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Resumo

A obtencdo de nanofibras de celulose por hidrélise enzimatica, no contexto
do aproveitamento de biomassa lignocelulésica, tem sido explorada como uma
rota promissora nos ultimos anos. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho
consiste no isolamento e caracterizacao de nanofibras de celulose de engacos de
dendé obtidas por hidrdlise enzimatica, avaliando diferentes tempos de rea¢ao. O
isolamento da celulose foi realizado com solucdo de clorito de sédio (2%)
acidificado com solucdao aquosa de acido acético 1:1 e solug¢ao de hidroxido de
potassio (6%). A hidrélise da celulose foi efetuada em trés condi¢des de tempo
(24, 48 e 72 horas), utilizando complexo de celulases comercial a 50 °C. As
enzimas foram inativadas apds transcorrer o tempo de hidrdlise pelo
aquecimento a 98 °C por uma hora. A caracterizagao foi conduzida por
colorimetria de reflectdncia, microscopia eletrébnica de transmissdao (MET),
difratometria de raios-X (DRX) e termogravimetria (TG). A fracao celuldsica isolada
apresentou rendimento igual a 36,97%, cristalinidade avaliada em 59,92% e
elevado grau de branqueamento. Na hidrolise enzimatica, com o aumento do
tempo de reacdao, houve um decréscimo na cristalinidade e na espessura das
fibras celuldsicas, com morfologia fina, alongada e altamente entrelacada.
Observou-se um comportamento térmico semelhante para as amostras
estudadas. No entanto, a melhor condicao de obtencdo de nanocelulose foi em
48 horas de reagao, visto o indice de cristalinidade evidenciado (62,57%),
comportamento térmico estavel e a diferenca ndo acentuada na espessura da
fibra, comparado ao material obtido em 72 horas de reacao, o que nao justifica
gasto adicional de tempo e energia com manutencdo do processo.
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Introducao

A busca por novas fontes de matérias-primas, disponiveis em grande escala
e competitivas econdmica e ambientalmente tem sido foco de inumeras
discussdes em carater mundial. Aliado a dependéncia generalizada de insumos
de origem petroquimica, torna-se primordial dispor de alternativas locais que
contribuam para a manutencao das atividades na inddstria. Com isso, a
biomassa lignoceluldsica vem sendo explorada em processos gracas a grande
quantidade de residuos agroindustriais produzidos anualmente e ao fato de
estes serem subutilizados dentro das cadeias de producao em que sdo gerados,
o que é de interesse para o Brasil, visto a oportunidade de gerar novas
tecnologias e produtos (CORTEZ, 2010).

Nessa perspectiva, a dendeicultura no Pais consiste de uma cadeia
produtiva atrativa, fornecendo residuos lignocelulésicos como os engacos de
dendé, utilizados em diversas finalidades nesse setor, visando a geracao de
renda. A biomassa lignoceluldsica é composta por trés principais fragdes:
celulose (40-50%), hemicelulose (15-25%) e lignina (15-25%), dentre outros
constituintes. A partir de processos adequados de conversdao, pode-se obter
biocombustiveis, materiais renovaveis e produtos quimicos de interesse
comercial. Para isso, podem ser empregados métodos quimicos, fisicos,
biolégicos ou combinados, selecionados de acordo com as caracteristicas da
matéria-prima, rendimento e viabilidade em escala industrial (CORTEZ, 2010;
ROSILLO-CALLE et al., 2005).

A fracdo celuldsica para a ciéncia de materiais pode contribuir
significativamente como uma fonte precursora de matéria-prima na obtengao
de inumeros produtos de cardter renovavel, inéditos e de elevado valor
agregado. Nesse ambito, com os conhecimentos no campo da nanotecnologia, a
producdo e aplicacdao de fibras celuldsicas de escala nanométrica como
alternativa de agente de reforgo para matrizes variadas, possibilita a melhoria
das propriedades fisicas e quimicas dessa matéria-prima, sobretudo para a
sintese de biomateriais e nanocompadsitos.

