias dos dominios cristalinos, diminuindo a ordem previamente

existente. Os erros sao provenientes de duplicata de analise.
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FIGURA 19 - Difratograma das fibras de sisal ndao extraidas e extraidas por cicloexano/etanol
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As imagens de MEV sao importantes para obter informacdes acerca alteracoes
nas superficies dos materiais, tanto no sentido de degradacao do material quanto de
eventuais depositos sobre o mesmo, durante um determinado processo. A FIGURA 20
apresenta as imagens que mostraram mudancas na superficie causadas pela extracao
dos componentes nao estruturais da fibra lignoceluldsica de sisal. E possivel observar
que, apds a extracao com cicloexano/etanol, as fibras passaram a apresentar um
aspecto mais rugoso e por isso a acessibilidade de reagentes a este material
provavelmente intensificada, ja que esta rugosidade reflete um aumento na area da

superficie que pode ser atacada pelo reagente.

FIGURA 20 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) (a) para as fibras de sisal ndo extraidas e
(b) extraidas por cicloexano/etanol (1:1)
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1.4.1.2 Mercerizacao das fibras de sisal

Para o estudo da mercerizacao da fibra de sisal foi realizado o planejamento
fatorial 23. As variaveis foram temperatura (°C), tempo (h) e razao massa/volume (g
L-"). As respostas do estudo foram os teores de lignina, holocelulose, hemiceluloses,
celulose, IC e rendimento. O rendimento se refere a porcentagem de fibra
remanescente apos a realizacao dos tratamentos de mercerizacao.

As variaveis codificadas e descodificadas para os experimentos realizadas
durante o planejamento 23 para o estudo de mercerizacdo da fibra do sisal estao
descritas na TABELA 4.

TABELA 4 - Variaveis codificadas e descodificadas independentes do planejamento fatorial 23 com
ponto central

Variaveis codificadas Variaveis descodificadas
Experimento X1 X2 X3 Razdo (gL') Temp. (°C) t(h)
01 -1 -1 -1 10 40 1,5
02 -1 -1 1 10 40 4,5
03 -1 1 -1 10 80 1,5
04 -1 1 1 10 80 4,5
05 1 -1 -1 30 40 1,5
06 1 -1 1 30 40 4,5
07 1 1 -1 30 80 1,5
08 1 1 1 30 80 4,5
09 0 0 0 20 60 3,0
10 0 0 0 20 60 3,0
11 0 0 0 20 60 3,0

Os resultados obtidos a partir dos experimentos estabelecidos pelo
delineamento experimental para os valores dos teores de holocelulose,
hemiceluloses, celulose, lignina insoluvel, lignina soluvel, lignina total, IC e

rendimento do planejamento 23 estao apresentados na TABELA 5.
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TABELA 5 - Resultados experimentais obtidos para as respostas de holocelulose (Holo - maior erro:
exp 03 £2; menor erro: exp 02 + 0,2), hemiceluloses (Hemi - maior erro: exp 02 + 1,2; menor
erro: exp 01 £ 0,5), celulose (Celu - maior erro: exp 03 + 2,7; menor erro: exp 08 + 0,2), lignina
insolavel (Lig. Ins. - maior erro: exp 05 + 1,3; menor erro: exp 08 £ 0,1), lignina soluvel (Lig. Sol.
- maior erro: inicial +0,9; menor erro: exp 11 = 0,3), lignina total (Lig. Total - maior erro: exp 05
+ 1,4; menor erro: exp 02 + 0,2), indice de cristalinidade (IC) e rendimento (Rend). Os valores
para a fibra de partida foram adicionados para analise comparativa

Exp. Holo Hemi Celu Lig.Ins. Lig. Sol Lig. total IC Rend
Partida 91,7 31,3 60,5 10,3 3,6 13,9 47,6 --
01 84,6 12,1 72,4 8,6 1,5 10,1 41,9 57,9
02 87,5 10,9 76,5 9,3 1,5 10,8 43,2 46,0
03 59,9 4,9 549 8,3 1,6 9,9 39,6 54,1
04 84,1 9,3 74,8 10,5 1,9 12,4 33,2 40,1
05 86,9 11,1 75,8 10,5 2,1 12,6 37,8 48,3
06 88,2 10,1 78,1 9,8 1,9 11,7 39,0 44,3
07 86,5 10,7 75,8 10,1 2,0 12,1 43,1 43,6
08 85,7 9,2 76,5 11,1 1,9 13,0 46,0 28,5
09 85,3 8,7 76,6 11,5 1,9 13,4 39,0 43,0
10 85,0 8,9 76,1 11,5 1,8 13,3 40,4 37,5
11 83,4 7,7 757 11,5 1,8 13,3 39,1 40,2

A partir dos resultados apresentados na TABELA 5, a relacdao das variaveis

independentes e dependentes foi investigada, sendo os resultados estatisticos

apresentados nos itens a seguir.
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1.4.1.2.1 Holocelulose

Os resultados da ANOVA para a holocelulose estao apresentados na TABELA 6.

TABELA 6 - Andlise de variancia para o modelo de regressao polinomial ajustado aos dados
experimentais de holocelulose em funcdo da razdo, temperatura e tempo. Em vermelho estdo
destacados os resultados significativos para o estudo, ou seja, varidveis que obtiveram valor-
p<0,05

Fator2 sSQb GLe MmQd F Valor-p
X1 122,4613" 1 122,4613  117,4914  0,008404
X2 120,1250 1 120,1250 115,2499  0,008565
X3 94,8065 1 94,8065 90,9589  0,010816
X1. X2 79,2541 1 79,2541 76,0377  0,012897
X1. X3 87,6488 1 87,6488 84,0917  0,011684
X2. X3 45,9841 1 45,9841 44,1179  0,021924
X1.X2.X3 68,6792 1 68,6792 65,8920  0,014839
Falta de ajuste 5,8325 1 5,8325 5,5958 0,141690
Erro puro 2,0846 2 1,0423

R2 0, 9579

aXy = razao (g L'"); X2 = temperatura (°C); X3 tempo (h); SQ° = soma quadratica; GL¢
= graus de liberdade; MQY = média quadratica; ; * = significativo ao nivel de 5 % de
probabilidade

Como observado na TABELA 6, todos os parametros avaliados (razao de massa,
tempo e temperatura) apresentaram resultados significativos. Os valores dos
coeficientes de determinacao ajustado (Rzaj) foram superiores a 0,95. Isto significa
que, para o modelo polinomial adotado, mais de 95 % da variacao total da variavel
resposta (holocelulose) esteve em torno da média, e que menos de 15 % da variacao
foi atribuida aos residuos (que nao estava em torno da média). Estes resultados
indicaram que o modelo foi capaz de descrever a relacdao entre as variaveis
independentes e as respostas avaliadas (no caso a holocelulose). Além disso, nao foi
evidenciada falta de ajuste do modelo no nivel de significancia de 5 % (p > 0,05)
(TABELA 6).
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Com os resultados obtidos na TABELA 6, foi obtido o diagrama de Pareto
(FIGURA 21). O diagrama de Pareto avalia o significado e a importancia das variaveis.
O comprimento de cada barra no diagrama de Pareto € proporcional ao valor absoluto
do seu efeito estimado sobre a resposta associada. O diagrama de Pareto inclui uma
linha vertical que corresponde ao nivel de confianca de 95 %, o que indica a
significancia estatistica. Geralmente, o efeito de um dos fatores € estatisticamente

significativo se a sua barra atravessa esta linha vertical.

FIGURA 21 - Diagrama de Pareto obtido a partir dos dados experimentais referentes aos teores de
holocelulose para as variaveis razdo em massa, temperatura e tempo para o estudo de
merceriza¢do da fibra de sisal

(1)Razdo (g/L) | -10,83934-
(2)Temperatura (*C) -—11]:?355 .
(3)Tempo (h) | I9.53?23? 1
1by3 | -9,17015 ]
Tby2 | 8,719957 1
172°3 -8,11735 1
2by3 ¢ 6.642128 1
.p::% . . . . . . .

Como observado na FIGURA 21, todas as variaveis foram significativas. A razao
em massa, 0 tempo e as combinacdées de razao e temperatura, e temperatura e
tempo apresentaram influéncia positiva nos teores de holocelulose. Assim, o
aumento destes parametros resultou em fibras com teores de holocelulose maiores.
Ja o aumento da temperatura, da relacao concentracao e tempo e da combinacao
de temperatura, tempo e razao em massa apresentaram influéncia negativa, ou seja,
0 aumento destas variaveis resultou na diminuicao dos teores de holocelulose das

fibras.



Capitulo 1 - Resultados e Discussao | 78

O modelo polinomial completo que expressou a relacao entre as variaveis
dependentes e independentes decodificadas empregadas no planejamento fatorial
23 para o teor de holocelulose é representado pela equacao 07.

Holocelulose(%) = 83,4 + 3,9X; + 2,4X5 + 3,1X, X, — 3,3X: X3 + 2,39X,X3 — 2,9X; X,X; (07)

As superficies de respostas (FIGURA 22) foram construidas com base na

equacao 07, mantendo a resposta da funcao no eixo Z, e nos eixos X e Y as variaveis
independentes.

FIGURA 22 - Superficies de resposta mostrando o efeito da razao e da temperatura (a), da razdo

e do tempo (b) e da temperatura e o tempo (c) na porcentagem de holocelulose a partir da
mercerizacao da fibra de sisal.
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As superficies respostas da FIGURA 22 apresentam os resultados obtidos para
os teores de holocelulose de acordo com as variagdes nos parametros pré-
estabelecidos, e a TABELA 7 apresenta o resumo dos resultados obtidos. A partir da
analise dos parametros razao (fibra de sisal: solucdo NaOH 20 % - g L") e temperatura

(FIGURA 22-a) observou-se que tratamentos de fibras com maiores razoes e menores
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temperaturas resultaram em fibras com maiores teores de holocelulose, ao mesmo
tempo em que quando o tratamento foi realizado com menores razées e maiores
temperaturas, as fibras apresentaram menores teores de holocelulose. Em relacao a
interacao entre tempo e razao, observou-se que quando o tratamento foi realizado
em menores tempos e menores razdes fibras com menores teores de holocelulose
foram obtidas. Do mesmo modo que quando o tratamento foi realizado por maiores
tempos e com maiores razoes as fibras passaram a apresentar maiores teores de
holocelulose (FIGURA 22-b). Por fim, a interacao entre temperatura e tempo mostrou
que em maiores temperaturas e menores tempos fibras com menores teores de
holocelulose foram obtidas, da mesma forma, que menores temperaturas e maiores

tempos geraram fibras com teores de holocelulose maiores (FIGURA 22-c).

TABELA 7 - Resultados extraidos das superficies de respostas para os teores de holocelulose
obtidos durante o estudo de mercerizacao

Teor Temperatura tempo Razao

menor maior --

o maior )
4 menor -- maior

E . .
o -- maior maior

S
:E maior -- menor
menor

-- menor menor

maior menor --

Os teores de holocelulose correspondem a soma dos teores de celulose e
hemicelulose, portanto menores teores de holocelulose significa presenca de
menores teores de hemiceluloses e/ou celulose, o que nao favorece a aplicacao
destas fibras para a geracao de acUcares fermentesciveis.

Os fatores que podem impactar o teor de holocelulose sao a eliminacao das
hemiceluloses e a degradacao das cadeias de celulose (através de hidrolise em meio
alcalino), o que pode levar a diminuicao dos teores de holocelulose, dependendo da
variacao no teor de lignina. A interacao das variaveis perante os teores de

hemiceluloses estao presentes na sessao a seguir.
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1.4.1.2.2 Hemiceluloses

Os resultados da ANOVA para hemiceluloses estao apresentados na TABELA 8

TABELA 8 - Andlise de variancia para o modelo de regressao polinomial ajustado aos dados
experimentais de hemiceluloses obtidos para hemiceluloses em funcao da razdo, temperatura e
tempo. Em vermelho estdo destacas variaveis que obtiveram valor-p<0,05

Fator2 sSQb GLc MmQd F Valor-p
X1 1,90125 1 1,90125 4,59980 0,165158
X2 12,75125 1 12,75125  30,84980 0,030920
X3 0,06125 1 0,06125 0,14819  0,737356
X1. X2 7,03125 1 7,03125  17,01109  0,054062
X1. X3 4,06125 1 4,06125 9,82560  0,088476
X2. X3 3,25125 1 3,25125 7,86593  0,107093
X1.X2.X3 4,65125 1 4,65125  11,25302 0,078539
Falta de ajuste 4,00095 1 4,00095 9,67971  0,089636
Erro puro 0,82667 2 0,41333

R2? 0,58242

aXy = razao (g L'"); X, = temperatura (°C); X3 tempo (h); SQP = soma quadratica; GL¢
= graus de liberdade; MQY = média quadratica; ; * = significativo ao nivel de 5 % de
probabilidade

A avaliacao estatistica obtida para os resultados referentes aos teores de
hemiceluloses, apresentou valores significativos apenas para a temperatura (X2). O
conjunto de dados nao apresentou falta de ajuste e o R? ajustado foi de 58,2 %. Isto
significa que a avaliacdo estatistica para os teores de hemiceluloses apresenta
grande quantidade de residuos (cerca de 41,8 %), ou seja, 41,8 % dos resultados se
encontraram fora da média, fazendo com que o estudo seja pouco confiavel para os
teores de hemiceluloses obtidos.

Com a ANOVA (TABELA 8) foi obtido o diagrama de Pareto (FIGURA 23).
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FIGURA 23 - Diagrama de Pareto obtido a partir dos dados experimentais referentes aos teores de

hemicelulose para as variaveis razdo em massa, temperatura e tempo para o estudo de
mercerizacdo da fibra de sisal

(2)Temperatura (°C) | -5 65426

1by2

17273

1by3 -3,13458

2by3 2,804626

(1)Razdo (g/L) | 2144714
(3)Tempo (h) + 3849487
Ip=:05

Na FIGURA 24 sao apresentadas as superficies respostas obtidas com os teores
de hemicelulose variando a razao da fibra e temperatura no estudo do tratamento

de mercerizacao realizado, e na TABELA 9 os resultados extraidos a partir da
superficie de resposta.

FIGURA 24 - Superficie de resposta mostrando o efeito da razao e da temperatura na porcentagem
de hemicelulose a partir da mercerizagao da fibra de sisal
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TABELA 9 - Resultados extraidos da superficie de respostas para os teores de hemiceluloses
obtidos durante o estudo de mercerizagao

v

¢ Teor Temperatura tempo Razao
®]

E . .

° maior maior -- menor
O

% menor menor -- maior
T

O diagrama de Pareto (FIGURA 23) mostou que apenas a temperatura teve
valor signifivativo, sendo que este foi de influéncia negativa no teor de
hemiceluloses, ou seja, com o aumento da temperatura ocorre a diminuicao do teor
de hemiceluloses. Quando ocorre a realizacao da mercerizacao, as hemiceluloses
podem sofrer degradacao gerando produtos (aclUcares tais como xilose, manose e
outros) sollUveis no meio, assim, no presente estudo foi observado que esta
degradacao foi mais intensa quando temperaturas mais altas foram utilizadas (80
°C). A superficie de resposta (FIGURA 24) gerada mostra que utilizando menores
razoes (10 g L") e maiores temperaturas (80 °C) fibras com menores teores de
hemiceluloses foram detectadas, e quando maiores razoes (30 g L'') e menores
temperaturas (40 °C) fibras com maiores teores de hemiceluloses foram observadas.

Ao analisar os resultados obtidos na TABELA 5, comparando os experimentos
01(10gL", 40°C,1,5h)e05(30gL", 40 °C, 1,5 h), que apresentaram como Unica
diferenca o aumento da razao massa/volume, é possivel observar que os teores de
hemiceluloses obtidos foram muito proximos (01: 12,1 % e 05: 11,1 %). O mesmo
aconteceu quando se compara 02 (10 g L', 40 °C, 4,5h) e 06 (30 gL, 40 °C, 4,5 h)
(02: 10,9 % e 06: 10,1 %). Estes resultados indicaram que quando o tratamento foi
realizado em temperatura e tempo semelhantes, o aumento da razao massa de fibra
e volume de alcali, ndao resultou em alteracoes significativas nos teores de
hemiceluloses. Ja quando comparados os experimentos 01 (10 g L', 40 °C, 1,5 h) e
03 (10g L™, 80 °C, 1,5 h) em que a variavel considerada é a temperatura, observa-
se que o aumento na temperatura resultou na diminuicao do teor de hemiceluloses
(01: 12,1 % e 03: 4,9 %). O mesmo comportamento nao foi observado quando se
compara os experimentos 05 (30 g L', 40 °C, 1,5h) e 07 (30 g L", 80 °C, 1,5 h) em
que os teores de hemiceluloses foram préximos (05: 11,1 % e 07: 10,7 %). Os
resultados mostraram que a temperatura influenciou mais na eliminacao de

hemiceluloses que a razao utilizada, indicando que uma maior agitacao, mais energia
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térmica disponivel no meio reacional, favoreceu mais a hidrolise das hemiceluloses

que uma maior razao massa biomassa/volume de solucao alcalina.
1.4.1.2.3 Celulose

A ANOVA para os resultados do teor de celulose estao na TABELA 10.

TABELA 10 - Andlise de varidncia para o modelo de regressao polinomial ajustado aos dados
experimentais obtidos para o teor de celulose em funcdo da razdo, temperatura e tempo. Em
vermelho estdo destacadas variaveis que obtiveram valor-p<0,05

Fator? SQb GLe MQd F Valor-p
X1 94,6688* 1 94,66880 465,5843  0,002141
X2 54,1841* 1 54,18405 266,4789  0,003732
X3 90,5858* 1 90,58580  445,5039  0,002237
X1. X2 38,6321* 1 38,63205 189,9937  0,005222
X1. X3 55,5458* 1 55,54580 273,1761  0,003641
X2. X3 25,1341* 1 25,13405 123,6101  0,007993
X1.X2.X3 37,9321* 1 37,93205 186,5511  0,005318
Falta de ajuste 20,2077* 1 20,20773 99,3823 0,009913
Erro puro 0,4067 2 0,20333

R2 5 0,83533

Xy = razao (g L'"); Xz = temperatura (°C); X3 tempo (h); SQP = soma quadratica; GL¢
= graus de liberdade; MQY = média quadratica; ; * = significativo ao nivel de 5 % de
probabilidade

Analisando a TABELA 10, observa-se que todas as condicdes tiveram valores
significativos, além de ocorrer falta de ajuste na curvatura. O R? ajustado teve o
valor de 0,83533, significando que cerca de 83,5 % dos resultados para os teores de
celulose encontram-se dentro média e apenas 16,5 % refere-se a residuos do estudo
estatistico.

A partir da TABELA 10 foi possivel gerar o diagrama de Pareto que esta
apresentado na FIGURA 25.
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FIGURA 25 - Diagrama de Pareto obtido a partir dos dados experimentais referente aos teores de
celulose para as variaveis razdo, temperatura e tempo no estudo de mercerizacao da fibra de

sisal
(1)Razdo (g/L) -21.5}'?4-
(3 Tempo (h) t -21.10695-
1by3 -16,528 1
(2yTemperatura (°C) | -16,3242 .
1by2 | 13,78382 .
17273 | -13,6584 1
2by3 | 11,1501 .
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Avaliando o diagrama de Pareto (FIGURA 25) observa-se que o aumento da
razao (fibra de sisal: solucdao NaOH 20 % - g L"), do tempo, da combinacao da razao
e da temperatura, e a combinacao da temperatura e do tempo resultaram no
aumento do teor de celulose nas fibras tratadas. J4 o aumento da temperatura, da
combinacao da razao e do tempo, e das trés variaveis juntas auxiliaram na
diminuicao no teor de celulose, ou seja na hidrdlise alcalina das cadeias de celulose.

O modelo polinomial completo que expressa a relacao entre as variaveis
dependentes e independentes decodificadas empregadas no planejamento fatorial

23 para o teor de celulose foi representado pela equacao 08.

Celulose(%) = 73,9 + 3,4X; — 2,6X; — 3,4X3 + 2,2X1X; — 2,6X, X5 + 1,8X,X; — 2,2X, X, X5 (08)

As superficies de respostas (FIGURA 26) foram construidas com base na
equacao 08, mantendo a resposta da funcao no eixo Z, e nos eixos X e Y as variaveis

independentes.
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FIGURA 26 - Superficies de resposta mostrando o efeito da razdo e da temperatura (a), da razao

e do tempo (b) e da temperatura e o tempo (c) na porcentagem de celulose a partir da
mercerizac¢do da fibra de sisal.

80
78
6
‘-';4 | BN
72 <77
=:§g o 1 -7
Q <74 4 2% %:ﬁ
4 Cl<72 2 e = <69
% <70 = 62 B <67
s B <68 z g0 Bl < 65
z Bl < 66 55%
o
e
-7
<73
<75
<74
¢ <72
[ [1<70
§ = <68
= B < 66
[ Bl <64

TABELA 11 - Resultados extraidos das superficies de respostas para os teores de celulose obtidos
durante o estudo de mercerizacao

Teor Temperatura tempo Razao
menor maior --
maior .
° menor -- maior
(7]
o . .
5 -- maior maior
7]
(] .
maior -- menor
menor
-- menor menor
maior menor --

A partir da analise das superficies de respostas e dos parametros razao (fibra

de sisal: solucao NaOH 20 % - g L") e temperatura (FIGURA 26-a) observa-se que
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quando o tratamento foi realizado com maiores razdes e menores temperaturas
fibras com maiores teores de celulose foram obtidas, ao mesmo tempo em que com
menores razoes e maiores temperaturas foram obtidas fibras com menores teores de
celulose. Isto foi um indicativo que durante a mercerizacao de fibras sisal em
pequenas razodes (10 g L") e altas temperaturas (80 °C) ocorreu uma maior tendéncia
de degradacao das cadeias de celulose via hidrolise alcalina, como observado para
as hemiceluloses. Em relacao a interacao entre tempo e razao, observa-se que
menores tempos e menores razoes resultaram em fibras com menores teores de
celulose, bem como quando o tratamento foi realizado com maiores tempos e
maiores razoes fibras com maiores teores de celulose foram obtidas (FIGURA 26-b).
Indicando que mesmo com tempos superiores (4,5 h), a mercerizacao utilizando
maior razao (30 g L") de fibras nao leva a degradacao da celulose presente nas fibras.
Por fim, a interacao da temperatura e tempo mostrou que maiores temperaturas e
menores tempos resultam em fibras com teores menores de celulose, da mesma
forma, menores temperaturas e maiores tempos proporcionam fibras com maiores
teores de celulose (FIGURA 26-c). Assim, no presente estudo a temperatura e o
tempo foram fatores predominantes, no que tange a degradacao das cadeias de
celulose presentes nas fibras de sisal. Em temperaturas mais baixas foi possivel obter
fibras com maiores teores de celulose, mesmo com maiores tempos de mercerizacao.

Através da analise dos resultados referentes a variacao no teor de celulose
durante o estudo estatistico, foi possivel observar que o comportamento apresentado
foi similar ao comportamento dos teores de holocelulose (TABELA 7, FIGURA 22).
Entre as principais conclusdes deste comportamento esta o fato que o que geriu a
variacao de holocelulose foi a eliminacao de hemiceluloses e nao a degradacao das

cadeias de celulose (com formacao de produtos soluveis).
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1.4.1.2.4 Lignina insoluvel

A ANOVA para os resultados do teor de lignina insolUvel estao na TABELA 12.

