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Hidrdlise enzimatica de bagaco de cana-de-acUcar para a co-producéo de glicose
e nanocelulose
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Resumo

Nanofibrilas de celulose (CNFs) sdo estruturas obtidas por meio da desconstrucdo da parede celular vegetal
por tratamentos mecanicos. Para facilitar o isolamento dessas nanoestruturas, tratamentos quimicos e
enzimaticos podem ser utilizados para reduzir o gasto energético dos processos de fibrilacdo. Neste trabalho,
avaliou-se a producdo integrada de CNFs e glicose a partir do bagago de cana-de-agtcar submetido a processos
sequenciais de deslignificagdo, hidrolise enziméatica com o coquetel comercial Cellic® CTec2 e tratamentos
mecéanicos por ultrassonicagdo. A combinacdo de tratamentos organossolve, utilizando etanol e 4gua como
solventes, e de branqueamentos com perdxido de hidrogénio alcalino reduziu o teor de lignina nas amostras
de 21 para 5% e possibilitou a obtencdo de um sélido rico em celulose (82%). Por sua vez, a a¢do das celulases
no substrato pré-tratado levou a obtencao de uma fracdo liquida contendo glicose (93% de conversdo) e de um
solido celulosico residual. Apos a separagdo do sélido residual por centrifugacdo, sua dispersdo em agua e
ultrassonicacdo, foram obtidas CNFs com didmetro médio de 8,8 £ 3,1 nm. Assim, esse estudo indica
perspectivas promissoras quanto ao aproveitamento do substrato celulésico para a co-producdo de

nanoceluloses e agUcares fermentaveis, que podem ser aplicados em diversos segmentos industriais.

Palavras-Chave: Nanocelulose; Glicose; Celulases.

1. Introducéo

A celulose é um dos biopolimeros renovaveis
mais abundantes no planeta Terra e um dos
substitutos mais promissores para materiais e
combustiveis atualmente advindos de fontes fosseis.
A estruturacdo nativa desse biopolimero possibilita o
isolamento de estruturas nanometricas por meio da
desconstrucdo da parede celular vegetal utilizando
tratamentos quimicos, biolégicos e mecanicos?.

As fibras da celulose presentes na biomassa
lignoceluldsica podem ser fragmentadas até a escala
nanomeétrica para obtencdo de nanofibrilas de
celulose (CNFs)?3. As CNFs sdo estruturas com
didmetro entre 5 e 50 nm e comprimento na escala de
micrometros*®. Essas nanoestruturas podem ser
utilizadas na fabricacdo de compdsitos, filmes finos,
membranas e géis, que podem ser aplicados em
segmentos da industria de satde, beleza e alimenticia.
De modo geral, as CNFs séo obtidas em 3 etapas: 1)
Obtencdo de um substrato rico em celulose®; 2)

Modificagcbes do substrato rico em celulose por
tratamentos quimicos ou bioldgicos para facilitar a
fibrilagdo e reduzir gastos energéticos’; e 3)
Utilizacdo de processos mecanicos para a fibrilagao e
obtencdo das CNFs®°.

Para a obtencdo de um substrato rico em
celulose € necessario extrair os demais componentes
do substrato in natura, principalmente hemicelulose e
lignina, utilizando tratamentos com &cidos®® e bases
diluidos®, solventes organicos (organossolve)t?,
liquidos ibnicos®, dentre outros. O tratamento
organossolve utilizando etanol (em 4gua) como
solvente é promissor para 0 processamento da
biomassa lignocelulésica por permitir a reutilizacdo
do solvente!* e por extrair lignina pura, que pode ser
recuperada para a producdo de energia, materiais ou
insumos quimicos®®.

Como os tratamentos mecénicos utilizados
para fibrilagdo sdo energeticamente custosos, uma
alternativa para reduzir esses gastos € o0 uso de
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tratamentos com enzimas celulases antes da etapa
mecanica'®. Os tratamentos enzimaticos apresentam a
vantagem de ocorrerem em condigbes relativamente
brandas de temperatura e pressdo, gquando
comparados a outros tratamentos comumente
empregados para facilitar os processos de fibrilacéo,
além de néo gerar subprodutos toxicos®’.

As enzimas apresentam um mecanismo
sinérgico em que promovem a delaminagdo dos
reticulos cristalinos da celulose e o rompimento das
ligacbes glicosidicas entre as unidades de
anidroglicose'®. Neste processo, uma parte da
celulose é convertida a glicose e o0 substrato
celulésico residual é utilizado para a producdo de
CNFs. Isso possibilita a producdo integrada desses
dois produtos celulésicos, o que agrega valor ao
processamento da biomassa.

