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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo geral promover o aproveitamento de
residuos da agroindustria (casca de soja, casca de aveia e farelo de trigo)
empregando-se a combinacdo de processos fisicos e quimicos, visando a producao
de celulose nanofibrilada via extrusdo reativa, assim como, o estudo do emprego da
exploséo a vapor e ultrassonicacdo como processos de pré-tratamento dos residuos
com vistas a extracdo de acguUcares fermentesciveis. Para a producdo de celulose
nanofibrilada (NFC), a casca de aveia (OH) e a casca de soja (SH) foram
submetidas ao processo de extruséo reativa, combinada ou ndo ao branqueamento
com acido peracético. Posteriormente, a casca de aveia in natura e a NFC obtida da
OH foram impregnadas com nanoparticulas de prata bioldgicas (bio-NPAg) e
avaliou-se a sua atividade antibacteriana frente a bactéria Escherichia Coli. Para OH
e SH, o emprego da extrusdo reativa combinada ou ndo ao branqueamento
resultaram em NFC com diametros na escala nanomeétrica e comprimento de varios
micrometros. Independente do residuo, as amostras de NFC produzidas nesse
trabalho apresentraram elevados teores de celulose (> 87 %), maior cristalinidade e
estabilidade térmica que os residuos in natura. Além disso, foi possivel observar que
as suspensdes de NFC obtidas a partir da OH e SH apresentaram-se estaveis e sem
a presenca de sedimentacdo quando estocadas em temperatura ambiente por 24 h.
Entretanto, somente quando empregada a OH foi possivel observar a presenca de
um material homogéneo, formado apenas de NFC. Apenas a casca de aveia in
natura impregnada com bio-NPAg apresentou atividade antimicrobiana frente a
bactéria E.coli. Para o estudo do pré-tratamento dos residuos, a casca de aveia (OH)
e farelo de trigo (WB) foram submetidos ao processo de explosdo a vapor ou
ultrassonicacdo, combinados a diferentes reagentes (H,SO,, NaOH ou &agua
destilada). Em relacdo ao pré-tratamento dos residuos, o processo mais efetivo foi o
que empregou a explosdo a vapor na presenca de H,SO,, tanto para WB quanto
para OH. Além disso, observou-se um aumento no conteudo de celulose e
decréscimo no de lignina e hemiceluloses para ambos os residuos (OH e WB). Os
processos empregados nesse trabalho, tanto para a producédo de NFC, quanto para
0 pré-tratamento dos residuos, mostraram-se efetivos, com a vantagem de reduzir
0s tempos de processo e por gerar uma menor quantidade de efluentes quando
comparados aos processos convencionais de obtencdo de NFC e pré-tratamentos
quimicos.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais. Celulose nanofibrilada. Extrusédo reativa.
Exploséo a vapor. Ultrassonicacdo. Aglcares fermentesciveis.
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ABSTRACT

The present work had as objectives the use of agroindustrial residues (soybean hull,
oat hull and wheat bran) using the combination of physical and chemical processes,
aiming at the production of nanofibrillated cellulose through reactive extrusion, as
well as, the study of steam explosion and ultrasonication as processes of
pretreatment of the residues aiming the extraction of fermentable sugars. For the
production of nanofibrillated cellulose (NFC), oat hulls (OH) and soybean hulls (SH)
were subjected to the reactive extrusion combined or not with bleaching with
peracetic acid. Subsequently, the raw OH and NFC obtained from OH were
impregnated with biological silver nanoparticles (bio-NPAg) and it was evaluated its
antibacterial activity against Escherichia coli. For OH and SH, the use of reactive
extrusion combined or not with bleaching resulted in NFC with diameters at the
nanometer scale and lengths of several micrometers. Regardless of the residue, the
NFC samples produced in this work presented high cellulose contents (> 87 %),
higher crystallinity and thermal stability than the raw residues. In addition, it was
possible to observe that NFC suspensions obtained from OH and SH were stable
when stored at room temperature for 24 h. However, only when it was used OH was
possible to observe the presence of a homogeneous material, consisting only of
NFC. Only the raw OH impregnated with bio-NPAg presented antimicrobial activity
against E. coli. For the pre-treatment of the residues, the oat hull (OH) and wheat
bran (WB) were subjected to steam explosion and ultrasonication, combined with
different reagents (H.SO,4, NaOH or distilled water). In relation to the pretreatment of
the residues, the most effective process was the one that used the steam explosion
in the presence of H,SOy4, for both WB and OH. In addition, an increase in cellulose
and a decrease in lignin and hemicelluloses contents were observed for both
residues (OH and WB). The processes used in this work, both for the NFC production
and for the pretreatment of the residues were effective, with the advantage of
reducing the process times and low generation of effluents when compared to the
conventional processes employed to the obtaining of NFC and chemical
pretreatments.

Keywords: Agroindustrial residues. Nanofibrillated cellulose. Reactive extrusion.
Steam explosion. Ultrasonication. Fermentable sugars.
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1 INTRODUCAO

O elevado uso de recursos fosseis, como o gas natural e o petroleo, faz com
gue 0s mesmos tornem-se cada vez mais escassos, 0 que se reflete negativamente
na producdo de alimentos, produtos quimicos, materiais, combustiveis e
fornecimento de energia. Neste contexto, é de extrema importancia que a economia
mundial comece a se basear em matérias-primas obtidas de fontes renovaveis para
a producéo de bens de consumo (APPRICH et al., 2014; BRINCHI et al., 2013).

Muitos dos residuos gerados pela agroindustria podem ser uma alternativa
para reverter esse quadro, dentre eles os residuos lignoceluldsicos, como cascas,
farelos, bagacos, palhas de cereais e leguminosas, j& que sdo materiais abundantes
e de baixo custo. Caracterizam-se por apresentar uma composicao heterogénea,
contendo geralmente celulose, hemiceluloses, amido, lignina, lipidios e proteinas.

O aproveitamento de residuos agroindustriais estd inserido no conceito de
biorrefinarias, as quais tém como objetivo explorar diferentes matérias-primas
renovaveis para a obtencdo de biocombustiveis e produtos classicos oriundos do
petréleo, sempre respeitando os critérios da sustentabilidade em seus processos
(COTANA et al., 2014; DUQUE et al., 2014). Segundo Abdul khalil et al. (2014), o
sistema de biorrefinarias pode também ser compreendido como a evolugcdo das
tecnologias, que visa explorar o potencial dos residuos em conjunto com processos
biolégicos, quimicos e térmicos, tendo como resultado produtos variados, com baixo
custo e melhor competitividade.

Dentre estes produtos, se destaca a celulose, material que pode ser obtido a
partir dos residuos lignoceluldsicos, apds sua deslignificagdo, ou ainda, a
nanocelulose, obtida através da hidrélise acida da celulose. Dois tipos de
nanocelulose podem ser obtidas a partir da celulose de origem vegetal: os
nanocristais de celulose, que possuem formato de agulha, dimenséao igual ou inferior
a 100 nm e natureza altamente cristalina; e as nanofibras ou celulose nanofibrilada,
gue se apresentam na forma de fibras alongadas com diametro inferior a 100 nm e
comprimento de varios micrdbmetros, consistindo de regifes cristalinas e amorfas
alternadas (ABDUL KHALIL et al., 2014).

A utilizacdo da nanocelulose como material de reforco em matrizes

poliméricas vem se destacando, uma vez que oferece melhorias significativas nas
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propriedades térmicas, mecéanicas e de barreira dos compdsitos biodegradaveis
(ABDUL KHALIL et al., 2014; FLAUZINO NETO et al., 2013).

Visando ampliar as aplicagfes da celulose e nanocelulose, estas podem ser
modificadas com a insercao de grupamentos quimicos com atividade antimicrobiana,
como por exemplo, as nanoparticulas de prata. As fibras e nanofibras de celulose
com propriedades antimicrobianas podem ser empregadas para a producdo de
embalagens ativas, que tém como objetivo prolongar o tempo de vida util dos
alimentos e diminuir a transmissdo de microrganismos patogénicos (SEYDIM,;
SARIKUS, 2006).

Outra possibilidade de aplicacdo para os residuos lignocelulésicos é a
transformacdo dos polissacarideos presentes na sua composicdo, em especial
celulose e hemiceluloses, em acuUcares fermentesciveis, através do processo de
sacarificacdo. Estes aclUcares tém grande potencial de aplicacdo, tais como
substratos para fermentacdo alcoolica na producdo de bioetanol, ou como
ingredientes na industria de alimentos. O bioetanol oriundo de residuo agroindustrial,
também conhecido como etanol de segunda geracdo, tem despertado maior
interesse da comunidade cientifica nas duas ultimas décadas, e o desenvolvimento
de tecnologias de baixo custo para sua producado € importante no sentido de diminuir
o déficit comercial associado a producao de etanol, reduzir a emissao dos gases que
causam efeito estufa e melhorar a estabilidade de precos (SINGH; SUHAG; DHAKA,
2015; WU et al.,, 2014). Entretanto, para que o processo de sacarificacdo seja
eficiente é necessario um pré-tratamento do residuo para a sua deslignificacéo,
deixando a celulose e as hemiceluloses disponiveis para sacarificacéo.

Para aplicacdo dos residuos agroindustriais, S0 necessarios processos
convencionais de deslignificacdo, nos quais empregam-se uma quantidade elevada
de solugcbes béasicas ou &cidas. A hidrélise acida propriamente dita da celulose
envolve longos tempos de reagao e baixos rendimentos de producdo. Assim como
sdo geradas grandes quantidades de efluentes nas etapas de lavagem ao final da
sua producédo (HAAJ et al., 2013). Portanto, a busca por processos menos poluentes
para a obtencdo destes materiais € um desafio nesta area, podendo resultar em
tecnologias sustentaveis para a sua obtencdo, a partir de diferentes matérias-primas
(LAURICHESSE; AVEROUS, 2014).

Uma tecnologia que pode ser empregada no processo de modificacao fisica e

quimica dos residuos lignoceluldsicos é a extrusao reativa, a qual emprega agéo de
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pressdo, temperatura e cisalhamento em uma Unica etapa, e que pode ser realizada
na presenca de reagentes quimicos. Dessa forma, ha um ganho significativo em
eficiéncia, combinando-se 0s processos de mistura e modificacdo quimica, sem a
geracédo de efluentes, ou com uma reducéo significativa da geracao de efluentes, o
gue reduziria o impacto ambiental associado a producéo destes materiais, e também
favoreceria a viabilidade comercial dos produtos (LIU et al., 2009). De acordo com
Merci et al. (2015) é possivel se extrair celulose e obter-se celulose microcristalina, a
partir da casca de soja empregando-se 0 processo de extrusao reativa.

Outra tecnologia que pode ser empregada, em especial como pré-tratamento
visando a sacarificacdo da celulose e hemiceluloses dos residuos lignocelulésicos é
a ultrassonicacgdo, processo fisico que ainda é pouco relatado na literatura para esta
finalidade. Os mecanismos de modificacdo dos residuos séo atribuidos ao fenébmeno
da cavitacéo, isto €, o impacto produzido pelo colapso das bolhas proporciona um
importante beneficio na desestruturacdo da superficie dos materiais lignoceluldsicos
(SUN; TOMKINSON, 2002; YACHMENEV et al., 2009).

Vale ressaltar, que no Brasil a agroindustria é responsavel por gerar inimeras
fontes de biomassa, que ndo sdo adequadamente aproveitadas, transformando-as
em residuos industriais, tais como a casca de soja, a casca de arroz, a casca de
aveia e o farelo de trigo, dentre outros. Todas sdo matérias-primas ricas em
celulose, hemiceluloses e lignina (APPRICH et al., 2014; FLAUZINO NETO et al.,
2013), e portanto, tornam-se atrativas tanto para a producdo de celulose e
nanocelulose, quanto para obtencdo de acucares fermentesciveis.

O presente trabalho teve como objetivo geral promover o aproveitamento de
residuos da agroindustria (casca de soja, casca de aveia e farelo de trigo)
empregando-se a combinacdo de processos fisicos e quimicos, visando a producao
de celulose nanofibrilada via extruséo reativa, assim como, o estudo do emprego da
explosdo a vapor e ultrassonicacdo como processos de pré-tratamento dos residuos
com vistas a extracdo de agucares fermentesciveis.

Este trabalho foi subdividido em capitulos, organizados como descrito
abaixo:

- Capitulo | — Revisao da literatura.

- Capitulo Il — Artigo 1 — Nanofibrilated cellulose obtained from oat hulls by
reactive extrusion — artigo a ser enviado para publicacdo na Revista Industrial Crops

and Products.
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- Capitulo Il — Artigo 2 — Nanofibrillated cellulose from soybean hulls using
bleaching combined to reactive extrusion — artigo a ser enviado para publicacdo na
Revista Jounal of Cellulose.

- Capitulo IV- Artigo 3 - Producédo de casca de aveia ou celulose nanofibrilada
impregnadas com nanoparticulas de prata biolégicas — short communication a ser
publicado na Revista Industrial Crops and Products.

- Capitulo V- Artigo 4 - Combination of physical and chemical pretreatments
on properties of wheat bran and oat hulls - artigo a ser enviado para publicacdo na

Revista Industrial Crops and Products.
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2 CAPITULO | : REVISAO DA LITERATURA

2.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Os avancos no setor petroquimico proporcionaram o desenvolvimento de
uma série de polimeros sintéticos, os quais séo utilizados como matéria-prima na
producdo dos mais variados produtos. Entretanto, o esgotamento dos combustiveis
fésseis, associado a uma crescente conscientizacdo dos seus impactos ambientais
tém aumentado interesse no uso de recursos de fonte renovavel (LAURICHESSE;
AVEROUS, 2014).

Nesse contexto, nos ultimos anos tém se discutido o conceito de
biorrefinarias, que abrange a associacao de instalacbes e processos para converter
a biomassa renovavel em biocombustiveis e outros produtos classicos oriundos do
petréleo. Uma biorrefinaria integrada € capaz de converter de forma eficiente uma
ampla variedade de matérias-primas de biomassa em biocombustiveis e
bioprodutos, com o objetivo de através da inovagdo reduzir os custos, melhorar a
competitividade destes novos produtos e, acima de tudo, explorar o potencial de
alguns residuos industriais (SOUSA-AGUIAR et al., 2014).

De acordo Espino et al. (2014), o desenvolvimento de biorrefinarias esta
vinculado ao uso de materiais provenientes da biomassa. O Ministério do Meio
Ambiente (2015) define biomassa como todo recurso renovavel que provém de
matéria organica (vegetal ou animal), e que tem por objetivo principal a producéo de
energia. Apresentam baixo custo, sdo altamente disponiveis e provenientes de fonte
renovavel. Segundo Behera et al. (2014) os tipos de biomassa podem ser

classificados com base em:

¢ Residuos industriais: serragem, produtos oriundos das fabricas de papel e da
industria de alimentos, etc.
¢ Residuos agricolas: palhas, cascas, sementes, espigas, talos, etc.

e Residuos domésticos: residuos de cozinha, esgoto, papéis usados, etc.

A biomassa agricola constitui o tipo de residuo mais abundante na terra, e
como o Brasil possui a agricultura como base da sua economia, 0 setor

agroindustrial brasileiro gera uma grande quantidade destes residuos (GUPTA;
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VERMA, 2015; SANTOS et al., 2013). Forster-Carneiro et al. (2013) investigaram a
disponibilidade dos residuos agroindustriais e agropecuarios no Brasil para o ano de
2020. Os resultados sugerem que a cana de acucar possui a maior disponibilidade
agrondmica, seguida da soja, arroz, milho, laranja, trigo, algoddo, mandioca e
tabaco. A utilizacdo de residuos agroindustriais podera trazer beneficios para o setor
agricola, pois pode ser uma fonte adicional de lucro para os produtores e também
ajudar na diversificacdo da agroindustria (SANTOS et al., 2013).

O emprego dos residuos lignoceluldsicos permite uma reducao significativa,
tanto no volume de residuos acumulados no meio ambiente, como na obtencéo de
novos materiais. Assim, uma reutilizacdo eficiente desses residuos € de grande
importancia, ndo s6 para minimizar o impacto ambiental, mas também para a
obtencéo de produtos com maior valor agregado (SANTOS et al., 2013).

A composicao quimica dos residuos lignocelulésicos pode variar de acordo
com a sua origem, e em geral, s&o compostos por celulose, hemiceluloses e lignina,
podendo apresentar outros constituintes, tais como cinzas, proteinas, pectina, etc
(BEHERA et al., 2014; LAURICHESSE; AVEROUS, 2014; MENON; RAO, 2012). Na
Figura 1 esta apresentado um diagrama dos principais constituintes da biomassa
lignoceluldsica, estes materiais possuem camadas complexas, que compreendem a
parede primaria, a qual € depositada durante a fase de crescimento da planta e a
parede secundaria, constituida por trés camadas (S1, S2 e S3). A camada S2 é
determinante para as propriedades mecanicas das fibras, sendo formada por varias
microfibrilas constituidas de celulose (Figura 1) (MENON; RAO, 2012).
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Figura 1 - Diagrama dos constituintes da biomassa lignocelulésica

da prede celular lignina na parede celular

==

Parede secundaria

Fonte: MENON; RAO (2012).

2.1.1 Celulose

A celulose (CgH1005), € 0 principal constituinte da parede celular dos
vegetais e possui a funcdo de lhe conferir sustentacdo. Além disso, esta presente
nas bactérias, fungos e algas. Quimicamente, a celulose € um polissacarideo, mais
especificamente um homopolimero de moléculas de B-D- glicopiranose unidas por
ligagdes B 1 > 4. O grau de polimerizacéo pode variar entre 200 a 1200 unidades de
B-D-glicopiranose. A celobiose é a unidade béasica da celulose e é formada por duas
unidades de (1-4) D-glicopiranose (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014) (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura quimica da celulose
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Fonte: KLEMM et al. (1998)
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Considerando-se a cadeia linear de celulose, sabe-se que uma importante
caracteristica da molécula de celulose é a diferenciacdo entre 0s seus grupamentos
terminais, em uma das extremidades encontra-se o grupamento hidroxilico do
carbono C-4, que é o terminal ndo redutor da molécula, e na outra extremidade da
molécula encontra-se o terminal redutor (Figura 2). Vale ressaltar, que as reacfes
ndo enzimaticas de degradacdo ou despolimerizagdo da celulose ocorrem
comumente a partir do terminal redutor da molécula, devido a sua maior reatividade
(FENGEL; WEGENER, 1989).

Em sua organizacdo supramolecular as moléculas de celulose apresentam-
se como feixes de microfibrilas, com regides altamente ordenadas, denominadas de
fragdo cristalina, as quais estdo alternadas com regibes menos ordenadas,
conhecidas como fragdo amorfa da celulose, que por sua vez sdo mais acessiveis
ao ataque de reagentes, enzimas ou até mesmo a absor¢cdo da agua (MENON;
RAO, 2012).

A ocorréncia das regides cristalinas € bastante influenciada pelas ligacdes
de hidrogénio inter ou intramoleculares presentes no arranjo estrutural da celulose.
Nas regides cristalinas, onde existe uma maior organizacdo molecular, ha um
arranjo geomeétrico estabilizado pelas ligagdes de hidrogénio que se repete nos eixos
principais da estrutura (eixos cristalograficos) para formar o volume total do cristal.
Em cristalografia, a esse arranjo geomeétrico da-se o nome de célula unitaria, a qual
apresenta dimensdes bem definidas, e no caso da celulose existe mais de uma
forma alomorfica, ou seja, ndo ha uma dimenséao Unica para a célula unitaria (LIMA;
BORSALI, 2004).

A proporcao entre as regides cristalina e amorfa determina o indice de
cristalinidade (IC) da celulose (D’ALMEIDA, 1981), e a técnica padrao utilizada para
mensuracao do IC é a difracdo de raios-X, que consiste na incidéncia de um feixe de
elétrons que ao ser difratado fornece informacgdes sobre a estrutura da amostra
(SMITH, 1981).

