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RESUMO

A nanocelulose vem ganhando grande destaque no setor econémico e industrial pois exibe
excelentes propriedades como alta resisténcia mecénica, alta area de superficie e
biodegradabilidade. No entanto, ainda h& a necessidade de explorar novos materiais e métodos
mais eficientes para a preparacdo de nanocelulose. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho é
obter nanocelulose, via hidrélise &cida e enzimética, ambas sequencial com 0 processo
ultrassbnico, usando o bagaco de caju (BC) pré-tratado, e avaliar sua aplicacdo na producao de
biofilmes. Inicialmente, BC foi pré-tratado usando o pré-tratamento alcalino (NaOH), variando
as porcentagens de BC, 5 % e 10 % m/v (denominados de BC-PTA-5 e BC-PTA-10). Também
foi realizado o pré-tratamento acido seguido de alcali usando H.SO4 e NaOH com 20 % m/v de
carga inicial de bagaco de caju, sendo o BC pré-tratado nomeado de BC-PT-HA.
Posteriormente, foi avaliado a obtengédo de nanocelulose por hidrdlise acida (métodos I, 11 e I11)
e enzimatica (métodos IV e V), variando a concentracdo do &cido sulfurico, da carga enzimatica
e do tempo. O material resultante desses métodos foi caracterizado por Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), Microscopia de Forca Atbmica (MFA) e Andlise de Termogravimétrica (TGA). O BC-
PT-HA apresentou maior teor de celulose e maior estabilidade térmica, quando comparado ao
material pré-tratado por apenas alcali (BC-PTA-5 e BC-PTA-10), que por sua vez apresentou
um maior teor de lignina. Os resultados comprovaram a obtencdo de nanocelulose por hidrolise
acida conduzida segundo os métodos Il (BC-PTA-HA) e Ill (BC-PTA-10) que apresentaram
formato de hastes com diametro variando de 30 nm a 103 nm. J& com BC-PTA-5 (método I1I)
foi obtido nanoesferas com didmetros de 100 nm a 120 nm. Além disso, as nanoestruturas
obtidas do BC-PTA-10 e BC-PTA-5 continham lignina residual e apresentaram a maior
estabilidade térmica. Pelo processo de hidrolise enzimatica, usando o BC-PT-HA com carga
enzimatica 7,5 FPU/Qcelulose € 24 h de hidrélise (método V) foi possivel obter nanoesferas com
didmetros variando de 57,26 nm a 220,66 nm, a fracdo liquida resultante continha 1,51 g/L de
glicose e rendimento igual a 175,6 mg de glicose por grama de BC-PT-HA, apresentando-se
como uma possivel fonte de carbono para a obtencdo de produtos de interesse industrial. O
material resultante da hidrélise enzimatica (método 1V) foi utilizado na producéo de biofilmes,
gue possuem potencial para aplicacdes em embalagens de alimentos. Portanto, a partir do BC

é possivel obter nanocelulose, resultando em mais uma aplicacdo para este residuo.

Palavras-chaves: celulose; nanocelulose; hidrolise &cida; hidrdlise enzimatica; biofilmes.



ABSTRACT

Nanocellulose material has gained great prominence in the economic and industrial sector due
it exhibits excellent properties such as high mechanical strength, high surface and
biodegradability. However, there is still a need to explore new materials and more efficient
methods for preparing nanocellulose. In this context, this objective of this work is obtained
nanocellulose, via acid and enzymatic hydrolysis routes, both sequential with the ultrasonic
process, using pretreated cashew apple bagasse (CAB), and to evaluate its application in the
production of biofilms. Initially, CAB was pretreated using alkaline pretreatment (NaOH),
analyzing different percentages of CAB, 5 % and 10 % w/v (denominated CAB-PTA-5 and
CAB-PTA-10). Also, it was evaluated the pretreatment performed with acid followed by alkali
using H.SO4 and NaOH, and 20 % w/v of initial load CAB, being the pretreated CAB named
CAB-PTA-HA. Subsequently, it was evaluated the obtaining of nanocellulose by acid
hydrolysis (methods Il and 1I1) and enzymatic hydrolysis (methods IV and V), varying the
sulfuric acid concentration, enzyme loading, and time. The material obtained by these methods
was characterized by Fourier transform infrared spectrophotometry (FTIR), scanning electron
microscopy (SEM), atomic force microscopy (AFM), and thermogravimetric analysis (TGA).
The CAB-PT-HA had a higher cellulose content when compared to CAB pretreated only with
alkali (CAB-PTA-5 and CAB-PTA-10), which in turn showed a greater amount of residual
lignin. CAB-PT-HA showed greater thermal stability. The results confirmed the obtaining of
nanocellulose by acid hydrolysis conducted according to methods Il (BC-PTA-HA) and 111
(BC-PTA-10), which presented the shape of rods with a diameter ranging from 30 nm to 100
nm, with BC-PTA-5 (method Ill) nanospheres with diameters from 100 nm to 120 nm were
obtained. Furthermore, the nanostructures obtained from CAB-PTA-10 and CAB-PTA-5
contained residual lignin. By the enzymatic hydrolysis process, using BC-PT-HA with a load
of 7.5 FPU/g cellulose and 24 h of hydrolysis it was possible to obtain nanospheres with
diameters from 57.26 nm to 220.66 nm, and the resulting liquid fraction contained 1.51 g/L of
glucose, with a yield of 175,6 mg of glucose per g of BC-PT-HA, presenting itself as a possible
source of carbon to obtain products of industrial interest. The material resulting from enzymatic
hydrolysis (method V) was used in the production of biofilms, which have potential for
applications in the food packing material. Therefore, from BC it was possible to obtain

nanocellulose, resulting in another application for this residue.

Keywords: cellulose; nanocellulose; acid hydrolysis; enzymatic hydrolysis; biofilms.
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1 INTRODUCAO

A nanocelulose ¢ definida como um material celuldsico que possui pelo menos uma
de suas dimensdes com tamanho inferior a 100 nm (MEYABADI et al., 2014; RIBEIRO et al.,
2019). A celulose em escala nanométrica possui diferentes propriedades, que sdo bastante
atrativas, como alta resisténcia mecanica, baixo peso e biodegradabilidade, vasta &rea
superficial, abundancia de grupos hidroxilas, que proporciona locais ativos para ligagédo
quimica com matrizes poliméricas despertando assim mais interesse em pesquisa e também no
setor industrial (KARGARZADEH et al., 2018; MORIANAZ et al., 2016; TRACHE et al., 2020).
Em 2022, o mercado de nanocelulose foi avaliado em mais de 340 milhdes de ddlares e deve
registrar mais de 23,5 % de CAGR (Compound Annual Growth Rate) entre os anos de 2023 a
2032 (PULIDINDI; AHUJA, 2022).

Além disso, devido as suas inumeras propriedades, as nanoestruturas vem ganhando
interesse para uma ampla gama de aplicagdes, incluindo seu uso no tratamento de agua e
efluentes (SADARE et al., 2022), em biossensores (GOLMOHAMMADI et al., 2017), em
biocompositos (RESHMY et al., 2022) e também tornam-se candidatos promissores a serem
usados como reforco em matrizes polimericas (NOREMYLIA, ZAKI e ISMAIL, 2022).

Atualmente um dos grandes desafios enfrentados pelo mundo é encontrar um
método eficaz para enfrentar os problemas ambientais criados pelos residuos plasticos nédo
degradaveis. Os plasticos ndo degradaveis sao baratos e duraveis, mas seu acimulo gera danos
a existéncia de seres humanos, vida selvagem e todo o ecossistema. Entao, deseja-se substituir
os plasticos ndo degradaveis por biodegradaveis, que se decomponham de maneira rapida e em
matéria organica (RESHMY et al., 2021). Diante dos desafios mencionados, atualmente,
estudos buscam novos biomateriais que estdo sendo desenvolvidos com o intuito de produzir
materiais de embalagem de uma variedade de recursos naturais.

Os materiais a base de celulose sio alternativas potenciais aos polimeros derivados
do petroleo, devido a sua abundancia na terra, renovabilidade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, possuir capacidade de modificacdo, adaptabilidade e morfologias versateis
(FANG et al., 2019). Dentre os materiais a base de celulose, pode-se citar a nanocelulose, que
tém sido estudada extensivamente devido ao promissor efeito de reforgo dessas nanoparticulas
em inGimeras matrizes poliméricas (KARGARZADEH et al., 2018). A nanocelulose
desempenha um papel importante no campo da nanotecnologia e pesquisas estdo sendo
realizadas com o intuito de encontrar diferentes rotas e matérias-primas para obté-la (KUMAR,
PATHAK e KANT, 2020; MATEO et al., 2021). Os residuos de biomassa se apresentam como
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matéria-prima promissora na producgdo de nanocelulose, podendo ajudar a aliviar os desafios
de gestdo de residuos e problemas ambientais, como o esgotamento de recursos naturais ndo-
renovaveis (SADARE et al., 2022).

Existe um conceito conhecido como “economia de residuos zero” que incentiva a
utilizacdo de residuos de biomassa como matéria-prima, em substituicdo aos recursos fosseis,
para serem reutilizados e modificados em novas moléculas, algumas vantagens dessa economia
incluem atingir metas de geracdo zero de residuos, com o objetivo de aliviar os desafios de
gerenciamento de residuos, reduzir custos relacionados ao gerenciamento de residuos, auxiliar
na producdo sustentavel de materiais e produtos quimicos e incentivar a bioeconomia circular
(SADARE et al., 2022). Desse modo, a aplicacdo de tecnologias sustentaveis para recuperar
produtos mais valorizados da biomassa residual auxilia na reducdo de problemas ambientais. A
ideia de economia circular ou processo de desperdicio zero no controle de residuos mantém os
recursos dentro da economia no momento em que um produto chega ao fim de sua vida util,
esses produtos podem ser usados novamente com eficiéncia (SADARE et al., 2021).

Portanto, o aproveitamento de residuos agricolas tem atraido cada vez mais atencao
nos ultimos anos. Entre eles, a preparacdo de micro/nanofibrilas de celulose contendo lignina é
considerada uma estratégia promissora, devido as melhores propriedades que podem ser obtidas
pelas nanoestruturas, como uma maior hidrofobicidade, um maior rendimento e melhor
estabilidade térmica (LUO et al., 2021).

Diante da abundancia de residuos agricolas, pode-se citar o bagaco de caju, um
material lignoceluldsico que apresenta majoritariamente em sua composi¢ao celulose (18-21 %),
hemicelulose (10-19 % ) e lignina (33-35 %) (CORREIA et al., 2013; SERPA et al., 2020). O
caju ¢ composto pela castanha (fruto) e pelo pedunculo (pseudofruto), possui um grande
destaque econdmico na regido Nordeste do Brasil devido a exportacdo de castanha de caju
(PADILHA, 2020; REIS ef al, 2017). Apbés a extragdo da castanha (produto principal), o
pedunculo representa 90 % da massa total da fruta, podendo ser utilizado para a producdo de
suco, vinho, geleia, sorvete e ragdo animal. A indUstria do suco do caju produz 15 % (m/m) do
bagaco, o que decorre na formacdo de grandes quantidades de residuos, que ndo possui
essencialmente valor comercial (ALBUQUERQUE, 2014; SOUZA et al., 2016; SERPA et al.,
2020)

Alguns estudos utilizam o bagaco de caju como matéria-prima na producédo de
bioprodutos, como o bioetanol de segunda geracdo (ROCHA et al., 2009; BARROS et al.,
2017), xilitol (ALBUQUERQUE et al., 2015); MARQUES; ROCHA, 2021) e suporte para
imobilizacdo enzimatica (SERPA et al., 2021; SOUZA et al., 2016), sendo um residuo atrativo
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para producdo de nanocelulose, devido ao teor de celulose e também pela quantidade de lignina
presente na fibra, que como ja citado, pode melhorar algumas propriedades das nanoestruturas.
No entanto, ndo h& na literatura estudos referentes a producdo de nanocelulose utilizando o
bagaco de caju como matéria — prima.

Nesse contexto, 0 objetivo do presente estudo é de obter e caracterizar
nanoceluloses a partir do bagaco de caju por diferentes processos de obtencdo, avaliando a
influéncia do pré-tratamento realizado no bagaco e nas propriedades das nanoceluloses obtidas.
Também, este estudo tem como objetivo avaliar a producéo de biofilmes usando a nanocelulose
obtida. Para cumprir o objetivo geral, foram listados 0s seguintes objetivos especificos:

e Determinar a influéncia do pré-tratamento alcalino e &cido seguido de &lcali na obtencédo
da nanocelulose;

e Realizar a caracteriza¢cdo do bagaco de caju in natura e apds os pré-tratamentos, para
avaliar as variacdes ocorridas na composicéo do material;

e Avaliar os processos de obtencgéo por hidrolise acida e hidrélise enzimatica, sequencial
com o0 processo ultrassonico na obtencdo e propriedades dos materiais obtidos,
possivelmente com caracteristicas nanomeétricas;

e Caracterizar as nanoceluloses obtida por anélises de espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), microscopia de varredura eletronica (MEV),
microscopia de forca atbmica (MFA), difracdo de raios X (DRX) e termogravimetria
(TGA);

e Caracterizar os filmes produzidos por analises de espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR) e microscopia de varredura eletrénica (MEV).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanocelulose

A nanocelulose é um constituinte celulésico nativo com pelo menos uma de suas
dimensoes (diametro ou comprimento) com tamanho inferior a 100 nm (PHANTHONG et al.,
2018 ;PRADHAN, JAISWAL e JAISWAL, 2022). A celulose em escala nanométrica apresenta
diferentes propriedades atrativas, como alta resisténcia e rigidez, baixo peso e
biodegradabilidade, vasta area superficial, abundancia de grupos hidroxilas, que proporciona
locais ativos para ligacdo quimica com diferentes matrizes poliméricas despertando assim mais
interesse no setor académico e também industrial. Alem disso, suas propriedades proporcionam
um leque de aplicacGes para esse material, como reforco em materiais poliméricos, embalagens
alimentares, a aplicagcdes na area farmacéutica (PHANTHONG et al., 2018; VIEIRA, 2018).

A nanocelulose pode ser extraida de uma ampla variedade de materiais, incluindo
residuos agricolas e florestais, materiais lignoceluldsicos, fontes aquéaticas e residuos
industriais, além disso a utilizacdo de nanocelulose no desenvolvimento de uma variedade de
materiais sustentaveis e renovaveis tem despertado consideravel interesse nos ultimos anos
(PRADHAN, JAISWAL e JAISWAL, 2022).

As particulas celuldsicas nanométricas podem ser divididas basicamente em duas
familias principais: nanofibrilas de celulose (NFCs) e nanocristais de celulose (NCCs)
(GARCIA et al., 2016; MORIANA; VILAPLANA; EK, 2016). As nanoceluloses citadas
possuem semelhanca em suas composi¢cGes quimicas, no entanto, existe diferenca na
morfologia, tamanho de particula, cristalinidade e também em outras propriedades, isso é
ocasionado pela diferenca de fontes e métodos de producdo (ALMEIDA et al., 2021).

Os nanocristais de celulose (NCCs) sdo altamente cristalinos, geralmente obtidos
por hidrélise com acidos minerais concentrados, principalmente o acido cloridrico (HCI) ou
acido sulfarico (H2SO.) (MATEO et al., 2021). Os procedimentos tipicos empregados para
producdo de nanocristais dividem-se nas seguintes etapas: (1) hidrolise de acido forte de
material celul6sico puro ou ap6s pré-tratamento sob condicbes estritamente controladas de
tempo, temperatura, agitacdo e concentracdo do acido; (I1) Diluicdo com agua para interromper
a reacdo de hidrolise e lavagem repetida por centrifugacdo sucessiva para remog¢do do excesso
do &cido (I1) tratamento mecénico, geralmente sonicacéo para dispersar 0s nanocristais como

uma suspensdo estavel (NETO, 2017).
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Durante o processo de hidrélise &cida ocorre degradacdo das regides amorfas das
cadeias de celulose, resultando nos nanocristais (YONG et al., 2021). Os NCCs possuem
diversas propriedades desejaveis, tanto fisicas quanto quimicas, como alta area de superficie,
baixa densidade, alta resisténcia mecénica e abundancia de grupos hidroxilas na superficie, os
quais oferecem uma plataforma facil para modificagdo quimica (GRISHKEWICH et al., 2017;
THOMAS et al., 2018). Devido as diversas propriedades, 0s nanocristais possuem um enorme
leque de aplicacdes, podendo ser aplicados na industria alimenticia, cosméticos, dispositivos
eletronicos, tratamentos de agua e outras possiveis aplicacbes com diferentes materiais
compésitos (RESHMY et al., 2022).

Ja as nanofibras de celulose (NFC) diferentemente dos nanocristais, correspondem
em regiBes cristalinas e amorfas alternadas (MAZELA et al., 2020). Os principais métodos de
preparacdo de NFC sdo os processos quimicos, bioldgicos e/ou mecanicos (TIAN et al., 2022).
A principal diferenca entre as nanoceluloses NCC e NFC s&o a sua dimenséo e cristalinidade,
0s NFCs consistem em misturas de cadeias de celulose amorfa e cristalina com comprimento
de até varios microns, enquanto os CNCs sdo altamente cristalinos com comprimento
tipicamente inferior a 500 nm (GARCIA et al., 2016; GRISHKEWICH et al., 2017; ALMEIDA
et al., 2021).

As nanofibras de celulose (NFCs), também conhecidas como celulose
nanofibrilada, sdo longas (varios microns), flexiveis (apresentando ambos os tipos de regido de
celulose, cristalina e amorfa), nanométricas (1-100 nm de largura) (SANCHEZ-GUTIERREZ
et al., 2020). As morfologias e dimensdes dos NFCs podem variar muito dependendo dos graus
de fibrilacdo e do pré-tratamento utilizado (XU et al., 2013).

Xu et al. (2013) produziram NCCs e NFCs derivados de celulose branqueada de
eucalipto, e para uma melhor visualizacdo das diferencas existentes entre os dois tipos de
nanocelulose (NCCs e NFCs) € possivel observar uma imagem de Microscopia eletrénica de

transmissdo (MET) dessas nanoceluloses, as quais estdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 — Imagens de Microscopia eletronica de transmissdo dos (a) nanocristais de celulose e
(b) nanofibras de celulose.

Fonte: XU et al. (2013).

De acordo com os resultados apresentados por Xu et al. (2013), os NCCs
apresentam uma estrutura em formato de hastes (agulhas), vide Figura 1A, e 0 comprimento
médio dessas estruturas (L) sdo de 151 + 39 nm, com uma largura de 19 + 5 nm. Os NFCs
mostram uma estrutura similar a uma teia complexa, altamente emaranhada, em que pode ser
observado nanofibrilas torcidas, ndo torcidas e algumas emaranhadas, neste caso o0s diametros
variaram de 6 a 100 nm (vide Figura 1B).

Grande parte dos estudos referente a nanocelulose estdo focados em utilizar a
celulose sem lignina ou com baixa quantidade de lignina, normalmente valores que sdo menores
que 5 % em peso, pois a lignina atua como um adesivo entre as fibrilas de celulose (CHEN et
al., 2019). Logo, alguns estudos (CHEN et al., 2019; LUO et al., 2021; XU et al., 2021)
surgiram utilizando celulose contendo lignina residual na producdo de nanocelulose, o que
causa uma reducdo no impacto ambiental, pois pode remover a etapa de pré-tratamento, ou
utilizar pré-tratamentos mais brandos, jd que a hemicelulose e lignina serdo mantidos
parcialmente preservados, acarretando também reducdo no uso de produtos quimicos e de
energia, quando comparados com a producéo convencional de nanocelulose (SHU et al., 2022).
Além disso, a lignina residual traz mais hidrofobicidade e estabilidade térmica a nanocelulose
e promove a compatibilidade com varios polimeros hidrofobicos, levando a novos
biocompositos (CHEN et al., 2019).

Apesar da nanocelulose ser um biomaterial relativamente novo, o ndmero de
aplicagdes potenciais € incontavel e crescente, muitas delas j& sdo uma realidade (ARANTES,
2018).
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2.2 AplicagOes da nanocelulose

A nanotecnologia tornou-se uma das forgas motrizes por tras de grandes inovagoes
industriais em varios campos, desde bionanocompdsitos, passando por aplicacdes médicas, ou
mesmo de sensoriamento e biossensor. Apesar da celulose ser amplamente estudada ha muitas
décadas, a nanocelulose surgiu como um material de destaque nas ultimas décadas, conforme
indicado por alguns bancos de dados amplamente utilizados, o Web of Science, o PubMed e o
ProQuest (TRACHE et al., 2020).

Os nanocristais (NCCs) sdo excelentes para modificacdo de superficie, de modo
que possuem uma vasta area de aplicacdo. Ha aplicacBes de NCCs voltadas a fabricacdo de
nanocompositos, liberacdo controlada de medicamentos no organismo, embalagem,
revestimento e materiais de reforco (PHANTHONG et al., 2018). Considerando o crescente
interesse em sustentabilidade e nanotecnologia, a utilizacdo de NCCs tem sido ativamente
pesquisada para seu uso em sistemas de tratamento de &gua, como adsorcdo, absorcéo,
floculacdo, filtracdo por membrana, degradacdo catalitica e desinfeccdo (SADARE et al.,
2022).

As nanoestruturas do tipo nanofibras de celulose possuem alta razdo de aspecto
(comprimento/diametro), dimensGes em nanoescala, apresentando potencial em fornecer
melhorias significativas na resisténcia e flexibilidade do material, bem como na resisténcia ao
oxigénio (WANG et al., 2021).

