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Resumo: O Brasil esta progredindo quando se trata da substituicdo de combustiveis fosseis por etanol renovavel
obtido a partir da cana-de-agucar. Devido as demandas ambientas e econdmicas, a reutilizagdo do residuo da
etapa de hidrolise enzimatica da produgao de etanol celuldsico tem se tornado de grande relevancia para garantir
a viabilidade desse processo. Assim, o presente estudo avaliou o emprego dos residuos da hidrélise enzimatica
do bagaco de cana-de-agucar para a producdo de nanowhiskers de celulose (CNW). O bagaco foi hidrolisado
com extrato enzimatico comercial (12 mg de proteina/g de celulose). Os residuos foram purificados com NaOH
5% (m/m) a 55 °C e H,0, 35% (v/v) seguido de uma hidrdlise a 45 °C com H,SO, 60% (m/m) e extragdo de 30
min. A hidrolise enzimatica do bagago pré-tratado alcangou cerca de 60% de conversdo, gerando um residuo
solido de grande potencial para a produgao de nanowhiskers de celulose. Os CNW apresentaram altos indices de
cristalinidade sendo produzidos com sucesso. Por ser um material de alto valor agregado, a producao integrada
de CNW contribui para tornar a rota enzimatica da produgao de etanol celuldsico economicamente mais viavel.

Palavras-chave: bagaco de cana-de-agtcar, hidrolise enzimatica, nanowhiskers de celulose.

INTEGRATION OF AGROENERGY AND NANOTECHNOLOGY FOR THE REUSE OF RESIDUAL CEL-
LULOSE FROM THE ENZYMATIC HYDROLYSIS OF SUGARCANE BAGASSE

Abstract: Brazil is making progress when it comes to replacing fossil fuels by renewable ethanol derived from
the sugarcane. Due to environmental and economic demands, the reuse of residue from the enzymatic hydrolysis
step of cellulosic ethanol production has become of great importance to ensure the viability of this process.
Thus, the present study evaluated the use of residue from the enzymatic hydrolysis of sugarcane bagasse for the
production of cellulose nanowhiskers (CNW). Sugarcane bagasse was hydrolyzed with a commercial enzymatic
extract (12 mg protein/g cellulose). Then, the residues were purified employing 5% (w/w) NaOH at 55 °C and
35% (v/v) H,0,, followed by hydrolysis at 45 °C with 60% (w/w) H SO, and extraction of 30 min. The enzymatic
hydrolysis of pretreated bagasse reached about 60% conversion by generating a solid residue of great potential
for the production of cellulose nanowhiskers. The CNW showed high crystallinity index and they were produced
successfully. For being a material with high added value, contributes to making the most economically viable the
enzymatic route for large scale use.

Keywords: sugarcane bagasse, enzymatic hydrolysis, cellulose nanowhiskers.
1. Introducao

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agticar. Na safra 2014/2015, 671,69 milhdes de toneladas
de cana-de-agucar serdo processadas pelas usinas brasileiras (CONAB, 2014). Deste total, estima-se que 1/3 seja
correspondente a geragdo de bagago, que ¢ uma potencial fonte para a producao de etanol. O bagago ¢ um subpro-
duto abundante e contém teores elevados de carboidratos, sendo composto por 40-45% de celulose e 30-35% de
hemicelulose. O restante ¢ principalmente composto por lignina, além de menores quantidades de minerais, ceras
e outros componentes.

A rota de produgdo de etanol celuldsico ¢ promissora e envolve basicamente trés etapas, a saber: pré-tra-
tamento da biomassa, hidrolise enzimatica e fermentagdo alcodlica. Apos a hidrolise enzimatica do bagaco para
a obtencdo de etanol celuldsico, resta um residuo fibroso sélido que pode ser reaproveitado em outros processos,
como a obten¢@o de celulose purificada e, também, a producdo de nanowhiskers de celulose (CNW). Portanto, a
reutilizagdo do residuo da etapa de hidrélise enzimatica da producéo de etanol celulésico tem se tornado de grande
relevancia para garantir a viabilidade econdmica do processo.
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As cadeias poliméricas de celulose cristalina organizam-se nas microfibrilas das células vegetais em
forma de nanocristais alongados e de pequenos diametros, sendo que estes nanocristais sdo caracteristicos de es-
truturas denominadas whiskers. Por meio da diversificagdo do uso de fibras celuldsicas, surgiram diversos estudos
relacionados a obtengao de CNW de varias fontes de celulose, inclusive de origem animal (TEIXEIRA, etal, 2011;
ANGLES, et al., 2000).