Devido a linearidade do esqueleto celuldsico, cadeias adjacentes formam um
conjunto de agregados insolaveis em agua denominados de fibrila elementar. Quatro
fibrilas elementares séo entdo agrupadas por uma monocamada de hemiceluloses,
sendo posteriormente circundadas em uma matriz de hemiceluloses e lignina,

associadas entre si por meio de interacdes fisicas e ligacdes covalentes (RAMOS,
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2003). O compdésito natural resultante desta intima associacdo € denominado

microfibrila celuldsica (Figura 3).

Figura 3 - Representacdo esquematica das associacdes quimicas que ocorrem na

parede celular vegetal
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(1) Unidade estrutural basica da celulose — celobiose. (2) Associagdo entre as cadeias de celulose
para a fomacao da fibrila elementar. (3) Cristalito de celulose. (4) Corte transversal da microfibrila de

celulose embebida em uma matriz de lignina e hemicelulose.

Fonte: Adaptado de Ramos (2003).

Segundo O’Sullivan (1997) os principais polimorfos da celulose proveniente

dos residuos lignocelulésicos, corresponde a celulose tipo | e tipo Il. A celulose

nativa (I) apresenta uma estrutura semicristalina composta por uma mistura de dois

alomorfos Iy e Ig, 0s quais se alinham lado a lado e se estabilizam por ligagdes de

hidrogénio (CHENG et al., 2011). A proporgéo entre Iq e Ig na celulose nativa pode

variar de acordo com a sua origem, por exemplo, a celulose do algodédo e da

madeira possui predominancia do tipo lg. Ja a celulose encontrada em certas

bactérias e algas, possui predominancia do tipo I, (KLEMM et al., 2005).

Em contrapartida, a celulose tipo Il pode ser obtida da celulose tipo

empregando dois diferentes processos. Na mercerizagdo ocorre a conversédo da

celulose | em IlI, empregando um tratamento com hidréxido de sédio aquoso,
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juntamente com condicdes previamente determinadas de agitacdo, temperatura e
reagente. Ja na regeneracdo, a conversdo ocorre através da solubilizacdo da
celulose tipo | em um solvente, seguido da sua extrusdo através de um orificio
giratério, apOs recristalizacdo da celulose durante a coagulacdo (KROON-
BATENBURG; BOUMA; KROON, 1996).

Em geral, a celulose tipo Il apresenta uma maior estabilidade do que a
celulose tipo I, em virtude da sua extensa rede de ligacdes de hidrogénio, por isso
h4 um grande interesse em sua producdo. Nagarajan et al. (2017) concluiram
através do seu estudo de revisdo, que a celulose tipo Il quando aplicada como
biomassa para a producdo de bioetanol, proporciona maiores concentracbes de
acucares durante o processo de fermentacdo e maior producdo do mesmo. Fato
atribuido ao seu arranjo estrutural modificado, porosidade e grau de polimerizacao.

A identificacdo da celulose tipo | e Il pode ser realizada através de analises
de difratogramas de raios X. A celulose tipo Il é caracterizada por picos 2 (theta) =
12°, 20 ° e 22°. Ja a celulose tipo | apresenta picos 2 (theta) = 20,6°, 34,7°,17,3°,
22,4° (FLAUZINO NETO et al., 2013; MERCI et al., 2015).

2.1.2 Hemiceluloses

O segundo maior representante da biomassa lignocelulésica (20 a 50 %)
corresponde as hemiceluloses, que atuam recobrindo as fibrilas de celulose. Ao
contrario da celulose, as hemiceluloses apresentam uma cadeia heterogénea,
constituida por um complexo de carboidratos poliméricos, o que torna dificil se
propor uma definicdo concreta para o termo hemicelulose. Considerando a sua
complexidade, diversidade de constituintes monoméricos e polidispersdo ao longo
de sua grande variedade dentre os vegetais superiores, as hemiceluloses podem ser
consideradas mais caracteristicamente como uma familia de polissacarideos
presentes na parede celular vegetal (AKHTAR et al., 2016).

Como pode ser observado na Figura 4 os principais constituintes estruturais
das hemiceluloses: D- xilose e D-arabinose (pentoses), L-ramnose (metil pentoses),
D-glicose, D-manose, D-galactose (hexoses), acido glicurbnico, e outros D-acidos
carboxilicos (AKHTAR et al., 2016).
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Figura 4 - Estruturas quimicas dos monossacarideos encontrados nas

hemiceluloses
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Fonte: AKHTAR et al., (2016).

As diferentes unidades monoméricas que formam as hemiceluloses
permitem que estes polissacarideos apresentem diferentes arranjos, assim como a
presenca de ramificacbes, possibilitadas pela presenca de varias hidroxilas
passiveis de serem esterificadas. As hemiceluloses sdo geralmente classificadas de
acordo com o residuo de acgucar principal no esqueleto, como, por exemplo, xilanas,
mananas e glucanas. Dependendo da espécie da planta, estagio de
desenvolvimento e tipo de tecidos, véarias subclasses de hemiceluloses podem ser
encontradas, incluindo glucuronoxilanas, arabinoxilanas, mananas lineares,
glicomananas, galactomananas, galactoglicomananas, B-glucanas e xiloglucanas
(OGEDA; PETRI, 2010). Considerando-se esta diversidade estrutural das
hemiceluloses, a formacdo de ligacdes de hidrogénio entre as suas cadeias séo
relativamente restritas, dificultando a formacdo de regibes cristalinas ordenadas,
como ocorre com a celulose (AKHTAR et al., 2016).

As hemiceluloses encontram-se associadas com a celulose e com a lignina,
através de ligacdes de hidrogénio e ligacBes covalentes, respectivamente, e

acredita-se que as interagdes entre hemiceluloses e as microfibrilas de celulose
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sejam mais abundantes do que as interacdes entre as hemiceluloses e ligninas
(OGEDA,; PETRI, 2010).

Para o aumento da disponibilidade da celulose, as hemiceluloses precisam
ser extraidas, e para isso varios pré-tratamentos podem ser utilizados. Esse
heteropolissacarideo apresenta uma estrutura amorfa e ramificada, com pouca
resisténcia a hidrdlise por acidos (AKHTAR et al., 2016). De acordo com Farhat et al.
(2017) a extracdo das hemiceluloses pode ser realizada por pré-tratamentos com
acidos diluidos, extracdo alcalina com hidréxido de sédio (NaOH), extracdo alcalina
com peroxido, por extrusao, ou até mesmo a combinacdo de ambos.

Segundo Hendriks e Zeeman (2009) as hemiceluloses sdo os componentes
do complexo lignocelulésico mais sensiveis ao tratamentos termoquimicos, além
disso, sdo susceptiveis a hidrolise acida ou bésica, sendo esta caracteristica
aproveitada para o desenvolvimento de aplicacdes onde as hemiceluloses devam
ser solubilizadas ou removidas do material original. No entanto, alguns cuidados
devem ser tomados, como o uso de tratamentos drasticos que possam levar a
formacdo de produtos de degradacdo das hemiceluloses, tais como furfural e
hidroximetilfurfural, que séo inibidores em potencial dos processos fermentativos.

As hemiceluloses apresentam caracteristicas promissoras, Ssao
biodegradaveis e biocompativeis, permitindo sua aplicacdo na forma nativa ou
modificada em varios setores, como por exemplo, producao de xilitol, obtencéo de
furfural, desenvolvimento de biossurfactantes, na constituicdo de filmes
biodegradaveis, dentre outros. Na biomassa lignoceluldsica, as hemiceluloses
representam uma fragdo relativamente grande de polissacarideos, no entanto, esse
heteropolimero ainda € descartado durante varios processos industriais (PENG;
SHE, 2014).
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2.1.3 Lignina

Outro constituinte da biomassa € a lignina, um heteropolimero formado por
redes poliméricas tridimensionais com unidades de fenilpropano interligadas por
ligacdes éter (Figura 5). A lignina encontra-se presente em toda a biomassa vegetal
e preenche as lacunas entre a celulose e as hemiceluloses. Atua conferindo rigidez
a planta e protecdo ao ataque de patdgenos. Além disso, em processos
biotecnolégicos, a lignina dificulta a acdo das celulases, sendo necessario realizar
previamente o processo de deslignificacdo antes da hidrolise enzimatica (AKHTAR
et al., 2016).

Figura 5 - Representacédo estrutura quimica da lignina
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Fonte: Adaptado de AKHTAR et al. (2016)

A lignina também é considerada um subproduto da producdo do bioetanol
(ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014). A lignina residual pode ser utilizada para a
producédo de resinas fendlicas, adesivos, polifendis entre outros. No entanto, para a
liberacdo dos acucares fermentesciveis (celulose e hemicelulose), os quais sao

utiizados como fonte de carbono em bioprocessos, a lignina é uma barreia
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importante, a qual precisa ser removida para a liberacdo dos mesmos (WU et al.,
2013).

A agroindustria brasileira gera muitas fontes de biomassa que nao sao
devidamente aproveitadas, transformando-as em residuos industriais, dentre os
quais, alguns residuos lignocelulésicos, como a casca de soja (residuo do
processamento do 6leo de soja), o farelo de trigo (residuo do processamento da
farinha de trigo), a casca da aveia (residuo do processamento da aveia), 0 bagaco
de malte (residuo fibroso da cervejaria), a casca do arroz (residuo do beneficiamento
do arroz), o bagaco de mandioca (residuo de fecularias), a fibra da bananeira
(residuo resultante da cultura da banana), dentre outros. Desta forma, se torna
vantajoso o aproveitamento destes materiais com as mais diferentes propostas de

utilizacdo no sentido de reduzir o seu acumulo e ndo aproveitamento pela industria.

2.1.4 Casca de Soja

A soja é um dos principais produtos agricolas brasileiros, com uma producéo
de 111 milhGes de toneladas na safra de 2016/2017. O Brasil € o segundo maior
produtor mundial de soja, atrds apenas dos EUA gque produziram 117 milhdes de
toneladas na safra de 2016/2017 (CONAB, 2017).

A casca de soja € um dos residuos gerados através do processamento da
soja para a obtencdo de 6leo. Esse residuo representa 5 % do peso do grdo, com
uma demanda anual brasileira de aproximadamente 7 milhdes de toneladas
(CARDOSO et al., 2013; ROJAS et al., 2014; GIRI et al.,, 2017). Em sua grande
maioria, a casca de soja € utilizada para alimentacdo animal. Entretanto, uma
elevada quantidade desse residuo € produzida e tém sido descartada no ambiente
(FLAUZINO NETO et al., 2013).

De acordo com Rojas et al. (2014), a casca de soja pode conter quantidades
variaveis de celulose (38 a 51 %), hemiceluloses (20 a 25 %), lignina (1 a 8 %),
pectinas (4 a 8 %) e proteinas (11 a 15 %). A casca de soja apresenta uma pequena
proporcdo de lignina quando comparada com os demais residuos agroindustriais,
fato que pode favorecer a sua reutilizagdo para os mais diversos fins, como em
processos fermentativos e na producéo de nanocelulose (HICKERT et al., 2014).

Vérios pesquisadores estdo explorando as caracteristicas da casca de soja

para obtencdo de novos materiais. Flauzino Neto et al. (2013) produziram
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nanocristais de celulose a partir da celulose extraida da casca de soja empregando
o método de hidrdlise acida. Rojas et al. (2014) observaram em seus estudos que a
casca de soja pode ser uma matéria-prima promissora para a producgdo de bioetanol,
em virtude de apresentar baixos teores de lignina.

Merci et al. (2015) produziram celulose microcristalina proveniente da casca
de soja pelo método de extrusao reativa. Os autores observaram que o conteudo de
celulose aumentou significativamente passando de 31,19 % (amostra in natura) para
83,79 % (amostra extrusada). Além disso, houve um aumento no indice de
cristalinidade de 33 % para 70 % para a amostra in natura e extrusada,
respectivamente. Os autores concluiram que o processo de extrusdao € um método
efetivo para a producdo de celulose microcristalina, além de gerar uma menor
quantidade de efluentes e com menor custo que os métodos tradicionais.

Makela et al. (2017) avaliaram o potencial de producdo de um mix de
enzimas pelo fungo Podospora anserina utilizando trés substratos diferentes, a
casca de semente de algodéo, a casca de soja e o farelo de trigo. Os resultados
demonstraram que a utilizacdo de casca de soja como fonte de carbono
proporcionou uma maior producdo do mix enzimatico que os demais substratos.
Além disso, o coquetel produzido demonstrou-se mais eficiente que o padréo

enzimaético.

2.1.5 Casca de Aveia

A aveia é um cereal membro do género Avena que apresenta inUmeras
possibilidades de utilizacdo, tais como: producédo de gréos (alimentacdo humana e
animal), forragem (pastejo, feno, silagem ou cortada e fornecida fresca no cocho),
cobertura do solo e adubacéo verde (protecdo e melhoria das condicdes fisicas do
solo). A produgéo brasileira de aveia na safra de 2016/2017 foi de aproximadamente
706 mil toneladas, sendo Minas Gerais, Parana e Rio Grande do Sul os principais
produtores (CONAB, 2017).

A morfologia do grdao de aveia pode ser dividida em germe (embrido),
endosperma, farelo e casca (Figura 6). A industrializacdo da aveia gera a casca

como principal residuo, oriundo do processo de moagem, e que representa de 25 a
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30 % do peso do gréo, e desempenha funcdo de protecdo do grao frente a fatores
ambientais e ao ataque de patégenos (FURLAN; DUARTE; MAULER, 2012).

Figura 6 - Morfologia do gréo de aveia
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Fonte: FURLAN; DUARTE; MAULER, (2012).

A composicao quimica da casca da aveia pode variar devido as diferentes
variedades deste cereal. Tamanini e Hauly (2004) determinaram a composi¢cao da
casca de aveia e verificaram que a mesma é composta por celulose (29 %),
hemiceluloses (28 %), lignina (22 %) e cinzas (4 %). Geralmente, as cascas da aveia
sdo destinadas a racao animal, no entanto, quando o residuo € gerado em grandes
quantidades torna-se um poluente ambiental (FURLAN; DUARTE; MAULER, 2012).

O descarte das cascas de aveia pode ser designado como um desperdicio
de matéria-prima, e de acordo com Tamanini e Hauly (2004), os polissacarideos
presentes na casca podem ser utilizados para a obtencdo dos mais variados
produtos no setor alimenticio, como na producao de paes, de biscoitos e de massas.
Além disso, para a obtencé&o biotecnoldgica de xilitol, bioetanol ou como reforcos de
compoésitos biodegradaveis. Estes autores empregaram a casca de aveia como
matéria-prima para a producgdo de xilitol por fermentagdo descontinua, utilizando a
levedura Candida guilliermondii, e obtiveram rendimento e produtividade volumétrica

de xilitol de 0,54 g/g e 0,34 g/L.h, respectivamente.
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Galdeano e Grossmann (2005) trataram a casca de aveia com peroxido de
hidrogénio por extrusdo reativa para empregar a fibra modificada na producdo de
biscoitos. A textura arenosa da aveia foi eliminada apés o tratamento, evidenciando
a eficiéncia do processo de extrusdo, resultando em um nivel de aceitacdo dos
biscoitos incorporados da fibra modificada medido através de analise sensorial de 91
%.

Furlan, Duarte e Mauler (2012) utilizaram a casca de aveia para reforgar
compositos de polipropileno e observaram que este residuo peneirado apresentou
melhor adesdo e foi mais facilmente incorporado na matriz polimérica,
proporcionando boa resisténcia mecéanica quando empregado em concentracfes de
até 20 %. No entanto, porcentagens superiores a 30 % de casca de aveia reduziram

a resisténcia mecanica do material.

2.1.6 Farelo de Trigo

Cerca de 90 % da producdo mundial de cereais € representada pelo trigo,
associado ao arroz e ao milho. Anualmente, a produ¢cdo mundial de trigo é de
aproximadamente 650 milhdes de toneladas, dos quais 69 % séo destinados para o
setor de alimentos. O Brasil contribuiu com 5534 mil de toneladas na safra de
2015/2016, com uma estimativa de 6726 para a safra de 2016/2017 (CONAB, 2017).
A principal forma de consumo do trigo e na forma de farinha de trigo, e 0 seu
processamento apresenta uma taxa de extracdo de 73 a 77 % (PRUCKLER et al.,
2014).

O principal residuo industrial resultante da obtencdo da farinha de trigo € o
farelo, que representa cerca de 14 a 19 % da massa do grao (APPRICH et al., 2014,
PRUCKLER et al.,2014). Segundo Wood et al. (2016), em nivel mundial sdo
produzidos cerca de 90 milhdes de toneladas do farelo de trigo por ano, este residuo
apresenta alta disponibilidade e baixo custo. Cerca de 55 % do farelo é destinado a
nutricdo humana e animal (APPRICH et al., 2014).

O farelo de trigo € composto majoritariamente por carboidratos nao
amilaceos (58 %), dentre os quais celulose (15 %) e hemiceluloses (38 %), além de
proteinas (18 %) e amido (15 %), e um baixo teor de lignina (3 a 8 %) (FIGUEIRO;
GRACIOLLI, 2011). De acordo com Apprich et al. (2014), ao contrario dos outros
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residuos lignocelulésicos, o farelo de trigo apresenta maiores niveis de proteinas e
amido, e menores niveis de conteudo lignocelulésico. Assim, o amido presente na
sua composicdo pode ser convertido, através de pré-tratamentos (quimicos ou
enzimaticos), em glicose, que pode ser empregada como fonte de carbono para o
crescimento de microrganismos. O conteudo lignina € relativamente baixo em
comparacao a outros residuos, fato que facilita a hidrélise enzimatica (REISINGER
et al., 2014).

A utilizacdo do farelo de trigo € de grande interesse, uma vez que existem
diferentes possibilidades para se obter novos produtos de valor agregado. O
processo de hidrélise do farelo de trigo pode degradar os polissacarideos complexos
(amido, celulose e hemiceluloses) presentes na sua estrutura em agucares simples
(APPRICH et al., 2014). Favaro, Basaglia e Casella (2012) analisaram a hidrolise
enzimatica do farelo de trigo e obtiveram 376,1 g de acUcares / Kg de farelo, os
guais foram utilizados em processo fermentativo para a producao de bioetanol.

Em virtude da sua elevada concentracdo de hemiceluloses, o farelo de trigo
também para ser empregado como matéria prima para a producéao de xilitol. Canilha
et al. (2008) submeteram o farelo de trigo a hidrélise acida e em seguida
converteram a xilose liberada em xilitol (aproximadamente 95 %) empregando a
levedura Candida guilliermondii FTI 20037.

2.2 METODOS DE PRE-TRATAMENTO DOS RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Os métodos de pré-tratamento dos residuos lignoceluldésicos sao
imprescindiveis para o sucesso de um processo de sacarificagdo destes materiais.
Segundo Sindhu, Binod e Pandey (2016), a etapa de pré-tratamento representa 40
% do custo total do processo de sacarificagcdo, e portanto, técnicas empregadas de
forma incompativel com a biomassa podem tornar o processo inviavel, em virtude do
seu alto custo, longo tempo de duracéo e formacéo de produtos inibitorios (BHUTTO
et al., 2017).

Segundo Akhtar et al. (2016) um pré-tratamento efetivo se caracteriza por
expor as fibras de celulose, proporcionando melhores condicbes ao ataque
enzimatico, diminuir custos de producéo e a geracao de sub-produtos, preservar as

fibras de celulose e hemiceluloses e amenizar a producdo de produtos inibitérios.
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Véarios métodos de pré-tratamento empregados em residuos lignoceluldsicos
tém como objetivo desorganizar a estrutura da sua parede celular, desestruturando o
complexo celulose-hemicelulose-lignina, liberando a celulose e as hemiceluloses
para a producado de agucares fermentesciveis a serem empregados como substratos
para obtencdo de novos produtos via processo fermentativo ( MOOD et al., 2013).
Na Figura 7 estd apresentado um esquema ilustrando a desestruturacdo do

complexo lignocelulésico.

Figura 7 - Esquema ilustrando a desestruturacdo do complexo lignocelulésico

provocado por um pré-tratamento da biomassa vegetal
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Fonte: AKHTAR et al. (2016).