As NFCs podem ser aplicadas na incorporacéo de filmes de barreira, membranas
para tratamento de agua, dispositivos biomédicos e também em aplicacGes tradicionais, como
embalagens, tintas, compdsitos e alimentos. Além disso, devido as interacdes eletrostaticas e
estrutura de fibrila com alta proporcao, esse tipo de nanomaterial chama atencédo para aplicacédo
em hidrogel e aerogel (FRANCE; HOARE; CRANSTON, 2017). De acordo com Reshmy et
al. (2022) os filmes derivados de NFCs apresentam qualidades de barreira superiores, e
normalmente sdo utilizados para tecnologias de revestimento e embalagens de alimentos, esses
filmes podem funcionar como uma barreira de oxigénio, o que € Gtil nas indudstrias alimenticias
e farmacéuticas. Na Tabela 1 € possivel elencar algumas aplicagdes ja investigadas por alguns

autores.
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Tabela 1 — Aplicag6es da nanocelulose obtida de diferente matérias-primas

Matéria-prima Aplicagio Referéncia
Bagaco de cana Filme Reshmy et al., 2021
Plantas daninhas Gel e filmes Almeida et al., 2021
Celulose microcristalina Biossensores Bietal., 2016
Papel Whatmam Emulsoes de Pickering Hu et al., 2016
Acacia mangium Filme Jasmani; Adnan, 2017
Celulose microcristalina Emulséo pickering Yokota et al., 2019
Madeira Gel Nemoto, Saito e Isogai, 2015
Residuos de serragem Aplicacédo biomedica Kalita et al., 2014
Biomassas lignocelulosicas Tratamento de agua e Sadare et al., 2022
efluentes

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Como pode ser observado na Tabela 1 ha um amplo leque de materiais que podem
ser aplicados na producdo de nanocelulose. Dentre os materiais observados, nota-se a presenca
de alguns residuos de biomassa, existem trés tipos principais de residuos de biomassa: residuos
agricolas, residuos florestais e residuos industriais (da industria madeireira, da industria
alimenticia, da industria de papel e celulose e residuos solidos urbanos), as fontes de biomassa
celulésica ndo madeireira, como os residuos industriais e agricolas, fornecem uma alternativa
abundante e renovavel (SADARE et al., 2022). O uso de materiais renovaveis e sustentaveis
tornou-se gradualmente mais significativo para a producdo de inimeros produtos de valor
agregado com baixo impacto ambiental (KARGARZADEH et al., 2018). Esses materiais tém
atraido o interesse de um grande nimero de estudiosos e industrias, pois sd0 uma resposta
alternativa ao aquecimento global, a poluicdo ambiental, ao esgotamento de fontes nao

renovaveis e a crise energética (SADARE et al., 2022).

2.3 Lignoceluldsicos como matéria-prima para a producio de nanocelulose

Utilizar materiais lignoceluldsicos para obten¢do de bioprodutos de alto valor
agregado ¢ uma alternativa promissora, pois estes representam uma fonte abundante e renovavel
de carbono. Residuos agroindustriais como sabugo de milho, palha de arroz, bagago de cana,

bagaco de caju e outras biomassas representam fonte barata e disponivel de matéria — prima.
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Os materiais lignocelulésicos sdo uma matéria-prima renovavel promissora para a
produgdo de agtcares fermentesciveis, biocombustiveis e de produtos de alto valor agregado,
como o xilitol, bioetanol, suporte para imobiliza¢do enzimatica, nanocelulose, biopolimeros e
hidrogéis (BORRERO-L, VALENCIA ¢ FRANCO, 2022).

No Brasil existem diversos materiais lignocelulésicos disponiveis, isso devido a
importancia da agroindustria para a economia nacional. A Tabela 2 exemplifica alguns materiais
lignocelulolicos e suas composicoes, podendo ser observado que a composicao € o conteudo

desses componentes variam de acordo com as fontes de biomassa.

Tabela 2 - Porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina de alguns materiais lignoceluldsicos

Materiais Celulose Hemicelulose Lignina Referéncia
lignocelulésicos (%) (%) (%)

Algodao 95 - - MEYABADI et

al., 2014
Bagaco da cana 45-50 17,0 21,10 ROCHA et al.,
2011

Bagaco de caju 18-16 12,83 43,28 REIS et al., 2017

Eucalipto 40-45 15-35 21-25 VIEIRA, 2018

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Como pode ser observado na Tabela 2 os materiais lignoceluldsicos sdo uma
combinacao de polimeros e carboidratos a base de celulose, hemicelulose e lignina que estao
fortemente ligados por interacdes fisicas e quimicas (OKENWA et al., 2020). As cadeias de
celulose (polissacarideo formado por moléculas de glicose unidas por ligacdes B-1,4 —
glicosidicas) associadas entre si por ligagcdes de hidrogénio que formam microfibrilas devido a
sua forte interagdo, tornando sua natureza cristalina muito recalcitrante a degradagdo, que ¢ um
impedimento a hidrélise (USMAN; KIAER, 2019). A biomassa celuldsica ¢ recoberta por
hemicelulose, que ¢ polissacarideo ramificado composto principalmente por D-xilose com
poucas quantidades de L-arabinose, D-glicose, D-manose, D-galactose, acido glucurdnico e
acido manurdnico, e ligninas que consistem em redes poliméricas tridimensionais formadas por
unidades fenilpropano ligadas entre si (CORREIA et al., 2013). Estes componentes sdo
fortemente intercalados e associados através de ligacdes covalentes ou nido covalentes que

formam a matriz lignoceluldsica (SUN et al., 2016). A Figura 2 ilustra a parede celular vegetal,
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composta por lignina e hemicelulose que sdo responsaveis por proteger a celulose contra a

deterioragdo por agentes externos.

Figura 2 - Estrutura dos materiais lignocelulosicos.

Hemicelulose

Lignina

Celulose

Fonte: Croucher foundation (2021).

2.3.1 Estrutura dos lignocelulosicos

2.3.1.1 Celulose

A celulose (vide Figura 3), ¢ um recurso abundante e renovavel, considerada um
importante polimero natural composto por unidades de D-glucopiranose que estdo associadas
por ligagdes B-1,4 glicosidicas. A celulose consiste em regides desordenadas (amorfas) e
cristalinas, em que esta ultima tém grandes efeitos nas propriedades mecanicas e na taxa de
degradacao da celulose (CHENG et al., 2017). Normalmente, existe uma quantidade
consideravel de celulose na forma de estado cristalino, que ¢ compacto ¢ altamente resistente a
hidrolise quimica e bioldgica (SUN ef al., 2016). Na Figura 3 € possivel observar a estrutura da

celulose.
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Figura 3 - Estrutura da celulose.

Fonte: Adaptada de Dreamstime (2017).

A fonte de celulose mais utilizada industrialmente ¢ a madeira, pois possui uma
grande disponibilidade e ¢ utilizada em diversos campos, dentre esses a producao de papel.
Outra fonte abundante ¢ o algodao, muito utilizada na confeccao de fios e roupas (LIU et al.,
2021). No entanto, ha uma variedade de outros materiais que sao compostos por celulose, como
os residuos agricolas, residuos de alimentos, plantas aquaticas, alguns tipos de gramineas,
farelos de arroz, farelos de trigo, bagago de cana-de-agucar, cascas de muitos cereais € graos
de milho, (MAITI et al., 2013; LIU et al., 2021).

Como um recurso sustentavel e renovavel, a celulose desperta muita atencao, e
estimula os pesquisadores a desenvolver materiais a base deste material com novas fungdes e
aplicacdoes (KLEMM et al., 2018; ZHANG et al., 2020). Em destaque, tém os estudos da
producdo, caracterizacdo ¢ uso de materiais nanoceluldsicos, que combinam propriedades

importantes da celulose com as caracteristicas dos nanomateriais (ALMEIDA et al., 2021).

2.3.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose ¢ um polissacarideo heterogéneo, complexo e ramificado, possui
estrutura amorfa e ¢ composto por varias combinagdes heterogéneas como manose, glicose e
galactose ligadas entre si pelas ligagdes B-1,4 — glicosidica e -1,3 — glicosidica. O conteudo e
a estrutura quimica da hemicelulose podem variar com os diferentes tipos de plantas, sendo
composta basicamente por pentoses, hexoses, acidos urdnicos e radicais acetila (SUN et al.,
2016). A principal fungdo desse polimero ¢ a reticulagdo da lignina e a implantacdo de

resisténcia estrutural, conectando microfibrilas de celulose e prevenindo a degradagado
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microbiana (KAUR et al., 2020).

Ao contrario da celulose, a hemicelulose apresenta baixa massa molecular e nao
contém regides cristalinas sendo, portanto, mais facilmente hidrolisada em acgucares
fermentesciveis (LIU et al., 2013) e os carboidratos obtidos de sua hidrélise pode ser utilizado
na obtengdo de outros produtos.

Segundo Albuquerque et al. (2015) na estrutura da hemicelulose estd presente a
xilose que pode ser convertida em xilitol, um poliol com ampla aplicabilidade nas industrias
alimenticia e farmacéutica. Marques € Rocha (2021) utilizaram o hidrolisado hemicelul6sico
do bagaco de caju como matéria-prima para producao de xilitol, com posterior recuperacao e
purificacao do xilitol, em seguida desenvolveram um processo de cristalizagdo desse agtcar.
Santana et al. (2018) investigaram a cocoa (vagem do cacau) como fonte de xilose para

producao de xilitol por meio da levedura Candida boidinii XMO02G.

2.3.1.3 Lignina

De forma simplificada, a lignina ¢ um polimero fenolico e amorfo que reticula
covalentemente a celulose e as hemiceluloses por intermédio de ligacdes éster e éter, em que
esta reticulacao reduz a desintegragao estrutural da biomassa (THOMAS et al., 2018). A lignina
¢ polimero natural da biomassa lignoceluldsica, apresenta considerdavel heterogeneidade
estrutural em sua composicao e varia de acordo com o tipo de material lignocelulosico (SERPA
et al.,2020; WOOD et al., 2019), ¢é constituida de trés grupos fenol que integra: p-hidroxifenila
(H), guaiacila (G) e siringila (S) (FENGEL, 1989).

A lignina tem a func¢do de conceder rigidez, resisténcia a ataques microbioldgicos e
mecanicos aos tecidos vegetais e também impermeabilidade (FERREIRA ef al., 2009;
AZADFAR, 2015), sendo altamente resistente a hidrélise enzimatica, quimica e microbiana por
possuir extensas ligagcdes cruzadas.

A lignina pode ser aplicada em uma ampla variedade de produtos, como suporte
enzimatico (SERPA et al., 2021), hidrogel (RICO-GARC; RUIZ-RUBIO; LEYRE, 2020),
adesivos e fibra de carbono (PADILHA et al., 2020), compositos (ZHU et al., 2022). Além
disso, a lignina representa o maior recurso bioldgico potencial para producao de polimeros de
prolongamento, existindo um foco principal na obten¢do de mondmeros de lignina para adquirir
compostos polimerizados (KAUR et al., 2020).

Considerado um polimero amorfo e bastante complexo com componentes alifaticos

e aromaticos que conferem rigidez as plantas, a lignina ¢ um componente hidrofobico dos
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materiais lignocelulésicos e ¢ considerado um termoplastico com temperatura de transi¢ao
vitrea e temperatura de fusdo em torno de 90 °C e 170 °C, respectivamente (EWULONU et al.,
2019; THOMAS et al. , 2015).

A lignina, quando aderida ao material lignoceluldsico, ¢ uma importante fonte de
recalcitrancia que dificulta a conversao dos carboidratos presentes na biomassa em bioprodutos
(ALBUQUERQUE et al., 2019). Por esse motivo, a etapa de pré-tratamento (como fisico,
quimico, fisico-quimico, bioldgico, etc.) torna-se necessaria para fracionar as estruturas da
biomassa, como lignina e hemicelulose (PHANTHONG et al., 2018).

Nos ultimos anos, as pesquisas estavam voltadas a produgdo de micro/nanofibrilas
de celulose sem lignina, ou seja, na remocao de todos os constituintes da lignina no material de
lignocelulose. No entanto, recentemente a preparagdo de micro/nanofibrilas de celulose
contendo lignina tem emergido como uma estratégia consideravel, que pode melhorar a
eficiéncia de utilizacao dos recursos lignoceluldsicos (LUO et al., 2021). Além disso, a lignina
incorporada a nanocelulose pode fornecer algumas propriedades favoraveis, como alta
estabilidade térmica, maior hidrofobicidade, atividade antioxidante ¢ melhorar o rendimento de

obtenc¢do de nanoestruturas (SHU et al., 2022).

2.4 O Agronegocio do caju e a producao de bagaco

O cajueiro (Anacardium occidentale) ¢ uma planta tipica do Nordeste Brasileiro,
com grande importancia econdmica e social para a regido. O cajueiro possui em sua estrutura o
caju (vide Figura 4A), que ¢ constituido da castanha (fruto) e do pedunculo (pseudofruto).
(EMBRAPA, 2016; EDUARDO et al., 2020).

O Brasil possuia, em 2020, 426,1 mil hectares plantados com cajueiro, localizados,
principalmente, na Regido Nordeste. Os principais produtores nordestinos sao o Ceara, onde se
encontra mais da metade da area colhida (63,5 %), Piaui e Rio Grande do Norte, cujas areas
somam 28,7 %, restando 7,8 % que ficam distribuidos entre os demais produtores dessa mesma
Regido (BRAINER, 2022). O Brasil € um grande produtor mundial de pedunculo de caju,
produzido por apenas quatro Paises (Brasil, Mali, Madagascar e Guiana). Em 2020, a producéo
mundial foi de 1,35 milhdo de toneladas e o Brasil participou com 81,5 % desse volume
(FAOSTAT, 2022).

Nas industrias ou minifabricas, o pedinculo do caju (pseudofruto) é processado
para obtengcdo do suco ou da polpa congelada, para fabricagdo de sucos, cajuinas e outras

bebidas (COSTA, 2017). O bagaco de caju (vide Figura 4B) remanescente apds esse processo
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de despolpagem representa 10 % a 15 % da massa inicial do pedinculo e é considerado uma
das maiores fontes de residuos do agronegdcio brasileiro (SERPA, 2020; PADILHA et al, 2020;
RODRIGUES et al., 2011), sendo composto por biopolimeros de interesse industrial, celulose,
hemicelulose e lignina, formando uma estrutura complexa (CORREIA et al., 2013).

Figura 4 — (A) Caju e (B) bagaco de caju.

G

Fonte: Embrapa (2018).

O bagaco de caju é considerado um material lignocelulésico de elevado potencial,
por ser rico em carboidratos, fibras, proteinas e lipideos, cujo aproveitamento permite a
obtencdo de produtos de alto valor agregado, alimentos e biocombustiveis, ampliando as
oportunidades do uso do rejeito (BARROS et al., 2017; REIS et al., 2017).

Diversos estudos que avaliam as aplicagdes do bagaco de caju na obtencdao de
bioprodutos foram ou estdo sendo investigados, em destaque, a producdo de bioetanol de
segunda geragdo (ROCHA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2011; CORREIA et al., 2015;
BARROS et al., 2017), producao de xilitol (ALBUQUERQUE ef al., 2015), na imobilizagao e
na producdo de enzimas (SOUZA et al., 2016; FREITAS, 2017) e como adsorvente para
tratamento de efluentes (SILVA et al., 2015). No entanto, ndo hé na literatura estudos referentes
a produgdo de nanocelulose utilizando o bagaco de caju como matéria — prima. Dessa maneira,
ao longo dessa pesquisa pretende-se estudar a producgao de nanocelulose utilizando o bagago de
caju, que representa uma fonte barata e disponivel de material lignoceluldsico.

Além disso, o uso de residuos como matéria-prima para a produgdo de nanocelulose
ndo ¢ apenas um beneficio para a redugdo de residuos industriais, mas também pode levar a
processos mais eficientes em termos energéticos para a gera¢ao de nanocelulose, tornando-os

mais competitivos comercialmente (BERGLUND et al., 2016).
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2.5 Producio de nanocelulose

2.5.1 Pré-tratamento

A obtencao de nanocelulose utilizando a biomassa ocorre em duas etapas. Primeiro,
o material lignoceluldsico necessita de um pré-tratamento que consiga recuperar a celulose,
deixando-a na forma mais pura possivel. Em seguida, a celulose devera passar por um
tratamento para producdo de nanocelulose (THOMAS et al., 2018).

O objetivo do pré-tratamento ¢ romper a estrutura compacta do material
lignoceluldsico e superar sua recalcitrancia, o qual pode ser realizado usando varios métodos
quimicos, fisicos e bioldgicos, além de combinacao entre eles. No entanto, apesar das diferentes
possibilidades de realizar o pré-tratamento, esta etapa representa mais de 40 % do custo total
do processamento da matéria-prima (TRACHE et al., 2020), devido aos custos envolvendo
energia e produtos quimicos. Outra preocupacao estd voltada ao impacto ambiental que os
produtos resultantes do pré-tratamento podem causar (EWULONU et al., 2019).

Desse modo, muitos pesquisadores estdo investigando maneiras de reduzir esses
impactos, seja evitando o uso dos procedimentos convencionais de pré-tratamento ou usando
pré-tratamentos sem um processo de deslignificagdo extensa, com o intuito de reduzir o uso de
produtos quimicos € o consumo de energia na produ¢ao de nanocelulose, dando origem a uma
nova categoria de nanomateriais, que sao as nanofibras e os nanocristais de celulose contendo
lignina (CHAKER et al., 2013; SANCHEZ et al., 2016; EWULONU et al., 2019; HONG et al.,
2020). A presenca de lignina nas nanoestruturas confere muitas vantagens, como estabilidade
térmica aprimorada, desempenho de bloqueio de UV, propriedade de barreira a agua e

superficies mais hidrofébicas (EWULONU et al., 2019; LUO et al., 2021; XU et al., 2021).

2.5.2 Processos de obtencdo de nanocelulose

Os métodos de obtencdo de nanocelulose de matrizes vegetais consistem em
converter as macromoléculas de celulose, através das quebras das ligagdes glicosidicas, em
estruturas menores com pelo menos uma dimensdo na escala de nano. Existem diversos
métodos de obtencao de nanocelulose, sendo os principais: hidrélise acida (BENINI ez al., 2018;
THEIVASANTHIA et al., 2018), homogeneizador de alta pressao (STELTE; SANADI, 2009),
hidrolise enzimatica (MEYABADI et al., 2014; RIBEIRO et al., 2019), e o ultrassom
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combinado com um método quimico (hidrélise acida ou processo de oxidagdao) (MAZELA et
al., 2020).

O tipo de nanocelulose obtida é determinado pelas circunstancias de processamento.
Normalmente, os nanocristais de celulose (NCCs) sdo formados a partir de tratamentos quimicos,
e nanofibrilas de celulose (NFCs) sdo obtidas por tratamentos mecanicos ou quimicos
(GRISHKEWICH et al., 2017).

O processo de hidrolise acida usando o acido sulftirico representa o método mais
eficiente para a obtengdo de nanocristais de celulose, em que, durante a reacdo, as fibras de
celulose reagem com 4acido sulfrico concentrado, hidrolisando os dominios amorfos das
cadeias de celulose e liberando assim os nanocristais (ACHABY et al., 2018; GRISHKEWICH
et al., 2017). Segundo Mazela et al. (2020), a combina¢do de tratamentos acido com o
ultrassonico leva a um aumento de mais de 20 % na cristalinidade em relagdo ao material de
partida. No entanto, o processo de hidrolise acida acaba apresentando algumas desvantagens
como geracao de residuos corrosivos. Entdo, outros métodos de obtengdo de nanocelulose que
causam um menor impacto ambiental sdo avaliados, como por exemplo, a hidrdlise enzimatica.

O processo de hidrdlise enzimatica para obtencdo de nanocelulose exibe varias
vantagens com relagdo a hidrolise 4acida, dentre estas, a menor formacdo de produtos
indesejaveis e de que os equipamentos de processamento ndo necessitam ser resistentes a
corrosao (KARIM ef al., 2017). Outro ponto bastante importante ¢ que os acgucares
monomeéricos resultantes da hidrolise enzimatica podem ser convertidos por meio fermentativo
em bioetanol (BARROS et al., 2017).

Desse modo, neste trabalho serdo abordados os métodos de obtencdo de
nanocelulose por meio da hidrolise acida, hidrolise enzimatica e ultrassom, usando o bagago de
caju como matéria-prima, com o objetivo de obter nanoceluloses a partir da hidrélise acida e da
hidrolise enzimética (método menos agressivo ao meio ambiente) combinados com ultrassom,
e realizar uma comparacao entre as propriedades das nanoestruturas obtidas a partir dos

métodos utilizados.

2.5.2.1 Hidrdlise acida

O método quimico mais comum para o isolamento de nanocelulose ¢ a hidrolise
usando 4cidos minerais fortes, sendo o 4cido sulfurico o mais utilizado (GEORGE et al., 2022).
O processo de hidrolise ocorre na celulose, os ions de hidrogénio (H") penetram nas moléculas

de celulose amorfa promovendo a quebra das ligagdes glicosidicas, liberando assim cristalitos
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individuais. Dependendo da fonte de celulose e, principalmente, das condi¢des da reacdo de
hidrolise (isto €, tipo e concentracdao do acido, tempo de reagdo e temperatura), nanoestruturas
com diferentes propriedades fisicas e mecanicas podem ser produzidas (ARANTES, 2018;
SIQUEIRA; DIAS; ARANTES, 2019; VASCONCELOS et al., 2017).

A hidrolise acida é um dos processos prioritarios na remocéo das regibes amorfas
dentro das microfibrilas de celulose, sendo o 4&cido sulfrico o mais utilizado
(VASCONCELOS et al., 2017). Alguns estudos mostram que a concentracao tipica de acido
sulfdrico no processo de hidrolise para extracdo da nanocelulose é proxima a 65 % (v/v).
Moriana, Vilaplana e Ek (2016) extrairam nanocristais de celulose de residuos florestais usando
acido sulfdrico a 65 % (v/v), a 45 °C e agitacdo mecanica por 40 min. Outros estudos também
foram feitos, como o realizado por Mandal e Chakrabarty (2011), em que isolaram a
nanocelulose usando o bagaco de cana e realizaram o tratamento com o &cido sulfdrico a 60 %
(v/v), temperatura de 50 °C durante 5 h de rea¢do. Jasmani e Adnan (2017) realizaram a
preparacdo e caracterizacdo da nanocelulose cristalina usando Acacia mangium unindo dois
métodos de obtenc¢do de nanocelulose, a hidrolise &cida foi conduzida com acido sulfurico 64
% (v/v) a 45 °C sob agitacdo constante durante 40 min, e 0 método de ultrassom em que apds
a hidrolise foi sonicada durante 25 min usando 20 % de amplitude.

Como observado nos trabalhos citados acima, 0s nanocristais de celulose costumam
ser isolados por hidrolise com concentracdo de &cido sulfdrico sob condi¢des controladas, o
acido sulfarico € um dos acidos inorganicos mais utilizados devido ao seu baixo custo e também
por que esse acido pode reagir com os grupos hidroxilas na superficie dos cristalitos, permitindo
sua liberacdo (ZHONG et al., 2020).

