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RESUMO

RESUMO

A presente dissertagdo objetivou estudar o potencial da técnica de hidrélise enzimdtica na
producdo de nanofibras de celulose (NFCs) a partir da casca de bananas verdes da
variedade “Terra” (Musa paradisiaca). Na primeira etapa do trabalho, o farelo da casca da
banana foi caracterizado com base em suas propriedades fisico-quimicas, funcional e
estrutural. Na segunda etapa, testou-se combinagdes de tratamentos (quimico, hidrélise
enzimatica e tratamento mecanico) para isolar nanofibras de celulose. Na terceira etapa do
trabalho avaliou-se a influéncia das condicdes de processo (pH, temperatura, concentracao
de enzima e concentracdo de substrato) na hidrélise enzimdtica com xilanase. Os
experimentos foram realizados empregando-se um planejamento fatorial fracionado 2+t
com trés pontos centrais. As NFCs foram caracterizadas quanto ao didmetro, distribui¢do
do comprimento, potencial zeta, grupos funcionais por FTIR, cristalinidade por difracdo de
raios-X (DRX), concentracdo de NFCs produzidas e caracteristica morfoldgica por
microscopia eletronica de transmissdo (MET). A quarta e tltima etapa, foi realizada com o
intuito de estudar a adicdo de mais uma hidrdlise enzimdtica, usando o complexo
celulolitico, na producdo de NFCs. O farelo apresentou uma estrutura irregular, com teor de
celulose de 7,5% e indice de cristalinidade de 15%. A presenca de componentes amorfos
(hemicelulose e lignina) foi constatada no farelo através da andlise de grupos funcionais.
Como resultados da segunda etapa, foram obtidas particulas de celulose em dimensodes
micro € nanométricas, evidenciando que o tratamento com potencial para produzir NFCs
foi o branqueamento do farelo com KOH 5%, hidrélise enzimética com xilanase e celulase
e apods, desintegracdo das fibrilas com homogeneizacdo mecanica, obtendo-se particulas
com diametro médio de 14,9 nm. Na terceira etapa da pesquisa, as imagens da microscopia
confirmaram que o tratamento com a enzima xilanase foi eficaz no isolamento de fibras de
celulose na escala nanométrica. O diametro médio apresentado pelas mesmas foi de 8,8 nm.
Em dgua neutra, as suspensdes de nanofibras apresentaram potencial zeta alto e negativo,
na faixa de -22,8 e -29,5, o que minimiza as interacoes que levam a formacgao de agregados
de nanofibras, colaborando para a formag¢do de uma suspensdo coloidal mais estavel. O
indice de cristalinidade do farelo foi de 15,0% e das nanofibras variou entre 48,5 € 61,0%,

demonstrando que o tratamento utilizado promoveu a remoc¢do das fragdes amorfas. Os
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RESUMO

resultados obtidos a partir do planejamento fatorial mostrou que a enzima xilanase opera
sobre o isolamento do NFCS em uma ampla faixa de condi¢des do processo, dentro do
intervalo de estudo. Os resultados encontrados na quarta etapa demonstraram que as
cadeias de celulose das nanofibras foram reduzidas a mondmeros de acucares,
principalmente glicose, visto que o complexo celulolitico atua de forma sinérgica na
degradacao total da celulose. O farelo da casca de banana é um residuo agroindustrial com
potencial uso para producdo de nanoparticulas. A hidrélise enzimdtica com xilanase
mostrou-se ser uma técnica promissora na produg¢do de nanofibras de celulose com alto
desempenho como material de reforco em compdsitos, sendo desnecessdria a realizacdo de

um tratamento com a enzima celulase.

Palavras-chave: Casca de banana verde, Musa paradisiaca, nanofibras de celulose, pré-

tratamento, celulase, xilanase.
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ABSTRACT

ABSTRACT

This dissertation aimed to study the potential use of the technique of enzymatic hydrolysis
in the production of cellulose nanofibers (CNFs) from peel unripe bananas of the variety
"Terra" (Musa paradisiaca). In the first stage of the work, the bran of the peel banana was
characterized on the basis of their physicochemical, structural and functional properties. In
the second stage, to isolate cellulose nanofibers, we tested combination of treatments
(chemical, enzymatic hydrolysis and mechanical treatment). In the third stage of the study
was evaluate the influence of process conditions (pH, temperature, enzyme concentration
and substrate concentration) on enzymatic hydrolysis with xylanase. The experiments were
performed employing a fractional factorial design 2*! with three center points. The NFCS
were characterized by diameter, length distribution, zeta potential, functional groups by
FTIR, crystallinity by X-rays diffraction (XRD) and morphology features by transmission
electron microscopy (TEM). The fourth and final stage was performed in order to study the
efficiency of further enzymatic hydrolysis using cellulolytic complex to produce NFCS.
The bran presented an irregular structure, with amount of cellulose of 7.5% and the
crystallinity index of 15%. The presence of amorphous components (hemicellulose and
lignin) was noted in the bran by functional groups analysis. As a result of the second stage,
cellulose particles in micro and nanometric dimensions were obtained, indicating that the
treatment with the potential to produce NFCS was bleaching bran with KOH 5%,
enzymatic hydrolysis with cellulase and xylanase and after mechanical homogenization for
disintegration of the fibrils, yielding particles with an average diameter of 14.9 nm. In the
third step of research, the images of the microscope confirmed that the treatment with
enzyme xylanase was effective in the isolation of cellulose fibers in the nanoscale. The
average diameter presented by the same was 8.8 nm. In neutral water, suspensions of
nanofibers showed high and negative zeta potential in the range of -22.8 and -29.5, which
minimizes the interactions that lead to the formation of aggregates of nanofibers,
contributing to the formation of a colloidal suspension more stable. The crystallinity index
of the bran was 15.0% and the nanofibers was between 48.5 and 61.0%, demonstrating that
the treatment promoted the removal of the amorphous fractions. Results obtained from the

factorial design showed that xylanase enzyme operates on the isolation of the NFCS in a
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ABSTRACT

wide range of process conditions, within the evaluated range. The results found in the
fourth step showed that the cellulose chains of the nanofibers were reduced to monomers
sugars, especially glucose, since the cellulolytic complex acts synergistically in overall
degradation of cellulose. The bran banana peel is an agricultural waste with potential use
for production of nanoparticles. The enzymatic hydrolysis with xylanase was shown to be a
promising technique for producing cellulose nanofibers with high performance as
reinforcing material in composites, due to its ability to make it unnecessarily performing a

treatment with cellulase enzyme, which was detrimental to the formation of NFCS.

Keywords: Peel unripe banana, Musa paradisiaca, cellulose nanofibers, pretreatment,

cellulase, xylanase.
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Vosso nome. Venha a nos o Vosso Reino. Seja
feita a Vossa vontade, assim na terra como no

céu. O pdo nosso de cada dia nos dai hoje.
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INTRODUCAO

INTRODUCAO GERAL

E crescente o interesse de diferentes pesquisadores pelo estudo e utilizacio de fontes
naturais renovdveis, com caracteristicas e propriedades que oferecam alternativas de
aplicacdo em diferentes dreas e, que também atendam a necessidade de se preservar o meio
ambiente. (KAUSHIK et al., 2010). A partir do ano de 2009, politicas governamentais t€ém
incentivando a utilizagdo das fibras naturais, em virtude da enorme variedade de fontes
disponiveis, principalmente as de origem vegetal (SILVA et al., 2009).

Neste enfoque, o grupo de pesquisa de filmes e coberturas comestiveis do
laboratério de Engenharia de Processos (DEA/FEA/UNICAMP) tem desenvolvido
pesquisas na area de embalagens biodegraddveis a partir de fontes promissoras de origem
vegetal. Além de trabalhos direcionados a esta drea, o grupo de pesquisa desenvolve
estudos com fibras vegetais de dimensao nanométrica, visando sua utilizacdo como material
de refor¢o para os filmes (nanocompdsitos). Apesar de ser uma linha de pesquisa recente,
os resultados de estudos anteriores se mostram muito promissores € incentivam a
continuacdo e evolugdo das pesquisas.

A celulose, componente principal das paredes celulares das fibras vegetais, tem sido
explorada por apresentar caracteristicas compardveis aos polimeros sintéticos e ter
potencial para substitui-los, além de ser um recurso biodegraddvel. Isto torna este material
ideal para producdo de nanoparticulas usadas como agente de reforco em compdsitos, pois
apresenta boa resisténcia mecanica, térmica, rigidez e alto grau de cristalinidade
(SIQUEIRA et al., 2010a).

O principal interesse nesta pesquisa € a aplicacdo das nanofibras em filmes que
serdo utilizados para embalagens. Os nanocompdsitos tem aplicacdo em diversas dreas de
estudo e, quando empregados como materiais de embalagem, podem impedir a migracao de
umidade, proteger os produtos alimenticios durante seu transporte, evitando danos
mecanicos e conservando sua integridade fisica. Esses materiais ttm demonstrado serem
promissores no controle da respiragdo de frutas e hortaligas, funcionando como uma
embalagem de atmosfera modificada que favorece a conservacdo das caracteristicas

sensoriais e pode prolongar o periodo de armazenamento dos produtos (MALI et al., 2010).

1



INTRODUCAO

Sdo inumeras as vantagens oferecidas pelas nanofibras de celulose como agente de refor¢o
(NFCs), visto que promovem melhorias nas propriedades dos compdsitos: aumentam a
barreira a luz, diminuem a absor¢do de dgua, a permeabilidade ao vapor de dgua e a
solubilidade (BONDESON et al., 2006). Além disso, oferecem vantagens econdmicas e
estratégicas, aumentando o seu potencial comercial (SIQUEIRA et al., 2009).

Diante disto, é crescente o nimero de pesquisas relacionadas ao uso de residuos
agricolas para obten¢do de produtos de maior valor agregado. O Brasil é um pais que possui
a maior biomassa do mundo e maior extensao territorial cultivdvel e, este potencial deve ser
mais explorado, buscando a melhor utilizacdo dos recursos existentes e a identificacdo de
espécies vegetais com propriedades interessantes. Em virtude da disponibilidade de fontes
vegetais, é crescente a motivacdo pelo estudo para a obtencdo de fibras de celulose em
tamanho nanométrico. Por sua vez, o cultivo e industrializacdo da banana gera uma
considerdvel quantidade de residuos em base lignocelulésica (ELANTHIKKAL et al.,
2010). Uma fonte pouco pesquisada € a casca da banana que, além de ser uma fonte rica em
celulose, e apresentam caracteristicas funcionais ideais, seu processamento agregard valor a
este subproduto.

O desafio atual € o desenvolvimento de novas técnicas de processamento para a
obtencdo das NFCs, visto que as condicdes de processo para atingir dimensoes
nanométricas afetam as caracteristicas morfolégicas das nanoparticulas e
consequentemente, seu desempenho como material de reforco em compdsitos. O emprego
de diversos métodos fisicos, quimicos, bioldgicos ou a combinagdo destes para a separacao
de NFCs tem sido avaliado (ROSA et al., 2010). A hidrélise enzimatica € um método que
estd em rdpido desenvolvimento, ainda ndo € comercializada e € pouco estudada, mas
acredita-se que a hidrdlise enzimdtica tem uma abordagem mais promissora € pode ser
utilizada no isolamento das fibrilas de celulose, fornecendo condi¢des de hidrdlise mais
suaves. Além disso, € considerada ambientalmente amigdvel, visto que ndo envolve
solventes ou reagentes quimicos (SIQUEIRA et al., 2010a).

Em geral, os materiais lignoceluldsicos sdo resistentes a bioconversao e requerem
um pré-tratamento para aumentar a sua digestibilidade e tornar a celulose mais acessivel a
hidrélise. A destruicdo das regides amorfas ao redor e entre as microfibrilas de celulose

pode ser feito por tratamento quimico (alcalino) ou por hidrélise com enzimas xilanoliticas.
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Este processo deve ser realizado sob condi¢gdes controladas, pois a cinética da hidrdlise da
regido amorfa é mais rdpida do que da regido cristalina, em virtude da maior
permeabilidade desta, visando manter os cristalitos de celulose intactos (CASTRO e
PEREIRA JR, 2010).

Na hidrélise enzimatica, as enzimas xilanases e celulases sio comumente utilizadas.
As enzimas atacam as regides amorfas das fibras lignoceluldsicas, que possuem menor
densidade e maior drea de contato, causando uma clivagem hidrolitica das ligacdes
glicosidicas B-1,4 localizadas entre as unidades de glicose que formam a celulose. As
xilanases sdo enzimas hidroliticas que catalisam aleatoriamente os compostos de
hemicelulose presentes na fibra vegetal, resultando numa hidrélise seletiva das fibrilas,
levando a formacdo das nanofibras de celulose, geralmente em suspensdes coloidais
(PAAKKO et al., 2007). A celulase é um complexo celulolitico formado por trés enzimas
que atuam em sinergismo (endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase). Este complexo
tem a capacidade de degradar totalmente a celulose a mondmeros de agucares, entretanto,
para producdo de NFCs o ideal € a utilizagdo somente da enzima endoglucanase, a qual age
especificamente iniciando a hidrélise nas extremidades da cadeia de celulose (OGEDA e
PETRI, 2010).

A producdo de NFCs de fibras vegetais partiu da selecdo de um método eficaz,
capaz de isolar fibras de celulose em tamanho nanométrico, uma vez que na preparagdo de
compdsitos, sua elevada area superficial especifica, lhes permite interagir de forma mais
efetiva com a fase continua dos compdsitos, quando comparadas com aquelas que possuem
dimensdes micrométricas. O presente trabalho visa o estudo e valorizagdo de um residuo
agricola (casca de banana) como matéria-prima para elaboracio de subprodutos (nanofibras
de celulose) que serdo aplicados como agente de reforco em compositos poliméricos. Além
disso, a pesquisa busca avaliar a eficiéncia de diferentes formas de obtencdo de nanofibras

de celulose, destacando o uso da hidrdlise enzimatica.






OBJETIVOS

OBJETIVOS

Objetivo geral

Producdo de nanofibras de celulose a partir da casca de banana verde.

Objetivos especificos

Parte 1: Obtenc¢iao da matéria-prima
e Producdo de um farelo a partir da casca de banana verde da variedade Terra
(Musa paradisica);
e (Caracterizacdo da matéria-prima quanto a sua composicdo quimica,
microestrutura, distribuicdo de tamanho dos granulos, grupos funcionais e

indice de cristalinidade.

Parte 2: Determinacdo da metodologia para producio de nanofibras de
celulose por hidrolise enzimatica
e Auvaliar diferentes métodos de pré-tratamento (quimico) do farelo, a fim de
remover os compostos amorfos da estrutura vegetal;
e Avaliar o uso das enzimas xilanase e celulase para o isolamento de
nanofibras de celulose;
e (Caracterizar as suspensdes coloidais obtidas a fim de definir a aplicabilidade
quanto ao tamanho de diametro das particulas obtidas, potencial zeta e

comprimento dos filamentos celuldsicos.

Parte 3: Estudo das condicoes de hidrdlise com enzima xilanase
e Determinar a influéncia das condi¢des de processo (pH, temperatura,
concentracdo de enzima e concentracdo de substrato) na produgdo de

nanofibras de celulose,
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e (Caracterizar as nanofibras de celulose quanto ao didmetro, distribui¢ao do
comprimento, potencial zeta, andlise de grupos funcionais, indice de
cristalinidade e caracteristicas morfoldgicas;

Parte 4: Estudo das condicoes de hidroélise com enzima celulase

e Auvaliar o efeito da adicdo da etapa de hidrélise enzimética com celulase, na
producdo de nanofibras de celulose;

e Avaliar as nanofibras de celulose quanto as nas caracteristicas ideias para

serem utilizadas como agente de reforco em compdsitos.



CAprituLO 1

Capitulo 1 Revisdo Bibliografica

1.1 A BANANA

A bananeira é um vegetal herbdceo completo que possui vdrias partes que podem
ser utilizadas como matéria-prima (pseudocaule, folhas, flores, frutos e sementes). O ciclo
vegetativo da bananeira € continuo e acelerado, permitindo dizer que os bananais tém vida
permanente. A banana pertence a divisdo Agiospermae, classe Monocotyledoneae, ordem

Scitaminae e familia Musaceae, sendo constituida por dois géneros: Musa (banana
comestivel) e Ensete (banana silvestre) (SILVA, 2009).

A banana € uma das frutas mais populares da terra e seu cultivo estd disseminado na
maioria dos paises tropicais. Atualmente, entre os cinco maiores produtores mundiais de
banana, o Brasil é o quinto colocado, com uma producdo anual de 7,19 milhdes de
toneladas, sendo superado pela India, Filipinas, China e Equador. No Brasil, esta producio
estd distribuida por todo o pais, participando com significativa importincia na economia de
varios estados brasileiros (OLIVEIRA et al., 2009; SILVA NETO e GUIMARAES, 201 1).
Contudo, de acordo com dados levantados em uma empresa de alimentos no estado de
Santa Catarina, a bananicultura gera considerdvel quantidade de residuos, visto que para
cada tonelada de bananas colhidas, sdo gerados aproximadamente 4 t de residuos
lignoceluldsicos, sendo 3 t de pseudocaule, 160 kg de engacos, 480 kg de folhas e 440 kg
de cascas (GONCALVES, 2011).

O aproveitamento dessa biomassa, além de permitir a reducdo da poluicdo
ambiental, também agrega valor a este subproduto, incentivando assim pesquisas
relacionadas ao desenvolvimento sustentdvel. Algumas praticas ja t€ém sido utilizadas ha
muito tempo nos paises produtores da fruta, como a fabricagdo de cordas, chapéus e
tapetes. A casca da banana € uma potencial fonte de fibra celuldsica, material de destaque
na producdo de papel e roupa e que recentemente tem atraido interesse na producdo de

nanomateriais (ELANTHIKKAL et al., 2010).
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1. 2 AGENTES DE REFORCO

Os compdsitos sdo materiais que consistem de, pelo menos, dois ou mais
componentes (a matriz e o agente de refor¢o), e suas propriedades sdo definidas pela
compatibilidade quimica e fisica entre estes constituintes. A producdo de particulas
nanométricas rigidas tem despertado interesse nos ultimos anos, pois estas atuam como
agentes de reforco quando aplicadas em materiais compdsitos (SILVA et al., 2009).

O sucesso comercial de nanocompdsitos, como embalagens de alimentos, ainda é
um pouco limitado devido estes apresentarem defici€ncia na barreira contra umidade, nas
propriedades mecanicas e sensoriais. Uma alternativa para aprimorar as caracteristicas
destes € aumentar consideravelmente o seu potencial comercial incorporando agentes de
refor¢co nanométricos, como as nanofibras de celulose (KANG e MIN, 2010). Este tipo de
material apresenta muitas vantagens em comparagdo com materiais inorganicos, que
atualmente sdo utilizados na produ¢do de compdsitos. Dentre todas, pode-se incluir o baixo
custo, baixa densidade, ndo promovem abrasdo do equipamento de processamento, boas
propriedades térmicas, mecanicas e de biodegradacao (BHATNAGAR, 2005).

A nanoparticula de reforco exibe pelo menos, uma de suas dimensdes menor que
100 nm e essa caracteristica particular, fornece aos compdsitos propriedades unicas e
excepcionais (SIQUEIRA et al., 2010a). Nas duas udltimas décadas, as pesquisas estdao
voltadas para a obtencdo desses nanomateriais a partir de recursos naturais, tais como as
fibras vegetais. O componente principal das paredes celulares das fibras € a celulose,
biopolimero de interesse para esta pratica, pois apresenta boa resisténcia mecanica, rigidez
e elevado grau de cristalinidade, além de ser proveniente de fontes renovaveis,
biodegraddvel, abundante na natureza e de baixo custo (BHATTACHARYA et al., 2008).
A eficiéncia do agente de reforco estd relacionada com a natureza do biopolimero
(celulose) e da sua cristalinidade (JOHN e THOMAS, 2008). As fibras de celulose sdo
consideradas um material promissor na substituicdo de fibras de reforco convencionais
(fibra de vidro) (KAUSHIK e SINGH, 2011).

As primeiras patentes da utilizacdo de fibras vegetais em compdsitos datam da
década de 60, porém o assunto comegou a ganhar mais importancia a partir da década de

90, quando uma visdo mais realista e ambientalmente correta para processos industriais,
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motivou o interessa em fontes renovaveis, tais como: fibras e 6leos vegetais. Combinados
aos aspectos ecoldgicos, existem também os tecnoldgicos e as vantagens econdmicas ao

uso destes materiais (ESMERALDO, 2006).

1. 2. 1 Fibras vegetais lignocelulésicas

As fibras vegetais sdo amplamente distribuidas na natureza e podem ser
classificadas em quatro classes, de acordo com sua origem anatomica: fibras origindrias das
folhas (sisal, palma, banana e palma), do talo ou tronco (juta, rami, linho e algodao), do
lenho (bambu, bagaco de cana) e de superficie (coco e agai), que formam a camada
protetora de caules, folhas, frutos e sementes (FAGURY, 2005).

As fibras vegetais sdo definidas pelo conjunto de células individuais (macrofibra)
compostas por fibrilas alongadas de secdo transversal arredondada, as quais sdo formadas
por moléculas de celulose que se encontram alinhadas ao longo da fibra, o que torna
maxima a tracdo e forca de flexdo, além de proporcionar rigidez (JOHN e THOMAS,
2008). As fibrilas de celulose estdo ligadas pelos componentes amorfos lignina e
hemicelulose, e este conjunto € o principal componente estrutural das paredes celulares das
plantas, responsdvel pela sua alta resisténcia (LODISH et al., 2000). A Figura 1.1 apresenta

a estrutura dos componentes principais das fibras vegetais.
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Fonte: Alonso et al. (2012)

Figura 1.1 - Estrutura dos principais componentes de uma fibra vegetal

A Tabela 1.1 apresenta os componentes principais das fibras vegetais e seus

respectivos estados poliméricos e fungoes.

Tabela 1.1 - Estado polimérico e funcdo dos componentes principais das fibras vegetais

Componente Estado polimérico Funcao
Celulose Cristalino Fibra

Hemicelulose Amorfo Matriz
Lignina Amorfo Matriz

Fonte: Silva (2002)

Além desses componentes, podem ser encontrados nas fibras, em menores
quantidades, compostos inorganicos, pectinas, carboidratos simples, alcaléides, saponinas,

terpenos, polifendis, gomas, resinas, gorduras e ceras, entre outros (SONESSO, 2011).
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A Tabela 1.2 apresenta o percentual da composi¢do tipica da biomassa
lignoceluldsica de diferentes fibras. A Tabela 1.3 apresenta a avaliagdo da composi¢ao

quimica dos residuos da bananeira

Tabela 1.2 - Composigao tipica da biomassa de diferentes fibras

. Celulose = Hemicelulose Lignina Fonte
Fibras (%) (%) (%)
Fibra da banana 63-64 19 5 Deepa et al. (2011)
Sisal 67-78 10-14,2 8-11 Esmeraldo (2006)
Palha de trigo 33-38 26-32 17-19 Silva (2009)
Bagago de cana- 43,6 33,5 18,1 Sun (2004a)
de-actcar
Palha de cevada 37,6 34,9 18,8 Sun et al. (2005)

Tabela 1.3 - Composi¢ao percentual em massa seca dos residuos da bananeira

Residuo da Celulose Hemicelulose Lignina Fonte
bananeira (%) (%) (%)
Nervura das folhas 39,5 23,2 18 Oliveira et al. (2007)
Casca 7,6-9,6 6,4-9,4 6-12 Mohapatra et al (2010)
Engaco 28,4 9,5 10,5 Oliveira et al. (2007)
Pseudocaule 37,1 12,6 13,3 Oliveira et al. (2007)

Cada fibra lignoceluldsica tem uma estrutura de camadas complexas. A Figura 1.2
mostra a organizacdo estrutural de uma fibra vegetal, onde: (a) células adjacentes, (b)
parede de camadas de células. A camada P (primadria) consiste de um arranjo desorganizado
de fibrilas de celulose. A lamela média (ML) encontra-se no exterior da célula e € composta
predominantemente de pectina, que atua de modo a consolidar as fibras em um feixe. As

camadas S1, S2 e S3 sdo as secundarias, sendo S2 a camada dominante envolvida em uma

11
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matriz de hemicelulose e lignina. O item (c) mostra a distribuicdo de celulose, hemicelulose

e lignina na parede secundaria (IOELOVICH, 2008).