Segundo Akhtar et al. (2016), os métodos de pré-tratamento podem ser
classificados em fisicos, quimicos, fisico-quimico e biolégico, os quais apresentam
as mais variadas técnicas que podem ser empregadas durante o processo (Figura
8).



Figura 8 - Tipos de pré-tratamentos e suas respectivas técnicas
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Fonte: Adaptado de AKHTAR et al. (2016).

Os residuos agroindustriais também podem ser usados para a extracdo da
celulose, matéria-prima que apresenta varias propriedades de interesse, tais como
elevada rigidez, resisténcia, estabilidade térmica, quimica e fisica, 0 que
conseguentemente permite a sua aplicacdo em diversos processos sob diferentes
condi¢Oes operacionais (UMMARTYOTIN; MANUSPIYA, 2015).

Além do uso da celulose, na ultima década tem havido um grande interesse
na pesquisa e desenvolvimento de materiais e nanomateriais obtidos a partir de
fontes renovaveis para as mais diferentes aplicagdes. O processo de hidrélise acida
tem sido amplamente estudado para a obtencdo de nanocelulose. As regides
cristalinas das fibras de celulose sdo mais resistentes a hidrélise acida do que as
regides amorfas, que podem ser entdo removidas, gerando materiais com maior
cristalinidade e maior capacidade de interacdo, ja que apresentam um aumento da
sua area superficial (ABDUL KHALIL et al., 2014).

Entretanto, para a obtencédo destes materiais e nanomateriais emprega-se
uma gquantidade elevada de solucbes basicas ou &cidas no branqueamento dos
residuos lignoceluldsicos e na hidrolise acida, propriamente dita da celulose envolve

longos tempos de reacdo e baixos rendimentos de producdo, assim como Sao
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geradas grandes quantidades de efluentes nas etapas de lavagem ao final da sua
producdo (HAAJ et al., 2013). Portanto, a busca por processos menos poluentes
para a obtencdo destes materiais € um desafio nesta area, podendo resultar em
tecnologias sustentaveis para a sua obtencao, a partir de diferentes matérias-primas.

2.2.1 Métodos Fisicos de Pré-tratamento dos Residuos Lignocelulésicos

Geralmente, o0s métodos fisicos de pré-tratamento dos residuos
lignocelulodsicos sdo mais brandos que os quimicos e fisico-quimicos, e podem ser
utiizados em combinacdo com outros tipos de pré-tratamentos, e uma das
vantagens é a auséncia de efluentes. As técnicas que podem ser empregadas nos
tratamentos fisicos encontram-se citadas na Figura 8 e descritos na Tabela 1
(BRINCHI et al., 2013; MOOD et al., 2013; PRUCKLER et al., 2014).
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Tabela 1 - Descricao dos pré-tratamentos fisicos para residuos lignocelulésicos

Pré-tratamentos Caracteristicas Vantagens Desvantagens
fisicos
Uso de moinhos
especificos. Reduz a Reduz o tamanho da Elevado consumo
Moagem cristalinidade, tamanho particula. Utilizado. de energia
da particula e grau de
polimerizacgéo.
Uso de raios gama e Melhora a hidrélise
feixes de elétrons. enzimética e Alto custo e
Irradiag&o Quebra das fibras e aumenta o dificuldade de
reducao do peso rendimento de aplicacéo
molecular dos acucares redutores. industrial
oligossacarideos
Emprega elevada Melhora a hidrélise
temperatura e pressao, enzimatica, acesso a
através de uma celulose e aumenta Alto custo
Extrusao extrusora. Proporciona o rendimento de

desfibrilac@o da celulose.

acucares redutores

Ondas ultrassénicas
geram cavitacdo em
liquidos, levando a
colisdo entre as
particulas, que resultam
em alteracbes da
estrutura da biomassa

Ultrassonicacgéo

Baixa degradacgéo
da celulose, baixo
custo e aumento da
acessibilidade da
celulose a agéo de
enzimas

Dificil utilizacao
em larga escala

O campo elétrico

Pulsacao elétrica  proporciona a quebra da

Melhora a
transferéncia de

massa. Pode ser Inativacdo de

parede celular da realizado em enzimas.
biomassa temperatura
ambiente e baixa
energia.

Fonte: Adaptado de AKHTAR et al. (2016)

Dentre os pré-tratamentos fisicos, os mecéanicos séo altamente relatados na

literatura, nos mais diversos residuos. A moagem € geralmente considerada como o

pré-tratamento inicial, sendo que varios tipos de moinhos (dois rolos, martelo,

trituracdo e de disco) estdo relatados e o tamanho final da particula depende do tipo

de moagem empregada (MOOD et al., 2013).

Mustafa et al. (2017) analisaram os efeitos da moagem prévia ao tratamento

enzimatico para a producédo de biogas, utilizando a palha de arroz como substrato.

De acordo com os resultados, o residuo previamente moido submetido a 30 dias de

tratamento bioldgico, proporcionou um aumento de 165 % no rendimento de metano,

em comparacgdo ao residuo ndo tratado.
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Yang et al. (2008) utilizaram a radiacdo gama como pré-tratamento do farelo
de trigo e observaram um aumento no rendimento da glicose de 13 % a mais que o
residuo nédo tratado. Merci et al. (2015) produziram celulose microcristalina utilizando
0 método de extrusdo reativa, a partir da casca de soja. Onal, Uzun e Putun (2017)
observaram um maior rendimento do biodiesel, quando empregado a pirdlise como

pré-tratamento da casca da améndoa.

2.2.1.1 Ultrassonicacao como pré-tratamento dos residuos lignoceluldsicos

A ultrassonicacdo é uma tecnologia emergente para o pré-tratamento da
biomassa vegetal, visa diminuir o tempo de reagcdo para a deslignificacdo e a
guantidade de reagente empregada durante o processo. Além disso, aumenta o
rendimento dos acucares glicose, xilose, entre outros (LIYAKATHALI et al., 2016).

O pré-tratamento por ultrassonicacdo utiliza a associacdo dos efeitos
vibracdo mecénica e sonoquimicos na biomassa, 0s quais visam a alteracdo na sua
estrutura superficial e producao de radicais antioxidantes que promovem alteracées
fisicas e quimicas nos componentes da fibra, respectivamente (BHUTTO et al.,
2017).

O efeito das ondas eletromagnéticas na ultrassonicacdo é atribuido ao
fendbmeno de cavitacdo, o qual é proporcional a frequéncia empregada, sendo essa
de 10 kHz a 20 MHz. Segundo Bhutto et al. (2017), durante a cavitagdo pode se
observar a presenca de um aumento de temperatura e pressdo, em virtude do
colapso das bolhas, o qual libera uma grande quantidade de energia. Nessas
condicBes a estrutura cristalina do material sélido pode ser destruida através da
fusdo ou colisdo das particulas, melhorando o processo de deslignificacdo e a
disponibilidade dos polissacarideos para hidrélise.

No meétodo de ultrassonicacdo alguns parametros podem influenciar no
aumento do processo de deslignificacdo e rendimento dos acucares, tais como,
modo de ultrasonicagdo (continuo ou pulsado), frequéncia, processo, temperatura,
solvente, aeracao, dentre outros (BHUTTO et al., 2017).

Segundo Subhedar, Ray e Gogate (2017) os tratamentos usuais para o
tratamento das deslignificacdo demandam elevado tempo e utilizam uma grande

qguantidade de reagentes. Portanto, a associa¢cao da ultrassonicacdo com o uso de
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reagentes acidos ou alcalinos, por exemplo, pode amenizar esse quadro. Os autores
analisaram os efeitos da ultrassonicacdo associada ao tratamento alcalino e
hidrolise enziméatica de trés residuos (casca de amendoim, casca de coco e casca
de pistache). Em todas as amostras, 0s autores observaram uma melhora
significativa no processo de deslignificacdo e producdo de acgucares fermentesciveis

pela hidrélise enzimatica.

2.2.2 Métodos Quimicos de Pré-tratamento dos Residuos Lignoceluldsicos

Dentre os métodos quimicos utilizados (Tabela 2), até o presente momento,
a hidroélise acida e a alcalina sdo os mais explorados e relatados na literatura. O pré-
tratamento acido dissolve a lignina e a hemicelulose, deixando a celulose mais
acessivel, mediante o uso de acidos concentrados ou diluidos, enquanto os pré-
tratamentos alcalinos levam a quebra da ligacdo éster entre lignina, celulose e
hemiceluloses, sem degradagéo das hemiceluloses (AKTHAR et al., 2016).
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Tabela 2 - Descricdo dos pré-tratamentos quimicos para o0s residuos
lignoceluldsicos
Pre-
tratamentos Caracteristicas Vantagens Desvantagens
fisicos
Realizada com Técnica simples Processo de
acidos diluidos em e efetivaparaa  recuperagdo do
altas temperaturas, guebra da acido apresenta
Acido ou acido hemicelulose alto custo.
concentrado com com alto Geragéo de
baixas rendimento de componentes
temperaturas acucar. inibitorios.
Efetivo para a
Utiliza altas _que~bra,de
~ ligacdo éster
concentracdes de e
- entre lignina, Alto custo,
: reagente alcalinos ~
Alcalino : celulose e degradacéo da
em baixas :
hemiceluloses, celulose
temperaturas, por sem
longo tempo ~
9 P degradacao das
hemiceluloses
Utiliza solvente
NS Elevado
organico liquido e ~ . .
X Recuperagéo da investimento,
agua quente para e : ~
. L lignina e efetivo formagéo de
Solventes dissolver a lignina e
A . para o compostos
organicos a hemicelulose, L
tratamento de toxicos e
preservando a , ~
madeira. recuperacao do
celulose na fase
1 solvente
sélida.
Utiliza liquidos Reuso do
ibnicos, os quais liquido ibnico

Liquido ibnico

séo substancias
compostas de ions
e liquidas (<100 °C)
a temperatura
ambiente

apos 0 processo
Substrato final
com
digestibilidade
>90%

Alto custo dos
liquidos ibnicos

Fonte: AKHTAR et al. (2016); OGEDA; PETRI (2010)

2.2.2.1 Pré-tratamento acido

Segundo Xiang et al. (2003) durante a hidrolise realizada pelo o acido

sulfarico (H,SO4) na celulose ocorre uma reacdo heterogénea, a qual engloba

fatores fisicos e a reacdo quimica hidrolitica. O mecanismo molecular da clivagem

das ligagbes B (1>4) por &cidos encontra-se ilustrado na Figura 9.
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Figura 9 - Mecanismo da hidrolise acida na celulose

Fonte: XIANG et al. (2003).

No inicio da reacao, ocorre a protonacdo do oxigénio glicosidico (Figura 9 a),
o qual encontra-se entre duas unidades de glicose, formando um acido conjugado
(Figura 9 b). A clivagem da ligacdo C-O e a quebra do acido conjugado, ocorre a
formacdo de um carbocation, o qual é estabilizado pela deslocacdo de par de
elétrons existente sobre o oxigénio do anel glicosidico, adjacente a C1. Por fim,
depois do ataque nucleofilico da agua sobre C1(Figura 9 c) com regeneracdo do
acido (Figura 9 d e 9 e) o processo de despolimerizagcdo é encerrado, com a
producao de glicose (XIANG et al., 2003).

Entre os acidos diluidos, o acido sulfurico é o de primeira escolha, em
virtude de seu menor preco e por apresentar poucos problemas com corroséo
guando comparado a outros acidos. O uso de acidos diluidos minimiza os riscos de
corrosdo dos equipamentos e proporciona alta taxa de recuperacdo de produtos
qguimicos. O uso de acido diluido deve ser combinado com elevadas temperaturas
(180-230 °C) para se atingir a degradacao completa da celulose e altos rendimentos
de glicose (AKHTAR et al., 2016).

Segundo Ogeda e Petri (2010), em pré-tratamentos realizados com
associacdo de altas temperaturas e &cido sulfurico, as cadeias de celulose sao
degradas em seu mondmero, ou seja, moléculas de glicose, as quais podem ser

degradas em hidroximetil furfural. Em virtude da sua estrutura cristalina
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predominante, a celulose necessita de elevada temperatura e altas concentracdes
de &cidos para a desassociacdo das moléculas de glicose. Ao contrario da celulose,
a degradacao das hemiceluloses requer condi¢cdes mais brandas para liberacdo dos
seus acucares.

O emprego da hidrolise com acido diluido em residuo lignocelulésico esta
sendo explorado por diversos autores para a obtencao dos mais variados produtos.
Cuevas et al. (2015) analisaram diferentes métodos de pré-tratamento (agua
aquecida, acido sulfurico e solventes orgéanicos) do caroco de azeitona para
posterior sacarificacdo do mesmo. A associacdo de acido sulfarico e solventes
organicos foi efetiva e aumentou em 83 % o contetdo de celulose. Henrique et al.
(2013) produziram nanocristais de celulose utilizando a hidrdlise acida a partir do
caroco de manga, com o objetivo de emprega-los como material de reforco de

nanocompaositos.

2.2.2.2 Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino tem como objetivo remover a lignina para a
liberacdo da celulose e das hemiceluloses. A deslignificacdo ocorre com o
rompimento da ligacdo éster entre a lignina e as hemiceluloses, aumentando
consequentemente a porosidade do material. O mecanismo de acdo da hidrolise
alcalina consiste em realizar a dissolugdo da lignina e das hemiceluloses, e a
saponificacdo das ligacdes ésteres entre os constituintes. A retirada da lignina e das
hemiceluloses proporciona um aumento da cristalinidade dos residuos (KIM; LEE;
KIM, 2016).

Os principais reagentes utilizados sdo o hidroxido de so6dio (NaOH),
hidréxido de potassio (KOH), hidroxido de calcio (CaOH;) e ambnia (RASHID et al.,
2011). Entre estes, o hidroxido de sodio tem recebido uma atencédo especial em
virtude da sua alta capacidade de deslignificacdo, a qual é essencial para atingir a
alta digestibilidade da biomassa (SINGH; SUHAG; DHAKA, 2015).

Um dos passos cruciais para a hidrolise alcalina é a neutralizacdo apés o
processo, a qual visa remover a lignina e 0s compostos inibitorios, tais como, sais,
acidos fendlicos, furfural e aldeidos. A liberacdo lenta do hidroxido de sodio durante

a lavagem é um grande problema durante a neutralizacdo, pois demanda uma
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grande quantidade de agua e muito tempo. Uma neutralizacdo eficaz garante a
maxima atuacao da enzima (BHUTTO et al., 2017). Rashid et al. (2011) observaram
gue entre o diferentes pré-tratamentos empregados (acido nitrico, acido sulftrico e
hidréxido de sddio a 3%), o hidroxido de sédio proporcionou condicdo mais eficaz

para melhorar a sacarificacdo enziméatica (KIM; LEE; KIM, 2016).

2.2.3 Métodos Fisico-Quimicos de Pré-tratamento dos Residuos Lignoceluldsicos

Os métodos fisico-quimicos de pré-tratamento dos residuos lignocelulésicos
utiizam associacdo de métodos fisicos e quimicos visando aumentar a
digestibilidade da biomassa lignocelulésica. Alguns desses métodos encontram-se
descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Descricdo dos pré-tratamentos fisico-quimicos para os residuos

lignocelulésicos

Pré-tratamentos Caracteristicas Vantagens Desvantagens

Forca termo-mecénica

Incompleta
resulta em ruptura de
_ ) _ degradacéo da

biomassa pela repentina  Baixo custo e alto o
Exploséo a vapor _ _ lignina e geracao
liberacdo de presséo rendimento
de compostos

gerada pela saida de o

inibitorios.

vapor.

A biomassa é submetida
Alto custo da
a um reagente com

. _ . amonia e
amonia em um processo Baixa formacao de
Explosdo com recuperacao do
o com alta temperatura compostos _
amoOnia _ L reagente. Baixa
por poucos minutos, inibitérios.

_ solubilizacdo da
seguido da reducéo da
. _ celulose.
pressdo em seguida

_ Baixa degradacéo Requerida alta
Exploséo com fluido _ _
. da celulose, baixo presséo, baixa
) supercritico promove a o
Fluido supercritico custo e aumento deslignificacéo e
abertura dos poros da o _
_ da acessibilidade retirada da
biomassa. _
da celulose hemicelulose

Fonte: AKHTAR et al. (2016)
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2.2.3.1 Explosao a vapor

O método de explosdao a vapor tem sido empregado com sucesso para o
tratamento de diversas biomassas lignocelulésicas. O processo se caracteriza por
utilizar altas temperaturas e pressao durante alguns segundos ou poucos minutos.
Pode ser realizado com o sem a presenca de acidos, sendo que a utilizacdo de 1 %
do catalisador aumenta relativamente o processo de deslignificagdo (BHUTTO et al.,
2017).

Durante o processo, a elevada pressdo empregada causa a expansao da
biomassa, ocasionando a ruptura das suas fibras. Esse processo € influenciado por
alguns fatores, tais como, tempo de duracdo, tamanho da particula e umidade do
residuo. O melhoramento da sacarificacéo, a qual corresponde a etapa seguinte ao
pré-tratamento, esta relacionado com os efeitos fisicos no residuo. Embora seja um
método eficiente, essa técnica pode proporcionar uma demanda de produtos
inibitérios ao processo fermentativo (AKHTAR et al., 2016). Para remocdo dos
compostos inibitérios, a amostra tratada é lavada com agua, aproximadamente 20 a
25 % da amostra seca € removida com agua, este fato diminui consideravelmente
rendimento do processo de sacarificagdo (BHUTTO et al., 2017).

De acordo com Akhtar et al. (2016), o método de explosédo a vapor na
presenca de reagentes vem sendo aplicado frequentemente para a obtencdo de
acucares fermentesciveis, através do uso de matérias-primas de origem
agroindustrial, tais como, madeira, sabugo de milho, farelo de trigo, visando a
obtencdo de bioetanol, butano e metano. Ballesteros et al. (2006) empregaram
diferentes condi¢cOes de pré-tratamento por explosdo a vapor para o farelo de trigo
visando a producdo de bioetanol. Os autores observaram que as melhores
condi¢des foram de 190 °C e 10 min ou 200 °C e 5 min, com acido impregnado no
residuo. Tais condi¢cdes proporcionaram maiores rendimentos na conversdao em
etanol e agucares disponiveis.

Tomas-Pejo et al. (2017) observaram que o pré-tratamento por explosdo a
vapor para a co-producao de bioetanol e biodiesel, a partir do farelo de trigo,
apresentou um efeito positivo no rendimento de ambos o0s biocombustiveis.
Auxenfans et al. (2017) utilizaram o método de explosdo a vapor associada com

acido sulfarico diluido para o pré-tratamento do farelo de trigo, e observaram que o
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pré-tratamento diminuiu significativamente o contetdo de hemiceluloses e lignina da

biomassa, proporcionado melhores condicdes para a sacarificagdo enzimatica.

2.2.4 Métodos Biologicos de Pré-tratamento dos Residuos Lignoceluldsicos

Os pré-tratamentos biolégicos se caracterizam por utilizar microrganismos
e/ou enzimas capazes de degradar a lignina e as hemiceluloses para o pré-
tratamento da biomassa. Esses métodos sdo de grande interesse, por serem
sustentaveis e economicamente viaveis. Além disso, ndo sao utilizados reagentes
guimicos, assim ndo ha necessidade de processo de recuperacao do solvente e ndo
h& liberacdo de compostos toxicos ao ambiente, e em devido as condicbes amenas
empregadas durante 0 processo, as etapas seguintes de sacarificagcdo nao serao
inibidas (SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016).

Quando sdo empregados microrganismos, para a degradacao da lignina é
necessaria a producdo de enzimas lignoliticas microbianas, tais como, lacase,
manganés peroxidase e lignina peroxidase. Essas enzimas geralmente s&o
produzidas pelos basidiomicetos, dentre os quais os fungos de podridao branca,
fungos de podriddo marrom e fungos da madeira macica Sa4o 0S microrganismos
mais utilizados (SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016).