TABELA 12 - Andlise de varidncia para o modelo de regressao polinomial ajustado aos dados
experimentais obtidos para o teor de lignina insoluvel em func¢éo da razédo, temperatura e tempo.
Em vermelho estao destacadas variaveis que obtiveram valor-p<0,05

Fator? SQb GLc MQd F Valor-p
X1 2,88000* 1 2,880000 34,56000 0,027737
X2 0,40500 1 0,405000 4,86000 0,158302
X3 1,28000 1 1,280000 15,36000 0,059366
X1. X2 0,00000 1 0,000000 0,00000 1,000000
X1. X3 0,84500 1 0,845000 10,14000 0,086077
Xa. X3 1,28000 1 1,280000 15,36000 0,059366
X1.X2.X3 0,00500 1 0,005000 0,06000 0,829336
Falta de ajuste 5,29833* 1 5,298333 63,58000 0,015367
Erro puro 0,16667 2 0,083333

R2 5 0

Xy = razao (g L'"); X; = temperatura (°C); X3 tempo (h); SQP = soma quadratica; GL¢
= graus de liberdade; MQY = média quadratica; ; * = significativo ao nivel de 5 % de
probabilidade

Analisando a ANOVA (TABELA 12) observa-se que apesar de o modelo
matematico apresentar falta de ajuste, ndo ocorreu um R? ajustado. Isto significa
que os resultados obtidos para o teor de lignina insolivel nao se ajustaram ao modelo
matematico aplicado no presente estudo. Por consequéncia, nao houve a
possibilidade de obtencdao de um diagrama de Pareto ou de superficies de resposta.

Observando os resultados apresentados na TABELA 5 é possivel constatar que
mesmo variando as condicoes de tratamento, ocorreu a auséncia de eliminacao de
lignina (experimentos 04, 05 07) ou até mesmo o aumento dos teores de alguns dos
experimentos (experimentos 08, 09, 10, 11, 12). Diminuicoes em pequena extensao
(experimentos 01, 02, 03 06) foram observadas, encontrando-se dentro do erro. Estes
resultados levaram a suposicao de possivel extracao e reprecipitacao da lignina sobre

as superficies das fibras tratadas.



Capitulo 1 - Resultados e Discussao | 88

O termo pseudo-lignina foi criado para se referir a repolimerizacao de
produtos de degradacao de polissacarideos ou da repolimerizacao da lignina
degradada, e que se deposita na superficie do material lignocelulésico durante a
realizacao de um pré-tratamento acido (HU; JUNG; RAGAUSKAS, 2012). Com o auxilio
da microscopia eletronica de varredura (MEV), em um estudo de tratamento acido
diluido de holocelulose, foram observadas esferas e estas foram atribuidas a pseudo-
lignina (SANNIGRAHI et al., 2011). Com intuito de se avaliar se durante o pré-
tratamento em meio alcalino, realizado no presente trabalho, poderia ocorrer algo
similar ao observado em pré-tratamentos em meio acido, investigou-se se haveria
algum material depositado sobre as fibras, e que pudesse ser visualizado por imagens
MEV. As imagens obtidas sao discutidas na sessao 1.4.1.2.9 Microscopia eletronica de
varredura (MEV).

1.4.1.2.5 Lignina soluvel

A ANOVA para os resultados do teor de lignina soluvel estao na TABELA 13.

TABELA 13 - Andlise de variancia para o modelo de regressao polinomial ajustado aos dados
experimentais obtidos para o teor de lignina soluvel em funcdo da razao, temperatura e tempo.
Em vermelho estdo destacadas variaveis que obtiveram valor-p<0,05

Fator? SQP GLc MQd F Valor-p
X 0,255613* 1 0,255613 84,26786 0,011660
X, 0,013613 1 0,013613 4,48764 0,168302
Xs 0,001013 1 0,001013 0,33379 0,621813
0,035113 1 0,035113 11,57555 0,076595
Xi1. X2
0,056113 1 0,056113  18,49863 0,050036
Xi1. X3
0,019013 1 0,019013 6,26786 0,129311
X2. X3
X1.X2.X3 0,001513 1 0,001513 0,49863 0,553278
0,000109 1 0,000109 0,03609 0,866866

Falta de ajuste

Erro puro 0,006067 2 0,003033

R 0,94696

a4 = razao (g L'); X, = temperatura (°C); X; tempo (h); SQ° = soma quadratica; GL® = graus
de liberdade; MQ® = média quadratica; ; * = significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
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O R? ajustado observado na ANOVA para os teores de lignina soltvel (TABELA
13) foi aproximadamente 0,95, significando que cerca de 95% das respostas obtidas
estao dentro da média. Porém, o estudo nao apresentou falta de ajuste ao modelo
matematico utilizado e a Unica variavel significativa foi a razao de massa/volume
(X1).

Com os valores da ANOVA para a lignina soluvel (TABELA 13) foram obtidos o
diagrama de Pareto (FIGURA 27).

FIGURA 27 - Diagrama de Pareto referente aos teores de lignina soluvel para as variaveis razao,
temperatura e tempo no estudo de mercerizacao da fibra de sisal

(1)Razdio (g/L) - -9_1?9?53

1by3 -4,301

1by2 -3,40229

2by3 2.503569

(2)Temperatura (*C) | 2, 118404

1"2°3 -, 706135

(3)Tempo (h) | - BTT747

p=,05
O modelo polinomial completo que expressa a relacao entre as variaveis

dependentes e independentes decodificadas empregadas no planejamento fatorial

23 para o teor de lignina sollvel foi representado pela equacéo 09.

Lignina soluvel (%) =1,8 —0,18X; — 0,08X,X; (09)

As superficies de respostas (FIGURA 28) foram construidas com base na
equacao 09, mantendo a resposta da funcao no eixo Z, e nos eixos X e Y as variaveis

independentes, e a partir dela foram extraidos os resultados da TABELA 14.
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FIGURA 28 - Superficie de resposta mostrando o efeito da razao e do tempo no teor de lignina
soluivel a partir da mercerizacédo da fibra de sisal.

Lojoy RS B,

TABELA 14 - Resultados extraidos da superficie de respostas para os teores de lignina solavel
obtidos durante o estudo de mercerizacao

] =
> Teor Temperatura tempo Razao
°
- menor -- menor menor
£
& maior -- menor maior
|

Através do diagrama de Pareto (FIGURA 27) para a lignina soluvel, observou-
se que a razao massa/volume foi uma variavel positiva, ou seja, com o aumento da
razao o teor de lignina soluvel da fibra aumentou. A partir da relacao entre o tempo
e a razao massa/volume (FIGURA 28, TABELA 14) foi observado que menores tempos
e menores razoes resultaram em fibras com menores teores de lignina soluvel, por
sua vez maiores tempos e maiores razées produziram fibras com maiores teores de
lignina soluvel. Isto significa que nao foram necessarios altos tempos de tratamento
para a eliminacao de lignina solivel, desde que a razao de fibra seja baixa, pois com

baixa razao mais solucao de NaOH esta disponivel para a quebra das ligacoes fenil-
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glicosideos, ésteres e éteres benzilicos, eliminando assim pelo menos parte da lignina

que estava presente na fibra.
1.4.1.2.6 Lignina total

Como o esperado, devido o teor da lignina total corresponder a soma dos
teores de lignina soluvel e insolGvel, os resultados obtidos para o teor de lignina total
nao se ajustaram ao modelo matematico aplicado no presente estudo. Por
consequéncia, nao houve a possibilidade de obtencao de um diagrama de Pareto ou
de superficies de resposta. Isto é observado na ANOVA (TABELA 15) em que apesar

de ser observado falta de ajuste, o R? ajustado observado foi nulo.

TABELA 15 - Andlise de varidncia para o modelo de regressao polinomial ajustado aos dados
experimentais obtidos para o teor de lignina total em funcao da razao, temperatura e tempo. Em
vermelho destaca-se os resultados significativos para o estudo, ou seja, variaveis que obtiveram
valor-p<0,05

Fator? sSQPb GLe MmQd F Valor-p

X1 4,85161 1 4,851613 1599,433  0,000625

X2 0,56711 1 0,567113 186,960 0,005306

X3 1,20901 1 1,209013 398,576 0,002500

X1. X2 0,03511 1 0,035113 11,576 0,076595

X1. X3 1,33661 1 1,336613 440,641 0,002262

Xa2. X3 1,61101 1 1,611013 531,103 0,001878
Falta de ajuste 6,54671 2 3,273356 1079,128 0,000926

Erro puro 0,00607 2 0,003033
R2 0

Xy = razao (g L'"); Xz = temperatura (°C); X3 tempo (h); SQP = soma quadratica; GL¢
= graus de liberdade; MQY = média quadratica; ; * = significativo ao nivel de 5 % de
probabilidade
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1.4.1.2.7 indice de cristalinidade

A celulose apresenta padrao cristalografico bem definido, de modo que é
possivel determinar qual é o polimorfo de celulose (1, Il, lll, ou IV) a partir da analise
de DRX das amostras de fibras lignocelulosicas. No presente estudo, foram obtidos
os difratogramas (APENDICE I) de todas as amostras, e a FIGURA 29 apresenta os
difratogramas de raios-X das fibras lignoceluldsicas de sisal nao mercerizadas e
mercerizadas referentes ao Exp. 01. A apresentacao destes é essencial para validar
a utilizacao do método Segal (SEGAL et al., 1959), ja que estudos teoricos e
experimentais desenvolvidos (FRENCH; SANTIAGO CINTRON, 2013; FRENCH, 2014;
NAM et al., 2016) comprovaram a necessidade de que os picos referente a celulose
Il esteja bem definido para a determinacao do IC a partir deste método.

O difratograma para a fibra lignocelulésica de sisal nao mercerizada, apesar
dos picos em 15 6 e 16,8 6 ndao estarem bem definidos, apresenta o pico em 22,4 6
bem definido, e nao apresenta nenhum indicio da presenca do pico referente a
celulose Il. Deste modo, pode-se afirmar que toda a celulose presente nesta fibra é
celulose I. Ja o difratograma para a fibra lignoceluldsica de sisal mercerizada
apresenta todos os picos caracteristicos de um material composto exclusivamente de
celulose I, mas o mais importante para realizar esta afirmacao é a existéncia do pico
em 20,4 6. Assim, o método Segal pode ser aplicado para todas as amostras de fibras

nao reagidas retiradas durante a reacao de hidrolise enzimatica.

FIGURA 29 - Difratogramas de raios-X das fibras lignocelulésicas de sisal ndo mercerizadas e
mercerizadas (Exp. 01 - 10 g L™, 1,5 h, 40 °C). Obs. Os valores descritos fazem referéncia aos
valores dos picos dos difratogramas, ou seja, nao sao valores teoéricos.
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A partir dos difratogramas e utilizando o método Segal para o calculo de IC,
os resultados da TABELA 5 para os IC foram obtidos, e a partir destes obtido a ANOVA
(TABELA 16).

TABELA 16 - Andlise de varidncia para o modelo de regressao polinomial ajustado aos dados
experimentais obtidos para os indices de cristalinidade em funcdo da razdao, temperatura e
tempo. Em vermelho destacam-se os resultados significativos para o estudo, ou seja, variaveis
que obtiveram valor-p<0,05

Fator? sQb GL® MQd F Valor-p

X 8,0000 1 8,00000 13,1148  0,068507

Xz 0,0000 1 0,00000 0,0000 1,000000

X3 0,1250 1 0,12500 0,2049 0,695145

X1. Xz 75,6450 1 75,64500 124,0082  0,007968

X1. X3 10,5800 1 10,58000 17,3443  0,053105

X2. X3 4,5000 1 4,50000 7,3770 0,113031

X1.X2.X3 11,0450 1 11,04500 18,1066  0,051037

Falta de ajuste 2,0741 1 2,07409  3,4001  0,206502
Erro puro 1,2200 2 0,61000

R? 0,90299

aXy = razao (g L'"); X2 = temperatura (°C); X3 tempo (h); SQ° = soma quadratica; GL¢
= graus de liberdade; MQY = média quadratica; ; * = significativo ao nivel de 5 % de
probabilidade

Analisando a TABELA 16, observa-se que apenas a relacao entre as variaveis
X1 e X2 levou a valores significativos, nao houve falta de ajuste na curvatura. O R?
ajustado teve o valor de 0,90299, significando que cerca de 90,3 % dos resultados
para os IC encontraram-se dentro média.

A partir da TABELA 16 foi possivel gerar o diagrama de Pareto que esta
apresentado na FIGURA 30.



Capitulo 1 - Resultados e Discussao | 94

FIGURA 30 - Diagrama de Pareto referente aos indices de cristalinidade (IC) para as variaveis
razao, temperatura e tempo no estudo de mercerizacao da fibra de sisal

1by2 -11,1359

17273 4,25518

1by3 | 4 164644

(1)Razdo (g L™) 3,62143
2by3 271647
(3)Tempo (h) - 452679
(2)Temperatura ("C) 0,

p=,05

Avaliando o diagrama de Pareto (FIGURA 30) observa-se que apenas a relacao
entre a razao e a temperatura apresentaram significancia. A contribuicao destas duas
variaveis juntas foi positiva, ou seja, o aumento da razao junto com a temperatura
resultou em fibras com maiores valores de IC.

O modelo polinomial completo que expressou a relacao entre as variaveis
dependentes e independentes decodificadas empregadas no planejamento fatorial

23 para o teor de celulose foi representado pela equacao 10.

Ic(%) = 40,2 + 3,1X, (10)

A superficie de respostas (FIGURA 31) foi construida com base na equacao 10,
mantendo a resposta da funcdo no eixo Z, e nos eixos X e Y as variaveis

independentes, e a partir dela os resultados apresentados na TABELA 17.
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FIGURA 31 - Superficie de resposta mostrando o efeito da razdo e da temperatura no IC a partir
da mercerizacéao da fibra de sisal.
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TABELA 17 - Resultados extraidos das superficies de respostas para os IC obtidos durante o estudo
de mercerizacao
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Fibras com altos IC, porém menores que o IC inicial (FIGURA 31, TABELA 17),
foram obtidas em combinacdes de maior razao (30 g L") e mais alta temperatura (80
°C), e menor razao (10 g L") e menor temperatura (40 °C). Fibras com baixos valores
de IC foram obtidos com combinacées de razao menor (10 g L") e temperatura maior
(80 °C), e com combinacdes de razao maior (30 g L") e temperatura menor (40 °C).

Entre os fatores que podem alterar os valores de IC das fibras lignocelulésicas
de sisal, estdao o intumescimento das regides cristalinas, a eliminacao de

hemiceluloses, lignina, e até mesmo de celulose das regides nao cristalinas. Assim,
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considerando os resultados referentes aos teores de lignina e hemiceluloses (TABELA
5) o esperado seria que em razdes e tempos menores, independentemente da
temperatura, as fibras apresentassem IC altos. Contudo os estudos estatisticos
mostraram que o comportamento em relacao a IC nao apresentou relacao direta com
a variacao dos teores de lignina e hemiceluloses. Assim, acredita-se que o
intumescimento das regides cristalinas predominou a variacao de IC das fibras

lignoceluldsicas de sisal tratadas.
1.4.1.2.8 Rendimento

Os rendimentos foram calculados a partir das massas secas iniciais e finais das
fibras de sisal submetidas ao tratamento de mercerizacao. Assim, a ANOVA para os

resultados de rendimento estao na TABELA 18.

TABELA 18 - Andlise de variancia para o modelo de regressao polinomial ajustado aos dados
experimentais obtidos para os rendimentos em funcdo da razdo, temperatura e tempo. Em
vermelho destaca-se os resultados significativos para o estudo, ou seja, varidveis que obtiveram
valor-p<0,05

Fator2 SQP GLe© MQd F Valor-p
X, 139, 4450 1 139,4450  18,43698  0,050190
X3 114,0050 1 114,0050 15,07338 0,060394
X3 253,1250 1 253,1250 33,46739 0,028604
Falta de ajuste 109,3856 5 21,8771 2,89252  0,276614
Erro puro 15,1267 2 7,5633
R? o 0,67369

a4y = razao (g L'"); X, = temperatura (°C); X3 tempo (h); SQP = soma quadratica; GL¢
= graus de liberdade; MQY = média quadratica; ; * = significativo ao nivel de 5 % de
probabilidade

Analisando a TABELA 18, observa-se que apenas para a variavel tempo os
valores foram significativos, pois nao houve falta de ajuste na curvatura, e o R?
ajustado teve o valor de 0,67369, significando que apenas cerca de 67,4 % dos
resultados para os rendimentos encontraram-se dentro média.
A partir da TABELA 18 foi possivel gerar o diagrama de Pareto que esta
apresentado na FIGURA 32.
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FIGURA 32 - Diagrama de Pareto referente aos rendimentos para as variaveis razao, temperatura
e tempo no estudo de mercerizacao da fibra de sisal

(3)Tempo (h) --5,7851
(1)Razdo (g L") 4,29383
(2)Temperatura (°C) -3,88245
2by3 -1,69696
1by2 -1,38842
1by3 8741929
p:,05l

Avaliando o diagrama de Pareto (FIGURA 32) observa-se que apenas o tempo
apresentou significancia no estudo do rendimento. O estudo mostrou influéncia
negativa do tempo, ou seja, quanto maior o tempo de tratamento menor é o
rendimento, ou seja mais massa (hemiceluloses, lignina e celulose) foi eliminada. A
presente observacao foi era esperada, ja que no senso comum, quanto maior o tempo
de tratamento maior a degradacao e solubilizacao dos componentes das fibras
(celulose, lignina, hemiceluloses).

O modelo polinomial completo que expressa a relacao entre as variaveis
dependentes e independentes decodificadas empregadas no planejamento fatorial

23 para o rendimento é representado pela equacao 11.

Rendimento(%) = 43,9 — 4,2X; — 5,6X; (11)

A superficie de resposta (FIGURA 33) foi construida com base na equacao 11,
mantendo a resposta da funcao no eixo Z, e nos eixos X e Y as variaveis independentes

e a partir desta foram extraidas as informacoes apresentadas na TABELA 19.
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FIGURA 33 - Superficie de resposta mostrando o efeito da razdo e da temperatura no rendimento
a partir da mercerizacao da fibra de sisal.
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TABELA 19 - Resultados extraidos da superficie de respostas para os rendimentos obtidos durante
o estudo de mercerizacao
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Da mesma forma que foi observado no diagrama de Pareto (FIGURA 32), as
superficies de respostas (FIGURA 33) mostraram que para menores tempos maiores
rendimentos sao obtidos, ou seja a eliminacao de lignina, hemiceluloses e até mesmo
a degradacao de celulose € menor em tempos menores. Ja quando se trata da razao,
esperava-se que maiores razdes resultassem em maiores rendimentos, pois
significaria mais fibra a ser tratada, diminuindo a eficiéncia da degradacao de lignina
e hemiceluloses, e consequente maior massa restaria ao final do tratamento.

Uma polpa celuldsica ideal para o processo de hidrélise enzimatica visando
producao de glicose deve conter apenas celulose. A presenca de lignina e/ou

hemicelulose podem prejudicar as interacdes entre as enzimas celulases e a celulose,
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levando a baixas taxas de conversao de biomassa celuldsica em glicose. Desta forma
lignina e hemiceluloses devem idealmente ser eliminadas do material lignocelulosico
utilizado. O tratamento alcalino, no caso a mercerizacao, pode levar a eliminacao
de hemiceluloses e lignina, além levar a alteracées na morfologia e na cristalinidade
do material, que também impactam a reatividade e/ou acessibilidade das cadeias
celuldsicas frente a solventes, reagentes e catalisadores (como as enzimas). No
presente estudo, foi realizada a avaliacao estatistica do processo de mercerizacao,
visando avaliar os parametros nos valores de lignina, celulose, hemicelulose,
cristalinidade e rendimento do processo.

Fazendo uma avaliacao geral dos resultados estatisticos, observou-se que para
que a fibra de sisal apresente baixo teor de lignina, a mesma deve ser submetida a
menores tempos (1,5 h) e razao de massa/volume (10 g L'"). Para se obter baixo teor
de hemiceluloses a fibra deve ser submetida a maiores temperaturas (80 °C) e
menores razoes de massa/volume (10 g L''). Para maior teor de celulose a fibra deve
ser submetida a menores temperaturas (40 °C) e maiores razdes (30 g L") e maiores
tempos (4,5 h).

Quando avaliados os resultados obtidos experimentalmente, observou-se que
o experimento 03 (10 g L', 80 °C, 1,5 h) apresentou menores teores de lignina e
hemicelulose, deste modo, mostra que a avaliacao estatistica esteve de acordo com
os resultados obtidos experimentalmente para lignina (9,9 %) e hemicelulose (4,9 %).
Ja o experimento 06 (30 g L', 40 °C, 4,5 h) apresentou maior teor de celulose (78,1
%) também condizendo com a avaliacdo estatistica. O experimento 04 (10 g L', 40
°C, 1,5 h) apresentou maior rendimento do processo (57,9 %) e o experimento 01 (10
g L', 80 °C, 4,5 h) menor indice de cristalinidade (33,2 %) ambos de acordo com a
avaliacao estatistica.

No geral, as fibras que potencialmente apresentariam melhor eficiéncia para
uma hidrolise enzimatica, em relacao a baixos teores de lignina e hemicelulose
seriam as fibras obtidas nas condicées de 10 g L', 80 °C e 1,5 h (exp. 03) e em
relacao a alto teor de celulose as fibras tratadas utilizando as seguintes condicoes
30gL", 40 °C e 4,5 h (exp. 06).
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1.4.1.2.9 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Como mencionado, o tratamento alcalino pode levar a altos indices de
remocao de lignina e hemiceluloses, porém o observado no presente estudo é que a
eliminacao de hemiceluloses foi predominante, e a lignina insolivel manteve pouca
variacao, considerando os parametros analisados. A analise via microscopia
eletronica de varredura (MEV), além de auxiliar a observacao das alteracdes na
morfologia das superficies das fibras, pode auxiliar na observacao de eventuais
depdsitos de subprodutos da mercerizacao repolimerizados e depositados na
superficie das fibras, o que poderia impactar o teor de lignina obtidos para estas
fibras, isto é, levar a um teor de lignina insolUvel superior ao que de fato esta contido
no interior da fibra.

A FIGURA 34 apresenta as imagens de MEV para as fibras provenientes dos
experimentos realizados no estudo estatistico da mercerizacao da fibra de sisal.
Como é possivel observar, com o tratamento de mercerizacao os feixes de fibra se
mostraram mais separados, o que aumenta a area de superficie das fibras exposta as
enzimas celulases durante a posterior etapa de hidrélise, atendendo a um dos

objetivos deste tratamento.
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FIGURA 34 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) referente aos experimentos
realizados durante o estudo estatistico da mercerizacao da fibra de sisal

As imagens de MEV (FIGURA 34) também podem ser utilizadas para a
investigacao sobre uma possivel reprecipitacao da lignina extraida sobre as fibras,
ou ainda reprecipitacao de produtos de possiveis recombinacoes de estruturas
geradas pelas degradacoes que podem ocorrer durante o pré-tratamento.

Em pré-tratamentos em que solucao acida diluida é usada, a formacao de
pseudo-lignina tem sido observada. Durante o pré-tratamento em meio acido, podem
ocorrer reacoes de desidratacao, fragmentacao, condensacao, dentre outras,
envolvendo os componentes da fibra lignocelulodsica, o que leva a producao de um
material insolivel no meio acido, com estrutura quimica contendo grupos carbonila,
carboxilicos, aromaticos e alifaticos. A presenca de anéis aromaticos faz com que
este material depositado na superficie das fibras sob a forma de gotas esféricas,
chamado de pseudo-lignina, resulte em resposta positiva na analise Klason, embora
nao corresponda a lignina nativa (SANNIGRAHI et al., 2011; HU; JUNG; RAGAUSKAS,
2012)



Capitulo 1 - Resultados e Discussao | 102

No presente estudo, o tratamento correspondeu a acao de solucao aquosa
alcalina sobre os componentes da fibra, e nao de solucao acida. Assim, nao € possivel
uma analogia direta com a pseudo-lignina formada durante pré-tratamento com
solucao acida diluida, mas pode-se conjecturar sobre a possibilidade de
reprecipitacao de lignina extraida e/ou de produtos gerados por reacoes que podem
ocorrer durante o pré-tratamento em meio alcalino. No entanto, esta eventual
reprecipitacao pode nao ser visualizada via imagens MEV, e de fato nao pode se
afirmar nada sobre este aspecto comparando as imagens das fibras durante o
tratamento com aquela da fibra de partida (inicial, FIGURA 34)

A maior variacao de lignina aconteceu de 13,9 % (teor de lignina insolivel na
fibra de partida, TABELA 5) para 9,9 % (experimento 03:10g L', 80 °C, 1,5 h, TABELA
5), sendo que a segunda foi de 13,9 % para 10,1 % (experimento 01: 10 g L', 40 °C,
1,5 h). Nos pontos centrais (experimentos 9,10 e 11 - 20 g L', 60 °C, 3 h) ndo foram
observadas variacoes, e nos outros experimentos os teores obtidos variaram de 11 %
a13%.

