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RESUMO

Nos ultimos anos, tem havido um aumento na busca por novos materiais que sejam mais
sustentaveis e de origem renovavel. Entre esses materiais, os nanocristais de celulose
(NCCO)tém ganhado destaque por terem origem em matérias-primas ricas em celulose.
Os (NCC) podem ser utilizadospor diversos setoresindustriais  para
melhorarpropriedades Opticas e mecanicas, além de proporcionar estabilidade e
beneficios ambientais a uma variedade de bioprodutos. Podem ser obtidos a partir de
varias fontes, como fibras vegetais, residuos agroindustriais e algas marinhas, estas
ultimas com a vantagem de possuir um menor teor de lignina. Contudo, para garantir
qualidade e reduzir os custos na extracdo dos NCC, ¢ essencial compreender os
parametros que influenciam o processo. Neste trabalho, foi exploradoo potencial das
macroalgas marrons Sargassum sp. € Padina sp. como fonte de nanocristais de celulose
(NCC), investigando o impacto do pré-tratamento alcalino (realizado com NaOH 2%),
branqueamento (com H,O; 30%) e o combinado (alcalino seguido de branqueamento),
bem comoos efeitos dos parametros operacionaistempo (45min e 90min) e temperatura
(45°C e 60°C) sobre a hidrolise com acido sulftirico. O pré-tratamento da biomassa
reduziu suas impurezas, elevando o teor de celulose de 29,57% para 82,23% na
Sargassum sp. e de 30,27% para 79,23% na Padina sp., favorecendo assim a extragdo
de NCC pela hidrolise acida. Os NCC produzidos sob as condi¢cdes operacionais mais
brandas avaliadas, especificamente a 45°C e 45 minutos, resultaram nos melhores
rendimentos massicos, variando entre 25,81% e 87,41% para a Sargassum sp. e entre
39,87% e 62,89 para a Padina sp. Esses NCC foram caracterizados por espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espalhamento dinamico da luz
(DLS), potencial zeta, difracao de raio X (DRX) e analise termogravimétrica (TGA). Os
principais resultados mostraram que as amostras submetidas ao tratamento ao alcalino e
ao tratamento combinado apresentaram espectros de FTIR com diminui¢do dos picos
caracteristicos de lignina e hemicelulose, além de aumento da intensidade dos picos
caracteristicos de celulose. Também foi observada uma redugdo na intensidade do pico
associado a absor¢do da molécula de 4gua, devido a diminui¢do do numero de
hidroxilas livres, sugerindo a dissolucdo de regides amorfas. Os resultados do potencial

zeta indicaram que todas as suspensdes apresentaram valoresentre -42,5 a -66,4mV,



demonstrando boa estabilidade da suspensdo. A analise de DRX revelou que o pré-
tratamento realizado ndo mudou a configuragdo da celulose nativa para a celulose tipo
II. No entanto, o indice de cristalinidade (Ic) foi significativamente maior nas amostras
deSargassum sp. submetida ao tratamento alcalino (Ic=70,95%) e combinado (Ic=
88,13%) em comparacdo com a biomassa apenas branqueada (Ic=36,31%). Um
comportamento semelhante foi observado para a Padina sp., com 1c=78,76% para o
tratamento alcalino e 1c=87,46% para o tratamento combinado, enquanto a biomassa
branqueada apresentou 1c=39,81%. Esses resultados indicam que o branqueamento por
si s0 ndo ¢ suficiente para melhorar a extragdo de NCC a partir de macroalgas. A analise
termogravimétrica mostrou que o tratamento combinado resultou em uma diminui¢do
na estabilidade térmica para ambas as macroalgas, devido a substituicdo dos grupos
hidroxilas por grupos sulfato durante o processo de hidrdlise. Ja os resultados do DLS
indicaram que o hidrolisado obtido a partir da Padina sp. submetida ao tratamento
combinado apresentou distribui¢do de tamanho superior a 70%, em dimensdes
inferiores a 250nm, enquanto o hidrolisado deSargassum sp. apresentou distribuicdo de
tamanho superior a 90% em dimensdes inferiores a 100nm, indicando a presenga de
NCC. O hidrolisado de Padina mercerizada apresentou distribui¢do de tamanho superior
a 25% em dimensoes inferiores a 250nm, ¢ a Sargassum submetida a0 mesmo pré-
tratamento apresentou distribui¢do de tamanho superior a 15% em dimensdes inferiores
a 250nm, sugerindo que o tratamento alcalino tem potencial para a producdo de
nanocelulose em outras condigdes operacionais.Os resultados sugerem que é possivel
obter NCC com elevado indice de cristalinidade a partir da hidrdlise acida de
macroalgas dos géneros Sargassum sp. € Padina sp. submetidas ao pré-tratamento
alcalino e combinado, comuma provavel diminui¢do nos custos ambientais associados