Os fungos de podriddo marrom e de madeira macica degradam de forma
incompleta a lignina, sendo efetivos para a degradacao da celulose e hemicelulose.
Serpula lacrymans, Coniophora puteana, Meruliporia incrassata, Laetoporeus
sulphureus, Gleophyllum trabeum; e Paecilomyces sp., Cadophora spp. sédo os
representantes desses grupos, respectivamente (AKHTAR et al., 2016).

Os fungos de podriddo branca se caracterizam por apresentarem uma alta
taxa de deslignificagdo, a qual influencia diretamente na producdo de acUcares
fermentesciveis. Segundo Akhtar et al. (2016) os fungos Hanerochaete
chrysosporium, Pycnoporus cinnabarinus, Phlebiaspp. Echinodontium taxodii, Irpex
lacteus e Pycnoporus sanguineus degradam especificamente a lignina. Enquanto,
gue os fungos Ceriporiopsis subvermispora, Phlebia brevispora, P. Floridensis, P.
radiata, Echinodontium taxodii, Euc-1, Gonodermasp., Oxysporussp, Trametes
versicolor, Pleurotus sajor-caju e Trichoderma reesei degradam niveis de

carboidratos e apenas 40 a 60 % da lignina.
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Os fungos promovem a degradacao da lignina por via anaerébica, através de
enzimas extracelulares (lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase),as quais
sado reguladas por fontes de carbono e nitrogénio, sendo produzidas como
metabolitos secundarios desses microrganismos (KUMAR; WYMAN, 2009). A
eficiéncia da degradacéao bioldgica pode ser influenciada por diversos fatores, desde
parametros vinculados ao processo (taxa de aeracdo, pH, tempo e temperatura de
incubacdo), a biomassa (natureza, composicdo da biomassa e umidade) e ao
microrganismo de escolha (fungos, bactérias e concentracdo do inoculo) (BHUTTO
et al., 2017).

Monrroy et al. (2011) analisaram o efeito do pré-tratamento bioldgico sobre
Pinus radiata e Eucalyptus globulu, pelos fungos Gloephylum trabeum e
Laetoporeus sulphureus. Os autores observaram mudancas estruturais em ambas
as biomassas, sendo que G. trabeum degradou maior taxa de hemiceluloses e
apresentou maior rendimento na hidrélise enzimatica que Laetoporeus sulphureus.

Apesar das inuUmeras vantagens do processo biolégico, o mesmo ainda
apresenta baixa taxa de rendimento de acuUcares e requer um longo periodo. Por
isso, varias pesquisas visam o melhoramento do processo, como a associacao de
microrganismos (fungos e bactérias), modificacdo genética de microrganismos e até
mesmo a associacdo com outros métodos de pré-tratamentos (KUMAR; WYMAN,
2009).

2.3 METODOS DE EXTRACAO DA CELULOSE E NANOCELULOSE DE RESIDUOS
LIGNOCELULOSICOS

Os residuos agroindustriais podem ser usados para a extracao da celulose,
importante componente da parece celular destes materiais. A celulose obtida a partir
de residuos agroindustriais apresenta varias propriedades de interesse, tais como
alta rigidez, resisténcia, bem como elevada estabilidade térmica, quimica e fisica, o
gue consequentemente permite a sua aplicacdo em diferentes processos sob
diferentes condi¢cdes operacionais (UMMARTYOTIN; MANUSPIYA, 2015). Além
disso, ha o interesse na atualidade na obtencdo da nanocelulose a partir da

celulose. O termo nanocelulose refere-se a materiais celulésicos, oriundos de



48

diferentes fontes lignoceluldsicas, que apresentam dimensdes em escala
nanomeétricas (SLAVUTSKY; BERTUZZI, 2014).

Entre as caracteristicas das nanoceluloses evidenciam-se a sua baixa
densidade, elevada cristalinidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, alta
resisténcia mecanica e térmica. Além disso, em virtude dos seus grupamentos
hidroxilas na superficie podem ser quimicamente modificadas, fato que aumenta
ainda mais as suas possibilidades de aplicacdo (MOON et al., 2011; BRINCHI et al.,
2013). Estes materiais podem ser produzidos por diferentes métodos, a partir de
diversas fontes lignocelulésicas. Sdo relatados dois tipos de nanocelulose na
literatura, as nanofibras de celulose e os nanocristais. Na tabela 4, encontram-se as

diversas denominacdes desses matérias e as suas principais diferencas.

Tabela 4 - Tipos de nanoceluloses

Nomenclatura Abreviacdes Distribuicdo de tamanho
o Didmetro: 5 — 100 nm
Nanocristais de celulose, CNC, NCC, ,
o Comprimento: 50 a 500 nm (vegetal) e
nanocristalito de celulose, CNXL, XNL, . o
_ 100 nm a varios micrdometros (algas,
nanowhiskers de celulose CNW .
tunicados)
Nanofibras de Celulose, Diametro: 5 — 100nm
Celulose nanofibrilada, CNF, NFC Comprimento: varios micrometros

Celulose microfibrilada
Fonte: ABDUL-KHALIL; BHAT; YUSRA (2012); KAUSHIK; MOORES (2016)

Os nanocristais de celulose (NCC) caracterizam-se por apresentarem forma
cilindrica e cristalina, com flexibilidade reduzida. Possuem um diametro tipico de 5 a
100 nm e comprimentos que variam entre 50 a 500 nm. S&o constituidos por 100 %
de celulose e possuem alta cristalinidade (54 a 88 %). Obtidos principalmente a
partir da hidrolise acida das fibras de celulose. Os nanocristais podem ser extraidos
de diversas fontes vegetais. Nascimento et al. (2014) otimizaram a extracdo de
nanocristais de celulose a partir de fibras extraida do coco verde, os materiais
obtidos apresentaram cerca de 172 nm de comprimento e 8 nm de diametro.

As nanofibras de celulose (NFC) apresentam diametros menores que 100
nm e comprimentos de varios micrometros, apresentam regiées amorfas e cristalinas

e flexibilidade estrutural devido a sua elevada razédo de aspecto (razdo L/D), que é
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definida pela relacéo entre o comprimento (L) da fibra e o seu diametro (D). A razdo
de aspecto para a celulose nanofibrilada varia de 100 a 150, enquanto que 0s
nanocristais apresentam razfes de aspecto entre 10 e 100 (ABDUL-KHALIL; BHAT;
YUSRA, 2012).

Na Figura 10 encontra-se um esquema hierarquico a partir da biomassa
lignocelulésica da madeira até a nanocelulose, e as suas respectivas escalas
(ABDUL KHALIL et al., 2014; FERNANDES et al., 2013).

Figura 10 - Esquema hierarquico a partir da biomassa da madeira até a

nanocellulose
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Fonte: ABDUL KHALIL et al. (2014); FERNANDES et al. (2013).

Quando sdo empregados residuos lignocelulésicos para a obtengdo de
nanocelulose, a primeira etapa consiste da extracdo da celulose do complexo
celulose-hemicelulose-lignina, isto é, o desmembramento deste complexo por meio
de técnicas de deslignificacdo e pré-tratamentos, sem a destruicdo das fibras
celulésicas. Desta forma, € possivel separar seletivamente a lignina e as
hemiceluloses, removendo-as da fibra por métodos quimicos, térmicos, fisicos,
bioldgicos, ou por combinacdes destes. O emprego dos meétodos depende da
qualidade de separacédo que se deseja obter (SILVA et al., 2009).

Como pode ser observado na Tabela 5, muitas técnicas podem ser

empregadas para a extracao da fase amorfa, constituida de lignina e hemiceluloses.
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Segundo Ng et al. (2016), dentre as técnicas de purificacdo, o tratamento alcalino é
0 mais empregado, e 0 mecanismo se baseia na despolimerizacdo de parte da
lignina e a hidrolise da ligacbes de hidrogénio entre os grupamento -OH das
hemiceluloses. Além disso, ocorre a ruptura das ligacdes de hidrogénio da fibra, por
ionizar os grupos -OH. E um método eficaz para a remocdo de lignina e
hemiceluloses, e consequentemente aumenta a exposi¢cdo da celulose. Entretanto,
remove parcialmente as impurezas presentes na superficie das fibras, tais como,
pectinas, ceras, 6leos, entre outras. O tratamento alcalino muitas vezes pode ser
associado a um digestor e ou autoclave, visando uma maior eficacia do processo
(NG et al., 2016).

Tabela 5 - Técnicas de extracéo da celulose da parede celular.

Métodos Parametros

- Solucdo alcalina de hidroxido de sédio
Tratamento alcalino - Digestor (autoclave)
- Solucéo de antraguinona

Branqueamento -Solucao de clorito de sédio
- Hipoclordrito de sédio
- Peréxido de hidrogénio

Exploséo a vapor - Uso de autoclave ou digestor.
Irradiacéo de feixes de elétrons - Irradiacé@o acima de 300 kGy
Tratamento enzimatico - Endoglucanases

- Celobiohidrolases

Hidrolise Acida - Acido Sulfirico
- Acido hipocloridrico
-Acido peracético

Fonte: Adaptado de NG et al. (2016).

O processo de branqueamento com peroxido de hidrogénio, também € um
método de grande interesse para a degradacdo da lignina e hemiceluloses.
Apresenta baixo custo e provoca a oxidacdo da lignina e consequentemente a

descoloracdo da mesma de forma eficiente. Aléem disso, outras reacdes acontecem
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nesse processo, como a ruptura dos anéis aromaticos e hidrélise da lignina, ou até
mesmo a conversao dos grupos fendlicos da lignina em aldeidos, quinonas e
carbonila (MANCERA et al., 2010).

Apés degradacdo da regido amorfa, a fibra purificada pode ser processada
para ser obtida em escala nanométrica, por varios meétodos biotecnolégicos e
nanotecnoldgicos, tais como, hidrolise &cida, homogeneizacdo, fluidizacéao,
esmirelhamento, ultrassonicacdo, tratamento enzimatico entre outros. Segundo Ng
et al. (2016) os métodos mais utilizados sdo a hidrélise acida e a desfibrilacao
mecanica. Na hidrdlise acida a regido amorfa da celulose é degrada, originando a
nanocelulose.

Fahma et al. (2016) produziram nanocristais de celulose a partir de fibras de
cana de acucar utilizando hidrélise acida. Os autores observaram que oS
nanocristais submetidos ao processo de neutralizacdo dos ions de sulfato com
NaOH, proporcionaram melhorias significativas nas propriedades mecéanicas dos
filmes. Nepomuceno et al. (2017) extrairam nanowhiskers de celulose de Cereus
jamacaru, conhecido como cacto nativo da caatinga de nordeste do Brasil. Os
autores empregaram tratamento alcalino e branqueamento, seguidos de hidrolise
acida para a producéo de nanowhiskers de celulose. Os autores observaram que as
trés etapas foram necessarias para a remoc¢ao da matrix amorfa e a producdo de
nanocristais de celulose com tamanhos de 260 a 400 nm.

Véarios métodos tém sido relatados na literatura para a obtecdo da celulose
nanofibrilada, como homogeneizacdo de alta pressdo (JONOOBI et al., 2009),
moagem (HASSAN et al, 2011), microfluidizacdo (FERRER et al., 2012),
ultrassonicacédo (QUA et al., 2011). Os tratamentos quimicos ou enzimaticos podem
ser combinados aos mecanicos. Zimmermann, Pohler e Geiger (2004) obtiveram
celulose nanofibrilada pela combinacdo da hidrélise acida associada a
homogeneizagdo. Paschoal et al. (2015) produziram celulose nanofibrilada a partir
da casca da aveia empregando hidrolise acida e ultrassonicacdo e obtiveram
nanofibras de celulose com 70 a 100 nm de didametro e comprimentos de varios
micrometros.

Entretanto, para a obtencdo destes nanomateriais emprega-se uma
guantidade elevada de solucfes basicas ou acidas no branqueamento (dos residuos
lignoceluldsicos) e a hidrolise acida propriamente dita da celulose envolve longos

tempos de reacdo e baixos rendimentos de producdo, assim como sédo geradas
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grandes quantidades de efluentes nas etapas de lavagem ao final da sua producéo
(CARDOSO et al., 2013). Portanto, a busca por processos menos poluentes para a
obtencao destes materiais € um desafio nesta &rea, podendo resultar em tecnologias
sustentaveis para a sua obtencéo a partir de diferentes matérias-primas.

Segundo Cardoso et al. (2013) o método de extrusdo reativa para a
producao de nanocelulose apresenta uma reducédo do tempo de reacdo e gera uma
menor quantidade de efluentes. O processo de extrusdo reativa foi empregado de
forma efetiva por Merci et al. (2015) para a producéo de celulose microcristalina a
partir da casca de soja. Os autores concluiram que o0 processo de extrusdo € um
método efetivo para a producdo de celulose microcristalina, além de gerar uma

menor quantidade de efluentes e com menor custo que os métodos tradicionais.

2.3.1 Extruséo Reativa Para Extracdo De Celulose e Nanocelulose

A extrusdo reativa tem sido relatada como um processo viavel para a
modificacdo quimica de polimeros. A modificacdo das fibras pode ser realizada por
extrusdo, através da combinacdo de 4&cidos, calor, pressdo, temperatura e
cisalhamento. Dessa forma, ha um ganho significativo em eficiéncia, combinando-se
0s processos de mistura e modificacdo quimica em uma etapa Unica, sem a geragao
de efluentes, o que favorece a viabilidade comercial do produto, a um preco
competitivo (LIU et al., 2009).

Basicamente, neste método, rapidamente o vapor e a alta presséo
proporcionam o aquecimento e a reducdo de tamanho da biomassa. Em seguida, a
pressdo é reduzida o que proporciona a descompressdo do material (TALEBNIA,;
KARAKASHEV; ANGELIDAKI, 2010). A adicdo de um catalisador (4cido ou base)
visa aumentar a disponibilidade da celulose da biomassa, diminuir o tempo e a
temperatura de processo e facilitar a agdo das enzimas utilizadas durante a
fermentacao (SINGH; SUHAG; DHAKA, 2015).

O processo de extrusao reativa para a extragao de celulose e nanocelulose
€ inovador, atraente e recente, onde a biomassa lignocelulésica € submetida
alteracOes fisico-quimicas durante a passagem pela extrusora. Acredita-se que a
velocidade do parafuso e a temperatura acarretam desfibrilacéo, e encurtamento das

fibras de lignina, perturbando a estrutura e proporcionando maior acesso a celulose
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(CHEN et al., 2011). Este tratamento foi investigado pela primeira vez nos anos 80
para residuos de culturas, serragem e residuos sélidos urbanos em presenca de
acido sulfarico diluido. Lamsal et al., (2010) e Yoo et al., (2011) descreveram um
processo semelhante utilizando uma extrusora duplo parafuso e acido sulftrico
concentrado.

O processo de extrusdo reativa vem sendo explorado por varios
pesquisadores para o pré-tratamento da biomassa com resultados satisfatérios. Fan
et al. (2014) compararam dois métodos para o pré-tratamento (extrusdo reativa com
acido diluido e hidrdlise acida) do sabugo de milho. Os autores verificaram que o
processo de extrusdo reativa proporcionou uma maior recuperacdo da xilose e
conversdo da celulose. Além disso, a extruséo reativa aumentou a eficiéncia da
hidrélise enzimatica.

De acordo Moon et al. (2011) e Brinchi et al. (2013) as nanoceluloses
apresentam varias aplicacdes, tais como reforcos em materiais poliméricos,
implantes biomédicos, excipientes farmacéuticos e veiculos de farmacos, fibras
téxteis, moldes para componentes eletronicos, separacdo membranas, baterias,
supercapacitores, blocos de construcédo, polimeros eletroativos, entre outros. Além
disso, devido a sua alta capacidade de interagdo, as nanoceluloses podem ser
modificadas com a insercao de grupamentos quimicos com atividade antimicrobiana,
como por exemplo, as nanoparticulas de prata. As fibras e nanofibras de celulose
com propriedades antimicrobianas podem ser empregadas para a producdo de
embalagens ativas, que tém como objetivo prolongar o tempo de vida util dos
alimentos e diminuir a transmissdo de microrganismos patogénicos (SEYDIM,;
SARIKUS, 2006).

2.4 CONCEITO DE BIORREFINARIAS E O APROVEITAMENTO DOS RESIDUOS
LIGNOCELULOSICOS

De acordo com Vaz Jr. (2013; 2014), o conceito de biorrefinarias ainda é
recente, e estd relacionado ao aproveitamento integral da biomassa vegetal,
seguindo a mesma ideia de uma refinaria de petréleo, porém muito mais sustentavel
do que a segunda, e tem como objetivo substituir produtos e processos baseados

em fontes de matérias-primas nao renovaveis por produtos e processos que utilizem
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a biomassa como matéria-prima, e o desenvolvimento e pesquisa de novas
tecnologias que levem ao aproveitamento de todo o potencial econbmico e
energético da biomassa devem ser consideradas.

O Brasil € um importante exportador de commodities agricolas e um dos
principais produtores mundiais de biomassa, principalmente a agroindustrial. Porém,
mesmo sendo estratégica a producdo e exportacdo de tais commodities, a
possibilidade de agregar valor a biomassa deve ser considerada como uma
oportunidade de geracdo de conhecimentos técnicos cientificos nacionais e de
minimizacdo dos impactos ambientais (VAZ Jr., 2011). Na Figura 11 encontra-se um
diagrama do conceito de biorrefinaria ilustrando o potencial aumento do valor

agregado dos produtos obtidos a partir da biomassa.

Figura 11 - Diagrama do conceito de biorrefinaria apresentando o potencial de valor

agregado dos produtos

Produtos

Quimicos

Biocombustiveis Materiais

Biorrefinaria Produtos
Quimicos

Fonte: adaptado da Sociedade Ibero-Americana para o Desenvolvimento das
Biorrefinarias apud Vaz Jr. (2011).

As biorrefinarias vem ganhando destaque no setor econémico, estas
apresentam grande potencial para alcancar a mesma importancia dos produtos
fosseis. A Dbiorrefinaria se caracteriza por produzir diversas formas de

biocombustiveis e bioprodutos, utilizando a biomassa ou materiais organicos como
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matéria-prima. Além disso, as biorrefinarias sdo capazes de produzir uma gama de
produtos em um unico processo de maneira sustentavel. Por exemplo, em um
sistema de biorrefinaria, em uma Unica etapa, podem ser produzidos combustiveis,
lubrificantes, polimeros, racdo animal, fertilizantes organicos e energia. Assim
sendo, além de contribuir para varios setores econdémicos, utiliza uma tecnologia
limpa e sustentavel (BUDZIANOWSKI; POSTAWA, 2016).

O conceito de biorrefinaria é bastante amplo e abrangente em seu potencial
de aplicacao industrial e econémico, podendo incluir a pesquisa e desenvolvimento
de produtos quimicos e processos a partir da desconstrucdo do material
lignoceluldsico constituinte das plantas, além de seu processamento térmico. Na
desconstrucdo, a biomassa, ap0s passar por diversos tipos de pré-tratamentos
fisicos e quimicos, disponibiliza os polimeros lignina, celulose e hemiceluloses (VAZ
Jr., 2011).

Segundo Abdul khani et al. (2017) muitos residuos agroindustriais podem ser
utilizados em processos de biorrefinaria. Entre eles, a soja possui um alto potencial
para ser empregada em sistema de biorrefinaria, pois pode ser utilizada como um
todo para a producdo dos mais variados produtos. O Oleo extraido, através da
transesterificacdo pode originar o biodiesel. A casca residual da soja é um residuo
promissor que pode ser utilizado para a producdo de celulose e nanofibras de
celulose. O residuo gerado para o pré-tratamento (liquor escuro) pode ser incinerado
na caldeira de recuperacédo, e o vapor gerado podera ser utilizado para a producao
de energia.

Garcia et al. (2016) relataram que a celulose e a nanocelulose, assim como
o0 bioetanol, atualmente se tornaram produtos promissores a serem obtido nos
sistemas de biorrefinarias, entre as suas caracteristicas estdo a fonte renovavel,
possibilidade de producdo a partir de diferentes residuos, grande aplicabilidade,
entre outros.