Considerando o previamente mencionado, se optou por aprofundar as
investigacoes envolvendo o pré-tratamento das fibras lignoceluldsicas de sisal via

mercerizacao.
1.4.1.2.10 Aprofundamento do estudo de mercerizacao das fibras de sisal

Analisando os resultados obtidos na TABELA 5, observou-se que os teores de
lignina diminuiram pouco frente as expectativas. Como ja descrito, a primeira
hipotese foi a avaliacdo da possivel precipitacao de lignina extraida e/ou de produtos
gerados por reacoes que podem ocorrer durante o pré-tratamento em meio alcalino
nas superficies das fibras de sisal tratadas.

Quando analisados os resultados da TABELA 5 foi observado que mesmo em
tempos altos de tratamento o teor de lignina na fibra nao diminuia, desta forma, foi
decidido realizar uma avalicao de um dos experimentos ao longo do tempo de
tratamento.

O experimento escolhido para esta avaliacao foi o experimento 08, (TABELA
4, 30 g L' de fibra de sisal, 80 °C a 4,5 h). Este foi escolhido pelo fato de que neste
experimento foi utilizada a maior razao de massa/volume, a maior temperatura e o

maior tempo durante o estudo estatistico. O experimento foi repetido avaliando-se
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o teor de holoceluloses, hemiceluloses, celulose, lignina insoluvel, lignina soluvel e

lignina total ao longo do intervalo de 4,5 h. As variacoes dos teores estao descritas
na FIGURA 35.

FIGURA 35 - Variacao dos teores de lignina insoluvel, soluvel e total, holocelulose, hemiceluloses
e celulose ao longo da execucdao do estudo de aprofundamento da mercerizacao utilizando as
condicdes de 30g L' de fibra de sisal, 80 °C a 4,5h
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Na FIGURA 35, observa-se uma tendéncia de o teor de lignina insoluvel
aumentar com relacao ao teor inicial (t = 0) até 2,5 h, o que se torna mais evidente

a 3,5 he4,0h. Aexpectativa era que o teor de lignina diminuisse em funcao do
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tempo, devido a acao do alcali presente. O aumento observado pode, em principio,
ser decorrente da combinacao de dois fatores. A lignina insolivel extraida (e ou
produtos de recombinacoes, conforme ja mencionado) pode ter reprecipitado sobre
a fibra, o que seria detectado como lignina presente no interior da fibra na analise
de lignina Klason insolivel. O segundo fator é que o teor de hemiceluloses diminuiu
consideravelmente nos 30 min iniciais, alterando de forma significativa a composicao
da fibra, o que impacta os teores de lignina e celulose.

Ja em relacao ao teor de lignina soluvel, observou-se que ocorreu a diminuicao
do teor ao longo de todo o tratamento, como esperado. Como o teor de lignina total
é a soma dos teores de lignina solUvel e insollvel, o comportamento para o teor de
lignina total seguiu o observado para a lignina insoluvel (FIGURA 35).

Em relacao a variacao de holocelulose, observou-se um decaimento até cerca
de 2 h e depois sofreu um leve aumento, mantendo-se praticamente estavel. O
mesmo comportamento foi observado para hemiceluloses, ou seja, o que influenciou
a diminuicao do teor de holocelulose foi a eliminacao das hemiceluloses presentes
na fibra. O teor de celulose aumentou logo nos primeiros 30 min, como consequéncia
da eliminacao de hemiceluloses, e seguiu praticamente acompanhando as variacoes
no teor de hemiceluloses (FIGURA 35).

Na literatura é possivel encontrar diversos exemplos do uso do tratamento de
mercerizacdo com o intuito de alteracao de propriedades mecanicas de fibras
lignoceluldsicas para a utilizacao destas em compositos de matrizes poliméricas
(DAS; CHAKRABORTY, 2006; RAHMAN; KHAN, 2007; D’ALMEIDA, 2018). Normalmente
os tratamentos alcalinos com NaOH, visando a eliminacao de lignina e hemiceluloses,
sao realizados com concentracées inferiores a 20 % [utilizada neste estudo, (LING et
al., 2017; FANG et al., 2018; SHAHABAZUDDIN et al., 2018; ULLAH et al., 2018)]. De
modo que o tratamento alcalino com a concentracao de 20 % de NaOH nao é tao
difundido. Em estudo anterior, foi avaliado o tratamento em fibras lignocelulosicas
de curaua (GOMES, 2017), visando a eliminacao de lignina e hemiceluloses para o
aumento no rendimento da reacao de hidrélise enzimatica. O tratamento de
mercerizacao (20 % NaOH, 2 h, 20 g L', temperatura ambiente) realizado na fibra
lignoceluldsica de curaua apresentou variacoes nos teores, em que foi observado o
aumento no teor de celulose de 70,4 % + 0,2 para 81,6 % + 0,2, e a diminuicao de
lignina (de 9,4 % + 0,3 para 3,2 % + 0,3) e hemiceluloses (15,5 % + 0,2 para 13,2 % +
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0,2). No presente estudo, observou-se que ao contrario da fibra de curaua, ocorreu
uma preferéncia na eliminacao hemiceluloses ao invés de lignina.

Durante o estudo estatistico, observou-se que os rendimentos dos tratamentos
foram baixos, variando estes entre 29 % e 58 % (TABELA 5). Como foi mencionado, as
condicles do experimento 08 foram consideradas, e experimentos individuais foram
realizados, em diferentes tempos, iniciando com 30 min, aumentando até 270 min
(4,5 h). O calculo do rendimento foi realizado considerando a massa inicial utilizada
e a massa final obtida dos experimentos realizados. A diminuicao da massa da fibra
observada durante o tratamento deve-se a degradacao dos componentes da fibra,
gerando produtos sollveis no meio. Observa-se que o rendimento praticamente se
mantém ao longo do tempo (FIGURA 36).

FIGURA 36 - Variacdo do rendimento do tratamento ao longo da execucdo do estudo de
aprofundamento da mercerizacdo utilizando as condicdes de 30 g L' de fibra de sisal, 80 °C a 4,5
h
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A FIGURA 37 apresenta as imagens de MEV para as fibras extraidas durante o
tratamento, e a partir da avaliacao da mesma observa-se que com o aumento do
tempo os feixes de fibra se distanciam cada vez mais. Observa-se também que o

tratamento elimina os fragmentos presentes na superficie da fibra inicial de sisal.
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FIGURA 37 - Imagens de MEV para as fibras de sisal extraidas durante ao longo da execucao do
estudo de aprofundamento da mercerizacdo utilizando as condicdes de 30g L' de fibra de sisal,
80 °C a 4,5h

Apesar de ser possivel avaliar a espessura das fibras através das imagens MEV,
nao é possivel correlacionar os resultados com aqueles obtidos a partir do MorFi
(FIGURA 38), ja que na analise realizada a partir do MorFi as fibras sao suspensas em
agua.

Os limites de deteccao para a técnica de MorFi sao [5-50] um para a espessura
e [10-1000] um para o comprimento, de modo que qualquer fibra que nao apresente
algum destes valores de espessura e comprimento nao serao detectadas nas analises.

Com relacao a espessura (FIGURA 38), na fibra inicial (antes de submetida a
mercerizacao) foi detectado um pico em [6-8] um (3,7 % de ocorréncia das fibras),
que logo em 30 min foi eliminado, provavelmente devido a eliminacdo de

hemiceluloses e lignina, o que leva a diminuicao na espessura. Inicialmente, a grande
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maioria das fibras estava contida em [30-39] pm (20,1 % de ocorréncia das fibras), e
logo em 30 min passaram a se encontrar em 50 pm. A seguir, esta configuracao se
manteve aproximadamente constante durante todo o tratamento, ou seja com
grande maioria das fibras presentes em 50 pm, provavelmente devido a acao da
solucao alcalina a partir da superficie de fibras fora dos limites de deteccao (>50
pHm), e/ou pela possibilidade de intumescimento das fibras de menores espessuras
com o decorrer do tempo.

Em relacao ao comprimento, inicialmente a grande maioria das fibras
apresentava valores entre [77-129] um, porém nos primeiros 30 min de tratamento,
a maior quantidade de fibras passou a estar contida no intervalo de [129-215] um. A
mudanca deste intervalo, provavelmente esta relacionada a acao da solucao alcalina
a partir da extremidade de fibras em comprimentos >1000 um, gerando fibras com
menores comprimentos, mas ainda assim maiores que os das fibras inicialmente
detectadas, o que levou ao aumento do comprimento médio das mesmas. A partir de
4,5 h grande parte das fibras estavam em [77-129] um, ou seja, o comprimento médio
das fibras diminuiu com o tempo de tratamento devido a acao da solucao alcalina a
partir das extremidades das fibras, e/ou na parte central de fibras mais longas,

fragmentando-as.
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FIGURA 38 - Comprimento e espessuras médios das fibras ndao reagidas retiradas do meio de

tratamento ao longo da execucdo do estudo de aprofundamento da mercerizagao utilizando as
condic¢des de 30g L' de fibra de sisal, 80 °C a 4,5h.
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A realizacao deste estudo de mercerizacao da fibra lignoceluldsica de sisal
auxiliou na compreensao das alteracoes que a fibra pode sofrer com pré-tratamento
em diferentes condicdes. Considerando os resultados, foi observado que a fibra que
foi submetida a mercerizacao em menor tempo (1,5 h), temperatura (40 °C) e razao

(10 g L") apresentou caracteristicas adequadas para a submissdao a reacoes de
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hidrolise enzimatica, ou seja a fibra apresentou mais baixos teores de hemiceluloses

e de lignina, comparativamente as demais.
1.4.2 Reag¢des de hidrélise enzimatica da fibra lignocelulésica de sisal

Esta secao descreve os resultados de hidrolise enzimatica das fibras
lignoceluldsicas, sob diferentes condicoes. Como descrito anteriormente, foram
realizadas as hidrolises enzimaticas das fibras de sisal nao mercerizadas e
mercerizadas, na presenca ou nao de surfactantes (ramnolipideo e lignosulfonato).
Inicialmente sao apresentados os resultados referentes a hidrélise das fibras
lignoceluldsicas de sisal nao mercerizadas (SNM), com a presenca dos surfactantes
(ramnolipideo, R, lignosulfonato, LS). Na sequéncia sao apresentados os resultados
referente a hidrolise das fibras lignocelulosicas de sisal mercerizadas (SM) na

presenca dos surfactantes (ramnolipideo e lignosulfonato)
1.4.2.1 Reacoes das fibras lignoceluldsicas nao mercerizadas (SNM)

As fibras lignocelulosicas de sisal utilizadas nas reacoes de hidrolise
apresentaram 31 % + 1 de hemiceluloses, 10,3 % + 0,4 de lignina insoluvel, 3,6 % +
0,4 de lignina soluvel, e 61 % + 1 de celulose. O IC destas fibras foi de 46,5 % + 0,5.

1.4.2.1.1 Influéncia do surfactante ramnolipideo (R)

A concentracao inicial (60 mg L") de ramnolipideo utilizada no presente
estudo foi selecionada a partir dos estudos desenvolvidos por Wang e colaboradores
(2011). A partir dos resultados obtidos foram consideradas mais duas concentracoes
(80 mg L' e 108 mg L'"). Antes da realizacao das reacoes de hidrélise enzimatica, as
tensoes superficiais de todas as solucdes foram determinadas, e os resultados destas

sao apresentados na TABELA 20.
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TABELA 20 - Tensées superficiais dos meios reacionais utilizados durante as reacées hidrélises
enzimaticas: TC: Tampao Citrato, TC-R60: adicdao de 60 mg L' de ramnolipideo, TC-R80: adicao
de 80 mg L' de ramnolipideo e TC-R108: adicdo de 108 mg L-' de ramnolipideo

Meio reacional Tensao de superficie (dyn cm™')
Tampao Citrato (TC) 71,6 £ 0,1
TC- R60 27,1+ 0,4
TC-R80 26,4+ 0,2
TC-R108 26,3 + 0,1

Como observado em todas as concentracées de ramnolipideo a tensao
superficial diminuiu drasticamente, devido as interacdes entre as moléculas do
surfactante (ramnolipideo) e as moléculas da superficie do liquido (tampao citrato)
(ALWADANI; FATEHI, 2018).

As reacdes foram realizadas durante 48 h, em duplicata, e ao longo das
mesmas foram retiradas aliquotas e avaliadas as alteracoes nas fibras de sisal nao
reagidas, e os teores de aclcares obtidos. Apos extraidas do meio reacional, as fibras
de sisal nao reagidas foram lavadas exaustivamente, sendo que parte delas foram
suspensas em agua para a analise de comprimento e espessura (MorFi, FIGURA 40,
FIGURA 41), sendo o restante das fibras secas para a avaliacao de IC (FIGURA 39) e
da morfologia da superficie via MEV (FIGURA 42). O licor foi diluido (20x) e
caracterizado por HPLC (FIGURA 43, TABELA 21).

1.4.2.1.1.1 Caracterizacao das fibras nao reagidas retiradas do meio reacional

A primeira etapa da reacdao de hidrolise enzimatica ocorre em meio
heterogéneo. Nesta etapa, as fibras de sisal suspensas no meio reacional sao
atacadas pelas enzimas celulases diluidas no tampao citrato, sendo possivel
acompanhar as alteracées nas propriedades fisico-quimicas das fibras nao
hidrolisadas.

Os valores de IC podem variar durante a realizacdo de uma hidrolise
enzimatica, e a variacao depende da natureza da biomassa de partida e/ou das
condicées de hidrélise enzimatica (ZHANG; LYND, 2004), sendo que € possivel
encontrar relatos na literatura que mostraram o aumento do IC, e outros que
mostram diminuicao do mesmo durante as reacoes de conversao da celulose em
glicose (KASCHUK et al., 2017; KASCHUK; FROLLINI, 2018). Mesmo em um substrato
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com caracteristicas idénticas (como no presente estudo), o comportamento de
mudanca de IC pode variar dependendo das condicdes reacionais. Isto pode ser
observado na FIGURA 39, em que a mesma fibra lignoceluldsica apresentou
comportamento bem distinto nas reacées realizadas.

Em uma reacao de hidrolise enzimatica de celulose, o aumento do IC pode
estar relacionado com a hidrélise de cadeias de celulose presentes nas regides nao
cristalinas, e a diminuicao do IC pode estar relacionado a hidrolise de cadeias
presentes nos dominios cristalinos, assim como da penetracao de moléculas nestes
dominios, diminuindo a ordem que existia nos mesmos. No presente estudo, durante
a hidrolise da fibra lignocelulésica de sisal, também ocorreu a hidrolise de
hemiceluloses (indicada pela formacao de xilose) e com isso pode ter ocorrido a
liberacdo de lignina para o meio reacional, e como ambas se encontram na regiao
nao cristalina, este acontecimento pode impactar nos valores de IC.

No presente estudo, na auséncia do ramnolipideo durante a reacao de
hidrolise (SNM), até cerca de 8h, os valores de IC diminuiram, sendo que esta
diminuicao pode estar relacionada ao maior consumo e intumescimento da celulose
nas regides cristalinas da celulose. A partir de 15 h os valores de IC aumentaram
sugerindo a hidrélise das hemiceluloses, confirmado pelos teores de xilose
observados até 15 h de reacao (FIGURA 43) e de cadeias de celulose presentes nas
regides nao cristalinas. Uma combinacao de intumescimento dos dominios cristalinos
com o passar do tempo a hidrolise de cadeias presentes nestes dominios pode
explicar a diminuicao de IC a partir de 31 h de reacdo. No final, novamente foi
observada a hidrolise nas regides nao cristalinas

Quanto a SNM-R60, ocorreu um favorecimento da hidrolise das cadeias de
celulose e de hemiceluloses presentes nas regides nao cristalinas das fibras até 8 h,
e com isto foi observado o aumento de IC (de 60 % para 63,7 % apos 8 h). Em seguida,
os valores de IC tenderam a diminuicao, chegando a 57 % em 48 h, o que pode estar
relacionado ao intumescimento das regides cristalinas e a hidrélise de cadeias desta
regiao.

Para a concentracao SNM-R80 foi observado que o consumo das regides nao
cristalinas foi compensado pelo intumescimento das regides cristalinas até 8 h, pois
neste periodo, os valores de IC foram proximos e praticamente nao distinguiveis

estatisticamente, considerando um erro de + 0,5 %. A seguir, observou-se um
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pequeno aumento nos valores de IC, permanecendo aproximadamente constante até
o final da reacao. O conjunto de resultados mostrou que praticamente ocorreu uma
compensacao entre fatores que aumentam e que diminuem os valores de IC para a
concentracao de biosurfactante considerada.

Os valores observados para SNM-R108 indicaram que uma maior concentracao
do biosurfactante levou a um resultado consideravelmente diferente das reacoes
previamente discutidas. Um pequeno aumento em IC foi observado apés 2 h de
reacao (de 60 % para aproximadamente 64 %), o que pode ser resultante da hidrélise
de hemiceluloses e de cadeias de celulose dos dominios nao cristalinos. A partir de
2 h os valores de IC diminuiram até 23 h (em torno de 47 %), provavelmente devido
ao favorecimento de intumescimento pela maior concentracao do surfactante,
aumentando a extensao de regides nao cristalinas, diminuindo IC, e favorecendo o
acesso das enzimas e, portanto, a hidrélise das cadeias presentes nestas regioes, o
que levou em seguida a um aumento de cerca de 63 % (48 h).

Conclusoes referentes as mudancas de IC nao sao triviais, ja que quando se
trata de uma reacao enzimatica, ha relatos de aumento e diminuicao de seus valores
(ZHANG; LYND, 2004; HALL et al., 2010; KASCHUK; FROLLINI, 2018). No entanto, os
resultados mostrados na FIGURA 39 indicaram que a presenca do biosurfactante,
assim como as variacoes nas concentracoes consideradas para o ramnolipideo,
levaram a diferentes padroes de variacao de IC das fibras nao reagidas em funcao do

tempo de reacao.
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FIGURA 39 - indice de Cristalinidade (IC) das fibras lignocelulésica de sisal ndo mercerizadas (SNM)
nao reagidas retiradas do meio durante as reagdes com a utilizacdo ou ndo de ramnolipideo. As
concentrac¢ées de ramnolipideo sdo 60 mg L' (SNM-R60), 80 mg L' (SNM-R80) e 108 mg L' (SNM-
R108). Erro considerado + 0,50.
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Em relacdao ao comprimento médio das fibras (FIGURA 40), durante todas as
reacoes (SNM, SNM-R60, SNM-R80 e SNM-R108), o intervalo de com maior quantidade
de fibras foi [77-129] ym, que aumentou durante 4 h de reacao devido a hidrélise a
partir das extremidades das fibras contidas em [129-215] ym (pequeno ombro
observado - seta azul) e das contidas no intervalo [359-599] um. A ocorréncia de
fibras presentes no intervalo [359-599] um diminuiu até 23h, e na sequéncia ocorreu
um discreto aumento na quantidade de fibras contidas neste intervalo, devido a
hidrolise a partir das extremidades das fibras de maiores comprimentos. Também foi
observado que a partir de 23 h a populacao de fibras contidas em [599-1000] pym
aumentou, indicando que a partir de 23h, as fibras que estavam fora do limite
(>1000pum) de deteccao do equipamento foram preferencialmente hidrolisadas. Os
resultados indicaram que a presenca do ramnolipideo nao interferiu na intensidade
de hidrélise a partir das extremidades (comprimento) das fibras lignoceluldsicas de
sisal, pois as variacoes observadas foram similares na auséncia e na presenca do

biosurfactante, assim como nas diversas concentracoes consideradas.
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FIGURA 40 - Comprimentos médios das fibras lignocelulésica de sisal ndo mercerizadas (SNM) nao
reagidas retiradas do meio durante as reacées com a utilizacdo ou ndo de ramnolipideo. As

concentrac¢ées de ramnolipideo sdo 60 mg L' (SNM-R60), 80 mg L' (SNM-R80) e 108 mg L' (SNM-
R108).
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Da mesma maneira que em relacao ao comprimento, para a espessura a
presenca do ramnolipideo nao alterou o padrao de hidrélise das fibras. Assim, para
todas as reacoes, observou-se que a maioria das fibras estavam contidas no intervalo
de espessura de [30-39] um em todo o tempo de reacao. Contudo, logo em 4 h de
reacao a ocorréncia de fibras neste intervalo diminui, levando ao surgimento de um
ombro em [14-18] ym, e ao aumento de fibras contidas em [6-8] ym. Estes dois
altimos intervalos ([14-18] pm, e [6-8] ym) aumentaram até 23 h, e em seguida
sofreram decréscimo. Ao final da reacao (48 h), também foi observado que a
quantidade de fibras em [30-39] pm aumentou, provavelmente devido ao consumo
das fibras nos intervalos superiores, e principalmente fora do limite de deteccao.
Um aumento na espessura média das fibras pode ser consequéncia da hidrélise a
partir da superficie de fibras com espessuras acima dos limites de deteccao, e/ou o
intumescimento de fibras ao longo da reacao. A diminuicao das espessuras das fibras

indicou hidrolise a partir das superficies das mesmas.
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FIGURA 41 - Espessuras médio das fibras lignocelulésica de sisal ndo mercerizadas (SNM) nao
reagidas retiradas do meio durante as reacdes com a utilizacdo ou ndo de ramnolipideo. As

concentrac¢ées de ramnolipideo sdo 60 mg L' (SNM-R60), 80 mg L' (SNM-R80) e 108 mg L' (SNM-
R108).
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As imagens de MEV (FIGURA 42) sao importantes para a avaliacao das

alteracoes causadas pelas celulases sobre a superficie das fibras nao reagidas durante
a reacao.
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FIGURA 42 - Imagens de MEV das fibras lignocelulésica de sisal ndo mercerizadas (SNM) nao
reagidas retiradas do meio durante as reacées com a utilizacdo ou ndo de ramnolipideo. As
concentracées de ramnolipideo sdo 60 mg L' (SNM-R60), 80 mg L' (SNM-R80) e 108 mg L' (SNM-
R108).

Pode-se observar que apos 4 h, para todas as reacoes, os fragmentos

depositados sobre as fibras de partida foram eliminados, indicando hidrolise da
fracao de polissacarideos e liberacao dos produtos para o meio reacional. Da mesma
forma que com a liberacao destes produtos ocorreu a liberacao da lignina que estava
presente na estrutura das fibras.

Para as reacOes contendo o surfactante ramnolipideo (SNM-R60, SNM-R80,
SNM-R108), observou-se que com o aumento do tempo de reacao ocorreu a separacao
dos feixes de fibras mais intensivamente, comparativamente a SNM, e que o0 aumento
da quantidade de surfactante intensificou esta separacao nos feixes. Uma possivel
explicacao para esta separacao de feixes é que a interacao entre os grupos

hidrofobicos do surfactante e das fibras leve a certa infiltracao do surfactante nas
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fibras, aumentando assim a distancia entre os feixes. Estes aspectos normalmente

auxiliam o ataque das enzimas celulases as fibras lignocelulosicas.
1.4.1.1.1.2 Analise dos licores isolados durante a reacao de hidrélise enzimatica

Durante a realizacao das reacoes de hidrolise enzimatica da fibra de sisal, na
auséncia do ramnolipideo (SNM), e na presenca do ramnolipideo nas concentracoes
de 60 mg L'(SNM-R60), 0,80 mg L'(SNM-R80) e 108 mg L'(SNM-R108), foram
retiradas aliquotas e estas caracterizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Os teores de acUcares obtidos sao apresentados na FIGURA 43.

Destaca-se que apenas glicose e xilose foram detectadas, sendo que nas
condicées de analise foram também consideradas celobiose, arabinose, e acido

acético, que nao foram detectados.