Neste sentido, o emprego dos residuos do processo de degradacdo enzimatica do bagaco de cana para a
producdo de novos materiais, como os CNW de celulose, para a utilizagdo em diversos setores da industria, entre
eles, o de produgdo de embalagens, torna-se de grande relevancia para a economicidade do processo global de
producdo de etanol celuldsico. Com esta motivaga@o, o presente trabalho avaliou a viabilidade de reutilizagdo dos
residuos da hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-agticar pré-tratado por explosdo a vapor para a producdo
de CNW de celulose.

2. Materiais e Métodos
2.1. Materiais

Utilizaram-se o bagago de cana-de-actcar in natura (BIN), o bagaco de cana-de-agticar pré-tratado por
explosdo a vapor (BEX) e bagaco de cana-de-agticar com pré-tratamento hidrotérmico (BH) (Centro de Tecnologia
Canavieira). O extrato enzimatico comercial Cellic® CTec2 (Novozymes) foi usado na etapa de hidrolise enzima-
tica. Para a purificacdo foi utilizado o peréxido de hidrogénio (H,0,) 35% (v/v) e hidréxido de s6dio (NaOH) 5%
(m/m) e para a hidrolise acida foi utilizado H,SO, 60% (m/m).

2.2. Métodos
2.2.1. Preparagdo da biomassa

Primeiramente, o bagago foi lavado e depois seco em estufa a 45 °C durante 48 horas. Por fim foi penei-
rado com granulometria inferior a 2 mm.

2.2.2 Caracterizagdo quimica e morfoldgica

O indice de cristalinidade (IC%) foi calculado com base no método de Segal et al. (1959), empregando-se
a difragdo de raios-X (DR-X) em um Shimadzu 6000. A identificacdo de grupos funcionais foi realizada por FTIR
em um Perkin Elmer Spectrum One. As analises microscopicas foram realizadas por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Microscopia de For¢a Atomica (AFM) Dimension V (Veeco, EUA).

2.2.3 Hidrolise enzimatica

O bagago foi submetido a hidrélise em tampao citrato 0,1 M, pH 5,0 com uma carga de solidos de 10%.
Utilizou-se 12 mg de proteina/g de celulose. Os ensaios foram realizados a 50 °C e 200 rpm durante 24 h. A ativi-
dade enzimatica foi determinada de acordo com Ghose (1987). A concentracéo de proteinas foi determinada pelo
método de Bradford. A producdo de glicose foi monitorada por um kit enzimatico (Doles, Brasil).

2.2.4 Branqueamento do residuo

Esta etapa seguiu a metodologia de Teixeira et al. (2011). Adicionou-se 100 mL de NaOH 5% (m/m) a
55°C, 5 g do residuo da hidrélise enzimatica (RHE) e 43 mL de H,O, 35% (v/v) sob agitagdo magnética por 1,5
h. Filtrou-se a vacuo e lavou-se o residuo até meio neutro (pH=7). Este material foi seco a 70 °C em estufa para as
analises de caracterizagao.

2.2.5 Hidrolise acida

Esta etapa seguiu a metodologia de Teixeira et al. (2011) sendo que 5 g do residuo da hidrélise enzimatica
ap6s o branqueamento (RHEB) foi disperso em 100 mL de H,SO, 60% (m/m) a 45°C sob agita¢do vigorosa por 30
min. Adicionou-se 500 mL de agua. Centrifugacdo a 10.000 rpm durante 10 min, seguida de dialise em agua com
uma membrana de celulose até pH 7.

3. Resultados e Discussao

A composi¢ao dos materiais lignoceluldsicos esta apresentada na Tabela 1. A comparaga@o entre o BEX,
BIN e BH mostra que o pré-tratamento por explosdo a vapor resulta na remogao de fragdo hemiceluldsica, pos-
sibilitando um enriquecimento da biomassa em celulose, 0 que ja ndo ¢ tdo expressivo para o pré-tratamento
hidrotérmico. Observa-se no RHE, tanto no BEX quanto no BH, uma diminui¢ao da quantidade de celulose e, con-
sequentemente, um enriquecimento em lignina, resultado da degradag¢ao de uma porgao da celulose por parte das
enzimas. A hidrélise enzimatica do bagaco gerou um residuo composto por um teor de celulose residual cristalina
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que pode ser confirmado pelos resultados apresentados na Tabela 1 e corroborados pelo indice de cristalinidade
apresentado na Tabela 2.

Tabela 1. Composicao do material lignocelulosico (%).