Fonte: Pérez et al. (2002)

Figura 1.2 - Organizacdo estrutural de uma fibra vegetal (fibra de madeira).

1. 2. 1. 1 Celulose

A celulose é um homopolissacarideo linear ndo ramificado, formado por unidades
de B-D-glicopiranose, as quais sdo unidas por ligagdes do tipo B-1-4. Os mondmeros de
glicose se dispdem paralelamente, de modo a formar pontes de hidrogénio entre si. A
unidade bdsica repetitiva da celulose é composta pela uniao de moléculas de glicose, sendo
esta conhecida como celobiose, de estrutura linear ou fibrosa (LEHNINGER et al., 2002).

Cada mondmero de glicose € composto por trés grupos hidroxila livres e as cadeias
de celulose tendem a formar ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares. As ligacdes
intramoleculares ocorrem entre grupos hidroxila da mesma molécula, sendo responsavel
pela rigidez da cadeia de celulose, enquanto que as ligacdes intermoleculares ocorrem entre
grupos hidroxila adjacentes (VOET et al., 2000). A partir da agregacdo das cadeias de
celulose, sucessivas estruturas sdo formadas dando origem a parede celular da fibra vegetal.
Devido a essas ligagdes de hidrogénio, as cadeias de celulose formam cristais que as

tornam insoltdvel em dgua (VOET et al., 2002).
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As camadas de macrofibra, que compde as fibras vegetais, sdo constituidas de
regides cristalinas ordenadas tridimensionalmente, que sdo resultantes da acdo combinadas
da biopolimerizacgdo e cristalizacdo da celulose, sendo que estas se alternam com regides
amorfas desordenadas (SEDAN et al., 2007). A propor¢do entre essas regides é o que
determina o grau de cristalinidade e as dimensdes tipicas dos cristalinos, podendo essa, ser
varidvel de acordo com a origem e processamento da celulose. A estrutura quimica da
celulose, bem como o grau de polimerizacdo, a orientacdo molecular e a cristalinidade
influenciam nas propriedades fisicas das fibras vegetais (GEORGE et al., 2001; FAGURY,
2005).

1. 2. 1. 2 Hemicelulose

A hemicelulose compreende um grupo de polissacarideos normalmente associados a
celulose, em paredes celulares vegetais. E constituida por varios monossacarideos
polimerizados, incluindo carboidratos de cinco carbonos (xilose e arabinose), carboidratos
de seis carbonos (galactose, glicose e manose), dcido 4-O-metil glucur6nico e residuos de
acido galacturdnico. O polissacarideo mais encontrado na hemicelulose é a xilose
(FENGEL e WEGENER, 1989).

A composi¢do quimica e as caracteristicas estruturais das hemiceluloses variam de
acordo com a espécie da planta, estdgio de desenvolvimento, localizagdes subcelulares e
tipo de tecido. Deste modo, vdrias subclasses de hemiceluloses podem ser encontradas,
como as xiloglicanas e B-glicanas, que possuem um importante papel na estrutura e funcao
da parede celular, pois estdo envolvidas no suporte e reticulacdo da matriz celuldsica
através de ligacdes de hidrogénio com a celulose e outras hemiceluloses (WHITNEY et al.,
1999).

As hemiceluloses apresentam uma estrutura de natureza amorfa, contém
considerdvel grau de ramificacdo entre suas cadeias, possuem baixo peso molecular e sdo
bastante hidrofilicas, o que facilita a absor¢do de dgua e contribui para o intumescimento e
flexibilidade das fibras. Estas se encontram intercaladas as microfibras de celulose e atuam
como um elemento de ligacdo entre a celulose e a lignina, tornando-se um componente

estrutural da parede celular de plantas (FENGEL e WEGENER, 1989).
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1. 2. 1. 3 Lignina

A lignina € a segunda macromolécula organica mais abundante dentre os materiais
lignoceluldsicos, estando associada com a celulose e hemicelulose. Este polimero estd
presente na parede celular das plantas, conferindo-lhe suporte estrutural, impermeabilidade,
resisténcia contra ataques microbianos e estresse oxidativo, além de também aumentar a
resisténcia mecanica das plantas. Durante o desenvolvimento das células € incorporada
como udltimo componente na parede, interpenetrando as fibrilas e deste modo, fortalecendo
e enrijecendo as paredes celulares e protege os carboidratos (aguicar) contra danos fisicos,
quimicos e bioldgicos (LEHNINGER et al., 2002).

A lignina, estruturalmente, consiste em um heteropolimero amorfo, altamente
complexo e ramificado tridimensionalmente, com constituintes aromdticos e aliféticos. E
sintetizada através da geracdo de radicais livres que sdo liberados a partir da polimerizacao
desidrogenativa dos alcodis hidroxicinamilicos (VOET et al., 2000). A lignina é um
material hidrofébico e pode ser classificada como um polifenol, o qual é constituido de
vérias unidades de fenilpropano, unidas por diferentes tipos de ligacdes. As ligacdes éteres
predominam na unido entre as unidades da lignina, que apresenta um grande nimero de

interligacdes (REGULY, 1996).

1. 2. 2 Nano e microfibras de celulose

Os diferentes métodos existentes para o isolamento das cadeias de celulose
possibilitam a produgdo de particulas de diferentes formas e tamanhos. Na literatura
encontram-se diferentes nomenclaturas aplicadas aos componentes da celulose. O termo
“microfibrilas” ¢ geralmente usado para descrever a celulose fibrosa de estrutura com
diametro de 2-10 nm e o comprimento de vérias dezenas de micrometros, formados durante
a sintese de celulose em plantas superiores (CLOWES e JUNIPER, 1968). Dependendo da
sua origem, o didmetro das microfibrilas pode variar. Como sinénimo de “microfibrilas”
também sdo usados “nanofibrilas” e “nanofibras”. Este termo nao pode ser confundido com
celulose “microfibrilada”, pois esta ¢ extraida de plantas por tratamento mecanico e/ou

homogeneizacao a alta pressdo e, consiste em agregados de “microfibrilas” de celulose
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(SIRO e PLACKETT, 2010). Os “whiskers” s@o as nanoparticulas obtidas a partir do
tratamento quimico, bioldgico e/ou fisico das “microfibrilas de celulose” e apresentam
dimensdes nanométricas, iguais ou menores que 100 nm, e drea superficial ao redor de 150
m?/g. A celulose “microcristalina” consiste em particulas cilindricas e rigidas formadas
pelos “whiskers” ainda ndo isolados (SILVA et al., 2009; ANDRADE-MAHECHA, 2012).
As NFCs, também sdo conhecidas como ‘“nanocristais de celulose”, “whiskers” ou
“nanorods”, sendo estes os dominios cristalinos de alta pureza das fontes celuldsicas
(SILVA e D'ALMEIDA, 2009).

A Tabela 1.4 apresenta os parametros dimensionais para as vdrias formas de

celulose citadas acima.

Tabela 1.4 - Dimensdes de diferentes formas de nano e microfibras de celulose

Tipo de estrutura Di:(?lrlllrllfl:;:ro Com(pl;inn)lento Relagﬁ(() Ijg )aspecto
Microfibrilas 2-10 > 10.000 > 1.000
Celulose microfibrilada 10-40 > 1.000 100 - 150
“whiskers” de celulose 2-20 100 - 600 10 - 100
Celulose microcristalina > 1.000 > 1.000 ~1

Fonte: Siro & Plackett (2010)

As nanofibras de celulose (NFCs) tem atraido um interesse significativo nas ultimas
décadas devido sua sustentabilidade, disponibilidade abundante e as caracteristicas unicas
que dotam (KAUSHIK e SINGH, 2011). As suas potenciais propriedades sdo a elevada
area de superficie em relagdo ao volume, alta relacdao de aspecto (razdo entre comprimento
e largura) e as boas propriedades mecanicas, dindmicas, térmicas e elétricas, tais como:
elevado médulo de Young, resisténcia a tragdo, rigidez, flexibilidade, coeficiente muito
baixo de expansdo térmica e formacdo da malha altamente porosa em comparacdo com
outras fibras comerciais (CHERIAN et al., 2008b; DEEPA et al., 2011). Ainda, segundo

Tholstrup Sejersen et al. (2007), uma caracteristica importante para as NFCs € o potencial
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zeta, este valor deve ser alto e negativo para obter uma suspensio estavel, impedindo que
esta flocule quando adicionadas em compdsitos e forme agregados de nanofibras.

A obtencdo de NFCs ainda € limitada devido a dificuldade de separagdo das fibras
vegetais em componentes nanoestruturados (SIRO e PLACKETT, 2010). Nesse processo
de separacdo, as microfibrilas de celulose podem ser clivadas transversalmente ao longo
das regides amorfas, resultando em um material similar a um bastonete (“whiskers” de

celulose) (GARDNER et al., 2008).

1. 2. 3 Isolamento de nanofibras de celulose

O isolamento das nanofibras de celulose, a partir de matrizes lignocelulosicas,
envolve uma série de processos. Diferentes métodos t€m sido desenvolvidos desde a década
de 80, os quais buscam por um processo adequado para obter particulas de celulose em
nanoescala (BONDESON et al., 2006). Esses métodos tém sido relatados e agrupados em:
tratamentos quimicos, mecanicos e dissolu¢cdo, podendo ser utilizados separadamente, em
sequéncia ou combina¢do (HUBBE et al., 2008).

Apesar da diversidade de fontes para obter nanoparticulas de celulose, os
procedimentos para o seu isolamento, geralmente segue um esquema de trés etapas: (1) pré-
tratamento da matéria-prima, (2) hidrélise parcial (dcida ou enzimadtica) e (3) desintegracao
mecanica. Estas trés etapas estdo orientadas em produzir uma suspensido coloidal de

nanofibras em dgua.(SUN, 2004b).

1. 2. 3. 1 Pré-tratamento

No processo de obtenc@o de nanofibras de celulose, a dificuldade na separacdo das
fibrilas estd atribuida as caracteristicas quimicas e morfoldgicas dos substratos
lignoceluldsicos. Estes materiais sdo constituidos de cadeias de celulose envolvidas em uma
matriz amorfa de hemicelulose e lignina, a qual torna esses materiais estruturalmente
resistentes a hidrélise e pouco reativos, pois age como uma barreira natural dificultando a
acessibilidade dos agentes hidroliticos a celulose nativa (LEHNINGER et al., 2002). Diante

disto, € necessdrio um processamento prévio e adequado desses materiais para romper as
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associacdes macromoleculares, a fim de aumentar a eficiéncia da préxima etapa (hidrdlise)
e o rendimento do produto desejado (OGEDA e PETRI, 2010).

A selec@o de um pré-tratamento adequado das fibras vegetais € uma das etapas mais
importantes de todo o processo de obtencdo de NFCs, visto que a eficiéncia do ataque do
agente hidrolitico as regides amorfas depende de quao isolada a nanofibra de celulose esta,
pois uma quebra incompleta gera uma rede tridimensional, conhecida por hidrogel, sendo
que a finalidade do processo é obter uma dispersao coloidal de NFCs (SANNINO et al.,
2009). Os processos de separacdo dos componentes amorfos podem ser classificados em
mecanicos, fisicos e quimicos ou uma combinacdo desses, dependendo do grau de
separacdo requerido e do fim proposto (OGEDA e PETRI, 2010). Segundo Reguly (1996),
qualquer que seja o processo, uma separacdo perfeita ndo pode ocorrer, pois 0s agentes
atuam tanto sobre a celulose como sobre o sistema polimérico lignina-celulose.

A Figura 1.3 apresenta a hidrélise seletiva da regido amorfa, atacada pelo agente

hidrolitico, para posterior isolamento dos nanocristais de celulose.

Fibrila de Celuloze

Nanocristais de Celulose

Regido I
Amorfa | |
| f |
Hidrolizse [ W
- seletiva da | |
Regiao regiic amorfa
Cristalina

Fonte: Silva & D’Almeida (2009)

Figura 1.3 -Hidr6lise seletiva das regides amorfas das fibrilas de celulose

Atualmente, hd um grande nimero de métodos de pré-tratamento disponiveis, o
Quadro 1.1 apresenta os principais processos que estdo sendo desenvolvidos, bem como

suas caracteristicas.
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Quadro 1.1 - Técnicas de pré-tratamentos para a separacdo dos componentes amorfos dos materiais lignocelulésicos

Processo Quimico Fisico Mecanico
Tipo a) Acido b) Alcalino Explosdo a vapor Moagem
(acido sulftrico, (NaOH e Ca(OH),)
cloridrico, fosforico,
nitrico e hidroclérico)
Descricao Utiliza condicdes de Utiliza condicdes Vapor a alta pressdo e Utiliza apenas energia
processo mais elevadas | moderadas de operacdo temperatura, com ou sem mecanica, ndo envolvendo
(temperatura e pressdao) | (temperatura e pressao) catalisador quimico emprego de reagentes
Concentragdo de dlcali até | (aquecimento e rapida quimicos
4 % (material que sofreu descompressio do
algum tratamento) material)
Concentragao de élcali >
10 % (material (in natura)
Efeito Remocdo seletiva da Maior fragmentagdo da Diminui o teor dos Conversao da biomassa em
hemicelulose lignina componentes amorfos po fino
Produz solugdes Capaz de remover fracdes | (lignina e hemicelulose) Aumenta a superficie
sacaridicas com de hemicelulose Aumento da area especifica, facilitando a
elevado teor de Promovendo maior superficial e da hidrélise
pentoses e reduzido reatividade da fibra e deixa | acessibilidade as fibras de
teor de lignina a drea cristalina mais celulose
exposta
Observacoes | Efetivo Efetivo Efetivo Elevado custo energético
Desvantagem: Desvantagem: Formacao (Ineficaz)
Formacao de de residuos poluidores
residuos poluidores
Fonte Silva (2009) Fassanella (2008) Ramos et al. (1993) (FASSANELLA, 2008)
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Na deslignificacdo, se procura preservar ao mdiximo a integridade da fibra
celuldsica, assim, a remoc¢ao da lignina pode ser realizada mediante o emprego de reagentes
seletivos e sob condicdes brandas de processo, a fim de evitar a solubilizag¢do e degradacdo
da celulose (ANDRADE-MAHECHA, 2012). A Figura 1.4 apresenta o efeito da

deslignificacdo na estrutura de materiais lignoceluldsicos.

Lignina

/ Celulose

NN

(3
\Hemicelulose

Figura 1.4 - Efeito do pré-tratamento na estrutura de materiais lignoceluldsicos

Fonte: Silva (2009)

As polpas de celulose, em geral, apresentam coloragdo castanho-escuro. Neste
sentido, a deslignificacdo também é conhecida como uma técnica de branqueamento e,
utilizada para atingir maiores niveis de alvura, sem que haja modifica¢des das propriedades
fisico-mecdnicas da polpa (VARNAI et al., 2010). O objetivo geral do processo de
deslignificacdo é a remocdo das fragdes de hemicelulose e lignina. A elimina¢do dos
componentes amorfos confere a cor clara a fibra, a qual tem maior valor agregado
(CHERIAN et al., 2008b).

As principais tecnologias, que estdo ganhando destaque nessa drea de estudo, estdo

associadas aos métodos quimicos (4cidos ou alcalinos) (MUSSATTO et al., 2008). O
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tratamento alcalino é o método quimico mais utilizado na deslignificagc@o de fibras naturais.
(FARUK et al., 2012). O tratamento mais recorrente € a imersdao do substrato em meio
alcalino diluido, muitas vezes, submetido a alta pressao e temperatura (CHERIAN et al.,
2008b). Fatores como concentragdo da solucdo, propor¢ao fibra/solucdo, tempo de
exposicdo, temperatura e pressdo, influenciam na eficiéncia do processo (SILVA, 2009).
Esses fatores podem ser exemplificados pelo processo realizado por Bhattacharya et al
(2008), que procederam a deslignificacdo de bagaco seco imerso em solu¢do de hidréxido
de sédio (4%), por 4 h na temperatura de 80 °C. Segundo esses autores o método utilizado
removeu a maior parte da lignina. O pré-tratamento realizado por Hubbe et al (2008),
consistiu na imersdo de aparas de madeira em solu¢do de NaOH, sob alta pressdo e
temperatura, sendo que a estrutura da lignina foi progressivamente solubilizada. Vale
ressaltar, que em ambos os processos a maior parte da celulose foi preservada.

O pré-tratamento € uma das etapas mais caras do processo como um todo, no
entanto, esta etapa é essencial para preparar eficazmente NFCs. Embora muitos métodos
tenham sido pesquisados, constata-se a necessidade em desenvolver alternativas
ecologicamente corretas e com tecnologias eficientes em termos de custo global e
competitividade economica (FASSANELLA, 2008). Diante disto, para minimizar os custos
do processamento, deve ser evitado o elevado consumo de reagentes quimicos, a alta
demanda energética e a intensa degradacdo dos materiais lignocelulésicos (WYMAN et al.,

2005).

1. 2. 3. 2 Hidrolise enzimdtica

No processo de obtengcdo de nanoparticulas de celulose, as fibras vegetais, apds
passarem pela etapa de pré-tratamento, sdo submetidas a um processo para individualizar as
fibrilas de celulose da parede celular (TONOLI et al., 2012). Os métodos mais comumente
utilizados para a preparacdo das nanofibras de celulose sdo a hidrélise dcida ou a hidrdlise
enzimatica (SUKUMARAN et al., 2009).

O tratamento enzimdtico estd ganhando destaque nas pesquisas atuais, pois € um
processo que oferece condi¢des de hidrdlise mais suaves comparado com o tratamento mais

agressivo da hidrélise 4dcida. Pode ser considerado um processo ambientalmente correto,
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visto que ndo envolve solventes ou reagentes quimicos (SIQUEIRA et al., 2010a). A
hidrélise enzimdtica €é um método que estd em rapido desenvolvimento e apresenta imenso
potencial de melhoria em termos de custo e eficiéncia (SUKUMARAN et al., 2009).

No processo de hidrélise as enzimas atacam as regides amorfas das fibras
lignoceluldsicas, que apresentam menor densidade e maior drea de contato, causando uma
clivagem hidrolitica das ligagdes glicosidicas B-1,4 localizadas entre as unidades de glicose
que formam a celulose (HUBBE et al., 2008). O processo da hidrélise deve ser realizado
sob condicdes controladas para assegurar que apenas as regides amorfas estejam acessiveis
ao ataque enzimdtico, enquanto que as regides cristalinas devem permanecer intactas,
evitando a degradacdo completa da celulose (ZHU et al., 2011). A eficiéncia da hidrélise
enzimatica depende de varios fatores, tais como o tempo de hidrélise (h), a concentragdo de
substrato (%), a concentragdo de enzima (U/g). O controle desses fatores pode gerar um
efeito significativo na melhoria da produtividade do processo (MEYABADI e
DADASHIAN, 2012).

Segundo Satyamurthy et al (2011), a obten¢do das NFCs sem degradacdo grave e
com custos razodveis ainda € dificil. Diante disso, ressalta-se a importancia da hidrolise
enzimadtica que é um processo altamente especifico, o qual proporciona muitas vantagens
em relacdo a hidrolise 4cida ou alcalina, como o baixo consumo de energia e menor perda
de material (PIRANI e HASHAIKEH, 2013). No entanto, um dos fatores limitantes deste
tipo de tratamento € o alto custo da produ¢do de enzimas e para minimizé-lo, sugere-se a
producdo a partir da fermentacdo de substrato por fungos filamentosos (GIORDANO et al.,
2011; SONESSO, 2011). A hidrdlise enzimatica ainda nido é comercializada, mas é
reconhecida como uma tecnologia mais promissora da atualidade (YU et al.,, 2008;
MEYABADI e DADASHIAN, 2012).

As enzimas sdo bastante especificas quanto a sua fun¢do e, podem ser encontrados
diversos tipos de enzimas para catalisar diferentes tipos de reacdes bioquimicas
(LEHNINGER et al., 2002)

A xilanase (1,4-BD-xilano xilanohidrolase EC 3.2.1.8) € o principal componente de
um grupo de enzimas que atua na despolimeriza¢do de moléculas de xilana em mondmeros
de acucar (xilose, xilobiose, xilotriose e xilo-oligossacarideos). O sistema xilanolitico é

compreendido por endoxilanases (1,4-b-Dxilan xilanohidrolase, EC 3.2.1.8), B-xilosidases
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(B-D-xiloside xiylohidrolase, EC 3.2.1.37) e vdrias outras enzimas adicionais, tais como
arabinofuranosidase e acetilxilan esterase (MOHANA et al., 2008). Na maioria dos
processos a xilana €, primeiramente, convertida em xilose ou xilo-oligossacarideos.

Em geral, estas enzimas hidroliticas catalisam aleatoriamente os compostos de
hemicelulose presentes na fibra vegetal. A Figura 1.5 apresenta o mecanismo de acdo das

enzimas xilanoliticas sobre a cadeia de xilana, principal componente da hemicelulose.

B-1,4 xilana

Xilana acetyl esterease

HOO A0 Xilanase —_—
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\ I a-L-Anbmofuranose
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B-1.4- Xilooligossacarideos
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Fonte:Yeoman et al. (2010)

Figura 1.5 -Mecanismo de acdo da xilanase sobre a cadeia de xilana

Estas enzimas s@o usadas comercialmente no processo industrial de papel e celulose,

na industria téxtil e, além disso, os produtos da hidrélise da xilana tém possiveis aplicacdes
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em industrias quimicas, de alimentos e de bebidas. A enzima xilanase possui potencial
aplicacdo na etapa de branqueamento de polpas lignoceluldsicas, seja na producio de papel
ou em outros processos que necessitem desta etapa. Tal aplicacdo resulta em maior brilho
no produto final, além de ser um processo sustentdvel, pois reduz o uso de produtos
quimicos (GOULART et al., 2005; ISIL e NILUFER, 2005).

A celulase é uma enzima formada por um complexo celulolitico compreendido por
endo-glucanases, exoglucanases e -glicosidases (ZHANG et al., 2006). Os trés tipos atuam
em sinergismo, em uma associagdo cooperativa, produzindo substratos uma para a outra. O
mecanismo de acdo do complexo celulolitico sobre a celulose € ilustrado na Figura 1.6

(YEOMAN et al., 2010).
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Figura 1.6 - Mecanismo de acdo das celulases sobre a cadeia de celulose

As celulases sdo enzimas de grande interesse industrial, como, por exemplo, no
processamento de papel e celulose, na indudstria de alimentos, bem como na agricultura
(TOLAN e FOODY, 1999; BHAT, 2000). O objetivo, no processo de obtencdo de

nanofibras de celulose, € atingir um rendimento elevado de sélidos celuldsicos. Diante
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disto, estudos mostram que para tal, a hidrélise enzimética pode ser realizada utilizando
apenas a enzima endo-glucanase, por um periodo de tempo muito curto a fim de evitar a
sacarificacdo da celulose (ZHU et al., 2011).

As endo-glucanases (EC 3.2.1.4) s@o também chamadas, na literatura, de endo-1,4-
B-D-glicana, glicanahidrolases, endo-B-1,4-glucanases ou carboximetilcelulases. Estas
consistem de um grande nucleo proteico e um pequeno dominio ligante de celulose unido
por sequéncias longas de aminodcidos, sendo que este dominio tem a fun¢do de aproximar
o nucleo catalitico da superficie da celulose. O sitio ativo da endo-glucanase se encontra no
exterior e possui forma de chave, o que possibilita a acdo da mesma ao longo da cadeia de
celulose, reduzindo, de maneira considerdvel, o grau de polimerizacdo (LEHNINGER et
al., 2002).