FIGURA 43 - Teores de (a) glicose e (b) xilose das reacées de hidrolise enzimatica das fibras
lignocelulésica de sisal ndo mercerizadas (SNM) retiradas do meio durante as reagées com a
utilizacdo ou ndo de ramnolipideo. As concentracées de ramnolipideo sdao 60 mg L' (SNM-R60),
80 mg L' (SNM-R80) e 108 mg L' (SNM-R108).
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O aumento na producao de glicose, para todas as reacdes, ocorreu
principalmente nas primeiras 15 h de reacao (FIGURA 43-a). O mesmo
comportamento foi observado durante o estudo da hidrélise enzimatica da polpa
celulésica de sisal obtida industrialmente (KASCHUK et al., 2017; KASCHUK;

FROLLINI, 2018), com baixos teores de hemiceluloses (nao mercerizada: 15% + 2 e
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mercerizada: 2,6% + 0,2) e de lignina insollvel (ndao mercerizada: 1,2% + 0,2 e
mercerizada: 0,3% + 0,1). Isto pode estar ligado a fatores associados as enzimas,
como a desnaturacao ou desativacao das mesmas, a inibicao do produto, reducao do
sinergismo ou a superlotacao de enzimas na superficie da celulose. Ainda, o
comportamento pode ser decorrente de fatores associados aos substratos, como a
diminuicao da reatividade e acessibilidade do mesmo, as mudancas no grau de
polimerizacao, cristalinidade e outras propriedades fisicas dos substratos que levam
a interacoes nao produtivas (LEVINE et al., 2010; YE; BERSON, 2011; MONSCHEIN;
REISINGER; NIDETZKY, 2013; STAUNER et al., 2013).

Quando comparadas as hidrolises da polpa celulésica de sisal [nao
mercerizada: 9,4 gL'+ 0,1, e mercerizada:19 g L' + 0,1 (KASCHUK, 2014; KASCHUK
et al., 2017)] e da fibra lignocelulésica de sisal (SNM), observou-se que teores de
glicose foram inferiores (5,9 g L' + 0,3) para esta ultima. Este resultado, ja esperado,
decorre da presenca superior de hemiceluloses na fibra, e a presenca de lignina, que
na polpa é praticamente ausente, os quais podem inibir a interacao enzimas com
celulose (KASCHUK, 2014; KASCHUK et al., 2017).

Uma das grandes vantagens da utilizacdo da catalise enzimatica,
comparativamente a catalise acida, para a conversao da celulose em glicose, € a alta
especificidade das enzimas (celulases), presentes no complexo enzimatico, que
permite a formacao de glicose, celobiose e celo-oligosacarideos, sem que ocorra a
formacao de produtos de decomposicao (YOON et al., 2014). Contudo, deve ser
ressaltado que concentracoes entre 1-14 mmol de glicose podem inibir a acao das 8-
glicosidases, o que leva ao aumento da concentracao de celobiose no meio, que é
um inibidor potente das exoglucanases, o que corresponde a uma limitacao da
hidrolise enzimatica da celulose (CANILHA et al., 2010).

Como mencionado, a producao de glicose ocorre pela a acao simultanea da
endoglucanase, exoglucanases e B-glicosidase. A primeira etapa da reacao no sistema
é heterogénea, no qual as celulases em solucao reagem com a celulose insoluvel,
que contém regioes altamente organizadas (regides cristalinas) e outras com grau de
organizacao intermediario (regides nao cristalinas), diminuindo assim, o
comprimento e espessura das fibras celuldsicas (KASCHUK et al., 2017; KASCHUK;

FROLLINI, 2018), em maior ou menor extensao, dependendo das condicoes de reacao.
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A partir dos resultados de MorFi obtidos para as fibras nao reagidas (FIGURA
40, FIGURA 41), foi possivel observar a acao das endoglucanases nas fibras de sisal
nao reagidas durante a reacao, pois as mesmas sofreram alteracées em seus valores
de comprimento e espessura médios em diferentes extensbdes, e tendendo a
diminuicao de seus valores.

Entre os fatores que podem interferir na acao destas enzimas na superficie
das fibras, destaca-se a presenca de hemiceluloses e lignina, pois as mesmas
encontram-se ligada a superficie das fibrilas de celulose, impedindo a interacao
celulose-celulases, e diminuindo assim, a conversao da celulose em glicose.

Os teores obtidos via HPLC para SNM, SNM-R60, SNM-R80 e SNM-R108
mostraram valores muito proximos até 15h, nao distinguiveis estatisticamente. A
partir de 15 h, SNM-R80 e SNM-R108 apresentam teores praticamente iguais entre si,
e superiores a SNM e SNM-R60 (FIGURA 43-b).

Como mencionado, os surfactantes podem aumentar a conversao de celulose
em glicose, pois os mesmos podem prevenir a adsorcao das celulases na fracao de
lignina presente no material lignocelulésico (SAINI et al., 2016). Contudo, no
presente estudo, observou-se que o uso do ramnolipideo nao aumentou
significativamente o teor de glicose, porém, com o aumento na concentracao de
surfactante de 60 mg L'para 80 mg L' houve um impacto positivo na producéo de
glicose apos 15 h, o que sugere que a acao do biosurfactante foi favorecida pelo
maior afastamento dos feixes de fibras ocorrido apos 15 h (FIGURA 42). O mesmo nao
foi observado quando se aumentou de 80 mg L' para 108 mg L' (FIGURA 43-b).
Concentracoes superiores a 80 mg L' de ramnolipideo podem ter levado a interacoes
desfavoraveis com as enzimas celulases, ou com cadeias de celulose, nao
favorecendo hidrélise em maior extensao.

Em relacao a xilose, observou-se que a utilizacao do surfactante nao alterou
de forma significativa a producao da mesma (FIGURA 43-c). Estes resultados indicam
que apenas a acao das celulases foi facilitada com o uso do ramnolipideo, em
determinadas condicdes, e o mesmo nao apresentou influéncia sobre as xilanases.

As hemiceluloses de sisal apresentam cerca de 2,2 % de glicose (MEGIATTO JR
et al., 2007), e a fibra de sisal utilizada no presente estudo apresentou de 31,3 % de

hemiceluloses em massa (TABELA 24). Considerando que 100g de sisal tem 31,3 g de
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hemiceluloses, e que cada 100 g de hemiceluloses de sisal pode gerar 2,2 g de

glicose, tem-se que:

massa de glicose proveniente da hemicelulose/100g fibra = 31'31*;7’;:‘2!; =0,6886¢g (12)

Ou seja, 100 g de fibra de sisal pode gerar 0,6886 g de glicose a partir da

hemicelulose, e consequentemente:

massa de glicose proveniente de 1g de sisal = %ﬁz%g =0,006886 g (13)

Portanto a concentracao de glicose maxima que pode ser obtida a partir de
hemiceluloses da fibra de sisal usada no presente estudo, durante a hidrolise
enzimatica, é:

0,006886g

~ -1
o ~ 0,14g.L (14)

[glicose a partir da hemiceluloses] =
Desta forma, a hidrolise do total de hemiceluloses presentes na fibra de sisal,

nas condicdes do presente estudo, poderia gerar 0,14 g L' de glicose.
Para calcular a quantidade maxima de glicose que pode ser obtida a partir da

celulose presente na fibra de sisal foram utilizadas as equacoes 15 e 16.

[glicoselmax = Mi. %celq ()/;c"’l'q (15)

Sendo:

MMglicose __ 180 g/mol _
MManidroglicose 162 g/mol -

q= 1.1 (16)

“q” é um fator de conversao necessario para calcular o quanto de glicose seria formada a partir da
celulose inicial, ja que na celulose, glicose esta na forma anidra, ou seja, difere, em massa, por uma
molécula de agua; Mi = Massa inicial de fibra de sisal (para todos os casos Mi = 1g), V = volume da
solucéo (para todos os casos V = 0.05 L) e %cel. = porcentagem de celulose na fibra lignocelulosica
de sisal.

O calculo fornece a concentracao de 13,31 g L' de glicose se toda a celulose
presente na fibra de sisal fosse hidrolisada, porém, considerando a glicose presente
na hemicelulose da fibra, esta concentracdo aumenta para 13,45 g L'!. Assim, se toda
a celulose e hemiceluloses presentes na fibra fossem hidrolisadas, seria obtida uma
concentracao de 13,45 g L', o que ndo leva a alteracao significativa frente a
concentracao de glicose gerada pela hidrolise de cadeias de celulose.

Fazendo a relacao da concentracao de glicose detectada com a glicose maxima
calculada, pode-se obter o rendimento de reacao a partir da porcentagem de
celulose hidrolisada. Devido ao fato que o maior aumento na producao de glicose
ocorreu nas primeiras 15h, os calculos foram realizados para os tempos de 15 h e 48

h (final da reacao), usando a. equacao 17.
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glicoseldetectada

Rendimento de reagio (%) = [ X100 (17)

[glicose]lmaxima

sendo [glicose]maxima 13,45 g L’

Em estudos anteriores foi observado que cerca de 68 % dos acucares presentes
nas hemiceluloses das fibras de sisal foi referente a xilose (MEGIATTO JR et al.,
2007). Foi entao possivel determinar o rendimento de conversao de xilanas durante
a hidrolise enzimatica das fibras lignoceluldsicas de sisal a partir das equacoes 18-
21.

Massag¢jpra XHS

[Xilose ]méxima/licor = Xwx0,68 (18)

volume solugido
HS: teor de hemicelulose presente na fibra lignoceluldsica de sisal; “w”, fator de conversao de
anidroxilose (xilose nas polioses) para xilose no licor, que diferem em massa por uma molécula de
agua.

w = MMyilose no licor  __ 150g.mol!

= —=1,14 (19)
MMyilose em polioses 132g.mol

Assim, a concentracdo maxima de xilose que poderia ser encontrada
considerando que 1g de fibra de sisal, € de 4,85 g L":

(1x0,313)g

oes X 1,14x0,68 = 4,85g. L1 (20)

[Xilose ]méxima/licor =

Da mesma forma que para a glicose, a partir da concentracao de glicose
detectada com a glicose maxima calculada, pode-se obter o rendimento de xilose
produzida. Devido ao fato que o maior aumento na producao de glicose ocorreu nas
primeiras 15h, os calculos foram realizados para os tempos de 15 h e 48 h (final da

reacao), usando a. equacao 21.

xilose]detectada

Rendimento de xilose (%) = [ X100 (21)

[xiloselmaxima

sendo [glicose]maxima 4,85 g L™

Os resultados de rendimento de conversao da celulose e hemiceluloses
hidrolisadas estao descritos na TABELA 21.
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TABELA 21 - Valores de glicose e xilose detectadas, e rendimentos para reacées de hidrélise
enzimatica das fibras lignocelulésica de sisal ndo mercerizadas (SNM) nao reagidas retiradas do
meio durante as reacées com a utilizacdo ou ndo de ramnolipideo. As concentracdes de
ramnolipideo sdo 60 mg L' (SNM-R60), 80 mg L' (SNM-R80) e 108 mg L' (SNM-R108) [glicose]
maxima: 13,45 g L', [xilose]Jmaxima: 4,85 g L'

SNM SNM-R60 SNM-R80  SNM-R108

Glicose detectada (g L

1) 5,1+0,6* 5,01+0,04* 5,4+0,3* 5,03+0,03*

j5p ondmemodegicose  3gaa 3732030 40,0525 37,420,2°

Xilose detectada (g L") 1,5+0,3* 1,40+0,03* 1,6 +0,2* 1,40 +0,04*

Rendimento de xilose (%) 31 + 5* 29,9 £+ 0,7* 33+ 3 29,4 £ 0,9*

Glicose detectada (g L

1) 5,9+0,3* 6,3+0,2* 6,9+0,4 6,9+0,2*

Rendimento de glicose " % * *
48h %) 44 + 5 47 + 2 51 +3 50 + 1

Xilose detectada (g L'') 1,70 + 0,01* 1,90 + 0,04* 2,0+0,1* 2,00 +0,07*

Rendimento de xilose (%) 35,0 + 0,5 40,6 + 0,9 41+2 40 + 2

*Refere-se aos erros das duas reacées realizadas

Quando comparados os resultados obtidos na TABELA 21 com os resultados
obtidos para a polpa celuldsica de sisal (89 % de celulose hidrolisada) nas mesmas
condicdes do presente estudo (KASCHUK, 2014; KASCHUK et al., 2017), foi possivel
observar que o rendimento de glicose foi muito inferior. Os valores baixos de
rendimento de glicose para o presente estudo foram devido a presenca de lignina e
de grande teor de hemiceluloses na estrutura da fibra de sisal que foi ausente na
polpa celuldsica utilizada anteriormente. A forte associacao dos componentes
presentes na fibra lignoceluldsica (lignina, hemiceluloses e celulose) fez com que a
enzimas celulases apresentassem certa dificuldade de aproximacao das cadeias de
celulose. Quando ocorre a quebra desta interacao, devido a eliminacao de lignina
e/ou hemiceluloses, pode ocorrer o aumento do rendimento da reacao de hidrolise
enzimatica (JONSSON; MARTIN, 2016).

Embora estatisticamente os valores de rendimento nao foram distinguiveis,
observou-se uma tendéncia de favorecimento para SNM-R80, indicando que a

concentracao de ramnolipideo igual a 80 mg L' pode ser considerada como a mais
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adequada para uma reacao de hidrdlise enzimatica da fibra lignoceluldsica de sisal.
Como mencionado, para esta concentracao o conjunto de resultados obtidos para IC
mostrou que ocorreu uma compensacao entre fatores que aumentam (hidrélise de
cadeias de dominios nao cristalinos) e que diminuem (intumescimento e hidrolise de
cadeias dos dominios cristalinos) os valores de IC, o que parece ter favorecido a
hidrolise.

Ja em relacdo ao rendimento de producao de xilose (TABELA 21), quando o
ramnolipideo nao foi utilizado na reacao (SNM) quase a totalidade de possivel xilose
foi produzida ja nas primeiras 15 h de reacao. Ja quando o ramnolipideo foi utilizado
(SNM-R60, SNM-R80 e SNM-R108) o rendimento aumentou aproximadamente 10 %
entre 15 h e 48 h. Contudo, os resultados finais de rendimento de xilose para todas
as reacoes contendo ramnolipideo foram superiores a SNM, indistinguiveis
estatisticamente entre si.

A influéncia de ramnolipideo (0,5 g L") sobre as atividades das celulases e a
conversao de diferentes materiais celuldsicos com diferentes teores de lignina (palha
de arroz, palha de arroz deslignificada e celulose microcristalina) foi reportado por
ZHANG et al., (2009). Os autores observaram que a utilizacdo de ramnolipideo
auxiliou no aumento da atividade da B-glicosidase, que é o que determina a
efetivacdo da reacao de hidrolise enzimatica da celulose. Foi observado também que
a utilizacao de ramnolipideo aumentou em torno de 22 % a producao de acuUcares
redutores a partir da palha de arroz. Ja para a palha de arroz deslignificada e para
a celulose microcristalina, o efeito do ramnolipideo foi praticamente inexistente,
demonstrando que a presenca da lignina em reacdes utilizando surfactantes
desempenhou um papel fundamental no que tange estimulacao das enzimas
celulases.

Os resultados referentes ao uso do ramnolipideo nas reacdes de hidrolise
enzimatica com a fibra de sisal nao mostraram aumento significativo na conversao
da celulose em glicose. Assim, optou-se por testar também o lignosulfonato de sodio

como biosurfactante nas reacoes de hidrolise enzimatica.
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1.4.2.1.2 Influéncia do surfactante lignosulfonato (LS)

As concentracoes de lignosulfonato de sédio utilizadas foram 5,0gL"'e 7,5¢
L-" em tampao citrato. A escolha da concentracao inicial (5,0 g L") foi baseada em
estudo relatado na literatura referente a hidrodlise de xilanas e celulose utilizando o
lignosulfonato de sodio como surfactante (LOU et al., 2014, 2016).Para efeito de
investigacao, usou-se também uma concentracao mais alta (7,5 g L).

A adicao de lignosulfonato levou a diminuicao da tensao superficial da solucao
de tampao citrato, de 71,6 dyncm™ + 0,1 para53dyncm™ +1 (5g L") e 51 dyn cm’
'+1(7,5gL"), TABELA 22. Como observado, as tensoes superficiais obtidas quando
usado o lignosulfonato como surfactante foram superiores as obtidas quando usado
concentracao inferior de ramnolipideo (TABELA 20, por ex. para 60 mg L™, a tensao

superficial foi de 27,1 dyn cm™' + 0,4).

TABELA 22 - Tensées superficiais dos meios reacionais utilizados durante as reacées hidrélises
enzimaticas: TC: Tampao Citrato, TC-LS5: adicdo de 5 g L' de lignosulfonato e TC-LS7,5: adicao
de 7,5 g L' de lignosulfonato

Meio reacional Tensao superficial (dyn cm™)
Tampao Citrato (TC) 71,6 + 0,1
TC-LS5 53 £ 1
TC-LS7,5 51 1

As reacoes foram realizadas durante 48 h em duplicata, e ao longo das mesmas
foram retiradas aliquotas e avaliadas as alteracoes nas fibras de sisal nao reagidas,
e os teores de aclcares obtidos. Apos extraidas do meio reacional, as fibras de sisal
nao reagidas foram lavadas exaustivamente, sendo que parte delas foram suspensas
em agua para a analise de comprimento e espessura (MorFi, FIGURA 45), sendo o
restante foram secas para a avaliacao de IC (FIGURA 44) e da superficie via MEV
(FIGURA 46). O licor foi diluido e caracterizado por HPLC (FIGURA 48, TABELA 21).

1.4.2.1.2.1 Caracterizacao das fibras nao reagidas retiradas do meio de reacao

Como ja mencionado, no presente estudo ocorreu a hidrélise de uma fibra
lignoceluldsica composta por lignina, hemiceluloses e celulose, e com isto, as

alteracdes nos valores de IC estdo relacionados a degradacao destes componentes.
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Até 8 h, em SNM, os valores de IC diminuiram devido ao possivel intumescimento e
hidrolise das cadeias de celulose presentes nas regides cristalinas da fibra, sendo que
a partir de 15 h, o aumento de IC observado pode estar relacionado a hidrélise das
cadeias de hemiceluloses e cadeias de celulose na regiao nao cristalina. Nesta etapa,
a degradacao da hemicelulose, também resultou na eliminacao de lignina que
auxiliou o aumento de IC. A seguir (31 h), o IC diminuiu, possivelmente devido ao
intumescimento dos dominios cristalinos, com afastamento das cadeias, de modo que
nas etapas a seguir, novamente foi evidenciado, pelo pequeno aumento de IC
observado, a hidrolise das regides nao cristalinas geradas pelo intumescimento

A presenca do lignosulfonato de sodio na reacao durante a hidrdlise, nao
favoreceu o aumento dos valores de IC de maneira que, salva excecdes, a grande
maioria dos valores de IC foram inferiores aos seus valores antecedentes. Para SNM-
LS5, logo nas primeiras 2 h de reacao, os valores de IC diminuiram de 60 % para 57,6
%, isto significa que as regides cristalinas foram consumidas ou tiveram o
intumescimento favorecido. A seguir, até 15 h de reacao, os valores de IC
mantiveram-se praticamente constante, de modo que em 23 h foi observado um
pequeno aumento do valor de IC (59,6 %) indicando o consumo das hemiceluloses e
da celulose que estao presentes nas regides nao cristalinas. Contudo, este aumento
nao foi significativo quando comparado a SNM, e logo os valores de IC voltaram a
diminuir, praticamente igualando aos valores observados entre 2 h e 15 h de reacao.

Para SNM-LS7,5, foi observado que nao houve em nenhum momento aumento
significativo dos valores de IC, ou seja, logo em 2 h de reacao os valores diminuiram
de 60 % para 55,9 %, e a seguir os valores praticamente mantiveram-se constantes
até o final da reacao.

Em linhas gerais, nao foi possivel determinar a real influéncia do
lignosulfonato de sddio como surfactante em relacao aos valores de IC das fibras nao
reagidas nas reacoes de hidrolise enzimatica das fibras de sisal. A nao variacao dos
valores de IC, também foi observado no estudo desenvolvido por Zhou e
colaboradores (2015), em que a celulose microcristalina foi hidrolisada usando
diferentes surfactantes (Tween 20, Tween 80, Triton X-100, Triton X-114 e PEG 4000)
(ZHOU et al., 2015).
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FIGURA 44 - indice de Cristalinidade (IC) das fibras lignoceluldsica de sisal ndo mercerizadas (SNM)
nao reagidas retiradas do meio durante as reacées com a utilizacdo ou néo de LS. Concentracdes
de LS: 5,0 g L' (SNM-LS-5) e 7,5 g L' (SNM-LS7,5). Erro considerado + 0,5.
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A FIGURA 45 apresenta os graficos referentes a ocorréncia de diferentes
comprimentos e espessuras das fibras nao reagidas retiradas do meio de reacao para
SNM, SNM-LS5 e SNM-LS7,5.

Como discutido anteriormente, a grande maioria das fibras de SNM estavam
contidas no intervalo de comprimento [77-129] um, o qual sofreu aumento logo nas
primeiras 4 h de reacao devido a hidrélise nas extremidades das fibras de
comprimentos maiores ([129-215] um e [359-599] um). Para as fibras contidas entre
[359-599] um observou-se diminuicao em sua quantidade até 23 h, seguida de um
leve aumento tanto neste intervalo quanto em [599-1000] pym. Isto pode ser um
indicativo de que a partir de 23 h as fibras com comprimento superiores a 1000 pm
(fora do limite de deteccao) foram preferencialmente hidrolisadas a partir de suas
extremidades.

Em SNM-LS5 e SNM-LS7,5 a maior quantidade de fibras estavam contidas em
[77-129] pm. Contudo, para SNM-LS5, a populacao de fibras neste intervalo so6
aumentou a partir de 15 h de reacao, e comecou a diminuir a partir deste tempo até
o final da reacao. Ja para SNM-LS7,5 este pico diminui ao longo de toda a reacao. A
quantidade de fibras contidas em [359-599] um diminui ao longo das 48 h para SNM-
LS7,5, sem alteracdes significativas para [599-1000] pym. Ja para SNM-LS5, a partir
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de 15 h a quantidade de fibras em [359-599] um aumentou devido a hidrélise das
fibras contidas em [599-1000] pm.

De modo geral, no presente estudo foi observado que SNM-LS5 teve mais
alteracdes em relacao a comprimento quando comparadas a SNM e SNM-LS7,5. Este
resultado pode estar relacionado ao favorecimento da hidrolise em suas
extremidades das fibras de sisal durante a reacao SNM-LS5, quando comparadas as

outras reacoes.
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FIGURA 45 - Comprimento e espessura médios das fibras lignocelulosica de sisal ndo mercerizadas
(SNM) nao reagidas retiradas do meio durante as reacbées com a utilizacdo ou ndo de
lignosulfonato. As concentrag¢des de lignosulfonato sdo 5 g L' (SNM-LS-5) e 7,5 g L' (SNM-LS7,5).
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Quando se tratou das variacdes de espessuras, em todas as reacdes (FIGURA
45), a maior parte da populacao de fibras estava contida entre [30-39] um. A hidrélise
ao longo da superficie destas fibras ([30-39] pm) em todas as reacdes levou a
formacao de um “ombro” no intervalo de [14-18] um logo em 4 h de reacao. A partir
de 4 h e até 23 h, para todas as reacoes, exceto para SNM-LS7,5, as fibras contidas

nos intervalos [30-39] um e [>50] pym foram hidrolisadas em suas superficies,
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causando o aumento da quantidade de fibras em [14-18] pm. Da mesma maneira,
que entre 4 h e 23 h, a superficie das fibras contidas em [14-18] pym foram
hidrolisadas e a populacao de fibras em [6-8] um aumentou. Por fim, a partir de 23
h, para SNM as fibras com espessuras menores que 18 pm e maiores 39 ym foram
hidrolisadas, levando ao aumento de [30-39] um. J& para SNM-LS5 e SNM-LS7,5 fibras
mais espessas que 50 um foram preferencialmente hidrolisadas, levando ao aumento
dos intervalos [30-39] pm e [>50] pm.