Na literatura, a obtencao de nanoestruturas de celulose é reportada por
meio de processos mecanicos e hidroélise seletiva da celulose. Esta ultima deve
ser realizada na presenca de catalisadores, tendo duas possibilidades: acidos
inorganicos (H,SO,4, HCl e H3PO,) ou enzimas (celulases). Embora a hidrdlise
acida seja o método consolidado atualmente, o uso de celulases vem sendo
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avaliado como uma rota alternativa e promissora, apresentando como
principais vantagens condi¢cdes operacionais mais brandas de temperatura, pH e
a eliminacdao de problemas com a corrosao de equipamentos e a alta
especificidade por substrato celuldsico elucidada (BONONI, 2010). Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho consiste na obtencdao e caracterizacdo de
nanofibras de celulose de engacos de dendé isoladas por hidrdlise enzimatica,
considerando diferentes tempos de reacao.

Materiais e métodos

Purificacao da celulose de engacos de dendé

A metodologia descrita a seguir é adaptada de Fahma et al. (2010). A
remocdo da fracao de lignina foi realizada com solugdo de clorito de sddio 2%
acidificado com solugao aquosa de acido acético 1:1 e a fracao de hemicelulose
foi removida com solucdo de hidréoxido de potassio (6%). Esse procedimento foi
realizado em dois ciclos. Para o experimento, foram adicionados 50 g de engacos de
dendé secos, moidos e sem extrativos (5%) para um sistema aquoso (1.000 mL).
Para cada ciclo foram realizadas quatro extracdes, adicionando-se 25 g clorito de
sédio Sigma Aldrich (80%) e acidificando o sistema com 6 mL de solu¢ao aquosa
de acido acético 1:1, e uma extracdo adicionando-se 70,59 g de hidrdoxido de
potassio Tedia Brasil (85%). Cada extracao teve a duracao de 24 horas sob
agitacdo a temperatura ambiente, seguido de lavagem até pH neutro. O teor de
solidos foi determinado em triplicata.

Hidrodlise enzimatica de celulose de engagos de dendé

Para a realizacao da hidrdlise enzimatica de celulose, utilizou-se complexo de
celulases comercial com atividade igual a 41,7 FPU/mL. Primeiramente, pesou-se
em balanca analitica aproximadamente 20 g de polpa de celulose em triplicata.
Cada aliquota foi inserida em um Erlenmeyer de 125 mL, juntamente com 0,2 mL
de solugdo de tampado citrato de sédio/acido citrico 0,1 M, pH 5 e o respectivo
volume de celulases comercial. Os sistemas foram incubados em shaker sob
agitacdo a 250 rpm a 50 °C. As reagdes foram interrompidas apds 24, 48 e 72
horas de tempo de hidrdlise. A inativacao enzimatica foi realizada por meio de
aquecimento a 98 °C por 1 hora, seguida de lavagem até pH neutro.
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Caracterizacao quimica e morfologica

Para a analise por microscopia eletronica de transmissao (MET), uma
aliquota de cada amostra foi diluida, sonicada e adicionada em “grids” de cobre e
armazenadas em dessecador. As micrografias foram registradas em microscopio
eletronico de transmissdao JEOL - JEM/1011, a 80 kV. A analise das dimensodes
(comprimento e espessura) das nanofibras foi realizada com o programa ImageJ,
pela medida de cerca de 200 nanoestruturas.

Para a difratometria de raios-X, as amostras foram secas por 48 horas a 78 °C
e analisadas em difratdbmetro Bruker/D8 Focus, poténcia de 40 kV, 30 mA e
radiacdo de CuKa (A=1,54 A), a uma velocidade de 0,5°/minuto no intervalo de
angulos 26 variando de 5° a 40°. O indice de cristalinidade (IC) foi determinado de
acordo com a equacao proposta por Segal et al. (1959), a partir da intensidade de
difracao dos picos: 26 =18° e 22,6°.

Para a colorimetria de reflectancia [considerou-se os valores da escala
CIEL*a*b*, em que L* é a luminosidade, a* é a coordenada que descreve o
vermelho (+) e o verde (-) e o b* é a coordenada para o amarelo (+) e o azul (-)] e
termogravimetria, as amostras foram secas a 78 °C por 24 horas e analisadas em
colorimetro Konica Minolta, modelo CR-400 com fundo branco e no equipamento
Shimadzu DTG-60H. Foram pesadas entre 8 mg e 10 mg de cada amostra em
cadinho de platina e analisadas a uma faixa de aguecimento de 25 °C até 900 °C
com taxa de aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio (N,) com
fluxo de 50 mL/min™.