As enzimas endo-glucanases sdo conhecidas por hidrolisar as regides amorfas de
longas cadeias de celulose, sendo estas responsdveis por iniciar a hidrdlise das regides
terminais ndo redutoras, das ligagdes P-1,4-D-glicosidicas, aleatoriamente. Devido a
fragmentacado da celulose em moléculas menores, ocorre rapida solubilizagdo do polimero
celuldsico, pela redugdo do grau de polimerizagdo (WYMAN et al., 2005; GEORGE et al.,
2011). As regides amorfas sdo mais facilmente atacadas por apresentar menor grau de
organizagdo e por possuir cadeias que ndo estdo envolvidas em interacdes intermoleculares
tao fortes quanto as que ocorrem na celulose cristalina (SANTOS, 2008).

Padkko et al (2007), demonstraram que o uso da endo-glucanase proporcionou uma
hidrdlise seletiva da celulose. Este processo facilitou a desfibrilacdo da parede celular, e
permitiu a obtencdo de nanofibras de celulose com alta relacdo de aspecto. O tratamento
enzimdtico com endo-glucanase proposto por Henriksson et al (2007), apresentou um
aumento significativo na reatividade das fibras de celulose e no intumescimento das
mesmas em suspensao aquosa.

Um novo conceito para preparar as nanofibras de celulose estd sendo pesquisado,
em que a hidrdlise enzimdtica é usada em combinacdo com a agitacdo mecanica ou
homogeneizacdo a alta pressdo, para que ocorra a desfibrilagdo da parede celular vegetal,
facilitando o isolamento das NFCs (DURAN etal., 2011).

O Quadro 1.2 apresenta diferentes métodos de hidrdlise enzimética para obtencao de

nanofibras de celulose. A celulose bacteriana apresenta uma estrutura diferente da estrutura
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da celulose origindria de plantas. A celulose produzida por bactérias pode ser facilmente
transformada em celulose pura em comparacdo com o tratamento mais agressivo e
complicado usado purificar a celulose a partir da biomassa da planta, uma vez que esta
contém outros polimeros tais como a lignina, hemicelulose e pectina (GEORGE et al.,
2011). Conforme os resultados de Hassan et al. (2010), as nanofibras de celulose
produzidas pelas diferentes enzimas, xilanases e celulases, apresentaram caracteristicas
semelhantes, a principal diferenca € na atuagdo destas sobre a fibra vegetal. O tratamento
com enzimas xilanases ocasiona a remocao parcial das hemiceluloses, enquanto que no
tratamento com complexo celulolitico, o ideal seria a utilizacio da enzima pura,

endoglucanase, penetra a fibra vegetal clivando as cadeias de celulose em nanoparticulas.
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Quadro 1.2 -  Estudos sobre obtencdo de nanoparticulas de celulose por hidrélise enzimatica
Autor Woehl et al. (2010) Satyamurthy et al. (2011)
Concentracao - Celulose bacteriana - Celulose: Fibra de algodao
enzima/ - Enzima comercial: Endoglucanase - Enzima: complexo celulase produzido a partir do fungo: 7.
substrato - Atividade enzimatica: 23,73 U/mg reesei (ATCC 13.631)
OBS: Fungo utilizado produz baixo nivel de enzima, visto que
o objetivo € evitar a hidrdlise completa da celulose
- Atividade enzimatica (U*/ml)
- Endoglucanase: 0,07 U/ml
- Celulases totais (endo e exoglucanase): 0,7 U/ml
- B-glicosidase: 69,89 U/ml
Condicoes de Pré-tratamento Pré-tratamento
hidroélise - Homogeneizagao - Imersdo em 4cido cloridrico (4 N)
- Refrigera¢do com 0,1 mg/mL de azida sédica - Peneiramento
Hidrdlise Hidrdlise
- Enzima: 10 mg/ggpstrato - Caldo contendo o inéculo fermentado submetido a diferentes
- 0,5 % em peso de substrato forgas de centrifugacdo
- 10 % (v/v) tampao citrato (pH 4,8) - Ultrafiltracdo do sobrenadante a 100 kDa
- Temperatura: 45 °C - Nanowhiskers de celulose presos na superficie da membrana
- Agitacdo: 150 rpm foram removidos com jato de dgua destilada
- Tempo: 20 min a 240 min - Liofilizacdo
- Inativag¢do da enzima
Resultado - Nanocristais - Nanofibras
Largura média: 100- 300 nm - Comprimento: 120,27 nm
- Vantagens em comparacao com hidrélise 4cida: - Espessura: 40,74 nm
Menos perda de material - Grau de polimerizagdo: 293 (DP)
Melhores propriedades de reforco - Potencial zeta: 15,57 mV
- Potencial aplicagcdo em filmes biodegradaveis: - Indice de cristalinidade: 78,3 %
- Facilidade de homogeneizacao (fibras dispersas no filme) - Redugdo de 10 % na cristalinidade
- Melhorou as propriedades térmicas e mecanicas - Vantagens em comparacao com hidrélise 4cida:
- Cristalinidade dos nanowhiskers reduzida
- Superficie nos nanowhiskers:
- Enzimatica: Inalterada (melhora o desempenho de
agente de reforco em compdsitos
- Acida: Sulfatacdo da superficie
Continua *U = 1 pmol de glicose liberada por minuto
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Continuagdo do Quadro 1.2

Autor Paakko et al. (2007) George et al. (2011)
Concentraciao - Celulose de madeira macia - Celulose bacteriana
enzima/ - Enzima comercial: Endoglucanase - Enzima celulase comercial: ATCC26921
substrato - Atividade enzimatica: 17,6 U/ mL - Atividade enzimdtica: 0,7 U/mg
Condicoes de Pré-tratamento da polpa Pré-tratamento
hidroélise - Branqueamento - Imersao em solu¢do de NaOH 2 M por 30 min
- Moagem - Lavagens sucessivas com dgua destilada(pH neutro)
Hidrélise - Agitacdo (5.000 rpm por 30 min)
- Enzima: 0,17 uL celulase por grama de fibra - Filtracdo
- 100 g polpa refinada (peso seco) Hidrdlise
- 250 ml tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0) - Enzima: 1 ml celulase
- Manutencdo da suspensado (T = 50 °C por 2 h) - 25 g pasta umida (substrato)
- Agitacdo suave (manual) a cada 30 min - 250 ml tampao acetato (0,1 M, pH 5,0)
- Lavagem com dgua deionizada - Agitacdo suave
- Desnaturacdo da enzima - Manuteng@o da suspensao:
Refino mecéanico (moagem) Temperatura: 50 °C
Homogeneizacio a alta pressio (105- 170 MPa) Tempo: 24 h
- Diluicdo e Filtragdo - Inativagdo da enzima
- Misturador intensivo (4.000 rpm por 15 s)
- Inativag¢do da enzima
Resultado - Nanocristais - Nanocristais

- Diametro médio: 5- 6 nm
- Agregados de fibrilas: 10- 20 nm

- Vantagens em compara¢do com hidrélise 4cida:
- Melhores propriedades mecanicas e térmicas
- Reduz o consumo de energia

- Apresentaram potencial aplica¢do em filmes biodegradaveis:

Comprimento: 100- 300 nm
Diametro médio: 10- 15 nm
- Vantagens em comparacao com hidrélise 4dcida:
- Melhores propriedades mecanicas e térmicas
- Degradag@o dos nanocristais:
- Enzimatica: 379 °C
- Acida: 184 °C
- Potencial aplica¢@o em filmes biodegradaveis:
Mesmo com baixas concentragdes melhorou as
propriedades térmicas e mecénicas

Continua
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Continuagdo do Quadro 1.2

Autor Hassan et al. (2010) Hassan et al. (2010)
Concentracio - Celulose: Bagago de cana branqueado - Celulose: Bagago de cana branqueado
enzima/ - Enzima: Celulase de T. reesei - Enzima: Xilanase de T. reesei
substrato - Atividade enzimdtica: - Atividade enzimdtica:
Condicoes de Hidrdlise Hidrélise
hidrdlise - 20 g de bagaco branqueado (frasco de 500 mL) - 20 g de bagaco branqueado (frasco de 500 mL)
- 10 % do volume de tampao citrato pH 5,3 - 10 % do volume de tampdo citrato pH 5,3
- Concentragdo de enzima: 2,5 - 10,5 UX**/g - Concentragdo de enzima: 15 - 60 UX**/g
- Rotacdo: 200 rpm - Rotacdo: 200 rpm
-T:50°C -T:50°C
-4h -4h
- Lavagens sucessivas com dgua destilada - Lavagens sucessivas com dgua destilada
- Moagem - Moagem
- Homogeneizacio a alta pressio - Homogeneizacio a alta pressio
- Nanofibras Nanofibras
- Diametro: 9-39 - Diametro médio: 9-25 nm
- Agregados de fibrilas: > 92 nm - Agregados de fibrilas: > 90 nm
- Indice de cristalinidade: 76,4 % - Indice de cristalinidade: 73,9 %
- Vantagens em comparacio com hidrélise quimica: - Vantagens em comparacao com hidrélise 4cida:
Resultado - Menor consumo de energia - Menor consumo de energia

- Ambientalmente correta

- Apresentaram potencial aplicacdo em filmes biodegradéveis:

- Ambientalmente correta
- Aplicag@o em filmes biodegradaveis:
- Filmes com maior resisténcia a tragao
- Filmes com maior médulo de elasticidade

*#* UX = 1 umol de xilose liberada por minuto
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1.3 CONCLUSAO

Os estudos citados neste capitulo sobre a exploracio de fontes vegetais
evidenciaram que este recurso € um material promissor para producdo de particulas de
celulose em escala nanométrica, visto que este biopolimero dota de caracteristicas ideias
para ser utilizado como agente de reforco em compositos, além de ser um recurso
sustentdvel. Diante da necessidade em desenvolver métodos ambientalmente amigéveis,
uma alternativa potencial para obter nanofibras de celulose € o uso de enzimas xilanoliticas
para remog¢do de compostos amorfos (hemicelulose) presente na fibra, bem como o uso de
enzimas celulases para agir na regido cristalina e isolar as nanoparticulas da parede celular
vegetal. Entretanto, o complexo celulolitico é um tratamento mais agressivo as fibras de
celulose, podendo ocasionar a degradacdo completa da celulose a glicose. Assim, o ideal
para producdo de NFCs, € a utilizacdo da enzima pura, endoglucanase. Além disso, ndo ha
relatos na literatura sobre producdo de nanofibras de celulose isoladas da casca de banana a
partir de hidrdlise enzimadtica, o que comprova o grande cardter inovador desta pesquisa

cientifica.
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CAPITULO 2

Capitulo 2 Obtencdo e caracterizagdo da matéria-prima para
producao de nanofibras de celulose

O conhecimento sobre a matéria-prima utilizada para obtencdo de nanofibras de
celulose constitui uma importante etapa a ser abordada no desenvolvimento do presente
estudo, a qual fornece informacdes importantes relacionadas aos nanomateriais obtidos a
partir destas. O farelo da casca de banana verde da variedade “Terra” (Musa paradisiaca)
foi obtido e caracterizado com base em suas propriedades fisico-quimicas, funcional e
estrutural. As caracteristicas morfoldgicas do farelo foram avaliadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV). A distribui¢do de tamanho e didametro médio das particulas
foi analisada por aparelho de difracdo a laser (Mastersizer). A composi¢do quimica do
farelo foi quantificada quanto ao teor de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas. A andlise
dos grupos funcionais foi realizada por espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho (FTIR) de 4000 a 650 cm e, o indice de cristalinidade do farelo foi
determinado por difracdo de Raios-X (DRX). O farelo apresentou uma composi¢do quimica
em base seca de 7,5% de celulose, 7,9 % de lignina e 74,9 de hemicelulose e outros. Sua
estrutura exibiu uma superficie irregular com granulos de diferentes tamanhos, mostrando
uma distribui¢io monomodal com didmetro médio de 22,4 um. A andlise do espectro de
absor¢do na regido do infravermelho (FTIR) revelou a presenca de bandas tipicas dos
grupos funcionais caracteristicos de materiais lignoceluldsicos. O baixo indice de
cristalinidade encontrado (15%) foi atribuido a presenca dos componentes amorfos
(pectina, hemicelulose e lignina). O farelo da casca de banana apresentou caracteristicas

potenciais para ser utilizado na produ¢do de materiais celulésicos em nanoescala.

2.1 INTRODUCAO

Originario do sudeste asidtico, a banana € uma importante cultura alimentar
cultivada em regides tropicais e subtropicais. As perdas durante a producdo de banana sdo
muito altas, chegando a 40% do total, devido a sua natureza perecivel e manuseio

inadequado pos-colheita. Estas perdas podem ser reduzidas pelo processamento de frutas
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excedentes e de partes improprias para o consumo in natura (PELISSARI et al., 2012). A
grande quantidade de residuos de bananas verdes tem o potencial de ser utilizado
industrialmente, melhorando questdes econdmicas na bananicultura e eliminando o grande
problema ambiental apresentado por estes residuos (ZHANG et al., 2005).

Diferentes autores tém indicado que a casca da banana € um residuo agroindustrial
que apresenta alto potencial como matéria-prima celuldsica, além disso, as fibras vegetais
possuem uma estrutura complexa e rigida (BARDIYA et al., 1996; HAPPI EMAGA et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2009). Desta forma, torna-se indispensdvel a caracterizacdo e o
estudo desta matéria-prima, visto a importancia do conhecimento da estrutura para realizar
os tratamentos necessdrios na obtencdo de nanofibras de celulose.

Neste capitulo, apresenta-se a metodologia empregada para a obten¢do do farelo da
casca de banana e sua caracteriza¢do quanto a microestrutura, distribui¢do de tamanho dos

granulos, andlise da composi¢do quimica, grupos funcionais e indice de cristalinidade.

2.2 MATERIAL E METODOS

2. 2.1 Obtencao da matéria-prima

A matéria-prima foi obtida a partir da casca de banana verde da variedade “Terra”
(M. Paradisiaca). O procedimento para obtengdo de matéria-prima pode ser observado na
Figura 2.1. As cascas foram removidas manualmente e imersas durante 24 h em solucdo de
metabissulfito de potédssio 1%, para inibir a oxidagdo. Apds este periodo, foram dispostas
em bandejas de aluminio e submetidas a secagem em estufa de conveccdo forcada na
temperatura de 60 °C por 24 h. As cascas secas foram moidas em um moinho de facas
(Marconi, mod. MA 340, SP-Brasil). Realizou-se uma lavagem do farelo com dlcool etilico
a fim de eliminar as fracdes lipidicas e novamente secou-se em estufa a 60 °C por 24 h. O

material obtido foi peneirado numa peneira de 200 mesh (abertura de 75 pm) de forma a

obter microparticulas.
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Figura 2.1 - Fluxograma do processo de obtengdo do farelo da casca de banana
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2. 2. 2 Caracterizacao da matéria-prima

2. 2. 2. 1 Microestrutura do farelo da casca de banana

A andlise da microestrutura do farelo de casca de banana foi realizada por
microscopia eletronica de varredura (MEV). A amostra foi disposta em um suporte de
aluminio e coberta com uma camada de 92 A de ouro (Sputter Coater, SCDO050) para
melhorar a condutividade. Foi utilizado um microscépio eletronico de varredura marca

JEOL modelo JSM-5800LV, sob voltagem de aceleracdo de 10 kV.

2. 2. 2. 2 Distribui¢do de tamanho e diametro médio das particulas do farelo

A distribuicdo do tamanho e o didmetro médio das particulas foram determinados
em um aparelho de difracdo a laser (Laser Scattering Spectrometer Mastersizer 2000,
MALVERN Instruments Ltda.,U.K). As medidas foram realizadas em triplicata, na
temperatura de 25°C. O meio dispersante usado foi etanol grau analitico e para aumentar a
dispersibilidade da amostra empregou-se um ultrassom acoplado ao equipamento
(PELISSARI et al., 2014).

O diametro médio das particulas (DMP) foi determinado com base no diametro
médio de uma esfera de mesmo volume da particula (didmetro médio de Brouckere D, 3)
conforme a Equagdo 2.1, utilizada para caracterizar particulas de p6 (RAMALHO e

OLIVEIRA, 1999)

l’liD?’

l’liDi3

DMP ES D4'3 - (21)

Onde:
n = ndmero de particulas

D = Diametro das particulas (um)
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2. 2. 2. 3 Determinagdo da composi¢do quimica

A composi¢ao quimica do farelo da casca de banana foi determinada de acordo com
Sluiter et al. (2008). Primeiramente a matéria-prima foi submetida a um processo de
extracdo com diferentes solventes (dgua e dlcool), para remover os materiais ndo estruturais
da biomassa como: pectinas, carboidratos simples, terpenos, alcaldides, saponinas,
polifendlicos, gomas, resinas, entre outros, de maneira a prevenir qualquer interferéncia nos
passos analiticos posteriores. Todas as medidas da composi¢cdo quimica foram realizadas
em triplicata.

A extracdo foi realizada no soxhlet (4 a 5 ciclos de extracdo) em um periodo de 8 h,
a partir de 7 g de amostra em base seca e 100 mL de solvente. O processo foi realizado em
duas etapas, primeira extracdo em agua e, depois em etanol. O solvente contido nos baldes
foi evaporado em um evaporador rotativo a 70 °C, conforme apresentado na Figura 2.2.
Ap6s 0os mesmos foram secos a 70 °C em estufa a vacuo por 24 h.

A massa final de amostra extraida (g/gamostra) f01 calculada de acordo com a Equacdo

2.2.

%Ext ==b=2be 100 2.2)

am

Onde:
Mam = massa inicial de amostra (g)
My = massa inicial do baldo vazio (g)

My = massa final do baldao com amostra extraida (g)
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Figura 2.2 -Fluxograma do processo de extracdo de materiais nio estruturais da
biomassa.

2.2.2.3.1 Teor de celulose

O teor de celulose presente no farelo foi determinado por Sun (2004a). Pesou-se 5 g
(amostra seca, livre de extrativos totais), a qual adicionou-se 100 mL de &4cido acético
aquoso 80 % e 10 mL de 4cido nitrico 70 %. A mistura foi feita em tubo vedado com tampa
de rosca, o qual foi submetido a banho de glicerina na temperatura de 110 °C por 20 min.
Apbs, o mesmo foi resfriado em banho de gelo. Adicionou-se 60 mL de dgua destilada,
neste ponto o reagente decantou e filtrou-se a vacuo o conteudo do tubo. O residuo
decantado foi lavado vérias vezes com dgua deionizada e etanol 95% de maneira a remover
o 4cido nitrico e os produtos gerados durante a extragdo. A amostra restante foi transferida
para uma placa de petri, previamente tarada, e submetida a secagem em estufa a 70 °C por

24 h. O teor de celulose (g/gamostra) fO1 calculado de acordo com a Equagao 2.3.

%Celulose = w .100 2.3)

am

Onde:
M, am = Massa da placa (g) + massa final da amostra (g)
M, = Massa da placa vazia e tarada (g)

Mam = Massa inicial de amostra (g)
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2.2.2.3.2 Teor de lignina e hemicelulose

A lignina foi quantificada em material insoldvel e solivel em 4cido, conforme o
método adaptado por Sluiter et al. (2008). Para ambas as andlises, foi adicionado
aproximadamente 300 mg de amostra (livre de extrativos) em 3,0 mL de 4cido sulfurico 72
% em tubos autoclavdveis. A mistura foi incubada em banho-maria a 30 °C por 60 min,
sendo agitada a cada 10 min para garantir tanto o contato do dcido com as particulas quanto
uma hidrélise uniforme. Apds, o dcido foi diluido com 84 mL de dgua deionizada e a
mistura submetida a autoclavagem a 121 °C por 1 h. O hidrolisado foi resfriado lentamente
em temperatura ambiente.

A andlise da amostra para lignina insoluvel em &4cido foi realizada a partir da
filtracdo a vacuo da solucdo de hidrdlise autoclavada. Do filtrado foi retirada uma aliquota
e esta foi acondicionada sob refrigeracdo, para andlise posterior. Os sélidos restantes da
filtracdo foram lavados com 50 mL de dgua deionizada aquecida. O residuo insolivel foi
transferido para uma placa de petri, previamente tarada e, levado a secagem em estufa a
105 °C, até peso constante. Apds, a mesma amostra seguiu para a determinagdo de cinzas.

A massa de lignina insoldvel em 4cido (g/Zamostra) o1 calculada a partir da Equagéo 2.4.

. Mpiam— Mc
YoLiGinsotiver = lﬂiv[T .100 2.4)

Onde:
Mp.am = Massa da placa (g) + massa final da amostra (g)
M, = Massa de cinzas (g)

Mam = Massa inicial de amostra (g)

A andlise da amostra para lignina solivel em 4cido foi realizada a partir da leitura
da absorbancia do filtrado hidrolisado, em espectrofotometro UV-visivel no comprimento

de onda de 240 nm. O teor de lignina solivel em acido foi calculado pela Equagao 2.5.

ABS VeFa 109 2.5)

€.Mam

Ligsoriwer =
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Onde:

ABS = Absorbancia a 240 nm

V¢= Volume de filtrado

F4 = Fator de dilui¢ao

¢ = Constante de absorvidade para biomassa versus comprimento de onda

M, = Massa inicial de amostra (g)

A quantidade de lignina total foi calculada conforme a Equagao 2.6.

oLigiotar = %Liginsolavel T %0Ligsolavel (2.6)

Ap6s as andlises do teor de celulose e lignina, a porcentagem de hemicelulose e dos
demais compostos que sdo encontrados em menores quantidades nas fibras vegetais, como

pectina, foi calculado pela Equacao 2.7.

%hemicelulose e outros = 100 — %Ligora — %Celulose — %cinzas  (2.7)

2. 2. 2. 4 Andlise dos grupos funcionais do farelo por Espectroscopia de absor¢cdo na

regido do infravermelho (FTIR).

A andlise qualitativa de grupos funcionais presentes no farelo foi realizada por
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho de 4000 a 650 cm™, com uma
resolucio de 4 cm” e 16 varreduras (VICENTINI et al., 2005). Foi utilizado um
espectrofotometro infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), marca Perkin
Elmer, modelo Spectrum One, provido com o acessorio UATR (atenuador de refletancia
total universal). Para o tratamento dos resultados foi utilizado o software Spectrum One B

(versdo 5.31).
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2. 2. 2. 5 Cristalinidade do farelo por Difracdo de Raios-X (DRX)

O indice de cristalinidade do farelo foi determinado por difracdo de raios X (DRX)
usando um difratometro modelo D5005 (marca Siemens, Karlsruhe, Deutschland) equipado
com um monocromador de grafite. Foi utilizado uma fonte de radiagdo CuKa (A = 0.154
nm) de 40kV e 30 mA. Os difratogramas foram obtidos a temperatura ambiente (25°C) sob
angulo 26 variando de 5° a 70° em passos de 0,02°/seg, usando o software Diffrac Plus
Evaluation 11. Os difratogramas foram suavizados usando o método de Savitsky-Golay
(polindmio = 2, pontos = 15) (VAN SOEST et al., 1996). O indice de cristalinidade (Icr, %)
do farelo foi calculado através do quociente entre a drea cristalina (Ac) dos picos de maior
difracdo e a drea total (At) do difratograma (Equacgdo 2.10), como descrito por Cheetham et
al. (1998) e Nuwamanya et al. (2010). Para o célculo da area correspondente aos picos
caracteristicos da regido cristalina da amostra (Ac), uma linha na base desses picos foi
plotada no difratograma, enquanto que para o cdlculo da drea total (At), a linha base foi
plotada na faixa angular de 5° a 50°. O célculo destas dreas foi realizado usando o software

Origin v.8.5 (Northampton, MA, USA).