Uma biomassa promissora para ser utilizada
como fonte de celulose neste processo é o bagaco de
cana-de-acucar, devido a sua alta disponibilidade
como um residuo agroindustrial e seu elevado
potencial para a producdo de glicose e CNFs,
conforme ja reportado na literatura®®. Assim, neste
trabalho, avaliou-se a produgdo integrada de CNFs e
glicose a partir de bagaco de cana-de-agUcar para o
aproveitamento da fracdo celuldsica desta biomassa.

2. Metodologia

O processo para a co-producdo de glicose e
CNFs a partir de bagago de cana-de-agUcar esta
esquematizado na Figura 1, indicando o0s
tratamentos quimicos, enzimaticos e mecénicos
utilizados.

2.1 Tratamentos quimicos

O bagago de cana-de-agUcar in natura
(amostra IN) previamente moido até passar por
uma peneira de 20 mesh foi submetido a extragoes
organossolve com uma solucdo de etanol em &gua
80% v/v, a 200 °C por 120 min (amostra Org). Apds
isso, essa amostra foi submetida a um
branqueamento com uma solucdo de NaOH 5%
m/v e H,0; 24% v/v, a 60 °C por 40 min realizado
por duas vezes (amostra Org-B). Os teores de
celulose, hemicelulose e lignina das amostras
foram quantificados de acordo com metodologia
estabelecida pelo National Renewable Energy
Laboratory (NREL)?.

Bagago de cana-de-aglcar
in natura

Tratamento
Organossolve

W

Amostra Org

80% v/v etanol
200 °C, 120 min

NaOH 5% m/v

H,0, 24% v/v

60 °C, 40 min
2x

Branqueamento
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48 h,pHS
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Hidrolise
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Figura 1. Descricdo do processo de obtencdo de
CNFs e glicose a partir de bagaco de cana-de-
acucar.

2.2 Tratamento enzimatico

O substrato Org-B foi submetido a hidrélise
enzimética com o coquetel Cellic®CTec2 em
tampado citrato de sodio (0,05 M e pH=5) a50°C e
150 rpm (Figura 1). Para a reacdo, utilizaram-se 10
mg de enzima/g de substrato a uma razdo
solido/liquido de 1% m/v por 48 h. Ao término da
reacdo, o sistema foi aquecido a 95 °C por 5 min
para desnaturar as enzimas?l. Apos centrifugacao
(3500 rpm, 10 min), o sobrenadante foi recolhido
para a quantificacdo de glicose por HPLC?,
enquanto o sélido foi lavado por centrifugagdo com
agua destilada e utilizado para a producdo das
CNFs?,
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2.3 Tratamentos mecéanicos (ultrassonicagao)

O solido obtido ap6s centrifugacdo foi
disperso em 50 mL de agua e a suspensdo obtida
foi homogeneizada utilizando um agitador
mecanico (Ultraturrax) por 5 min a 5000 rpm. Em
seguida, as fibras foram submetidas & sonicagdo em
ultrassom de ponteira por 30 min a 330 W, no modo
ndo pulsado?*. A dispersdo obtida, contendo CNFs,
foi caracterizada por microscopia Optica e
microscopia de forca atbmica.

2.4 Caracterizacdes morfoldgicas
Microscopia 6ptica (OM)

As dispersdes obtidas apés tratamento
mecanico foram depositadas em laminulas de vidro
e observadas em um microscopio Optico E 800
Nikon, com lentes objetivas com magnificacdo de
4 e 10 vezes.

Microscopia de forca atbmica (AFM)

As dispersdes obtidas ap0s a ultrassonicacdo
foram analisadas por AFM (equipamento
Shimadzu SPM-9600) para a caracterizagdo da
morfologia das CNFs. A analise foi realizada no
modo de ndo-contato e em condig¢des ambientais,
usando ponteiras de silicio (NCHR Pointprobe,
Nanoworld) com constante de mola de 42 N.m~e
ressonancia nominal de 318 kHz?. O tratamento
das imagens e a contagem das particulas foi
realizado no software gratuito Gwyddion
(gwyddion.com).

3. Resultados e Discussdo
3.1 Atuacdo dos tratamentos quimicos no
substrato

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina
dos substratos in natura (IN) e ap6s os tratamentos
organossolve e branqueamento estd descrita na
Tabela 1. A extracdo organossolve aumentou em
49 e 23% os teores de celulose e hemicelulose nas
amostras, respectivamente, e reduziu em torno de
25% o teor de lignina em comparagdo com a
amostra IN. Ja a etapa de branqueamento levou a
uma reducdo significativa no teor de lignina e
aumentou em cerca de 50% o teor de celulose na
amostra Org-B quando comparado com a amostra
ndo-branqueada (Org). Tais resultados indicaram,
portanto, a eficiéncia na utilizacdo destes
tratamentos quimicos na obtencdo de um sélido
rico em celulose, que pode ser utilizado para a

investigacdo da acdo enzimatica na producdo
integrada de glicose e CNFs.

