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A crescente conscientizacdo em relacdo a sustentabilidade impulsiona a utilizacdo do método
bioquimico para a producao de nanoestruturas, o qual oferece a vantagem de operar em condi¢des
suaves. Este estudo tem como objetivo produzir nanofibras de celulose a partir de fibras de algo-
d3o via rota enzimatica, sem processos quimicos adicionais. Enzimas comerciais de Trichoderma
reesei foram empregadas para obter microfibras e nanofibras de celulose em formato agulha. Apds
96 horas de hidrélise, as nanofibras apresentaram dimensdes médias de 289 nm de comprimento e
33 nm de espessura, com potencial Zeta de -15,7 + 1,7 mV e -12,0 + 2,3 mV em dispersdes aquosas
de 0,01 M KCl e 0,01 M KNO,, respectivamente. A reacdo resultou em um rendimento de 7,5% de
nanofibras isoladas.

Termos para indexag¢ao: nanoparticulas, processamento coloidal, celulose de algodao, hidrdli-
se enzimatica, microscopia eletrénica de transmissao.

O desenvolvimento de materiais biodegradaveis de alto desempenho tem atraido o interesse
da comunidade cientifica como uma possibilidade para reduzir o uso de plasticos e mitigar o impac-
to ambiental. Neste contexto, a conversao da celulose em nanoparticulas assume relevancia para o
desenvolvimento de novos compdsitos, em areas como saude e alimentos (Jacob, 2022). Contudo,
enfrenta-se o desafio de obter nanomateriais com viabilidade econdmica e sustentabilidade am-
biental. Para superar essa questdo, a hidrélise enzimatica surge como uma alternativa promissora,
oferecendo maior seletividade por meio da ac¢do da celulase, ao mesmo tempo em que reduz os
custos de producdo e minimiza os residuos quimicos prejudiciais.

Dentre as fontes naturais, incluindo residuos agroindustriais e madeira, o algoddao emerge
como uma op¢ao promissora para a obtencdo de nanocelulose, em razao da sua ampla disponibili-
dade e do seu alto teor de celulose. Além isso, o algodao ndo requer etapas adicionais de remogao
de hemicelulose e lignina, o que pode reduzir custos de operacao (Jacob, 2022).

No entanto, a hidrélise enzimatica do algod3do ainda é um desafio, por causa da recalcitrancia de
sua celulose, o que resulta em um numero limitado de estudos nessa area. Satyamurthy et al. (2011)
obtiveram nanofibras de algod3do por meio da hidrdlise da celulose microcristalina usando o fungo
T. reesei, embora as fibras de algodado tenham sido pré-tratadas com acido cloridrico antes do ataque
enzimatico. Meyabadi e Dadashian (2012) realizaram hidrélise enzimatica de residuos de fibras de
algoddo para a producdo de nanoesferas de celulose. Hideno et al. (2016) combinaram tratamento
enzimatico com fibrilagdo mecénica e obtiveram uma rede de nanofibrilas de algoddo. Notavelmente,
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esses dois estudos ndo alcangaram a morfologia desejavel de nanofibras em formato de agulha. Neste
trabalho, apresentamos uma nova metodologia para a producdo de nanofibras em formato de agulha
a partir de algodao, utilizando a hidrélise enzimatica, sem tratamentos quimicos adicionais.

O algoddao empregado neste estudo é algoddo hidroéfilo, comercializado pela marca Farol. O
acetato de sédio tribasico PA e o 4cido citrico anidro PA foram obtidos das marcas Exodo cienti-
fica e Dinamica Quimica Contemporanea, respectivamente. O coquetel enzimdtico Celluclast® de
Trichoderma reesei foi obtido da Sigma Aldrich.

Hidrdlise enzimatica

Os extrativos das fibras de algodao hidrofilicas comerciais foram removidos com extracao ace-
lerada por solvente (Thermo Scientific, Dionex ASE-350) usando uma solucdo de éter de petréleo e
etanol (2:1) a 105 °C. Os processos enzimaticos foram realizados com uma carga enzimatica de 30
FPU/g utilizando o coquetel enzimatico Celluclast®, com atividade inicial de FPase de 40,7 FPU/mL.
Uma carga de substrato de 0,5% (m/v) foi embebida em um tamp3ao de citrato de sddio/acido citrico
(50 mM, pH 4,8), e a reacgao foi realizada a 50 °C, sob agitacdo constante a 200 rpm em shaker. As

amostras foram retiradas do agitador nos tempos especificados e aquecidas a 95 °C por 45 minutos
para desativar as enzimas.