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina
(%)
BIN 46,6 26,5 21,7
BEX 61,5 4,5 32,0
BH 54,6 6,5 33,4
RHE 32,0 2,0 53,0

A Figura 1 apresenta as micrografias obtidas por MEV. O BIN (Figura 1A) apresenta uma morfologia
rigida e compactada, enquanto os outros materiais exibiram morfologia mais desorganizada, com uma maior ex-
posi¢do das fibras.
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Figura 1. Micrografia de MEV do bagago de cana: (A) BIN (B) BEX (C) BH (D) RHE.

A Figura 2 apresenta os espectros de FTIR e os de DR-X para todo o processo, desde a matriz at¢ o CNW.
A Figura 2A mostra que os espectros FTIR do BEX e RHE foram semelhantes ao do BIN, sugerindo que os pro-
cessos quimicos nao provocaram alteracdes drasticas na sua estrutura quimica. A Figura 2B refere-se as amostras
de BEX ¢ a 2C para as amostras de BH.

Entre 2995 a 4000 cm, estdo representadas as ligagdes OH, que podem ser caracteristicas tanto de ce-
lulose, quanto de lignina e hemicelulose (MORAN, et al., 2008). Em todos os casos, ¢ possivel observar bandas
entre 1730 e 1700 cm!, caracteristica de grupos aromaticos da lignina. A banda em 1735 cm™ é proveniente das
carbonilas da hemicelulose. Em contrapartida, no espectro dos CNW estas bandas ndo estdo presentes, devido a
remogao da lignina pela etapa de hidrolise acida e hemicelulose pelo pré-tratamento por explosdo a vapor. Entre as
linhas pontilhadas, de 1082 a 1270 cm™, estao presentes as bandas caracteristicas das ligagdes C-O-C ¢ entre 500
a 700 cm™ aparecem apenas bandas de celulose e estas sao intensificadas no espectro dos CNW, mostrando que os
CNW foram produzidos com elevado grau de pureza.
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Figura 2. (A) Espectros FTIR e difratogramas de raios X: (B) BEX (C) BH

Os difratogramas exibiram picos tipicos de polimorfos de celulose I (a 26~15,7° ¢ 22,4°) e 0o CNW
apresentou uma mistura de polimorfos de celulose I e celulose I1 (a ~11,6°¢ 22,1°)(GOUVEIA, et al. 2009). Houve
uma diminuigdo na cristalinidade da amostra de bagaco em relagdo a amostra do RHE, para ambas as matrizes,
onde os picos de difragdo se tornaram menos intensas. Analisando-se os IC% (da Tabela 2), verifica-se que este
diminui 11% no BEX e de 2,5% no BH confirmando o observado nos difratogramas. Esta diminui¢@o ocorre devido
a alta concentragao de lignina (substancia amorfa) encontrada no residuo ap6s a hidroélise enzimatica. O DR-X do
BIN (espectros ndo mostrados) apresentou um IC% de 55,0% o que quando comparado com o IC% para o BEX
e para o BH confirma a remocéo de substancias amorfas, como a de hemicelulose, a partir destes pré-tratamentos.

Tabela 2. IC (%) para amostras de BEX e BH

BEX BH
Bagago 65,0 67,8
RHE 54,0 65,3
RHEB 83,2 82,0

CNW 79,0 79,7
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Apos o branqueamento podemos ver no difratograma do RHEB e confirmar na Tabela 2 que ocorreu
novamente um aumento da cristalinidade devido ao alto indice de remoc¢ao da lignina, sendo o esperado para este
tipo de procedimento. Este alto IC% indica que grande parte da celulose residual apos os processos de hidrolise
enzimatica ¢ branqueamento esta sob a forma cristalina. Os CNW produzidos apresentaram alto IC% e com valo-
res muito proximos, independente do material de partida, mostrando que o método de obtencdo se adequa a ambas
as matrizes estudadas. Os aspectos visuais das amostras sdo apresentados na Figura 3 abaixo. Ambos os CNW
apresentaram aspecto castanho acinzentado em suspensio e, quando secos, castanho amarelado.

Figura 3. Amostras de: (A) Bagago (B) RHE (C) RHEB (D) CNW-suspensao (E) CNW-seco.

A morfologia dos CNW das matrizes de BEX ¢ BH foram estudadas a partir de imagens de AFM como
apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Micrografia de AFM para o CNW: (A) BEX (B) BH.