%indicecristalinidade = M X100 (2-10)

Area total

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2. 3. 1 Caracterizacao da matéria-prima

2. 3. 1. 1 Microestrutura

As micrografias eletronicas de varredura (Figura 2.3) do farelo da casca de banana
apresentou estrutura irregular, com granulos compactos e de diferentes tamanhos. Pode-se
observar a presenca de granulos de amido provenientes do contato da casca da banana com
a da polpa (ver setas na Figura 2.3 a). Os resultados foram muito semelhante ao encontrado
por Pelissari et al. (2014). A irregularidade da estrutura do farelo estd relacionada com a

etapa de moagem no preparo da amostra. De acordo com Fagury (2005) na utilizagdo de
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fibras como material de reforco em compdsitos, as irregularidades superficiais conferem as

fibras uma melhor ancoragem na matriz polimérica.

Figura 2.3 - Microestrutura do farelo da casca de banana verde (a) 1400 x (b) 500 x

2. 3. 1. 2 Distribuicdo de tamanho e diametro médio das particulas do farelo

A andlise de distribuicdo de tamanho de particula mostra que hd uma grande
variagdo no didmetro dos granulos do farelo. Na Figura 2.4 pode-se observar que o tamanho
¢ predominante na faixa de 13 a 26 pm. O farelo da casca de banana apresentou uma
distribuicao modal, com diametro médio de 22,4 um., similar ao encontrado por Pelissari et

al. (2014) para banana verde da variedade “Terra”.
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Figura 2.4 - Distribuicdo do tamanho do diametro dos granulos do farelo da casca de
banana

2. 3. 1. 3 Determinagdo da composi¢do quimica

Os resultados obtidos na determinagdo da composi¢do quimica no farelo da casca de
banana verde sdo apresentados na Tabela 2.1. A partir dos valores encontrados nota-se que
a porcentagem de celulose (7,5%) presente na casca de banana verde da variedade “Terra”
¢ semelhante, porém menor, ao teor de lignina total na mesma (7,9%). Considerando
também a fracdo de hemicelulose, fica evidente que o agente hidrolitico (enzima)
encontrard dificuldade no acesso a fibra de celulose, visto que esses componentes amorfos,

em maior quantidade Na composi¢do quimica do farelo, formam uma barreira ao seu redor

(SILVA, 2009).
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Tabela 2.1 - Composi¢ao quimica do farelo da casca de banana verde (M. paradisiaca)
em base seca

Composto Teor (%)
Extrativos Totais 9,6 +0,3
Lignina total 7,9+0,2
Lignina insoldvel 5,7+0,1
Lignina soldvel 2,1+0,1
Celulose 75+2,6
Polissacarideos 74,9 + 0.4

(incluindo hemicelulose)

Os teores lignoceluldsicos encontrados na matéria-prima em estudo apresentaram
semelhanga com o descrito por diferentes autores. De acordo com Mohapatra et al. (2010),
em geral, a casca de banana (Musacea) apresenta em sua composi¢ao uma quantidade de
celulose em torno de (7,6 — 9,6%), hemicelulose de (6,4 - 9,4%) e lignina de (6 — 12%),
além disso, € rica em vitaminas, pectinas e agucares.

Happi Emaga et al. (2008) estudaram a composi¢do quimica de casca de banana da
variedade “Grande Naine” em trés diferentes estdgios de maturagdo. Segundo esses autores,
entre os componentes a lignina apresentou maior teor, variando entre 6,0% e 12 %,
confirmando o fato de que a casca € mais robusta que a polpa da banana. Durante o
amadurecimento o teor de lignina teve um decréscimo significativo, ou seja, na casca de
banana verde a lignina estd presente em maior quantidade (12,0%). A partir destas
informacdes observa-se que o valor obtido na presente pesquisa (7,9%) esta de acordo com
os resultados de demais autores, havendo uma variacdo devido a diferenca nas espécies de
banana estudadas em cada trabalho. Dentre os diferentes residuos provenientes da
bananicultura, a casca apresenta menor quantidade de lignina, conforme comparacdo feita
com outros residuos: peciolo (18%), folhas (13,3 - 24,3%) e pseudocaule (10,7%),
estudados por Oliveira et al. (2007). Este resultado € satisfatério, visto que um material
menos robusto facilita a hidrdlise e, consequentemente, o isolamento de nanofibras de

celulose.
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De acordo com a Tabela 2.1, observa-se que a matéria-prima em estudo € composta
por 7,5% de celulose. Segundo Happi Emaga et al. (2008), os teores de celulose na casca de
banana verde e na casca de banana madura (7,6% e 7,5%, respectivamente) nao diferem
significativamente e sdo menores que a quantidade encontrada para casca de banana no
estdgio intermedidrio de maturacdo (9,6%). Assim, pode-se confirmar que € mais
apropriado o uso da casca de banana verde, visto que durante o amadurecimento ocorre a
sintese enzimdtica, prépria de frutas, e com isso, a degradacdo parcial da celulose em
monossacarideos. Bardiya et al. (1996), encontrou uma porcentagem de 11,1% de celulose
para casca de banana proveniente da regido de Delhi — India.

Em materiais lignoceluldsicos, o teor de polissacarideos encontrado (74,9%) inclui
hemicelulose e outros compostos como carboidratos totais (23%), s6lidos soldveis totais
(35,9%), etc (BARDIYA et al., 1996). Conforme os dados obtidos por Happi Emaga et al.
(2008), a casca da banana verde apresenta 6,4 % de hemicelulose, sendo que este teor
aumenta conforme o amadurecimento da fruta. Bardiya et al. (1996) relatou em seus
estudos um teor de hemicelulose de 5,4% na casca de banana madura.

A partir destes resultados, fica evidente a necessidade de realizar um pré-tratamento
desta matéria-prima (farelo), com o intuito de remover as fracdes de hemicelulose e lignina

para posterior ataque enzimdtico a celulose nativa e ento, isolamento das nanoparticulas.

2. 3. 1. 4 Andlise dos grupos funcionais do farelo por Espectroscopia de Absorcdo na

regido do infravermelho (FTIR).

O espectro de FTIR obtido para o farelo da casca de banana mostra qualitativamente
bandas tipicas dos grupos funcionais presentes em materiais lignoceluldsicos e ¢é
apresentado na Figura 2.5. Observa-se um pico arredondado e de base larga na regido de
3311 cm™, que conforme descrito por Zhao & Liu (2010), corresponde a deformagio axial
dos grupos hidroxilas associados quimicamente (-OH). Yang et al. (2007), analisaram
isoladamente a celulose, hemicelulose e lignina, e de acordo com esses autores a maior
absorcao de grupos —OH foi obtida para a celulose. A pequena banda observada na regido
de 2925 cm™ ¢ origindria de vibracdes do estiramento das ligagdes C-H em grupos metila

ou metileno, presente na celulose e hemicelulose (SUN et al., 2011). De acordo com
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Siqueira et al (2010b), os picos observados nestas regides citadas (3300-3500 cm™ e 2900
cm™), sdo bandas bem conhecidas e especificas da celulose.

Os picos observados no espectro do farelo entre 1741 cm” e 1628 cm™ resultam de
vibrag¢des dos grupos acetil e éster urdnico de hemiceluloses ou deformagdo axial de grupos
carboxilicos da lignina (ALEMDAR e SAIN, 2008; ZULUAGA et al., 2009). De acordo
com Siqueira et al (2010b), bandas préximas a 1730 cm™ sdo atribuidas & deformacio de
grupos C=0 de grupos da xilana, componente principal da hemicelulose e também, de
grupos quimicos da lignina.

A banda situada em 1308 cm™ pode ser atribuida a flexdo C-H simétrica da celulose
(SUN et al., 2011), ou entdo, aos grupos hidroxila fendlicos da lignina (ZHAO e LIU,
2010). Um pequeno pico observado em 1253 cm™ ¢ associado 4 deformacdo do grupo C-O
aromadtico caracteristico da lignina (XU et al., 2006; SUN et al., 2011). Os picos observados
em 1154 cm™ e 1079 cm™ sdo caracteristicos das vibragdes C-O e C-H da celulose
(ALEMDAR e SAIN, 2008). De acordo com Zuluaga et al (2009), a banda 1043 cm’!
(estiramento de C-O-C) € devido a presenca de xilana associada a hemicelulose. Este
resultado sugere que as xiloglicanas estdo fortemente ligas as microfibrilas de celulose. As
bandas préximas a regido de 866 cm™ indicam uma estrutura tipica de celulose, incluindo a
presenga de ligacoes glicosidicas B-1,4 entre monossacarideos (xilose) (WANG et al., 2007,
ALEMDAR e SAIN, 2008). Em geral, os picos encontrados na regido entre 1500 cm™ e
800 cm™! estdo relacionados com a estrutura da celulose. Porém, o farelo ndo tratado ainda
apresenta um pico na regido proxima a 840 cm™, que € caracteristico dos grupos C-H de

anéis aromdticos presentes na lignina (MARCOVICH et al., 1996).
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Figura 2.5 -Espectro de absor¢do na regido do infravermelho para o farelo da casca de
banana

2. 3. 1. 5 Cristalinidade do farelo por Difracdo de Raios-X (DRX)

O difratograma de raios-X do farelo da casca da banana € apresentado na Figura 2.6.
O indice de cristalinidade (Ic;, %) obtido foi de 15,0 %. O baixo valor de Ic, apresentado
pelo difratograma indica a presenca de uma larga por¢ao amorfa no farelo, representada por
celulose amorfa, hemicelulose e lignina (ALEMDAR e SAIN, 2008). Moléculas de
celulose desordenadas, bem como, hemiceluloses e lignina estdo localizadas entre as
microfibrilas das células vegetais. As hemiceluloses aparentemente estdo orientadas na
mesma direcdo das microfibrilas de celulose, entretanto, sd@o consideras componentes

amorfos (WANG et al., 2007).
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Figura 2.6 -Difratograma de Raio-X para o farelo da casca de banana

As propriedades mecanicas (resisténcia, rigidez, entre outros) dos materiais
lignoceluldsicos sdo dependentes do seu indice de cristalinidade, visto que este indice esta
relacionado com as ligacdes moleculares sucunddrias presentes nas regides cristalinas e
com o nivel de compactagdo nas mesmas (SAO et al., 1994). A andlise da cristalinidade
evidenciou a necessidade da realizagdo de um pré-tratamento no farelo, para reduzir a
presenca de componentes amorfos e aumentar a eficiéncia da hidrolise enzimatica. Segundo
Mussatto et al (2008), a remog¢ao da hemicelulose e da lignina causa extensiva mudanca na
estrutura do farelo, aumentando a drea superficial cristalina e, consequentemente, a
acessibilidade da enzima a fibra de celulose. Entretanto, ndo € necessdrio promover a

remog¢do completa dessas duas fragdes para alcangar alta fracdo cristalina.

2.4 CONCLUSAO

O farelo obtido a partir das cascas de banana verde da variedade “Terra” pode ser
considerado um material promissor para o isolamento de nanofibras de celulose. O teor de

celulose (7,5%) presente no farelo confirmou essa potencialidade. Entretanto, o baixo
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indice de cristalinidade (15%) e a presenca de grupos funcionais caracteristicos de materiais
lignoceluldsicos evidenciaram a necessidade de empregar tratamentos para eliminar os
componentes amorfos do farelo como hemicelulose (16,0 a 14,2%) e lignina (9,6 a 7,9%), a
fim de se obter um material mais cristalino. Mesmo presente em quantidades menores em
relacdo a fracdo celuldsica, a lignina confere limitacdo suficiente, retardando ou mesmo
impedindo a atuacdo do agente hidrolitico sobre o material. O uso do farelo da casca da
banana pode levar a elaboracdo de produtos competitivos no mercado, contribuindo com a

reducdo de subprodutos (casca) rejeitados na natureza, agregando valor a0 mesmo.
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Capitulo 3 Determinacdo da metodologia para producao de
nanofibras de celulose por hidrdlise enzimética

Nanofibras de celulose (NFCs) foram isoladas a partir do farelo da casca de banana
usando diferentes combinagdes de tratamento quimico, hidrélise enzimética e tratamento
mecanico. Foram desenvolvidos quatro métodos (1, 2, 3 e 4), os quais se diferenciavam
entre si pelo agente quimico utilizado na etapa de deslignificacdo (NaClO, 1% ou KOH
5%), bem como o nimero de vezes que se repetiu a etapa. Em todos os métodos realizou-se
hidrélise enzimatica com xilanase e celulase, seguido de tratamento mecanico, por meio de
um homogeneizador a alta pressdo. Aparentemente, na sequencia em que o farelo foi
passando pelas etapas de tratamento, as suspensdes coloidais obtidas nos métodos (2, 3 € 4)
exibiram mudanca na coloracdo, de marrom escura para branca. Tal fato indica que os
compostos amorfos presentes na fibra vegetal foram removidos. Porém, através da
microscopia eletronica de transmissao (MET) foi possivel observar que apenas o método 4
(tratamento alcalino + hidrélise com enzima xilanase + hidrélise com enzima celulase +
tratamento mecanico) foi eficiente para isolar fibras de celulose em escala nanométrica. As
NFCs obtidas a partir deste método foram entdo avaliadas quanto a morfologia, tamanho
(comprimento e diametro) e carga superficial (potencial zeta). As NFCs apresentaram um
didmetro médio de 14,9 nm, comprimento das fibras em torno de 5257 nm e uma relagado de
aspecto de 352,82. O potencial zeta das NFCs foi um valor alto e negativo (-38,6 + 0,7),
indicando que a suspensdo coloidal obtida € estivel. As microparticulas obtidas pelos
demais métodos (1, 2 e 3) foram avaliadas estruturalmente por microscopia éptica e,
apresentaram diametro entre 1,4 e 4,6 um. No geral, fica evidente que o farelo precisa ser
pré-tratado com agente alcalino para posterior tratamento com enzimas a fim de isolar

fibras de celulose a partir da casca de banana na escala nanométrica.

3.1 INTRODUCAO

Na produg¢dao de nanofibras de celulose, diferentes metodologias tém sido

desenvolvidas desde a década de 80 e, geralmente, consiste em trés etapas (ROSA et al.,
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2010). A etapa de pré-tratamento € de fundamental importancia, visto que o isolamento da
celulose requer, primeiramente, a remocdo de componentes amorfos, tais como a
hemicelulose e lignina. A etapa da hidrélise consiste na quebra da estrutura das fibras em
cristais e, uma etapa adicional, tratamento mecanico, € utilizada para a separagdo das
nanoparticulas da parede celular vegetal, pelo uso de forcas de cisalhamento (HUBBE et
al., 2008).

Estes trés tratamentos estdo orientadas em produzir uma suspensdo coloidal de
nanofibras em dgua. Detalhes dos tratamentos, assim como as ordens das etapas (2) e (3)
dependem da fonte da celulose (vegetal, animal ou bioldgica) (ANDRADE-MAHECHA,
2012). As diferentes condi¢des de processo, seja na preparacdo das fibras ou na hidrdlise
para isolamento das nanofibras, podem afetar suas caracteristicas morfoldgicas e
consequentemente, seu desempenho como material de reforco (SILVA e D'ALMEIDA,
2009).

Neste contexto, objetivou-se produzir nanofibras de celulose a partir do farelo casca
de banana. Com base na literatura, foram testados quatro métodos diferentes envolvendo
tratamentos quimico, enzimatico e mecanico (PAAKKO et al., 2007; ZULUAGA et al.,
2009; HASSAN et al., 2010).

3.2 MATERIAL E METODOS
3. 2.1 Producao de nanofibras

No estudo de produgdo das nanofibras de celulose foram propostos quatro diferentes
tratamentos. A sequéncia de etapas que compdem os processos desenvolvidos para a

obtenc@o de nanofibras de celulose a partir do farelo se encontra esquematizada na Figura

3.1 e é descrita a seguir.
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Farelo da casca de
banana verde

i
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Figura 3.1 - Esquema de cada tratamento avaliado para producao de nanofibras de
celulose: método 1, método 2, método 3 e método 4.

A metodologia 1 fundamentou-se em utilizar técnicas ambientalmente amigdveis, ou

seja, sem utilizagdo de reagente quimico. A partir de 5 g de matéria-prima (farelo),

primeiramente, realizou-se uma hidrdlise com enzima xilanase (30 Ux/g), sendo Ux

definido como 1 pumol de xilose liberada por minuto por mL de enzima. A suspensdo foi

mantida em pH 5,3 (tampao acetato), na temperatura de 50 °C por 24 h. A polpa timida foi
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separada por centrifugacao (15 min/10.000 rpm/5 °C) e este mesmo mecanismo foi
empregado para lavd-la sucessivamente com &dgua deionizada. Apds, realizou-se uma
hidrélise com enzima celulase (30 U/g /50 °C / pH 5,3) no periodo de 2 h, sendo U definido
como 1 pmol de glicose liberada por minuto por mL de enzima. Para inativa¢do da enzima,
a amostra permaneceu na temperatura de 80 °C por 30 min e novamente realizaram-se
etapas de lavagem e centrifugacio. Por fim, fez-se um tratamento mecénico utilizando um
homogeneizador a alta pressdo, a fim de individualizar as nanofibras de celulose, com base
no método adaptado por Santana et al. (2011). A suspensdo foi submetida a 5 passagens em
um homogeneizador PANDA 2K NS1001L2K (Niro Soavi S.p.A., Parma, Italy), de alta
pressdo e dois estdgios. As pressdes no primeiro e segundo estidgio foram de 500 bar e 50
bar, respectivamente. Durante este tratamento, a suspensdao passa por um estreito orificio
sob pressao elevada, sendo que o fluido acelera rapidamente alcangcando uma velocidade de
300 m/s nos microcanais. A particula é quebrada devido a energia fornecida pelo processo,
a qual é resultado do cisalhamento, impacto e cavitagao.

Para o método 2, além dos tratamentos realizados para a amostra 1, foi feito um
tratamento quimico. Entre as etapas de hidrélise enzimatica foi adicionada uma etapa de
branqueamento, com o intuito de remover os componentes amorfos da parede celular
vegetal. O material resultante da primeira hidroélise, com enzima xilanase, foi diluido em
agua deionizada e o pH foi ajustado em 5,0 com solucdo de acido acético a 10%. Em
seguida, foi usado clorito de sédio 1% (NaClO;), na temperatura de 70 °C por 1 h.
Tradicionalmente o clorito de sddio € usado para deslignificar madeira como um passo
inicial de isolamento de celulose pura e, também € usado na inddstria como agente
branqueador de polpas celuldsicas (SUN, 2004a). Realizou-se a segunda hidrdlise com
enzima celulase e entdo a suspensao foi submetida a tratamento mecanico (homogeneizagao
a alta pressao).

O terceiro método estudado foi formado por dois tratamentos quimicos, dois
enzimaticos € um mecanico. O farelo foi diluido em dgua deionizada e pH ajustado em 5,0
com solugdo de acido acético a 10%. O primeiro branqueamento da amostra foi realizado
com clorito de sédio 1% (NaClO,/ 1 h/ 70°C). Apés, realizou-se a primeira hidrélise com
enzima xilanase (30 U/g / 50 °C / pH 5,3). O segundo branqueamento foi realizado nas

mesmas condi¢des anteriores (NaClO,), bem como, a seguinte hidrolise com enzima
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celulase (30 U/g / 50 °C / pH 5,3). Por fim, a amostra foi submetida ao tratamento
mecanico (homogeneizagdo a alta pressao).

Para o método 4, o farelo foi submetido a um tratamento alcalino com solugao de
KOH 5% (1:20). Na sequéncia, a polpa umida foi submetida a hidrélise com enzima
xilanase e apds, com enzima celulase, ambas sob as mesmas condi¢des (30 U/g / 50 °C / pH
5,3). Por fim, a amostra passou pelo processo de individualizacdo das fibras por
homogeneizagdo a alta pressdo.

Entre os estigios que compdem as diferentes etapas de hidrélise enzimatica,
tratamento quimico e tratamento mecanico, foram realizadas lavagens sucessivas com agua
deionizada em ciclos de centrifugacdo (15 min / 10.000 rpm / 5 °C) a fim de neutralizar o

pH das amostras. Ao final de todos os processos obteve-se uma suspensdo coloidal.

3. 2. 2 Caracterizacao das suspensoes

As suspensdes coloidais obtidas através dos quatro tratamentos realizados foram
caracterizadas quanto as suas caracteristicas morfoldgicas, distribuicio de tamanho

(comprimento), didmetro e carga superficial (potencial zeta).

3. 2. 2. 1 Nano e microestrutura

Para visualizar a estrutura das particulas obtidas apos os diferentes métodos
empregados, realizaram-se técnicas de microscopia Optica e microscopia eletronica de
transmissao (MET). Empregaram-se duas técnicas para determinacdo da forma e do
didmetro das particulas, pelo fato de ndo ter conhecimento prévio sobre o tamanho das

mesmas obtidas ao final de cada método.

3.2.2. 1. 1 Microscopia eletronica de transmissdao (MET)

A técnica MET foi realizada conforme descrito por Pelissari et al. (2014). Cada
suspensdo foi colocada em ultrassom por 5 minutos e, a seguir, uma gota da suspensao foi

depositada em uma micrograde de carbono e parlodio (300 mesh) e seca a 60°C, por 20
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minutos. As imagens foram obtidas em um microscopio de transmissdo ZEISS CEM 902,
empregando uma tensdo de aceleracdo de 80 kV. Os didmetros das nanofibras foram
determinados por um processo de andlise das imagens obtidas por MET, usando o software

Imagel.
3.2.2. 1. 2 Microscopia 6ptica

A microscopia Optica foi realizada para visualizar a microestrutura das amostras, a
fim de se obter informacdes sobre forma e didmetro das microfibras obtidas. Cada
suspensdo foi depositada em laminas de vidro para microscopia. A visualizacdo da
microestrutura foi realizada em um microscépio 6ptico ZEISS (modelo: SCOPE Al) com
um aumento de 40.000 x.
3. 2. 2. 2 Potencial zeta e determinacdo do comprimento das nanofibras

A carga superficial e o comprimento das nanofibras, em suspensdo aquosa, foram
analisados por um Zetasizer (Malvern Instruments, Ltda., U.K) em temperatura ambiente
(25 °C). Foram obtidas seis medidas do comprimento e seis medidas do potencial zeta, e os
resultados foram apresentados como valores médios (PELISSARI et al., 2014).
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3. 3. 1 Caracterizaciao das suspensoes

3. 3. 1. 1 Aparéncia das suspensoes coloidais

A Tabela 3.1 apresenta os resultados obtidos para cada metodologia realizada neste

estudo.
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Tabela 3.1 -

Avaliagao da aparéncia das suspensdes coloidais

Diametro das

Método Precipitado final Observacoes . Resultado
particulas
- Produgdo de microparticulas de celulose
Coloragao marrom . 5 5 .
1 Presenca de lignina Entre: 1,4 ¢ 4,6 um N3o ocorre atuagao das enzimas

escuro

2e3 Caloragdo branca

4 Coloragio branca

Remocao parcial da lignina apds etapa de
branqueamento (NaClo,)

Tratamento alcalino (KOH): Remocdo da
lignina
Tratamento com xilanase: Remoc¢ao de
fracdes hemiceluldsicas
Tratamento com celulase: Quebra das
ligagdes B-1,4 que unem as cadeias de
celulose

Tratamento mecanico: Isolamento das NFCs

Entre: 1,4 ¢ 4,6 um

Entre: 5,1 ¢ 71,9 nm

Necessidade de um pré-tratamento quimico

Produg@o de microparticulas de celulose
Atuacdo prejudicada das enzimas

Método eficiente na produgdo de nanofibras de
celulose

Na Figura 3.2 € apresentada a sequéncia das etapas do método 1 (N1) utilizada para

a producdo de nanofibras de celulose. A cor dos produtos permite verificar que ha uma

necessidade de se realizar um pré-tratamento quimico antes da hidrélise enzimadtica, visto

que as enzimas nao conseguem acessar as cadeias de celulose, devido a barreira formada ao

seu redor pelos componentes amorfos. O agente hidrolitico quimico (4cido ou alcalino) tem

como objetivo remover a lignina da lamela média (regido entre as fibras, rica em lignina), a

qual € responsavel pela coloragdo marrom escura, observada no produto obtido (SILVA,

2009).
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Hidrolise enzimatica Hidrolise enzimética -
(Xilanase) ﬁ (Celulase) :> Precipitado

Figura 3.2 -Etapas de processo para obtencdo de NFCs pelo método 1

Na metodologia 2 (N2), foi empregada uma etapa de branqueamento com clorito de
s6dio (NaClO,) entre os processos de hidrdlise enzimética. O clorito de s6dio em meio
acido permite a extracdo da lignina e taninos, responsdveis pela cor marrom escura do
farelo (DUFRESNE et al., 2000). A partir da Figura 3.3, novamente, nota-se que, no
primeiro tratamento enzimético, a xilanase apresenta dificuldade de hidrdlise das fragdes de
hemicelulose, devido a estrutura robusta da fibra. Observa-se que a cor marrom do material,
ap6s o branqueamento, foi mudando para um tom muito mais claro e amarelado. Tal fato
pode ser explicado devido a lignina ser formada por unidades de hidroxifenilpropano e este
componente possuir cardter fendlico, ou seja, a etapa de branqueamento destina-se a
oxidagcdo dos grupos cromoéforos (grupos funcionais que conferem cor as substancias),
principalmente da lignina residual, e/ou a degradacdo e dissolucdo das unidades
moleculares que os contém (VIIKARI et al., 1994). O tratamento com solu¢do de clorito de
s6dio remove a maior parte da lignina, entretanto, muitas vezes, € necessiario outro
tratamento para branquear completamente a suspensdao (DUFRESNE et al., 1997).