as etapas de extracdo de nanocelulose.

Palavras-Chave:Nanocristais de celulose, hidrélise acida, pré-tratamento, algas.



ABSTRACT

In recent years, there has been an increase in the search for new materials that are more
sustainable and of renewable origin. Among these materials, cellulose nanocrystals
(CNC) have gained prominence due to their origin from cellulose-rich raw materials.
CNCs can be used in various industrial sectors to improve optical and mechanical
properties, as well as provide stability and environmental benefits to a variety of
bioproducts. They can be obtained from various sources, such as plant fibers, agro-
industrial residues, and seaweed, the latter having the advantage of a lower lignin
content. However, to ensure quality and reduce costs in the extraction of CNCs, it is
essential to understand the parameters that influence the process. In this work, the
potential of brown macroalgae Sargassum sp. and Padina sp. as a source of cellulose
nanocrystals (CNC) was explored, investigating the impact of alkaline pretreatment
(performed with 2% NaOH), bleaching (with 30% H,0,), and combined treatment
(alkaline followed by bleaching), as well as the effects of operational parameters time
(45 minutes and 90 minutes) and temperature (45°C and 60°C) on hydrolysis with
sulfuric acid. The pretreatment of biomass reduced its impurities, increasing the
cellulose content from 29.57% to 82.23% in Sargassum sp. and from 30.27% to 79.23%
in Padina sp., thus favoring the extraction of CNC by acid hydrolysis. The CNCs
produced under the mildest operational conditions evaluated, specifically at 45°C and
45 minutes, resulted in the best mass yields, ranging from 25.81% to 87.41% for
Sargassum sp. and from 39.87% to 62.89% for Padina sp. These CNCs were
characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), dynamic light
scattering (DLS), zeta potential, X-ray diffraction (XRD), and thermogravimetric
analysis (TGA). The main results showed that the samples subjected to alkaline
treatment and combined treatment showed FTIR spectra with a decrease in the peaks
characteristic of lignin and hemicellulose, as well as an increase in the intensity of the
peaks characteristic of cellulose. A reduction in the intensity of the peak associated with
water molecule absorption was also observed, due to the decrease in the number of free
hydroxyls, suggesting the dissolution of amorphous regions. The zeta potential results
indicated that all suspensions showed values between -42.5 to -66.4 mV, demonstrating
good suspension stability. The XRD analysis revealed that the pretreatment did not
change the native cellulose configuration to cellulose type II. However, the crystallinity

index (CI) was significantly higher in the Sargassum sp. samples subjected to alkaline



treatment (CI=70.95%) and combined treatment (CI=88.13%) compared to the merely
bleached biomass (CI=36.31%). A similar behavior was observed for Padina sp., with
CI=78.76% for alkaline treatment and CI=87.46% for combined treatment, while the
bleached biomass showed CI=39.81%. These results indicate that bleaching alone is not
sufficient to improve the extraction of CNC from macroalgae. The thermogravimetric
analysis showed that the combined treatment resulted in a decrease in thermal stability
for both macroalgae, due to the substitution of hydroxyl groups by sulfate groups during
the hydrolysis process. The DLS results indicated that the hydrolysate obtained from
Padina sp. subjected to the combined treatment showed a size distribution of over 70%
in dimensions below 250 nm, while the hydrolysate from Sargassum sp. showed a size
distribution of over 90% in dimensions below 100 nm, indicating the presence of CNC.
The mercerized Padina hydrolysate showed a size distribution of over 25% in
dimensions below 250 nm, and Sargassum subjected to the same pretreatment showed a
size distribution of over 15% in dimensions below 250 nm, suggesting that alkaline
treatment has potential for the production of nanocellulose under other operational
conditions. The results suggest that it is possible to obtain CNCs with a high
crystallinity index from the acid hydrolysis of macroalgae from the genera Sargassum
sp. and Padina sp. subjected to alkaline and combined pretreatment, with a probable

decrease in environmental costs associated with nanocellulose extraction stages.