Uma das principais vantagens de isolar o NCC por hidrolise acida € a insercéo de
grupos sulfato com carga negativa que conferem alta estabilidade coloidal aos NCCs em
solucdo aquosa (KARGARZADEH et al., 2018). Apesar das vantagens, esses grupos sulfatos
também geram uma baixa estabilidade térmica, o que acaba sendo uma desvantagem para esse
tipo de material, outra desvantagem da hidrolise acida é a necessidade de um maior
investimento de capital, devido a necessidade de materiais mais caros para 0s reatores, tanques
e tubulacgdes, devido a natureza corrosiva dos reagentes, o efluente produzido € prejudicial ao
meio ambiente e pode gerar maiores custos operacionais devido a necessidade de tratamentos
intensivos de efluentes (RIBEIRO et al., 2019). Desse modo, outros métodos de producdo da
nanocelulose ganham destaque, como hidrélise enzimatica, tratamento mecanico e também a
combinacdo de métodos (&cido e oxidativo, hidrélise enzimatica com tratamento mecénico ou
hidrolise enziméatica com hidrolise acida) (SIQUEIRA; DIAS; ARANTES, 2019).
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2.5.2.2 Hidrdlise enziméatica

A aplicacéo das enzimas ganhou grande atencdo na producdo de produtos Uteis e
no desenvolvimento de novos processos, em que 0 método de hidrélise enzimatica € uma
alternativa atraente na obtencdo da nanocelulose, pois é capaz de reduzir os impactos
ambientais, como a alta demanda de agua e a geragdo de residuos quimicos, ja que a hidrélise
enzimatica ocorre a baixas condi¢Ges de temperatura e pressdo, sendo um processo com menor
consumo energético. Além disso, esse processo beneficia a recuperacdo de aglcares em um
processo integrado de obtencéo de subprodutos (ARANTES, 2018).

As celulases sdo as principais enzimas que atuam como catalisadores na hidrdlise
da celulose. A celulase é um complexo enzimatico, cujas enzimas atuam sinergicamente e estao
subdivididas em trés classes: endo-1,4-p-D-glucanases ou endoglucanases, que quebram as
ligagOes glicosidicas das cadeias de celulose criando novos terminais; exo-1,4-3-D-glucanases
ou celobiohidrolases, responsaveis pela acdo nos terminais levando a celobiose; e 1,4-B-D-
glucosidases que hidrolisam a celobiose a glicose (OGEDA; PETRI, 2010).

Alguns autores utilizaram a hidrolise enzimatica como método de producao de
nanocelulose. Meyabadi et al. (2014) utilizaram residuo de algoddo para producdo de
nanocelulose usando o método de hidrélise enzimatica em combinagdo com um o ultrassom,
esses autores realizaram o processo de hidrolise em tampéo acetato 0,05 mol/L (pH = 4,8) a 48
°C, usando a enzima celulase a 2,3 % (v/v) e concentracdo de substrato de 5 g/ L por 175 h,
sendo, em seguida, a suspensdo do algodao hidrolisado sonicado usando uma amplitude de 50
% durante 15 min, o material resultante permaneceu em repouso por 20 min e entao foi sonicado
por mais 15 min, os autores conseguiram obter nanoparticulas de celulose esférica, com
tamanho médio de particulas de 0,526 pum a 100 nm. Babicka et al., (2021) utilizaram celulose
microcristalina (Avicel e Whatman) que passou por uma hidrolise usando liquidos iénicos e em
seguida um tratamento enzimatico. Os resultados mostraram que a nanocelulose apresentou
uma estrutura regular e esférica com diametros de 30 a 40 nm e exibiu menor cristalinidade e
estabilidade térmica do que o material obtido apds hidrdlise com enzimas de Trichoderma

reesei.

2.5.2.3 Ultrassom

O sistema ultrassom é um tipo de abordagem mecénica para producdo de

nanocelulose. Este método separa as fibras da parede celular usando cavitagdo em um ambiente
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aquoso, quando as moléculas de &gua absorvem a energia ultrassdnica aplicada, bolhas
microscopicas de gas se formam, crescem e implodem na superficie da celulose (MAZELA et
al., 2020).

Quando a celulose passa por um tratamento ultrassonico, a estrutura da celulose fica
ainda mais solta, demonstrando que houve ruptura das ligac@es glicosidicas mais fracas, tipo -
D- (1 — 4). A ruptura resulta da for¢a hidrodindmica e da tensdo de cisalhamento gerada a
partir do colapso das bolhas através do processo de ultrassom (MEYABADI; DADASHIAN,
2012). O sistema ultrassom normalmente € utilizado em combinacdo com outro método, que
pode diminuir o tamanho das particulas obtidas ou facilitar a dispersdo dos nanocristais na
suspensdo. Mazela et al. (2020) estudaram a producdo de nanocelulose a partir de celulose
microcristalina usando dois pré-tratamentos quimicos (hidrélise acida ou oxidacdo) e duas
duracdes de sonicacdo. A partir dos resultados obtidos verificou-se que a reducdo das dimensdes
da secdo transversal da fibra ocorreu devido a exposicdo prolongada da celulose ao ultrassom,
que resultou em nanofibras de celulose com dimens@es da se¢éo transversal das fibras variando
de 22,5 a43,8 um.

2.6 Métodos de caracterizacao realizados no bagaco de caju apds pré-tratamento e apos

métodos de obtencao de nanocelulose

A seguir serdo apresentados alguns métodos utilizados para caracterizacdo do
bagaco de caju apds os pré-tratamentos realizados e também para caracterizar as nanoceluloses

obtidas.

2.6.1 Espectroscopia de Absorcio na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier

(FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) age com
base nas vibracdes dos atomos das moléculas investigadas, em que a radiacéo infravermelha
(IR) é absorvida pela amostra, permitindo o estudo da estrutura molecular. Quando essa
radiacdo infravermelha é absorvida pelas moléculas na amostra, ocorrem transicdes entre
estados de energia vibracional das ligacdes quimicas, as liga¢fes vibram e sdo capazes de se
esticar, se contrair ou dobrar. Essas energias vibracionais sdo especificas das ligacdes quimicas,
0s espectros contém informagGes sobre os grupos funcionais e a estrutura quimica dos
compostos na amostra (THEIVASANTHIA et al., 2018; BOUYAN et al., 2018).
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A andlise FTIR torna-se importante para a caraterizagdo das amostras
lignocelulosicas para que seja possivel observar a mudanga ocorrida na estrutura quimica do
material apos cada tratamento, bem como para obter informacGes relacionadas as mudancgas nos
grupos funcionais durante sua conversdo de macro para nanoceluloses (MORIANA;
VILAPLANA; EK, 2016).

Meyabadi et al. (2014); Benini et al. (2018); Chen et al. (2019) e George et al.
(2022) utilizaram a andlise de Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier para observar as mudancas ocorridas na estrutura da matéria-prima
ndo tratada e apds a obtencdo das nanoparticulas, analisaram as bandas resultantes nos espectros

de FTIR as quais indicaram a conversdo da matéria-prima em nanoestruturas.

2.6.2 Difragéo de raios X

No ano de 1895 William Rontgen descobriu os raios x, os quais foram determinados
como radiagdes eletromagnéticas cujo comprimento de onda varia de 0,1 a 100 A. A técnica de
Difragdo de raios x baseia-se no uso dessas radiagdes de forma controlada em um equipamento
para se obter informacgdes sobre as propriedades de um determinado material (GERMANO;
NUNES, 2008). A analise de difracdo de raios x ¢ uma técnica vastamente usada no estudo de
materiais, a qual fornece informagdes qualitativas e quantitavas, sendo utilizada para investigar
a cristalinidade, teor de cristalinidade e as alteragdes que ocorrem na estrutura do material
durantes os processos (MEYABADI et al., 2014).

O uso da técnica de Difracdo de raios X no estudo de nanocelulose torna-se
importante pois com o uso dos difratogramas € possivel analisar a cristalinidade dos materiais
lignoceluldsicos, e também ¢ possivel detectar se ocorreu remog¢do das regides amorfas e a
possivel formacao de nanocristais, por meio da ocorréncia do aumento na cristalinidade do
material. Alguns estudos utilizaram essa técnica (ROSA ef al., 2010; VASCONCELOS et al.,
2017; MORIANA, VILAPLANA ¢ EK, 2016) e observaram que os nanocristais obtidos

apresentaram um maior indice cristalino.
2.6.3 Andlise Termogravimétrica (TGA)
A andlise termogravimétrica € uma técnica que acompanha a variacdo da massa da

amostra, em funcdo da temperatura. J& a derivada da termogravimetria (DTG), nada mais é do

que um arranjo matematico, no qual a derivada da variacdo da massa em relacdo a temperatura
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ou tempo (CAVALHEIRO, 2012). Além disso, essa analise pode fornecer informacges sobre o
comportamento dos materiais diante de um aumento progressivo de temperatura. Usando 0s
graficos como auxilio, é possivel analisar e realizar uma comparacao entre as curvas de picos e
com isso observar o comportamento dos tratamentos feitos na matéria — prima. Essa técnica
também permite determinar qual a temperatura maxima em que a amostra adquire uma
composicdo quimica fixa, a temperatura que acontece a decomposicdo e as reacdes, como
desidratacdo, oxidacgdo, combustdo, decomposicéo, entre outras (VIEIRA, 2018).

O estudo térmico pode fornecer informagdes sobre a estabilidade térmica da
nanocelulose (AMANI, SAMI e REZAEI, 2021). Essas informagdes podem auxiliar na
aplicacdo em que a nanoestrutura sera direcionada, e também analisar as alteragdes térmicas
que o0 método utilizado na producdo de nanocelulose pode causar na estrutura obtida. Tanpichai
e Oksman (2016) utilizaram nanocristais como reforco para hidrogéis de alcool polivinilico
(PVA), o efeito do NCC nas propriedades térmicas dos hidrogeis foi avaliado e constatou-se
que a incorporacdo de nanocristais ndo afetou a estabilidade téermica dos hidrogéis, essa analise
juntamente com as demais caracterizacdes realizadas indicou que os hidrogéis CNC-PVA
apresentam potencial para uso em aplicacdes biomédicas e de engenharia de tecidos. Chen et
al. (2019) produziram nanocelulose via hidrolise acida usando o residuo da casca de pera (Pyrus
pyrifolia L.) como matéria-prima, realizaram a analise de termogravimetria que resultou em
uma menor estabilidade térmica das nanoceluloses em comparagdo com o residuo de casca da
pera, esse resultado foi atribuido a presenca de grupos sulfato na superficie das nanoestruturas,
0 que ocasionou o efeito catalitico no mecanismo de decomposicéo térmica e tornou a amostra

de nanocelulose menos resistente a pirdlise.

2.6.4 Microscopia de Varredura Eletronica (MEYV)

A Microscopia de varredura eletronica (MEV) ¢ uma das técnicas mais versateis
disponiveis para a observacao e analise das caracteristicas microestruturais de materiais solidos
(CAMPOS FILHO, 2015). O microscopio eletronico de varredura utiliza um feixe de elétrons
com pequeno didmetro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas
sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica cuja varredura estd perfeitamente
sincronizada com aquela do feixe incidente. Por um sistema de bobinas de deflexdo, o feixe
pode ser guiado de modo a varrer a superficie da amostra segundo uma malha retangular. O
sinal de imagem resulta da interagdo do feixe incidente com a superficie da amostra. O sinal

recolhido pelo detector ¢ usado para modular o brilho do monitor, permitindo a observacao. A
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imagem formada a partir do sinal captado na varredura eletronica de uma superficie pode
apresentar diferentes caracteristicas, uma vez que a imagem resulta da amplificacao de um sinal
obtido de uma interagdo entre o feixe eletronico e o material da amostra.

A técnica de microscopia de varredura eletronica é bastante utilizada para obter
caracteristicas morfologicas das nanoestruturas. O trabalho desenvolvido por Babicka et al.
(2021) resultou em nanocelulose produzida via hidroélise com liquidos i6nicos (acetato de 1-
etil-3-metilimidazol (EmimOAc) e cloreto de 1-alil-3-metilimidazolio (AmimCl)) a partir de
celuloses microcristalinas (Avicel e Whatman) submetidas a pré-tratamento enzimatico. A
morfologia das nanoestruturas foi estudada usando a técnica de MEV, com as imagens obtidas
foi possivel concluir que as nanoestruturas possuiam formatos esféricos. Outros estudos
também utilizaram essa técnica nas andlises morfologicas (MEYABADI et al, 2014;

VASCONCELOS et al., 2017; Xu et al., 2021).

2.6.5 Microscopia de Forca Atomica (MFA)

A microscopia de varredura de forca atomica ¢ bastante diferente das demais
técnicas de microscopia. Um microscopio de varredura por sonda consiste em um conjunto de
instrumentos compostos basicamente de sonda sensora, ceramicas piezelétricas utilizadas para
posicionar a amostra em relagdo a sonda, circuitos de realimentagdo para o controle da posi¢ao
vertical da sonda e um computador para realizar a movimentagao dos scanners de varredura,
armazenar os dados extraidos nas medidas e os converter em imagens por meio de um software
especificos (SARID,1994). Na Figura 5 ¢ possivel observar o esquema de funcionamento de

um Microscépio de Forga Atdmica.
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Figura 5 - Esquema de funcionamento de um Microscopio de Forca Atomica e seus
componentes.
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Fonte: Cedida por Luciana Alencar (2021).

A MFA ¢é usada regularmente para medir ndo apenas topografia, mas também
propriedades mecanicas, superficiais e quimicas de todos os tipos de moléculas, nanoparticulas
e materiais. Alem disso, a MFA tem sido usado como uma ferramenta para litografia, gravacao
e deposicdo para criar padrbes de micron a nanoescala, e tem sido também uma das principais
técnicas de capacitacdo no desenvolvimento de nanociéncia e nanotecnologia (HU et al., 2016).

A microscopia de forca atbmica também é uma técnica de analise de morfologia,
no entanto, apresenta algumas vantagens, que em geral, sdo: maior resolucdo, imagem em 3
dimensbes e ndo ha a necessidade de recobrimento condutivo. Bondancia et al. (2022)
utilizaram a técnica de MFA para analisar a morfologia, o didmetro e comprimento das
nanoestruturas que foram obtidas a partir da polpa de eucalipto via hidrélise enzimatica.
Berglund et al. (2016) estudaram a producéo de nanofibras de celulose por meio da moagem
ultrafina, usando dois diferentes bioresiduos industriais: residuos da industria de suco (cenoura)
e do processo cervejeiro, para esse estudo a técnica de microscopia de forca atbmica também

foi utilizada nas estruturas e foi possivel obter o comprimento e diametro das nanoestruturas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material lignocelulésico

Neste estudo, utilizou-se o bagacgo de caju (BC), gentilmente cedido pela Empresa
Brasileira de Bebidas e Alimentos S/A - Indlstria EBBA, localizada em Aracati — CE. O
procedimento inicial foi realizado de acordo com a metodologia desenvolvida por Rocha et al.
(2009), no qual o bagaco de caju foi lavado trés vezes com agua, seco a 60 °C durante um
periodo de 24 h em estufa com circulagdo de ar (Tecnal, TE-394/1). Na sequéncia, 0 material
foi triturado com o moinho de bolas (Tecnal, R-TE-250) e peneirado. As particulas com
didmetro entre 0,25 mm e 0,84 mm foram selecionadas e utilizadas nos experimentos. O

material resultante desse procedimento foi nomeado como BC.

3.2 Pré-tratamento do material lignocelulésico

Apdbs o procedimento inicial (conforme descrito no item 3.1), foram realizados
diferentes pré-tratamentos no bagaco de caju, com o objetivo de remover ou diminuir a
quantidade de lignina e de hemicelulose. Foi realizado o pré-tratamento alcalino (PTA) e o pré-
tratamento acido seguido de alcali (PT-HA), as condicdes operacionais estdo apresentadas a

sequir.

3.2.1 Pré-tratamento alcalino

Este procedimento foi realizado de acordo com a metodologia adotada por
Theivasanthia et al. (2018). Inicialmente o bagaco de caju foi adicionado a uma solucdo de
hidroxido de sodio (NaOH) de 1,25 mol/L, com uma concentragdo de solidos de 5 % (m/v), em
frascos Erlenmeyers de 250 mL. Apds, o material foi pré-tratado sob agitacdo constante a 150
RPM e 28 °C durante 4 h. Em seguida, a fracdo solida foi separada e os solidos lavados e
filtrados sucessivas vezes com agua destilada até obter um pH neutro. Este procedimento foi
repetido utilizando a concentracdo de sélidos de 10 % (m/v) do bagaco de caju, com o intuito
de avaliar como essa variacdo pode impactar na producdo de nanocelulose. O bagaco de caju
pré-tratado por estes métodos foi nomeado por BC-PTA-5 e BC-PTA-10, usando as massas

iniciais de 5 % e 10 % m/v, respectivamente.
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3.2.2 Pré-tratamento acido seguido de alcali

A realizacdo deste procedimento foi dividida em dois estagios, ambos seguindo a
metodologia de Rocha et al. (2009). No primeiro estagio, para realizacdo do pré-tratamento
acido, o bagaco de caju foi imerso em solugdo de &cido sulfurico (H2SO4) a 0,6 mol/L, com
uma concentracao de sélido de 20 % (m/v), em frascos Erlenmeyers de 250 mL. Posteriormente,
0 material sofreu um tratamento térmico em autoclave a 121 °C durante 30 minutos. A fracdo
solida resultante foi separada e lavada com agua destilada para retirada do excesso de acido. O
material obtido desta etapa foi nomeado como BC-PT-H.

No segundo estagio, o material BC-PT-H foi pesado ainda Umido, levando em
consideracdo o teor de umidade para uma concentracdo de sélidos 20 % (m/v). E entdo, o
material foi imerso em solugdo de NaOH 1 mol/L, em frascos Erlenmeyers de 250 mL. Em
seguida, o material sofreu tratamento térmico a 121 °C em autoclave por 30 minutos. O material
pré-tratado foi lavado com agua destilada até neutralizacdo do pH, seco a 60 °C por 24 h,
triturado e as particulas que ficaram retidas entre os Mesh 20-80 (correspondendo a 0,25-0,84
mm) foram selecionadas e estocadas a temperatura ambiente. O BC preé-tratado por este método
foi nomeado como BC-PT-HA.

3.3 Caracterizacdo quimica do bagaco de caju in natura e apoés realizacdo dos pré-

tratamentos, segundo protocolo da NREL

A analise composicional do bagaco de caju (BC) in natura e pré-tratado por método
alcalino (BC-PTA-5 e BC-PTA-10) e por acido seguido de alcali (BC-PT-HA) foi realizada
segundo as metodologias desenvolvidas pela organizacdo Norte-americana de Energias
Renovaveis - NREL (National Renewable Energy Laboratory) (SLUITER et al., 2008a;
SLUITER et al., 2008b; SLUITER et al., 2012).

3.3.1 Determinacao de solidos totais

Para determinacdo dos solidos totais, adicionou-se 3 g £ 0,1 mg da amostra em um
cadinho que em seguida foi colocado na estufa a 105 °C, permanecendo até peso constante. A
percentagem de solidos totais (ST) foi determinada segundo a Equacéo 1.

% Solidos Totais = [1 — M] x100 (1

Mymida
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3.3.2 Determinacdo de extraiveis

A percentagem dos extraiveis do material lignoceluldsico foi determinada
realizando a extragdo de 3 g da amostra, adicionado em cartuchos de papel, sendo realizada a
extracdo com 80 mL de etanol 95 % (adicionado em emboilers) em um aparelho do tipo Soxhlet
(Tecnal, TE — 044-5/50) a 80 °C por 8 h. Realizada a extragéo, os emboilers foram adicionados
em estufa a 60 °C por 24 h. Para determinar a percentagem de extraiveis no material, foi
utilizado a Equacdo 2, sendo m;j a massa inicial do emboiler, ms a massa final do emboiler e ST
a percentagem de sélidos totais (SLUITER et al., 2008b).

(mj—mys)

% Extraiveis = e x100 (2)
ST

3.3.3 Determinacéo do teor de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas
3.3.3.1 Hidrdlise do bagaco de caju usando acido sulfarico

A analise estrutural, dos carboidratos (celulose e hemicelulose) e lignina, foi feito
de acordo com o protocolo NREL/TP-510-42618 (SLUITER et al., 2012), via hidrolise acida.
Os materiais obtidos ap0s a extracdo de ceras e gorduras, conforme descrito no item 3.3.2, foi
utilizado neste procedimento.

Inicialmente, 1 g da amostra (item 3.3.2), foi adicionada a 3 mL de H2SO4 72 %
(v/v), que ficou sob agitacdo durante 1 h a 30 °C. Passado esse periodo, foi adicionado 84 +
0,04 mL de agua deionizada, em seguida, foi aquecido em autoclave por 1 ha 121 °C e 1,05
atm. Os tubos foram retirados e a solucéo filtrada em filtro com placa porosa n° 2. A fragédo
liquida foi armazenada para analises posteriores de carboidratos, acidos organicos, furfural,
hidroximetilfurfural (HMF) e lignina sollvel, e a fracdo sélida foi utilizada para a determinacéo
de lignina insolGvel em acido e cinzas, conforme metodologia reportadas nos tépicos 3.3.3.2,
3.3.3.3e3.3.34.
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3.3.3.2 Determinacdo de carboidratos, acidos orgéanicos, furfural e hidroximetilfurfural na

fracdo liquida

A fracdo liquida do hidrolisado foi analisada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (Waters, Milford, MA, E.U.A.), usando a coluna Aminex HPX-87H (Bio Rad,
Hercules, CA, USA). O eluente foi H2SO4 5 mmol/L em &gua deionizada (MiliQ, Millipore)
com vazdo de 0,5 mL.min"! a 65 °C.

Para determinacdo de celulose e hemicelulose utilizaram-se as concentragcfes de
carboidratos e &cidos organicos obtidos, usando-se os fatores de conversdo para converter a
massa desses compostos em massa de celulose e hemicelulose. Esses fatores séo baseados na
estequiometria de conversdo em seus compostos precursores (celulose e hemicelulose).
(SLUITER et al., 2012). As Equacdes (3) e (4) apresentam as expressdes utilizadas para
determinar a percentagem de celulose e hemicelulose, respectivamente. Sendo ST os sélidos

totais.