Segundo Dufresne et al. (1997), na etapa de branqueamento (NaClO,) diferentes
células da parede celular sdo individualizadas, mas as microfibrilas ainda estdo associadas
dentro da parede da célula. Neste contexto, realizou-se uma hidrélise enzimatica com
celulase e, observou-se que apds o tratamento, a coloracdo foi perdendo o tom amarelo

mudando para uma coloragdo branca. Com estas informagdes, pode-se afirmar que, além de
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ocorrer remo¢ao de residuos lignocelulésicos, também foi possivel individualizar as

microfibrilas da parede celular.

Hidrolise i N Hidrolise

enzimatica | Branqueamenio S enzimatica —>  Precipitad
: 0 recipitado

(Xilanase) L, By (Celulase) .

Figura 3.3 - Etapas de processo para obtencao de NFCs pelo método 2

O mesmo pode ser observado pelo método 3 (N3), na Figura 3.4, o qual consistiu de
duas etapas deste mesmo branqueamento com NaClO,. Nota-se que ndo houve mudancgas
aprecidveis na coloracdo com o acréscimo de mais uma etapa de branqueamento, nio
precisando esse tratamento ser repetido, visto que ndo hé necessidade da remocdo total de
lignina e hemicelulose e sim, da quebra das ligacdes covalentes fortes. De acordo com Sun
(2004a), em meio aquoso estas reagdes com materiais lignoceluldsicos, resultam em uma
substituicdo aromadtica, em alguns casos, acompanhada pelo deslocamento das cadeias
laterais e de reacdes de oxidacdo que conduz a estruturas quinondide (nucleo benzénico
com duas liga¢des duplas). Entretanto, atualmente estdo sendo desenvolvidas técnicas de
branqueamento totalmente livre de clorito e, desta forma, deseja-se desenvolver técnicas

ambientalmente amigdveis e que substituam reagentes com base em clorito.
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Hidrolise Hidrolise
enzimatica | enzimatica
(Xilanase) (Celulase)

Branqueamento ey

(NaClO, 1%) Precipitado

Figura 3.4 -Etapas de processo para obtencdo de NFCs pelo método 3

O isolamento das NFCs depende do grau de ligacdes entre as microfibrilas que
formam a fibra. O método 4 (N4) foi realizado empregando um tratamento alcalino com
hidréxido de potéssio 5% (KOH). Este tratamento foi realizado com o intuito de remover as
fragdes de lignina da fibra vegetal. A polpa foi nitidamente branqueada e, tal fato fica
evidente ao observarmos a Figura 3.5 que mostra a coloracao final do precipitado apds ser
submetido a dez etapas de lavagens com &4gua deionizada. Muitas pastas celuldsicas
parecem mais escuras quando em suspensdo com solugdo alcalina, o que se atribui
principalmente a ionizagc@o de grupos fendlicos ou endlicos (cromdgenos) associados aos
cromoéforos. Os mais importantes grupos cromégenos entre os radicais das moléculas da
lignina sdo as carbonilas conjugadas, as duplas ligacdes e a combinacdo destes
(ANDRADE-MAHECHA, 2012). O tratamento alcalino provocou um inchamento das
particulas, causando altera¢des fisicas na estrutura da parede celular da fibra (VIIKARI et
al., 1994). Porém, esse tratamento foi realizado em baixa concentracdo (KOH 5%) e por
isso teve um efeito limitado sobre o inchago das microfibrilas e, ndo sendo suficiente para a
total remocdo de hemiceluloses. Além disso, a xilana (componente principal da
hemicelulose), provavelmente ndo estd somente ligada na superficie das microfibrilas da
parede celular, mas também se encontra aprisionada dentro das mesmas. Durante este pré-
tratamento também sdo hidrolisados constituintes como amido, pectinas e fragdes

hemicelulésicas (VIIKARI et al., 1994). O controle do pré-tratamento € essencial para a
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producido de NFCs, pois concentracdes muito altas de dlcali podem diluir celulose de cadeia

curta (alfa e gama) e, consequentemente, a a-celulose (HASSAN et al., 2011).

Tratamento

alcalino
(KOH 5 %)

Figura 3.5 - Suspensao final apds tratamento alcalino e dez lavagens com dgua deionizada
(método 4)

O método 4 mostrou-se eficiente, além disso, segundo Ogeda & Petri (2010) é
vantajoso ter uma formac¢do minima de inibidores de reacdo e necessitar de pouca energia
para o processo. Durante o tratamento alcalino a lignina foi clivada e solubilizada em um

licor, conforme apresentado na Figura 3.6.
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Figura 3.6 - Licor obtido apds o tratamento alcalino do farelo e apds as lavagens com
dgua deionizada (esquerda para direita)

A hidrdlise enzimatica com xilanase foi realizada para remover as fracOes de
hemicelulose, pois segundo Zuluaga et al (2009), agicares ndo-celulésicos como xilose e
manose, principais constituintes da hemicelulose, sdo resistentes a hidrélise com 4lcali
devido a associa¢do muito forte entre o xiloglicano e a celulose. Além disso, o xiloglucano
provavelmente ndo sé se liga a superficie das microfibrilas de celulose, mas também pode
ser encontrado no interior delas. Xilanas, xiloglicanas, e glicomananas sdo todas capazes de
se ligar as fibrilas de celulose de maneira idéntica 4 da ligacdo de intercadeias da propria
celulose (HABIBI et al., 2010). Segundo Hassan et al. (2010), o tratamento de fibras
vegetais com a enzima xilanase resulta na remoc¢ao parcial de hemiceluloses, isto porque
age especificamente removendo fracdes de xilana, e trabalhando principalmente na
solubilizacdo de oligossacarideos.

Finalmente apds a hidrélise enzimdtica com celulase, a coloragcdo foi perdendo o
tom amarelo mudando para uma coloracio branca (Figura 3.7). O tratamento quimico e a
hidrélise com xilanase facilitaram a penetracdo da enzima celulase as fibras de celulose, a
qual é responsdvel pela quebra das ligagdes B-1,4, que unem as cadeias de glicose. Estes
tratamentos concomitantes com o tratamento mecanico proporcionaram o isolamento de

nanofibras de celulose.
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Branqueamento = eiliiﬁlsfa
0,
(KOH 5%) (Xilanase)

Hidrolise

enzimatica
(Celulase)

b

Precipitado

Figura 3.7 -Etapas de processo para obtencdo de NFCs pelo método 4

3. 3. 1. 2 Nano e microestrutura

3.3.1.2. 1 Microscopia eletronica de transmissao (MET) e comprimento das fibras

(Zetasizer)

A técnica de microscopia eletronica de transmissdo (MET) permitiu verificar se os

processos realizados foram eficazes para a produc¢do de nanofibras de celulose. A Figura

3.8 apresenta as imagens obtidas das suspensdes coloidais diluidas em dgua deionizada. A

partir desta, notou-se que somente o tratamento alcalino (N4), permitiu a obtencdo de fibras

de celulose em tamanho nanométrico. As NFCs obtidas por hidrdlise enzimdtica

apresentaram didmetros variando entre 5,1 a 71,9 nm e didmetro médio de 14,9 nm. Assim

pode-se confirmar a eficiéncia do processo 4, visto que o diametro do farelo bruto, obtido

no capitulo 2, foi de 22,4 um. Os resultados obtidos sdo similares ao encontrado por

diferentes autores, conforme apresentado na Tabela 3.2.
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Figura 3.8 - Microscopia eletronica de transmissdo (TEM) das suspensdes
coloidais obtidas dos diferentes tratamentos: N1 (método 1), N2 (método 2), N3
(método 3) e N4 (método 4).
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Tabela 3.2 - Diametros das nanofibras produzidas por diferentes autores

Autor Substrato + tratamento Diametro (nm)

Bagaco de cana-de-agucar
Hassan et al. (2010) branqueado + hidrélise 9-25
enzimatica (xilanase)

Bagaco de cana-de-agucar
Hassan et al. (2010) branqueado + hidrolise 9-39
enzimatica (celulase)

Madeira macia branqueada +
Paako et al. (2007) hidrélise enzimatica 5-6
(endoglucanase)

Fibra de algodao + hidrdlise

Satyamurthy et al. (2011) com HCI + hidrdlise 30-50
enzimatica (celulase)

As imagens de MET sugerem que os compostos amorfos foram removidos apds os
tratamentos realizados na amostra N4 (alcalino, enzimatico e mecanico), e também revelam
que as NFCs possuem uma estrutura de rede, exibindo longos filamentos celuldsicos
emaranhados. A homogeneizacdo a alta pressdo melhorou a eficiéncia de isolamento de
NFCs e assegurou um nivel aceitdvel de dispersdo da suspensdo coloidal. De acordo com
Pakko et al. (2007), a hidrdlise enzimética usada em combinac¢do com tratamento mecanico
promove a delaminacdo da parede da fibra vegetal, facilitando a desintegracao das fibras de
celulose em tamanho nanométrico.

A Figura 3.9 ilustra a distribuicdo do comprimento das nanoparticulas de fibras de
celulose obtidas pelo método 4. A amostra apresentou uma distribuicdo modal e pode-se
notar que o comprimento € predominante na faixa entre 5000 e 9000 nm, sendo o
comprimento médio das nanofibras de 5750 nm. O valor encontrado na relacido de aspecto
(352,82) situa-se no intervalo ideal para utilizacdo como agente de refor¢co em compdsitos.
De acordo com Hongming et al. (2003), para um refor¢o significativo em compdsitos, as
nanofibras devem estar idealmente orientadas e, para isso, as NFCs devem apresentar razao

de aspecto maior que 100.
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Figura 3.9 - Distribui¢do do tamanho (comprimento) das nanofibras de celulose
obtidas pelo método 4

Através da Figura 3.8, observa-se que a amostra N1 (apenas hidrdlise enzimatica)
aparenta ter algumas nanofibras, porém em pouquissima quantidade. Além disso, muitas
particulas escuras foram encontradas para esta amostra, bem como para a amostra N2 e N3.
Isto pode ser um indicio de que os tratamentos realizados (N1, N2 e N3) ndo foram eficazes
na remocao das fragdes lignoceluldsicas da fibra vegetal e, desta forma, a enzima celulase
nao foi capaz de atuar nas cadeias de celulose, ndo ocorrendo o isolamento de particulas de
celulose em tamanho nanométrico. Também podem corresponder a tracos de minerais
remanescentes da etapa de deslignificacdo. Diante disso, essas referidas amostras foram
analisadas por microscopia Optica para visualizar a microestrutura das fibras obtidas por
tais processos. A Figura 3.10 apresenta as imagens das microestruturas das fibras vegetais
tratadas pelos métodos 1, 2 e 3. A partir das imagens obtidas, nota-se que estes métodos
nido foram eficazes na producdo de nanofibras de celulose, mas sim para producdo de
microparticulas. As particulas de formato redondo e escuras evidenciam que os pré-
tratamentos realizados ndo foram suficientes para remover a lignina, prejudicando a acdo da
enzima xilanase e, consequentemente, da enzima celulase. Foram realizadas medidas do
diametro das fibras através das imagens e, constatou-se valores entre 1,4 e 4,6 um.
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Figura 3.10 -Imagens da microscopia 6ptica das microfibras de celulose obtidas pelos
diferentes tratamentos: N1 (método 1), N2 (método 2), N3 (método 3).

3. 3. 1. 3 Potencial zeta

O potencial zeta (PZ) é uma medida das interacdes elétricas entre as particulas, ou
seja, pode ser referido como a estabilidade de uma suspensdo coloidal. Na produgdo de
nanofibras de celulose busca-se maximizar as forgas repulsivas entre elas, a fim de evitar
agregados que comprometem sua capacidade como agente de reforco em matrizes
poliméricas (REFEGA, 2010). De acordo com Tholstrup Sejersen et al. (2007), para
particulas pequenas (nm) é necessdrio que o valor de PZ seja alto, pois este ird conferir
estabilidade, ou seja, a suspensdo coloidal resistird a agregacdo e aumentard o grau de

dispersao em compdsitos.
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A suspensdo de nanofibras de celulose (N4), apresentou um valor de potencial zeta
alto e negativo (-38,6 = 0,7). As fibras de celulose, geralmente, possuem carga negativa
quando em suspensdo aquosa devido a presenca e a ionizacdo de grupos 4cidos
caracteristicos das hemiceluloses e da lignina, tais como carboxilicos, 4cido sulfonico,
fendlicos e grupos hidroxila (CHEN et al., 2004). No entanto, a carga das fibras também
depende da sua origem, do tipo de branqueamento da polpa e do tratamento mecanico. No
processo de branqueamento pelo método alcalino, a carga superficial das fibras
normalmente diminui devido a dissolu¢do e remocdo de polissacarideos acidos,
particularmente xilanas (da hemicelulose) e lignina degradada. O agente alcalino reage com
a lignina residual de diferentes formas, influenciando no ndmero de grupos dacidos
carregados negativamente (BHARDWAJ et al., 2004).

O tratamento mecanico, ultima etapa do processo, pode influenciar na estabilidade
da suspensdo coloidal. De acordo com Andrade-Mahecha (2012), o tratamento mecanico
(homogeneizacdo a alta pressdo) maximiza as forcas repulsivas entre as nanofibras e, em

consequéncia, a suspensao aquosa de nanofibras torna-se um sistema mais estavel.

3.4 CONCLUSAO

As metodologias realizadas no presente capitulo foram avaliadas quanto sua
eficiéncia na producdo de nanofibras de celulose a partir de farelo da casca de banana. O
pré-tratamento do substrato € uma das etapas mais importantes para iniciar 0 processo, visto
que consiste na remocao das fragdes lignocelulésicas da estrutura fibrilar. Desta forma, a
escolha do agente quimico para realizar o branqueamento (deslignificacdo) torna-se
essencial, pois a eficiéncia da hidrdlise vai depender de quio isolada estdo as cadeias de
celulose.

As imagens de MET confirmaram a presenca de particulas nanométricas na
suspensdo coloidal obtida apds tratamento alcalino (KOH 5%), hidrélise enzimatica com
xilanase e celulase e tratamento mecanico, sendo que este Ultimo promoveu a desintegracao
das fibras. Para as amostras sem tratamento quimico do farelo e com tratamento com clorito
de soédio (NaClO,) foi possivel observar a presenga de microparticulas de celulose, ou seja,

as enzimas encontraram dificuldade no acesso as fibras de celulose.
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Dentre as metodologias testadas, o método 4 mostrou-se mais eficiente na producao
de nanofibras de celulose, quais foram isoladas com sucesso a partir da casca de banana
Isto estimula o uso da casca de banana verde, residuo agroindustrial e renovdvel, que pode

ser considerado uma fonte de celulose promissora para producdo de nanoparticulas.
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Capitulo 4 Estudo das condi¢oes de hidrolise enzimatica com
xilanase

O farelo previamente tratado com agente alcalino (FTA) foi submetido a hidrélise
com enzima xilanase. Diante da necessidade de se obter as melhores condi¢des de processo,
os experimentos foram realizados empregando-se um planejamento fatorial fracionado 2*' com
trés pontos centrais. Os fatores de estudo foram: temperatura, pH, concentracdo de enzima e
concentracdo de substrato. As nanofibras de celulose foram caracterizadas quanto ao didmetro,
distribuicdo do comprimento, potencial zeta, andlise de grupos funcionais por FTIR,
cristalinidade por difracdo de raios-X (DRX) e caracteristica morfolégica por microscopia
eletronica de transmissdo (MET). As imagens MET confirmaram que o tratamento com a
enzima xilanase foi eficaz no isolamento de fibras de celulose em escala nanométrica. As NFCs
apresentaram didmetro médio de 8,8 nm e comprimento variando entre 615,0 e 3633,3 nm. Em
dgua neutra, as suspensdes de nanofibras apresentaram potencial zeta alto e negativo, na faixa
de -22,8 e -29,5, o que minimiza as interacdes que levam a formacdo de agregados de
nanofibras, colaborando para a formagao de uma suspensdo coloidal mais estivel. A andlise
estatistica (ANOVA) mostrou que apenas temperatura foi significativa sobre o potencial zeta,
enquanto que para o comprimento nenhuma condi¢io foi significativa nos niveis de estudo,
considerando um nivel de significincia de 5 %. O FTIR e o DRX confirmaram que houve
remocao parcial da lignina na etapa de branqueamento e que a hidrdlise enzimadtica, além de
isolar as NFCs, removeu fracdes de hemicelulose. As nanofibras de celulose isoladas da casca
de banana foram obtidas com sucesso por hidrélise enzimética com xilanase, demonstrando que
€ desnecessdria a realizagdo de mais uma etapa para o processo, como o uso de enzima celulase

e tratamento mecanico.

4.1 INTRODUCAO

O isolamento das nanofibras de celulose envolve uma série de processos, podendo
ser extraidas por diferentes formas, todas as quais conduzem a distintos tipos de materiais
fibrilar, dependendo da matéria-prima (celulose), pré-tratamento e desintegracdo (CHEN,

2011). Novas técnicas de processamento estdo sendo desenvolvidas e, a hidrélise
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enzimatica apesar se ser recentemente estudada, tem apresentado potencial aplicacdo. Além
de ser ambientalmente amigdvel, suas condi¢cdes brandas de processo a tornam
atrativamente econdomica (PAAKKO et al., 2007). Neste processo de hidrélise as enzimas
xilanases sdo comumente usadas. A acao inicial destas é na hidrdlise catalitica das fracdes
hemiceluldsicas presente na fibra vegetal. Apds, atacam as liga¢des glicosidicas B-1,4
localizadas entre as unidades de glicose que formam a celulose, causando uma clivagem
hidrolitica das mesmas.

A eficiéncia da hidrélise enzimatica depende de varios fatores, tais como o tempo de
hidrélise (h), concentracdo de substrato (%), concentracdo de enzima (U/g), pH e
temperatura. Diante disto, € essencial o estudo das melhores condi¢cdes de atuagdo
enzimatica (MEYABADI e DADASHIAN, 2012).

A fim de investigar o potencial uso do método enzimdatico para produgdo de
nanofibras de celulose, para posterior uso como agente de reforco, foi realizado um estudo
sobre a influéncia de parametros como pH, temperatura, concentracdo de enzima e
concentracdo de substrato. Neste contexto, buscou-se produzir nanofibras de celulose
(NFCs) por hidrdlise enzimdtica com xilanase através de um planejamento fatorial
fracionado 2*' com trés pontos centrais, a partir da casca de banana da variedade “Terra”

(Musa paradisiaca).

4.2 MATERIAL E METODOS

4. 2. 1 Producao de nanofibras

O farelo foi submetido a um pré-tratamento, para remocao das fracdes amorfas
(hemicelulose e lignina). Foi tratado com solugdo alcalina de KOH 5 % na proporcao de
1:20 (farelo:solugdo), sob agitacdo vigorosa por 14 h, em temperatura ambiente. Apds, o
substrato foi submetido a lavagens sucessivas com dgua deionizada e centrifugado (10.000
rpm, 5 °C, 15 min).

A hidrdlise enzimdtica foi realizada conforme o método adaptado por Péadkko et al.
(2007). Este tratamento foi conduzido utilizando a enzima xilanase, a qual tem capacidade

de remover fracdes hemiceluldsicas presentes na fibra vegetal. Os experimentos foram
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realizados empregando-se um planejamento fatorial fracionado 2*' com trés pontos
centrais, conforme matriz de experimentos mostrada na Tabela 4.1. Os fatores avaliados
foram: temperatura, pH, concentracao de enzima [E] e concentracdo de substrato [S]. As
variaveis de resposta do planejamento experimental foram escolhidas com base na literatura
que evidencia estes como os parametros mais importantes para a eficiéncia da hidrdlise
enzimatica (MEYABADI e DADASHIAN, 2012).

Os niveis de estudo para cada fator foram estabelecidos de acordo com os resultados

dos ensaios preliminares (método 4, capitulo 3) e, estdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Matriz de experimentos do Planejamento Fatorial Fracionado 2*! resolugdo
IV, com trés pontos centrais

Experimento (X)) X)) X3 Xy
N1 -1 (35) -1 (4,0) -1 (30) -1 (15)
N2 +1 (55) -1 (4,0) -1 (30) +1 (35)
N3 -1 (35) +1(6,0) -1 (30) +1 (35)
N4 +1 (55) +1 (6,0 -1 (30) -1 (15)
N5 -1 (35) -1 (4,0) +1 (70) +1 (35)
N6 +1 (55) -1 (4,0 +1 (70) -1 (15)
N7 -1 (35) +1(6,0) +1 (70) -1 (15)
N8 +1 (55) +1(6,0) +1 (70) +1 (35)
N9 0 (45) 0(5,0) 0 (50) 0 (25)
N10 0 (45) 0(5,0) 0 (50) 0 (25)
N11 0 (45) 0(5,0) 0 (50) 0 (25)

*X1: Temperatura (°C); **X2: pH; ***X3: [E] (U/g), sendo U definido como quantidade

de xilose liberada por minuto por mL de enzima; **** X4: [S] (%)

A hidrdlise foi conduzida em erlenmeyers de 250 mL contendo o substrato
(concentragdo do experimento), adicionado de 50 mL de tampao acetato 0,1 M (pH do
experimento). Os erlenmeyers contendo as solugdes foram levados ao shaker

termostatizado (temperatura do experimento) por 10 min, para a adaptacdo do meio. Apos,
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adicionou-se a mistura a enzima xilanase (concentragdo do experimento), permanecendo na
temperatura em estudo, sob agitacdo (150 rpm), por 24 h. As suspensdes foram colocadas
em banho termostatizado na temperatura de 80 °C, para ocorrer a desnaturacdo da enzima,
permanecendo nesta condi¢do por 30 min e entdo, foram centrifugadas (10.000 rpm, 5 °C,
15 min) e lavadas sucessivamente com dgua deionizada. Ao final destes processos obteve-

se uma suspensao coloidal de NFCs que foi mantida sob refrigeracdo (4°C) em dgua neutra.