Sendo assim, este trabalho propde o aproveitamento de alguns residuos
lignoceluldsicos provenientes da agroindustria, tais como a casca de soja,a casca de
aveia e o farelo de trigo, para diferentes aplicacdes (obtengcéo de substratos para
fermentacao, celulose e nanocelulose), através da combinacdo de métodos fisicos e
quimicos, tendo em vista a menor geracdo de efluentes quando comparados aos

métodos convencionais empregados.
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3 CAPITULO Il : NANOFIBRILATED CELLULOSE OBTAINED FROM OAT HULLS
BY REACTIVE EXTRUSION

Abstract

The objectives of this study were to produce nanofibrillated cellulose (NFC) from oat
hulls (OH) employing a simple method based on reactive extrusion combined or not
with previous bleaching with peracetic acid, and to characterize the obtained
materials according to their microstructure, morphology, crystallinity and thermal
stability. OH extruded in three sequential steps with NaOH and H,SO, (twice)
resulted in nanofibers with diameters around 100 = 25 nm, with a yield of 60 %
considering the initial cellulose content. OH bleached with peracetic acid followed by
acid hydrolysis performed by reactive extrusion resulted in thinner fibers, with
diameter of 12 + 2 nm, with a yield of 65 % considering the initial cellulose content.
NFC produced in this work presented diameters of nanometric scale and lengths of
several micrometers, higher crystallinity indexes and thermal stability than the raw
material. Reactive extrusion and the combination of peracetic bleaching were
effective in production of NFC from OH, and it has the advantages of simplicity and
was less polluting than the conventional methods

Key-words: agroindustrial residue; nanocellulose; peracetic acid.
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3.1 INTRODUCTION

Agriculture sector generates approximately 140 billion of lignocellulosic
biomass every year in all world, and Brazil is known to have high diversity of its
renewable natural resources, being the agribusiness one of its main business
activities (Forster-Carneiro et al., 2013; Gupta and Verma, 2015).

Oat hulls (OH) are the main by product of oat groat milling and Brazil
produced 706 million ton of oat in the 2016/2017 harvest (Conab, 2016). OH
presents in its composition about 90 % fiber (Paschoal et al., 2015), and also could
be an attractive source of cellulose, containing about 38 — 48 % cellulose, 25 — 35%
hemicelluloses and 10 — 15 % lignin (Paschoal et al., 2015; Valdebenito et al., 2017).

Cellulose can be obtained from several wastes, using different extraction
processes (Klemm et al., 2011), and in the last few years that are an increased
interest in nanocellulose. Nanocellulose is defined as a material smaller than100 nm
in at least one dimension (Qu et al., 2013). According to Garcia et al. (2016) and
Kaushik and Moores (2016), nanocellulose (NC) materials are classified in two main
families: (i) cellulose nanocrystals (CNC), which are crystalline materials with 3 — 15
nm in diameter and 50 — 500 nm in length, being obtained by acid hydrolysis
treatament of cellulose; and (i) cellulose nanofibers or nanofibrillated cellulose
(NFC), which are composed by interconnected webs of tiny fibers with diameters in
the nanometric scale (< 100 nm) and lengths of several micrometers.

Several methods have been reported in the literature for obtaining NFC, such
as high-pressure homogenization (Jonoobi et al., 2009), milling (Hassan et al., 2012),
microfluidization (Ferrer et al., 2012) and ultrasonication (Qua et al., 2011). Chemical
or enzymatic treatments can be combined with mechanical treatments. Zimmermann
et al. (2010) obtained nanofibrillated cellulose by the combination of acid hydrolysis
associated with homogenization. Paschoal et al. (2015) produced NFC from oat hulls
employing acid hydrolysis and ultrasonication. Valdebenito et al. (2017) employed
oxidation combined to high-pressure homogenization to obtain NFC.

The obtainment of CNC or NFC from lignocellulosic residues, hemicelluloses
and lignin have to be removed. The resulting cellulose has to be hydrolised, and
higher amounts of reagents are required in the usual processes, including several
steps of bleaching and acid hydrolysis of the residue, resulting in long process and

higher amounts of effluents. Merci et al. (2015) reported the production of
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microcrystalline cellulose from soybean hulls employing reactive extrusion, they
reported that reactive extrusion is an efficient method because provides a
combination of thermo-mechanical and chemical treatment for the extraction of
cellulose from lignocellulosic residues, resulting in lower amounts of effluents and
higher yields.

The production of CNC or NFC cellulose employing reactive extrusion was not
reported in literature, and the objectives of this study were to produce nanofibrillated
cellulose from oat hulls employing a simple method based on reactive extrusion, and
to characterize the obtained material according to its microstructure, morphology,

crystallinity and thermal stability.

3.2 MATERIAL AND METHODS

3.2.1 Material

Oat hulls were kindly provided by SL Alimentos (Maua da Serra, Parana,

Brazil), dried (45 °C), and milled to yield particles < 0.30 mm.

3.2.2 Reactive extrusion for production of NFC

Single screw extruder (AX Plastics, Diadema, SP, Brazil) with a screw
diameter of 1.6 cm and a screw length/diameter ratio (L/D) of 40, with four heating
zones and a matrix of 0.8 cm in diameter was employed to obtain NFC. The
temperature in all extruder zones was fixed at 110 °C and the screw speed was 100
rpm.

The oat hulls were extruded based on previous work (Merci et al., 2015) with
some modifications, and in all cases the samples were prepared and allowed to
stand for 1 h in sealed plastic bags before extrusion (Table 1). A control sample
called EOH (Table 1) was extruded without any reagent other than water, resulting in

a final moisture content of 32 %.
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Table 1 - Processing conditions to obtain nanofibrillated cellulose from oat hulls

Sample Bleaching with NaOH (%) H.SO,4 (%) Moisture(%)

Peracetic acid

EOH - - - 32
EOH1 - 10 2 32
EOH2 - 10 2(2X) 32
BOH 1X - - -

BEOH 1X 2 32

The EOH1 sample (Table 1) was obtained from the OH after a two-step
extrusion process, in the first step, the OH was extruded with NaOH, followed by
extrusion with H,SO, in the second step. The EOH2 sample (Table 1) was obtained
from the OH after a three step extrusion process, in the first step, the OH was
extruded with NaOH, followed by two sequential extrusions steps with H,SO,4. For
EOH1 and EOH2, the reagents were dissolved in distilled water and mixed with the
OH, resulting in a final moisture content of 32 %.

The BOH sample (Table 1) was bleached with peracetic acid and BEOH
sample was bleached and then extruded by one-step extrusion process when the
BOH was extruded with H,SO4. The bleaching of BOH and BEOH samples was
performed according to Nascimento et al. (2016) with modifications. OH (120 g) were
immersed in 2 L of a peracetic acid solution prepared by mixing 50 % acetic acid
(Synth — Brazil), 38 % hydrogen peroxide (Synth — Brazil) and 12 % distilled water.
The sample was maintained at 60°C under vigorously stirring for 48 h. Then, the
bleached sample was neutralized until pH 5-6. The sample was dried at 60°C in an
air-circulating oven (Tecnal — S&o Paulo-Brazil) for 24 h and and milled to yield
particles < 0.30 mm.

After each extrusion step, all samples were washed with distilled and
neutralizaded until pH 5-6. Then, the samples were dried in a ventilated oven at 40
°C (035 Marconi MA — S&o Paulo, SP, Brazil) and milled to yield particles < 0.30

mm.
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3.2.3 Centesimal composition of oat hulls

The centesimal composition of the oat hulls (proteins, lipids, moisture and ash)
was determined by following Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
methods (2003), and the total carbohydrates were calculated by taking the
difference. The total dietary fiber and soluble and insoluble fractions were determined
according to AACC methods (AACC method 32-07, 1990). All determinations were

run in triplicate.

3.2.4 Characterization of OH and OH submitted to reactive extrusion.

3.2.4.1 Cellulose, hemicellulose and lignin contents

The cell wall constituents (cellulose and hemicelluloses) were determined
employing the Van Soest (1965) method. The lignin content was determined
according to a standard method of Technical Association of Pulp and Paper Industry
TAPPIT222 om-88.

3.2.4.2 Scanning electron microscopy (SEM)

SEM analyses were carried out with a FEI Quanta 200 microscope (Oregon,
USA). Firstly, the dried samples were mounted for visualization on bronze stubs
using double-sided tape. The surfaces were then coated with a thin gold layer (40-50

nm), and it was utilized an accelerating voltage of 30 kV for all samples.

3.2.4.3 Atomic force microscopy (AFM)

AFM micrographs were recorded with a NanoSurf FlexAFM instrument (AG,
Switzerland), using silicon AFM probes. Topography was analyzed in air. The
average of nanofibers size was estimated from line scans performed on about 20

fibers using ImageJ™ software.
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3.2.4.4 Fourier Transform-Infrared Spectroscopy (FT-IR)

The samples were pulverized and dried, then mixed with potassium bromide
and compressed into tablets. The FT-IR analysis was performed using a Shimadzu
FT-IR — 8300 (Japan), with a spectral resolution of 4 cm™ and a spectral range of
4000-500 cm™.

3.2.4.5 X-ray diffraction (XRD)

The crystallinity of each sample was investigated using XRD. The samples
were finely powdered (particles < 0.149 mm) and the analysis was performed using a
PANalytical X'Pert PRO MPD diffractometer (Netherlands) with copper Ka radiation
(A=1.5418 A) under the operational conditions of 40 kV and 30 mA. All of the assays
were performed with a ramp rate of 1°/min. The relative crystallinity index (Cl) was
calculated using the Segal, Creely, Martin, and Conrad (1959) method, as follows: CI
(%) = ([(looz - lam)[/l002)*100, where lgo2 is the intensity of the 002 peak (at
approximately 26 = 20°- 22°) and lan, is the intensity corresponding to the peak at 26
= 18°.

3.2.4.6 Thermogravimetric analysis (TGA)

For the thermogravimetric analysis (TGA 50 - Shimadzu, Japan) the samples
(approximately 10 mg) were heated from 0 to 600 °C at a heating rate of 10 °C/min .
The assays were performed under a nitrogen atmosphere (50 mL min™).

3.2.5 Statistical analysis
The data were performed with Statistica software version 7.0 using analyses

of variance (ANOVA) and Tukey's mean comparison test (p < 0.05) (Statsoft, OK,
USA).
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3.3 RESULTS AND DISCUSSION

The OH employed in this work presented 6.08 = 0.61 % moisture, 0.83 £ 0.02
% ash, 5.53 + 0.25 % proteins, 0.67 + 0.01 lipids and 86.09 £ 2.01 % carbohydrates.
The total dietary fiber content of OH was 85.06 + 1.05 %, with 78.00 + 1.82 % of
insoluble fibers and 0.18 + 0.01 % os soluble fibers; the most important components
of the OH were the carbohydrates, especifically the insoluble dieraty fiber fraction.

Our result of insoluble dietary fiber, which comprises cellulose, hemicelluloses
and lignin, was similar to the observed by Tamanini et al. (2004). Jacometti et al.
(2015) observed a higher dietary fiber content (89 %) for oat hulls, and these
variations could be attributed to the climate, geographic localization or age of the
crop. According to Haque et al. (2017), the lignocellulosic residues are made up
mainly of insoluble fibers, comprising cellulose (25 — 50 %), hemicelluloses (8 — 47
%) and lignin (7 — 40 %).

As seen in Table 2, all extruded and bleached samples (EOH1, EOH2, BOH
and BEOH) presented cellulose, hemicelluloses and lignin values significant different
(p < 0.05) from raw oat hulls (OH) values. The hemicelluloses and lignin contents
reduced in all samples. Cellulose increased when compared to raw OH, showing that
the processes employed in this work were effective in removing lignin and
hemicelluloses. According to Ng et al. (2016), the most critical stage of cellulose
extraction from lignocellulosic residues corresponds to the pre-treatment, and many
techniques have been studied to remove the amorphous matrix consisting of lignin

and hemicelluloses.

Table 2 - Cellulose, hemicelluloses and lignin contents and crystallinity index (ClI) of

oat hulls samples submitted to reactive extrusion and/or to bleaching

Samples Cellulose (%) Hemicelluloses (%) Lignin (%) Cl (%)
OH 31.16+1.15e 28.72+0.25a 18.12+0.63 a 32.09¢c
EOH 34.32+2.06 e 26.40 £ 0.53 a 15.00+1.30b 39.00 ¢
EOH1 53.14+1.95d 18.38+0.35b 12.76 £+ 0.98 c 66.00 b
EOH2 61.21+0.92c 16.64+0.42b 9.62+0.75d 68.00 b
BOH 81.97+0.81b 9.84+0.30c 550+1.24e 75.05 a
BEOH 87.10+0.32 a 7.74+£0.47c 3.01+042f 79.71 a
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* Different letters in the same column indicate significant differences (p < 0.05) between
means (Tukey test).
It is important to observe (Table 2) that the sum of the percentage of cellulose,

hemicelluloses and lignin in the raw OH corresponded to 78.00 % of the total dry
matter, while in the samples submitted to reactive extrusion and/or bleaching
presented 84.28 % (EOH1), 87.47 % (EOH2), 97.31 % (BOH) and 97.85 % (BEOH),
confirming that other components (e.g. proteins, extractives and ashes) of OH were
removed.

BEOH sample (bleached and extruded with H,SO,4) had the higher cellulose
content (87.10 %) and the lower hemicelluloses (7.74 %) and lignin contents (3.01
%), and this treatment was the more effective in obtainment of cellulose from OH.
EOH2 sample, which was extruded with NaOH followed by two extrusion steps with
H.SO, presented 61.21% of cellulose, 16.64 % of hemicelluloses and 9.62 % of
lignin, however this sample was prepared exclusively by extrusion in a shorter time
when compared to BEOH, generating lower amounts of effluents. Merci et al. (2017)
reported that soybean hulls extruded with NaOH followed by an extrusion step with
H.SO, resulted in microcrystalline cellulose with 83.97 % of cellulose, however the
initial lignin content of soybean hulls was 1.54 %, much lower that the initial lignin
content of OH employed in this work, and this higher lignin conten to be removed
could affect the process efficiency.

Considering the initial cellulose content of raw OH employed to obtain EOH2
and BEOH samples, the yield of them were 60 % and 65 %, respectively. These
values were higher than that obtained by Paschoal et al. (2015), which produced
nanocellulose from oat hulls employing bleaching with peracetic acid followed by
conventional acid hydrolysis with H,SO4 resulting in a yield of 32 %. Flauzino-Neto et
al. (2013) obtained yields ranging from 8 and 20 % when they produced cellulose
nanocrystals from soybean hulls employing acid hydrolysis with H,SO,4.These authors
reported that the mass loss of cellulose during the extraction processes could be
attributed to the breakdown of cellulose chains during bleaching and the loss of

material in washing and filtering processes.
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3.3.1 Scanning electron microscopy (SEM)

Figure 1 presents SEM images of OH, EOH, EOH1 and BOH surfaces. OH
and EOH presented a well-organized and compact structure composed by cellulose
embedded in a noncellulosic matrix composed mainly of hemicelluloses and lignin,
which is characteristic of lignocellulosic materials. In EOH1 sample, the extrusion
with NaOH followed by H,SO, resulted in the removal of most hemicellulose and
lignin present in raw OH, which permits the defibrillation of cellulose resulting in
individualized cellulose microfibers. In BOH sample, the bleaching with peracetic acid
also resulted in individualized cellulose microfibers (Figure 1), however with a high
cellulose purity than EOH1 (Table 2).

Figure 1 - Micrographs obtained using SEM: OH, EOH, EOH1 and BOH

100um EOH1 1mm BOH

Cellulose is the core of lignocellulosic complex, and according to Ng (2016),
during the bleaching the amorphous matrix of hemicellulose and lignina will be
removed. Despite the increase of celulose content, it was impossible to obtain SEM
images from EOH2 and BEOH samples with good resolution, probably because

these samples resulted in NFC - nanofibrillated cellulose (as observed by AFM
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images), which presents a trend of agglomeration, thus the morphology of these two
samples was observed by AFM.

More information about these both materials (EOH2 and BEOH) were obtnied
preparing a suspension (10 % m/v) of each sample was prepared in water wich was
submitted to ultrasonication for 15 min at 40% power output using a Fisher Scientific
Sonicatior model 505 (Pittsburgh, PA - USA), coupled with a probe with tip diameter
of 1.27 cm. After this procedure, the suspensions were allowed to stand for 1 h for
decantation of the larger particles, and the liquid phase were observed by AFM

(results discussed bellow).

3.3.2 Atomic force microscopy (AFM)

It can be observed by AFM images of EOH2 and BEOH (Figure 2) that these
samples can be classified as NFC, with an aspect of interconnected webs of tiny
nanofibers with diameters of 100 + 25 nm and 12 + 2 nm respectively, and lengths of
several micrometers. In addition, the aqueous suspensions of these samples (EOH2
and BEOH) were stable, and there was no sedimentation when they were stored at
room temperature during 24 h. Valdebenito et al. (2017) also reported the production
of NFC with comparable characteristics of our materials (diameters around 20 nm
and lengths of several micrometers) using a combination of chemical (2,2,6,6-
tetramethylpiperidinyl-1-oxyl (TEMPO) mediated oxidation) and mechanical treatment
(high-pressure homogenization).

Figure 2 - AFM pictures for cellulose nanocrystals: EOH2 and BEOH

500 nm EOH2 500 nm BEOH
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3.3.3 Fourier Transform-Infrared Spectroscopy (FT-IR)

The FT-IR spectra of oat hulls samples are demonstraed in Figure 3. Some
diferences observed in FT-IR spectra can be associated with bleaching and reactive
extrusion process that modified the composition of the samples. In addition, the FT-
IR spectra also revealed that the samples had similar chemical groups due to some

similarities.

Figure 3 - FT-IR spectra of OH, EOH, EOH1, EOH2, BOH, and BEOH
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All spectra showed a wide absorption band corresponding to O-H stretching
between 3400 and 3200 cm™, which indicates hydrogen bonding interactions in these
materials.

The band observed around 2900 cm™ for all samples was assigned to the -
CH, stretching vibrational modes. For all samples there was a band at 1650 cm™,
which was associated with the angular O—H bending of water molecules. This band
at 1650 cm™ can also be associated with to the C=C stretch of the aromatic ring in
the lignin (Sun et al., 2004), and this can explain why this band appeared with a
slightly higher intensity in OH sample. The contribution from the absorbed water
predominates in the case of BEOH, BOH, EOH2 and EOH1, but in the raw oat hull
(OH) this band could be attributed to the lignin.

The bands at 897 cm™ were observed in BEOH and BOH. According to

Flauzino Neto et al. (2013) the band 897 cm™ is an indicative of the presence of
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cellulose and attributed to the C-O-C stretching vibrations of the characteristic B (1

—4)-glycosidic linkage.

3.3.4 X-ray diffraction

The X-ray diffraction patterns of samples are shown in Figure 4 and
crystallinity indexes (Cl) in the Table 2. In general, the DRX patterns of agro-
industrial lignocellulosic residues are constituted of an amorphous broad hump and
crystalline peaks, which are characteristic of semicrystalline materials (Flauzino-Neto
et al., 2013; Paschoal et al.,, 2015), as observed for all samples in this work.
Cellulose is responsible for the crystalline fraction, hemicelluloses and lignin for the
amorphous fraction (Johar et al., 2012), thus on samples with the higher cellulose
contents the contribution of the crystalline fraction increased on its DRX patters,

which can be observed by the increase in Cl (Table 2).

Figure 4 - X-ray diffractograms of OH, EOH, EOH1, EOH2, BOH, and BEOH
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All samples presented peaks 26 = 22.5° and this is the only peak that was

present in raw OH and EOH patterns (Figure 4), this peak became more defined after
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extrusion and/ or bleaching of OH. Other two peaks appeared in all the other
samples, at 26 = 16.0° and 34.0° and these peaks are characteristic of type |
cellulose (Ford et al., 2010; Johar et al., 2012; Moran et al., 2008; Nascimento et al.,
2016; Paschoal et al., 2015). Bleached and hydrolyzed samples did not exhibit any
variation in their polymorph type compared with the original fibers, demonstrating that
these process don’t change the crystal organization of the material.