Mcelobiose-0,95+Mglicose-0,90+Mac formico-3,09+Mumr.1,29

Celulose (%) = -

x100 ©)

. My;j .0,88+m i .0,88+m stico-1,37+m .0,72
Hemlcelulose (%) — Mxilose arabinose o ac.acético furfural x100 (4)

3.3.3.3 Determinacao de lignina soltvel em &cido e cinzas

A quantidade de lignina soltvel foi determinada usando a medida da absorbancia
com o comprimento de onda de 240 nm em espectrofotdmetro. A lignina solivel em acido
sulfurico (LSAS) foi determinada a partir da Equacdo 5, sendo UVass a média da absorbancia
da amostra a 240 nm, Viirado € 0 Volume de filtrado final utilizado na hidrolise (87 mL), fd é
fator de diluicdo utilizado para diluir a solucdo caso a absorbancia seja maior que 1,0, € € a
absortividade da biomassa no comprimento de onda avaliado (25 L.g*.cm™) e ST sélidos totais

em unidade de massa.

LSAS % — UVabs Vriltrado fd x100 (5)
ST
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3.3.3.4 Determinagao de cinzas e lignina insolivel em acido

O funil com a fragdo solida, considerada como a lignina insolavel, foi seco em
estufa a 105 °C até peso constante. Para determinacgdo das cinzas, o funil com a lignina residual
foi colocado na mufla a 575 °C, com 0 seguinte programa de rampa de temperatura: da
temperatura ambiente a 105 °C com aquecimento a 10 °C/ min por 12 minutos, de 105 °C a 250
°C usando 10 °C/minuto e permanéncia de 30 min, de 250 °C a 575 °C com aquecimento a 20
°C/minuto e permanéncia de 180 minutos, em seguida resfriamento para 105 °C até as amostras
serem removidas para um dessecador. As percentagens de residuo insoltvel em &cido (RIA —
lignina insoltvel mais cinzas) e lignina insoltvel (L1A) foram calculadas segundo as Equacdes
(6) e (7), respectivamente.

RIA % = (Mfiltro+residuos ~Mfiltro) x100 (6)
ST
LIA % = (mfiltro+R1A—mf11tro)—Sfrmfiltroﬂinza—mfiltro) %100 (7)

3.4 Producao de nanocelulose

3.4.1 Hidrélise acida: Método |

O método | foi realizado de acordo com Theivasanthia et al. (2018). Inicialmente,
0 bagaco de caju resultante do tratamento alcalino (BC-PTA-5 e BC-PTA-10) foi adicionado a
solucéo de acido sulfarico 33 % (v/v), usando a propor¢do massica de 10 % (m/v), em seguida
aquecida a 40 °C, sob agitacdo constante a 150 RPM, durante 1 hora. A solucéo resultante foi
centrifugada a 5000 RPM por 30 min, depois lavada e filtrada sucessivas vezes até obtencéo de
pH neutro. A fracdo sélida foi seca a 60 °C e intitulada como NA-5I e NA-10l. Na Figura 6

pode ser observado 0 esquema desse procedimento experimental.
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Figura 6 — Esquema de producdo da nanocelulose usando o bagaco de caju apds pré-tratamento
alcalino como matéria-prima para obtencdo de nanocelulose usando o método |I.

BC-PTA-5 OU BC-PTA-10
Acido sulfurico 33 % (v/v)

40 °C sob agitacdo a 150
RPM, durante 1 h.

Centrifugacdo: 5000 RPM
durante 30 min.

Filtragdo a vacuo

N

Sucessivas lavagens até . "
pH neutro Solido Liquido
|
Secoa 60 °C
|
NA-5I
NA-101

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

3.4.2 Hidrdlise acida sequencial com processo ultrassonico: Métodos 11 e 111

Para realizacdo do meétodo 1, 0 bagaco de caju pré-tratado pelos diferentes métodos
(BC-PTA-5; BC-PTA-10 e BC-PT-HA) foi colocado em solugédo acida usando a proporcao de
1 g de bagaco para 17,5 mL de acido sulfarico 60 % (v/v). Em seguida, a solucdo foi agitada
constantemente a 150 RPM e 45 °C durante 1 hora, sendo nomeado este método de obtencédo
de nanocelulose por Método Il (adaptado de MANDAL; CHAKRABARTY (2011)). Para a
primeira lavagem do material resultante foi adicionado &gua destilada até 5 vezes o volume
inicial e em seguida a solucdo foi centrifugada a 5000 RPM durante 25 min, por 4 vezes. O
precipitado resultante foi dialisado por 72 h a fim de se obter pH = 6. Ap0s esse processo, 0
material foi sonicado em uma ponteira ultrassdnica (Qsonica Sonicators - EUA) por 15 min
(com pulse de 5s), amplitude de 40 % (poténcia 500 W) em banho de gelo para evitar o
superaquecimento. Em seguida, foi filtrado a vacuo usando filtro sinterizado (nimero 2) e o

material filtrado foi intitulado como NA-II, sendo representado por NA-I1-5; NA-11-10 e NA-
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I1-HA, quando se usou 0 BC-PTA-5, BC-PTA-10 e BC-PT-HA, respectivamente, sendo estes
materiais armazenados no refrigerador a 4 °C. Para melhor compreensdo do procedimento
experimental foi elaborado um esquema que pode ser observado na Figura 7. O mesmo método
foi realizado, porém com o tempo de exposi¢cdo da matéria-prima com o &cido sulfurico
diferente, sendo 5 h, e este método foi nomeado de Método I11. Os materiais resultantes obtidos
usando o0 BC-PTA-5, BC-PTA-10 e BC-PT-HA foram intitulados como NA-I11-5; NA-I11-10 e
NA-II1-HA, respectivamente.

Figura 7 — Esquema de producdo da nanocelulose usando o bagaco de caju apds pré-tratamento
alcalino e acido seguido de alcali como matéria-prima, usando o método 1.

BC-PTA-5; BC-PTA-10 ou BC-
PT-HA + Acido sulfirico 60 %

45 °C sob agitacdo a 150 RPM, por
1h

Centrifugacdo: 5000 RPM durante

25 min
Sélido {  Liquido
|
Lavagens

Centrifugacéo

Dialise (72 h)
. ~ Amplitude igual a 40 % durante 15
Sonicacao min.
. x O filtrado foi intitulado como NA-II
Flltra(;ao e armazenado a 4 °C.
NA-I1-5
NA-I1-10
NA-I1-HA

Fonte: Elaborada pela autora (2022).



51

3.4.3 Hidrolise enzimatica sequencial com processo ultrassénico: Métodos 1V e V

A hidrélise enzimética sequencial com processo ultrassonico, aqui nomeada de
Método 1V, foi realizada no bagaco de caju pré-tratado pelo método alcalino (BC-PTA-10) e
no bagaco pré-tratado pelo método acido seguido de alcali (BC-PT-HA), de acordo com a
metodologia proposta por Meyabadi et al. (2014) e Meyabadi e Dadashian (2012), com algumas
modificaces.

A hidrolise enziméatica do bagaco pré-tratado (BC-PTA-10 ou BC-PT-HA) foi
realizada em tampao citrato de sédio 50 mM (pH =4,8) a 50 °C e 200 RPM durante 24 h usando
uma com carga de BC de 0,5 % (m/v), usando o extrato enzimatico comercial de Trichoderma
reesei ATCC 26921 (Sigma Aldrich) com carga enzimatica de 7,5 FPU/Qcelulose OU 12
FPU/Qceluiose. Para evitar o crescimento microbiano durante a hidrolise enzimaética, foi
adicionada 40 pL tetraciclina (10 mg/mL em 70 % etanol). Apds o tempo decorrido, 0 material
foi aquecido a 100 °C durante 10 minutos para desnaturar a enzima cessando a hidrolise
enzimatica. A suspensdo resultante foi submetida a centrifugacdo a 5000 RPM durante 20
minutos e o material precipitado foi ressuspendido em agua destilada. Essas dispersdes aquosas,
contendo os nanocristais, foram sonicadas utilizando a ponteira ultrassonica (poténcia 500 W),
40 % de amplitude, durante 15 minutos (pulse 5s). O material resultante oriundo do BC-PT-HA
foi intitulado como NA-1V-7,5 e NA-1V-12, e do BC-PTA-10 foi nomeado como NA-IVA-7,5
e NA-IVA-12. O método de hidrélise enzimética V variou apenas o tempo de reacdo com
relacdo ao método 1V, que passou a ser de 48 h, os materiais resultantes foram intitulados como
NA-V-7,5; NA-V-12; NA-VA-7,5 e NA-VA-12. Na Figura 8 encontra-se 0 esquema do

procedimento para melhor compreensao.
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Figura 8 — Esquema de obtencédo da nanocelulose usando o bagaco de caju pré-tratado por alcali
(BC-PTA-10) e &cido seguido de alcali (BC-PT-HA) pelo método de hidrélise enzimatica
sequencial com o processo ultrassdnico - método IV.

BC-PT-HA ou BC-PTA-10 na carga de 0,5 %
m/v + Tampdo citrato de sédio (pH = 4,8) + 7,5
ou 12 FPU/gcelulose.

I
Agitacdo em  agitador
orbital 50 °C, 200 RPM

/

Solido Liquido
[ : I
Ressuslgczagséo em Andlise HPLC
I
Sonicacédo

NA-IV-7,5/ NA-IV -12
NA-IVA-7,5/NA-IVA-12

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

3.5 Liofilizacdo

Para realizacdo das analises de Espectroscopia de Absor¢do na Regido do
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Termogravimetria (TGA) e Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV), as possiveis nanoestruturas da hidrélise acida sequencial com
0 processo ultrassénico (método 1l e I11) e hidrélise enzimatica sequencial com o processo
ultrassénico (IV e V) foram liofilizadas. A liofilizacdo das amostras ocorreu em liofilizador
(Liobras, modelo K105), sob vacuo minimo de 500 uHg e -100 °C.

3.6 Rendimento das nanoceluloses

As suspensbes obtidas apds realizado os métodos de obtencdo de nanocelulose

foram secas em balanga de infravermelho (Marte-ID2000) a 105 °C, em duplicata, para
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obtencéo da massa seca. Com esse valor, foi possivel calcular os rendimentos do material obtido
apos os métodos de obtencdo de nanocelulose. Os rendimentos foram calculados em rela¢do ao
bagaco pré-tratado (RgT), que foi determinado de acordo com a Equacéo (8).

my

Rpr( %) = + 100 (8)

mpgt
Sendo:

Ryt - Rendimento em relagdo a biomassa pré-tratada; my- massa de nanocelulose resultante

ap6s método de obtencdo; m;p;qia) - Massa de biomassa pré-tratada usada na hidrolise.

3.7 Determinacao dos carboidratos

Apos 0s metodos de hidrolise enzimética foi obtido uma fracdo solida (possiveis
nanoestruturas) e uma fracdo liquida, detentora dos acUcares (glicose, celobiose e xilose) que
foram analisados por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE), usando um sistema CLAE
Waters (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com um indice detector de refragdo Waters
2414. As concentracdes dos agUcares foram analisadas utilizando a coluna Aminex HPX-87H,
0 eluente usado foi H>SO4a 5 mmol/L em &gua deionizada a um fluxo volumétrico de 0,5

mL/min sob uma temperatura de 65 °C.

3.8 Métodos de caracterizacdo realizados no bagaco de caju apds pré-tratamento e apos

métodos de obtencdo de nanocelulose

3.8.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As analises de FTIR foram realizadas em um espectrometro de infravermelho por
transformada de fourier, utilizando um equipamento Cary 630 da Agilent Technologies, que
possibilita analises de solidos e liquidos. As amostras do bagaco antes e apds pré-tratamento,
das nanoceluloses e dos filmes foram inseridas diretamente no espectrometro. Os espectros de
transmitancia foram coletados no comprimento de onda na faixa de 650-4000 cm™, com

resolucéo espectral de 1 cm™ e 32 scans.
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3.8.2 Analise de difracdo de raios X (DRX)

A anélise de difracdo de raios X foi utilizada para investigar a cristalinidade e as
mudancas estruturais do bagaco de caju obtido apos os pré-tratamentos (BC-PT-HA, BC-PTA-
5 e BC-PTA-10) e as possiveis nanoceluloses obtidas usando o método (I). A técnica DRX foi
realizada em alto angulo, usando difratdmetro Panalitico, modelo X'Pert Pro (MPD), radiacéo
CoKa (A =1,7889A), operado a 40 kV e 40 mA.

O DRX de alta resolugdo foi obtido com um monocromador hibrido de feixe
paralelo, produzindo um feixe paralelo altamente monocromatico. As medi¢des foram obtidas
para 20 entre 10° a 100°, um passo de 0,013° e um tempo de 200 s por passo.

O indice de cristalinidade (CRL) foi calculado segundo o método empirico de Segal
(Segal et al., 1959) usando a equacéo 9, a partir dos dados obtidos de intensidade de difragéo,
nos angulos 26 = 18° e 20 = 25,7°. Essa equacao também foi adotada por Theivasanthia et al.
(2018) e Meyabadi et al. (2014):

CRL = (“I‘—”) %100 (9)

Sendo, Ic —a intensidade maxima da difracdo do pico da rede em 20 ~ 25,7° e l.— a intensidade

minima do material amorfo (206 =~ 18-19°).

3.8.3 Anélise Termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas das amostras do bagaco de caju apds os pré-
tratamentos (BC-PT-HA, BC-PTA-5 e BC-PTA-10), e apds as possiveis nanoestruturas obtidas
usando o método I (NA-51 e NA-101), o método 111 (NA-111-5 e NA-111-10) e 0 método IV (NA-
IV-7,5 e NA-IVA-7,5), foram realizadas em um analisador térmico STA 6000 Perkin Elmer.
Nos ensaios foram usadas massas das amostras de aproximadamente 5 mg adicionadas em
cadinho de platina, atmosfera inerte de nitrogénio de 50 mL/min, com taxa de aquecimento de
10 °C/min, no intervalo de temperatura de 30 °C a 500 °C. Os resultados foram expressos por
meio das curvas de TGA e pela sobreposicdo da curva de DTG (Derivative Thermogravimetry),

derivada da primeira curva.
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3.8.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras do bagago de caju apds pré-tratamento (BC-PTA-HA, BC-PTA-5 e
BC-PTA-10) e das possiveis nanoestruturas foram inicialmente depositadas em fita de carbono,
seguida do processo de metalizacdo, no qual as amostras foram revestidas e metalizadas com
ouro de 20 nm, utilizando pulverizacdo através do metalizador QT150 ES — Quorume.
Posteriormente, as imagens de Microscopia eletronica de varredura (MEV) foram feitas usando
0 Quanta 450 FEG-FEI com um feixe de elétrons incidente de 20 kV.

3.8.5 Microscopia de Forga Atdmica (MFA)

A Microscopia de forga atdmica (MFA) foi realizada para avaliar a morfologia,
adesdo, tamanho, didmetro e a altura das nanoceluloses obtidas. Inicialmente, as amostras foram
depositadas em mica previamente clivada com o auxilio de um capilar de vidro e deixadas para
secar at¢ que o filme de nanoparticulas fosse formado. Em seguida foram levadas para o
microscopio de for¢a atdmica modelo MMS8 Bruker e analisadas no modo de varredura
Quatitative Nanomechanics (QMN). As sondas utilizadas foram do modelo Scanasyst Air, com
constante de mola 0,4 N/m, velocidade de varredura de 0,5 Hz e resolucao de imagem de 256

x 256 samples per line ¢ um total aproximado de 65.000 curvas de for¢a para cada varredura.

3.9 Producao de filmes

Os filmes foram preparados de acordo com a metodologia desenvolvida por Yuan
e Chen (2021). Inicialmente foi preparado um filme controle usando amido. A solu¢édo de amido
(2,5 % m/v) foi dissolvida em &gua destilada a 70 °C com agitacdo constante para obtencao de
suspensdes uniformemente dispersas. Em seguida, glicerina (1,3 % m/v), que funciona como
material plastificante, foi adicionada a solu¢do de amido e aquecida a 90 °C por 30 min para
dispersar a solucdo homogeneamente. Em seguida, cerca de 54 mL da suspensdo de amido
contendo glicerina foram moldados em um molde de politetrafluoretileno (diametro = 4 cm), e
secos a 45 °C por 24 h em estufa.

Para producao dos filmes utilizou-se diferentes percentuais do material resultante
da hidroélise enzimatica (método 1V - NA-IV-7,5 ou NA-IVA-7,5) (5 % e 7 % m/v) que foram
adicionados a ele. Quando a suspensédo de amido contendo glicerina foi resfriada, o NA-1V-7,5

ou NA-IVA-7,5, correspondendo a porcentagem avaliada, foi adicionada e agitada com
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agitadores magnéticos a 75 °C durante 1 h. Em seguida, os filmes compostos de amido e
material celulésico foram preparados com sucesso e secos em estufa a 40 °C durante 24h. Os
filmes resultantes foram intitulados como F-5NA-IVA e F-7NA-IVA (filmes resultantes do
NA-IVA-7,5, contendo 5 % e 7 % (m/v) do NA-IVA-7,5) e F-5NA-1V e F-7TNA-IV (filmes
resultantes do NA-IV-7,5, contendo 5 % e 7 % (m/v) do NA-IV-7,5).

3.10 Propriedades e caracteristicas dos filmes

O filme controle e os obtidos apds incorporagdo das microestruturas e
nanoestruturas foram analisados por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (conforme descrito no topico 3.8.1), pela morfologia por Microscopia eletronica de
Varredura (conforme descrito no topico 3.8.4), capacidade de retengdo de agua e

biodegradabilidade no solo.
3.10.1 Capacidade de retencao de agua

A capacidade de retencdo de dgua (WHC) dos filmes foi examinado colocando
pedacos de filmes finos de 2,5 cm x 2,5 cm, inicialmente pesados em triplicata, e imersos por
2 min em agua destilada, conforme metodologia citada por Reshmy et al. (2021). As amostras
foram entdo removidas e retirou-se o excesso de agua usando papel de filtro. Apds pesou-se e
a % WHC foi calculada usando a Equacéo (10), sendo W- 0 peso umido da amostrae Wi € 0

peso seco inicial da amostra. Os experimentos foram realizados em triplicata.

W, —W
% WHC = %* 100 (10)

3.10.2 Avaliacéo da biodegradacao dos filmes no solo

A biodegradabilidade dos filmes foi investigada durante 35 dias, em escala de
laboratdrio, usando o método de enterramento do solo de acordo a metodologia reportada por
Reshmy et al. (2021). O solo utilizado foi adquirido de uma floricultura local em Fortaleza/CE,
sendo colocado em um recipiente e 0s corpos de prova (P1), com dimensdes 1 cm x 1cm, foram
enterrados a uma profundidade de 10 cm da superficie para permitir a agdo dos microrganismos.

As alteragdes fisicas foram observadas por fotografias e com a retirada dos corpos de prova,
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que foram lavados e secos em estufa a 70 °C durante 24 h e pesados (P2). A porcentagem de
perda de peso (PL) foi calculada usando a Equagéo 11, sendo P10 peso da amostra inicial e P>
é 0 peso da amostra apos ser enterrada no solo.

P —P

%P, = 100 (11)

1
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Efeito do pré-tratamento no bagaco de caju na disponibilizacédo da celulose

De acordo com Theivasanthia et al. (2018), a nanocelulose pode ser obtida a partir
de qualquer material natural de origem celuldsica, e durante a etapa de pré-tratamento ocorre a
remocao de alguns componentes como hemicelulose e lignina, tornando a celulose mais exposta
para posterior extragdo da nanocelulose (PHANTHONG; REUBROYCHAROEN; HAO et al.,
2018). Dessa maneira, com o intuito de elucidar a relacdo entre o teor de lignina e as
propriedades das nanoceluloses obtidas, foi realizado o pré-tratamento alcalino (PTA) e acido
seguido de éalcali (PT-HA), que possibilitam obter materiais pré-tratados com composicdes
diferentes, principalmente com diferentes teores de lignina e celulose. O bagaco de caju pré-
tratado por estes dois pré-tratamentos (PTA e PT-HA) foi utilizado em diferentes métodos de
obtencdo de nanocelulose. A Figura 9 apresenta imagens de algumas etapas do processo de
obtencdo de nanocelulose a partir do bagaco de caju in natura.

Figura 9 — Imagens do (A) bagaco de caju in natura, (B) apés o pré-tratamento alcalino (PTA)
e (C) pré-tratamento acido seguido de alcali, (D) material obtido ap6s método | (NA-I), (E)
método 11l (NA-1Il) seguido de liofilizacdo, (F) ap6s método IV (NA-IV) seguido de
liofilizac&o.

A

f

B\

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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As Figuras 14B e 14C representam o material resultante dos pré-tratamentos
alcalino e &cido seguido de &lcali, nota-se a ocorréncia de uma variacdo na coloracdo dos
materiais, podendo estar associado a solubilizacdo da lignina e também da hemicelulose. A
Figura 14 D representa o0 material apos a hidrolise acida (método 1), em que ha também uma
variacdo na coloracdo do material, além de apresentar uma estrutura com aspecto mais rigido.
Na imagem da Figura 14 E tem-se o material resultante do método 111 (NA-I11) apo6s liofilizagao.
Nesse caso, ha a formacdo de um pd bastante fino e leve, para esse método foi usado uma
concentracdo maior de acido sulfurico e pode-se notar que ocorreu uma maior degradacao da
fibra. Na Figura 14H ¢ apresentado a imagem do material resultante do método de hidrolise
enzimatica sequencial com o processo ultrassénico, apds liofilizacdo, sendo possivel observar
que se trata de um material mais esponjoso, bastante leve e quebradico, antes do processo de
liofilizagdo a suspenséo resultante era bastante gelatinosa. Foi realizada a anlise composicional
do bagaco de caju in natura e apds os pré-tratamentos (PTA e PT-HA), cujos resultados estdo

apresentados no topico 4.1.1.

4.1.1 Composicédo quimica do bagago de caju in natura e apés pré-tratamento

As composi¢des centesimais do bagaco de caju in natura (BC) e submetido aos pré-
tratamentos: alcalino (BC-PTA-5 e BC-PTA-10) e &cido seguido de alcali (BC-PT-HA), para
maior disponibilizacdo da celulose antes da obtencdo da nanocelulose, estdo representados na
Tabela 3. O bagaco de caju é um importante material lignocelul6sico da regido Nordeste e vem
sendo fonte de estudos em varios projetos do Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de

Bioprocessos — GPBio.