4. 2. 2 Caracterizacao da suspensio obtida apds pré-tratamento e das NFCs

A suspensdo tratada quimicamente com dlcali e as nanofibras de celulose da casca
de banana (M. Paradisiaca) foram caracterizadas quanto ao comprimento, carga superficial
(potencial zeta), indice de cristalinidade e grupos funcionais. Para as andlises de DRX e
FTIR, uma quantidade de suspensdo para cada amostra foi seca em liofilizador (Virtid
Freezemobile 25EL, USA). O material liofilizado foi armazenado em frascos de vidro
hermeticamente fechados. As NFCs também foram analisadas quanto a morfologia e

diametro por imagens obtidas da analise MET.

4. 2. 2. 1 Morfologia e Diametro das nanofibras

A visualizacdo da estrutura e determinacdo do diametro das nanofibras foi realizada
pela técnica MET. Cada suspensdo de nanofibras foi colocada em ultrasom por 5 minutos
para desaglomeracdo das fibras. Apds, 3 pL da suspensdo foi depositada em uma
micrograde de carbono e parlodio (300 mesh), deixando em repouso por 60 s, entdo lavou-
se duas vezes a grade com 3 pL de dgua deionizada. Por fim, 3 pL de acetato de uranila 2%
foi depositado na micrograde para a amostra ndo degradar e para maior contraste na andlise
das imagens. Estas foram obtidas em um microscopio de transmissdo TEM-MSC (marca:
JEOL 2100) com canhao de elétrons de LaB6, empregando uma tensdo de aceleracdo de
200 kV. A morfologia e diametro das nanofibras foram determinados por um processo de
andlise das imagens obtidas por MET, usando o software Image]. As andlises foram
realizada no Laboratério de Microscopia Eletronica (LME) do Laboratério Nacional de

Nanotecnologia (LNNano).
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4. 2. 2. 2 Concentragdo das suspensoes de nanofibras

A concentracdo de nanofibras de celulose de cada experimento foi realizada
submetendo as suspensdes a secagem. Placas de petri foram previamente secas e taradas
(105 C°, 1 h), nas quais se adicionou 2 mL de suspensdao (homogeneizada em agitador
mecanico). As placas foram levadas a estufa na temperatura de 105 °C por 24 h e pesadas.
O cdlculo de concentracao foi realizado pela diferenca entre massa inicial e massa final de

amostra na placa.

4. 2. 2. 3 Andlise dos grupos funcionais por FTIR

A andlise de grupos funcionais presentes na suspensio pré-tratada e das NFCs foi
realizada por FTIR conforme descrito no item 2. 2. 2. 4 do capitulo 2 (VICENTINI et al.,
2005), utilizando um espectrofotometro infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). As amostras foram analisadas comparando os espectros de infravermelho do farelo
nao tratado (FNT) e do farelo com tratamento alcalino (FTA), apresentados na Figura 4.5 e,
das nanofibras de celulose (NFCs) apresentados na Figura 4.6 (N1, N2, N3, N4 e N5) e na
Figura 4.7 (N6, N7, N8, N9, N10, N11). Verificaram-se os grupos funcionais presentes na

composicdo de cada amostra.

4. 2. 2. 4 Indice de cristalinidade

A determinacdo da cristalinidade das amostras foi feita por difracdo de raios-X
(DRX). A metodologia seguida foi proposta por Van Soest et al. (1996) conforme descrito
no item 2. 2. 2. 5 do capitulo 2. O indice de cristalinidade (Icr, %) das NFCs foi calculado
empregando a equacgdo 4.1, seguindo o método proposto por Segal et al (1959). Nesse
método, o Icr foi calculado a partir da razdo de alturas entre a maxima intensidade do pico
cristalino (Iyp9) e a intensidade de difracdo do material ndo cristalino ( Inon-cr), como pode

ser observado na Figura 4.1.
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Intensity

§ 0 15 20 25 30 35 40 45 S50
Angle (28)

Fonte: (TERINTE et al., 2011)

Figura 4.1 - Espectro de difracdo de DRX de uma amostra de celulose I,
ilustrando o método da altura de pico

I, = 20 Ton—er 10 (4.1)

I200

Onde:
Lo = Maximo valor de intensidade do pico cristalino, localizado em 260 entre 22-24°
Lion-or = Valor de intensidade que separa os dois picos de difragdo localizada em 20, 18°.

Representa o material ndo-cristalino.
4. 2. 2. 5 Potencial zeta e determinacdo do comprimento dos filamentos celulosicos

A carga superficial (PZ) e o comprimento das nanofibras, em suspensdo aquosa
neutra, foram analisados por um Zetasizer (Malvern Instruments, Ltda., U.K). Para cada
tipo de nanofibra foram obtidas seis medidas do comprimento e seis medidas do potencial

zeta, as quais foram realizadas a temperatura ambiente (25 °C).
4. 2. 2. 6 Determinagdo de agiicares redutores totais (DNS)

Ao final da hidrélise enzimatica, uma aliquota do sobrenadante separado do material

hidrolisado, foi coletada para andlise de producdo de acucares redutores totais, durante a
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reacdo hidrolitica. Os ensaios foram realizados em triplicata e, o procedimento foi adaptado
do método proposto por Ghose (1987), através do método acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).
A leitura da absorbancia das amostras foi realizada em espectrofotdmetro a 546 nm

(MILLER, 1959).

4.72.2.7 Analise estatistica

Os resultados de diametro, comprimento, relagao de aspecto, potencial zeta e indice
de cristalinidade das NFCs obtidas no planejamento fatorial fracionado 2*' foram
analisados através de Analise de Varidncia (ANOVA), bem como a concentragdo de agucar
redutor formado. Por se tratar de um sistema bioldgico, processo utilizando enzima, e
também por ter sido realizado um planejamento fracionado, hé a possibilidade de existir um
erro maior embutido nos resultados. Assim, a analise estatistica dos resultados foi realizada
com um intervalo de confianca de 90%, ou seja, foi considerado um nivel de significancia

de 10%.

4. 3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4. 3. 1 Caracterizacdo da suspensio obtida apés pré-tratamento e das NFCs

ApOs a realizag@o do pré-tratamento do farelo, foi obtido um rendimento de 13% de

amostra tratada em relacao a quantidade inicial de amostra.
4. 3. 1. 1 Morfologia, tamanho, potencial zeta

A distribuic@o de tamanho (comprimento) dos filamentos celuldsicos obtidos apds o
pré-tratamento do farelo da casca de banana, estd apresentada na Figura 4.2. Observa-se

que a distribuicdo estd mais concentrada na faixa entre 5000 e 7000 nm, apresentando um

comprimento médio de 6588 nm.
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Figura 4.2 - Distribuicao do tamanho dos filamentos celuldsicos apds
tratamento alcalino

A Andlise MET confirmou a presenca de nanofibras de celulose nas 11 suspensdes
obtidas. As Figuras 4.3 e 4.4 apresentam as estruturas das amostras de NFCs obtidas a
partir do planejamento fatorial fracionado 2% As imagens mostram que as estruturas das
nanofibras de celulose (N6, N8 e pontos centrais) sdo muito semelhantes, exibindo
filamentos celuldsicos longos e emaranhados, de maneira a formar uma rede. Para as
demais amostras (N1, N2, N3, N4, N5), nota-se que hd presencas de NFCs, porém em
menor quantidade e mais dispersas entre si, ndo sendo possivel a formagdo de uma rede. As
imagens de todas as amostras sugerem que as fragdes amorfas foram removidas apds o

tratamento quimico (lignina) e hidrélise enzimatica com xilanase (hemicelulose).
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Figura 4.3 - Imagens TEM obtidas para as amostras de NFCs: N1 (T= 35 °C, pH 4,0,
[E] 30 U/g e [S] 15 %), N2 (T=55 °C, pH 4,0, [E] 30 U/g e [S] 35 %), N3 (T=35 °C,
pH 6,0, [E] 30 U/g e [S] 35 %), N4 (T=55 °C, pH 6,0, [E] 30 U/g e [S] 15 %), sendo U
definido como 1 pmol de xilose liberada por minuto por mL de enzima (1000x, escala =
100 nm).
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Figura 4.4 - Imagens TEM obtidas para as amostras de NFCs: N5 (T= 35 °C, pH
4,0, [E] 70 U/g e [S] 35 %), N6 (T= 55 °C, pH 4,0, [E] 70 U/g e [S] 15 %), N7 (T=
35°C,pH 6,0, [E] 70 U/g e [S] 15 %), N8 (T=55 °C, pH 6,0, [E] 70 U/g e [S] 35
%), PC (T=45 °C, pH 5,0, [E] 50 U/g e [S] 25 %), sendo U definido como 1 pmol

de xilose liberada por minuto por mL de enzima (1000x, escala = 100 nm).
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A dimensdo das NFCs foi caracterizada quanto ao didmetro (D), comprimento (L) e
relacio de aspecto (L/D). A Tabela 4.2 apresenta os tamanhos, potencial zeta e
concentracdo das nanofibras obtidas de cada experimento do planejamento fatorial
fracionado 2*.

Em geral as NFCs obtidas por hidrélise enzimatica apresentaram didmetro médio de
8,8 nm, comprimento entre 615, 0 e 3633,3 nm, relacdo de aspecto entre 80,9 e 294,3 e
potencial zeta entre -21,2 e -29,5 mV. Os resultados obtidos estdo em um intervalo
considerado ideal para utilizacdo como agente de refor¢co em compdsitos. Os dados sdo
similares aos encontrados para outras nanofibras de celulose obtidas por hidrélise
enzimdtica, de fontes como madeira macia, bagaco e algodio (PAAKKO et al., 2007;
HASSAN et al., 2011; SATYAMURTHY et al., 2011). Os cdlculos de concentragcdes foram

realizados baseados a partir do farelo tratado com solugdo alcalina (g/gfarelotratado).
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Tabela 4.2 - Tamanhos, potencial zeta e concentragdo das NFCs produzidas através do planejamento fatorial fracionado PR

Potencial

Experimento (Xp* (X2 (X)™ Xo™" 1?;?;’;‘}:)" Com%’;;ln)’enw a:;e::ff (()Cd/fi) face (gc,;’:’cf“trf‘ﬁﬁf)
NI -1(35) -1(40) -1(30) -1(15) 112 3091,3 276,6 295 0,60
N2 +1(55) -1(40) -1(30) +1(35) 158 1620,0 1028 212 0.94
N3 -1(35) +1(60) -1(30) +1(35) 94 904,6 96.6 272 0.93
NA  +1(55) +1(60) -1(30) -1(15) 74 6150 82,7 255 0,92
NS -1(35) -1(40) +1(70) +1(35) 139 11247 80,9 26,8 0,67
N6 +1(55) -1(40) +1(70) -1(15) 65 18383 282.5 26,5 0.83
N7 -1(35) +1(60) +1(70) -1(15) 52 1820,3 3501 27,0 0,83
N§  +1(55) +1(60) +1(70) +1(35) 52 36333 698,7 228 091
NO  0@45) 0(50) 0(0) 025 76 2192,0 288,4 284 0,85
NIO  0(@45) 0(50) 0(50) 025 76 22436 295,2 26,7 0,97
NIL  0(@5) 0(50) 0(50) 025 76 2689,7 3539 25,7 0,90

*X1: Temperatura (°C); **X2: pH; ***X3: [E] (U/g), sendo U definido como quantidade de xilose liberada por minuto por mL
de enzima; **** X4: [S] (%)
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z

A partir dos resultados obtidos, é evidente que apds a hidrdlise enzimética o0s
filamentos celuldsicos foram atacados e quebrados, de modo que o comprimento das fibras
foi reduzido, no minimo, pela metade. O maior valor de comprimento foi obtido na
nanofibra N8 (3633,3 nm), para a qual foram avaliadas todas as condi¢cdes de processo nos
niveis superiores de estudo. Desta forma, observou-se que a enzima teve sua agdo
minimizada nestes niveis extremos, sendo um resultado satisfatério em virtude de que se
procura obter nanofibras com maior comprimento ¢ menor didmetro para alcangar uma
faixa de relacdo de aspecto ideal. Entretanto, os menores valores de comprimento foram
apresentados pelas nanofibras N3 (904,6 nm) e N4 (615,0 nm), para as quais o fator
concentracdo de enzima estd no nivel inferior de estudo, ou seja, além de individualizar as
nanofibras, na menor concentra¢do a enzima tem maior atuacao e levou a maior quebra das
mesmas.

A andlise estatistica apresentada na Tabela 4.3 mostra que os fatores nos niveis de
estudo do planejamento fracionado, ndo exercem influéncia significativa sobre a varidvel

resposta comprimento das NFCs, considerando um nivel de significancia de 10% (p<0,1).

Tabela 4.3 - Andlise de variancia e efeitos estimados das varidveis pH, temperatura,
concentragdo de enzima e substrato sobre o comprimento dos filamentos
L. . . . 4-1 A
celulésicos nos experimentos do Planejamento Fracionado 2™, com trés pontos

centrais
Fonte de . . NI.V.e lAde .
. Efeito significancia
variagdo
(p)
Interacdo 19447 0,001
T 191,4 0,825
pH -175,3 0,839
[E] 546,5 0,534
[S] -20,6 0,981

As distribui¢cdes de comprimento em volume das NFCs estdo apresentadas no
Apéndice 1. Observa-se que as amostras N1, N2 e pontos centrais (N9, N10 e N11)

apresentam uma distribuicdo bimodal, com dois tamanhos distintos de particulas. Enquanto
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que as amostras N3, N4, N5, N6 e N7 apresentaram distribuicdo monomodal. A amostra N§
apresentou 4 picos distintos, sendo que o pico no qual se situou o maior volume de
particulas (12,5%) corresponde ao comprimento de 955,4 nm. A Tabela 4.4 apresenta os
valores dos picos nos quais se situaram os maiores volumes de particulas, bem como os

tamanhos correspondentes do comprimento das NFCs.
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Tabela 4.4 - Valores da distribui¢ao de comprimento em volume das nanofibras de celulose

Experimento (X’ X" X0 (X Volume (%) Comprimento (nm)

Pico 1 Pico2 Pico3 Pico4 Picol Pico2 Pico3 Pico4
N1 -1(35 -14,00 -130) -1(15) 22,3 11,0 - - 1990 4801,0 - -
N2 +1(55) -14,00 -130) +1(35) 22,6 9,8 - - 7124 1484,0 - -
N3 -1(35) +1(6,0) -130) +1(35) 23,2 - - - 825,0 - - -
N4 +1(55) +1(6,00 -1(30) -1(15) 21,5 - - - 712,4 - - -
N5 -1(35) -14,00 +1(70) +1(35) 21,1 - - - 955,4 - - -
N6 +1(585) -14,00 +1(70) -1(15) 35,4 - - - 1484,0 - - -
N7 -1 (35) +1(6,0)0 +1(70) -1(15) 34,8 - - - 1484.0 - - -
N8 +1 (85) +1(6,00 +1(70) +1(35) 0,8 12,5 11,5 9,8 295.3 955,4 1484 5560
N9 045 0,0 0(0) 025 11,5 19,3 - - 955,4 1990 - -
N10 045 0,0 0(50) 025 23,5 9,5 - - 1484,0  2669,0 - -
NI1 045 0,0 0G0 025 12,9 18,7 - - 955.4 1990 - -
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Conforme citado por vérios autores, a relacdo de aspecto das nanofibras de celulose
tem um papel importante no seu desempenho como agente de reforco em matrizes
poliméricas. Quando calculada a relagdo de aspecto (C/d), evidenciou-se que o maior valor
foi no experimento N8 (698,7), como consequéncia do maior comprimento apresentado por
estas. A alta relacdo de aspecto favorece a transferéncia de tensdo na interface nanofibra-
matriz (CHEN, 2011; GEORGE et al., 2011). A Tabela 4.5 apresenta a andlise estatistica
mostrando que os fatores nos niveis de estudo do planejamento fracionado, ndo exercem
influéncia significativa sobre a varidvel resposta relacio de aspecto das NFCs,

considerando um nivel de significancia de 10% (p<0,1).

Tabela 4.5 - Andlise de variancia e efeitos estimados das varidveis pH, temperatura,
concentracdo de enzima e substrato sobre a relagdo de aspecto nos experimentos
. . 4-1 A .
do Planejamento Fracionado 2™, com trés pontos centrais

Nivel de
Fonte de . e A
. Efeito significancia
variagao
()
Interacao 259,72 0,003
T 88,72 0,513
pH 121,00 0,379
[E] 213,05 0,146
[S] -5,1 0,969

O desempenho da nanofibra como reforco também estd associado a outras
caracteristicas como sua carga superficial (potencial zeta). A suspensdo apds tratamento
alcalino do farelo exibiu valor de carga superficial alta e negativa (-37,7), em 4gua neutra.
Este é um resultado satisfatorio, visto que quanto maior o potencial zeta, mais estivel € a
suspensdo coloidal e, consequentemente, nio formard agregados de fibrilas (REFEGA,
2010). Assim, uma suspensao inicialmente estdvel facilitard na produgdo de particulas de
celulose nanométricas estdveis, com potencial aplicacdo como material de reforco em

compdsitos.
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A Tabela 4.6 apresenta os resultados da anélise de variincia para a varidvel resposta

potencial zeta das NFCs do planejamento fatorial fracionado 2+t

Tabela 4.6 - Andlise de variancia dos resultados do potencial zeta das NFCs obtidos nos
experimentos do Planejamento Fracionado 2*! com trés pontos centrais

Fatores Somas do . Graus de Qu?drado Valor F sigliiéeclﬁcriliia
quadrados (SQ) liberdade (Gl) médio (QM) (p)
T 0,040 1 0,040 5,385 0,017
pH 0,037 1 0,037 5,013 0,744
[E] 0,002 1 0,002 0,372 0,943
[S] 0,009 1 0,009 1,208 0,057

Em d4gua neutra, todas as suspensdes de NFCs exibiram potencial zeta alto e
negativo, o qual variou entre -21,2 e -29,5 mV. A temperatura e a concentracdo de substrato
foram os fatores estatisticamente significativos sobre a varidvel resposta nos niveis
estudados (p = 0,017) e (p = 0,057), respectivamente, considerando um nivel de
significancia de 10 % e o SS residual.

A Tabela 4.7 apresenta os efeitos estimados das varidveis sobre o potencial zeta das

NFECs nos experimentos do planejamento fatorial fracionado 2*".

Tabela 4.7 - Efeitos estimados das varidveis pH, temperatura, concentragao de enzima e
substrato sobre o potencial zeta das NFCs nos experimentos do Planejamento
Fracionado 24'1, com trés pontos centrais

Nivel de
Fatores Efeito significancia
()

Interacdo -26,13 0,000
T 3,63 0,017

pH 0,38 0,744
[E] 0,08 0,943
[S] 2,63 0,057

85



CAPITULO 4

A temperatura € o fator que exerce maior influencia sobre o potencial zeta (3,63).
Neste caso em que o valor da varidvel resposta é negativo, passando a temperatura do nivel
inferior (35 °C) ao nivel superior (50 C°), a carga superficial das nanofibras diminui. Desta
forma, para obter uma suspensdo mais estivel o processo deve ser mantido em baixas
temperaturas. O fator concentracdo de substrato apresentou efeito linear positivo (2,63),
assim passando o valor deste fator do nivel inferior (15%) ao nivel superior (35%) a carga
superficial das nanofibras ird diminuir, portanto, a melhor condi¢do para esta resposta ¢é
manter a [S] no nivel inferior de estudo. De acordo com Tholstrup Sejersen et al. (2007),
para particulas pequenas (nm) € necessario que o valor de PZ seja alto, pois este ird conferir
estabilidade, ou seja, a suspensdo coloidal resistird a agregacdo e aumentard o grau de
dispersdo em compd@sitos.

A Tabela 4.8 apresenta os resultados da andlise de variancia para a varidvel resposta
concentracio de NFCs do planejamento fatorial fracionado 2*'. Observa-se que os fatores
temperatura e pH foram estatisticamente significativos na concentragdo de NFCs, nos
niveis estudados, (p = 0,059) e (p = 0,066), respectivamente, considerando um nivel de

significancia de 10% e o SS residual.

Tabela 4.8 - Andlise de variancia dos resultados da concentracdo das NFCs obtidos nos
experimentos do Planejamento Fracionado 2*', com trés pontos centrais

Fatores Somas do . Graus de Qu.a drado Valor F si;ii‘f/ieclﬁ(riliia
quadrados (SQ)  liberdade (GlI)  médio (QM) (p)
T 0,040 1 0,040 5,385 0,059
pH 0,037 1 0,037 5,013 0,066
[E] 0,002 1 0,002 0,372 0,563
[S] 0,009 1 0,009 1,208 0,313

A Tabela 4.9 apresenta os efeitos estimados das varidveis sobre a concentragao das

NFCs nos experimentos do planejamento fatorial fracionado PARS
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Tabela 4.9 - Andlise de variancia e efeitos estimados das varidveis pH, temperatura,
concentracdo de enzima e substrato sobre a concentracdo das NFCs nos
experimentos do Planejamento Fracionado 2*! com trés pontos centrais

Nivel de
Fatores Efeito significancia
(p)

Interacao 0,850 0,000
T 0,142 0,059

pH 0,137 0,066
(E] -0,03 0,563

[S] 0,067 0,313

A temperatura apresentou o maior efeito linear positivo (0,142), ou seja, é o fator
que exerce maior influencia sobre a concentracio das NFCS. Assim, passando a
temperatura do nivel inferior (35 °C) ao nivel superior (55 °C) a concentragao de NFCs ird
aumentar. O pH apresentou um efeito linear positivo (0,137), ou seja, variando este fator do
nivel inferior (4,0) ao nivel superior (6,0) o valor da varidvel resposta ird aumentar. As
condi¢des de maior temperatura e pH foram favordveis para a atuacdo da enzima na

producdo de NFCs (concentragdo).

4. 3. 1. 2 Andlise dos grupos funcionais

As Figuras 4.5, 4.6 e 4.7 apresentam os espectros de FTIR do farelo, farelo tratado
com KOH e das NFCs. A ampla banda na regido de 3311 ecm™” e 3364 cm’, que
corresponde ao alongamento —OH, foi observada nos espectros de todas as amostras. De
acordo com diferentes autores, esta banda € caracteristica e especifica da celulose (YANG
et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2010b). O FNT apresenta uma pequena banda na regido de
2925 cm™ e, este pico aparece com maior intensidade nas amostras de FTA e nas NFCs, o
qual € origindrio das vibragdes do estiramento das ligacoes C-H, caracteristicas da
hemicelulose e celulose (CHERIAN et al., 2008a). Nota-se que a celulose comeca a
aparecer com mais intensidade apds os tratamentos realizados no farelo, ou seja, houve uma

remocdo de fracdes de lignina e, consequente aumento da drea cristalina da celulose. Isto
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pode ser também confirmado pelo fato de aparecer picos intensos nos espectros de FTA e
NFCs na regido de 1350 cm™, atribuida a deformacio C-H presente em celulose, ao
contrario do que se observa nas amostras FNT, onde ha um pico muito enfraquecido nesta
regido.