Assim, no geral, foi observado que ao contrario do uso do ramnolipideo, a
presenca do lignosulfonato auxiliou nas alteracoes dos comprimentos e espessura
médios das fibras lignocelulosica de sisal ao longo da reacao. A presenca do
lignosulfonato favoreceu as alteracoes referentes ao comprimento e espessura. A
variacao de comprimento foi favorecida para a concentracao de 5 g L-' (SNM-LS5), e
as fibras de maiores espessuras (>50um) foram preferencialmente atacadas para
ambas as concentracoes de lignosulfonato (5 g L''e 7,5g L' - SNM-LS7,5). Acredita-
se que o favorecimento causado pelo lignosulfonato é devido a afinidade e
semelhanca do mesmo com os componentes das fibras, principalmente lignina, que
o torna mais efetivo perante ao ramnolipideo que apresenta estrutura e interacoes
diferentes.

A FIGURA 46 mostra as micrografias obtidas para as fibras nao reagidas

retiradas do meio reacional.
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FIGURA 46 - Imagens de MEV das fibras lignocelulésica de sisal ndo mercerizadas (SNM) nao
reagidas retiradas do meio durante as reagdes com a utilizacdo ou nado de lignosulfonato. As
concentrac¢ées de lignosulfonato sdo 5 g L' (SNM-LS-5) e 7,5 g L' (SNM-LS7,5).

Inicial

SNM-LS5-4

Para a reacao SNM até 4 h a alteracao mais significativa foi a eliminacao dos
fragmentos que inicialmente estavam depositados na superficie das fibras
lignoceluldsicas de sisal. Até 23 h foram observadas poucas alteracoes nas superficies
das fibras nao reagidas, sendo que a partir de 23 h, observou-se maior separacao nos
feixes das fibras. Com a adicao do lignosulfonato como surfactante foi observado que
as fibras apresentaram maior separacao dos feixes de fibra ja apos 4 h de reacao,
seguido de fragmentacao das fibras. O aumento na concentracao de lignosulfonato
de 5,0 g L'para 7,5 g L' nao levou a uma significativa diferenca entre o
comportamento das fibras ao longo das reacdes (FIGURA 46). Estes resultados
sugerem uma maior acao das enzimas na presenca de LS, o que levou a maior

separacao e fragmentacao das fibras.
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1.4.1.1.2.2 Analise dos licores isolados durante a reacao de hidrélise enzimatica

Como nas reacoes de hidrolise enzimatica utilizando o ramnolipideo como
surfactante, os licores extraidos do meio de reacao usando o lignosulfonato foram
diluidos e analisados via HPLC, sendo apenas glicose e xilose foram detectadas. A
FIGURA 47 apresenta os teores de glicose e a FIGURA 48 apresenta os teores de xilose
obtidos ao longo das 48 h de reacao.

No presente estudo, até 15 h a maior parte de glicose foi produzida nas
reacoes SNM e SNM-LS5, como observado nas reacdes previamente discutidas. Ja para
SNM-LS7,5 a maior producao ocorreu nas primeiras 10 h.

Neste estudo, os resultados indicaram que a acao do lignosulfonato dependeu
da concentracao do surfactante usado. Foi observado que a producao de glicose para
SNM-LS5 foi superior a de SNM, principalmente nas primeiras 6 h de reacao. Contudo,
quando a concentracao de lignosulfonato foi aumentada (SNM-LS7,5) a producao de
glicose foi inferior que para SNM (FIGURA 47).
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FIGURA 47 - Teores de glicose das reacoes de hidrolise enzimatica das fibras lignocelulésica de
sisal ndo mercerizadas (SNM) retiradas do meio durante as reacées com a utilizacdo ou nao de
Lignosulfonato. As concentracdes de LS sdo 5 g L' (SNM-LS-5) e 7,5 g L' (SNM-LS7,5). Enfase nas
primeiras 10 h de reacao.
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Lou e colaboradores (2013) desenvolveram um estudo de hidrdlise enzimatica
utilizando a concentracdo de 5 g L' de lignosulfonato, variando o tipo de
lignosulfonato usado de acordo com o teor de enxofre e a massa molar ponderal
média (Mw). Um dos lignosulfonatos apresentava Mw=>50000 e teor de enxofre de
5,3 %, o qual foi usado para comparacao, por se tratar do lignosulfonato que mais se
aproxima do utilizado no presente estudo (Mw=~52000 e teor de enxofre 3,7 %). Ao
contrario do observado no presente estudo quando 5 g L-' de lignosulfonato foi usado,
para a hidrolise da celulose (papel de filtro Whatman 01) e de uma mistura de 7:3
de celulose (papel de filtro Whatman 01) e lignina (de origem enzimatica), o
surfactante levou a uma diminuicao na producao de glicose (LOU et al., 2013).

A diferenca entre o presente estudo e o descrito na literatura (LOU et al.,
2013) esta relacionada diretamente a interacao entre o lignosulfonato e a lignina

presente em ambas as reacdes. Os resultados indicaram que ao utilizar a
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concentracao de 5,0 g L' de lignosulfonato, a hidrélise enzimatica da fibra
lignocelulodsica de sisal, em que a lignina esta na sua forma nativa (protolignina),
localizada na matriz contendo hemiceluloses e celulose, a acao como surfactante foi
mais eficiente de quando havia apenas celulose ou uma mistura de celulose e lignina
(ndo na forma nativa, mas extraida de uma fonte previamente), como ocorreu no
estudo de Lou et al. (2013).

Quando a concentracao de lignosulfonato foi aumentada no meio reacional
(SNM-LS7,5), a quantidade de unidades de fenilpropanodides (hidrofobicos) e grupos
de acido sulfonico/sulfonatos (hidrofilicos), também aumentou. As regides
hidrofébicas podem ter interagido com os dominios hidrofobicos da celulose, onde
preferencialmente os mddulos de ligacao a carboidratos da celulase se ligaram para
a realizacao da hidrélise da celulose (LOU et al., 2013; ZHOU et al., 2013). Assim,
no presente estudo, durante a hidrolise de SNM-LS7,5, pode ter ocorrido a adsorcao
competitiva entre a celulase e o lignosulfonato nas regides hidrofobicas da celulose
presente na fibra lignoceluldsica de sisal, o que levou a diminuicao da producao de
glicose (FIGURA 47).

A maior producao de xilose ocorreu nas primeiras 10 h, sendo que é possivel
observar uma diferenca significativa entre as reacoes (FIGURA 48). A hidrolise das
xilanas presentes na hemiceluloses das fibras lignoceluldsicas de sisal, na presenca
de lignosulfonato, foi favorecida para SNM-LS5, ao contrario de SNM-LS7,5, sendo a
producao de SNM-LS5>SNM>SNM-LS7,5 (FIGURA 48).
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FIGURA 48 - Teores de xilose das reacoes de hidrélise enzimatica das fibras lignocelulésica de
sisal ndo mercerizadas (SNM) retiradas do meio durante as reacdées com a utilizacdao ou nao de
Lignosulfonato. As concentracdes de LS sdo 5 g L' (SNM-LS-5) e 7,5 g L' (SNM-LS7,5). Enfase nas
primeiras 10 h de reacao.
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Este comportamento foi o oposto ao observado no estudo de Lou e
colaboradores (2016), em que uma amostra de xilanas com alto teor de pureza (>90
%, Aladdin Industrial Corporation) foi hidrolisada na presenca de lignosulfonato em
varias concentracoes, € o aumento da concentracao do lignosulfonato no meio
reacional levou ao aumento na producao de xilose (LOU et al., 2016). Quando
comparado a concentracao de 5,0 g L' em ambos os estudos € possivel constatar a
concordancia de comportamentos, ou seja quando hidrolisada a xilana usando a
concentracao de 5 g L' (SNM-LS5) ocorreu maior producao de xilose comparado a
reacao sem o uso de lignosulfonato (SNM). O mesmo comportamento foi observado
por Lou e colaboradores (2016) quando a xilana esta misturada com celulose (Avicel
PH101) e lignina (enzimatica - HenanTianguanGroupCorp., Ltd, China) no meio de
reacao (LOU et al., 2016). Novamente destaca-se que no presente estudo as xilanas
faziam parte da estrutura de hemiceluloses presentes na matriz
celulose/hemiceluloses/lignina, e nao a uma amostra isolada, ou misturada com

celulose, como no estudo relatado na literatura (LOU et al., 2016).
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Os resultados obtidos mostraram que a acao do lignossulfonato impactou também a
acao das xilanases, ao contrario do observado para o ramnolipideo.
Os rendimentos de glicose e xilose estao descritos na TABELA 23. Os tempos

para a determinacao do rendimento escolhidos foram 6h, 15 h e 48h.

TABELA 23-Valores de glicose e xilose detectadas e rendimentos para as reacdes de hidrélise
enzimatica das fibras lignoceluldsica de sisal ndo mercerizadas com a utilizacdo ou nao do
lignosulfonato como surfactante (LS). As concentracdes de LS foram5 g L-'(SNM-LS5) e7,5 g L™’
SNM-LS7,5. [glicose]maxima: 13,45 g L', [xilose]Jmaxima: 4,85 g L'

SNM SNM-LS5 SNM-LS7,5
Glicose detectada (g L") ‘3%‘:)013 530+0,01* 2,70 « 0,01*
6h % rendimento de glicose 30,0+ 0,3 39,4+ 0,1 20,0 £ 0,1
Xilose detectada (g L") 1,09 + 0,20 1,20 +0,01* 0,72 +0,01*
Rendimento de xilose (%) 22+5 25,8 £ 0,1 15 + 1
Glicose detectada (g L") 5,10 £+ 0,6* 6,8 + 0,003 3,2 +0,02*
% rendimento de glicose 38+4 50,60 + 0,02 24,1 +0,2
o Xilose detectada (g L") 1,5+0,3* 1,60 + 0,01* 0,92 + 0,01*
Rendimento de xilose (%) 31+ 6 33,6 + 0,3 18,9 + 0,1
Glicose detectada (g L") 5,9 +0,3* 8,3 +£0,005* 4,20 + 0,04*
% rendimento de glicose 44 + 5 62,00 + 0,04 31,1+0,3
48 Xilose detectada (g L") 1,7 +0,01* 2,30 +0,01* 1,40 + 0,01*
% rendimento de xilose 35,0+0,5 47,0 + 0,1 28,3+0,4

*Refere-se aos erros das duas reacées realizadas

Como observado na TABELA 23, a producao de glicose em SNM-LS5 foi superior
a SNM, e consequentemente seu rendimento de glicose foi superior (TABELA 23). O
rendimento de glicose de SNM-LS5 foi 9,4%, 9,0% e 13,4% maior em 6 h, 15h e 48 h
respectivamente. Isto foi um indicativo que a adicao de lignosulfonato na
concentracao de 5 g L' (SNM-LS5) auxiliou a hidrolise da fibra lignocelulésica de sisal

(SNM) principalmente em longos periodos de reacao (48 h). Ja para SNM-LS7,5, o
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rendimento de glicose foi significativamente menor, de modo que a producao
diminuiu em 10,0 % para 6 h, 17,8 % para 15 h e 17,8 % para 48 h.

Quando o material a ser hidrolisado nao contém lignina, como observado no
estudo desenvolvido por Lou e colaboradores (2014), em que utilizaram o
lignosulfonato (Mw 22000 e teor de enxofre de 1,87% + 0,014, propriedades proximas
ao usado neste estudo) durante a hidroélise do papel filtro (Whatman), foi observado
uma diminuicao no rendimento de hidrolise em 8% quando o lignosulfonato foi usado
(LOU et al., 2014).

Ja em estudo de hidrélise de diferentes fontes de lignocelulésicos na presenca
de lignosulfonato (Mw 21000 e 5,33% de enxofre), Zhou e colaboradores (2013),
observaram que quando o teor de lignina no material foi de 1,5% (Pinus cortada
tratada, NaOH e NazS) o rendimento aumentou em 10%. Ja quando o teor de lignina
foi de 26,3% (Madeira de pinho tratada, H2504 e NaHSO3) e 27,2% (Madeira de pinho
tratada, H;S04), os rendimentos aumentaram em 8% e 4% respectivamente. Ja com
um teor de 34,4% de lignina (Pinus cortada tratada H,SO4 e NaHSO3) nao foi observado
aumento significativo (ZHOU et al., 2013).

Comparando com os resultados obtidos usando o ramnolipideo como
surfactante (TABELA 20), foi possivel observar, que apesar de o lignosulfonato
apresentar baixa alteracao na tensao superficial (TABELA 22), quando foi usada a
concentracao de 5,0 g L', o lignosulfonato agiu como um auxiliador na conversao da
celulose presente nas fibras de sisal em glicose. O melhor resultado obtido para o
ramnolipideo foi utilizando a concentracdo de 80mg L', em que a conversao foi de
51,4 %, ou seja 7,2 % superior a SNM (44,2 %) e 3,9 % menor que SNM-LS5, presente
em uma concentracao bem inferior a do ramnolipideo.

O lignosulfonato de sodio, por ser um derivado de lignina, que é um dos
componentes da fibra de sisal, deve ter interagido mais eficientemente com as
regioes hidrofobicas da lignina e, consequentemente, favoreceu mais a acao das
enzimas, comparativamente ao ramnolipideo.

Através da analise de MorFI foi observado que, ao contrario do lignosulfonato
que nao auxiliou em nenhuma preferéncia em relacao a hidrdlise nas extremidades
ou superficies das fibras, quando usado o ramnolipideo as enzimas agiram mais a
partir da superficie, comparativamente as pontas. Também foi observado que o

lignosulfonato auxiliou uma maior separacao dos feixes de fibras nos tempos finais
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de reacao, e os valores de IC das fibras nao reagidas foram mais estaveis (pouca

variacao) quando comparado com os resultados usando o ramnolipideo.
1.4.2.2 Reacoes das fibras lignocelulosicas mercerizadas (SM)

As fibras lignocelulosicas de sisal mercerizadas utilizadas para a hidroélise
enzimatica, foram as obtidas utilizando as seguintes condices: 10 g L', 40 °Ce 1,5
h. Esta condicao foi selecionada, dentre todos os experimentos realizados,
considerando a baixa temperatura e o menor intervalo de tempo requeridos para o
processo, comparativamente as outras condicdes. Adicionalmente, em condicbes de
maiores temperaturas e tempos mais longos (nos intervalos estudados) a eliminacao
de lignina e hemiceluloses foram menores que na condicao selecionada.

A TABELA 24 sumariza os resultados obtidos para as caracterizacdes de
hemiceluloses, celulose, lignina insoluvel e soluvel para as fibras lignoceluldsicas de
sisal ndo mercerizadas e mercerizadas usadas nas reacoes de hidrolise. Nesta, pode
ser observado que as hemiceluloses sofreram uma variacao de 31,3 % + 1,3 para 12,1
% + 0,5, enquanto a lignina sofreu uma variacao menor (lignina insolivel de 10,3 % *
0,4 para 8,6 % + 1,1; lignina soluvel de 3,6 % + 0,4 para 1,5 % + 0,2). O teor de
celulose aumentou ao final do tratamento, de 60,5 % + 1,1 para 72,4 % + 0,9, como

consequéncia da eliminacao de hemiceluloses e lignina.

TABELA 24 - Teores de hemiceluloses, celulose, lignina insolivel e solavel para as fibras
lignoceluldsicas de sisal ndo mercerizadas e mercerizadas usadas durante o estudo de hidroélise
enzimatica.

Componente Nao mercerizada Mercerizada
Hemicelulose (%) 31,3+ 1,3 12,1 + 0,5
Celulose (%) 60,5 + 1,1 72,4+ 0,9
Lignina Insoluvel (%) 10,3 +0,4 8,6 +1,1
Lignina Solavel (%) 3,6+0,4 1,5+0,2

Ao final da realizacao do processo de mercerizacao, observou-se que apenas
57,9 % de massa inicial foi recuperada. Esta perda de massa durante a realizacao de
mercerizacao foi atribuida a remocao dos componentes das fibras de sisal. Além da
eliminacao de hemiceluloses e lignina, ocorreu também a eliminacao de cadeias de

celulose presentes na fibra lignocelulosica de sisal.
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1.4.2.2.1 Influéncia da mercerizacao

Em estudos anteriores foi avaliado o efeito de mercerizacao na polpa de sisal
obtida a partir do processo Kraft (KASCHUK et al., 2017), ou seja, ja submetida a um
pré-tratamento. Foi observado que além de alteracdes na composicao (diminuicao
do teor de hemiceluloses), conformacao (conversao da celulose | em celulose Il), a
mercerizacao aumentou a eficiéncia da hidrélise dos polissacarideos presentes na
polpa, levando ao aumento do rendimento de glicose (de 50 % para 89 %). No presente
estudo foi avaliado o efeito da mercerizacao na fibra lignoceluldsica de sisal
(extraidas com cicloexano e etanol) na hidrolise enzimatica da mesma, sendo que os

resultados sao descritos a seguir.
1.4.2.2.1.1 Caracterizacao das fibras nao reagidas retiradas do meio de reacao

Observando os valores de IC para as fibras nao reagidas tanto das fibras
lignoceluldsicas de sisal nao mercerizadas como mercerizadas (FIGURA 49),
constatou-se que as alteracdes observadas para SM foram diferenciadas daquelas de
SNM. Com a eliminacao parcial de hemiceluloses e lignina das fibras durante a
mercerizacao, as cadeias da celulose presentes na fibra de sisal se tornaram mais
acessiveis as enzimas, e ao intumescimento e, portanto, mais suscetiveis a alteracoes
de IC durante as reacoes de hidroélise enzimatica.

Os resultados para SM mostraram que logo no inicio da reacao os valores de IC
sofreram um consideravel aumento, devido ao consumo de cadeias das regidoes nao
cristalinas da celulose, mas provavelmente com consideravel contribuicao do
consumo das cadeias de hemiceluloses com consequente liberacao de lignina para o
meio reacional, o que também impacta IC, pois ambos se encontram nos dominios
nao cristalinos. A seguir, os valores de IC diminuiram gradativamente até 31 h de
reacao, e de forma mais significativa apos este tempo. Esta diminuicao deve ser
decorrente do consumo das cadeias de regioes cristalinas da fibra, e também do
intumescimento destas regides durante a eliminacdao das moléculas de glicose
(FIGURA 49), o que pode ter levado a diminuicao da organizacao das cadeias, com

consequente diminuicao de IC.
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FIGURA 49 - indice de Cristalinidade (IC) para as fibras ndo reagidas retiradas das reacdes de
hidrélise enzimatica das fibras lignocelulésicas de sisal ndo mercerizadas (SNM) e mercerizadas
(SM)
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Durante as reacdes de hidrdlise, grande parte das fibras de SNM e SM
apresentavam comprimentos entre [77-129] um (FIGURA 50). Contudo, a medida que
a hidrélise das fibras foi ocorrendo para SNM, houve um aumento na quantidade das
fibras com estes comprimentos no meio reacional até aproximadamente 15 h, e
depois uma consequente diminuicao deste. Até 15 h ocorreu preferencialmente a
hidrolise a partir das extremidades das fibras entre [129-215] um e [215-359] um, e
depois estes mesmos intervalos apresentaram pequeno aumento. Este aumento pode
ser devido a consequéncia de hidrolise a partir das extremidades de fibras que
estavam acima dos limites de deteccao, passando entao a serem detectadas pelo
equipamento, o que aumentou a média de comprimento das fibras detectadas. Ja
para SM, devido a maior acessibilidade das cadeias de celulose ocasionada pela
eliminacao das hemiceluloses e lignina (TABELA 24), observou-se que as fibras
contidas [129-215] um e [215-359] um foram preferencialmente hidrolisadas pelas
extremidades, aumentando ao longo de toda a reacao a quantidade de fibras no
intervalo de [77-129] um. Assim de maneira geral, as fibras de SM apresentaram
maiores alteracdes nos comprimentos, comparativamente a SNM.

A mercerizacao (SM) levou a maiores alteracbes em relacdo a espessura
(FIGURA 50) durante a reacao de hidroélise enzimatica, comparativamente a SNM. Isto
pode ser observado logo nas primeiras 4 h de reacao de SM, em que as superficies

das fibras >50 pum sao hidrolisadas, diminuindo assim a espessura das fibras,
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ocorrendo a formacao do pico em [30-39] um. Este intervalo, ao contrario de SNM,
sofreu diminuicao ao longo de toda a reacao. Outra diferenca observada em SM é
que o surgimento dos picos em [14-18] pm e [6-8] pym, como consequéncia da
hidrolise das cadeias de polissacarideos presentes nas superficies de fibras mais
espessas, ocorreu apenas em 15 h de reacao (SNM ocorreu em 4 h), sendo que a
ocorréncia destes intervalos aumentou ao longo de toda a reacao. Por fim, a maior
diferenca € que quantidades equiparadas de fibras estavam contidas tanto no
intervalo de [30-39] pm quanto em [14-18] pm, significando de uma maior
homogeneidade, comparada a SNM das fibras ao fim da reacao de SM.

O favorecimento do acesso das enzimas as cadeias hidrolisaveis presentes nas
fibras devido a mercerizacao, tanto a partir das superficies como das extremidades
das fibras, levou a maiores alteracoes na espessura e no comprimento de SM, quando
comparadas com todas as reacoes, utilizando surfactantes ou nao, de fibras nao
mercerizadas (SNM, SNM-R60, SNM-R80, SNM-R108, SNM-LS5 e SNM-LS7,5).

FIGURA 50 - Comprimento e espessura médios para as fibras nao reagidas retiradas das reacoes

de hidrélise enzimatica das fibras lignocelulésicas de sisal nao mercerizadas (SNM) e mercerizadas
(SM)
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Com a realizacao da mercerizacao, a fibra lignocelulésica de sisal passou a
apresentar menores teores de hemiceluloses e lignina, além de IC inferior ao
observado para as fibras de sisal nao mercerizadas (TABELA 24). Estes fatores,
fizeram com que o acesso das enzimas as cadeias de celulose fosse facilitado,
conforme mencionado, e com isso o aspecto das fibras nao reagidas foi alterado

significativamente durante a reacao (FIGURA 51).

FIGURA 51 - Imagens de MEV para as fibras ndo reagidas retiradas das reacdes de hidrélise
enzimatica das fibras lignocelulésicas de sisal ndo mercerizadas (SNM) e mercerizadas (SM)
¢ e ’

Quando a SNM foi submetida a hidrolise, as enzimas sofreram significativa
influéncia da presenca da lignina e hemiceluloses, e com isso, a hidrolise da celulose

ocorreu em menor extensao, sendo o aspecto fibrilar foi menos alterado que para
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SM. Apos 15 h de reacao, SM apresentou microfibrilas com menores espessuras
quando comparadas as microfibrilas de SNM no mesmo tempo de reacao. Também
foi observado que as fibras formaram aglomerados e esta aglomeracao foi
intensificada até o final da reacao, com uma possivel contribuicao da lignina
presente no meio para as regioes nao fibrosas observadas na escala da micrografia
MEV.

1.4.2.2.1.2 Analise dos licores isolados durante a reacao de hidrélise enzimatica

A producao de glicose, ocorreu principalmente nas primeiras 15 h de reacao
tanto para SNM quanto SM. Houve um aumento significativo na producao de glicose
com o pré-tratamento de mercerizacao das fibras de sisal. Este aumento na producao
de glicose esta ligado diretamente ao aumento da acessibilidade das enzimas as
cadeias de celulose, através da separacao dos feixes de fibra, assim como da
eliminacao parcial de hemiceluloses e da lignina das fibras de sisal (FIGURA 52).

O pré-tratamento de mercerizacao diminuiu o teor de hemiceluloses das fibras
de sisal de 31,3 + 1,3 % para 12,1 = 0,5 %. (TABELA 24). Porém, a eficiéncia da
hidrolise das xilanas presentes nas hemiceluloses aumentou, indicando que a
eliminacao parcial da lignina favoreceu o acesso das xilanases as cadeias de
hemiceluloses remanescentes (FIGURA 52, TABELA 25).