OH and EOH had crystallinity indexes (ClI) of 32.09 and 39.00 %, respectively,
(Table 2), and the higher CI values were observed for bleached samples (BOH and
BEOH), which presented also the higher cellulose contents. The bleachig and
reactive extrusion resulted in the removal of the amorphous non-cellulosic

compounds of OH, which resulted in more crystalline materials.

3.3.5 Thermogravimetric analysis (TGA).

The thermogravimetric analysis was employed to investigate the influence of
reactive extrusion processes on thermal stability of samples (Figure 5). A decrease in
percentage weight was observed in range from 50 to 100 °C for all samples,
representing the loss of water or other low molecular weight compounds evaporated

from these materials.

Figure 5 - TGA curves of OH, EOH, EOH1, EOH2 BOH and BEOH
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Table 3 presents the TGA parameters of samples, raw oat hulls presented two
Tmax (temperature of maximum degradation) peaks (317°C and 370°C), probably
because is a more complex material considering its composition than the other
samples, which presented single Tmax. The higher Tnax values were obtained for
BEOH (370°C) and EOH2 (365°C).

Table 3 - TGA parameters of oat hulls samples submitted to reactive extrusion and/or

to bleaching
Sample Tmax (°C) T10% (°C)
OH 317 282
370
EOH 362 300
EOH1 363 304
EOH2 365 306
BOH 360 288
BEOH 374 290

Tmax = temperature of maximum degradation and T, = is the onset temperature at which 10
% of the material degradation occurs.

The T109 (temperature at which 10 % of the material degradation occurs) was
higher for EOH2 sample, and all samples that were extruded or bleached presented
higher values than the raw OH (Table 3), indicating that these samples had higher
thermal stability than OH. According to Cardoso et al. (2016) and Yang et al. (2007),
in range from 250 to 350 °C and 315 to 400 °C occurs the degradation of
hemicelluloses and cellulose, respectively. However, lignin presented large
temperature range, from room temperature to 900 °C.

The decrease in hemicelluloses and lignin contents of samples probably made
materials more resistant to thermal degradation. Mandal and Chakrabarty (2011)
observed the same behavior in nanocellulose obtained by acid hydrolysis of
sugarcane bagasse, and related that the remotion of the amorphous constituents
(hemicelluloses, lignin and other non-cellulosic compounds) through pretreataments

resulted in an increase of the tmperature thermal degradation.
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3.4 CONCLUSIONS

In this work, NFC were produced from oat hulls employing two different
protocols based on reactive extrusion. NFC produced in this work presented
diameters of nanometric scale and lengths of several micrometers, higher crystallinity
indexes and thermal stability than the raw material. The NFC suspensions were
stable, and there was no sedimentation when they were stored at room temperature
during 24 h.

Reactive extrusion and the combination of peracetic bleaching and reactive
extrusion were effective in the production of NFC from oat hulls. These processes
were simple with the advantage of reducing the process times and low generation of
effluents when compared to the conventional processes employed to the obtaining of
NFC.
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4 CAPITULO lll: NANOFIBRILLATED CELLULOSE FROM SOYBEAN HULLS
USING BLEACHING COMBINED TO REACTIVE EXTRUSION

Abstract

The objectives of this study were to produce nanofibrillated cellulose (NFC) from
soybeans hulls (SH) employing bleaching combined to reactive extrusion and to
characterize the obtained material according its microstructure, morphology,
crystallinity and thermal stability. The sample prepared by bleaching followed by
reactive extrusion with H,SO, presented a white color with the highest cellulose
content (92.03 %), and the lowest contents of hemicelluloses (0.56 %) and lignin
(1.32 %). The use of reactive extrusion and the combination of bleaching with
peracetic acid and reactive extrusion were effective in obtainment of NFC, resulting
in nanofibers with smallers diameters than 100 nm. Simultaneously to the NFC
production, a fraction of the cellulose resulted in microcrystalline cellulose. The
employed processes were effective and reduced the amount of effluents and also the
time and washings usually required for NFC production.

Keywords: Agroindustrial residue, Reactive Extrusion, Bleaching, Nanocellulose.
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4.1 INTRODUCTION

Lignocellulosic agroindustrial residues have been studied in the last decade as
attractive sources for the extraction of low-cost and high-performance cellulose and
nanocellulose. Compared to wood, which is the conventional industrial source of
cellulose, the lignocellulosic residues have lower contents of lignin (Valdebenito et al.
2017; Thambiraj and Ravi Shankaran 2017).

Soybean is one of the main Brazilian agricultural products, with a production of
111 million tons in the 2016/2017 harvest (CONAB, 2017). Soybeans hulls (SH) are
the by-product obtained from oil extraction, with approximately 5.7 billion tons by
year. In general, SH are destined to animal feed or are discarded in the environment.
SH present high cellulose (29-51 %) and lignin (1 — 4 %) contents (Rojas et al. 2014;
Merci et al., 2015; Flauzino- Neto et al. 2016), so this raw maerial can be explored
and also as source of nanocellulose.

Nanocellulose is defined as a material smaller than 100 nm in at least one
dimension (Qu et al. 2013), and bacterial cellulose (BC), cellulose nanocrystals
(CNC) and nanofibrillated cellulose (NFC) can be classified as nanocellulosic
materials (Garcia et al. 2016). According to Lindstrom (2017), NFC can be produced
at large industrial scales, which is an advantage when it was compared to BC or
CNC. NFC consists of long, flexible and entangled cellulose nanofibers with
diameters of approximately 10—100 nm and lengths in the micrometer scale, and they
consist of alternating crystalline and amorphous domains (Alila et al. 2013; Abdul
Khalil et al. 2014).

NFC can be obtained from lignocellulosic residues by several chemical pre-
treatments and conventional mechanical disintegration processes, such as
homogenization, microfluidization and grinding, however some non-conventional
processes can be used, including extrusion, steam explosion or high intensity
ultrasonication (Lindstrém, 2017; Naderi et al 2017).

In a previous work, Merci et al. (2015) employed reactive extrusion to obtain of
microcrystalline cellulose (MCC) from soybean hulls, and reported that this process
was effective for this purpose, and showed the advantages of simplicity and
reduction of pollution than conventional methods because it reduced the amount of

effluents.
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The purpose of this work is to explore the reactive extrusion to obtain NFC
based on the process developed by Merci et al. (2015), but associating more
extrusion steps of acid hydrolysis, as well as associating bleaching with peracetic
acid to the extrusion. Paschoal et al. (2015) obtained NFC from oat hulls employing
peracetic acid and reported that this type of bleaching are effective in removal of
hemicelluloses and lignin, but preserves the cellulosic fiber, and also it is an
environmentally safe alternative for bleaching because it is a chlorine free reagent.

The objectives of this study were to produce NFC from soybeans hulls
employing bleaching combined to reactive extrusion and to characterize the obtained
material according to its microstructure, morphology, crystallinity and thermal

stability.

4.2 MATERIAL AND METHODS

4.2.1 Material
Soybean hulls were supplied by SL Alimentos (Maua da Serra, Parana,
Brazil). The SH was dried (45 °C), and milled to yield particles < 0.30 mm.

4.2.2 Production of NFC

The NFC was produced from SH by reactive extrusion employing five different
treatments listed in Table 1, based on Merci et al. (2015) with some modifications.
The extrusion process was performed in a single screw extruder (AX Plastics,
Diadema, SP, Brazil) with a diameter of 1.6 cm and a screw length/diameter ratio
(L/D) of 40, with four heating zones and a cilindric matrix (0.8 cm in diameter). The
temperature in all zones was 110 °C and the screw speed was 100 rpm. One hour
before extrusion process, the reagents were dissolved in distilled water and
homogenized with the SH in sealed plastic bags.

The ESH sample (Table 1) was obtained by extrusion only with water,
resulting in a moisture content of 32 % (g/g). The ESH1 sample (Table 1) was
prepared from SH after two-step extrusion processes, using in the first step NaOH,

followed by extrusion with H,SO4. ESH2 sample (Table 1) was prepared in three
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steps, in the first one, SH were extruded with NaOH, followed by two sequential

extrusions steps with H,SO,.

Table 1 - Processing conditions to obtain nanofibrillated cellulose from SH.

Bleaching Extrusion conditions
Sample with NaOH (%) H,SO.(%)  Moisture
Peracetic (%)
acid
ESH - - - 32
ESH1 - 10 2 32
ESH2 - 10 2(2X) 32
BSH 1X - - -
BESH 1X 2 (1X) 32

BSH was submitted for bleaching employing a peracetic acid solution with 50
% acetic acid (Synth — Brazil), 38 % hydrogen peroxide (Synth — Brazil) and 12 %
distilled water, at 60°C under vigorously stirring for 48 h. At the end of the reaction,
the bleached sample was neutralized until pH 5-6. The samples were dried at 60 °C
in an air-circulating oven (Tecnal — S&o Paulo-Brazil) for 24 h and milled to yield
particles < 0.30 mm. The BESH sample was bleached and then extruded in a one-
step extrusion process with H,SO4 (Table 1).

After each extrusion step, all samples were washed with distilled and
neutralized until pH 5-6, dried in a ventilated oven at 40 °C (035 Marconi MA — Séo

Paulo, SP, Brazil) and milled to yield particles < 0.30 mm.

4.2.3 Centesimal composition of soybean hulls

To determine the proteins, lipids, moisture and ash content of SH, Association
of Official Analytical Chemists (AOAC) methods (2003), were used, and the total
carbohydrates were determined by taking the difference. The total dietary fiber and
soluble and insoluble fractions were analyzed as described to AACC methods (AACC

method 32-07, 1990). All essays were performed in triplicate.
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4.2.4 Characterization of SH and SH submitted to bleaching and/or to reactive

extrusion.

4.2.4.1 Cellulose, hemicelluloses and lignin contents

The cellulose and hemicelluloses were determined employed the Van Soest
(1965) method, with some modifications. The lignin content was performed according
to a standard method of Technical Association of Pulp and Paper Industry
TAPPIT222 om-88 (1999).

4.2.4.2 Scanning electron microscopy (SEM).

SEM analyses were performed in a FEI Quanta 200 microscope (Oregon,
USA). The dried samples were mounted for visualization on bronze stubs using
double-sided tape. Then, the surfaces were then coated with a thin gold layer (40-50

nm), and an accelerating voltage of 30 kV, was employed for all samples.

4.2.4.3 Atomic force microscopy (AFM)

AFM was performed to measure the surface nanoscale of samples. AFM
micrographs were recorded with a NanoSurf FlexAFM instrument (AG, Switzerland),
using silicon AFM probes. Topography was carried in air. The dimension of the fibers
was calculated from AFM micrographs using an image analysis program (ImageJ

1.37v®), and 20 measurements were used for this determination.
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4.2.4.4 Fourier Transform-Infrared Spectroscopy (FT-IR).

The samples were pulverized and dried, then mixed with potassium bromide
and compressed into tablets. The FT-IR analysis was performed using a Shimadzu
FT-IR — 8300 (Japan), with a spectral resolution of 4 cm™ and a spectral range of
4000-500 cm™.

4.2.4.5 X-ray diffraction (XRD)

The samples were finely powdered (particles > 0.149 mm) and the analyses
were carried by a PANalytical X'Pert PRO MPD diffractometer (Netherlands) with
copper Ka radiation (A = 1.5418 A) under the operational conditions of 40 kV and 30
mA. All of the assays employed a ramp rate of 1°/min. The relative crystallinity
indexes (CIl) were calculated using the Segal et al. (1959) method, as follows: ClI (%)
= ([(loo2 - 1am))/1002)*100, where lgo2 is the intensity of the 002 peak (at approximately
20 = 20° -22°) and lam is the intensity corresponding to the peak at 26 = 18°.

4.2.4.6 Thermogravimetric analysis (TGA).

The thermogravimetric analysis (TGA 50 - Shimadzu, Japan) employed
approximately 10 mg each sample, which was heated from 0 to 600 °C at a heating
rate of 10 °C/min. All the assays were performed out under a nitrogen atmosphere
(50 mL min™).

4.2.4.7 Statistical analysis
The Statistical software version 7.0 (Statsoft, OK, US) was employed to

perform the analyses of variance (ANOVA) and followed by Tukey mean comparison
test (p < 0.05).
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4.3 RESULTS AND DISCUSSION

4.3.1 Centesimal composition of soybean hulls

Soybean hulls presented a composition of 8.12 + 0.25 % moisture, 3.45 + 0.35
% ash, 28.15 £ 1.27 % proteins, 12.08 + 1.15 lipids and 48.02 + 4.05 %
carbohydrates. The total dietary fiber content of SH was 38.01 + 3.05 %, being 32.91
+ 2.08 % cellulose, 3.05 + 0.89 % hemicelluloses and 2.05 * 0.28 % lignin (Table 2).
Our results agree with those of Merci et al. (2015), however, the hemicellulose
content was lower than reported by Flauzino-Neto et al. (2013), who reported a
hemicellulose content of 24 % for SH. SH have higher amounts of cellulose than
lignin, and it is very attractive for the production of cellulose and nanocellulose
because pretreatment processes are less demanding (Valdebenito et al. 2017).

In all the samples (ESH, ESH1, ESH2, BSH and BESH) the cellulose content
increased significantly (p < 0.05) and hemicelluloses and lignin contents significantly
decreased for the ESH1, ESH2, BSH and BESH samples when compared to raw SH
(Table 2). Reactive extrusion with NaOH was effective in removal of hemicelluloses
and lignin from SH, resulting in samples with higher cellulose contents than SH, as
observed in ESH1 and ESH2 samples (Table 2).
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Table 2 - Cellulose, hemicelluloses and lignin contents and crystallinity index (Cl) of

SH samples submitted to reactive extrusion and/or to bleaching

Samples Cellulose (%) Hemicelluloses (%) Lignin (%) Cl (%)
SH 32.91+2.08f 3.02+0.89a 205+0.28a 36.65d
ESH 4534 +£1.98 e 2.20+0.35a 1.52+042a,b 38.03d
ESH1 69.75+2.20d 2.15+0.38a 1.49+£0.35hb 53.94 c
ESH2 78.20+1.09c 1.50+£0.11b 1.49+£0.05b 61.94 b
BSH 85.03+£0.42b 1.15+£0.25b 1.49+£0.04Db 72.25 a
BESH 92.03+0.32a 0.56+0.15¢c 1.32+0.03c 73.32 a

*Different letters in the same column indicate significant differences (p < 0.05) between
means (Tukey test).

BESH sample, prepared by bleaching followed by extrusion with H>SO,,
presented a white color with the highest cellulose content (92.03 %), and the lowest
contents of hemicelluloses (0.56 %) and lignin (1.32 %). The sum of the percentage
of cellulose, hemicelluloses and lignin of BESH corresponds to 93.91 % of the total
dry matter, while SH presented 38.01 %. Thus, hemicelluloses, lignin and other
components (proteins, extractives and ash) were removed during bleaching and
extrusion.

The bleaching with peracetic acid was very effective in removal of
hemicelluloses, lignin and other components of SH (Table 2), and the reactive
extrusion employed after bleaching was effective in promoting the acid hydrolysis of
hemicellulose, as discussed below in the MEV and AFM images. The usual acid
hydrolysis can be improved employing the extrusion technology, which employs high-
temperature, short-duration process with the advantage of high versatility and

absence of effluents (Lamsal et al. 2010).
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4.3.2 Scanning electron microscopy (SEM)

The compact structure of the raw SH was notably affected by the treatments
employed in this work, as seen in Fig. 1, except for ESH sample that was extruded
only with 32 % moisture (without reagents), which presented the same compact

structure than the raw residue.

Figure 1 - Micrographs obtained using SEM: SH, ESH, ESH1, ESH2 and BESH.

SH . —— ESH ~Twmm_ ESHI ~T00pm

ESH2 200 pm BESH 200 pm

When the samples were processed in two-steps by reactive extrusion with
NaOH followed by H,SO, (ESH1) it can be observed a rupture of lignocellulosic
complex, generating short and rod shaped fibers with diameters of 18 £+ 4 ym and
lengths of 60 + 6 um measured by SEM images, and it can be considered as MCC,
and this result is similar to Merci et al. (2015), that developed the method for
obtaintion of MCC by reactive extrusion. However, some fraction of ESH1 was not
totally hydrolyzed during reactive extrusion, as observed in Fig. 1.

In ESH2 sample also can be observed the presence of MCC, with several
short and rod shaped fibers, with diameters of 17 £ 3 ym and lengths of 57 + 3 um,
however this sample presented a non-uniform aspect, with a cellulosic material (like a
film) deposited on the bottom of the stub with different size and appearance of the
MCC-like material.
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Similarly, in the BESH sample, obtained by bleaching followed by reactive
extrusion the lignocellulosic complex was totally destructured, resulting in short and
rod shaped fibers know as MCC, with lower diameters than ESH2 (11 £ 2 um) and
similar lenghts, and in this sample we also observed formation of a film, with a
different aspect of MCC.

To obtain more information about these materials (ESH2 and BESH), a
suspension (10 % m/v) of each sample was prepared in water and was submitted to
ultrasonication for 15 min at 40% power output using a Fisher Scientific Sonicator
model 505 (Pittsburgh, PA - USA), coupled with a probe with tip diameter of 1.27 cm.
After this procedure, the suspensions were allowed to stand for 1 h for decantation of
the larger particles, and the liquid phase were observed by AFM (results discussed
bellow). In these both samples, around 50 % of ESH2 and 60 % of BESH were
solubilized by ultrasonication.

During the preparation of ESH2 and BESH samples for MEV, the fibers with
large diameters and appearance of MCC became more visible for MEV, and the
material that was deposited in the botton required an ultrasonic solubilization step for

deagglomeration and to be visible by AFM.

4.3.3 Atomic force microscopy (AFM)

Atomic force microscopy was employed to investigate the mophology of the
ESH2 and BESH samples. It was observed an aspect of interconnected webs of tiny
fibers with diameters in the nanometric scale (< 100 nm) and lengths of several
micrometers, being considered as NFC (Fig. 2). Considering the initial cellulose
content of SH, the yields of ESH2 and BESH were 45 and 55 %, respectively.
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Figure 2 - AFM pictures for cellulose nanocrystals: ESH2 (A) and BESH (B)

4.3.4 Fourier Transform-Infrared Spectroscopy (FT-IR)

Figure 3 presents the FT-IR spectra of SH, ESH, ESH1, ESH2, BSH and

BESH samples. The samples had similar chemical groups, which are characteristic of

lignocellulosic residues. However, some differences observed in FT-IR spectra can

be associated with bleaching and reactive extrusion processes, which modified the
composition of the samples.

The FT-IR spectra were very similar to that reported by Ferrer et al. (2016)

and Flauzino Neto et al. (2016). All spectra display the characteristic band

corresponding to O—H stretching between 3400 and 3200 cm™, which indicates H-

bonding interactions in these materials (Merci et al. 2015).
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Figure 3 - FT-IR spectra of SH, ESH, ESH1,ESH2, BSH, and BESH
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SH and ESH spectra presented the band at 1459 cm™, which is associated to
the aromatic C=C stretching vibration of lignin. This band disappeared in the ESH1,
ESH2, BSH and BESH2 samples, which had its lignin content significantly reduced
(Table 2).

The BSH and BESH samples presented bands at 1059 and 895 cm™, which
are typical of cellulosic materials. According to Ibrahim (2015), the band at 897 cm™
is associated as C-O-C stretching vibrations of the associated B (1 — 4)-glycosidic

linkage of cellulose.
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4.3.5 X-ray diffraction (XRD)

Figure 4 and Table 2 presents the XRD patterns and crystallinity indexes (ClI)
of SH samples, respectively. In general, the samples are constituted of an
amorphous broad hump and crystalline peaks, which are characteristic of

semicrystalline materials, such as the lignocellulosic materials.