Keywords: Cellulose nanocrystals, acid hydrolysis, pretreatment, algae.
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CAPITULO 1:INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o avango do processo de globalizacdo, uma demanda
crescente por praticas industriais sustentaveis, o desenvolvimento da nanotecnologia e
as mudancas no comportamento da sociedade tém colaborado para a busca de novos
produtos com origem renovavel e com menor custo ambiental associado. Isso tem
levado a busca por solugdes avangadas que conciliem o crescimento econdmico com a
preservacdo ambiental, estimulando a pesquisa € o desenvolvimento de tecnologias
inovadoras. Essas tecnologias fazem uso de novos materiais de origem renovavel,
aplicaveis em diversos setores, onde a nanotecnologia desempenha um papel importante
nesse desenvolvimento (Zaki et al., 2021; Mihhels et al., 2023; Dias, Lacerda e Arantes,
2023).

A nanotecnologia oferece oportunidades para desenvolver materiais com
propriedades aprimoradas, resultandoem menor consumo de materiais e produtos mais
leves e eficientes. Um material nanoestruturado que tem ganhado destaque ¢ a
nanocelulose (Squinca et al., 2020; Mihhels et al., 2023; Barhoum et al., 2023).
Derivada da celulose,um dos biopolimeros mais abundantes da terra,a nanocelulose tem
um amplo potencial de aplicagdo em varios setores industriais, incluindo papel,
quimica, embalagens de alimentos, aplicagdes farmacéuticas e inovacdo (Zhao et al.,
2018; Oliveira et al., 2019; Kumar et. al., 2020; So et al., 2021).

Em 2022, empresas que atuam no mercado brasileiro investiram 290 milhdes de
reais em pesquisa, desenvolvimento e inovacdo relacionados a nanocelulose(IBA,
2022). De acordo com a empresa de pesquisa de mercado Markets and Markets (2020) a
estimativa é que o mercado global de nanocelulose atinja 783 milhdes de dolares em
2025, um crescimento de quase 490 milhdes de dolares em relagdo a 2020 (Floresta.pt,
2020).Diante disto, varios estudos tém sido realizados para o desenvolvimento de
bioprodutos nanoestruturados, provenientes de recursos lignocelulésicos e celuldsicos
naturalmente disponiveis. Essa abordagem ¢ impulsionada pelo menor custo ambiental
quando comparado aos produtos sintetizados a partir do petroleo (Ramesh, Palanikumar
e Reddy, 2017; Mihhels et al., 2023; Dias, Lacerda e Arantes, 2023).

A nanocelulose desperta interesse devido as suas caracteristicas unicas e as
propriedades melhoradas em comparacdao com as fibrilas de celulose, como sua elevada
razdo de aspecto e area superficial especifica. Quando combinada com outros materiais,

ela aumenta a resisténcia a tracdo e rigidez, além de proporcionar leveza ¢ beneficios
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ambientais,pois ¢ de origem renovavel, reciclavel e biodegradavel (Chen et al., 2016; So
et al., 2021). A celulose nanoestruturada possui alto valor agregado, podendo servir
como base para os proximos nanomateriais verdes (Huang et a., 2020).Além, de
diversas aplica¢des na industria, como a producdo de adesivos, compdsitos, hidrogéis,
filmes e membranas, papel, farmacéutica e eletronica (Zaki ef al., 2021; Bangar et al.,
2022).