Tabela 1. Quantificacdo dos componentes
majoritarios da biomassa nas amostras in natura
(IN) e apés os tratamentos quimicos.

Componente (% m/m)

Celulose Hemicelulose Lignina
IN 37,840,1 22,240,2 21,1410
Org 56,3+2,2 27,4410 15,8+0,3

Org-B  81,640,7 13,240,2 5,0£2,4

Amostra

3.2 Producdo integrada de glicose e CNFs

A caracterizacdo do sobrenadante apoés a
hidrélise enzimética indicou que a atuacdo das
enzimas celulases converteu 93% da celulose
presente no substrato em glicose. Por sua vez, as
CNFs foram obtidas como uma dispersdo aquosa
apo6s a fibrilacdo do sélido residual, conforme
apresentado na Figura 2a. A caracterizacdo dessa
dispersdo por OM (Figuras 2b e 2c) indicou a
auséncia de fibras micrométricas, o que é uma
evidéncia de que essas estruturas maiores foram
convertidas a CNFs pelo tratamento mecénico. De
fato, a caracterizacdo por AFM (Figura 2d)
permitiu identificar um material com propriedades
tipicas de CNFs, com forma alongada e diametro
de 8,8 + 3,1 nm (Figura 2e).

Outros trabalhos da literatura também obtiveram
CNFs com diametro médio semelhante utilizando
tratamento  enzimético. Por exemplo, Wang e
colaboradores® obtiveram CNFs com diametro entre 5 e
10 nm a partir da hidrélise enzimética de polpa de
eucalipto que apresentava composicdo quimica similar a
amostra Org-B. De modo similar, Tibolla et al?.
obtiveram CNFs com didmetro médio de 8,8 nm a partir
de casca de banana apo6s 24 h de hidrdlise enzimética com
xilanases.

O rendimento das CNFs obtidas foi de 7%, o que
é um valor inferior ao reportado na literatura em alguns
trabalhos. Por exemplo, Liu e colaboradores®, por
exemplo, obtiveram CNFs a partir de polpa de eucalipto
com didmetro médio similar ao reportado neste trabalho
(9,1 nm), mas com um rendimento de 75%. Para isso, as
condigBes utilizadas na etapa de hidrélise enzimatica
foram mais brandas do que as utilizadas aqui, mas as
condigBes de fibrilagdo mecénica foram mais agressivas
(2 h). 1sso reduziu a converséo de celulose em glicose, 0
que aumenta o rendimento de CNFs, mas requer um
gasto energético relativamente elevado.
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Figura 2. Representacdes visuais da amostra ap6s duas etapas de branqueamento (Org-B), hidrélise
enzimatica (48 h) e sonicacdo (30 min); a) suspensdes obtidas, b) e ¢) microscopias dpticas, d) microscopia
de forca atdbmica, €) histograma de didmetro médio obtido pela medida de 100 nanofibrilas.

Assim, condicdes mais brandas de hidrolise
enzimatica do que as utilizadas neste trabalho podem ser
adotadas para aumentar o rendimento de CNFs. Isso
permitiria um controle do balango entre a quantidade de
glicose e de CNFs produzidas, o que é bastante
interessante. A glicose obtida nesse processo pode ser
utilizada para producéo de etanol, &cido levulinico, &cido
latico e outros insumos quimicos. Por outro lado, as CNFs
podem ser utilizadas como modificadores reoldgicos,
para a producdo de emulsdes, hidrogéis e aerogeéis, que
possuem aplicacBes médicas, cosméticas e em outros
setores da engenharia de materiais.

4. Conclusdes e perspectivas

Os resultados obtidos neste trabalho até o
momento mostraram que foi possivel produzir
simultaneamente glicose e CNFs por meio de tratamentos
quimicos e enzimdticos, seguidos por fibrilagdo. As
proximas etapas deste trabalho serdo focadas
principalmente na modulagéo de condigBes de hidrdlise
enzimética e fibrilacdo que aumentem o rendimento de
CNFs. Isso permitird que, em um cendrio real, o
processamento do solido celuldsico possa favorecer a
producéo de glicose ou de CNFs, conforme a demanda

de cada produto, apenas pela alteracdo da condi¢do de
hidrolise enzimatica.
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