A etapa de deslignificacdo foi eficiente e removeu parte da lignina e da
hemicelulose do farelo, visto que o FNT apresentou vibracdes na banda de 1253 cm’™
(alongamento C=0 do anel guaiacil), a qual encontra-se muito enfraquecida para a amostra
de FTA e ndo aparece nos espectros das NFCs. Esta banda também é comumente observada
quando tem grupos =C-O-, que representa ésteres, éter e fendis (SIQUEIRA et al., 2010b).
De acordo com Cherian et al. (2008b), as bandas nesta regido (1253 cm'l) sdo referentes a
fracdes de hemicelulose e isto confirma o fato de que a hidrdlise enzimética com xilanase,
além de isolar NFCs também foi eficiente na remog¢do das fragdes de hemicelulose. Neste
contexto, ainda aparece o pico em 1609 cm™ para a amostra de FNT, que representa anéis
aromdticos e grupos carbonilo conjugados que estdo presentes na estrutura de polifendlicos
da lignina. Esse mesmo pico ndo € observado nas amostras de NFCs, confirmando a
deslignificacio do substrato. Contudo, esta banda também aparece para a amostra de FTA o
que indica que ainda existem residuos de lignina apds o tratamento alcalino (HASSAN et
al., 2010). Além disso, segundo Cherian et al. (2008b), os picos que aparecem para as
amostras de FTA e NFCs, na regido de 1731 cm™ sdo origindrios da dissolucdo do
componente hemicelulose das fibras de banana durante o processo de branqueamento.

A banda em 1102 cm™ observada nas amostras de NFCs podem estar associadas a
mudancas nas ligacdes de hidrogénio e, possivelmente indica a transi¢dao da celulose I para
celulose II (ZULUAGA et al., 2009). A regido de 1034 cm™ que aparece em todos os
espectros € devido as fragdes de xiloglicanos associados a hemicelulose que estdo
fortemente ligados no interior das microfibrilas de celulose e ndo foram hidrolisadas
(VIIKARI et al., 1994; ZULUAGA et al., 2009)

Em todos os espectros de NFCs e de FT A observam-se picos na regido de 896 cm-1,
que conforme descrito por Alemdar & Sain (2008), indicam estruturas tipicas de celulose.
Esta banda ndo aparece para a amostra de FNT, porém, observa-se um pico na regido
préxima a 840 cm™ que ¢ caracteristico dos grupos C-H de anéis aromdticos presentes na

lignina (MARCOVICH et al., 1996).
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Figura 4.5 - Espectro de FTIR obtido para as amostras de farelo ndo tratado (FNT) e
farelo tratado com KOH 5% (FTA)
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Figura 4.6 - Espectro de FTIR obtido para as amostras de NFCs (N1, N2, N3, N4 e N5)
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Figura 4.7 - Espectro de FTIR obtido para as amostras de NFCs (N6, N7, N§, N9, N10
e NI11)

4. 3. 1. 3 Indice de cristalinidade

A cristalinidade das amostras foi analisada para verificar a eficiéncia dos métodos
aplicados. A Tabela 4.10 apresenta o indice de cristalinidade (I;) do FNT, do FTA e das
NFCs obtidas através do planejamento fatorial fracionado 2+ com trés pontos centrais. Nas
Figuras 4.8, 4.9, 4.10 e 4.11 sao apresentados os difratogramas de raios-x para cada

amostra.
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Tabela 4.10 - Indice de cristalinidade (I;) do ENT, FTA e das NFCs produzidas através do
planejamento fatorial fracionado 2*'

sestesiesie

Experimento (X)) (X2 X3 Xy L. (%)
FNT - - - - 15,0
FTA - - - - 46,8
N1 135 -1(4,0) -1(30) -1(15) 485
N2 +1(55) -1(4,0) -1(30) +1(35) 583
N3 1(35) +1(6,0) -1(30) +1(35) 554
N4 +1(55) +1(6,0) -1(30) -1(15) 60,0
N5 135 -1(4,0) +1(70) +1(35) 59,7
N6 +1(55) -1(4,0) +1(70) -1(15) 61,0
N7 135 +1(6,0) +1(70) -1(15) 585
N8 +1(55) +1(6,0) +1(70) +1(35) 54,3
N9 045 0(50) 0(0) 025 507
N10 045 0(00 0(50) 0(25 532
N11 045 0(50 0(50) 025 492

FNT: farelo ndo tratado; FTA: farelo tratado alcalinamente; *X1: Temperatura (°C); **X2:

pH; ***X3: [E] (U/g), sendo U definido como quantidade de xilose liberada por minuto por
mL de enzima; **** X4: [S] (%)

A Tabela 4.11 apresenta a andlise de variancia e efeitos estimados para os resultados

de cristalinidade obtidos através do planejamento fatorial fracionado 2*!. Os fatores ndo

apresentaram efeito estatisticamente significativo (p>0,01) sobre a cristalinidade das NFCs,

nos niveis de estudo.
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Tabela 4.11 - Anélise de variancia e efeitos estimados das varidveis pH, temperatura,
concentracdo de enzima e substrato sobre a cristalinidade das NFCs nos
experimentos do Planejamento Fracionado 2*! com trés pontos centrais

Nivel de
Fatores Efeito significancia
(p)

Interacao 55,34 0,000
T 2,87 0,474

pH 0,17 0,964
[E] 2,82 0,482
[S] -0,07 0,984

Conforme verificado no item 2. 3. 1. 5 do capitulo 2, o FNT apresenta um baixo
valor de indice de cristalinidade (15%), o qual pode ser explicado devido presenca de
fracdes amorfas em residuos lignocelulésicos (casca de banana). Segundo Pirani &
Hashaikeh (2013) regides largas representam por¢des amorfas e picos finos e pontiagudos
representam a regido cristalina. Tal fato fica evidente observando a Figura 8, na qual é
possivel notar que o FNT tem uma larga porcao de regido amorfa, variando o pico padrao
de 26 = 13° a 23°. Além disso, apresenta um pico padrdao 206 = 17°, demonstrando a
presenca de amido.

Apoés o pré-tratamento, a cristalinidade da amostra de farelo teve um aumento de
200 %. A técnica de branqueamento utilizada mostrou-se eficiente, confirmando que o
agente alcalino (KOH 5%) utilizado nesta etapa promove a remog¢ao da lignina e, também a
ruptura da ligacdo de hidrogénio na estrutura da celulose. Desta forma, ocorreu um
aumento da drea superficial cristalina, além da reducdo de certas quantidades de ceras e
6leos que recobrem a superficie externa da parede celular da fibra (ALEMDAR e SAIN,
2008). Nota-se no difratograma do FTA que os picos que representam a regido amorfa
foram reduzidos e, consequentemente o pico padrdo em 20 = 22° foi ficando mais intenso e
agudo. Este pico € tipico da celulose I e indica um aumento da cristalinidade, o que era

esperado, visto que a finalidade do branqueamento era remover a lignina.
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Intensidade

Angulo 20

Figura 4.8 - Padrao da difracao de raios-X do farelo da casca de banana nao tratado e com
tratamento alcalino

Todas as NFCs produzidas por hidrdlise enzimadtica apresentaram maior indice de
cristalinidade em relacdo ao FNT e ao FTA, variando entre 48,5% a 61,0%. Uma vez que o
indice de cristalinidade € representado pela altura do pico (20 = 16° e 206 = 22°) fica
evidente observando as Figuras 9, 10 e 11 que as NFCs obtidas tem maior cristalinidade
comparado com o material de partida (FNT) e com o FTA. Segundo Mussatto et al (2008),
a remog¢do da hemicelulose e da lignina causa extensiva mudanca na estrutura do farelo,
aumentando a drea superficial cristalina e, consequentemente, a acessibilidade da enzima a

fibra de celulose.
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Intensidade

Angulo de difracdo (20)

Figura 4.9 - Padrao da difracao de raios-X das amostras de NFCs (N1, N2, N3 e N4)
obtidas através do planejamento fatorial fracionado 2*
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Figura 4.10 - Padrdo da difracao de raios-X das amostras de NFCs (N5, N6, N7 e
N&8) obtidas através do fatorial fracionado 2+!
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Intensidade

Angulo de difracio (26)

Figura 4.11 - Padrao da difragcdo de raios-X das amostras de NFCs dos pontos
centrais (N9, N10 e N11) obtidas através do fatorial fracionado 2+1

4. 3. 1. 4 Teor de aciicares redutores totais (ART)

A andlise de concentracdo de actucares redutores formados durante a hidrdlise
enzimatica com complexo celulolitico foi realizada para observar o teor de degradacao das
regides amorfas. Esta andlise permite verificar quais as melhores condi¢des de atuacdo da
enzima xilanase na remocdo da hemicelulose, que tem como principal componente um
acucar (xilose), cadeia especifica de acao desta enzima.

A Tabela 4.12 apresenta os valores de concentracdo de agucar redutor obtidos para

cada amostra do planejamento fatorial fracionado 2*".
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Tabela 4.12 - Concentracao de acticar redutor formado durante a hidrélise enzimatica com
xilanase na producio de NFCs através do planejamento fatorial fracionado 2*'

Experimento (X" (07 X7 X9 g/é‘:}::imdo)]
N1 -1(35) -1(4,00 -1(30)  -1(15) 0,07
N2 +1(55) -1(4,00 -130) +1(35) 2,1
N3 -1(35) +1(6,00 -1(30)  +1(35) 10,3
N4 +1(55) +1(6,0) -1(30) -1(15) 13,7
N5 135 14,00 +1(70)  +1(35) 7.4
N6 +1(55) -1(4,00 +1(70)  -1(15) 2.4
N7 -1(35) +1(6,00 +1(70)  -1(15) 7,0
N8 +1(55) +1(6,0) +1(70)  +1(35) 15,0
N9 045 0500 0(50) 0 (25) 11,6
N10 0(45) 0(50)  0(50) 0 (25) 12,0
N11 0(45) 0(50)  0(50) 0 (25) 12,6

*X1: Temperatura (°C); **X2: pH; ***X3: [E] (U/g), sendo U definido como quantidade

de xilose liberada por minuto por mL de enzima; **** X4: [S] (%)

A maior concentracdo de agucar redutor produzido foi no experimento 8 (15,0
mg/grarelo), NOS Niveis maximos de estudo da matriz experimental, ou seja, nestas condi¢des
a enzima tem atuacdo mais eficiente para degradacao da hemicelulose.

A Tabela 4.13 apresenta os resultados da andlise de variancia para a varidvel
resposta concentracdo de acucar redutor durante a hidrdlise do planejamento fatorial

fracionado 2*'. Observa-se que somente o fator pH & significativo (p=0,021) sobre a
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varidvel resposta (ART), nos niveis de estudo, considerando um nivel de significincia de

10 % e o SS residual.

Tabela 4.13 - Andlise de variancia dos resultados da concentracdo de agtcar redutor
formado nos experimentos do Planejamento Fracionado 2*!, com trés pontos

centrais
Fatores Somas do . Graus de Qu.a drado Valor F  si ;\rlll’igclﬁ(liliia
quadrados (SQ)  liberdade (GlI)  médio (QM) )
T 8,883 1 8,883 0,596 0,469
pH 144,755 1 144,755 9,721 0,021
[E] 3,962 1 3,962 0,266 0,624
[S] 16,907 1 16,907 1,135 0,327

A Tabela 4.14 apresenta os efeitos estimados das varidveis sobre a concentracao de
acucar redutor formado durante a hidrélise nos experimentos do planejamento fatorial
fracionado 2*'. O pH apresenta efeito positivo (8,375), ou seja, passando o valor de pH do
nivel inferior ao nivel superior, ocorre um aumento de 8,375 mg/gs.c1o de agicar redutor
durante a reacdo. Neste caso, ndo € ideal que a concentragdo de agucar redutor aumente
durante o processo, pois pode significar que a enzima estd degradando a celulose a glicose,

sendo prejudicial para formacao de NFCs.
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Tabela 4.14 - Anélise de variancia e efeitos estimados das varidveis pH, temperatura,
concentracdo de enzima e substrato sobre a concentragdo de agucar redutor
formado nos experimentos do Planejamento Fracionado 2*!, com trés pontos

centrais
Nivel de
Fatores Efeito significancia
(p)

Interagao 8,561 0,000
T 2,107 0,469

pH 8,507 0,021
[E] 2,907 0,624
[S] 2,975 0,327

A Figura 4.12 apresenta o grifico da concentracdo de agucar redutor formado em
cada experimento durante o tempo de 30 h de hidrélise enzimdtica com xilanase. Observa-
se que para as amostras N2, N6 e N7 a concentracdo de agucar redutor formado aumenta
até o tempo de 12 h de hidrélise e para as demais amostras do planejamento experimental
até 24 h de hidrélise, e apds este periodo, a formacdo de acticar redutor decresce ou se
mantém constante. O resultado indica que o tempo de 24 h de hidrélise € suficiente para

hidrolisar e remover fragdes hemiceluldsicas presentes na fibra vegetal.
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Figura 4.12 - Concentracao de acticar redutor em fun¢do do tempo de hidrélise
4.4 CONCLUSAO

Diante da necessidade de desenvolver métodos de obtencdo de celulose amigéveis
com o meio ambiente, o emprego da hidrdlise enzimadtica proporciona um processo mais
suave em comparacdo com a hidrdlise dcida, visto que ndo utiliza reagentes quimicos.
Apesar do uso de um tratamento alcalino na etapa de deslignificacdo, a concentracdo de
KOH (5%) pode ser considerada baixa, ndo oferecendo riscos ambientais abusivos. Além
disso, o uso de KOH 5% foi eficaz na remoc¢do de grande parte das fragdes amorfas
presente na fibra, obtendo-se um substrato com maior cristalinidade, passando de 15%
(FNT) para 61,0% (N6). As nanofibras obtidas neste estudo apresentaram resultados,
quanto a sua caracterizagdo, que demonstram que condi¢des de temperatura de 35 °C a 55
°C, pH de 4,0 a 6,0, concentra¢do de enzima de 30 U a 70 U e concentracao de substrato de
15% a 35% podem ser utilizadas para obten¢do de fibras em tamanho nanométrico a partir
de um subproduto agricola (casca de banana). A temperatura foi o fator que apresentou
maior influéncia sobre as varidveis respostas, obtendo os melhores resultados no nivel

superior de estudo (55 °C). O planejamento fatorial fracionado 2+ foi 1itil para avaliar o
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impacto dos fatores sobre as respostas e para definir um préximo fatorial completo a ser
adotado. A hidroélise enzimética com xilanase € um tratamento promissor no isolamento de
NFCs da casca de banana, demonstrando que o uso de enzimas celulases € desnecessario,

bem como a adi¢ao de mais uma etapa de processo como tratamento mecanico.
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Capitulo 5 Efeito da enzima celulase sobre as propriedades das
nanofibras de celulose

Uma etapa de hidrdlise enzimadtica, usando enzima celulase, foi adicionada ao
processo de obtengdo de nanofibras de celulose (NFCs). O complexo celulolitico € formado
por trés enzimas que atuam em sinergismo (endoglucanases, exoglucanases e J3-
glicosidades), liberando produtos uma para outra. As suspensdes foram quimicamente
tratadas com agente alcalino para remog¢do da lignina e submetidas a hidrélise enzimatica
com xilanase, a fim de remover fracoes de hemicelulose, sob condi¢cdes previamente
estudadas no capitulo 4, fixando os niveis que apresentaram melhores resultados. A
hidrélise com o complexo celulolitico foi realizada testando-se trés diferentes condi¢cdes de
processos, variando temperatura, pH e concentracdo de enzima). A partir das imagens
MET, pode-se observar que ndao houve presenca de NFCs nas amostras. A anélise de grupos
funcionais evidenciou mudancas na estrutura da celulose. O intenso decréscimo no indice
de cristalinidade confirmou a degradacdo da celulose pelas enzimas celulases. Em dgua
neutra, as suspensoes foram analisadas quanto a carga superficial e, os baixos valores
obtidos demonstram instabilidade das mesmas. Desta forma, realizou-se analise de
concentracdo de agucares redutores formados apos a hidrélise. Confirmou-se o fato de que
as cadeias de celulose foram degradadas a actcares redutores, principalmente a glicose. A
etapa de hidrélise com o complexo celulolitico nao € eficiente para o isolamento de NFCs,

visto que estas enzimas atuam intensivamente sobre a celulose.

5.1 INTRODUCAO

A hidrélise enzimatica, normalmente, é conduzida a partir do tratamento de uma
biomassa com enzimas Xilanase e celulase. O tratamento com xilanase resulta na remog¢ao
parcial da hemicelulose, pois esta enzima age especificamente sobre a xilana, componente
principal da hemicelulose (HASSAN et al., 2010). As celulases constituem um complexo
capaz de atuar sobre materiais celuldsicos, promovendo sua hidrélise. A utilizacdo desta
enzima deve ser muito bem controlada, visto que s@o biocatalisadores altamente especificos

que atuam em sinergia para a liberacdo de aguicares. O complexo celulolitico divide-se em
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trés grandes grupos que podem ser classificadas de acordo com seu local de atuacdo no
substrato celuldsico. As endoglucanases clivam as ligacOes internas da fibra celuldsica, as
exoglucanases atuam na regido externa da celulose e por fim, as B-glicosidases hidrolisam
oligossacarideos soliveis em glicose. Neste contexto, fica evidente que ndo seria possivel
obter particulas de celulose em tamanho nanométrico utilizando apenas o complexo
celulolitico no tratamento enzimético. Para evitar a hidrélise total da celulose, o processo
deve ser interrompido apds a atuagdo da enzima endoglucanase, que € responsavel por
iniciar a hidrélise. Tal enzima hidrolisa randomicamente as regides internas da estrutura
amorfa da fibra celuldsica e, consequentemente, no isolamento da celulose em tamanho
nanométrico (CASTRO e PEREIRA JR, 2010).

Na tentativa de aumentar o indice de cristalinidade, diminuir o didmetro das fibras
de celulose produzidas, bem como isolar maior concentragdo de NFCs, este estudo
investigou o uso do complexo celulolitico na hidrdlise enzimética do farelo da casca de
banana, previamente tratado alcalinamente e com enzima xilanase. A adi¢do desta etapa de
hidrdlise teve como objetivo obter maior efici€éncia de processo. As suspensdes coloidais
obtidas foram caracterizadas quanto a microscopia eletronica de transmissdo, andlise de
grupos funcionais (FTIR), indice de cristalinidade (DRX), carga superficial (PZ). Para
investigar quao isolada ou quao degradada foi a celulose, realizou-se andlises de formagao

de aguicares redutores durante a hidrélise com o complexo celulolitico.

5.2 MATERIAL E METODOS

5. 2.1 Produciao de nanofibras

O potencial das nanofibras de celulose produzidas por hidrdlise enzimatica com
xilanase pode ser melhorado quanto a coloragdo da suspensdo coloidal, a cristalinidade e
maior remoc¢ao dos componentes amorfos. Neste contexto, o branqueamento do farelo
seguiu a mesma metodologia usada no capitulo 4 (KOH 5%, 14 h, Tambiente) €, as condi¢oes
de hidrdlise com enzima xilanase foram fixadas com base nas utilizadas para a amostra N6
da matriz de experimentos apresentada na Tabela 1 do capitulo 4 (T =55 °C, pH 4,0, [E] =

70 U/g e [S] = 15%), visto que este experimento obteve os melhores resultados. A
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suspensao coloidal obtida apds estas duas etapas foi submetida a outra hidrdlise enzimatica,
utilizando enzima celulase. A hidrélise foi conduzida a partir dos quatro fatores
anteriormente estudados, os quais tiveram trés niveis de estudo, conforme o esquema de

processo apresentado na Figura 5.1.

Branqueamento

- KOH 5%

- Tamb
-14 h

Hidrdlise enzimatica
(xilanase)

-pH 6,0
-T=55°C
-[E]=30U/g
-[S]=15%

Hidrolise enzimatica
(celulase)

! l }

[ NC1 ] [ NC 2 ] [ NC3 ]

A N N

-pH 4,0 -pH 5,0 -pH 6,0
-T=40°C -T=50°C -T=60°C
-[E] =20 U/g -[E]=30U/g -[E] =40 U/g
-[S]=15% -[S]1=15% -[S]=15%

Figura 5.1 - Esquema da producao de nanofibras de celulose por hidrélise enzimética
com xilanase e celulase
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Em erlenmeyers de 250 mL contendo a suspensao coloidal (15 %) foi adicionado 50
mL de tampao acetato 0,1 M (pH do estudo). Em shaker termostatizado (temperatura do
estudo) a mistura permaneceu por 10 min para adaptacdo do meio e, entdo, a enzima
celulase foi adicionada (concentragdo do estudo U/g), sendo que U € definido como 1 pL de
glicose liberada por mL de enzima. Os experimentos permaneceram nas condi¢des de
estudo por 2 h e, apds este periodo, a temperatura foi elevada a 80 °C para desnaturagao da
enzima. As suspensdes foram centrifugadas (10.000 rpm, 5 °C, 15 min) e lavadas
sucessivamente com 4gua deionizada. Ao final destes processos obteve-se uma suspensao

coloidal que foi mantida sob refrigeracdo (4°C) em dgua neutra.
5. 2.2 Caracterizacao das suspensoes

As suspensdes obtidas dos diferentes tratamentos com enzima celulase foram
caracterizadas quanto a morfologia, carga superficial (potencial zeta), indice de
cristalinidade (DRX), grupos funcionais (FTIR) e teor de glicose gerado.
5. 2. 2. 1 Morfologia das nanofibras

A confirmacdo da presencga de nanofibras, bem como a visualizacdo da morfologia
da suspensao foi realizada pela técnica MET. A andlise foi realizada conforme descrito no
item 4. 2. 2. 1, do capitulo 4. A imagens foram obtidas em um microscopio de transmissao
(TEM-MSC) empregando uma tensao de aceleracdo de 120 k'V.

5. 2. 2. 2 Concentracdo das suspensoes de nanofibras

A concentracdo de material em cada experimento foi realizada submetendo as

suspensoes a metodologia de secagem, conforme descrito no item 4. 2. 2. 2, do capitulo 4.
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5. 2. 2. 3 Andlise dos grupos funcionais por FTIR

A andlise de grupos funcionais presentes na suspensdo coloidal foi realizada
utilizando um espectrofotometro infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),

conforme descrito no item 2. 2. 2. 3 do capitulo 2 (VICENTINI et al., 2005).

5. 2. 2. 4 Indice de cristalinidade

A determinacdo da cristalinidade das amostras foi feita por difracdo de raios-X
(DRX). A metodologia seguida foi proposta por Van Soest et al. (1996) e estd descrita no

item 2. 2. 2. 4 do capitulo 2, bem como célculo do Icr, %.

5. 2. 2. 5 Potencial zeta e determinagdo

Em suspensdo aquosa neutra, a carga superficial (PZ) foi analisada por um Zetasizer
(Malvern Instruments, Ltda., U.K). Para cada amostra foram obtidas seis medidas a

temperatura ambiente (25 °C).

5. 2. 2. 6 Determinacdo de acticares redutores totais (DNS)

Ao final da hidrélise enzimatica, uma aliquota do sobrenadante separado do material
hidrolisado, foi coletada para andlise de producdo de agucares redutores totais, durante a
reacdo hidrolitica. Os ensaios foram realizados em triplicata e, o procedimento foi adaptado
do método proposto por Ghose (1987), através do método acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).
A leitura da absorbancia das amostras foi realizada em espectrofotdmetro a 546 nm

(MILLER, 1959).

5. 2. 2. 7 Determinagdo do teor de glicose nas suspensoes coloidais por UPLC

Para determinar o teor de glicose gerada apds a hidrélise enzimadtica, foi utilizado
um cromatografo Waters (Estados Unidos) e uma coluna Acquity UPLC BEH Amide (1,7

pm, 2,1 x 100 mm). As fases mdveis foram compostas por acetonitrila com hidréxido de
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amonio 0,1% (solvente A) e dgua mili-Q com hidréxido de amoénio 0,1% (solvente B) a
uma vazao de 0,4 mL/min. A elui¢do comecou com 80% do solvente A até 4 min, apds
isso, a elui¢do passou para 60% do solvente B, seguindo, deste modo, até 5 min. Neste
momento, a coluna comecou a ser re-equilibrada com 80% do solvente A (7,5 min), para

retornar a condicao inicial.