Tabela 3 - Composicao quimica do bagaco de caju in natura (BC) e do bagaco pré-tratado com
alcali (BC-PTA-5 e BC-PTA-10) e com &cido seguido de alcali (BC-PT-HA).

Material Celulose Hemicelulose Lignina + Solidos
(%) (%) cinzas (%) remanescentes * (%)
BCinnatura | 154+32 9,6+1,2 46,6 + 2,2 “100,0 + 0,0”
BC-PTA-S | 312+28 71+18 25,4 +2,5 28,3+ 0,6
BC-PTA-10 | 30,3+0,9 8+1,0 26,6 + 1,5 31,8+0,3
BC-PT-HA | 588+12 5,6 + 0,4 12,0+0,1 8,4+0,3

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

*Solidos remanescentes: percentual do material obtido ap6s pré-tratamento.
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O pré-tratamento alcalino resultou no aumento do percentual de celulose na
biomassa pré-tratada em ambos os percentuais testados (5 % e 10 % m/v de BC), pela reducéo
do percentual de lignina no material lignocelul6sico (Tabela 3). No BC-PTA-5, o percentual de
celulose aumentou de 15,4 % para 31,2 % e ocorreu uma diminuigdo no teor de lignina de cerca
de 54 %, ndo havendo uma diferenca nos resultados observados no sélido obtido do BC-PTA-
10, no qual o percentual de celulose aumentou de 15,4 % para 30,3 % seguido da diminuigéo
no teor de lignina de 57 % no solido pré-tratado (BC-PTA-10). Os valores da porcentagem de
hemicelulose ndo diferiram muito entre os sélidos resultantes do pré-tratamento alcalino,
portanto, pelas analises composicionais € observado que a variagdo no percentual do bagaco de
caju para o tratamento alcalino ndo ocasionou diferenca composicional significativa no teor de
hemicelulose. Segundo Alvira et al. (2010), o hidroxido de sédio (NaOH) diluido provoca um
inchago em materiais lignoceluldsicos, expandindo sua &rea e reduzindo o grau de
polimerizagdo. Como consequéncia, h4& o rompimento das ligacbes entre a lignina e
carboidratos, permitindo a sua solubilizacdo. A maior parte da lignina é solubilizada, extraindo
mondmeros e oligdmeros de lignina com um baixo numero de estruturas condensadas (SERPA
et al., 2020).

No pré-tratamento acido seguido de alcali (PT-HA), que resultou no material BC-
PT-HA, ocorreu um aumento expressivo na proporcao de celulose, que foi de 15,4 % para 58,8
% (Tabela 3). Esse aumento esta associado a reducdo no percentual de hemicelulose e lignina,
sendo solubilizados do BC in natura em duas etapas. Na primeira, o pré-tratamento com &cido
tende a agir mais sobre as cadeias da hemicelulose, tornando o material mais disponivel para a
solubilizacdo da lignina pelo pré-tratamento alcalino, resultando num aumento substancial no
teor de celulose da biomassa apds o pré-tratamento (BARROS et al., 2017). Outros estudos
também relatam a importancia da utilizacdo de pré-tratamentos combinados na obtencédo de
celulose de biomassa lignocelulésica (BARROS et al.,2014; SERPA et al., 2020; RODRIGUES
etal., 2016; ZHANG et al., 2010).

E possivel observar que o bagaco de caju pré-tratado por acido seguido de élcali
(PT-HA), apresenta um maior enriquecimento do teor de celulose, e menor quantidade de
lignina quando comparado ao bagaco de caju apds pré-tratamento alcalino (PTA). Isso pode
estar associado aos parametros de temperatura e pressao, bem como a quantidade de etapas
utilizadas durante os pré-tratamentos. O PTA ocorre em apenas uma etapa, a temperatura
ambiente (28°C), ja o PT-HA ocorre em autoclave, a 121 °C e em duas etapas, 0 que acaba
tornando o processo mais eficiente na remocao parcial dos componentes ndo celul6sicos

presentes no BC.
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O percentual de solidos remanescentes fornece o rendimento em massa de solido
apos pré-tratamento. Como pode ser observado na Tabela 3, o pré-tratamento do bagaco de caju
por PTA-10 apresentou a maior porcentagem de solidos remanescentes (31,8 + 0,3 %),
enquanto que o pré-tratamento PT-HA possibilitou a menor porcentagem de solidos
remanescentes (8,4 + 0,3 %), provavelmente foi devido a efetiva extracao de lignina do bagaco,
em que o bagaco pré-tratado (BC-PT-HA) apresentou uma porcentagem de lignina em sua
composicdo de 12,0 + 0,1 %, sendo a menor porcentagem deste componente nos sélidos
avaliados. A porcentagem recuperacao de solidos é importante para avaliar o rendimento do
processo.

4.2 Processo de obtencdo de nanocelulose usando como matéria-prima o bagaco de caju
apos pré-tratamento alcalino (BC-PTA-5 e BC-PTA-10)

O bagaco de caju apos pré-tratamento alcalino (PTA) foi utilizado para producao
de nanocelulose por meio de hidrolise &cida sequencial com o processo ultrassénico, usando 0s
métodos I, 11 e Il, e também por hidrélise enzimatica (IV e V). Para caracterizar os materiais
resultantes desses métodos foram realizadas analises de Espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourrier (FTIR), difracdo de raios X (DRX), analise termogravimétrica (TGA),

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Microscopia de forca atbmica (MFA).

4.2.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Com o intuito de identificar a presenca dos principais grupos quimicos organicos
contidos na estrutura dos materiais obtidos apds o pré-tratamento alcalino (BC-PTA-5 e BC-
PTA-10), bem como os materiais obtidos pelos métodos de obtencdo da nanocelulose, NA-5I e
NA-10l, que foram submetidos a hidrolise acida sequencial com o processo ultrassénico
(método 1), e os materiais NA-11-5; NA-11-10; NA-I11-5 e NA-I11-10 que foram submetidos a
hidrolise acida sequencial com o processo ultrassdnico - métodos Il e 11, e também apo6s o
processo de hidrolise enzimatica sequencial com o processo ultrassénico 1V e V, materiais
nomeados (NA-IVA-7,5/ NA-IVA-12; NA-IV-7,5/NA-IV-12 e NA-VA-7,5/NA-VA-12; NA-
V-7,5/NA-V-12), foram realizadas analises por transmissdo na regido do infravermelho (FTIR).

Nas Figuras 10 e 11 estdo representados os espectros FTIR obtidos dos materiais supracitados.
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Figura 10 — Espectros obtidos por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) do bagaco de caju in natura (A) e BC apds pré-tratamento alcalino (PTA), variando a
concentracdo de sélidos BC-PTA-5 (B); BC-PTA-10 (C) e ap6s os métodos I, 11 e I1l; NA-5I
(D), NA-101 (E), NA-11-5 (F), NA-111-5 (G), NA-11-10 (H) e NA-I11-10 (I).

3280 2850 1745 1025 896

Transmitancia (u.a)

P )

’
/
/
/

T T T T T T T T T T ™ T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800
Namero de onda (cm™)

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Na Tabela 4 encontram-se os valores dos comprimentos de onda e as quais
vibracGes das ligacGes correspondem, que foram identificados nos espectros das amostras do
bagaco de caju in natura (espectro A, Figura 10) e do bagaco de caju pre-tratado por alcali

(espectros B e C, Figura 10).
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Tabela 4 — Posicéo e caracteristicas das principais vibracdes de liga¢bes quimicas do bagaco de
caju in natura e ap0s pré-tratamento alcalino.

Numero de | Grupos de base e Moléculas BC BC-PTA | BC-PTA
onda (cm™) modos pertencentes aos 5 10
vibracionais grupos de base
896 Estiramento C-H Celulose/ ND X X
de ligagdes - Hemicelulose
glicosidicas
1025 Vibracao no Celulose X X X
estiramento C-O
caracteristico para
a celulose
1155 C-0O, ponte Celulose X ND ND
assimétrica que se
estende em
ligacOes de éster
1215 Alongamentos e Lignina X ND ND
vibragbes C-O
1315 Vibracdes C-C e Celulose X X X
C-O
1370 Deformagéo de C- Celulose ND X X
H
1450 Deformagdes C-H Lignina X ND ND
(CH e CH2) em
anéis fenolicos
1532 Alongamento e Lignina X ND ND
vibrages C=C no
anel fenolico
1745 Ester ligado grupo Lignina/ X X X
acetil, furolil e p- Hemicelulose
cumaril
3280 Alongamento OH | Celulose/Agua X X X

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

*ND= Nimero de onda ndo detectado; *X= NUmero de onda detectado.

Na Figura 10 é possivel observar no espectro (A), referente ao bagaco de caju in

natura, que a banda em 1025 cm™ caracteristica da vibragdo no estiramento C-O caracteristico

da celulose, 1155 cm™ que representa o C-O, ponte assimétrica que se estende em ligagGes de

éster, também da celulose e a banda 1315 cm™ que representa as vibragdes C-C e C-O, presentes

na celulose. As bandas a 1450 cm™ a 1532 cm™ referentes a estiramento conjugado de C=0 em

anéis aromaticos, caracteristico da lignina (REIS et al., 2017). A banda 1745 cm®

correspondente ao éster ligado a grupos acetila, fertlico e p-cumarico caracteristicos da
hemicelulose e lignina (MARCOS et al., 2013).
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O pré-tratamento alcalino promoveu modificacdes no bagagco de caju, no qual
podem ser observadas variacdes no espectro de FTIR, como o surgimento da banda 896 cm™
que segundo LOPES et al. (2013) corresponde ao estiramento C-H de ligagdes B-glicosidicas
entre as unidades de glicose da celulose. A banda 1370 cm™ também foi observada ap6s o pré-
tratamento e corresponde a um estiramento da ligacdo C-H em celulose. Indicando que com o
pré-tratamento a celulose ficou mais exposta.

Além disso, comparando-se os espectros B e C com o A (BC in natura) € visto que
as bandas a 1215 cm™ e 1532 cm™, que representam alongamentos e vibragGes equivalentes a
C-O e C=C, respectivamente, correspondentes a lignina, ndo estdo mais presentes na estrutura,
mostrando, portanto, que o tratamento alcalino conseguiu remover parte desse biopolimero.

A utilizacdo de substancias alcalinas no pré-tratamento de materiais
lignocelulosicos € um meétodo bastante comum para remover a lignina presente no material, que
atua modificando a matriz lignocelulésica, rompendo as ligacGes éter e éster nas unidades de
lignina ou entre as unidades de hemicelulose e lignina (ALBUQUERQUE et al., 2019).

Ap0s realizada a hidrélise acida sequencial com o processo ultrassénico (método 1)
no bagaco de caju pré-tratado (BC-PTA-5 e BC-PTA-10), os materiais NA-51 e NA-101 foram
analisados. Nos espectros desses materiais € possivel observar o aparecimento das bandas 1107
cm?e 1161 cm?, que séo atribuidas a vibragao esqueletal C-OH presente na celulose (HONG
et al., 2020). O surgimento dessas bandas quando comparamos ao bagaco de caju in natura e
apos pre-tratamento alcalino (vide Figura 10) demonstra uma maior exposi¢édo da celulose, que
pode ter ocorrido devido a remogdo de certo teor da hemicelulose presente na biomassa. A
hidrolise &cida solubiliza a hemicelulose, principalmente as cadeias de xilano, obtendo-se xilose
(KIM et al., 2012).

Também foi observada a banda 1061 cm™?, atribuida ao alongamento C-O e ao C-
H referente as vibracGes da celulose (MARCOS et al., 2013), que surgiu nos espectros FTIR
do bagaco de caju pré-tratado, BC-PTA-5 e BC-PTA-10, e dos materiais obtidos apos a
hidrolise &cida conduzida pelo método I (NA-51 e NA-101), em que nestes foi possivel notar
um pequeno aumento dessa banda com relacéo ao BC pré-tratado (BC-PTA-5 e BC-PTA-10).
Essa banda e as demais diferencas mostradas sugerem um maior teor de celulose presente no
material, corroborando com os resultados obtidos da analise composicional para o BC pré-
tratado.

Perfil semelhante dos espectros dos materiais NA-51 e NA-10I foi obtido da luffa,
um tipo de esponja vegetal pertencente a familia das Cucurbitaceas, que foi submetida a

hidrélise acida, avaliada pelos autores Hong et al. (2020), no qual algumas das bandas
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correspondente a celulose, tornaram-se mais nitidas, indicando uma maior exposi¢do deste
biopolimero no material.

Nos espectros (F), (G), (H) e (I), que representam os materiais obtidos apds a
hidrolise acida sequencial com o processo ultrassdnico (métodos Il e I11), em que foram usadas
concentragdes maiores de acido sulfurico, identifica-se bandas em torno de 2900 cm™ (2947
cme 2850 cm™), correspondentes a vibragdo de estiramento C-H em celulose e hemicelulose.
Também, as bandas a 1647 cm%, atribuida a vibragio de flexdo dos grupos OH da celulose,
estdo melhores definidas quando comparado aos demais materiais. Essa banda (1647 cm™)
aparece de forma mais nitida nos espectros F e H, em que o BC pré-tratado foi exposto por um
menor tempo de exposicdo ao acido (1 h — Método Il), o que pode ter conservado melhor a
celulose cristalina. No entanto, ao observar os espectros G e I, que representam 0s materiais
obtidos pelo método I11, é observado que essas bandas estdo menos definidas. Além disso, a
banda 1745 cm™ ainda continua presente nos espectros, indicando a presenca da lignina, porém,
essa banda encontra-se melhor definida quando se utilizou o método | de obtencdo de
nanocelulose, em que foi utilizado uma menor concentracdo de acido sulfurico durante a reacgéo.

A Figura 11 apresenta os espectros FTIR do bagaco de caju in natura, do bagaco
pré-tratado por alcali (PTA), e dos materiais obtidos pelo método de hidrélise enzimatica
sequencial com o processo ultrassonico IV e V, usando os tempos de 24 h e 48h,

respectivamente.
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Figura 11 — Espectros obtidos por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) do bagaco de caju in natura (A) apos pré-tratamento alcalino (PTA-10 %) (B), e ap0s
0 método de hidrolise enzimética sequencial com o processo ultrassonico, usando a com carga
enzimaética de 7,5 FPU/gceIquse apf)s 24 h (NA-'VA-7,5) (C), 12 FPU/gceIulose apc')s 24 h (NA-
|VA-12) (D), 7,5 FPU/gceIquse apés 48 h (NA-VA-7,5) (E) e 12 FPU/ Ocelulose apéS 48 h (NA-
VA-12) (F).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

As modificacdes ocasionadas no material apos a hidrolise enzimatica sequencial
com o processo ultrassénico, ocorreram principalmente em bandas caracteristicas da celulose,
como o surgimento da banda 1107 cm™ (Figura 11). Essa banda € atribuida aos carboidratos
presentes na biomassa e também a vibracdo esqueletal C-OH presente na celulose (LOPES et
al., 2013). Também é possivel observar que essa banda se encontra melhor definida nos
espectros (C e D), em que a reacdo de hidrélise enzimatica teve duracdo de 24 h. No material
que foi submetido a 48 h de hidrdlise, cujo espectros sdo E e F (Figura 11), essa banda quase
ndo é observada, sugerindo que os carboidratos sofreram uma maior degradacédo pelas enzimas
celulases. A banda 1161 cm™ também presente nos espectros (B, C, D e F) é caracteristica das
vibrac6es da celulose (HONG et al., 2020).
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4.2.2 Difracéo de raios X (DRX)

A difracdo de raios X foi realizada com o intuito de analisar o indice de
cristalinidade (IC), as mudancas estruturais do bagaco de caju ap6s pré-tratamento alcalino
(PTA) e ap6s a obtencdo de nanocelulose (método 1). Os difratogramas de raios X do bagaco
de caju in natura, do bagaco submetido ao tratamento alcalino sob diferentes percentuais
maéssicos (PTA-5 % e PTA-10 %) e do material resultante da obtencdo de nanocelulose via
hidrolise acida (método 1) sdo mostrados na Figura 12.

Figura 12 — Difratogramas de raios X para 0 bagaco de caju in natura (A), do bagaco pré-tratado
por alcali variando o percentual do bagaco de caju, BC-PTA-5 (B) e BC-PTA-10 (C), e dos
materiais obtidos por hidrélise acida, sequencial com processo ultrassonico (metodo 1), NA-5I
(D) e NA-10I (E).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Dois sinais caracteristicos de celulose (26 = 18 ° e 26 = 25,7°) sdo observados nos
difratogramas do bagaco de caju in natura, e do bagaco de caju apds pré-tratamento por alcali
(Figura 12 - A, B e C). Ha um aumento na intensidade dos picos nos angulos 26 =18 ° e 20 =
25,7°, que segundo Meyabadi et al. (2014) e Theivasanthia et al. (2018) sdo caracteristicos da
celulose, e a partir deles é possivel calcular o indice de cristalinidade do material. Segundo

Vieira (2018), um aumento na area cristalina do gréfico significa que ocorreu remocao da
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lignina e/ou parte amorfa da celulose, e em qualquer um desses casos pode acontecer um
aumento a acessibilidade da &rea cristalina da celulose.

Para um melhor entendimento sobre a cristalinidade do material, o indice de
cristalinidade (IC) do bagaco de caju in natura, do bagaco pré-tratado por alcali (BC-PTA-5 e
BC-PTA-10) e do possivel material nanométrico obtido pelo método | (NA-51 e NA-101) foram

calculados e estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Indice de cristalinidade do bagaco de caju in natura, do bagaco pré-tratado por alcali
(BC-PTA-5e BC-PTA-10) e dos materiais nanométricos obtidos da hidrolise acida pelo método
| (NA-51 e NA-101).

Indice de cristalinidade (IC)

BC in natura 30,33 %
BC-PTA-5 36,26 %
BC-PTA - 10 34,84 %
NA-5I 63,10 %
NA-101 49,03 %

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

De acordo com a Tabela 5, o indice de cristalinidade do BC obtido dos pré-
tratamentos alcali (BC-PTA-5 e BC-PTA-10) é maior quando comparado com o IC do BC in
natura, devido ao pré-tratamento promover a dissolucdo das regides amorfas da biomassa,
ocasionado pelo tratamento alcalino, gerando uma maior exposicdo da celulose (Moriana,
Vilaplana e Ek, 2016). O BC-PTA-5 resultou em um IC igual a 36,26 %, sendo maior que 0
obtido pelo bagaco de caju pré-tratado usando 10 % m/v de BC (BC-PTA-10), isso pode ser
explicado devido ao menor teor de solidos presente durante o pré-tratamento (BC-PTA-5)
facilitando a transferéncia de massa, indicando que a reacdo foi mais eficiente e hidrolisou uma
maior quantidade de celulose amorfa, tornando a celulose cristalina ainda mais visivel.

Por outro lado, é notério que os materiais obtidos apds a hidrolise acida conduzida
pelo método | apresentaram um maior IC, quando comparado ao material submetido somente
ao BC pré-tratado. O BC-PTA-10 apresentou um IC igual a 34,84 % e apo0s a hidrélise acida
(método 1) resultando no material NA-10l, o valor foi de 49,03 %, e 0 BC-PTA-5 teve um IC
igual a 36,26 %, e o material obtido hidrélise acida (método I) resultou em um material (NA-

51) com IC de 63,10 %. De acordo com Qian et al. (2021), o acido sulfurico tende a induzir a
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remocdo preferencial das regides amorfas da celulose, 0 que torna as regides cristalinas mais
expostas e consequentemente ocasiona esse aumento do IC, sendo este fendmeno intensificado
pela acdo do ultrassom.

Theivasanthia et al. (2018) utilizaram como matéria-prima a fibra de algodéo, a
qual também foi pré-tratada por alcali e em seguida passou por uma hidrdlise acida sob as
mesmas condi¢des usadas neste trabalho, para a obtencdo de nanocelulose. Esses autores
reportaram obter nanocristais de celulose com indice de cristalinidade igual a 91,2 %. No
entanto, o algodao apresenta uma maior quantidade de celulose inicial (cerca de 90 %), com
baixo teor de hemicelulose e lignina em comparagdo com o bagaco de caju, o que pode explicar
0 maior indice de cristalinidade obtido pelos autores.

4.2.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 13 apresenta a curva da perda de massa em funcéo da temperatura e sua
respectiva derivada (DTG), do bagaco de caju antes e apds ser submetido ao pré-tratamento
alcalino (BC-PTA-5 e BC-PTA-10), e dos possiveis materiais manométricos obtidos por
hidrolise acida conduzida pelo método I (NA-51 e NA-101) e pelo método 111 (NA-I11-5 e NA-
[11-10). Os componentes presentes na biomassa (celulose, hemicelulose e lignina) possuem
comportamentos térmicos distintos e, a partir das analises termogravimétricas, é possivel
compreender melhor os efeitos da temperatura no processo decomposicdo da biomassa
(VIEIRA, 2018).

Figura 13 — Termogramas obtidos por analise termogravimétrica (esquerda: TG e direita: DTG)
do BC in natura, do BC pre-tratado por alcali (BC-PTA-5e BC-PTA-10), e dos materiais
obtidos pelo método | (NA-51 e NA-101) e pelo método 111 (NA-I11-5 e NA-111-10).
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De acordo com Yang, (2007), as fragdes da biomassa se decompdem em faixas
distintas de temperatura: a hemicelulose € a primeira a se decompor numa faixa de temperatura
de 220 °C a 315 °C, ja a celulose se degrada de 315 °C a 400 °C, mostrando uma temperatura
méaxima em 355 °C; a lignina, por sua vez € a mais dificil de se decompor, possuindo uma ampla
faixa que vai desde a temperatura ambiente até 900 °C.

Na Figura 13 é importante notar que a biomassa in natura apresentou além da
evaporacao da dgua que ocorre a temperatura de 100 °C, uma perda de massa por volta de 215
°C que foi até 350 °C, que pode estar associada a decomposi¢do da hemicelulose, tendo uma
temperatura méxima em 315 °C.