Recentemente, varios estudos tém se concentradona preparacdo de materiais
celuldsicos nanoestruturados a partir de biomassas com origens diversas, tais como:
fibra de capim, fibra de sisal, bagaco de cana-de-agtcar e celulose de algoddo (Bettaieb
et al., 2015; Aguiar et al., 2020; Billato et al., 2020; So et al., 2021). Isso destaca o
crescente reconhecimentodas fibras vegetais como materiais de refor¢o (Pietak et al.,
2007).

A obtencdo de nanocristais de celulose a partir de biomassa lignocelulésica ou
celulosica pode ser realizada por meio de diversas rotas, utilizando tratamento quimico,
mecanico, enzimatico ou pela combinacao destes métodos. Contudo, um desafio comum
ao processamento dessa biomassa para obten¢do de nanocelulose é a remogao de alguns
compostos presentes na matriz rica em celulose. A necessidade de processos de
purificacdo pode resultar em aumento de custos e impactar o rendimento da produgao de
nanocelulose (Lee, Hamid e Zain, 2014; Baghel, Reddy e Singh, 2021).

Visando reduzir os custos associadosa obtencdo de nanocelulose, outras
biomassas t€ém sido avaliadas como matéria-prima. Neste contexto, a biomassa de
macroalgas surge como alternativa as fontes lignocelulosicas, estando facilmente
disponivel, apresentando crescimento rapido, ndo compete por terras araveis, baixa ou
nenhuma barreira fisico-quimica natural na biomassa, eliminando a necessidade de
tratamento quimico agressivo para acesso a celulose (Andrade et al., 2013; Chen et al.,
2016; Bettaid et al., 2015; Do, Lee ¢ Whiteside, 2020).

Diante do exposto, ¢ importante o conhecimento sobre como o pré-tratamento
influencia a purificagdo da biomassa das macroalgas Sargassum sp. e Padina sp. e no
rendimento massico da reacdo de hidrolise. Além disso, ¢ importante avaliar também o
impacto das condigdes operacionais para hidrolise (tempo, temperatura e relacdo
acido:biomassa). Essas variaveis podem ter influéncia nas caracteristicas morfologicas e
de superficie, mas também podem definir possiveis aplicagdes para a nanocelulose,

além de impactarem no rendimento massico da rea¢do de hidrolise acida.

15



1.1.0bjetivos

1.1.1. Geral

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a influéncia do pré-tratamento
quimico (alcalino, branqueamento e alcalino combinado com branqueamento) da
biomassa e parametros operacionais (tempo e temperatura) na obtencdo de nanocristais

de celulose a partir das macroalgas Sargassum sp. e Padina sp.

1.1.2. Especificos

e Realizar a caracterizagdo dos géneros de macroalgas coletados para analisar a
viabilidade para obtenc¢do de nanocelulose.

e Realizar a caracterizacdo da biomassa pré-tratada para verificar a influéncia do
pré-tratamento.

e Realizar comparacdo de diferentes condi¢des operacionais para condugdo da
reagdo dehidrolise da biomassa pré-tratada (tempo e temperatura).

e Avaliar a influéncia das condigdes de hidrolise acida da biomassa pré-tratada
sobre o rendimento da reacdo, determinando as melhores condigOes
operacionais.

e Realizar a caracterizagdo dos nanocristais obtidos para as melhores condi¢des

operacionais.
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CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Algas Marinhas

As algas marinhas sdo organismos fotossintéticos que podem ser encontrados
tanto na forma de organismos microscopicos unicelulares, conhecidos como microalgas,
quanto como organismos multicelulares macroscopicos, chamados de macroalgas. Eles
podem ser encontrados em uma variedade de habitats, desde crostas na superficie das
rochas até regides eufoticas (Beetul et al., 2016)

As algas, sejam elas macroalgas ou microalgas, desempenham um papel
fundamental como produtores primarios na cadeia alimentar marinha. Além disso,
apresentam um potencial promissor como fontes de bioprodutos e biocombustiveis,
também podendo ser utilizadas como alimento funcional elevando o valor nutricional

dos alimentos (Borowitzka, 2013; Simas-Rodrigues et al., 2015).