FIGURA 52 - Teores de glicose (a) e xilose (b) para as reacdes de hidrélise enzimatica utilizando
fibras nao mercerizadas (SNM) e fibras mercerizadas (SM).
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Com o auxilio das equacoes de 15 a 17 (Sessao 1.4.1.1.1.2), foi possivel
calcular o rendimento de glicose, e a partir das equacoes 20 e 21 (Sessao 1.4.1.1.1.2)
foi calculado o rendimento de xilose apos 15 h e 48 h para SNM e SM. A possivel
concentracao maxima de glicose que pode ser produzida por SNM é de 13,45g L', e
para SM é 15,98 g L', e possivel concentracao de xilose para SNM: 4,85 g L.

O tratamento de mercerizacao levou a remocao parcial de hemiceluloses, com
isto a porcentagem de xilanas utilizada [68 %, (MEGIATTO JR et al., 2007)] para a
determinacao do teor maximo de xilose a partir de SNM nao pode ser utilizada para
determinar o teor maximo de xilose em SM. Desta maneira, apenas o rendimento de
producao de xilose para SNM é apresentado na TABELA 25, além dos rendimentos de

glicose para SNM e SM.

TABELA 25 - Valores de glicose detectada e rendimento de reacdo para as rea¢ées de hidrélise
enzimatica das fibras lignocelulésicas de sisal ndo mercerizadas (SNM) e mercerizadas (SM).
[glicose]maximaSNM: 13,45 g L', [xilose]maximaSNM: 4,85 g L', [glicoseJmaximaSM: 15,98 gL',
[xilose]maximaSM: 1,90 g L™’

SNM SM

Glicose detectada (g L") 5,1+0,6* 12,79 + 0,01*

Rendimento de glicose (%) 38+4 80,00 + 0,09
o Xilose detectada (g L") 1,5+0,3* 1,9 +0,2*

Rendimento de xilose (%) 31,0 £5,5 #

Glicose detectada (g L") 5,9+0,3* 15,500 = 0,001*
Agh Rendimento de glicose (%) 44 + 5 96,800 + 0,003

Xilose detectada (g L") 1,70 + 0,01* 2,33 +0,03*

Rendimento de xilose (%) 35,0+0,5 #

*Refere-se aos erros das reacées realizadas; #rendimento ndo foi calculado devido ao fato que ndo é
conhecido o teor correto de xilana presente na fibra de sisal mercerizada

Nos estudos anteriores realizados com a polpa Kraft de sisal submetida a
mercerizacao (20 g L' NaOH 20 %, 50 °C, 3h) que apresentava 97,5 % de celulose e
2,5 % de hemiceluloses (KASCHUK, 2014; KASCHUK et al., 2017; KASCHUK; FROLLINI,
2018), apos 48 h a conversao de celulose em glicose chegou a 89 %. Desta forma, a
realizacao da mercerizacao (10 g L'" NaOH 20 %, 40 °C, 1,5 h) na fibra de sisal

lignoceluldsica (fibra mercerizada - SM - 72,4 % celulose, 12,1 % hemiceluloses, 8,6
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% lignina), se mostrou mais efetiva na conversao dos polissacarideos em glicose,
apesar do teor de hemiceluloses e lignina serem superiores aos da polpa Kraft de
sisal mercerizada. A provavel explicacao para este fato pode estar ligada a
acessibilidade das enzimas as cadeias de celulose na fibra de sisal mercerizada, que
pode ser superior a da polpa Kraft de sisal mercerizada.

Um dos fatores que podem afetar a eficiéncia da reacdao de hidrdlise
enzimatica é a cristalinidade do material celulésico, quanto maior a cristalinidade
mais dificil € o acesso das enzimas as cadeias de celulose. Este é um indicativo de
que a acessibilidade da fibra de sisal mercerizada € maior que a polpa, pois o IC da
polpa celulosica de sisal observado (68 %) foi maior que para a fibra lignoceluldsica
de sisal mercerizada (44 % - TABELA 25). Outro indicativo foi a separacao dos feixes
de celulose que foram maiores para a fibra de sisal mercerizada. A FIGURA 53
apresenta a polpa celulésica de sisal mercerizada (KASCHUK, 2014; KASCHUK et al.,
2017; KASCHUK; FROLLINI, 2018) e a fibra lignocelulésica de sisal mercerizada que
foi utilizada neste estudo. Pode-se observar a separacao dos feixes de fibras nas
fibras lignoceluldsicas de sisal que foi superior as observadas na polpa celuldsica
Kraft.

FIGURA 53 - (a) Polpa celulésica de sisal mercerizada [20 g L', 50 °C, 3h; (KASCHUK, 2014;
KASCHUK et al., 2017; KASCHUK; FROLLINI, 2018)] e (b) Fibra lignoceluldsica de sisal mercerizada
(10gL!, 40 °C, 1,5h; usada no presente estudo)

Desta maneira, no presente estudo, foi possivel observar que o pré-tratamento
de mercerizacdao teve um impacto na conversaio da biomassa a glicose
significativamente maior que a utilizacao dos surfactantes ramnolipideo e

lighosulfonato de sodio.
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1.4.2.2.2 Influéncia do ramnolipideo (R) e lignosulfonato (LS) na hidrélise das

fibras lignocelulésicas de sisal mercerizadas (SM)

Como mencionado, durante uma hidrdlise enzimatica, quando um surfactante
apropriado é utilizado, o mesmo interage principalmente com a lignina presente na
biomassa. Com isto, a porcentagem de lignina na biomassa pode alterar o
comportamento do surfactante durante a reacao. Assim, com o intuito de avaliar a
combinacao da mercerizacao com a utilizacao de surfactantes, reacdes foram
realizadas em que a fibra de sisal mercerizada (SM) foi submetida a hidrolise na
presenca do ramnolipideo (80 mg L', SM-R80) e do lignosulfonato (5 g L', SM-LS5),
sendo as concentracoes selecionadas a partir dos melhores resultados obtidos para a
hidrélise de SNM na presenca de surfactante. Os resultados para estas reacoes sao

descritos e discutidos na sessao 1.4.2.2.2.1 (a seguir).
1.4.2.2.2.1 Caracterizacao das fibras nao reagidas retiradas do meio de reacao

A FIGURA 54 apresenta a variacao de IC para as reacdes SM, SM-R80 e SM-LS5.
Deve-se ressaltar que o ponto inicial para todas as reacoes € o mesmo (quadrado
vermelho, IC em torno de 57 %), e que a partir deste foram avaliadas todas as
alteracoes ao longo da reacao.

Foi observado que os valores de IC foram superiores a 57 % apos 4 h de reacao,
sendo que o maior aumento foi para SM (71 %), seguido de SM-R80 (67 %), e SM-LS5
(62 %). Estes aumentos foram provenientes do consumo das cadeias regides nao
cristalinas, incluindo a degradacao de hemiceluloses e a consequente eliminacao de
lignina da fibra. A seguir, os valores de SM e SM-R80 se equipararam apos 8 h em
valores aproximados a 70 %, e a partir deste tempo, no geral IC apresentou uma
tendéncia de reducao. Isto pode estar relacionado a reorganizacao das cadeias de
celulose, e o possivel intumescimento das mesmas, que fazem com que as regioes
cristalinas diminuam seu grau de organizacao. Deve-se ressaltar que algumas
excecOes foram observadas, como o ponto SM-31 h (66,7 %) e SM-LS5-15 h (63,4 %)
que apresentaram valores levemente superior que os valores de IC anteriores. Estes
desvios nos valores podem estar relacionados as alteracdes na estrutura cristalina da

celulose, ou seja, consumo das regides nao cristalinas, que leva a aumento do IC.
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FIGURA 54 - indice de Cristalinidade (IC) para as fibras ndo reagidas retiradas das reacées de
hidrélise enzimatica das fibras lignocelulésicas de sisal mercerizadas (SM) com a utilizacdo ou nao
de ramnolipideo e lignosulfonato. As concentragcées de lignosulfonato sdao 5 g L' (SM-LS-5) e
ramnolipideo 80 mg L' (SM-R80).
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A presenca dos surfactantes levou a valores de IC inferiores ao inicial (em
torno de 57 %) no final da reacao (SM-R80 - 53 %; SM-LS5 - 48 %), o que nao foi
observado para SM (48h, 58 %). Estes resultados indicaram que a presenca dos
surfactantes podem ter favorecido o intumescimento das regides cristalinas, e a
hidrélise de cadeias presentes nestas regides. Assim, apesar das diferencas na
estrutura quimica dos surfactantes, assim como nas concentracdes usadas para cada
um, ambos apresentaram comportamento similar para a SM, ao contrario de quando
eles foram utilizados em SNM (FIGURA 39, FIGURA 44). Estes resultados indicaram
que quando a biomassa de partida tem menores teores de hemiceluloses e lignina,
menor cristalinidade, feixes de fibras mais afastados, como ocorreu com SM,
comparativamente a SNM, a acao dos surfactantes foi diferenciada, embora nao
necessariamente isto leve a maior eficiéncia na conversao a glicose.

Durante o estudo, observou-se que a utilizacao de surfactantes em fibras de
SM nao auxiliou em alteracdes nos comprimentos das fibras (FIGURA 55). Em outras
palavras, a maior quantidade das fibras permaneceu ao longo de toda a reacao em
[77-129] um, de modo que houve uma tendéncia de aumentar a quantidade das
mesmas devido a hidrolise nas extremidades das fibras com comprimentos superiores
a 359 um. Também nao foram observadas diferencas significativas em relacao a
espessura para SM, SM-R80 e SM-LS5, de modo que inicialmente as fibras com

espessura menores que 18 um foram extensivamente hidrolisadas em sua superficie,
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e ocorreu um aumento consideravel nas fibras com espessuras entre [23-30] um. A
partir de 15 h de reacao, foi favorecida a hidrélise na superficie das fibras mais

espessas resultando no aumento das fibras menos espessas, tais como as contidas em
[6-8] um.

FIGURA 55 - Comprimentos e espessura médios das fibras lignocelulésica de sisal mercerizadas
(SM) nao reagidas retiradas do meio durante as rea¢cées com a utilizacdao ou nao de ramnolipideo

e lignosulfonato. As concentracées de ramnolipideo sdo 80 mg L' (SM-R80) e de lignosulfonato 5
g L' (SM-LS5).
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Como mencionado, a realizacao do tratamento de mercerizacao levou ao
aumento da area acessivel para as enzimas em SM, e com isto, quando comparado a
SNM, as micrografias - MEV mostraram maior degradacao do material celuldsico.
Como visto na FIGURA 56, para SM ocorreu a aglomeracao de microfibrilas a partir
de 8 h de reacao, com provavel participacao de lignina, a qual aumentou em
proporcao gradativamente conforme cadeias de celulose e hemiceluloses foram
hidrolisadas. Quando adicionado os surfactantes (SM-R80 e SM-LS5) as reacoes, foi
observado que este processo de aglomeracao foi retardado, e sendo assim observado
apenas apos 23 h de reacao. Este comportamento, provavelmente foi devido as
interacoes das regioes hidrofébicas dos surfactantes com a lignina (SAINI et al.,

2016), o que retardou o efeito de aglomeracao (FIGURA 56).

FIGURA 56 - Imagens de MEV das fibras lignocelulésica de sisal mercerizadas (SM) nao reagidas
retiradas do meio durante as rea¢ées com a utilizacao ou ndo de ramnolipideo e lignosulfonato.
As concentragdes de ramnolipideo sao 80 mg L' (SM-R80) e lignosulfonato 5 g L-! (SM-LS5).
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1.4.2.2.2.2 Analise dos licores isolados durante a reacao de hidrélise enzimatica

Como mencionado, as regioes hidrofobicas da lignina podem interagir com as
regioes hidrofébicas do surfactante, tendo-se como expectativa que diminua a
inibicao das celulases devido a interacées com lignina. Quando esta expectativa se
confirma, um aumento na producao de glicose é observado. Este efeito foi observado
quando a fibra lignocelulésica de sisal nao mercerizada foi utilizada (TABELA 21,
TABELA 23). Contudo, para a fibra lignocelulésica de sisal mercerizada nao ocorreu
um aumento significativo nos valores de glicose detectados, comparando-se SM com
SM-R80 e SM-LS5 (FIGURA 57), sendo os valores estatisticamente indistinguiveis.

FIGURA 57 - Teores de (a) glicose e (b) xilose das reacdes de hidrolise enzimatica das fibras
lignoceluldsica de sisal mercerizadas (SM) retiradas do meio durante as rea¢des com a utilizacdo
ou nao de ramnolipideo ou lignosulfonato. As concentracées de ramnolipideo sao 80 mg L' (SM-
RO) e lignosulfonato 5 g L' (SM-LS5).
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O teor de lignina diminuiu de SNM (13,9 % + 0,9) para SM (10,1 % + 0,9), mas
o teor remanescente seria provavelmente suficiente para interagir com os
surfactantes. A mercerizacao levou a mudancas significativas no afastamento de
feixes de fibras, cristalinidade, diminuiu teores de celulose e hemiceluloses, os quais
correspondem a fatores que favorecem a acao de celulases sobre as cadeias de

celulose. Isto de fato ocorreu, pois o rendimento aumentou de 44 % (SNM) para 94 %
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(SM). Assim, a possivel acao dos surfactantes pode ter sido encoberta pelo
favorecimento ja existente em decorréncia da mercerizacao.

Considerando a concentracao maxima (15,98 g L") que pode ser produzida a
partir da hidrolise da fibra lignocelulésica de sisal mercerizada, os rendimentos de
reacao para 15 h e 48 h de SM, SM-R80 e SM-LS5 foram obtidos pelo uso das equacoes
de 15-17 (sessao 1.4.1.1.1.2, TABELA 26).

TABELA 26 - Valores de glicose detectada e rendimento de reacao para as reacdes de hidroélise
enzimatica das fibras lignoceluldsicas de sisal ndo mercerizadas (SNM) e mercerizadas (SM)
mercerizadas (SM)

SM SM-R80 SM-LS5
Glicose detectada (g L") 12,79 + 0,01* 13,8 +0,1* 13,00 + 0,01*
o Rendimento de glicose (%) 80,00 + 0,09 86,0 + 0,7 81,00 + 0,06
sgh Glicose detectada (gL') 15,500 + 0,001* 15,4 +0,2* 15,80 + 0,01*

Rendimento de glicose (%) 96,800 + 0,003 96,5 + 0,1 98,3 +0,1

*Refere-se aos erros das duas reacées realizadas

Quando as reacoes de SNM foram realizadas na presenca do ramnolipideo
(SNM-R80; FIGURA 43) e lignosulfonato (SNM-LS5; FIGURA 47) foi observado que o
primeiro nao promoveu a nenhuma alteracao, e o segundo acarretou um aumento da
producao da xilose durante a reacao. A producao de xilose a partir da hidrélise de
SM com o ramnolipideo (SM-R80) e lignosulfonato (SM-LS5), FIGURA 57, apresentou
um comportamento diferente de SNM (FIGURA 43, FIGURA 47).

A FIGURA 57 mostra que a presenca do ramnolipideo (SM-R80) impactou
positivamente a producao de xilose, enquanto lignosulfonato (SM-LS5) levou a
diminuicao desta. Este resultado pode indicar que em um substrato com feixes de
fibras mais afastados, com menor teor de lignina, como SM, o ramnolipideo teve mais
acesso a lignina, a qual poderia interagir com as xilanases na auséncia deste
surfactante, ou atuar como barreira para aproximacao das enzimas as cadeias de
hemiceluloses, que também se encontravam em menor teor em SM. No caso do
lignosulfonato pode ter ocorrido efeito contrario, e as propriedades do substrato
terem facilitado a difusao do surfactante para proximo de parte das cadeias de

hemiceluloses, atuando como barreira para a aproximacao das enzimas.
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1.5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi observado que o surfactante ramnolipideo apresentou-
se como uma alternativa para o aumento da eficiéncia de conversao de celulose para
glicose da fibra lignocelulésica de sisal nao tratada. No caso, o aumento observado
foi de 44 % + 5 (SNM) para 51 % + 3 (SNM-R80, 80 mg L"), sendo que esta concentracao
se mostrou mais adequada que 60 mg L' ou 108 mg L',

O rendimento da producao de glicose das fibras de sisal quando utilizada a
concentracao de 5 g L' de lignosulfonato, aumentou de 44 % + 5 para 62,00 % + 0,04,
e quando usou-se a concentracao de 7,5 g L' o rendimento diminuiu para 31,1 % +
0,3. A reducao do rendimento pode estar ligada ao aumento de adsorcoes
competitivas entre a celulase e o lignosulfonato nas regides hidrofébicas da celulose
presente na fibra lignocelulodsica de sisal, e a consequente inibicao das enzimas na
reacao. Este resultado demonstrou que lignosulfonato, quando usado como
biosurfactante em uma determinada concentracao, pode interagir com interferentes
solUveis, como a lignina, aumentando a possibilidade de interacoes efetivas entre as
celulases e o substrato celuldsico.

O estudo do tratamento de mercerizacao indicou a remocao parcial da lignina
e de hemiceluloses presentes nas fibras de sisal, assim como levou a separacao dos
feixes de fibras, e menor cristalinidade, fatores que podem favorecer a reacao de
hidrélise enzimatica.

As fibras de sisal apresentaram menor teor de lignina, entre as condicoes
testadas, quando foi submetida a menor tempo (1,5 h) e razao de massa/volume (10
g L'). Menor teor de hemiceluloses foi obtido para as fibras submetidas em
temperatura mais alta (80 °C) e menor razao de massa/volume (10 g L'"). Maior teor
de celulose foi obtido para as fibras submetidas em menor temperatura (40 °C), e
maiores razoes (30 g L") e tempo (4,5 h).

Contudo, o tratamento alcalino, que pode levar a altos indices de remocao de
lignina e hemiceluloses, para as fibras lignoceluldsicas de sisal, nas condicoes
consideradas, a eliminacao da hemiceluloses foi predominante, e a lignina insolivel

nao apresentou variacao significativa.
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A condicao de mercerizacao selecionada para dar sequéncia a hidrolise foi 10
g L', 40 °C, 1,5 h, sendo que este pré-tratamento aumentou significativamente a
conversao, de 44,2 % + 4,7 (SNM) para 96,8 % + 0,003 (SM).

Quando se avaliou a utilizacao do ramnolipideo e lignosulfonato na fibra de
sisal mercerizada, observou-se que o rendimento de glicose nao sofreu aumento
significativo de 96,800 % + 0,003 (SM) para 96,5 % + 0,1 (SM-R80) e para 98,3 % + 0,1
(SM-LS5). Ja em relacao a producao de xilose, foi observado que para SM-R80 ocorreu
um aumento 2,3 g L' + 0,3 (SM) para 3,3 g L' + 0,1, e para SM-LS5 ocorreu uma
diminuicédo para 1,70 g L' + 0,02.

Em relacao as fibras nao reagidas, extraidas do meio durante as reacoes, foi
observado que tanto para as fibras de sisal nao mercerizadas como para
mercerizadas, na presenca ou nao de surfactantes, as enzimas agiram mais a partir
da superficie, comparativamente as extremidades. Também foi observado que o
ramnolipideo auxiliou no ataque das enzimas celulases as fibras de sisal nao
mercerizadas, de modo que a as modificacées na superficie das fibras ao longo da
reacao foram mais significativas nas reacées com surfactante do que nas reacoes sem

surfactante.
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CAPITULO 2 - Membranas constituidas por fibras
ultrafinas de celulose acetilada aplicadas em

células solares sensibilizadas por corantes

2.1. INTRODUCAO

Na busca por fontes alternativas e renovaveis de energia, a energia solar é
uma alternativa promissora na crescente demanda energética e no desenvolvimento
sustentavel de novas tecnologias. Além de ser uma fonte abundante, a energia solar
€ de baixo custo, despertando grande interesse em estudos e aplicacoes
(SANSANIWAL; SHARMA; MATHUR, 2018).

O uso de energia solar pode ocorrer através da conversao em energia térmica
ou energia elétrica (LEWIS, 2016). O dispositivo que faz a conversao direta da energia
solar em energia elétrica é chamado célula fotovoltaica, comumente chamado de
célula solar (ASGHAR, 2012).

Existem varios tipos de células solares, e estas sao classificadas em trés
geracoes. O principal material para as células solares de primeira geracao é o silicio,
e pode ser dividido em silicio monocristalino (m-Si) e silicio policristalino (p-Si). As
células solares de segunda geracao, também definidas como células solares de filmes
finos, sao divididas em silicio amorfo (A-Si), seleneto de cobre indio-galio (CulnGa
(Se) 2) e telureto de cadmio (CdTe) (VENKATESWARI; SREEJITH, 2019).

As células solares de primeira e segunda geracao correspondem a
aproximadamente 85 % e 12 % respectivamente das instalacées solares mundiais.
Entretanto, apesar de apresentarem bom desempenho na conversao de energia,
apresentam desvantagens como a grande quantidade de energia necessaria para sua
fabricacao (células solares de primeira geracao), alta poluicao, baixa disponibilidade
da matéria-prima e baixo desempenho (células solares da segunda geracao)
(ASGHAR, 2012; JAGER-WALDAU, 2016). No que diz respeito as células solares de
terceira geracao, as metas correspondem a alcancar elevados niveis de eficiéncia
utilizando materiais nao téxicos e abundantes. Esta geracao inclui células solares
multi-juncao, células solares organicas e células solares de corante. Apesar de serem
as mais eficientes (maior eficiéncia encontrada de ~ 43,5 %) (JAGER-WALDAU, 2016),
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as células solares multi-juncao sao mais caras entre todos os tipos de terceira
geracao. Diferentemente, as células solares organicas e as sensibilizadas por corante
sao de baixo custo e apresentam caracteristicas como flexibilidade das células e
viabilidade de processamento em bobina (roll-to-roll) em larga escala. No entanto,
a maior eficiéncia relatada para as células organicas (~ 13,1 %) (ZHAO et al., 2017)
e células solares sensibilizadas por corante (Dye-sensitized solar cells - DSSCs - ~ 13
%) (ZHANG et al., 2017) sao menores do que os outros tipos de células .

Durante o desenvolvimento do “Estagio de Pesquisa no Exterior (BEPE)”
realizado no grupo “Biobased Colloids and Materials” (Department of Bioproducts
and Biosystems - Aalto University), sob a supervisao do Professor Orlando J. Rojas,
células solares sensibilizadas por corantes foram preparadas. Estas células foram
obtidas com a colaboracao do grupo “New Energy Technologies Group” (Department

of Applied Physics - Aalto University).
2.1.1 Células solares sensibilizadas por corante (DSSC)

Uma célula solar sensibilizada por corante (DSSC) é composta de um
fotoeletrodo (phoelectrode - PE) e um contra-eletrodo (CE), os quais sao colocados
juntos com um par redox em um solvente organico (eletrélito) preenchendo a lacuna
entre eles. Uma DSSC tipica pode ser preparada usando folhas de vidro revestidas
com oOxido condutor transparente (TCO) composto por 6xido de estanho dopado com
flior (FTO). O PE é coberto com um filme de pequenas particulas semicondutoras
sensibilizadas por corantes, como ZnO, Nb;Os ou TiO2, e o CE é revestido com um
catalisador como nanotubos de carbono ou Pt (GONCALVES et al., 2008), FIGURA 58.
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FIGURA 58 - Representacao esquematica de uma célula solar sensibilizada por corante (DSSC)
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Fonte: HALME, J. VAHERMAA, P. MIETTUNEN, K., LUND, P. Device Physics of Dye Solar Cells.
Advanced Materials, v. 22, n. 35, p. E210-E234, 2010.

A operacao da célula solar consiste em seis etapas (ASGHAR, 2012), FIGURA
59:

1- O corante absorve a luz que incide sobre a DSSC e os elétrons saltam
do orbital molecular ocupado mais alto (HOMO) para o orbital molecular desocupado
inferior (LUMO), gerando um estado excitado;

2- Os elétrons sao injetados pelo corante na banda de conducao do TiO;
(estado oxidado);

3- O estado oxidado é reduzido pelo iodeto presente no eletrélito, que
por sua vez € oxidado a tri-iodeto;

4- O tri-iodeto é transportado através da camada de eletrolito para o CE.
Simultaneamente, os elétrons sao injetados e difundidos através do filme de TiO;
para a camada de TCO, e entao eles se movem para a carga externa e alcancam o
outro lado da DSC.