Comparando-se os difratogramas do CNW, ocorreu uma pequena diminui¢ao da porcao cristalina, isto
reflete em um IC% (IC% 79,0 para o BEX e 79,7 para o BH) pouco menor que o RHEB. Por esta diferenga ser de
apenas aproximadamente 3%, este esta dentro do limite de erro aceitavel e pode ser desconsiderado. Assim, mes-
mo com os resultados citados, a micrografia de AFM (Figura 4) aliada ao aspecto fisico da suspensao, como visto
na Figura 4, e o0 IC% sugerem com confiabilidade que os CNW foram sintetizados com sucesso neste trabalho.

4. Conclusoes

Os CNW obtidos a partir da rota enzimatica de producao de etanol sdo um material de alto valor agregado
com aplicagdo em diversos setores ¢ foram produzidos com sucesso neste trabalho. Assim, a utilizagdo dos residu-
os do processo de degradagao para a produgdo de novos materiais como nanowhiskers de celulose para a utilizagao
em diversas areas da industria, entre elas a de embalagens, faz com que a rota de hidrélise enzimatica apresente
caracteristicas de interesse para utilizagao em grande escala.
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Resumo: Nanofibras de sisal foram preparadas por hidrolise acida e utilizadas como refor¢co em matrizes
biodegradaveis de amido termoplastico (TPS) e TPS/policaprolactona (TPS/PCL). As nanofibras de sisal
apresentaram dimensdes de 5+2 nm de didmetro, 210 £ 60 nm de comprimento ¢ 78% de cristalinidade. Os
nanocompdsitos com 5 e 10% (m/m) de nanofibras de sisal foram obtidos por extrusdo dupla rosca. A influéncia
das nanofibras de sisal na biodegradagdo da blenda de TPS/PCL foi investigada. Os resultados mostraram que a
adigdo das nanofibras de sisal como reforgo aumentou a biodegradabilidade da matriz de TPS/PCL.

Palavras-chave: amido termoplastico, policaprolatona, nanofibra, sisal, biodegradagao.

BIODEGRADATION OF THERMOPLASTIC STARCH/POLYCAPROLACTONE WITH SISAL NANOFI-
BERS.

Abstract: Sisal nanofibers were prepared by acid hydrolysis and used as reinforcement in biodegradable matrices
of thermoplastic starch (TPS) and TPS / polycaprolactone (TPS/PCL). The sisal nanofibers had dimensions of 542
nm in diameter, 210 +£60 nm in length and 78% of crystallinity. Nanocomposites with 5 and 10% (w/w) of sisal
nanofibers were obtained by twin screw extrusion. The influence of nanofibers sisal on the biodegradation of TPS/
PCL blends were investigated. The results showed that the addition of nanofibers sisal as reinforcing increased the
biodegradability of TPS/PCL matrix.

Keywords: thermoplastic starch, polycaprolactone, nanofibers, sisal, biodegradation.
1. Introducao

Hé um grande interesse em substituir os polimeros sintéticos e nao-biodegradaveis com polimeros biode-
gradaveis que tenham boas propriedades funcionais, tais como policaprolactona, poli (acido lactico), e poli (hidro-
xibutirato). No entanto, o custo destes polimeros ¢ muito superior quando comparado com os produtos a base de
petrdleo (Avella et al., 2002). Uma alternativa é misturar estes polimeros biodegradaveis, com polimeros naturais
renovaveis tais como amido e fibras vegetais, que possuem baixo custo.

Blendas de amido termoplastico (TPS) com policaprolactona (PCL) sdo renovaveis, biodegradaveis e de
baixo custo (Li et al., 2010; Shin et al., 2004). Campos et al. (2011) relataram melhoria das propriedades mecanicas
em compositos com fibras de sisal branqueada em TPS/PCL, devido a eficiente capacidade de dispersdo das fibras
em blendas de TPS/PCL.

Nanocelulose ou nanofibras t€ém sido usados em diversas aplicagdes, tais como no refor¢o de nanocom-
positos e no desenvolvimento de materiais de nano-escala.

Neste trabalho, nanofibras de sisal (SW) foram incorporadas no TPS e blendas de TPS/PCL. PCL foi
misturado no nanocompdsito de TPS/SW para obter um nanocompésito TPS/SW/PCL. Em ambas as etapas, os
materiais foram processados em uma extrusora de co-rotacdo dupla. Foram investigadas a influéncia de nanofibras
de sisal na biodegradag@o de TPS e nas matrizes de TPS/PCL em solo compostado.

2. Materiais e Métodos
2.1. Preparo das nanofibras de sisal e dos nanocompdsitos

As fibras de sisal foram fornecidas pela Embrapa Algodao (Campina Grande - PB - Brasil). Estas fibras
foram purificadas com tratamentos que removeram seus constituintes ndo celuldsicos (branqueamento), e encon-
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