Separagao de celulose

As enzimas, a solu¢ao tampado e o agucar foram removidos da dispersao coloidal de celulose
por meio de centrifugacdo (Beckman Coulter, Optima-XE100) a 35.000 g por 20 minutos. O sobrena-
dante foi descartado, e o sedimento foi redisperso em agua destilada. O processo foi repetido trés
vezes. As amostras foram sonicadas com um processador ultrassonico (Sonics & Materials, GEX500)
por 30 minutos a 200 W.

As microfibras e nanofibras de celulose foram separadas por meio de uma série de etapas de
centrifugacdo sequenciais. Inicialmente, a amostra foi submetida a centrifugacdo a 5.000 g por
15 minutos, onde o sobrenadante foi coletado. O sedimento foi redisperso em agua destilada e
submetido a centrifugacdo sob os mesmos parametros. Esse procedimento foi repetido trés vezes.
Posteriormente, todos os sobrenadantes coletados foram submetidos a uma etapa final de centri-
fugacdo a 16.000 g por 15 minutos. Isso resultou em trés fracdes, denominadas F1 (material sedi-
mentado a 5.000 g), F2 (material sedimentado a 16.000 g) e F3 (sobrenadante a 16.000 g). Por fim,
todas as fra¢des foram liofilizadas. Os rendimentos de microfibras e nanofibras foram determinados
por gravimetria.

Caracterizagao das fibras

A morfologia das fibras de celulose do algodao foi analisada por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET) (Zeiss, SIGMA-HV) a 30 kV. Para as andlises, uma goticula de amostra obtida apds
96 horas de hidrdlise foi depositada sobre grade de microscopia recoberta (400 mesh) e armazena-
da em dessecador. Aproximadamente 150 medi¢des das dimensdes de fibras foram realizadas em
cada fracdo, com base nas imagens de MET, usando o software ImageJ. O comportamento coloidal
foi avaliado por meio de medidas de potencial Zeta (Brookhaven, ZetaPALS). As amostras liofilizadas
foram redispersas em agua destilada a 4% (m/v) e sonicadas por 10 minutos usando o processador
ultrassbnico. As suspensdes foram diluidas em 1:100 (v/v) em cloreto de potassio 0,01 M (KCI) e
nitrato de potassio 0,01 M (KNO,).



Determinacao de glicose

Para avaliar o progresso da hidrolise enzimatica, que transforma as cadeias de celulose em fi-
bras menores e glicose, o conteudo de glicose no sobrenadante foi quantificado a 45 °C usando cro-
matografia liquida de alta eficiéncia. A andlise foi conduzida em sistema HPLC Agilent (1260 Infinity)
equipado com uma coluna Bio-Rad (Aminex HPX-87H) e um detector de indice de refracao.

Caracterizagao das fibras

A Figura 1 apresenta as imagens de microscopia eletrénica de transmissdo das fragdes centri-
fugadas apds a hidrélise enzimatica do algodao. A Fracao F1 contém microfibras com dimensdes
maiores que 3 um, bem como nanofibras (Figura 1a, b), apresentando médias de comprimento
de 652 + 641 nm e espessura de 124 + 168 nm. A Fra¢ao F2 apresentou uma redugdo na presen-
¢a de microfibras (Figura 1c, d) em compara¢do com a F1, resultando em dimensdes médias de
508 + 240 nm de comprimento e 37 £ 23 nm de espessura. Por outro lado, a Fragdo F3, que consiste
em particulas que ndo sedimentaram a 16.000 g, exibiu morfologia em formato de agulha, com di-
mensdes de 377 £ 127 nm de comprimento e 29 + 12 nm de espessura (Figura 1e, f).

Figura 1. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) das fracGes de celulose: (a, b) F1; (c, d) F2; (e, f) F3.