Figure 4 - X-ray diffractograms of SH, ESH, ESH1, BSH, and BESH samples.
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Soybean hulls (SH) had a crystallinity index (CI) of 36.65 % with peaks 26 =
22° and 34.7°, which are associated with cellulose type | (Ford et al. 2010). The
observed results were similar with results reported by Merci et al. (2015).

The CI of samples varied from 38.03 % to 73.32 % (Table 2), and all extruded
and/or bleached samples showed higher CI than raw SH. The ESH, ESH1 and ESH2
presented similar peaks to the SH, however these peaks presented higher intensities
than in raw SH. In the XRD patterns of BSH and BESH the peaks observed were 20
= 22 and 34.7° and also at 26 = 16°, with high insensitity than SH, ESH, ESH1 and
ESH2, and these peaks are also associated with cellulose type I.
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The increase of CI in all extruded and/or bleached samples resulted from
removal of the amorphous fraction (lignin and hemicelluloses) from these samples,
as higher the cellulose content, higher the CI (Table 2). According to Ibrahim (2015)
an increase of crystallinity index in lignocellulosic material occurs due to reduction or
removal of amorphous non-cellulosic compounds, which consists of lignin and

hemicelluloses.

4.3.6 Thermogravimetric analysis (TGA)

The thermogravimetric analysis was employed only to characterize the
bleached samples (BSH and BESH) and to compare them to SH to determine the
influence of the combined bleaching and extrusion on thermal stability of samples.

As seen Figure 5, in all the samples there were decrease in percentage weight
in range from 50 to 100 °C associated to water evaporation or other low molecular

weight compounds from these materials.

Figure 5 - TGA curves of SH, BSH, and BESH
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BSH and BESH samples had higher values for Tnax and Tige than SH (Table

3), this fact suggests the highest thermal stability of these samples.
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Table 3 - TGA parameters of SH, BSH and BESH

TGA SAMPLES
PARAMETERS SH BSH BESH
Trmax (°C) 330 355 368
T10% (°C) 222 254 262

The beginning of SH and BESH sample degradation occurred at
approximately 250 °C and 400 °C, respectively. This fact can be associated with the
composition of samples. According to Cardoso et al. (2016) and Yang et al. (2007) in
range from 250 to 350 °C and 315 to 400 °C the degradation of hemicelluloses and
cellulose occurs, respectively. However, lignin presentes larger degradation

temperature range, from room temperature to 900 °C.

4.4 CONCLUSION

The use of reactive extrusion and the combination of bleaching with peracetic
acid and reactive extrusion was effective in the obtainment of NFC, and both
processes resulted in nanofibers with diameters < 100 nm. However, simultaneously
to the NFC, a fraction of the samples resulted in microcrystalline cellulose. The
employed processes reduced the amount of effluents and also reduced the time and

washings employed in the obtainment of NFC.
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5 CAPITULO IV: PRODUCAO DE CASCA DE AVEIA OU CELULOSE
NANOFIBRILADA IMPREGNADAS COM NANOPARTICULAS DE PRATA
BIOLOGICAS

Abstract

The objectives of this study were to produce oat hulls or nanofibrillated cellulose
(NFC) impregnated with biological silver nanoparticles (bio-AgNP). Reactive
extrusion combined bleaching with peracetic acid were employed to produced the
NFC. The raw OH (oat hull) and NFC were impregnated with bio-AgNP and they
were characterized according to their antibacterial activitie against Escherihia Coli.
Raw OH impregnated with bio-AgNP showed antimicrobial activity against E.coli,
however impregnated NFC did not show antimicrobial activity.

Keywords: Nanofibrillated Cellulose. Oat hulls. BIO-AgNP
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5.1 INTRODUCAO

A agroindustria brasileira gera muitas fontes de biomassa que nao sao
devidamente aproveitadas, transformando-as em residuos industriais, dentre os
quais, alguns residuos lignocelulosicos, como a casca da aveia (residuo do
processamento da aveia), a qual &€ composta majoritariamente por celulose,
hemicelulose e lignina. Desta forma, se torna vantajoso o aproveitamento deste
residuo com as mais diferentes propostas de utilizagdo, no sentido de reduzir o seu
acumulo e o ndo aproveitamento pela industria (Furlan et al., 2012).

O emprego de residuos lingnoceluldsicos para obtencédo de nanocellulose tem
levantado grande interesse da comunidade cientifica em virtude da sua vasta
aplicagcdo. Dois tipos de nanocelulose podem ser obtidas a partir da celulose de
origem vegetal, sendo classificadas como nanocristais de celulose, que possuem
formato de agulha, dimensao igual ou inferior a 100 nm e natureza altamente
cristalina; e celulose nanofibrilada, que se apresentam na forma de fibras alongadas
com didmetro inferior a 100 nm e comprimento de varios micrometros, consistindo de
regides cristalinas e amorfas alternadas (Abdul Khalil et al., 2014).

Visando ampliar as aplicagbes da celulose e nanocelulose, estas podem ser
modificadas com a insercao de grupamentos quimicos com atividade antimicrobiana,
como por exemplo, as nanoparticulas de prata. As nanoparticulas de pratas (NPAQ),
tem se destacado em virtude do seu excelente efeito microbiano. NPAg sé&o
compostos que apresentam baixa volatilidade, alta estabilidade térmica, elevada
area de superficie em relacdo ao seu volume, proporcionando maior contato com o
microrganismo e efeito antimicrobiano duradouro. Consequentemente, sao utilizadas
em diversos setores, tais como, roupas cirurgicas, tratamentos de feridas e em filtros
de agua para piscina (Hassabo et al., 2014; Ramos et al., 2014). A producdo de
nanoparticula de prata pode ser realizada por métodos quimicos ou bioldgicos, e o0s
biolégicos se caracterizam por empregar fungos, bactérias, plantas e outras
biomoléculas para a producdo de nanoparticulas de prata bioldgicas (bio-NPAgQ),
sem a presenca de reagentes quimicos,e consequentemente sem a geracao de
efluentes (Scandorieiro et al., 2016),.

Assim sendo, o objetivo desse trabalho foi produzir casca de aveia ou
celulose nanofibrilada com propriedade antimicrobiana através da impregnag¢do com

nanoparticulas de prata biolégicas (bio-NPAgQ).
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material

A casca de aveia foi fornecida pela empresa SL Alimentos (Maua da Serra,

Parand, Brasil), seca (45 °C) e moida (< 0,30 mm).

5.2.2 Métodos

5.2.2.1 Producéo de celulose nanofibrilada

Em uma primeira etapa, a casca de aveia in natura (OH) foi branqueada para
obtencéo de celulose pelo emprego do acido peracético de acordo com método

descrito por Nascimento et al. (2016). Pesou-se 120 g do residuo seco em
Erlenmeyer de vidro de 2 L, adicionou-se 2 L de uma solucdo de &cido acético
glacial, peréxido de hidrogénio e agua (50 % de acido acético glacial (Synth —
Brasil), 38 % de perdxido de hidrogénio (Synth — Brasil) 120 volumes e 12 % de
agua), por 48 h, com agitagdo continua a 60°C. O volume de solucéo foi suficiente
para que toda a amostra ficasse imersa.

Apos este processo a amostra foi neutralizada com uma solucédo de NaOH 10
% (m/v). Em seguida, a amostra foi lavada com 1 L de agua e colocada em mesa
agitadora orbital tipo shaker (BUNKER modelo NI 1715) a 60 °C por 24 h. Em
seguida, as amostras foram secas em estufa a 60 °C 24 h e moidas em moinho de
bancada (IKA A1l — S&o Paulo — Brasil).

Por fim, parte do residuo branqueado foi extrusado na presenca de &cido
sulfirico (2 % m/m) em extrusora monorosca (BGM modelo EL-25) contento
parafuso com diametro de 250 mm e velocidade de 100 rpm. O material obtido foi
neutralizado com uma solu¢cdo de NaOH 10 % (m/v), e seco a 60 °C em estufa com
circulacdo e renovacdo de ar (MARCONI — Piracicaba - Brasil). A amostra

brangueada e extrusada foi denominada de BEOH.
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5.2.2.2 Impregnacao com nanoparticulas de prata biolégicas (bio-NPAQ)

As bio-NPAg foram produzidas de acordo com a metodologia proposta por
Duran et al. (2005). Para o processo de impregnacdo utilizou-se 5 g de cada
amostra (OH e BEOH) em 100 mL de solucdo de agua destilada contendo bio-NPAg
a 1 mM, a mistura foi sonicada por 30 min em ultrassonicador Fisher Scientific
modelo 505 (Pittsburgh, PA - USA), com poténcia de 500 W, empregando-se
ponteira Fisher Scientific modelo FB 4219 com 1,27 cm de diametro. Apds a
sonicagdo, o material foi incubado por 24 h, a 25 °C , sob agitacdo de 300 rpm em
mesa agitadora tipo shaker (BUNKER modelo NI 1715). Em seguida, o sistema foi
submetido a centrifugacéo por 30 min a 9000 rpm, as amostras foram secas a 60 °C
por 24 h. A impregnacdo de Bio-NPAg foi realizada em cada amostra

separadamente, sendo posteriormente denominadas de OHage BEOH,g.

5.2.2.3 Microscopia de forga atdbmica (AFM)

As andlises foram realizadas em um microscopio de for¢a atdmica (NanoSurf
FlexAFM,) utilizando um cantilever de silicio. A topografia foi realizada no ar. Para o
calculo do tamanho médio da celulose nanofirilada foi empregado 20 amostras

aleatdrias empregado o o software Imaged™.

5.2.2.4 Analise da atividade antimicrobiana contra E.coli

Antes de avaliar a atividade antimicrobiana, cada amostra foi esterilizada por
calor umido. Apods a esterilizacdo, ressuspendeu-se cerca de 0,25 g de cada
amostra (OH, OHag, BEOH e BEOHpg) em 4 mL de meio de cultura caldo Mueller-
Hinton (MH) (Synth — Brasil) contendo bactéria Escherichia coli ATCC 25922 a 5 x
10° UFC/mL. De acordo com a turbidez da escala 0,5 de McFarland, preparou-se
uma suspensdo bacteriana em solucdo salina (NaCl 0,85 %) contendo 1 x 10°
UFC/mL de bactéria, sendo que 20 pL dessa suspensao juntamente com 3.980 pL

de MH caldo foram adicionados a cada amostra (0,25 g). Amostras ndo impregnadas
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com bio bio-NPAg foram utilizadas como controle negativo de atividade
antibacteriana.

Foram utilizados como controles de esterilidade 0,25 g de cada amostra, que
foram ressuspendidos em 4 mL de caldo MH. O cultivo da bactéria em MH caldo
puro foi utilizado como controle de viabilidade microbiana. Todas as amostras (OH,
OHag, BEOH e BEOH,g, controle de esterilidade e controle de viabilidade) foram
incubadas a 37 °C, sob agitagcédo de 150 rpm por 24 h.

A andlise da atividade antimicrobiana foi realizada quantitativamente.
Sabendo-se que o indculo bacteriano inicial exposto as amostras OH e BEOH foi de
5 x 10° UFC/mL, foi realizada uma quantificacdo do nimero de células bacterianas
vidveis apos as 24 h de tratamento. Para mensurar o numero de células, 10 pL de
cada amostra diluida (1:10% e 1:10* e n&o diluida, foram transferidos para placas de
Petri contendo agar nutriente. As diluicdes foram realizadas em solucéo salina (NacCl
0,85%). As placas foram incubadas a 37°C por 24 h. A contagem de coldnias foi
realizada visualmente e o resultado final foi expresso em UFC/mL. O experimento foi

realizado em triplicata.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

Pode-se observar através das imagens de AFM (Figura 1) o aspecto das
nanoparticulas de prata empregadas neste trabalho, que apresentavam formato
arredondado e diametros na escala nanométrica.

Figura 1 - Microscopia de forca atdbmica (AFM) da bio-NPAg e das amostras OHag, €
BEOH .

Bio-
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A amostra BEOH (Figura 1) pode ser classificada como celulose
nanofibrilada, pois apresentou-se como uma rede de fibras finas com diametros na
escala nanométrica (de 100 + 25 nm), e comprimentos de varios micrometros. Pode-
se observar que as nanoparticulas de prata encontram-se depositadas sobre a
casca in natura (OHag) e sobre a celulose nanofibrilada (BEOH.g), sugerindo

portanto uma possivel interacao entre as amostras e a bio-NPAg.

5.3.2 Atividade Antimicrobiana Frente a Bactéria E.coli

De acordo com a Tabela 1, todas as amostras foram eficientemente
esterilizadas antes de realizar o tratamento da cultura de Escherichia coli. Ap6s 24 h
de incubacdo das amostras juntamente com meio de cultura desprovido do
microrganismo, nao se observou crescimento bacteriano, mostrando que as
amostras estavam livres de contaminacgéo. Portanto, 0 método de esterilizacdo das
amostras por calor umido utilizando autoclave foi adequado, pois eliminou as

possiveis contaminacdes e ndo eliminou a atividade antimicrobiana da bio-NPAg.

Tabela 1 - Controle de esterilidade das amostras

Controle de esterilidade (UFC/mL)
Diluicéo

BEO OHa BEOH,
H 9 g

OH

O teste antimicrobiano frente a bacteria E. coli encontra-se apresentado na
Tabela 2. Apenas a amostra OHag inibiu o crescimento da bactéria E.coli,
provavelmente por mecanismo de acdo bactericida. Segundo lbrahim (2015), as
nanoparticulas de prata sdo agentes bactericidas de amplo espectro, que possuem
larga area de superficie, resultando em excelente contato com o microrganismo.

Esses autores ainda relatam que as bactérias Gram-negativas sdo mais susceptiveis
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a acao antimicrobiana das nanoparticulas de prata devido a composicdo da sua
parede celular, que possui a camada peptideoglicana mais delgada, facilitando a

entrada da nanoparticula na célula bacteriana.

Tabela 2 - Teste antimicrobiano das amostras frente a bactéria E.coli.

Contagem bacteriana (UFC/mL)

DILUICAO
OH BEOH OHag BEOHaq
0 5x 10° 5x 10° 0 5x 10°
-2 5x 108 5x 108 0 5x 10°
-4 5x 108 5x 108 0 4

De acordo com Nel et al. (2009) e Marambio-Jones e Hoek (2010), alguns
mecanismos podem elucidar o efeito das nanoparticulas de prata frente as bactérias
Gram-negativas. Pode ocorrer a ligacdo da nanoparticula com a membrana celular,
provocando modificacdes fisicas e quimicas, resultando em alteragdes nas funcdes
basicas tais como, permeabilidade, osmorregulacdo, transporte de elétrons e
respiracdo celular. Além disso, as nanoparticulas podem interagir com o DNA e
proteinas do microrganismo, proporcionando maiores danos a célula. Por fim, pode
ocorrer o aumento do efeito bactericida, oriundo da liberacdo de ions de prata das
nanoparticulas.

A acdo antimicrobiana do produto é exclusivamente da bio-NPAg,
justificando a necessidade de sua incorporagcdo na casca de aveia in natura ou
celulose nanofibrilada. A casca de aveia in natura (OH), a amostra BEOH e BEOH,q
nao apresentaram atividade antimicrobiana contra E. coli. A contagem microbiana
aumentou de 5 x 10° UFC/mL (inéculo bacteriano inicial) para aproximadamente 10°
UFC/mL nas amostras OH e BEOH, comprovando a auséncia de atividade
antimicrobiana dessas amostras (Tabela 2). Ja na amostra BEOHag, provavelmente,
algum residuo quimico proveniente do tratamento de branqueamento e da extrusao
reativa diminuiu essa propriedade do material, evidenciando, portanto que a lavagem

final do material precisa ser mais efetiva.
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5.4 CONCLUSAO

Foi possivel produzir casca de aveia in natura e celulose nanofibrilada obtida
a partir da casca de aveia impregnadas com nanoparticulas de prata biologicas, no
entanto, apenas a casca de aveia in natura impregnada apresentou atividade
antimicrobiana frente a bactéria E.coli. A auséncia de atividade antimicrobiana da
celulose nanofibrilada pode estar vinculada a residuos quimicos presentes na
amostra em virtude dos processos empregados para a sua obtencdo. Portanto,

conclui-se que a lavagem final do material precisa ser mais efetiva.
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6 CAPITULO V: COMBINATION OF PHYSICAL AND CHEMICAL
PRETREATMENTS ON PROPERTIES OF WHEAT BRAN AND OAT HULLS

Abstract

The objective of this present study was to evaluate the combination of physical and
chemical pretreatments on properties of wheat bran (WB) and oat hull (OH). Steam
explosion and ultrasonication were employed as preatreatments, and in the both
process WB and OH were dispersed in different conditions employing H,SO,4, NaOH
or distilled water. Among the two methods, steam explosion in presence of H,SO,4
was more effective on the release of sugars (total and reducing sugars, xylose and
glucose) and also on the increase of cellulose and decrease lignin and

hemicelluloses contents of both residues.

Keywords: steam explosion; ultrasonication; lignocellulosic residues.
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6.1 INTRODUCTION

Brazil is widely known to have a high diversity of renewable natural
resources, being the agriculture one of its main business activities, generating
several types of lignocellulosic biomass as agricultural or agroindustrial residues,
such as sugarcane bagasse, oat hull, soybean hull, corn hull, wheat bran and
cassava bagasse (Forster-Carneiro et al., 2013).

Wheat bran (WB) and oat hull (OH) are the main byproduct of the oat and
wheat processing industry, respectively. WB have significant importance in the
agricultural scenery, with a production of approximately 5.534 thousand ton in the
Brazilian harvest of 2015/2016 (Conab, 2016). OH presents in its composition 90 %
of insoluble fibers (Paschoal et al., 2015), and 706 million ton of this cereal was
produced in the 2016/2017 harvest in Brazil (Conab, 2016).

These lignocellulosic residues can be employed as feedstock for the
production of bioethanol and others products, such as xylitol, due its composition with
high concentration of cellulose and hemicelluloses, which can be converted to
glucose, xylose, and other monosscharides (Rehman et al., 2014).

However, the application of these residues as substrate for fermentation
processes requires the use of pretreatments in which the cellulose are made
accessible for further conversion, and in this step the hydrolysis of hemicellulose may
occur, as well as separation of the lignin fraction (Harmsen et al., 2010). Several
physical, physico-chemical, chemical and biological pretreatments were described in
literature, and also the association between them (Talebnia et al., 2010).

Steam explosion has been used for the treatment of several lignocellulosic
biomass, and it involves heating of the lignocellulosic material at high temperatures
and pressures, followed by mechanical disruption. The high-pressure steam modifies
the plant cell wall structure, generating a dark brown material from which partially
hydrolysed hemicelluloses are easily recovered by water-washing, leaving a water-
insoluble fraction composed of cellulose, residual hemicelluloses and a chemically
modified lignin. It can also be carried out with the presence of acids or basis (Ramos,
2013).

The ultrassonic method also been employed as pretratament of agro-
industrial lignocellulosic biomass. This technique uses the association of mechanical

vibration and sonochemical effects in biomass, which aim at the alteration in its
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surface structure and the production of antioxidant radicals that promote chemical
changes in the fiber components (Bhutto et al., 2017).

Thus, the objective of the present study was to evaluate the effects of steam
explosion and ultrasonication, both combined to sulfuric acid (H,SO4) or sodium
hydroxide (NaOH), as pretreatments of WB and OH.

6.2 MATERIAL AND METHODS

6.2.1 Material

Wheat bran (WB) was purchased in a local market (Jasmine, Curitiba-PR,
Brazil) and oat hull (OH) were kindly provided by SL Alimentos (Maua da Serra-PR,

Brazil) and both residues were dried (60 °C) and milled to yield particles < 0.30 mm.

6.2.2 Methods

6.2.2.1 Steam explosion

The steam explosion pretreatment was performed in an autoclave with a
pressure of 1 atm, at a temperature of 121 °C, during 30 min. WB or OH (22 g) were
dispersed in 200 mL of 3 different solutions: (a) 1 % (m/v) H.SO4 (Synth — Brazil), b)
10 % (m/v) NaOH (Synth — Brazil) and c) pure distilled water. Then, the samples
were vacum filtrated and the liquid hydrolysate was recovered and neutralized until a
pH range of 5.5 — 6.5 and its sugar contents were quantified.