Ao observar as curvas referentes ao bagaco de caju pré-tratado (BC-PTA-5 e BC-
PTA-10) e dos materiais resultantes do método | (NA-51 e NA-101) é possivel notar que ndo ha
grandes variagdes entre 0 comportamento térmico obtido. Isso pode ter ocorrido devido a baixa
concentragdo de &cido sulfurico, que néo resultou em grandes alteragdes morfologicas, pois o
material possui lignina residual que reveste a superficie da celulose, tornando-se menos
acessivel ao ataque acido. Comportamento semelhante foi mostrado no estudo realizado por
Rosa et al. (2010) que produziu nanocristais de celulose utilizando a fibra de coco e este
material continha lignina residual.

Os materiais obtidos usando o método Il (NA-111-5 e NA-111-10), que estdo
representados também na Figura 13, foram submetidos a uma maior concentracdo de acido (60
% viv de H2SOg4), conseguindo uma melhor eficiéncia na degradagdo da parte amorfa da
celulose, aumentando a cristalinidade do material. Os cristais obtidos foram observados por
microscopia de forca atbmica (MFA) e uma discussdo melhor esta apresentada no tépico 4.2.5.
De acordo com alguns estudos realizados, 0s nanocristais obtidos via hidrélise usando o acido
sulfurico tendem a possuir grupos sulfatos que podem diminuir a resisténcia térmica do material
(BENINI etal., 2018; RIBEIRO et al., 2019; TRACHE et al., 2020). No entanto, 0s nanocristais
obtidos apresentaram maior resisténcia térmica, esse aumento pode ser explicado devido a
lignina residual presente (NA-I11-5 e NA-I11-10). De acordo com Chen et al. (2019) e Hong et
al. (2020), a lignina agregada a nanocelulose pode proporcionar algumas propriedades
favoraveis, dentre elas um aumento na estabilidade térmica.

Na Figura 14 estdo apresentados os termogramas obtidos da analise TGA do bagaco
pré-tratado (BC-PTA-10) e do material resultante de sua hidrélise enzimética sequencial com
0 processo ultrassénico, conduzida usando uma carga enzimatica de 7,5 FPU/Qcelulose durante 24
h (NA-IVA-7,5), com o intuito de avaliar a estabilidade térmica e comparar com os demais

materiais.
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Figura 14 — Termogramas obtidos por analise termogravimétrica (esquerda: TG e direita: DTG)
do BC in natura, do bagago pré-tratado por alcali usando 10% m/v BC (BC-PTA-10), e do
material resultante da hidrolise enzimatica sequencial com o processo ultrassénico - método 1V
(NA-IVA-7,5).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Na Figura 14 € possivel perceber a ocorréncia de variagdo térmica entre NA-IVA-
7,5e0BC-PTA-10. Nota-se um leve deslocamento da curva para a direita entre as temperaturas
50 °C a 180 °C, que de acordo com ZHONG et al. (2020), os valores em torno de 50 °C - 150°C
podem se referir a perda de agua absorvida e umidade residual nos produtos.

Ocorreu uma diminuicdo na estabilidade térmica do material apds a hidrolise
enzimatica sequencial com o processo ultrassonico (NA-1VA-7,5) em relagdo ao BC-PTA-10
e também com relacdo ao BC in natura. Na DTG a temperatura do pico era de 310 °C e passou
a 290 °C, a perda de massa nesta fase deve-se principalmente a degradacéo térmica de materiais
celulosicos, resultados de processos simultaneos, tais como despolimerizacdo, desidratacdo e
decomposicdo dos anéis glicosil e subsequente formacdo de um residuo carbonizado
(MEYABADI et al., 2014).

4.2.4 Microscopia eletrdnica de Varredura (MEV)

As mudancas na estrutura fisica do bagaco de caju in natura, apos o pré-tratamento
alcalino usando diferentes percentuais do bagaco de caju (PTA-5 % e PTA-10 %), resultando
nos solidos BC-PTA-5 e BC-PTA-10, e dos materiais obtidos pelo método | (NA-51 e NA-10I),
método I (NA-I1-5 e NA-11-10) e método 111 (NA-I11-5 e NA-111-10), foram observadas por

microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e as imagens estao apresentadas na Figura 15.
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Figura 15 — Imagens de microscopia eletronica de varredura usando a magnificacdo de 5000 x
do bagago de caju in natura (A); do bagaco de caju pré-tratado por alcali, BC-PTA-5 (B) e BC-
PTA-10 (C); e dos materiais resultantes do método | de obtengdo da nanocelulose, NA-5I (D)
e NA-101 (E).

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A Figuras 15A representa a estrutura do bagaco de caju in natura. E possivel
observar que o material possui uma textura disforme e rugosa, como também foi observado por
outros autores (ROCHA, 2010; RODRIGUES, 2014). Nas imagens do bagago de caju pré-
tratado por alcali com diferentes porcentagens de BC (BC-PTA-5 e BC-PTA-10), nota-se uma

modificacdo na textura da superficie desses materiais, apresentando-se mais fibrosa,
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provavelmente atribuido a remogdo de parte da lignina durante o tratamento alcalino com
hidroxido de sodio, tornando a celulose mais exposta (Figuras 15B e 15C).

Ao comparar 0 bagaco de caju com o material obtido apos realizagcdo do método |,
que estdo representados nas Figuras 15D (NA-51) e 15E (NA-10I), é possivel observar uma
discreta mudanca na superficie destes materiais. Na Figura 15A tem-se um material mais
rugoso, enquanto que nas imagens D e E observa-se materiais com uma superficie menos
rugosa, sendo provavelmente resultado da acdo do acido, que solubiliza as estruturas mais
amorfas do material. No entanto, ndo h4 indicios de estruturas em tamanho nanométrico.

Theivasanthia et al. (2018) obtiveram um material com uma estrutura bem diferente
do seu precursor (algoddo), sendo possivel a visualizacdo de nanoestruturas apés utilizarem
método semelhante ao método | de obtencdo da nanocelulose, fato que ndo ocorreu neste
trabalho. A explicacdo pode estar relacionada ao alto teor de celulose (cerca de 90 %) presente
no algoddo, bem superior ao BC mesmo apds os pré-tratamentos, que resulta em teores de
celulose de 31,18 % (BC-PTA-5) e 30,33 % (BC-PTA-10). Logo, a concentracdo de acido
utilizada durante a reacdo ndo foi suficiente para obter as nanoestruturas.

Entdo, ap6s a hidrélise &cida conduzida conforme o método I, analisando a
fotografia (Figura 9D) e as imagens de MEV (Figuras 15D e 15E), conclui-se que nédo indica
producdo de nanoestruturas, isso pode ter ocorrido devido a baixa concentracdo do &cido que
foi utilizada no método, ndo ocorrendo um acesso efetivo deste composto quimico ao material
lignocelul6sico para que houvesse a obtencdo de nanocristais. Como foi mostrado no
difratograma de raios X (vide Figura 12), apos o uso desse método foi obtido um material (NA-
51 e NA-10I) mais cristalino, ou seja, ocorreu degradacéo da parte amorfa da celulose, porém
ndo conseguiu efetuar a conversdo em nanocristais. Diante disso, 0s resultados apresentados
acima impulsionaram a uma nova etapa de analises, em que foi realizada a hidrélise acida
sequencial com o processo ultrassénico (métodos Il e 1ll1) com o &cido sulfdrico mais
concentrado, sendo aplicado aos bagacos pré-tratados BC-PTA-5 e BC-PTA-10. Na Figura 16

constam as micrografias dos materiais resultantes do método II.
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Figura 16 — Imagens de microscopia eletronica de Varredura (MEV) do material resultante do
método 11: (A) NA-I1-5 com amplitude 250x e (B) NA-11-10 com amplitude 500 Xx.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Ao analisar a imagem da Figura 16A ¢ possivel observar que a superficie do
material NA-11-5 se encontra bastante particulada com fragmentos inferiores a 1 um. Na Figura
16B esta representado o material NA-11-10, que tambeém apresenta um material fragmentado.
Nesse caso, foi utilizado uma maior concentracédo de acido sulfarico, que deve ter contribuido
para degradacdo de estruturas amorfas da celulose e da hemicelulose, favorecendo a
fragmentacdo do material (MANDAL; CHAKRABARTY, 2011).

Na Figura 17 tem-se as imagens dos materiais resultantes do método I1 (NA-111-5

e NA-111-10). Neste método, o processo de hidrolise &cida durou 5 h e foi sonicado em seguida.

Figura 17 — Imagens de microscopia eletrénica de Varredura (MEV) dos possiveis
nanomateriais obtidos pelo método Ill: (A) NA-I1I-5 e (B) NA-11I-10, ambos usando
magnificacdo de 250x.

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Os métodos Il (Figura 16) e Il (Figura 17) usados na obtencdo de nanocelulose
foram assistidos por processo ultrassonico. De acordo com Meyabadi et al. (2014) quando a
celulose é submetida ao tratamento ultrassonico, a estrutura da celulose fica ainda mais livre,
indicando o rompimento das ligagdes glicosidicas ligadas mais fracamente -D- (1 — 4). Esse
rompimento ocorre da forga hidrodindmica e da tenséo de cisalhamento gerada devido ao
colapso das bolhas através do processo ultrassom. Na Figura 17 € possivel notar que os
materiais NA-111-5 e NA-I11-10 possuem estruturas bastante fragmentadas, o que pode ser
indicio de nanocristais de celulose. Para uma melhor analise foi realizado a microscopia de
forca atbmica desses materiais obtidos pelos métodos Il e Il cujos resultados estdo
apresentados no topico 4.2.5.

Aléem dos meétodos de hidrolise cida estudados, também se estudou a hidrdlise
enzimatica sequenciada de processo ultrassénico como uma tentativa de obter nanocelulose por
um método que gere um menor impacto ambiental e consiga um aproveitamento integrado do
processo (produzindo nanoestruturas e aproveitando os agucares gerados durante a hidrolise),
0 que acaba diminuindo a geracdo de residuos. Diante dos pré-tratamentos realizados, o que
propiciou um material com um maior teor de lignina residual em sua estrutura foi o PTA-10 %,
sendo selecionado para essa etapa por apresentar um maior rendimento quando comparado ao
PTA-5 %, como pode ser observado na Tabela 3. Durante a realizacdo desse método foi
estudado duas cargas enzimaticas (7,5 € 12 FPU/Qcelulose) € dois tempos reacionais (24 e 48 h).
As imagens de MEV dos materiais resultantes destes métodos estdo representadas nas Figuras
18 e19.
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Figura 18 — Imagens de microscopia de varredura eletronica (MEV) dos materiais obtidos por
hidrolise enzimética, sequencial com o processo ultrassdnico, conduzido pelo método IV com
diferentes cargas enzimaticas: (A e B) usando 7,5 FPU/gceluose (NA-IVA-7,5), e (C e D) usando
carga enzimatica de 12 FPU/gceluiose (NA-1VA-12). Com diferentes magnificacdes (A) 1000 x
(B) 10000 x (C) 1000 x (D) 20000 x.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

As imagens apresentadas nas Figuras 18A e 18B, em que apresenta o material submetido
a hidrolise enzimatica sequencial com o processo ultrassénico, usando o complexo enzimatico
celulase de Trichoderma reesei com carga enzimatica de 7,5 FPU/Qcelulose pOr 24 h (NA-IVA-
7,5), mostra aglomerados que acabam sugerindo que ndo ocorreu producdo de nanoestruturas.
O material pré-tratado utilizado nessa hidrolise apresenta um teor de lignina de cerca de 26,56
+ 1,50 %, que pode melhorar as propriedades das nanoestruturas, como uma maior estabilidade
térmica e hidrofobicidade, porém, a lignina também pode funcionar como uma barreira que
diminui o acesso das celulases a celulose, dificultando a formacéo de nanoestruturas.

As Figuras 18C e 18D apresentam as micrografias do material hidrolisado usando o
mesmo tempo reacional, com um aumento apenas da carga enzimatica que passou a ser 12

FPU/Qcelutose. Nesse caso € possivel observar um grande aglomerado e em algumas areas do
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material nota-se a existéncia de estruturas que se assemelham a nanofibrilas (Figura 18D).

Figura 19 — Imagens de microscopia eletronica de Varredura (MEV) usando o material obtido
por hidrolise enzimética, sequencial com o processo ultrassénico - método V com diferentes
cargas enzimaticas: (A e B) usando 7,5 FPU/gceluose (NA-IVA-7,5), e (C e D) usando carga de
12 FPU/ geeluiose (NA-IVA-12). Com diferentes magnificagdes (A) 500 x (B)10000 x (C) 500 x
e (D) 20000 x.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Nas micrografias do material obtido do hidrolisado usando a carga enzimatica de
7,5 FPU/Qceuiose € Um tempo reacional de 48 h (Figuras 19A e 19B), é possivel notar uma
variacdo na estrutura do material quando comparando ao processo conduzido por 24 h e com a
mesma carga enzimatica, método IV, em que existem algumas fibras mais finas, indicando que
0 maior tempo reacional resultou numa hidrolise mais eficiente do material. Nas Figuras 19C e
19D, em que sdo apresentados as micrografias do material obtido no mesmo tempo reacional
(48 h) mas usando uma carga enzimatica maior (12 FPU/Qceluiose), Verifica-se algumas a

incidéncia de varias fibras, possivelmente em escala nanométrica.
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4.2.5 Microscopia de forgca atomica (MFA)

As micrografias de forgca atbmica (MFA) dos materiais obtidos pelos diferentes
métodos de obtengdo de nanoceluloses (métodos Il e I11) podem ser observadas nas Figuras 20
a 22. A Figura 20 mostra a micrografia de forca atbmica da suspenséo obtida da hidrdlise &cida

(método I1) usando BC-PTA-5 (NA-11-5) como percursor para obtencdo da nanocelulose.

Figura 20 — Micrografias de forca atbmica (MFA) do material obtido da hidrélise &cida
sequencial com o processo ultrassénico, conduzida pelo método Il usando 0 BC-PTA-5, NA-
[1-5: (A e B) altura e (C) adeséo.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Ao analisar as imagens da Figura 20, é possivel perceber que ha algumas particulas
gue se apresentam na escala nanométrica, com didmetro variando entre 139 nm e 151 nm
(Figura 20A e 20B). Além disso grandes particulas de formato irregular também podem ser
visualizadas nas imagens de MFA, revelando agregados de lignina que podem estar

influenciando a adesdo (Figura 20C). A adesdo é uma propriedade importante que pode
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influenciar a resisténcia a tracdo, entdo, pode influenciar algumas aplicacfes desses
nanomateriais (YU e YAN, 2017).

A Figura 21 apresenta a micrografia de forca atdmica da suspensdo do material
obtido pelo método 111, usando 0 BC-PTA-5 como percursor, nomeado NA-I11-5.

Figura 21 — Micrografias de forgca atdmica (MFA) do material obtido da hidrolise &cida
sequencial com o processo ultrassénico, conduzida pelo método 111 usando o BC-PTA-5, NA-
I11-5: (A, B e C) altura; (D) adesao.

Height 2.0 m Adhesion 20pm

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Analisando as micrografias da Figura 21, nota-se a presenca de nanoestruturas com
formatos distintos, em alguns casos tem-se algumas mais esféricas e outras sem um formato
definido. Pela andlise de tamanho de particulas que foi realizada, observou-se que as
nanoestruturas presentes na suspensdo possuem diametro que variam de 100 nm a 120 nm. Ao
comparar as caracteristicas do material NA-I11-5 (Figura 21) com as caracteristicas do NA-I1-5
(Figura 20), sendo este ultimo obtido pelo processo de hidrélise com menor tempo reacional,
observa-se que NA-III-5 tem particulas com menores didmetros, o que indica que o maior

tempo reacional possibilitou que o acido sulfurico hidrolisasse a celulose de forma mais
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eficiente, formando nanoestruturas em formatos esféricos e com menores diametros quando
comparado ao NA-11-5.

A formacdo de nanocelulose esférica pode ser devido a automontagem de hastes
curtas de celulose via ligagdes de hidrogénio interfaciais (LU e HSIEH, 2010; CHEN, et al.,
2019; SOUZA et al., 2019). Além disso, o tratamento ultrassdnico pode desempenhar um papel
importante na formacdo da nanocelulose esférica (CHEN, et al., 2019; TIAN et al., 2022).
Outros estudos também relataram a obtencdo de nanocristais esféricos (LU e HSIEH, 2010;
AZRINA et al., 2017; LI et al., 2020) usando algodéo, frutos de dendé e polpa de bambu,
respectivamente.

Azrina et al. (2017) isolaram celulose nanocristalina esférica (NCC) por hidrélise
acida sequencial com o processo ultrassonico da polpa vazia de cacho de frutos de dendé. Os
autores atribuiram a forma esférica a mercerizacdo, moagem, regeneracdo de fibras antes da
hidrolise &cida e pré-tratamento de oxidagdo assistida por TEMPO (2,2,6,6
tetrametilpiperidina), e também devido ao efeito do ultrassom durante a hidrolise acida.

Na Figura 22 esta representada a micrografia de forca atbmica da suspenséo obtida
da hidrdlise acida do método I11 usando BC-PTA-10 para obtencdo da nanocelulose, nomeado
de NA-II1-10.
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Figura 22 — Micrografias de forga atdmica (MFA) do material obtido da hidrolise &cida
sequencial com o processo ultrassénico, conduzida pelo método 111 usando o BC-PTA-5, NA-
[11-5: (A e B) altura e (C) adesao.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

As nanoestruturas observadas do NA-III-10 apresentam o formato alongado
(agulhas) e possuem diametro que variam de 81 nm a 108 nm (Figuras 22A e 22B), exibindo
caracteristicas tipicas de nanocristais (THEIVASANTHIA et al., 2018). Ao se comparar as
caracteristicas dos materiais NA-111-10 (Figura 22) com o material resultante do método Il
(Figura 20), nota-se que a incidéncia de menores nanoestruturas, indicando que o tempo de
reacdo € um parametro fundamental na obtencdo de nanocelulose. Na hidrolise acida, os ions
hidrénio penetram nas regifes amorfas das cadeias de celulose e clivam hidroliticamente as
ligacGes glicosidicas, para liberar nanoparticulas de celulose cristalinas individuais (Thomas et
al., 2018; Yong et al., 2021).

Além dos métodos estudados usando a hidrdlise &cida, também foi realizado
estudos com o método de hidrolise enzimatica sequencial com o processo ultrassénico, usando
0 BC-PTA-10 como percursor, que foi selecionado para essa etapa por apresentar um maior
rendimento de sé6lidos na etapa de pré-tratamento quando comparado BC-PTA-5 (vide Tabela

3). Durante a realizacdo desse método foram estudadas duas cargas enzimaticas (7,5 e 12
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FPU/Qcelulose) € dois tempos reacionais (24 h e 48 h), como resultado sdo obtidas duas fraces,
uma liquida contendo os agUcares redutores (celobiose e glicose), que ser& abordado no topico
4.2.6, e a fragdo sélida que foi processada com intuito de obter nanocelulose (métodos 1V e V).
Na Figura 23 é possivel observar as micrografias de forgca atdbmica do material resultante da
hidrolise enzimética sequencial com o processo ultrassénico, usando 7,5 FPU/ g celulose
durante 24 h — método IV, (NA-IVA-7,5) e o0 bagago BC-PTA-10 como percursor.

Figura 23 — Micrografias obtidas por microscopia de forca atomica (MFA) do material obtido
pelo método IV, usando o BC-PTA-10 como precursor, NA-IVA-7,5. (A, B e C) Altura e (D)
adesao.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Na imagem (Figura 23) nota-se uma estrutura bastante aglomerada, ndo sendo
possivel identificar formacdo de nanoparticulas. Isso pode estar associado ao percentual de
lignina residual (26.6 % * 1.5 %) presente na estrutura do precursor (BC-PTA-10) utilizado,
em que as condicdes operacionais do método IV aplicadas ao BC-PTA-10 ndo foram favoraveis

a formacgdo de nanoestruturas. Os resultados corroboram com a andlise das micrografias de
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MEV (Figura 18A e 18B).

Outras condi¢des também foram analisadas neste estudo, usando uma maior carga
enzimatica (12 FPU/g celulose) e um maior tempo reacional (48h). O material resultante foi
analisado por microscopia eletronica de varredura (MEV) e pode ser observado nas Figuras 18
e 19. Os resultados do MEV mostraram que com a variacao desses parametros (tempo e carga
enzimatica), ocorre um aumento na incidéncia de algumas fibrilas, podendo ser indicios de
nanoparticulas. Logo, condicdes como um maior tempo reacional e maior carga enzimatica
pode favorecer a formacédo de nanocelulose via hidrdlise enzimatica sequencial com o processo
ultrassbnico, usando 0 BC-PTA-10. A analise de MFA para essas outras condi¢fes estudadas

torna-se necessaria, pois fornece imagens em menores escalas e o0 tamanho das nanoestruturas.

4.2.6 Determinagéo da concentracgéo de carboidratos obtidos na hidroélise enzimatica

O perfil de concentracdo dos actcares obtidos no processo de hidrolise enzimatica
usando o bagaco BC-PTA-10 e diferentes cargas enzimaticas (7,5 e 12 FPU/ g celulose) estdo
representados na Figura 24. Também, é representado o perfil de digestibilidade da celulose

durante a hidrélise enzimatica na Figura 25.

Figura 24 - Perfil das concentracdes de celobiose e glicose na hidrélise enziméatica do BC-PTA-
10, usando o complexo enzimatico celulase de Trichoderma reesei sob agitacdo constante de
200 RPM a 50 °C, com diferentes cargas enzimaticas: (A) 7,5 FPU/ Qceluose € (B) 12
FPU/Qcelulose. (m) celobiose e (@) glicose.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Ambas as cargas enzimaticas avaliadas conseguiram hidrolisar a celulose presente
no BC-PTA-10, em que ocorreu um aumento nas concentragdes de celulose e glicose com o
aumento do tempo de hidrdlise (Figura 24). O agucar que obteve a maior concentracdo foi a
celobiose, um dissacarideo de glicose, sendo igual a 1,35 g/L para a caga de 7,5 FPU/g e 2,16
g/L para a carga enzimatica de 12 FPU/g celulose com 48 h de hidrolise. Para a glicose, as
concentragdes obtidas foram iguais 1,02 g/L e 1,7 g/L para 0s processos usando as cargas
enzimaticas 7,5 FPU/Qceluose © 12 FPU/Qceuiose, respectivamente. A maior concentracdo de
celobiose pode ser justificada por ndo ser usada a enzima B-glucosidase que hidrolisa a
celobiose a glicose (Correia et al., 2022).