A fracdo F3 representa as nanofibras de celulose isoladas obtidas por hidrélise enzimatica, ca-
racterizadas por um comprimento médio de 377 nm e uma espessura de 29 nm. Essas dimensdes
sdo consistentes com resultados da literatura para nanofibras de celulose obtidas por um processo
combinado de hidrdlise enzimdtica e homogeneizacdo de alta pressdo, com comprimentos médios
entre 100 nm e 250 nm e espessuras entre 5 nm e 10 nm (Zhai et al., 2021). Além disso, estudos ante-
riores relataram dimensdes semelhantes para nanofibras obtidas por hidrélise com acido cloridrico e
posterior hidrélise com T. reesei, com dimensdes médias de 120,3 nm de comprimento e 29,7 nm de
espessura (Satyamurthy et al., 2011).

A presenca de fibras nanométricas em todas as fracdes pode ser atribuida ao fenémeno co-
nhecido como “arraste de particulas” durante a centrifugacdo, em que particulas maiores carregam
particulas menores, incorporando as nanofibras no sedimento, mesmo com forgas centrifugas rela-
tivamente baixas (Rickwood; Graham, 2015).

Rendimento

A Figura 2 avalia o progresso das reacoes de hidrélise, por meio do rendimento de microfibras
e nanofibras e da producao de glicose.
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Figura 2. Rendimento das fibras das fracGes F1, F2, F3 e producdo de glicose ao longo do tempo.

A medida que o tempo de hidrélise aumenta, observa-se uma diminuicdo na porcentagem
das fracGes de microfibras (F1 e F2), indicando uma eficiente quebra enzimatica das microfibras
em componentes menores, incluindo nanofibras (F3) e glicose. O rendimento médio de nanofibras
observado foi de aproximadamente 7,5% apds 24 horas de hidrdlise. Rendimentos mais altos durante
esse periodo podem ser atribuidos a acdo continua e sinérgica das enzimas, seguida por subsequente
reducdo do rendimento por causa da conversdo das fibras em aclcares. E amplamente aceito que



periodos mais longos de hidrélise enzimatica resultam em uma maior degradacgdo das fibras em
acucares (Hideno et al., 2016).

Esses resultados oferecem informacdes valiosas sobre a hidrélise enzimatica do algodao e seu
potencial para a producdo de nanofibras de celulose. No entanto, destacam a importancia da otimi-
zacdo da reacdo para aumentar os rendimentos. Mais investigacdes sdo necessdrias para ajustar os
parametros da reacdo e alcancar rendimento de nanofibras de celulose.

Potencial Zeta

O comportamento coloidal foi avaliado pelo potencial Zeta (PZ), um parametro critico para
avaliar as tendéncias de agregacdo em diferentes meios e pHs (Kumar, 2021). As nanofibras de ce-
lulose apresentaram valores de -15,7 + 1,7 mV e -12,0 + 2,3 mV em dispersdes aquosas de 0,01 M
KCl e 0,01 M KNO,, respectivamente. Esses valores sdo consistentes com as cargas relatadas para
materiais de celulose, que geralmente variam de -10 mV a -15 mV. Estudos anteriores relataram va-
lores de PZ para hidrolisados de algodao tratados enzimaticamente de -14,63 mV em meio aquoso
(Satyamurthy et al., 2011) e -15,87 mV em 0,001 M KCI (Buschle-Diller et al., 2005). Em comparagao
com as nanofibras hidrolisadas com acido, geralmente caracterizadas por um PZ variando de -30 mV
a-50 mV, por causa da sulfonacdo da celulose, as produzidas por hidrélise enzimatica exibem menor
estabilidade coloidal. No entanto, os resultados mostram coloides relativamente estaveis sem a
adicdo de grupos funcionais na superficie das nanofibras, como observado durante a hidrdlise acida
com H_SO, (Kumar, 2021). Essa auséncia de grupos funcionais adicionados apresenta potenciais van-
tagens para futuras aplicacoes.

Este estudo contribui para o avan¢o de materiais biodegraddveis, produzindo com sucesso mi-
crofibras e nanofibras em formato de agulha a partir de algodao por meio de hidrélise enzimatica.
O maior rendimento de nanofibras foi obtido apds 24 horas de reagdo. As nanofibras produzidas
sdo estdveis, com potencial Zeta negativo. Esses resultados sugerem que a hidrdlise enzimatica do
algod3ao tem o potencial de produzir nanofibras de celulose em condi¢bes brandas sem uso de pro-
dutos quimicos. Estudos adicionais sdo necessdrios para otimizar as condi¢des de reacdo e explorar
aplica¢des especificas.
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