The residual solid fraction of each sample was washed until a neutral pH and it
was dried at 35 °C for 12 — 24 h in an air-circulating oven (Tecnal — Sao Paulo-
Brazil). The samples were labeled as WSH2s04, WSnNaoH, WSwater aNd OSp2504, OSNaoH,

OSwater for WB and OH submittet to steam explosion, respectively.
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6.2.2.2 Ultrasonication

WB and OH were submitted to the ultrasonication treatment for 30 min at
40% power output using a Fisher Scientific Sonicatior model 505 (Pittsburgh, PA -
USA) coupled with a probe with tip diameter of 1.27 cm (Fisher Scientific model FB
4219, Pittsburgh, PA — USA), at a temperature of 80°C. WB or OH (22 g) were
dispersed in 200 mL of 3 different solutions: (a) 1 % (m/v) H,SO4 (Synth — Brazil), b)
10 % (m/v) NaOH (Synth — Brazil) and c) pure distilled water. Then, the samples
were vacum filtrated and the liquid hydrolysate was recovered and neutralized until a
pH range of 5.5 — 6.5 and its sugar contents were quantified.
The residual solid fractions were washed until a neutral pH and they were
dried at 35 °C for 12 — 24 h in an air-circulating oven (Tecnal — S&o Paulo-Brazil).
The WB and OH samples submitted to ultrasonication were labeled as WU2s04,

WUnaoH, WUwater and OUn2s04, OUnNaoH, OUwater, respectively.

6.2.2.3 Quantification of sugars on liquid ydrolysates

6.2.2.3.1 Total sugars
Total sugar present in the liquid hydrolysates were determined by the phenol-
sulfuric acid method of Dubois et al. (1956), and glucose was employed to obtain the

calibration curve.

6.2.2.3.2 Reducing sugars

Reducing sugars were determined employing 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS)

method according to Miller (1959) method, and glucose was employed to obtain the

calibration curve.
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6.2.2.3.3 Xylose

Xylose concetration was determined according to Pham et al. (2011), in
which it was used 0.5 mL of each hydrolysate sample and 1 mL Bial's reagent. The
tubes were incubated in a boiling water bath until the color changed and the
absorbance was determined in a UV-Vis spectrophotometer at 671 nm. Xylose

concentrations were obtained from the xylose calibration curve.

6.2.2.3.4 Content of monossacharides determined by HPLC (high-performance liquid
chromatography)

The manitol, arabinosis, galactose, glucose, manose and fructose
concentration were determined by HPLC. HPLC assays were realized according to
Pauli et al. (2014) employing a chromatographic system consisted of: inert pump of
highpressure LC-10Ai (Shimadzu, Kyoto, Japan); 3-way low-pressure NResearch-
1367-72 solenoid valve; autosampler SIL-Prominence 20A (Shimadzu); guard
column and column CarboPac PA1 (4.0 x 250 mm, 10 ym; Dionex, Sunnyvale, USA);
column oven (Waters) coupled with 650 CHX controller (Pickering); source of +12 V
RS570 (Stanford); electrochemical cell ED-50 (Dionex); potentiostat Autolab
PGSTAT 30 and interface (Eco-Chemie, Utrecht, Netherlands); software GPES for
data acquisition and processing, and software INTEGRA for areas integrations. The
HPLC system ran at isocratic mode with NaOH 1.4 mmol L™ (as eluent: O - 45 min
and for re-equilibrate: 57.6 - 72.6 min) and NaOH 300.0 mmol L™ (for regeneration:
45.1 - 57.5 min). The flow rate was 1.0 mL min™"; injection volumen was 20.0 pL. The
employed pre-column and column was CarboPac PA-1 at 28 °C; amperometric pulse
waveform in ED-50-Au: +0.20 V (400 ms); +0.65 V (200 ms) and -0.20 V (400 ms).

The monossacharides standard solution were obtained from the calibration curve.
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6.2.2.4 Characterization of the residual solid fraction
6.2.2.4.1 Cellulose, hemicelluloses and lignin contents

The cell wall constituents (cellulose and hemicelluloses) were determined
employed the Van Soest (1965) method, with some modifications. The lignin content
was determined according to a standard method of Technical Association of Pulp
and Paper Industry TAPPIT222 om-88.

6.2.2.4.2 Scanning electron microscopy (SEM)

SEM analyses were carried out with a FEI Quanta 200 microscope (Oregon,
USA). Firstly, the dried samples were mounted for visualization on bronze stubs
using double-sided tape. The surfaces were then coated with a thin gold layer (40-50

nm), and it was utilized an accelerating voltage of 30 kV for all samples.

6.2.2.4.3 Fourier transform-infrared spectroscopy (FT-IR)

The samples were pulverized and dried, then mixed with potassium bromide
and compressed into tablets. The FT-IR analysis was performed using a Shimadzu
FT-IR- 8300 (Japan), with a spectral resolution of 4 cm™ and a spectral range of
4000-500 cm™.

6.2.2.4.4 X-ray diffraction

The crystallinity of each sample was investigated using X-ray diffraction
(XRD). The samples were finely powdered (particles < 0.149 mm), and the analysis
was performed using a PANalytical X'Pert PRO MPD diffractometer (Netherlands)
with copper Ka radiation (A = 1.5418 A) under the operational conditions of 40 kV and
30 mA. All of the assays were performed with a ramp rate of 1°/min. The relative
crystallinity index (Cl) was calculated using the Segal, Creely, Martin, and Conrad
(1959), as follows: CI (%) = ([(loo2 - lam)]/l002)*100, where loo2 is the intensity of the 002
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peak (at approximately 26 = 20°- 22°) and |y is the intensity corresponding to the
peak at 206 = 18°.

6.2.2.5 Statistical analysis

The Statistical software version 7.0 (Statsoft, OK, US) was employed to
perform the analyses of variance (ANOVA) and followed by Tukey mean comparison
test (p < 0.05).
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6.3 RESULTS AND DISCUSSION

6.3.1 Quantification of Sugars in The Hydrolysates Samples

Steam explosion and ultrasonic pretrataments associated with reagents
(H2SO, and NaOH) resulted in an increase of total and reducing sugars and also in
xylose contents (Tables 1 and 2) of WB and OH. In general, steam explosion was
more efficient than ultrassonication, and the samples submitted to steam explosion in
presence of sulfuric acid (WSp2sos and OSposos) presented the higher sugars
contents (Tables 1 and 2). The WSy2so4 presented-the-higher xylose contents in all
employed conditions (Tables 1 and 2). According to Chen et al. (2011) and Apprich
et al. (2014) xylose can be used as substrate for the production of several products

such as furans, acetic acid and xylitol.

Table 1 - Total and reducing sugars and xylose contents of WB samples submitted to

steam explosion and ultrasonication.

Sample Total Sugars Reducing Sugars Xylose Th

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) daet
WSater 9929+ 1.05 € 1.10+0.011 ¢ 504:002b o
WSH2s04 327.02+0.81a 57.96 + 1.96 a 24.00+0.01 a the
WSNaoH 221.24+£1.07b 1.99+0.05c 0.44+0.01c ;r]]i
WUwater 88.33+0.25f 1.38+0.06 c 7.87+0.09b re‘;‘;
WUu2s04 136.24 £+ 0.30 c 10.79+0.47b 586+0.01b icat
WUnNaoH. 124.73+£0.51d 2.38x0.05c 0.23+0.22c deet

er
minations * standard deviation. Different letters indicate significant differences between
means in same column. (Teste Tukey p < 0.05).
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Table 2 - Total and reducing sugars and xylose contents of OH samples submitted to

steam explosion and ultrasonication

Sample Total Sugars Reducing Xylose
(mg/mL) sugars (mg/mL) (mg/mL)
OSuwater 125.93+0.39 ¢ 1.86+ 0.01c 0.12 + 0.03d
OSh2s04 347.77 £0.21a 44.74x0.15a 2.74£0.01a
OSNaoH 184.16 +1.58 b 3.03+0.26 ¢ 0.99+0.06b
OUwater 96.30+ 1.74 f 1.39+0.10c 0.11 £ 0.01d
OUnzs04 174.14+0.19¢c 524+0.34b 0.92 +0.07b
OUnaoH- 148.07 £ 0.76 d 291+0.04c 0.71+£0.05¢c

The data are the means of replicate determinations + standard deviation. Different letters
indicate significant differences between means in same column. (Teste Tukey p < 0.05).

Considering the monosaccharides determined by HPLC, the both
pretreatment methods resulted in release of higher amounts of glucose from the WS
and OH samples (Table 3 and Table 4). The glucose is the main substrate used as
source of microbial carbon during biorefinery process (Reisinger et al., 2014). The
glucose content ranged from 2.79 % (WSNaon) to 34.73 % (WUuzsos4) for WB
samples, and from 3.70 % (OSnaon) t0 58.59 % (OSp2s04) for OH samples. These
results are higher than related others authors. Ranjan and Moholkar (2013) obtained
38 % of glucose content from rice straw by enzyme assisted acid hydrolysis. Jiang
and Guo (2016) evaluated saccharification of wheat bran by steam explosion and
enzymatic hydrolysis and extracted 12 % of glucose. Arabinosis was the

monosaccharide obtained in smaller proportions in this study (Tables 3 and 4).
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Table 3 - Monosaccharides contents of WB submitted to steam explosion and

ultrasonication.

Monosaccharides (%)
Sample

Arabinosis Galactose Glucose Fructose
WS yater 0.29+0.02b 0.05+0.02d 2797+293b 6.87+0.08a
WShos04 10.03+0.02a 7.58+0.07a 34.73+0.03a 7.08+0.02a

WSNaoH- - 0.07x0c 2.79+0c 0.38+0.01b
WU yater 0.03+x0c 0.16£0c 24.14+0Db -
WUh2s04 0.08+0c 3.33x00Db 27.94+0.03b -
WUnaoH. - - - -

The data are the means of replicate determinations + standard deviation. Different letters
indicate significant differences between means in same column. (Teste Tukey p < 0.05).

Table 4 - Monosaccharides contents of OH submitted to steam explosion and

ultrasonication.

Monosaccharides (%)
Sample

Arabinosis Galactose Glucose Fructose
OSuwater 0.45+0,10b 0.16+0.05d 11.38%+1.19c -
OSh2s04 0.98£0.03 a 9.68x0a 58.59+0a -
OSnaon. 0.11£0.16d 0.01+£0.02e 3.70x0.02d -
OUwater 0.27+£0.04c 0.50x+0.12c 4.06 £0.01d -
OUn2sos  0.99+0.02a 8.71+x0b 47.75+0Db 0.22 £ 0.03
OUnaoH- - - - -

The data are the means of replicate determinations + standard deviation. Different letters
indicate significant differences between means in same column. (Teste Tukey p < 0.05).

Steam explosion in presence o H,SO, was the more effective method
considering the release of sugars from the lignocellulosic residues used in this work,
and has the advantages of simplicity, low investiment and can be employed on

several raw materials (Menon and Rao, 2012).
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6.3.2 Cellulose, hemicelluloses and lignin contents of residual solid fraction

As seen in Table 5 and Table 6, the cellulose contents were 7.19 % and 31.16
%, hemicelluloses were 28.18 and 28.72 %, and lignin were 6.40 and 18.12 % for
WB and OH, respectively. These results were simillar with those reported by
Tamanini and Hauly (2004) and Tirpanalan et al. (2014).

Steam explosion and ultrasonication carried out with water (WSwater, WUwater,
OSwater and OUyater) resulted in samples with significant higher cellulose and lower

lignin contents when compared with their respective raw residues (Tables 5 and 6).

Table 5 - Cellulose, hemicelluloses and lignin of WB and residual solid fractions
obtained from WB submitted to steam explosion and ultrasonication

Sample Cellulose (%) Hemicelluloses (%) Lignin (%)
wWB 7.19+0.33d 28.18 £0.65 a 6.40+0.30a
WSyater 19.75+042c 2444 +0.75b 447 +0.47b
WSh2s04 39.17+1.06 a 13.24+1.23 c 3.21+0.21c
WSNaoH 2459+1.04b 18.69+0.79 b 450+0.01b
WU water 17.00+042c 27.12+0.04 a 5.06 £0.06 b
WUHh2s04 29.63+£0.62Db 21.84+£094b 3.48+0.02c
WUnNaoH 19.20+1,02c 25.05+0.69 a,b 4.85+0.04b

The data are the means of replicate determinations + standard deviation. Different letters
indicate significant differences between means in same column (Teste Tukey p < 0.05).
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Table 6 - Cellulose, hemicelluloses and lignin of OH and residual solid fractions

obtained from WB submitted to steam explosion and ultrasonication

Samples Cellulose (%) Hemicelluloses (%) Lignin (%)
OH 31.16+1.15d 28.72+0.25a 18.12+£0.63 a
OSuwater 50.73+£1.99b 26.52 +2.84 a 847+184c
OSh2s04 61.53+1.06 a 13.69+1.55¢c 7.24£0.26¢C
OSnNaoH 55.89+1.20a,b 21.45+£1.09b 7.70x£0.14c
OUwater 37.15+1.05c 27.92+1.04 a 1257+£0.21b
OUn2s04 48.19+2.18Db 21.83+0.86b 955+1.48¢c
OUnaoH 4042 +2.31c 25.72 £ 0.66 a 11.14+0990b

The data are the means of replicate determinations + standard deviation. Different letters
indicate significant differences between means in same column. (Teste Tukey p < 0.05).

Samples submitted to steam explosion in presence of H,SO, (WSh2s04 and
OShzs04) presented the lower lignin (3.21 and 7.24 %) and hemicelluloses (13.24 and
13.69 %) and the higher cellulose (39.17 and 61.53 %) contents between all samples
(Tables 5 and 6). These results were consistent with the higher sugars contents
(Tables 1, 2, 3 and 4) released when both WB and OH were submitted to steam

explosion in presence of H,SO..

6.3.3 Fourier transform-infrared spectroscopy (FT-IR)

Figures 1 and 2 showed the FT-IR spectra of WB and OH samples,
respectively. It can be observed several similarities between FT-IR patterns of these
residues, which was associated to the similar chemical groups present in their

structure.
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Figure 1 - FTIR of WB submitted to steam explosion and ultrasonication.
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Figure 2 - FTIR of OH submitted to steam explosion and ultrasonication.
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All of the spectra showed a wide absorption band corresponding to O-H

stretching between 3400 and 3200 cm™, which indicates H-bonding interactions in
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these materials. The band observed at 2900 cm™ correspond to —C-H stretching. The
shoulder observed at approximately 1650 cm™ was associated with the angular O-H
bending of water molecules.

According to Paschoal et al. (2015), the bands observed at 1043 cm™ are
associated with linear and branched (1—4) B-xylans, which are constituents of
hemicelluloses. In this study, it was observed that this band was more intense in the
raw residues than in materials submitted to steam explosion or ultrasoincation,
confirming that these preatreatments provided a partial removal of hemicelluloses,
which are consistent with the hemicelluloses determination (Tables 5 and 6).

The FT-IR spectra obtained in this work were similar to those reported by
Jiang and Guo (2016) and Paschoal et al. (2015), who analised FT-IR spectra of
wheat bran and oat hull, respectively.

6.3.4 X-ray diffraction (XRD)

Figure 3 and 4 shows the XRD patterns of WB and OH samples, respectively.
In general, both agro-industrial lignocellulosic residues diffractograms are constituted
of an amorphous broad hump and crystalline peaks, which are characteristic of
semicrystalline materials. It was possible to observe that the main peak for all
samples was located in 26 = 22°, which are associated cellulose type | (Ford et al.,
2010). However, in OSy2s04, OSnaoH, OUn2sos and OUnaon Samples two new peaks
appeared at 26 = 15° and 34° (Figure 4).
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Figure 3 - DRX of WB submitted to steam explosion and ultrasonication
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Figure 4 - DRX of OH submitted to steam explosion and ultrasonication
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Crystallinity index (Cl) was 35.97 % for raw WB and 32.09 % for raw OH
(Table 7), and for all preatreated samples in presence of H,SO, or NaOH the CI
increased significantly when compared to the raw residues. The higher CI values for
both residues were obtained to the samples obtained by steam explosion, possible
because in these samples the removal or the amorphous hemicelluloses and lignin
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was more effective, resulting in materials with higher cellulose contents, which

contributed to the higher CI of these samples.

Table 7 - Crystallinity indexes (Cl) of WB and OH submitted to steam explosion and

ultrasonication

Wheat Bran (Cl%) Oat Hulls Cl (%)
WB 35.97d OH 32.09 e

W Swater 4453 c OSwater 52.53 ¢
WSh2s04 63.59 a OSh2so4 77.47 a
W ShaoH 52.45Db OSnaoH 62.30 b
WUwater 43.47 ¢ OUwater 48.18 d
WUh2s04 46.25 c OUn2s04 57.59 c
WUnaoH 43.57 c OUnaoH 56.79 c

Different letters in the same column indicate significant differences (p < 0.05) between
means (Tukey test).

6.3.5 Scanning electron microscopy (SEM)

Figure 5 and 6 showed some SEM micrographs of the WB and OH samples.
The raw WB (Figure 5) and OH (Figure 6) presented a compact structure, which is
typical of lignocellulosic materials, with lignin and hemicelluloses deposited between

the cellulosic microfibrils forming an interrupted lamellar structure.
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Figure 5 - SEM of WB submitted to steam explosion and ultrasonication
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It was possible to observe a less compact structure after the samples were
submitted to all of the pretreatments, indicating a partial removal of the outer non-
cellulosic layer composed of hemicelluloses and lignin. In the samples submitted to
the steam explosion in the presence of H,SO, (Figures 5 and 6) the lignocellulosic
complex became more unstructured, with cellulosic fibers appearing as individualized

bundles.
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6.4 CONCLUSION

In this work, WB and OH were submitted to steam explosion and ultrasonic
pretreatments, and between these two methods, steam explosion in presence of
sulfuric acid was more efficient on the release of sugars and also in increase

cellulose and decrease lignin and hemicelluloses contents of both residues.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel obter celulose nanofibrilada a partir da casca de aveia e da
casca de soja empregando-se a extrusdo reativa combinada ou ndo ao
branqueamento com acido peracético.

A celulose nanofibrilada obtida através da associacdo do método de
brangueamento e extrusao reativa resultou em materiais com menores didmetros, e
independente do residuo e do processo empregado, as amostras de celulose
nanofibrilada produzidas apresentaram elevados teores de celulose (> 87 %), maior
cristalinidade e estabilidade térmica que os residuos in natura. Quando foi
empregada a casca de aveia pode-se obter um material mais homogéneo, composto
majoritariamente de celulose nanofibrilada, enquanto que a casca de soja gerou uma
mistura de celulose nanofibrilada e celulose microcristalina.

A casca de aveia in natura impregnada com bio-NPAg apresentou atividade
antimicrobiana frente a bactéria E.coli. A auséncia de atividade antimicrobiana da
celulose nanofibrilada pode estar vinculada a residuos quimicos presentes na
amostra, em virtude dos processos empregados na sua producao.

O processo de pré-tratamento mais efetivo foi 0 que empregou o sistema de
explosdo a vapor com &cido sulfurico, tanto para o farelo de trigo quanto para a
casca de aveia. Além disso, pode-se observar um aumento da proporcdo de
celulose e diminuicdo da proporcdo de lignina e hemicelulose para ambos o0s
residuos.

Os métodos empregados nesse trabalho para o aproveitamento dos residuos
agroindustriais monstraram-se efetivos, tanto para a producdo de celulose
nanofibrilada, quanto para o pré-tratamento dos residuos. Esses processos sao
atrativos por apresentarem baixo custo, reducdo do tempo de reacédo e por gerar
uma menor quantidade de efluentes durante as etapas de lavagem, quando
comparados aos processos convencionais de obtencédo de celulose nanobibrilada e

pré-tratamentos quimicos.