Os acucares resultantes do processo de hidrélise enzimatica podem ser usados como
fonte de carbono para obtengdo de produtos de interesse industrial e também em pesquisas
cientificas. Por exemplo, Barros et al. (2017) utilizaram os acUcares provenientes de uma
hidrolise enzimatica na producao de etanol e Silva et al. (2018) utilizaram para a producao de
hidrogénio por fermentagcdo no escuros, em que ambos estudos utilizaram o bagaco de caju

como matéria-prima.

Figura 25 - Perfil da digestibilidade da celulose na hidrdlise enziméatica do BC-PTA-10, usando
0 complexo enzimatico celulase de Trichoderma reesei sob agitacdo constante de 200 RPM a
50 °C, com diferentes cargas enzimaticas: (A) 7,5 FPU/ gcetulose € (B) 12 FPU/Qcelutose.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Na Figura 25 é possivel observar que a digestibilidade aumentou ao longo da
hidrélise, devido a quebra das ligagdes B-1,4-glicosidicas das moléculas de celulose, o que
favoreceu o acesso das enzimas hidroliticas ao substrato, favorecendo a digestdo do bagaco
(REIS et al., 2017). No entanto a digestibilidade maxima alcancada foi usando a carga

enzimatica de 12 FPU/gceiuiose que chegou a 33 %, uma digestibilidade baixa, que pode ter sido
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ocasionada devido ao teor de lignina (26,56 %) presente no material precursor (BC-PTA-10) e
a ndo suplementagdo com a enzima [-glucosidase (Correia et al., 2022). Segundo Rocha et al.
(2009) e Reshmy et al. (2022) a presenca de quantidades significativas de lignina durante o
processo de hidrdlise enzimética pode, por vezes, constituir um obstaculo de acesso da celulase
a celulose, dificultando o processo de hidrdlise.

O outro fator citado, que pode ter afetado a baixa conversdo em glicose, é que no
complexo enzimatico utilizado normalmente hd uma baixa quantidade de enzimas -
glucosidase, que durante a hidrolise possui a fungédo de conversao da molécula de celobiose em
duas moléculas de glicose (CORREIA et al., 2022; TEIXEIRA et al., 2015). Nos resultados
obtidos (vide Figura 24) é observado uma maior concentracdo de celobiose do que de glicose,
identificando a baixa disponibilidade da B-glucosidase.

Na hidrolise enzimatica o material que normalmente passa por um pré-tratamento
para uma melhor eficiéncia da hidrdlise é solubilizado na solugdo tamp&o com o complexo
enzimatico, que tem como funcdo quebrar o polimero da celulose em polimeros menores. As
endoglucanases possuem uma atividade relativamente moderada e realizam a hidrélise de
regides de celulose amorfa sem hidrolise completa para glicose, mas preservando o dominio de
celulose cristalina de forma adequada (BHAT e BHAT, 1997;RIBEIRO et al., 2019). Logo, é
necessario um equilibrio entre a carga enzimatica, o tempo reacional e a composicdo do material

para que ocorra a formacao das nanoestruturas utilizando o método de hidrélise enzimatica.

4.3 Processo de obtencdo de nanocelulose usando como matéria-prima o bagaco de caju

apos pré-tratamento acido seguido de alcali (PT-HA)

O bagaco de caju apds pré-tratamento acido seguindo de alcali (BC-PT-HA) foi
utilizado para producdo de nanocelulose por hidrolise acida sequencial com o processo
ultrassdnico (métodos Il e I11), e também por hidrélise enzimética sequencial com o processo
ultrassdnico (métodos 1V e V). Para o material resultante dos métodos Il e 111 foram realizadas
analises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), analise
termogravimética (TGA), microscopia de varredura eletrénica (MEV) e por microscopia de
forca atbmica (MFA). Os métodos realizados usando hidrélise enzimatica sequencial com o
processo ultrassdnico resultam em uma fracdo liquida (detentora de carboidratos que foram

lidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e estdo representados no topico 4.3.5) e uma
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fracdo solida (responsavel pela obtencéo de nanoparticulas) que também foram caracterizadas
por FTIR, TGA, MEV e MFA.

4.3.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As andlises por transmissdo na regido do infravermelho foram realizadas para
detectar a presenca dos grupos quimicos presentes na estrutura do bagago de caju in natura, no
bagaco de caju pré-tratado por acido seguido de alcali (BC-PT-HA), e dos possiveis materiais
nanométricos obtidos por hidrélise acida sequencial com o processo ultrassénico conduzida
pelos métodos 1l e Ill, e pelos métodos de hidrolise enzimatica sequencial com 0 processo
ultrassénico, pelos métodos IV e V. Os espectrogramas obtidos para essas amostras podem ser
observados na Figura 26.

Figura 26 — Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do bagaco de
caju in natura (A), BC apds pré-tratatamento acido seguido de alcali (BC-PT-HA) (B), e do
material resultante da hidrolise acida sequencial com o processo ultrassénico, usando 0 método
Il NA-1I-HA (C) e 0 método 111 — NA-111-HA (D).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Algumas variagdes nos espectros de FTIR do bagaco de caju pré-tratado por alcali
(BC-PTA-5e BC-PTA-10) se repetiram no espectro de FTIR do material pré-tratado com acido
seguido de alcali (BC-PT-HA), como a presenca da banda a 896 cm™ correspondente ao
estiramento C-H de ligagdes P-glicosidicas. Também, a banda a 1161 cm™ estd bastante
explicita no espectro B, a qual corresponde a uma ponte assimétrica que se estende em ligacdes
de éster da celulose, assim como a banda 1370 cm™ correspondente a vibragio do grupo C-H,
evidenciando que a celulose se tornou mais exposta apds o pré-tratamento. Ressalta-se ainda a
inexisténcia da banda a 1745 cm™ relacionada ao éster ligado ao grupo acetil, furolil e p-cumaril
na estrutura do material BC-PT-HA (B), que caracteriza a lignina, mostrando, portanto, que o
pré-tratamento PT-HA conseguiu remover lignina da estrutura do bagaco de caju.

Diante das consideracGes acerca das analises dos espectros de FTIR ap6s o pré-
tratamento, nota-se que os resultados corroboram com os dados da caracterizacéo presentes na
Tabela 3, em que o pré-tratamento avaliado foi capaz de remover parte dos biopolimeros de
hemicelulose e lignina, aumentando a disponibilidade da celulose para obtencdo do seu
respectivo nanopolimero.

Apds o0 BC-PT-HA ser submetido a hidrdlise acida sequencial com o processo
ultrassdnico (métodos Il e I11), cujo espectros (C) e (D) representam os materiais obtidos,
respectivamente, pode ser observado o surgimento da banda 1647 cm™ que pode ser atribuida
a vibracgéo de flexdo dos grupos OH da celulose, estando mais bem definida que nos espectros
anteriores (BENINI et al., 2018).

Na Figura 27 estdo representados 0s espectrogramas obtidos apds o pré-tratamento
acido seguido de alcali e também o material resultante da hidrolise enzimatica sequencial com

0 processo ultrassénico conduzida pelos métodos 1V e V.
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Figura 27 — Espectrogramas obtidos no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do
bagaco de caju in natura — BC (A), BC pré-tratado BC-PT-HA (B), e do material resultante da
hidrolise enzimética sequencial com o processo ultrassdnico, usando diferentes cargas
enzimaticas: método 1V - 7,5 FPU/Qcelutose - NA-IV-7,5 (C) e 12 FPU/Qceluiose (NA-1V-12) (D)
com 24 h de hldréhse, (] métOdO V = 7,5 FPU/gcelulose = NA'V'7,5 (E) (5] 12 FPU/gcelulose = NA'
IV-12 (F) com 48 h de hidrolise
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Ao observar os espectrogramas (Figura 27) é possivel notar que a maioria das
bandas ja existentes no bagaco de caju apos o tratamento PT-HA (&cido seguido de alcali) se
mantiveram. A banda 1068 cm™ que surgiu apds os métodos (IV e V), pode estar associada ao
efeito da ligacdo de éter (C — O — C) da vibracéo esquelética tanto da pentose quanto da hexose,
sendo contribuicdo unitaria de hemicelulose e celulose, respectivamente (LOPES et al., 2013).
No geral, todas as bandas mantiveram sua posicdo apés a hidrélise enzimatica e ultrassom. As
absorcdes localizadas em 1107, 1150 e 1161 cm™ sdo atribuidas a estrutura glicosidicas (MAITI
et al., 2013).

Ao comparar 0s espectrogramas obtidos da hidrélise enzimatica sequencial com o
processo ultrassdnico do BC tratado por alcali - BC-PTA-10 (vide Figura 11) é possivel notar
que as bandas existentes entre eles sdo as mesmas obtidas usando o BC tratado por acido
sequido alcali - BC-PT-HA (vide Figura 27). No entanto, as bandas atribuidas as estruturas

glicosidicas estdo melhores definidas quando a hidrolise teve duracéo de 48 h do que com 24
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h, em que neste caso pode ter ocorrido uma hidrélise mais eficiente das fracGes de celulose,

tornando 0s seus sinais mais evidentes.

4.3.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

Os termogramas do bagaco de caju in natura, do bagaco de caju pré-tratado por &cido
seguido de alcali (BC-PT-HA) e dos materiais obtidos pelo método Il e por hidrélise enzimatica
sequencial com o processo ultrassonico, conduzida pelo método IV estdo representados na
Figura 28.

Figura 28 - Termogramas (esquerda: TG e direita: DTG) do BC in natura, ao bagaco pré-tratado
BC-PT-HA e dos materiais obtidos por hidrdlise acida sequencial com o processo ultrassénico
— metodo Il (NA-II-HA) e por hidrolise enzimética sequencial com o processo ultrassénico-
método IV usando a carga enzimatica de 7,5 FPU/Qceluose COM 24 h de hidrolise (NA-1V-HA).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O BC-PT-HA apresentou maior resisténcia a degradacdo térmica, atingindo o pico
de aproximadamente 340 °C, quando comparado ao BC in natura, em que 0 maior pico de
degradacdo ocorreu em aproximadamente 300 °C. O material (BC-PT-HA) também mostrou
uma maior estabilidade térmica, que pode ter ocorrido devido ao seu alto percentual de celulose.
De acordo com Meyabadi et al. (2014), fibras de celulose que sdo mais ordenadas acabam
requerendo mais energia para a degradacdo do polimero, logo esta mudanca é o resultado da
maior cristalinidade (56,71 %) do material apds o pré-tratamento, pois apresenta um maior

percentual de celulose quando comparado ao BC in natura.
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Apos o procedimento da hidrdlise acida sequencial com o processo ultrassénico,
usando o método Il, nota-se que o material obtido (NA-I1-HA), possui uma estabilidade térmica
inferior ao seu precursor (BC-PT-HA), que provavelmente pode ocorrer devido a introducao de
grupos sulfato provenientes do acido sulfurico (MORIANA, VILAPLANA E EK, 2016).

Comportamento semelhante aos termogramas apresentados na Figura 16, foram
observados por Mandal e Chakrabarty (2011) que utilizaram o bagaco de cana de aglcar na
producdo de nanocelulose, e observou-se que ap6s a remoc¢do de hemicelulose e lignina as
curvas TG e DTG adquiriram um perfil semelhante ao observado acima. O bagaco de cana nao
tratado iniciou a perda de massa em 273 °C e atingiu seu pico maximo a 363 °C, enquanto o
tratado com éalcali iniciou a 343 °C e a taxa de degradacdo atingiu 0 méximo a 370 °C. Ainda
segundo os autores, no bagaco tratado com alcali, o qual apresentava um maior teor de celulose
(celulose quase pura), a estrutura da celulose se torna mais densa e compacta, aumentando,
portanto, sua temperatura inicial de degradacdo, apos remocdo de todos esses materiais nao
celuldsicos.

O material obtido usando o método IV (NA-IV-HA) apresentou uma menor
estabilidade térmica quando comparado ao BC-PT-HA, isso pode ter ocorrido devido a
degradacdo dos materiais celulosicos. A maior diferenca observada nos termogramas desses
materiais (NA-IV-HA e BC-PT-HA) esta entre a temperatura de 200 °C a 350 °C, ocorrendo
nesta faixa de temperatura a degradacdo da hemicelulose e celulose. A curva do material apos
a hidrdlise enzimatica sequencial com o processo ultrassdnico (NA-1V-HA), deslocou-se mais
para a esquerda do BC-PT-HA. Nesse caso a celulose esta muito mais exposta e de facil acesso
para as enzimas do que o BC-PTA-10 estudado no tépico anterior, resultando em uma hidrélise
mais eficiente, gerando maiores concentracdes de acucares redutores e producdo de
nanoestruturas, como sera observado nas analises realizada por MFA e MEV (tdpicos 4.3.4 e
4.3.5).

4.3.3 Difracéo de raios X (DRX)
A Figura 29 apresenta os difratogramas de raios x para o bagaco de caju in natura

e do bagaco de caju ap6s pré-tratamento acido seguido de alcali (BC-PT-HA), para analisar o

indice de cristalinidade e as mudancas estruturais no material apds o pré-tratamento.
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Figura 29 - Difratogramas de raios X do bagago de caju in natura (A) e do bagaco de caju apos

pré-tratamento acido seguido de alcali (BC-PTA-HA) (B).

Intensidade (u.a)

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Analisando os difratogramas €& possivel notar que ocorreu um aumento na

intensidade dos picos nos angulos caracteristicos da celulose (206 =18 ° e 26 =25,7 °) no BC-

PT-HA, apresentando um indice de cristalinidade de 38,45 %, calculado a partir da Equacéo 9,

ocasionando um aumento de 26 % do indice de cristalinidade ao comparar com o bagaco de

caju in natura, sendo um resultado proximo aos obtidos com o bagaco de caju submetido aos

pré-tratamentos alcalinos (BC-PTA-5 e BC-PTA-10). Como ja mencionado anteriormente, esse

aumento ocorre devido a solubilizacao das fracdes amorfas, ndo celuldsicas, tornando a celulose

mais exposta, sendo um resultado interessante para a producao de nanocelulose. Essa etapa do

pré-tratamento melhora a acessibilidade e a reatividade da celulose, facilitando as etapas

posteriores da producao de nanocelulose.
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4.3.4 Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

Na Figura 30 estdo representadas as micrografias do material resultante das
hidrolises acidas conduzidas pelos métodos Il e Il para obtencdo de nanocelulose usando o
BC-PT-HA como precursor.

Figura 30 - Micrografia eletrénica de varredura do bagaco de caju ap6s pré-tratamento acido
seguido de alcali (BC-PT-HA) e do material obtido da hidrdlise acida sequencial com o
processo ultrassénico, conduzida pelo método 11 (NA-I1-HA): (A) 250 x e (B) 1000x, e pelo
método (111) (NA-11I-HA): (E) 250 x e (F) 1000x.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O processo de pré-tratamento acido seguido de alcali promoveu uma maior
exposicdo da celulose devido a solubilizacdo da lignina e também da hemicelulose, como pode
ser verificado pela composicado do BC-PT-HA, percursor que apresentou o maior percentual de
celulose (vide Tabela 3). Quando realizado a hidrélise acida sequencial com o processo
ultrassénico, pelo método Il de obtencdo da nanocelulose é possivel notar que as estruturas
expostas sdo semelhantes a hastes (vide Figuras 30A e 30B). Essa modificacdo pode ter
ocorrido devido a quebra das ligagdes de hidrogénio e clivagem dos dominios amorfos da fibra

para produzir bastdes cristalinos bem definidos (GRISHKEWICH et al., 2017), ou seja, ocorre
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a decomposicdo do material amorfo que possui uma estrutura mais desordenada, deixando
exposta a parte cristalina, a qual possui uma estrutura mais organizada e em forma de
bastonetes, durante o processo de hidrolise acida.

A Figura 30 apresenta as micrografias do material obtido apds realizado o método
I1l para a producéo de nanocelulose. Ao comparar as estruturas dos materiais obtidos usando
os métodos Il (NA-1I-HA) e I11 (NA-11I-HA), observa-se que ocorreu uma hidrolise efetiva da
estrutura dos materiais, havendo uma maior fragmentacdo e presenca de particulas de diferentes
formas, indicando que pode ter ocorrido formagdo de nanocelulose. Para uma melhor
visualizacdo da estrutura e comprovacdo da ocorréncia de nanoestruturas foi realizado a
microscopia de for¢a atbmica (MFA) das amostras (t6pico 4.3.5).

Também, realizou-se analises de MEV com a fracdo sélida do material submetido

a hidrdlise enzimatica pelos métodos IV e V (Figuras 31 e 32).

Figura 31 — Micrografia de varredura eletronica (MEV) do material resultante da hidrolise
enzimatica sequencial com o processo ultrassonico (método V), usando diferentes cargas
enzimaticas: (A) NA-IV-7,5 (obtido pelo método IV - 7,5 FPU/g celulose) com magnitude de
20000x, (B) NA-1V-12 (obtido pelo método IV - 12 FPU/g celulose) com magnitude de 20000x.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A Figura 31A apresenta a microscopia do material resultante da hidrélise
enzimatica conduzida usando uma carga enzimatica de 7,5 FPU/gcelulose durante 24 h (método
IV), a qual é possivel notar a presenca de fibras finas e também algumas estruturas semelhantes
a esferas, aparentemente em escala nanométrica. Ja na Figura 31B existe uma presenca ainda
maior dessas fibras, parecem teias emaranhadas e também com a presenca de estruturas
semelhantes a esferas, como a carga enzimatica utilizada foi maior, deve ter ocorrido também
uma maior degradacdo da celulose. Para esse método optou-se por realizar a microscopia de

forca atbmica do material NA-I1V-7,5, pois devido a menor carga enzimatica utilizada pode ter
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ocorrido uma menor conversdo da celulose em acgucares, podendo ter ocasionado formacao de

nanoestruturas.

Figura 32 — Microscopia de varredura eletrénica (MEV) do material obtido por hidrolise
enzimatica sequencial com o processo ultrassénico, conduzida usando a carga enzimatica 7,5
FPU/Qcetulose, (A) NA-V-7,5, e 12 FPU/Qcelutose, (B) NA-1V-12, com magnificagbes de 1000 x.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O material resultante apds o ataque enzimatico possui uma superficie irregular e
bastante rugosa que é uma caracteristica da celulose de bagaco de caju (Figura 32A), também
observada nas estruturas anteriormente analisadas. E possivel observar que com o aumento da
carga enzimatica (Figuras 32B), observa-se estruturas menos uniformes e com mais aberturas,
como se tivesse ocorrido uma degradacdo maior do material. A Figura 32B mostra algumas

fibras mais finas quando comparadas as imagens presentes nas Figuras 32A.

4.3.5 Microscopia de forca atdmica (MFA)

A analise de microscopia de forca atbmica foi realizada com os materiais resultantes
da hidrolise &cida usando os métodos Il (NA-II-HA) e 11l (NA-III-HA) de obtencdo de
nanocelulose com o bagaco de caju pré-tratado por acido seguido de alcali (BC-PT-HA) e as

micrografias estdo apresentadas nas Figuras 33 e 34.
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Figura 33 — Imagens de microscopia de forca atbmica (MFA) do material obtido do método Il
(NA-11-HA) usando o BC-PT-HA como percursor. (A e B) altura e (C) adesao.

Height 200.0 nm

Adhesion 200.0 nm

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

As micrografias mostradas na Figura 33 comprova que o material NA-II-HA
apresenta estrutura em escala manométrica, com nanoestruturas em formato de agulhas de
didmetros entre 30 nm e 40 nm. Em apenas 1 h de hidrolise &cida foi possivel obter nanocristais
com diametros menores do que os resultantes da hidrélise acida por 5 h do BC-PTA-5 e BC-
PTA-10, que foram estudados no topico anterior. Como o BC-PT-HA possui um maior teor de
celulose, o acido consegue acessar a celulose mais rapidamente e de forma mais eficiente,
conseguindo degradar a regido amorfa da celulose e produzir nanocristais com menores
dimensdes.

A Figura 34 representa as micrografias de forca atdmica utilizando do material
obtido por hidrolise &cida conduzida pelo método Il usando o BC-PT-HA para obtencdo de

nanocelulose.
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Figura 34 — Imagens de microscopia de forga atdmica (MFA) do material resultante da hidrélise
acida sequencial com o processo ultrassénico, conduzida pelo método 111 usando o BC-PT-HA
como percursor para obtencdo de nanocelulose (NA-I11-HA). (A e B) Altura e (C) adesao.

um A

Adhesion 2.0 um

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Na Figura 34, analisando todas micrografias (A a C), observa-se que ndo foi
possivel haver formacdo de cristais ou fibras de nanocelulose, mostrando que o tempo de
producdo de nanocelulose € fator critico capaz de definir a formacao ou ndo das nanoestruturas,
ou seja, comparando-se 0 método Il com I, os quais foram conduzidos com 1 h e 5 h,
respectivamente, é possivel perceber que com o maior tempo reacional ocorreu uma degradacao
bastante intensa tanto da estrutura amorfa quanto da cristalina, ndo conseguindo haver formacao
de nanocristais de celulose. Comparando os materiais percursores, BC-PTA e BC-PT-HA,
observa-se que este Gltimo foi mais eficiente na obtencdo de nanoparticulas, provavelmente por
possui um maior percentual de celulose e menor quantidade de hemicelulose e lignina (vide
Tabela 3).
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Na Figura 35 esté representado as micrografias obtidas por microscopia de forga
atbmica para o material submetido a hidrélise enzimatica sequencial com o processo
ultrassonic, usando BC-PT-HA e 7,5 FPU/ g celulose durante 24 h (NA-1V-7,5), ressalta-se
novamente, que apenas este material obtido por hidrélise enzimatica do BC-PT-HA foi
realizada a analise de MFA.

Figura 35 — Imagens de microscopia de forca atbmica (MFA) do material resultante apds pré-
tratamento acido seguido de alcali e hidrolise enziméatica sequencial com o processo
ultrassonico IV (NA-1V-7,5). (A); (B) e (C) altura; (D) adeséo.

Height

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

E possivel notar nas micrografias (Figura 35A, 35B e 35C) que ocorreu producéo
de nanoestruturas com formatos globulares que possuem valor minimo de diametro igual a
57,26 nm e maximo de 220,66 nm. Também, pode ser observado na Figura 35 D que as
nanoestruturas possuem baixa adesdo entre elas.