5- O tri-iodeto é reduzido a iodeto no CE

6- Finalmente, o corante recuperou a sua forma original e pode absorver
novos fotons, isto €, o iodeto pode oxidar o corante.

Quando os elétrons no LUMO nao conseguem se transferir para a banda de

conducao do TiO2, ele pode ser transferido para o HOMO, como mostrado na FIGURA
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59- (a). Além disso, os elétrons na banda de conducao podem ser recombinados com
o corante ou o eletrolito (FIGURA 59 - b, c) (ASGHAR, 2012).

FIGURA 59 - Principio de funcionamento de uma DSC, incluindo todas as etapas e reacdes
envolvidas durante um ciclo de trabalho completo e os niveis de energia no processo
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Fonte: ASGHAR, M. |. Stability Issues of Dye Solar Cells. 2012. 95f. f. Aalto University, 2012.

A eficiéncia da DSSC depende do desempenho individual de todos os
componentes; portanto, a melhoria em cada um deles pode contribuir para o
aprimoramento do desempenho geral da DSSC (SUGATHAN; JOHN; SUDHAKAR, 2015).
Por esta razao, varios estudos tém considerado diferentes camadas condutoras [TiO2,
Zn0 e nanotubos de carbono (LI et al., 2018a; SONKER; RAHUL; SABHAJEET, 2018;
YEH et al., 2018)], corantes [organicos e naturais (CHENG et al., 2018; RAHUL et al.,
2018)] e substratos [vidro e polimeros (MONDAL; DAS, 2017; KIM et al., 2018)]. Com
isso, foi possivel aumentar a eficiéncia da DSC de 7,1 % (O’REGAN; GRATZEL, 1991)
para 13 %, o que pode ser considerado como adequado para uso comercial (MATHEW
et al., 2014)

Outro ponto fundamental em relacdo a DSSC € o custo efetivo dessas células.
Nesse contexto, materiais como celulose e seus derivados tém grande potencial. Na
literatura sao encontrados diversos estudos utilizando estes materiais (celulose e
derivados) em células solares. Por exemplo, “whiskers” de celulose foram utilizados
como “bio-template” para produzir uma camada condutora do contra-eletrodo em
DSSC (nanowhisker de celulose/ FeS;@reduzido e 6xido de grafeno -C-CW / FeS2@
RGO). Este dispositivo proporcionou uma eficiéncia de 7,38 % (ZHOU et al., 2018).



Capitulo 2 - Introducao | 157

Além disso, foi relatada a producao de células solares sensibilizadas por
corantes semi-solidos baseados em papel, utilizando fibras de celulose (fotoanodo)
e celulose microfibrilada em nanoescala (eletrolito) que exibiram uma eficiéncia de
3,55 % e estabilidade de 96 % (1000h) (BELLA et al., 2017). Em relacao ao eletrélito,
a carboximetilcelulose foi misturada com carboximetil-kappa-carragenina, e entao
dopada com iodeto de aménio. NH4l em conjunto com o iodo (I2). A eficiéncia de
conversao de energia obtida nesta célula foi de 0,13 % (RUDHZIAH et al., 2015). Outro
gel eletrolitico foi produzido utilizando celulose microcristalina nao modificada e
liquidos ionicos, que atingiram eficiéncia maxima de foto-conversao de 3,33 % com
a auséncia total de solventes organicos (SALVADOR et al., 2014). Também foi
relatado o desenvolvimento de um gel eletrolitico que foi preparado a partir da
modificacao da celulose microcristalina. A celulose foi enxertada com acido acrilico,
e a DSSC preparada exibiu 5,51 % de eficiéncia de conversao (sob uma intensidade
de luz de 100 mWcm2 (LI et al., 2011).

O acetato de celulose (AC) ja foi usado como componente de gel eletrolitico,
em que o gel foi preparado com NHal, carbonato de etileno, em acetona, e depois
dopado com quantum dots (ZnS/CulnS, 5,8nm). Nesta DSSC, a eficiéncia observada
foi de 3,83 % quando o gel nao foi dopado, e 8,02 % quando dopado (SAMSI et al.,
2017).

No presente estudo, o AC foi utilizado como polimero de partida para a
obtencao de uma membrana com o intuito de reter o eletrolito de células DSSC. O
processamento de AC pode ser realizado em diferentes solventes e, além disso, o seu
carater hidrofilico/hidrofébico pode ser ajustado através da alteracao do grau de
substituicao (DS) durante sua sintese ou a partir de desacetilacao de AC. As
membranas usadas foram obtidas a partir da técnica de eletrofiacao.

Encontra-se na literatura a utilizacao de membranas obtidas a partir de fibras
eletrofiadas na formacao da camada condutora para a substituicao do TiO;. Nestes
estudos, polimeros misturados com solucoes metalicas foram eletrofiados, e logo a
seguir submetidos a tratamento de temperatura para a formacdao de oOxidos
condutores presentes nos CE. A poliacrilonitrila (PAN), por exemplo, foi utilizado
para a producao de compodsitos de sulfeto de molibdénio / nanofibras de carbono
(MoS2 / CNFs), os quais forneceram uma eficiéncia de conversao de energia de 8,46

%, superior a dos dispositivos com CE de CNFs (6,59 %) e platina (7,65 %) nas mesmas
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condicoes (LI et al., 2018b). PAN também foi usando para a obtencao de
nanoestruturas de niquel-platina dopadas com rénio suportadas em nanofibras de
carbono (Re-Pt3Ni / CN), os quais apresentaram eficiéncia de conversao de energia
de 9,36 %, sendo superiores as células solares com Pt (7,33 %), CN (5,93 %) e Pt3Ni/CN
(8,81 %) nas mesmas condicoes (LI et al., 2018a).0 uso de membranas de AC em DSSC
tem sido limitado a preparacao de CE com nanofibras de kesterita Cu2ZnSnS4 (CZTS)
usando AC como base de polimero, sendo que a eficiéncia deste superior (3,90 %) de
quando usado Pt (1,72 %) nas mesmas condicoes (MALI; PATIL; HONG, 2014).

Ao se utilizar uma membrana eletrolitica em DSSC tenta-se prevenir perdas na
eficiéncia relacionadas a introducao de eletrdlito liquido (enchimento de eletrolito
convencional), limitando assim, o aumento de producao destas células em grande
escala (MIETTUNEN; HALME; LUND, 2009).

Membranas de nanocelulose com a presenca de eletrolito ja se mostraram
adequadas para pressionar o eletrélito contra o PE, diminuindo assim a distancia
percorrida pelos elétrons (MIETTUNEN et al., 2014). Quando estas membranas sao
usadas, o eletrolito penetra verticalmente no PE, facilitando o transporte dos
elétrons ao longo de uma distancia de 20 pm, isto contrasta com o método
convencional, em que essa distancia é da ordem de > 20 mm. Esse comprimento
caracteristico, reduzido em 1000 vezes, evita variacées no desempenho das DSSCs.

Alternativamente, a injecao do eletrdlito na DSSC também pode ser realizada
através da impressao dos eletrolitos em estado quase solido usando um polimero
como gelificador (formacao de gel)(RONG et al., 2013; WANG et al., 2013; SEO et
al., 2014). Também é possivel obter a DSSC com o eletrolito liquido impresso na
superficie do PE (HASHMI et al., 2015), porém a rapida evaporacao de solventes
tipicos, como o acetonitrila, compromete o sucesso de tal sistema. Desta maneira,
devido a restricao de solventes utilizados em pares redox como pasta eletrolitica
imprimivel, exigindo liquidos i6nicos a base de iodo, investigacdes sobre uso de
gel/membranas sao muito atraentes.

Recentemente, criogéis de nanofribras de celulose (CNF), CNF oxidada por
TEMPO, celulose bacteriana e nanofibras de quitina foram consideradas para a
obtencao de membranas eletroliticas para células solares quantum-dots e DSSCs
(POSKELA et al., ; POSKELA, 2017; BORGHEI et al., 2018). Foi observado que estes

criogéis foram de facil manuseio durante a montagem das células, enchimento
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efetivo de eletrdlitos, e também fizeram com que as reacdes redox fossem
eficientes, mantendo o desempenho da célula solar igual ou melhor que as células
de referéncia (com base no eletrolito liquido). No entanto, a preparacao destas
membranas envolveu processos como o congelamento e a secagem supercritica,
demandando tempo.

Neste contexto, o presente trabalho teve como proposta a obtencao de
membranas porosas a partir da técnica de eletrofiacao, em que o AC foi escolhido
devido sua rapida dissolucao em solventes organicos apropriados e facilidade de
fiacao. Além disso, outra vantagem referente a eletrofiacdo é a facilidade de
monitoramento da espessura, porosidade e rede de fibra das membranas através do
controle apropriado das propriedades da solucao e das condicoes de operacao. As
membranas foram utilizadas nas DSSCs sem serem submetidas ao processo de

desacetilacao (AC) ou submetidas ao processo de desacetilacao (ACD).
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2.2 OBJETIVOS

As principais metas referentes a esta parte foram:
2.2.1 Objetivo geral

o Usar membranas constituidas por fibras ultrafinas e nanofibras de acetato de
celulose no contra-eletrodo em uma célula solar sensibilizada por corante (Dye-

sensitized solar cells - DSSC), e avaliar a influéncia destas na eficiéncia da DSSC.
2.2.1 Objetivos especificos

o Obter membranas constituidas por fibras ultrafinas e nanofibras de acetato de
celulose via eletrofiacao, usando diferentes condicoes de fluxo, voltagem e
distancia;

o Desacetilar as membranas visando obter material com diferentes propriedades
para aplicacao em DSSC;

o Avaliar os parametros eletroquimicos das DSSC (usando membranas acetiladas
e parcialmente desacetiladas) a fim de compara-los com aqueles de uma célula solar
controle (Referéncia, ambas membranas ausentes);

o Avaliar efeito da presenca das membranas em funcao do tempo de

funcionamento das DSSC.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Materiais

O acetato de celulose (AC) (massa molar numérica média, Mn de ~ 30.000 g
mol! obtida via GPC, informacao cedida pelo fabricante), com 39,8 % de grupos
acetila (Grau de substituicao-GS:1,2), impurezas <3,0 %), e os solventes N,N-
dimetilacetamida (DMAc), acetona e NaOH foram adquiridos da Sigma-Aldrich. A
pasta de nanoparticulas de TiO2 (DSL 18NR-T) e particulas de dispersao de luz (DSL
WER2-0) foram obtidas de Dyesol. Uma pelicula de resina de iondmero (Surlyn®1702,
espessura de 20 pym) da DuPont foi usada para a montagem de células solares. 1-
metil-benzimidazol (NMBI), iodeto de 1-propil-3-metilimidazélio (PMIl), tiocianato de
guanidinio (GuSCN) e | em 3-metoxipropionitrila (MPN) da Sigma-Aldrich foram

usados como eletrolito.

2.3.2 Células solares a partir de membranas eletroliticas de acetato

de celulose

No presente estudo, células solares foram obtidas usando a configuracao
apresentada na FIGURA 60.

FIGURA 60 - Configuracao das células solares obtidas no presente estudo
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*Acetato de celulose
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A placa de vidro utilizada na preparacao das células solares continha uma fina
camada de 6xido de estanho dopado com fluor (FTO; TEC-15, Pilkington). O FTO foi
utilizado como substrato condutor para os dois eletrodos, e a placa de vidro como
substrato estavel, o que reduziu possiveis problemas relacionados a estabilidade e
montagem. Para ambos os eletrodos, a placa de vidro com FTO foi lavada com agua

e sabao neutro, seguida de lavagem com agua e etanol.
2.3.2.1 Obtencao das membranas via eletrofiacao (electrospinning)

Solucdes de 16 % de acetato de celulose usando acetona: DMAc (2: 1) como
solvente (TUNGPRAPA et al., 2007) foram eletrofiadas em um equipamento
“homemade”. As membranas foram depositadas no contra eletrodo (CE), variando as
condicoes de distancia, vazao, voltagem e volume (TABELA 27). As condicGes iniciais
testadas foram selecionadas a partir de estudos realizados no grupo
Macromollignocell (RODRIGUES et al., 2015).

TABELA 27- Condicbes usadas durante a eletrofiacdo

Voltagem (kV) 15 20 25

Fluxo (UL min") 5,5 15,5 25,5 35,5
Distancia (cm) 5 10 15 20
Volume (mL) 0,25 0,50 0,75

As membranas obtidas por eletrofiacao foram cobertas com uma camada de
ouro e avaliadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV - Zeiss Sigma VP). A
porosidade e a distribuicao de tamanho das fibras presentes nas membranas foram
avaliadas usando o software Image J.

Para obter as membranas parcialmente desacetiladas de acetato de celulose,
as mesmas foram imersas em solucao aquosa de NaOH (10 mL, 1 mol L"), a
temperatura ambiente, em diferentes tempos (20 min, 40 min, 60 min, 120 min, 180
min, 240 min). Apos as desacetilacoes, as membranas foram lavadas até remover
todo o NaOH, ou seja, até o pH da agua de lavagem ser igual ao da agua de partida
(~ 6). Estas membranas foram analisadas via espectroscopia na regiao do

infravermelho com transformada de fourier (FTIR) para acompanhar a diminuicao no
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grau de substituicdo, e também foram avaliadas via MEV e angulo de contato em
agua e MPN.

2.3.2.2 Contra eletrodos (CE)

Sob a superficie da placa de vidro com FTO foi adicionado 5uL de uma solucao
de acido hexacloroplatinico (H2PtCle) 10mM em 2-propanol, e entao este foi levado
a mufla a 390 °C. Apods 20 min, os contra eletrodos foram retirados e deixados em
repouso durante a noite. O tempo de permanéncia na mufla nao deve ser superior
ao considerado, para evitar que Pt se transforme em um 6xido nao-condutor.

As membranas compostas por fibras ultrafinas e nanofibras foram depositadas
via eletrofiacao diretamente na superficie do contra eletrodo, em que uma folha de
aluminio com um retangulo nas dimensoes de 5x8mm foi usada para que a deposicao

ocorresse na regiao requerida (FIGURA 61).

FIGURA 61 - Representacdo esquematica dos experimentos de eletrofiacao realizadas
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2.3.2.3 Fotoeletrodos (PE)

O vidro FTO foi imerso em uma solucao de complexo de cloreto de titanio (IV)
tetraidrofurano (1W- %) em agua desionizada por 30 min a 70 °C. Este procedimento

diminui o potencial da borda da faixa de conducao do fotoeletrodo (PE) e diminui a
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taxa de recombinacao entre o eletrélito e os elétrons no PE (POSKELA, 2017). Depois
disso, foi impresso TiO2 nos vidros tratados com uma impressora de tela AT-60PD,
ATMA. Duas camadas de pasta com nanoparticulas de TiO; e uma camada de
particulas dispersora de luz foram impressas no vidro. O PE resultante tinha
aproximadamente 12 pm de espessura com uma area de 0,4 cmZ. Por ultimo, os PE
foram sinterizados a 450 °C e imersos novamente em solucao de complexo de cloreto
de titanio (tetraidrofurano), seguido de outra sinterizacao (450 °C).

O PE foi sensibilizado numa solucao de corante durante a noite. A solucao
utilizada neste estudo correspondeu a 0,2 mM de z907 (Dyesol) em 1: 1 solvente de

acetonitrila e alcool terc-butilico.
2.3.2.4 Montagem das células solares e célula referéncia

As células solares foram montadas unindo fotoeletrodo e contra-
eletrodo/membrana usando um termoplastico de corte de estrutura (Surlyn) aplicado
como espacador e selante sob prensagem a quente em uma placa de aquecimento
(temperatura aproximada de 60 °C). Para as DSSC com as membranas de ultrafinas
e nanofibras eletrofiadas, 2 pL de eletroélito (0,5M NMBI, 0,5M PMII, 0,1 M GuSCN e,
0,1M I, em MPN) foram colocados na superficie das membranas, e a depois montadas.
Para a célula de referéncia, o eletroélito foi injetado com o auxilio de uma micro-
pipeta através dos orificios presentes nos eletrodos dos CE.

Fitas de cobre foram colocadas na superficie condutora dos eletrodos e, em
seguida, uma camada de tinta prateada (SCP, Electrolube) foi passada entre os
mesmos e as fitas de cobre. No final, uma camada de cola epoxi foi colocada na

parte superior do contato (conexao entre fita de cobre e substrato).

2.3.3 Analises fotovoltaicas

2.3.3.1 1-V analise sob 1 sol

A eficiéncia da conversao de energia da luz em eletricidade, também chamada
de desempenho, pode ser determinada pela tensao de corrente (I-V) usando um
simulador solar que fornece uma intensidade de luz de 1000W/m? com espectro de
massa de ar 1,4 global (AM1.5G) a 25 °C (1 Sol). Esta medicao fornece uma curva I-

V da célula solar (FIGURA 62) e, a partir dela, parametros importantes podem ser
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obtidos, incluindo densidade de corrente de curto-circuito (isc), tensao de circuito
aberto (Voc) e fator de preenchimento (FF) (SAETRE; MIDTGARD; YORDANOV, 2011).

FIGURA 62 - Curva I-V tipica de uma célula solar e seus parametros caracteristicos parametros
caracteristicos. Isc: corrente de curto-circuito, Iypp: corrente poténcia maxima, Mpp: poténcia
maxima, Vypp: tensao de poténcia maxima (Puax), Voc: tensdo circuito aberto.
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Fonte: HALME, J. VAHERMAA, P. MIETTUNEN, K., LUND, P. Advanced Materials, v. 22, n. 35, p.
E210-E234, 2010.

A FF (equacao 22) é uma medida da quadratura das caracteristicas |-V e esta
relacionada a qualidade da célula solar. FF é dado pela poténcia maxima por unidade
de area (Pmax, equacao 23) fornecida pela célula solar, que tem uma certa densidade

de corrente (impp) € tensao no ponto de poténcia maxima (Vmep),

FF = 2MAx (22)
Vocisc
Pyax = Vmppimpp (23)

Além disso, o Pmax pode ser expresso em relacdo aos parametros
caracteristicos basicos [equacao 24- densidade de corrente de curto-circuito (isc),
tensao de circuito aberto (Voc) e fator de preenchimento (FF)].

Pyax = Vocisc FF (24)

Em relacdo a eficiéncia de uma célula solar, ela € definida como a relacao
entre a Pwax produzida pela célula (W/m?) e a poténcia da luz incidente Pin (W/m?)

(equacao 25).

n = “h (25)

Pin
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A equacao 25 também pode ser expressa em termos de parametros

caracteristicos (equacao 26).

n= Vocisc FF (26)

Py

Outra informacao fornecida pela curva IV sao as diferencas na chamada série
conectada, que é obtida a partir da inclinacao da curva fotovoltaica, e € identificada
como Rcell (MIETTUNEN et al., 2014).

No presente estudo, as medidas |-V foram realizadas usando um simulador
solar Peccell PEC-01. A lampada utilizada foi a lampada de xénon que simulava a luz
solar de 1000 W/m?2. A luz foi calibrada com um fotodiodo Inc Si KG5 de medicoes
fotovoltaicas. O potenciostato usado foi um Keithley 2420 3A Sourcemeter.

As células solares foram cobertas com mascaras de fita preta para evitar que
a luz refletida afetasse a medicao. Todas as medicoes foram realizadas a
temperatura ambiente.

A faixa de tensao foi de 0,3V a 0,8V com tamanho de passo de 0,01V e um

atraso de 0,1 s antes do inicio.
2.3.3.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS)

No presente estudo, o EIS foi utilizado para estudar as impedancias ocorridas
nos diferentes componentes e suas interfaces durante a operacao das células solares.

Como € sabido, diferentes componentes nas células solares apresentam
diferentes constantes de tempo e, portanto, sua resposta de impedancia aparece em
diferentes frequéncias (HALME et al., 2010). Essas frequéncias podem ser estudadas
por meio da varredura de uma faixa de frequéncias.

Em resumo, uma voltagem de corrente alternada foi sobrepondo a tensao de
corrente continua (condicao de operacao) através da medicao da célula solar, depois
disso, uma corrente alternada foi produzida para uma certa faixa de frequéncia,
resultando em uma resposta de impedancia. Apds as medicoes, ajustando o modelo
de circuito equivalente (FIGURA 63), foi possivel conhecer as respostas de

impedancia das células solares e obter o espectro EIS.
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FIGURA 63 - Modelo de circuito equivalente de uma DSSC: RS é a resisténcia da série 6hmica. Rt
(= rtd) é a resisténcia de transporte de elétrons, e d é a espessura da camada. Zd é a impedancia
de transferéncia de massa no contra eletrodo causada pela difusdao idnica no eletrolito. Ha
também varios pares de elementos de fase constante (CPE) / resistor (R) que estdo relacionados
a diferentes interfaces denotadas no subscript: SU substrato / eletrélito PE , CO o substrato PE /
TiO, poroso, CT o TiO, / interface eletrélito, e CE o eletrodo contador / eletroélito

Reollil o e
Substrato Pl ‘ I Eletrélito Substrato
cpecr
RCE
e
CPE..

Fonte: MIETTUNEN, K. et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 653, n. 1, p. 93-99, 2011

Os resultados de impedancia foram plotados em duas curvas: grafico de
Nyquist (FIGURA 64-a) e grafico de Bode (FIGURA 64-b). O primeiro refere-se aos
componentes da impedancia real e imaginaria, e o segundo refere-se a impedancia
imaginaria em funcao da frequéncia (POSKELA, 2017).

Diferentes resisténcias podem ser observadas em diferentes pontos da trama
de Nyquist (FIGURA 64-a) (POSKELA, 2017):

Rs - 0 ponto de partida da curva de Nyquist marca a quantidade de resisténcia
da série 6hmica na célula solar

Rce - a resisténcia de transferéncia de carga na interface eletrélito-eletrodo

Ree - 0s resistores combinados de fotoeletrodos

Rp - a resisténcia a difusao através do eletrolito
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FIGURA 64 - Resposta EIS de um exemplo DSSC a) um grafico de Nyquist: com diferentes
componentes de resisténcia descritos (b) Grafico de Bode: impedancia imaginaria vs. frequéncia
que ajuda a reconhecer quais resisténcias internas sao visiveis no grafico de Nyquist
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Fonte: POSKELA, A. Aalto University, 2017.

As medicdes do EIS foram realizadas com uma unidade de Medicao de
Impedancia IM6 da Zahner Elektrik. A faixa de frequéncia de corrente alternada
utilizada foi de 100 MHz a 100 kHz e a amplitude foi de 10 mV. As medicdes do EIS
foram tomadas sob iluminacao em condicoes de circuito aberto e no escuro em faixa
de tensao de 0 a -0,7 V. A analise de circuito equivalente dos espectros EIS foi

realizada com o software ZView2 (Scribner Associates, Inc.).

2.3.3.3 Eficiéncia de conversao de foton incidente para corrente elétrica
(IPCE)

O espectro IPCE (Incident Photon to Current Conversion Efficiency) é uma
medida do quao eficiente a célula é em converter luz monocromatica em corrente
elétrica. O dispositivo utilizado para esta analise mede a corrente elétrica em
diferentes comprimentos de onda (HALME et al., 2010). No presente estudo, o
sistema de medicao QE / IPCE QEX7 (PV Measurements Inc.) foi usado. O intervalo

de comprimento de onda utilizado foi de 300 nm a 1000 nm, sem luz de polarizacao.
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2.3.3.4 Teste de estabilidade

Os testes de estabilidade foram realizados por 500 h. As condicoes de teste se
aproximavam de 1 Sol (lampadas de halogénio que davam 100 % na faixa visivel e 20
% na faixa UV), 40 °C e umidade relativa ambiente variando entre 10-30 %. As células
foram cobertas com um filtro UV (corte de 400 nm, Asmetec GmbH) para reduzir os
efeitos a longo prazo da luz UV. O envelhecimento foi registrado com uma Biologic
SP-150 usando um Agilent 34980A como um multiplexador. Durante os testes de

estabilidade, as células foram mantidas em condicoes de circuito aberto.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, as membranas compostas por fibras ultrafinas e
nanofibras de AC foram preparadas por eletrofiacao utilizando o CE como coletor, ja
que a funcao da membrana era manter o eletrélito dentro da DSSC. A membrana
obtida precisava ter uma superficie com alta porosidade, boa cobertura e baixa
espessura. A concentracao (16 %) e o solvente (2 acetona: 1 DMAc) foram escolhidos
a partir das informacoes obtidas na literatura (TUNGPRAPA et al., 2007).