5. 2. 3 Analise estatistica

A andlise estatistica para comparacdo das diferencas entre as amostras quanto a
concentracdo e potencial zeta, foi realizada por teste de Tukey, considerando um nivel de
significancia de 95%. Foi utilizado o software Statistica 7.0 (StatSoft Inc, Tulsa, Oklahoma,

USA).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 3.1 Aparéncia e concentraciao das suspensoes coloidais

A aparéncia dos precipitados obtidos pela hidrdlise enzimatica (xilanase e celulase)
do farelo da casca da banana estd apresentada na Figura 5.2. Em comparagdo com as
amostras obtidas no capitulo 4 através do planejamento fracionado 2*! somente usando a
enzima xilanase, nota-se que a coloragdo das amostras tratadas também, com celulase
ficaram mais clara. Desta forma, € evidente que a enzima celulase atua na degradacdo dos
residuos dos componentes amorfos que nao foram totalmente hidrolisados na etapa anterior,
em especial, a lignina (responsdvel pela coloragdo escura), ou seja, esta degradacdo foi
muito maior acrescentando esta etapa no processo. A amostra NC1 apresentou coloracao
totalmente branca, indicando que nestas condicoes (pH 4,0, T = 40°C e [E] = 20 U/g) ha

maior atua¢do da enzima celulase sobre os compostos lignocelul6sicos.
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NC3

Figura 5.2 - Suspensdes coloidais obtidas pelos diferentes métodos de hidrélise
enzimdtica com xilanase (T= 55 °C, pH 6,0, [E] 30 U/g e [S] 15%) e celulase: NC1 (T=
40 °C, pH 4,0, [E] 20 U/g e [S] 15%); NC2 (T=50 °C, pH 5,0, [E] 30 U/g e [S] 15%) e
NC3 (T=60 °C, pH 6,0, [E] 40 U/g e [S] 15%). Sendo que U € definido como 1 pL de

xilose/glicose liberada por mL de enzima

A concentracdo de sélidos totais no final do processo de hidrélise (Tabela 5.1) foi
semelhante as concentracdes obtidas de nanofibras de celulose pelo planejamento com
xilanase (capitulo 4). Porém, ndo se pode afirmar que, apds o processo com o complexo
celulolitico, essa quantidade seja de NFCs, visto que o material produzido ainda nao €
conhecido e, também, segundo a literatura, o complexo celulolitico atua em sinergismo
atacando as fibras de celulose degradando-as a glicose e outros agucares (CASTRO, 2010).

A partir da andlise estatistica observa-se que as amostras apresentam diferenca
significativa entre si (p<0,05), ou seja, as diferentes condi¢des utilizadas na hidrélise com
celulase sdo significativas no processo. A amostra NC1 obteve menor concentracido de
sOlidos, confirmando o fato de que houve maior atuacdo da enzima e degradacdo da

celulose nestas condi¢des de processo, o que pdde ser comprovado pela sua coloracao

branca.
Tabela 5.1 - Concentracdo de sélidos totais nas suspensdes (g de s6lidos/100 g de
suspensao)
Concentracao
Amost

mostra (glloogsuspensﬁo)

NC1 0,26 +£0,01°

NC2 0,78 +0,02°

NC3 0,56 +0,01°
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5. 3. 2 Caracterizacio das suspensoes
5. 3. 2. 1 Morfologia das nanofibras

As imagens obtidas através da técnica MET (Figura 5.3) permitiram visualizar que
nao ha presenca de nanofibras de celulose nas suspensdes obtidas por hidrdlise enzimatica,
neste estudo (xilanase + celulase). Para todas as amostras observa-se que houve a formagao
de aglomerados, podendo ser considerados produtos resultantes da reacao hidrolitica.

De acordo com SALES et al. (2010), o complexo celulolitico tem capacidade de
hidrolisar as cadeias de celulose, principalmente, a glicose e outros agtcares redutores
totais, como sacarose e frutose. Neste contexto, devido a acdo sinérgica e conjunta das trés
enzimas do complexo celulolitico, ocorreu a hidrdlise da celulose a mondmeros de
carboidrato.

Diferentes autores t€m utilizado somente as enzimas endoglucanases para producao
de nanofibras de celulose (PAAKKO et al., 2007; WOEHL et al., 2010), visto que estas sio
mais ativas nas regides amorfas da fibra vegetal. Desta forma, esta enzima isolada do
complexo celulolitico deve atuar somente nas regides especificas e, consequentemente

isolando as NFCs sem haver degradacdo da celulose.
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Figura 5.3 - Imagens MET das suspensdes coloidais obtidas pela hidrélise com
enzimas xilanase (T= 55 °C, pH 6,0, [E] 30 U/g e [S] 15%) e celulase: NC1 (T=40 °C,
pH 4,0, [E] 20 U/g e [S] 15%); NC2 (T= 50 °C, pH 5,0, [E] 30 U/g e [S] 15%) e NC3
(T=60 °C, pH 6,0, [E] 40 U/g e [S] 15%). Sendo que U € definido como 1 pL de
xilose/glicose liberada por mL de enzima

5. 3. 2. 2 Andlise dos grupos funcionais por FTIR

Os espectros de FTIR para as amostras das suspensdes obtidas apds hidrdlise com
enzima celulase (Figura 5.4), indicam que este tratamento enzimdtico teve algum efeito
sobre a estrutura da celulose. Os picos situados nas regides entre 3400 e 3300 cm™ sdo
referentes a grupos OH e C-O, caracteristicos da celulose (YANG et al., 2007). Nota-se que

ha picos nesta regido, porém com intensidade muito menor que os picos encontrados para
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as amostras tratadas somente com agente alcalino e enzima xilanase. A confirmacgdo de que
houve degradacdo da celulose, ou que pelo menos, ocorreram modificagdes severas na sua
estrutura, pode ser observada pela inexisténcia de picos em 2925 cm’, origindrio das
vibragdes do estiramento das ligacdes C-H, que sdo caracteristicas da hemicelulose e
celulose. Além disso, ndo ocorrem picos na regido de 1350 cm™, que também sdo
caracteristicos das vibra¢des dos grupos presentes na celulose (CHERIAN et al., 2008a).

De acordo com Cao & Tan (2002), que realizaram estudos sobre o efeito da celulase
sobre a estrutura da celulose, bandas entre 1100 e 1200 cm™ indicam presenca de celulose
e, diferente do observado para as amostras anteriores (xilanase), ndo existem picos nesta
faixa para as amostras tratadas com celulase. Outros picos referentes  celulose (1034 cm™,
888 cm'l) nao siao observados nas amostras hidrolisadas com a enzima -celulase,
demonstrando que houve degradacdo da mesma (ZULUAGA et al., 2009; SIQUEIRA et
al., 2010b).

Para todas as amostras analisadas no presente trabalho, ndo hé presenca da banda na
regido de 1400 cm™, porém para as amostras da hidrélise enzimatica com xilanase, esta fica
visivel. Segundo Siqueira et al. (2010b) este pico € originario de grupos metoxil presentes
na lignina, ou seja, a celulose foi degradada, mas ainda aparecem residuos de lignina,
colaborando com a aparéncia das suspensdes, as quais nao ficaram totalmente brancas. Este
pico também indica a existéncia de anéis arométicos e ligacdes C-H (lignina) (LIU et al.,
2008).

Os espectros das amostras tratadas com o complexo celulase, mostraram que a
adicao desta etapa no processo de hidrélise ndo foi eficiente para isolar NFCs, pois a acdo

das enzimas em conjunto € muito intensa e degrada a celulose a agucares.
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Figura 5.4 - Espectros de FTIR obtidos para as amostras obtidas da hidrélise com

enzimas xilanase (T= 55 °C, pH 6,0, [E] 30 U/g e [S] 15%) e celulase: NC1 (T=40 °C,
pH 4,0, [E] 20 U/g e [S] 15%); NC2 (T= 50 °C, pH 5,0, [E] 30 U/g e [S] 15%) e NC3
(T=60 °C, pH 6,0, [E] 40 U/g e [S] 15%). Sendo que U € definido como 1 pL de
xilose/glicose liberada por mL de enzima

5. 3. 2. 3 Indice de cristalinidade (Icr%)

A andlise da cristalinidade confirmou a hip6tese de que a celulose foi degradada
pelo complexo celulolitico celulase. As amostras tratadas com xilanase mais celulase (NCI1,
NC2 e NC3) apresentaram indice de cristalinidade de 12,7%, 20,7% e 14,8%,
respectivamente, valores semelhantes ao encontrado para o farelo ndo tratado (15%).

Nota-se que houve um decréscimo muito grande do Icr % em comparacdo com as
amostras tratadas somente com xilanase, que apresentaram Icr% entre 48,1% e 61,0%. O
decréscimo do indice de cristalinidade em comparagdo com as demais amostras ocorreu
devido a degradacdo da celulose cristalina pela agdo sinérgica das enzimas endoglucanase e
exoglucanase. Segundo Siqueira et al. (2010b), a celulose cristalina € altamente resistente

ao ataque enzimdtico, pois a maioria das ligagdes glicosidicas na microfibrila sao
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inacessiveis as enzimas. Assim, todas as ligacdes clivadas pela acdo das endoglucanases
foram modificadas devido a orientacdo estdvel das ligacdes glicosidicas.

O fato do intenso decréscimo do Icr% das amostras submetidas a etapa de hidrolise
com celulase, pode ser explicado pela observagdo do difratograma das amostras obtidas por
hidrélise enzimdtica com xilanase e celulase em comparacdo com o difratograma obtido
para a amostra N6 do tratamento com enzima xilanase do capitulo 4 (Figura 5.5 e 5.6). Este
exibe claramente regides largas, que sdo caracteristicas de estrutura amorfa. A reacdo com
o complexo celulolitico promoveu a reducdo de ligagdes de hidrogénio intra e
intermolecular, que ocorreram durante a continua transformagdo de celulose I em celulose
amorfa (CIOLACU et al., 2011). Além disso, o Icr% € representado pela inclinacdo do pico

(26 = 16° e 208 = 22°), e fica evidente que a intensidade destes picos foi reduzida.

NC3
[}
<
<
=
=
8
A= NC2
NCI1
0 10 20 30 40 50 60
Angulo de difracio (260)
Figura 5.5 - Padrio da difrag¢@o de raio-X das amostras obtidas por hidrdlise

enzimatica com xilanase (T= 55 °C, pH 6,0, [E] 30 U/g e [S] 15%) e celulase: NC1
(T=40 °C, pH 4,0, [E] 20 U/g e [S] 15%); NC2 (T=50 °C, pH 5,0, [E] 30 U/g e [S]
15%) e NC3 (T= 60 °C, pH 6,0, [E] 40 U/g e [S] 15%). Sendo que U € definido como
1 pL de xilose/glicose liberada por mL de enzima
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Figura 5.6 - Padrao da difrac@o de raio-X da amostra obtida por hidrélise

enzimadtica com xilanase: N6 (T =55 °C, pH 4,0, [E] 70 U/g e [S] 15%), sendo U
definido como quantidade de xilose liberada por minuto por mL de enzima

A andlise de carga superficial fornece informagdes sobre a estabilidade das
suspensoes coloidais. A Tabela 5.2 apresenta os valores de PZ para as amostras obtidas por
hidrdlise enzimética com xilanase e celulase.

A partir destes resultados observa-se que as suspensoes obtidas ndo tem potencial
para ser utilizadas como material de reforco em compdsitos. Em relacio a carga superficial
as amostras apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,005). Entretanto, as
suspensoes obtidas ndo sdo consideradas estdveis. Isto pode ser explicado pelo fato de que,
o produto gerado da hidrdlise com o complexo celulolitico, € formado por carboidratos.
Desta forma, a etapa de hidrélise com celulase é dispensavel, visto que quando o potencial
zeta é baixo, a atracdo de repulsdo excede e a suspensdo ird flocular e formar agregados
(THOLSTRUP SEJERSEN et al., 2007). Observou-se que a amostra NC1 apresenta valor
positivo, diferente de todos os resultados ja obtidos para nanofibras de celulose. Tal fato

pode ser explicado pela presenca de residuos de amido (carga superficial positiva) em
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contato com a superficie da fibra de celulose (carga superficial negativa) altera a carga da

fibra para positiva (PANDOCHI, 2009).

Tabela 5.2 - Potencial zeta das suspensdes obtidas por hidrélise enzimatica com
xilanase e celulase

Amostra PZ (mV)
NC1 3,4 +0,0°
NC2 11,1 £0,4°
NC3 -8,6 +0,7°

5. 3. 2. 4 Determinagdo de agticares redutores totais (ART)

A partir de amostras do sobrenadante obtido apds 2 horas de hidrélise com celulase
(Figura 5.7), analisou-se a concentracdo de aguicares redutores formados ao final de todo
processo. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5.3. A quantificacdo dos
acucares redutores totais (ART), resultantes da hidrélise enzimdtica com xilanase e
celulase, confirma o fato de que a estrutura da celulose foi modificada e reduzida a acticares
(glicose, xilose, frutose, entre outros). A hidrdlise das cadeias de hemicelulose resulta em
moléculas de arabinose e xilose, também, esta porcdo amorfa pode liberar oligdmeros
compostos de muitas moléculas de agucares, as quais podem ser quebradas em moléculas
ainda menores (OGEDA e PETRI, 2010).

Observa-se que a amostra obtida nos niveis mais elevados de estudos (NC3), teve a
maior concentracdo de agucar redutor formado (130,4 mg/gsarelosecotratadoxilanase)s €M base
inicial de farelo seco tratado com enzima xilanase. Nestas condi¢des, as enzimas do
complexo celulolitico tiveram uma atuacdo mais intensa na degradacdo da celulose. De
acordo com Castro e Pereira Jr (2010), as celulases sdo enzimas que constituem um
complexo capaz de atuar sobre materiais celuldsicos, promovendo sua hidrélise. Estas
enzimas sdo altamente especificas e atuam em sinergia na liberacdo de acucares, dos quais

glicose € o que se concentra em maior quantidade e desperta maior interesse industrial.
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Figura 5.7 - Sobrenadante apds hidrélise do farelo com xilanase (24 h) e celulase
(2h)
Tabela 5.3 - Concentragdo de agtcar redutor formado apds hidrélise enzimética
com xilanase e celulase
Amostra ART
(mg/ gfarelosecotratadoxilanase)
NC1 97,3
NC2 122.4
NC3 130,4

5.3.2.4. 1 Determinacao do teor de glicose nas suspensdes coloidais por UPLC

A glicose € o principal acicar produzido durante a hidrélise enzimadtica com

celulases, desta forma determinou-se o teor deste produzido na reacdo, em base no farelo

seco tratado com enzima xilanase. Os valores da concentracdo de glicose sao obtidos sdo

apresentados na Tabela 5.4. Durante a andlise, através do monitoramento de picos gerados

pela glicose, foi possivel identificar nos cromatogramas (Figura 5.8, 5.9 e 5.10) a presenca

de glicose na suspensao final de cada amostra NC1, NC2 e NC3, respectivamente.

Tabela 5.4 - Concentracdo de glicose formada apds hidrélise enzimética com
xilanase e celulase

Amostra Glicose (Mg/Lfarelotratadoxilanase)
NC1 11,4
NC2 19,6
NC3 18,2
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Figura 5.8 - Cromatograma da presenca de glicose na amostra NC1 (T= 40 °C,
pH 4,0, [E] 20 U/g e [S] 15%), sendo que U € definido como 1 pL de xilose/glicose

liberada por mL de enzima
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Figura 5.9 - Cromatograma da presenca de glicose na amostra NC2 (T= 50 °C,

pH 5,0, [E] 30 U/g e [S] 15%), sendo que U € definido como 1 pL de xilose/glicose
liberada por mL de enzima
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Figura 5.10 -

Cromatograma da presenca de glicose na amostra NC3 (T= 60 °C,
pH 6,0, [E] 40 U/g e [S] 15%), sendo que U € definido como 1 puL de xilose/glicose
liberada por mL de enzima

A acdo das enzimas celuloliticas no processo de hidrdlise é iniciada pelas
endoglucanases, que atacam as regides de baixa cristalinidade da fibra de celulose,
produzindo oligossacarideos de menor peso molecular. Portanto, as exoglucanases iniciam
a hidroélise das extremidades da cadeia, removendo unidades de celobiose. As celobiases ou
B-glicosidades completam a hidrélise catalisando a hidrélise da celobiose a glicose.

Finalmente, as celobiases hidrolisam a celobiose e as celodextrinas soliveis em 4gua, a

glicose (CASTRO e PEREIRA JR, 2010).

5.4 CONCLUSAO

Nanofibras de celulose ndo foram produzidas através da metodologia adicionando
mais um etapa de hidrdlise enzimdtica (xilanase + complexo celulolitico). As trés enzimas

que atuam em sinergismo, promovem a degradacao da celulose a glicose. O produto obtido,
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glicose, € de grande interesse industrial, visto que pode ser convertido a varios outros
produtos, como etanol, que agregam valor aos residuos agroindustriais. Este método pode
ser considerado promissor e ambientalmente amigdvel, porém foi prejudicial para produzir
NFCs, nao sendo necessdrio utilizar ambas as enzimas (Xilanase e celulase) para este fim.
Quando realizado o tratamento com enzima xilanase ja foi possivel obter NFCs e, para
melhorar suas propriedades e aumentar rendimento de produto, somente a enzima
endoglucanase, do complexo celulolitico, deve ser usada, pois ela atua nas regides
especificas (amorfas). A enzima endoglucanase j4 € comercializada purificada, ou seja,
novos estudos podem ser realizados a partir da utilizacido desta na hidrélise enzimatica, em

conjunto com a enzima xilanase para producio de NFCs.
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CONCLUSOES GERAIS

Os estudos realizados demonstraram o potencial uso de um residuo agricola (casca
da banana) para producdo de subprodutos de maior valor agregado. As nanofibras de
celulose produzidas a partir dessa matéria-prima, através de hidrdlise enzimatica,
apresentaram caracteristicas ideais para aplicagdo como agente de reforco em compdsitos.
O farelo da casca de banana verde (Musa paradisiaca) apresentou teor de celulose (7,5%),
que ¢ um material estrutural extremamente forte, pois apresenta rigidez axial, sendo esta
uma propriedade desejdvel para uma fibra de reforgo.

Neste trabalho foram obtidas nanofibras de celulose a partir da casca de banana
verde pelo método de tratamento alcalino seguido de hidrdlise com enzima xilanase. Os
processos envolvidos se mostraram eficazes na remocao de componentes amorfos presentes
no farelo e, também apresentaram potencial para aumentar a cristalinidade do material e
para obter cargas superficiais eletronegativas das nanofibras. As caracteristicas exibidas
pelas NFCs sdo de extrema importancia para conseguir-se uma boa dispersdo e adesdo do
reforco em uma matriz polimérica.

A hidrélise enzimética mostrou-se ser um método promissor para isolar NFCs de
fontes vegetais. Os fatores estudados pH, temperatura, concentracio de enzima e
concentracdo de substrato, mostraram ser eficientes em uma ampla faixa de estudo, ou seja,
com a variacdo dos niveis de estudo, o processo ainda € eficaz para producdo de NFCs.
Apesar das rotas enzimdticas apresentarem alto custo de producdo, podem ser detectados
pontos importantes, tanto na economia (ponto de vista energético), por usar condi¢des
brandas no processo, como em todas as vantagens que pode trazer, como a sustentabilidade
do meio ambiente.

A etapa de hidrdlise enzimdtica com celulase foi adicionada ao processo apds
definir a melhor condi¢do do tratamento com xilanase. O complexo celulolitico ndo
apresentou resultados de interesse para o objetivo deste trabalho, visto que a acd@o sinérgica
das trés enzimas que o compde, tem a capacidade de degradar as cadeias de celulose a
glicose, produto de grande interesse industrial quando a finalidade é a sua conversdo em

etanol, por exemplo.
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O presente trabalho apresenta um novo processo que pode ser utilizado para
recuperar nanofibras de celulose (material de elevado valor) a partir de um residuo agricola.
A hidrélise enzimdtica € um método relativamente novo na area de producdo de
nanoparticulas de celulose de fibras vegetais e, apresenta potencial uso para o fim proposto.
A realizacdo deste estudo mostrou a potenciabilidade da casca de banana verde como
matéria-prima para o isolamento de NFCs. Tanto a hidrdlise enzimatica, quanto a
alternativa de propor um fim para a casca, favorecem o apelo ambiental do processo como

um todo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O desenvolvimento de processos ambientalmente amigédveis e produtos feitos com o
uso de materiais biodegradédveis é um desafio na atualidade, que consequentemente, atinge
o futuro préximo. As nanofibras de celulose t€ém demonstrado grande interesse como
agente de reforco em compdsitos. A partir dos resultados obtidos no presente trabalho,
identificam-se futuras linhas de pesquisa que podem ser exploradas nesta area:

e Estudar a potenciabilidade do aproveitamento integral da banana verde
(Musa paradisiaca) através da utilizacdo do amido (extraido da polpa) como
matéria-prima para elaboracdo de embalagens biodegradaveis, propondo
uma alternativa para o uso comercial desta fruta;

e Incorporar as nanofibras de celulose obtidas por hidrélise enzimdtica, como
agente de reforco em compdsitos biodegraddveis;

e Avaliar a eficiéncia de refor¢co das nanofibras de celulose em base nas
propriedades mecanicas e de barreira dos nanocompoésitos em fungdo da
concentracdo de nanofibras, abordando também o estudo de isotermas de
sor¢ao;

e Determinar a permeabilidade ao oxigénio dos nanocompositos a fim de
identificar possiveis aplicacdes como materiais de embalagem e/ou
coberturas comestiveis;

e Realizar um estudo comparativo dos filmes incorporados com nanofibras
obtidas pelo método enzimético e pelo método quimico;

e Estudar a degradacdo em solo e de estabilidade dos nanocompdsitos durante
seu armazenamento e/ou utilizacdo, submetendo-os a diferentes condicodes
de radiacdo UV, luz solar, oxigénio e umidade;

e Avaliar a toxicologia das nanofibras de celulose frente a satide humana;

e Aplicar coberturas comestiveis a base de amido de banana refor¢cadas com
nanofibras de celulose em produtos frescos;

e Estudar o efeito das coberturas sobre algumas caracteristicas de qualidade de

produtos frescos, bem como estimar a vida util desses produtos;
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e Estudar a migragdo das nanofibras de celulose presente na cobertura para o

alimento.
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APENDICES

APENDICES

Apéndice 1: Distribuicio de tamanho (comprimento) das nanofibras de celulose

obtidas através do planejamento fatorial fracionado 2+ com trés pontos centrais.

As distribui¢des do comprimento (nm) das NFcs produzidas, estdo apresentadas nas

Figuras 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10e 11.
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Figura 5.1 - Distribuicdo do comprimento das particulas de nanofibras de celulose (N1)
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Figura 5.1 - v Distribui¢do do comprimento das particulas de nanofibras de celulose (N3)
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Figura 5.2 - Distribuicdo do comprimento das particulas de nanofibras de celulose (N4)
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Figura 5.3 - Distribuicdo do comprimento das particulas de nanofibras de celulose (N5)

138



APENDICES

Volume (%)
—_ — (e} [\ (98] o8} P
(e (9] S W o W (e

9]
1

100 1000 10000
Tamanho (nm)

Figura 5.4 - Distribuicdo do comprimento das particulas de nanofibras de celulose (N6)
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Figura 5.5 - Distribuicdo do comprimento das particulas de nanofibras de celulose (N7)
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Figura 5.6 - Distribuicdo do comprimento das particulas de nanofibras de celulose (N8)
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Figura 5.7 - Distribuicdo do comprimento das particulas de nanofibras de celulose (N9)
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Figura 5.8 - Distribuicdo do comprimento das particulas de nanofibras de celulose (N10)

Volume (%)
— — — — — [V}
(e \S] BN [@)} oo S

(e} [\S} B (@) o
1

100 1000 10000
Tamanho (nm)

Figura 5.9 - Distribuicdo do comprimento das particulas de nanofibras de celulose (N11)
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