As nanoparticulas de celulose com morfologia esférica também foram estudadas
por Meyabadi et al. (2014), que obtiveram nanoesferas de celulose através da hidrélise

enzimatica de residuos de fibras de algodédo (teor de celulose > 95 %) e tratamento usando
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sonicagdo. Os autores Li et al. (2020) usando o pré-tratamento em duas etapas, tratamento
enzimatico e subsequente homogeneizacao de alta pressdao (HPH), que levou a expor regides
mais amorfas em fibras de bambu e consequentemente melhorar a eficiéncia da hidrdlise,
obtiveram nanoesferas de celulose usando baixa concentragéo de H.SO4 (45 % p/v).

A fracdo liquida resultante do processo de hidrdlise enzimética que contém teores
de aclcares redutores foi analisada, e os perfis das concentragdes dos aclUcares e da
digestibilidade da celulose durante a hidrélise enzimatica podem ser observados nas Figuras 36
e 37, respectivamente.

4.3.6 Determinacao da concentragdo de carboidratos

A Figura 36 apresenta os perfis dos carboidratos obtidos da hidrélise enzimatica,
utilizando diferentes cargas enzimaticas do complexo celulase de Trichoderma reesei ATCC
26921, 7,5 FPU/ gcelulosee 12 FPU/gcelulose.

Figura 36 - Perfil das concentracdes de celobiose e glicose na hidrélise enziméatica do BC-PTA-
HA, usando o complexo enzimatico celulase de Trichoderma reesei sob agitacdo constante de
200 RPM a 50 °C, com diferentes cargas enzimaticas: (A) 7,5 FPU/gcelulose € (B) 12 FPU/gcelulose.

(m) celobiose ¢ (@) glicose.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Para ambas as cargas enzimaticas avaliadas ocorreu um aumento expressivo das
concentracdes de acUcares redutores totais com o tempo de hidrolise. O aglcar que obteve a

maior concentracdo foi a celobiose sendo obtido 1,95 g/L e 2,8 g/L usando as cargas



99

enzimaticas de 7,5 FPU/Qcelutose € 12 FPU/Qcelutose, respectivamente. As concentragoes de glicose
obtidas foram 1,0 g/L e 2,1 g/L, usando as cargas 7,5 FPU/Qceluose € 12 FPU/Qcelutose,
respectivamente. Nos ensaios em que se utilizou uma maior carga enzimatica foram obtidas
maiores concentracGes de aclcares, 0 que ja era esperado, devido a maior quantidade de
enzimas disponiveis para atuarem na hidrélise da celulose.

Na produgdo de nanocelulose por hidrdlise enzimética, os resultados da Figura 36
indicam que houve a solubilizacdo de parte da estrutura da celulose pela presenca de glicose e
celobiose no hidrolisado enzimético. Esse processo pode resultar ndo s6 no rompimento da
estrutura cristalina da celulose como também na producdo de nanoparticulas. Essa fracdo
liquida (agUcares redutores) da hidrélise enzimatica por sua vez, ja é bastante utilizada pelo
grupo de pesquisa GPBIio para producédo de bioetanol (BARROS et al., 2017; RODRIGUES et
al., 2016). Na Figura 37 esta representado o perfil de digestibilidade da celulose durante a

hidrélise enzimatica.

Figura 37 - Perfil da digestibilidade da celulose na hidrolise enzimatica do BC-PTA-HA,
usando o complexo enzimatico celulase de Trichoderma reesei sob agitacdo constante de 200
RPM a 50 °C, com diferentes cargas enzimaticas: (A) 7,5 FPU/ geelulose € (B) 12 FPU/Qcelulose.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O BC-PT-HA apresentou valores de digestibilidade maiores do que os obtidos
utilizando o BC-PTA-10, no entanto a maior digestibilidade encontrada foi de 40 % para a carga
enzimatica de 12 FPU/gceluiose, digestibilidade ainda baixa, apesar do maior teor de celulose
presente no BC-PT-HA, indicando que a digestibilidade pode ter sido afetada ndo somente pelo
teor de lignina, mas também pela falta de suplementagdo da enzima B-glucosidase. Essa enzima
normalmente vem com baixa atividade nos complexos enziméticos de celulase. Logo, essa
suplementacéo teria convertido de forma mais eficaz as moléculas de celobiose em glicose,

tornando as concentrag¢fes de glicose maiores e como consequéncia uma maior digestibilidade.
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Alguns estudos utilizam a suplementagdo da p-glicosidase, a exemplo Barros et al. (2017) e
Rodrigues et al. (2011) que utilizaram os extratos enzimaticos comerciais, Celuclast 1,5 L e 3-
glucosidase (NS 50010), para uma melhor conversdo da celulose em glicose. No entanto, essa
suplementacéo pode interferir negativamente na formacdo de nanocelulose, por isso ndo foi
adicionada a enzima [-glucosidase na obtencéo da nanocelulose.

Essa explanacdo pode ser evidenciada pelos resultados obtidos por MFA (vide
Figura 37) mostraram que usando a carga enzimatica de 7,5 FPU/Qceluiose € 0 tempo de 24 h
(método 1V) foi possivel obter estruturas nanométricas, indicando que para o estudo de
producéo de nanocelulose essa baixa digestibilidade da celulose em agUcares redutores favorece
a producdo de nanoestruturas. E os agUcares resultantes, apesar de em baixas concentracoes

podem ser aplicado na producdo de outros bioprodutos.

4.4 Rendimento de nanocelulose pelos diferentes métodos e pré-tratamentos avaliados

Os rendimentos das nanoestruturas obtidas por hidrolise acida sequencial com o
processo ultrassénico (metodos Il e Il1), e hidrolise enzimatica sequencial com o processo
ultrassonico (1V), estdo representados na Tabela 6, os quais foram conduzidos usando o bagaco
de caju pré-tratado BC-PTA-10 e BC-PT-HA como precursores, sendo os rendimentos

calculados com relacdo a massa de bagaco pré-tratado.

Tabela 6 - Rendimentos de nanocelulose obtidos por hidrolise acida sequencial com o processo
ultrassdnico (métodos Il e Ill), e por hidrolise enzimatica sequencial com o processo
ultrassénico (método V).

Amostra Rpr (%)
NA-II-HA 4,25 + 0,25
NA-I11-5 7,35+0,15
NA-I11-10 7,55 +1,22
NA-IV-7,5 65,12 £ 2,90

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Todas as amostras obtidas por hidrélise acida (NA-111-10, NA-111-5 e NA-11-HA)
apresentaram rendimentos entre 7 % a 10 %. Esses rendimentos sdo superiores aos encontrados

por Filson E Dawson-Andoh (2009), que investigaram a obtencdo de nanocristais de celulose a
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partir de celulose de madeira microcristalina (Avicel) e polpa reciclada de madeira por hidrélise
sono-quimica assistida, usando &cido maléico, reportando rendimentos em relacdo a fragéo
inicial do material de partida iguais a 3 % e 5 % para Avicel e para a polpa reciclada,
respectivamente.

Pode ser observado também que as amostras com maior teor de lignina (NA-I11-5 e
NA-I11-10) propiciaram um maior rendimento, o qual provavelmente foi influenciado pela
lignina impregnada com as nanoestruturas de celulose. Além disso, no caso do nanomaterial
NC-11-HA, em que a celulose esta mais exposta, fica mais acessivel para o &cido degrada-la, o
que deve ter diminuido o rendimento pela conversdo dos nanocristais nas moléculas dos
acucares.

O material resultante da hidrdlise enzimatica sequencial com 0 processo
ultrassdnico (NA-1V-7,5), que foi realizada usando concentracdo de substrato de 0,5 % (m/v),
carga enzimatica de 7,5 FPU/Qceuose da enzima celulase de trichoderma reesei, e tempo
reacional de 24 h, apresentou um rendimento igual a 65,12%. Meyabadi et al. (2014)
produziram nanoparticulas usando o algoddo como matéria-prima, e também utilizaram o
método de hidrolise enzimatica, sob as condicdes: 2,3% de enzima celulase e concentracao de
substrato de 5 g/L por 175 h, e conseguiram um rendimento inferior a 20 %. Justificaram o
baixo rendimento encontrado ao fato de que a enzima converte uma quantidade significativa de
celulose em glicose, celobiose, celotriose e celotetraose. Logo, quando se tem uma maior
conversao de celulose em agUcares, consequentemente apresenta um menor rendimento de
nanoparticulas. O maior rendimento de nanoparticulas que foi obtido neste estudo, pode estar
associado ao tempo reacional da hidrolise enzimatica, que foi de 24 h enquanto Meyabadi et al.
(2014) submeteu a matéria-prima (algodé@o) a 175 h de hidrélise, esse maior tempo aliado a alta
concentracdo de celulose presente no algodao, pode ter contribuido para maior conversdo de

celulose em agucares e diminuido o rendimento em nanoparticulas.

4.5 Producéo de filmes

Os polimeros biodegradaveis tornaram-se matrizes poliméricas que despertam
bastante interesse principalmente devido as preocupacGes ambientais. Portanto, hd uma
necessidade urgente em gerar biopolimeros, baseados em fontes renovaveis
(KARGARZADEH et al., 2018). Como observado ao longo dos tdépicos anteriores, foram
realizados métodos para obtencdo de nanoestruturas usando hidrolise enzimética e hidrolise

acida. O uso de métodos enzimaticos para sintese de nanoestruturas oferece diversos beneficios,
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como 0 ndo uso de agentes corrosivos, podendo gerar uma diminuicdo no potencial de
toxicidade para o corpo humano, permitindo um uso mais difundido em nanomedicina,
alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (RESHMY et al., 2022).

Alem disso, o NA-IV-7,5 resultante da hidrdlise enziméatica (método 1V),
apresentou o maior rendimento, quando comparado aos demais métodos. Dessa maneira, optou-
se por utilizar esse material para producéo de filmes, juntamente com o NA-IV-7,5 também
resultante do método 1V, no entanto como resultado prevaleceu a formacdo de microestruturas.
Os dois materiais foram escolhidos com o intuito de analisar a diferenga nas propriedades que
os filmes irdo obter quando as estruturas nanomeétricas e as em escala de micrémetros contendo

lignina residual, vdo ocasionar quando incorporadas ao filme controle.
4.5.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 38 esta representado o espectrograma do filme controle e dos filmes
obtidos apds adigéo de diferentes percentuais dos materiais resultante da hidrolise enzimatica

(NA-IVA-7,5 e NA-1V-7,5).

Figura 38 — Espectros obtido por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
do (A) filme controle; (B) F-5NA-1VA; (C) F-7TNA-IVA; (D) F-5NA-1V; (E) F-7TNA-IV.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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O filme controle esta representado no espectrograma (A) que é composto por
glicerol e amido. Quando se compara esse espectrograma com o0s demais ndo é possivel
observar modifica¢bes, como o surgimento ou desaparecimento de bandas, mesmo apds a
adicdo do material celulésico obtido do bagago de caju (NA-IV-7,5 e NA-IVA-7,5). Uma
possivel explicagdo para isso € que a estrutura quimica do amido e da celulose sdo bastante
parecidas. Segundo Builders e Arhewoh (2016), o amido consiste em dois polimeros de alto
peso molecular, amilose e amilopectina, sendo que ambos consistem em uma Unica unidade de
repeticdo de carboidrato de D—glicose, sendo a amilose unida por ligagoes a-1,4 e aamilopectina
por ligacdes a-1,6 glicosidicas. Enquanto que a celulose é um homopolimero linear composto
de unidades de glicose ligadas através de ligacBes B-1,4- glicosidicas (MISHRA, SABU e
TIWARI, 2018). Entdo, com base na estrutura desses polimeros, o que difere o amido da
celulose sdo as ligacbes a-glicosidicas e B-glicosidicas, possuindo 0s mesmos grupamentos
funcionais, logo utilizando a técnica de FTIR torna-se bastante dificil identificar a insercéo dos

materiais a base de celulose.

4.5.2 Microscopia de Varredura Eletrénica

Na Figura 39 estdo representadas as micrografias dos filmes obtidos usando os
percentuais de 5 % e 7 % dos materiais NA-IVA-7,5 e NA-IV-7,5, para que seja possivel

analisar a estrutura dos materiais obtidos.

Figura 39 — Micrografias de microscopia eletrénica de varredura (MEV) da superficie (imagens
com numeros 1) e da espessura (imagens com nameros 2) dos filmes: (Al e A2) controle; (B1
e B2) F-5NA-IVA; (Cl e C2) F-7TNA-IVA; (D1 e D2) F-5NA-1V; (E1 e E2) F-7TNA-1V.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O filme controle, composto apenas por amido e glicerol, apresentou uma superficie
bastante lisa e uniforme e nos filmes obtidos com a incorporacéo das micro e nanoestruturas

(NA-1V-7,5 e NA-IVA-7,5) € observado em suas superficies, estruturas esféricas (Figura 39).
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Além disso, observa-se nos filmes, que a interface entre a matriz e as particulas é lisa, e que
ndo ha espacos entre elas, podendo indicar uma boa compatibilidade do material (ALI et al.,
2017).

Pelas analises de espessura dos filmes, é possivel notar que se trata de um material
homogéneo, além disso também foi possivel identificar o valor da espessura dos filmes. O filme
controle tem espessura igual a 48,43 pum. Nas demais micrografias, dos filmes (F-5NA-IVA,; F-
7NA-IVA e F-5NA-1V; F-7TNA-1V), que foram formados com a incorporagdo do NA-IVA-7,5
e NA-1V-7,5, ocorreu um aumento da espessura do material que variou de 117,2 um a 122,4
KM, o que pode ser outro indicio da incorporacdo do material celulésico, ja que o volume da

solucgéo usada para preparar os filmes foi padronizado.

4.5.3 Capacidade de retencdo de agua

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores da capacidade de retencéo da agua dos
filmes preparados, tratando-se de uma propriedade bastante importante para a escolha da
aplicacdo dos filmes. Um filme com alto teor de retencdo de 4gua pode ser danificado durante
sua aplicacdo, desde que em contato com materiais com alto teor de umidade em sua estrutura
(KHURSHID et al., 2022).

Tabela 7 — Analise da capacidade de retencao de agua realizada nos filmes.

Amostras | WHC (%)
Filme controle 28,07 + 3,6
F-5NA-IVA 41,80+ 2,6
F-7TNA-IVA 50,30 £ 3,7
F-5NA-1V 47,77 +£4,0
F-7TNA-1IV 47,8829

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Ao compararmos os valores expostos na Tabela 7 é possivel perceber, que apds
adicdo do material celulésico em diferentes percentuais ocorreu um aumento na capacidade de
retencdo de &gua pelos filmes. Para os filmes F-5NA-IVA e F-7NA-IVA, produzidos com micro

estruturas celulésicas obtidas a partir do NA-IVA-7,5 (precursor BC-PTA-10), obtém-se uma
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maior retencdo de agua, e quanto maior o percentual de incorporagdo destas estruturas, maior a
retencdo de &gua. No entanto, para os filmes contendo nanoestruturas celuldsicas, obtidas a
partir do NA-1V-7,5 (sendo o precursor BC-PTA-HA) ndo ocorreu uma variagao significativa
no indice de retencdo de agua, quando aumentou o percentual destas estruturas incorporadas ao
filme.

Galarza et al. (2017) produziram filmes a base de amido e glicerol e em seguida
incorporaram a matriz polimérica diferentes percentuais de farinha e amido de arroz vermelho
(Oryza glaberrima). Esses autores reportaram valores de capacidade de retencdo de dgua em
intervalos de 49,49 % a 51,92 % para os filmes, valores que se assemelham aos encontrados
neste estudo.

O aumento na capacidade de retencdo de dgua do material pode ter ocorrido devido
a incorporacao das estruturas celulosicas que possuem um elevado nimero de grupos hidroxilas
que sdo bastante hidrofilicas. Segundo Jasmani e Adnan (2017), a celulose possui natureza
altamente hidrofilica. A capacidade de retencéo de 4gua € uma propriedade de bastante interesse
na aplicacdo de mascaras cosméticas e material para cicatrizacdo de feridas. Além disso, devido
a composicao do filme obtido ser basicamente de amido e estruturas que tendem a ser nédo

toxicas, temos um material que possui potencial para aplicacdo em embalagens de alimentos.

4.4.4 Avaliacéo da biodegradacéo dos filmes no solo

As andlises de biodegradabilidade dos filmes foram realizadas usando 0 método de
enterramento no solo. Na Tabela 8 pode ser visualizado o processo de biodegradacéo dos filmes
em solo, e na Figura 40 esta a representacdo grafica da taxa de decomposicao dos filmes com o
tempo.

Ao observar as imagens apresentadas na Tabela 8, ndo é possivel visualizar a
decomposicdo dos filmes, porém, ao acompanhar a taxa de decomposicao (vide Figura 40)
observa-se que ocorreu uma degradacédo dos filmes de aproximadamente 30 % com 35 dias de
enterramento no solo. O solo utilizado para esse experimento apresentou um teor de umidade
igual a 2,55 * 0,05 %, esse baixo teor de umidade, aliado a auséncia de outras condicBes que
acabam favorecendo a degradacao de um polimero como a flora microbiana, o vento, incidéncia
de chuva e variacdo de temperatura, pois os filmes estdo sendo expostos ao solo (bastante
arenoso e com baixo teor de umidade) em condicdes de laboratorio, pode ter impactado no

processo de biodegradacdo dos mesmos, bem como o tempo de biodegradagao que foi de apenas
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35 dias. De acordo com Attallah et al. (2021), fatores ambientais externos, como umidade,
temperatura e populacdo microbiana também afetam a degradabilidade dos biopolimeros.

Um estudo realizado por Teramoto et al. (2004) investigou o efeito da carga de fibra
de abacd tratada e ndo tratada na biodegradabilidade do poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV) ao ser submetido a um ambiente de enterramento de solo por um
periodo de 180 dias. O PHBYV puro exibiu a menor biodegradabilidade com apenas cerca de 29
% de perda de peso, seguido por PHBV/AA - abaca com cerca de 48 % de perda de peso e, por
altimo, PHBV/abaca nédo tratado com a maior biodegradabilidade, que pode ser vista no alto
grau de fragmentacdo ap6s 60 dias, sendo o periodo de degradacdo maior que o realizado neste
estudo. Altaee et al. (2016) conduziram um estudo sobre a biodegradacdo de compdsitos de
PHB (polihidroxibutirato) e 6xido de titanio (PHB-TiO2) em um ambiente de enterro de solo
com pH 7,30 e umidade de 80 % a 30 °C e descobriram que o PHB-TiO> apresenta uma perda
de peso menor de apenas ~51 % apds trés semanas em comparacdo com ~ 62 % de perda de
peso de PHB puro durante a mesma duracdo. Como pode ser observado, todos os estudos
citados precisaram de uma quantidade superior a 35 dias para que ocorra a degradacdo dos
filmes e biofilmes, além disso o solo a que foram submetidos possuiam um teor de umidade
superior ao solo utilizado neste estudo. Indicando que esses fatores podem ter afetado o
processo de biodegradacdo total dos filmes analisados (filme controle, F-7NA-IVA, F-5NA-
IVA, F-7TNA-IV e F-5NA-1V).



Tabela 8 - Andlise visual da biodegradacéo de filmes em solo.
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Dias

Filme
controle

F-7TNA-IVA

F-5NA-IVA

F-TNA-IV

F-5NA-IV

14

21

28

35

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Figura 40 - Perda de peso percentual dos filmes por um periodo de 35 dias.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Os filmes obtidos com a incorporacdo de diferentes percentuais de microestruturas e
nanoestruturas apresentaram carateristicas biodegradaveis. No entanto precisam de um maior
tempo para decomposicao total do filme, sendo um fator que impacta no aumento da espessura
pela incorporacdo do material celulésico (NA-IVA-7,5 e NA-1V-7,5). Além disso, os filmes
mostraram valores de capacidade de retencdo de agua que estdo dentro dos padrées de filmes
que possuem elevado potencial para aplicacdo em embalagens de alimentos, como os obtidos
por (GALARZA et al., 2017). Porém, para definirmos uma aplicacdo exata, € necessario

explorar melhor as propriedades dos filmes obtidos.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que nanoceluloses podem ser obtidas por
hidrolise acida e enzimatica, ambas sequencial com processo ultrassénico, usando o bagago de
caju pré-tratado. O pré-tratamento em que a biomassa é submetida influencia ndo somente no
percentual de celulose disponivel, como também na escolha do método para obtencdo das
nanoceluloses.

O bagaco de caju pré-tratado por alcali, apresentou o maior teor de lignina residual,
e foi necessario um maior tempo reacional de hidrdlise acida para a obtengdo de nanoparticulas,
as quais apresentaram a maior estabilidade térmica, quando comparadas as nanoestruturas
obtidas usando o bagaco de caju pré-tratado com &cido seguido de alcali. No entanto, usando o
pré-tratamento alcalino ndo foi possivel obter nanoparticulas pelo método da hidrélise
enzimatica sequencial com o processo ultrassénico, sendo necessario um maior tempo reacional
Ou uma maior carga enzimatica para obten¢édo de nanoestruturas.

O bagaco de caju apds pré-tratamento acido seguido de alcali (BC-PT-HA)
apresentou o maior indice de cristalinidade e o maior teor de celulose em sua estrutura, e a partir
dele foi possivel obter nanoparticulas em forma de hastes por hidrélise acida sequencial com o
processo ultrassénico, com tempo reacional de apenas 1 h. Também foi obtido nanoestruturas
por hidrolise enzimatica sequencial com o processo ultrassdnico, com formatos esféricos, e
contatou-se que o tempo reacional, o tipo de pré-tratamento e a carga enzimatica sdo parametros
que influenciam na obtencéo de nanocelulose via hidrolise enzimatica.

O material resultante da hidrolise enzimatica sequencial com 0 processo
ultrassonico, usando a carga de 7,5 FPU/Qceiuiose € tempo reacional de 24 h, foi utilizado na
producdo de biofilmes, que apresentaram melhores resultados de retencdo de agua em
comparacdo ao filme controle, apresentaram caracteristicas biodegradaveis e possuem potencial
para aplicacdo em embalagens de alimentos, porém é necessario explorar melhor suas
propriedades. Além disso, o processo de hidrolise enzimatica é uma alternativa sustentavel aos
processos quimicos convencionais, na obtencao de nanoparticulas, além de ser uma rota em que
ocorre um aproveitamento integrado do processo, estimulando o uso do bagaco de caju como

uma nova fonte renovavel para a producdo de nanocelulose.
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