2.4.1 Caracterizacdao das membranas de fibras eletrofiadas

A primeira variavel que foi considerada no presente estudo foi a voltagem. As
membranas produzidas utilizando uma tensao de 15 kV (FIGURA 65-a) apresentaram
uma quantidade significativa de fibras com diametros superiores a 1000 nm, isto é,
fibras micrométricas. Com o aumento da tensao para 20 kV (FIGURA 65-b) e 25kV
(FIGURA 65-c), foi possivel obter fibras com diametros menores, a maioria dentro da
faixa de 100-1000 nm, ou seja, fibras ultrafinas. Além disso, para a tensao de 20 kV
(FIGURA 65-b) e 25 kV (FIGURA 65-c), foi observada uma quantidade significativa na
escala nanométrica (1-100 nm).

Dois fatores também avaliados foram a cobertura da regiao demarcada do CE
e a porosidade. Observou-se que para essas duas variaveis, a tensao de 20 kV (FIGURA
65-b) foi a que levou a maior cobertura e maior porosidade (12,6 %), portanto, esta

foi a voltagem selecionada para a continuacao do estudo.
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FIGURA 65 - Imagens MEV das membranas de fibras de eletrofiadas AC em CE (direita), e os
histogramas de diametro correspondente e porosidade (esquerda) apos variar a voltagem de a)
15 kV, b) 20 kV e c) 25kV.
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O passo seguinte foi produzir membranas partir da eletrofiacao de solucées
utilizando diferentes vazées (5,5, 15,5, 25,5, 35,5 uL min') (FIGURA 66). A medida
que a vazao aumentou, o didametro das fibras diminuiu, aumentando o numero de
fibras com o diametro na faixa de 200-300 nm. As maiores porosidades foram obtidas
para as vazoes de 5,5 e 25,5 yL min', e a melhor cobertura foi obtida para as vazoes
de 25,5 e 35,5 pL min-'. No entanto, a membrana obtida usando a vazédo de 35,5 pL
min~' se mostrou fracamente ligada a superficie do CE. Portanto, a vazao escolhida
foi de 25,5 pL min-'.
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FIGURA 66 - Imagens MEV das membranas de fibras de eletrofiadas AC em CE (direita), e os
histogramas de diametro correspondente e porosidade (esquerda) apos variar a vazao de fiacao
a) 5,5, b) 15,5, c¢) 25,5 e d) 35,5 pL min™'.
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Usando a voltagem de 20 kV, e a vazao de 25,5 pyL min‘', a distancia entre a
agulha e o coletor foi alterada (FIGURA 67).
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FIGURA 67 - Imagens MEV das membranas de fibras de eletrofiadas AC em CE (direita), e os
histogramas de didametro correspondente e porosidade (esquerda) apés variar a distancia entre a
agulhaeo coletor em: a) 5cm, b) 10 cm, c) 15cmed) 20 cm
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Observou-se que a distancia de 5 cm (FIGURA 67-a) levou a um material
filmogénico com baixa porosidade (0,9 %), e uma deposicao muito heterogénea,
como observado na imagem do CE na FIGURA 67-a. Quando a distancia aumentou
para 10 cm (FIGURA 67-b), obteve-se uma membrana constituida por fibras e a
porosidade aumentou para 2,4 %. As fibras constituintes desta membrana
apresentaram diametros principalmente entre 1 e 700 nm, majoritariamente entre
100 e 200 nm. Quando a distancia foi aumentada para 15 cm (FIGURA 67-c), a
porosidade foi maior (12,6 %) que todas as outras. No entanto, os diametros das fibras

permaneceram na faixa de 300-400 nm. Esta membrana também apresentou maiores
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quantidades de fibras menores que 100 nm (nanométricas). No entanto, a maioria
das fibras produzidas eram fibras ultrafinas. Quando a distancia era de 20 cm
(FIGURA 67-d), as fibras apresentaram principalmente diametros de 100 a 300 nm,

mas a porosidade era menor (7,3 %) do que a obtida na distancia de 15 cm (12,6 %).
2.4.2 Desacetilacdao das membranas de fibras eletrofiadas

Durante os primeiros testes de montagem das DSSC, constatou-se que as
membranas de AC sofriam dissolucao apods determinado tempo de contato com o 3-
metoxipropionitrila (MPN), que € o principal solvente do eletrolito. Como a proposta
inicial era usar uma membrana eletrolitica que tivesse a funcao de reter o eletrolito
até que a DSSC estivesse devidamente selada, esta dissolucao passaria a ser um
problema para o estudo. A dissolucao posterior a selagem da DSSC propriamente nao
interfere na operacao do disposto, porém, se a membrana atuar como um suporte
para outras funcionalidades, ela deve se manter também apds a montagem da DSSC.
Como mencionado na secao experimental, o eletrélito contém uma parte do MPN e,
em contato com a membrana da AC, pode causar a dissolucao gradual das fibras
presentes na membrana.

Geralmente, a solubilidade de um determinado AC em solventes polares
aumenta com a diminuicao do grau de acetilacao (grau de substituicao, GS), o que
leva ao aumento de grupos hidroxila, enquanto que a solubilidade em solventes
apolares aumenta com o aumento do grau de acetilacao. Por exemplo, AC com GS<1
pode ser solUvel em agua e GS>1 tende a ser insolUvel em agua e soluvel em varios
solventes organicos (MIYAMOTO et al., 1985).

O AC utilizado no presente estudo apresentou um GS de 1,2. Em solucdes de
AC em solventes polares, a solubilizacao é dominada pelas forcas de ligacao
hidrogénio entre os grupos funcionais e os solventes, e pode ser avaliada a partir dos
parametros de solubilidade de Hansen [TABELA 28, (HANSEN, 2007)]. Espera-se que
uma completa solubilizacao ocorra quando os parametros de Hansen sejam similares
para AC e os solventes (APPAW et al., 2007).
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TABELA 28 - Parametros de Solubilidade de Hansen para o acetato de celulose, MPN e a agua a 25
°C, e respectivas estruturas moleculares

Polaridade .L1gagAa ° Disperséao
hidrogénio
0"1‘& 0= "
el 12,40 7,3 18,2
oH, T
Acetato de celulose
(0]

N///\/ CH,

14,4 7,8 16,6

3-metoxipropionitrila
(MPN)
Fonte: HANSEN, C. M. Hansen Solubility Parameters: A User’s Handbook. 2. ed. [s.l.] CRC Press,
2007.

E possivel encontrar diferentes valores para os pardmetros de Hansen
atribuidos para AC, como polaridade [12,7 (ROMERO; LEITE; GONCALVES, 2009), e
7,10 (GHORANI; RUSSELL; GOSWAMI, 2013)] ligacao hidrogénio [11,0 (ROMERO;
LEITE; GONCALVES, 2009), e 11,10 (GHORANI; RUSSELL; GOSWAMI, 2013)] e dispersao
[18,6 (ROMERO; LEITE; GONCALVES, 2009), e 14,90 (GHORANI; RUSSELL; GOSWAMI,
2013)]. Acetatos de celulose podem ter diferentes graus de substituicao, portanto
diferentes nimeros de hidroxilas nao acetiladas, e que podem desenvolver ligacao
hidrogénio, o que pode impactar consideravelmente a dissolucao de acetatos com
diferentes graus de substituicao. Os dados citados nao especificaram claramente a
que grau de substituicao se referem. Ainda, no caso de polimeros a massa molar
média e a cristalinidade tém influéncia sobre a solubilidade. De qualquer forma, os
valores descritos indicam que AC e MPN podem desenvolver interacoes do tipo
dispersiva e de dipolo favoraveis, além de hidroxilas que nao foram acetiladas
poderem estabelecer ligacoes hidrogénio com os sitios com pares de elétrons nao
ligados de MPN, o que justifica a solubilidade de AC em MPN.

As membranas de AC eletrofiadas foram entao submetidas a desacetilacao em
diferentes tempos (20-240 min), por imersao em solucao alcalina (0,1 mol L' NaOH,
temperatura ambiente), visando diminuir a solubilidade em MPN, pois a dissolucao
de AC em um dado solvente depende do respectivo GS. A FIGURA 68 apresenta o
mecanismo de desacetilacao do acetato de celulose, em que o ion hidroxido promove

um ataque nucleofilico ao carbono do grupo carbonila. A seguir, ocorre a liberacao
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do ion alcoxido, seguida da transferéncia de um préton produzindo um acetato de
celulose menos substituido (CARVALHO, 2009). Esta reacao pode ocorrer até

completa desacetilacao.

FIGURA 68 - Representacdao do mecanismo de desacetilacdo do acetato de celulose em meio
basico.
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Espectros de FTIR (FIGURA 69) e imagens de MEV (FIGURA 70) foram obtidos

para avaliar as mudancas no DS e na morfologia das fibras, respectivamente.

FIGURA 69 - Espectros de FTIR para membranas eletrofiadas apos desacetilacdo usando NaOH (0,1
mol L-1) em diferente_s tempos.
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O tratamento alcalino por 120 min aumentou a intensidade da banda em 3400
cm', relacionado a absorcao do grupo hidroxila, enquanto a banda 1700 cm,
correspondente ao grupo carbonila, significativamente diminuiu. Apds 120 min, a
banda do grupo carbonila desapareceu, indicando desacetilacao total do polimero,
ou seja, a membrana passou a ser praticamente constituida por cadeias de celulose.
Destaca-se que foi relevante obter tal membrana usando os procedimentos deste

estudo. Devido a alta seletividade da celulose frente a solventes, seria impossivel
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obter uma membrana celulésica a partir da eletrofiacao de solucoes de
acetona:DMAc, devido a insolubilidade de celulose neste sistema de solvente, o qual
€ adequado para eletrofiacao.

FIGURA 70 - Imagens de MEV para membranas eletrofiadas apos desacetilacdo usando NaOH (0,1
mol L'') em diferentes tempos.
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FIGURA 71 - Angulos de contato para a agua e 3-metoxipropionitrilo (APN) com as membranas
fibras obtidas a partir de eletrofiacdo depois do tratamento alcalino nos tempos determinados. O
angulo de contato foi registrado apos 600s para a agua e 60s para o MPN.
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As imagens de MEV mostraram que o aumento do tempo de tratamento
alcalino, especialmente apos 40 minutos, levou certa coalescéncia das fibras (FIGURA
70). O carater hidrofilico/hidrofobico e a afinidade interfacial das membranas foram
avaliados pelos angulos de contato com agua e MPN. Nenhuma dissolucao parcial da

membrana foi observada quando a agua foi usada. Entretanto, quando em contato
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com o MPN por tempos >120 s, as membranas se dissolveram levemente, impedindo
uma avaliacao significativa. Para comparacao, o angulo de contato das membranas
¢é apresentado na FIGURA 71. O angulo de contato foi registrado apos 600 s (agua) e
60 s (MPN) de contato com as membranas. Estes tempos foram relacionados com o
periodo mais longo em que a gota de MPN permaneceu inalterada na superficie das
membranas, e o tempo final de analise do angulo de contato usando agua.
Conforme observado na FIGURA 71, sob tratamento alcalino mais severo, o
angulo de contato com a agua da membrana diminuiu gradualmente de 70° (nao
desacetilada) para ~35 ° (parcialmente desacetilada por 240 min), devido a maior
densidade de grupos hidroxila na superficie. O angulo de contato MPN mostrou pouca
mudanca para membranas tratadas durante até 60 min, apdés o que ocorreu
dissolucao parcial. Para desacetilacao mais severa, de 120 min a 180 min, o angulo

de contato de MPN aumentou devido ao numero reduzido de grupos acetila.
2.4.3 Caracterizacao das propriedades fotovoltaicas das DSSCs

As DSSC foram montadas usando dois tipos de membranas para testar o efeito
da acetilacao das membranas em seu desempenho. A membrana AC obtida em
condicbes otimizadas de eletrofiacao foi denominada “célula AC”. Ja a obtida via
desacetilacao de AC (tratamento em NaOH por 180 min), foi chamada de “célula
ACD” (FIGURA 72). Para fins comparativos, células de referéncia também foram
montadas apenas com eletrolito liquido (na auséncia de membrana). Para cada tipo
(Célula AC, ACD e Referéncia), cinco DSSC foram montadas e seu desempenho
fotovoltaico foi avaliado (TABELA 29).

A eficiéncia das células AC (3,7 % + 0,1) e ACD (4,0 % + 0,2) apresentaram
valores um pouco maior que as células referéncia (3,5 % + 0,2). Embora a
fotocorrente (Isc) tenha sido semelhante para todas as células, a tensao de circuito
aberto (Voc) e o fator de preenchimento (FF) apresentaram valores superiores nas
células AC e ACD. O maior valor de Voc pode estar relacionado a distribuicao mais
uniforme do eletrolito dentro da membrana em contato com a interface do eletrodo.
Na célula de Referéncia, o eletrolito foi preenchido bombeando através do orificio
de enchimento, o que causou uma menor uniformidade da adsorcao dos ions redox
eletroliticos através da célula. Isso leva a uma variacao na tensao geral da célula e,
finalmente, a uma queda no Voc para todo o dispositivo (MIETTUNEN; HALME; LUND,
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2009; MIETTUNEN et al., 2012). Em uma DSSC com pequena area fotoativa (como
usada neste estudo), as perdas de Voc entre os diferentes métodos de preenchimento
nao foram muito grandes. Estudos anteriores mostraram que quando o comprimento
do PE aumentou cercade 1 a 5 cm, o0 Vco diminiu ~ 50 mV (MIETTUNEN et al., 2012).

A incorporacao de membranas na célula solar pode dificultar o movimento de
portadores de carga no eletrélito e potencialmente bloquear alguma da superficie
do catalisador no CE. Esses efeitos devem aumentar a resisténcia relacionada a
transferéncia de carga no eletrdlito, mas também na interface eletrolito/CE. As
resisténcias aumentadas devem causar uma reducao na célula FF; no entanto, como
indica a TABELA 29, as células com membranas AC e ACD apresentaram uma melhora
em seu fator de preenchimento, melhoria esta semelhante a transferéncia de carga
que foi relatada, mesmo se a membrana ou gelificador no eletrélito ocupa apenas
uma pequena fracao do volume total de eletrélitos (MIETTUNEN et al., 2014), como
ocorreu com as membranas AC e ACD. Considerando a estrutura molecular da
membrana e sob as condicoes utilizadas no presente estudo, ha indicacao de que os
grupos acetila (células AC) permitiram melhor movimentacao de elétrons em

comparacao as células ACD, que possuem maior densidade de hidroxilas.

FIGURA 72 - Curva I-V para as células solares do presente estudo
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TABELA 29 - Parametros fotovoltaicos de células solares sensibilizadas por corante (DSSC)
compreendendo membranas de acetato de celulose (célula AC) e parcialmente desacetilada
(célula ACD) bem como célula de referéncia (sem membrana). Isc: densidade de corrente de



Capitulo 2 - Resultados e Discussao | 183

curto-circuito; Voc: tensao de circuito aberto; FF: fator de preenchimento; n: eficiéncia de
conversao

Isc [MA cm2] Voc[mV] FF [%] n[%]

Célula Referéncia 8,7+0,3 771 £ 9 52+ 3 3,5+0,2
Célula AC 8,8+0,4 780+10 582 4,0+0,2
Célula ACD 8,6 +0,4 780+10 55+2 3,7+ 0,1

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foi realizada em um
modelo de circuito equivalente, incluindo a resisténcia em série (Rs) e uma
impedancia na interface eletrolito/eletrodo (Rct) e a capacitancia relacionada CCPE.
A TABELA 30 mostra que a resisténcia 6hmica, Rs, variou para todas as células. RS é
muito dependente da resisténcia do revestimento FTO nos substratos de vidro.
Tipicamente, as variacoes no Rs surgem da montagem do dispositivo, isto &, pequenas
diferencas no posicionamento da fita de cobre e da tinta prateada influenciam.

A resisténcia de transferéncia de carga na interface do CE / eletrolito, Rce, €
util para entender os efeitos das membranas AC e ACD. A TABELA 30 mostra que as
células contendo as membranas tiveram significativamente reduzido Rce, apesar de
Rs foi um pouco maior nas mesmas células. O menor Rce nas células incorporadas a
membrana implica uma melhor transferéncia de carga na interface eletrodo/CE, que
€ causada pela adesao da membrana ao CE. Assim, melhor adsorcao e acesso do
eletrolito redox ao eletrodo foi obtido, resultando em maior FF e eficiéncia de

conversao em relacao as células de referéncia (TABELA 29).

TABELA 30 - Resisténcia Ohmica RS e de transferéncia de carga no CE / eletrdlito interface R¢s €
capacitancia Helmholtz correspondente Ccpe.ce

Rs (Q)  Rce(Q)  Ccpe-ce (UF)

Célula Referéncia 12 +1 62+9 32+3
Célula AC 23+5 34 + 14 14+ 6
Célula ACD 16 + 3 50+ 10 12 + 2

Medidas de IPCE foram realizadas e revelaram que a membrana as membranas
AC e ACD nao afetaram a funcao do PE. A analise de IPCE refere-se ao nUmero de

elétrons coletados para o nimero de foétons incidentes como uma funcao do
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comprimento de onda da radiacdo incidente, também conhecida como eficiéncia
quantica (QE). Como mostrado na FIGURA 73, o QE maximo para todas as fotocélulas
foi de cerca de 55 %, principalmente na faixa de 500-550 nm e similar em toda a
faixa visivel. Isso indicou que a presenca das membranas AC e ACD nao levou a
alteracoes no numero de fotons que sao absorvidos durante o deslocamento do
comprimento de onda. Em outras palavras, as membranas AC e ACD nao interferiram

na producao de corrente no PE.

FIGURA 73 - Perfis de eficiéncia de quantica (%) das células solares
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2.4.4 Estabilidade das DSSCs

Os testes de estabilidade foram conduzidos por 500 h sob iluminacao solar a
40 °C para avaliar a influéncia das membranas no desempenho a longo prazo das
DSSC obtidas no presente estudo (lsc, Voc, FF € n; FIGURA 74).
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FIGURA 74 - Desempenho de estabilidade em funcdo do tempo das DSSC com as membranas
incorporadas a estrutura em comparacao com a célula de referéncia, sob 1 luz solar a 40°C
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Como mostrado na FIGURA 74, o desempenho fotovoltaico foi maior
comparado ao desempenho inicial da DSSC relatada na TABELA 29. Os valores mais
altos de Isc no sistema de imersao de luz podem ser explicados pelo fato de que
nenhuma fita preta foi usada durante os testes de estabilidade ao contrario de
quando foram realizados os testes prévios (TABELA 29). A auséncia desta fita preta
reduziu a luz difusa no simulador solar, mas causou o superaquecimento das células,
elevando os valores de Isc. O desempenho da célula estabilizou durante as primeiras
horas apos a sua montagem devido a melhor penetracao do eletrolito na camada de
TiO2, mesoporosa, que tipicamente mostra maior eficiéncia de fotocorrente e
eficiéncia global (FENG et al., 2016). Pode-se observar que todas as DSSC mantiveram
mais de 90 % de sua eficiéncia geral inicial durante 500 horas. Testes de
envelhecimento mais longos, por 1000 h, causaram um declinio no desempenho da
célula AC enquanto a célula ACD estava estavel, semelhante a célula de referéncia.
A eficiéncia da célula AC reduzida é provavelmente devida a dissolucao parcial da
membrana da AC em contato com o eletrélito, que continha MPN. Isso pode causar a
liberacao do eletrélito preso das gaiolas da rede de fibra e resulta em uma
distribuicao nao uniforme do eletrélito sobre a célula. Isso teve um impacto no Voc,
como observado na FIGURA 74-b.

Durante testes de estabilidade, algumas variacoes nas caracteristicas da
célula solar sao esperadas. Contudo, a variacao na eficiéncia geral das células com

as membranas eletroliticas nao foi significativa. Isto é devido ao fato que quando Voc



Capitulo 2 - Resultados e Discussao | 186

diminuiu, Isc e FF aumentaram, compensando assim a diminuicao de Voc, € mantendo

a eficiéncia estavel.
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2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Quando utilizadas as membranas, foi observado um aumento na eficiéncia em
torno de 14%, e as células com membranas eletroliticas apresentaram estabilidade
semelhante a das células referéncias.

Quando presentes, os grupos acetila (células AC) auxiliaram na movimentacao
dos elétrons, ao contrario do observado para célula ACD, em que grupos hidroxila
estavam presentes, indicando que os grupos acetila apresentaram menos resisténcias
a movimentacao dos elétrons.

Nao foram notadas alteracdes nos numeros de fétons absorvidos durante o
deslocamento do comprimento de onda, quando as membranas eletroliticas foram
utilizadas, indicando que a presenca das membranas nao afetou a absorcao dos raios
de luz no fotoeletrodo.

As células solares obtidas neste estudo apresentaram eficiéncia geral superior
a 90 % durante 500 h de incidéncia de luz, sendo que em tempos superiores, a
eficiéncia de AC decaiu drasticamente, ao contrario do observado para ACD. Este
resultado foi relacionado a interacao da membrana AC com o solvente, o que levou
a solubilizacao da mesma no interior da DSSC, e a uma distribuicao nao uniforme do

eletrolito em tempos superiores a 500 h.
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3 CONCLUSOES

No presente trabalho foi observado que durante a mercerizacao prevaleceu a
eliminacdo das hemiceluloses a lignina, levando a alteracdes nos indices de
cristalinidade, rendimento e acessibilidade das enzimas celulases.

No geral, os resultados obtidos durante o estudo da hidrélise enzimatica das
fibras lignoceluldsicas de sisal indicaram que a utilizacao de surfactantes durante as
reacoes pode ou nao resultar em mudancas no rendimento, bem como auxiliar
positivamente ou negativamente no rendimento. Entre os fatores que predominam
para estes efeitos estdao a estrutura quimica e a concentracao dos surfactantes, e a
composicao das fibras lignocelulosicas.

Também foi observado que a eliminacao de hemiceluloses e lignina, e
consequente aumento da area superficial das fibras, via mercerizacao, favoreceram
significativamente a conversao da biomassa em glicose, mesmo sem uma eficiente
eliminacao de lignina.

Os altos rendimentos de glicose obtidos (SNM-R80: 51 g L' + 3, SM: 95,800 g L-
1+ 0,003, e SM-LS5: 98,3 gL' + 0,1) mostraram que a fibra lignoceluldsica de sisal é
uma fonte promissora para producao de etanol a partir da sacarificacao da biomassa.

No que concerne a aplicacao de membranas de acetato de celulose e de
acetato de celulose parcialmente desacetilada em células solares, foi observado que
as mesmas apresentaram vantagens tais como a diminuicao da perda de eletrélito
durante a montagem, e a distribuicao uniforme de carga pela célula. A técnica
utilizada (eletrofiacao) para a obtencao das membranas apresentou grande potencial
devido ao curto intervalo de tempo necessario para a producao das mesmas
(comparando as membranas produzidas a partir de criogéis que foram utilizadas com
o0 mesmo intuito), tornando, a aplicacao deste tipo de membrana em escala industrial
viavel.

Materiais lignoceluldsicos podem ser considerados como uma das matérias-
primas renovaveis mais promissoras, no sentido de atender as expectativas
referentes a aspectos de sustentabilidade das sociedades industriais modernas. O
conjunto de resultados obtidos no presente estudo vem de encontro a estas
expectativas, e corresponde a uma contribuicao para o avanco de pesquisas na area

de biomassa lignoceluldsica.
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