Resultados e discussao

O processo de polpacao da celulose apresentou rendimento igual a

36,97% (com base no teor de sdlidos), elevado grau de branqueamento e

cristalinidade avaliada em 59,92% (Tabela 1). Para os hidrolisados gerados, as

micrografias confirmam a obtencao de fibras em escala nanométrica, evidenciada

pela diminuicdo da espessura destas com o aumento do tempo de hidrélise,
apresentando morfologia fina, alongada e altamente entrelacada (Figura 1).

Essa informacdo comprova a atividade efetiva e sinérgica das celulases sobre

a estrutura da fibra celulésica, embora n3ao seja observada a redugcao no

comprimento das mesmas (caracteristica acentuada da fibra de engaco de
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dendé), o que ndo restringe e nem compromete a acao enzimatica, propriedades
e aplicacOes avaliadas para esse material (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de cristalinidade, comprimento, espessura e coloragao de biomassa, fibra
celulésica e nanofibras de celulose (NFC) em diferentes tempos de hidrélise.

Cristalinidade Espessura Comprimento Coloragao
Material

(%) (nm) (nm) (L*; a*; b*)
Engaco de dendé 27,38 - - 43,38; 4,57; 17,49
Fibra de celulose 59,92 11,0x10%#3,9x10°  190x10°+106x10°  95,15; -0,46; 5,07
NFC — 24 horas 69,57 17,4 +7,3 782,1+341,2 95,78; -0,69; 6,96
NFC — 48 horas 62,57 12,9 46,2 414,2 +207,0 96,60; -0,52; 6,40
NFC — 72 horas 49,68 11,8 £5,9 640,4 £384,2 96,01, -0,77; 6,07

Com isso, a melhor condicao de tempo de hidrélise apresentada foi em 48
horas de reacao, visto que, com 24 horas de reacdo, observam-se fibras nao
hidrolisadas e, com 72 horas de reacdao, ndao ha uma diminuicao significativa,
principalmente na espessura das nanofibras, em comparacao ao material obtido
em 48 horas de reacao. O termograma gerado (Figura 2A) mostra que, com o
aumento do tempo de hidrélise, as nanofibras apresentaram uma temperatura
maior de degradacao em relacdo a fibra de engaco de dendé e de celulose.
Entretanto, essa diferenca ndo é acentuada, sugerindo que as amostras de
nanofibras apresentam comportamentos térmicos semelhantes.

A partir do indice de cristalinidade calculado por meio do difratograma de
raios-X construido (Figura 2B), verifica-se que, com 24 horas de hidrdlise
enzimatica, ocorreu o aumento da cristalinidade da nanofibra, comparado a fibra
celulésica de engaco de dendé (59,92%).
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Figura 1. Micrografias regist
transmissao (MET) (B, C e D): (A) fibra de celulose de engacos de dendé, (B) nanofibra de celulose em
24 horas, (C) nanofibras de celulose em 48 horas e (D) nanofibras de celulose em 72 horas.

Entretanto, com o aumento do tempo de reacdo, ocorreu a diminui¢cao da
cristalinidade do material (Tabela 1). Tal resultado sugere que, com o aumento do
tempo de reacdo, as enzimas, apds hidrolisar a parte amorfa do material,
comecam a agir sobre a celulose cristalina, diminuindo a fracao de cadeias
cristalinas da mesma.
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Figura 2. Caracterizacdo de amostras de fibra de engacos de dendé, fibra celulésica e nanofibras (24,
48 e 72 horas): (A) Termograma e (B) Difratograma de raios-X.
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Conclusoes

Constatou-se que a melhor condicdo de isolamento de nanofibras por
hidrdlise enzimatica da celulose de engacos de dendé foi alcancada durante 48
horas de reagdo, apresentando cristalinidade elevada (62,57%) e morfologia fina
(12,9 nm), alongada, altamente entrelacada. O valor encontrado para a espessura
das nanofibras nesse tempo se mostrou semelhante ao verificado em 72 horas de
reacao, o que ndo justifica custos adicionais com energia e tempo para a
manutenc¢do do processo, visto também a diminuicdao da cristalinidade da fibra
celulésica (49,68 %) nessa condicdo. Os resultados obtidos contribuem quanto ao
uso de tecnologias quimicas e bioldgicas direcionadas a ciéncia de materiais,
visando a producao de fibras celuldsicas de escala nanométrica.
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