2.1.1. Microalgas

As microalgas sdo microrganismos fotossintéticos, capazes de converter agua e
didxido de carbono com o auxilio da luz solar em bioprodutos de interesse econdmico,
com velocidade de sintese superior as plantas terrestres (Andrade e Costa, 2008;
Brennan ¢ Owende, 2008; Honda et al., 2012; Shuba e Kifle, 2018). Sua biomassa
possui composi¢do bioquimica variada em fungdo da espécie cultivada e de fatores
ambientais, tais como: meio e condi¢des operacionais de cultivo (Zamalloa et al., 2011;
Beer et al., 2009). No geral ¢é rica em lipideos, proteinas e carboidratos, podendo ser
utilizada na producdo de biocombustiveis, suplementagdo alimentar e obtencdo de
outros produtos de interesse econdmico (Wang et al., 2012).

As microalgas apresentam uma elevada taxa de crescimento, sua produtividade
em termos de produgio de biocombustiveis ¢ da ordem de 9,3L.m™ por ano enquanto
outros tipos de cultura como a do milho apresenta rendimento em biocombustiveis da
ordem de 0,06L.m™ por ano, demonstrando assim que esse tipo de biomassa requer uma
area menor para uma maior produtividade (Ullah et al., 2014).

A composi¢do da biomassa ¢ influenciada pela disponibilidade de nutrientes,

podendo ser ajustada conforme os bioprodutos de interesse, além das condigdes de

17



extracdo e bioconversdo. Essa manipulagdo permite otimizar a produgdo de bioprodutos
especificos, melhorando a efici€éncia dos processos de extracdo e conversdo biologica
(Zanchetta et al., 2021). A utilizagdo de microalgas para producdo de bioprodutos esta
diretamente ligada a capacidade destes microrganismos produzirem e armazenarem
macromoléculas (Silva e Bertucco, 2016; Magroet al., 2016). Os carboidratos mais
abundantes nas microalgas sdo: amido (composto por amilose amilopectina) compde a
parede celular e funciona como reserva de energia e a celulose (polimero de glicose)
com func¢do estrutural, compondo da parede celular (Chenet a/., 2013; Onay, 2019).

Um aspecto importante para viabilidade deste processo ¢ o sistema de cultivo,
tipo de biorreator, que deve atender as necessidades da espécie de microalga escolhida
podendo apresentar caracteristicas adequadas, tais como: distribuicdo da intensidade da
luz uniforme, taxa de liberagdo de oxigé€nio e controle de agitagdo. Estes biorreatores
podem ser do tipo abertos ou fechados. Os abertos sdo os mais tradicionais, utilizados
desde a década de 50 (Borowitzka, 1999; Brennan e Owende, 2010), apresentam como
maiores vantagens baixo custo de instalacio e manutencdo e como desvantagem
restricdo de controle dos parametros operacionais, maior possibilidade contaminagao e
baixa produtividade volumétrica. Os sistemas abertos podem ser de dguas naturais ou
artificiais, devendo ter controle da agitagdo e profundidade (20 ¢ 50 cm) deve ser
dimensionada de modo a garantir o fluxo adequado de energia luminosa para que ocorra
o crescimento uniforme da biomassa, ndo apenas na camada mais superficial (Terry e

Raymond, 1985).

2.1.2. Macroalgas

As macroalgas, também conhecidas como algas marinhas, utilizam dioxido de
carbono, luz e nutrientes para seu desenvolvimento e manuteng@o de suas estruturas, sdo
essenciais para continuidade da vida de diversas outras espécies marinhas, pois
funcionam como base da cadeia alimentar e abrigo (Ariede et al., 2017; Zemah-Shamir
et al., 2021; Pardilh¢ et al., 2022; Korobushkin et al., 2023). Sdo consideradas talofitas,
apresentam estrutura simples ndo vascularizada sem a presenga de raizes, caules e
folhas, sdo semelhantes as plantas superiores na composi¢cdo dos carboidratos de
reserva, proteinas e pigmentos fotossintetizantes (Lee, 2012; Aliyu, Lee e Harvey, 2021;

Pereira, 2021).
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As algas marinhas apresentam altas taxas de crescimento, seu processo
fotossintético possui eficiéncia da ordem de 4 vezes superior as plantas terrestres que
possuem eficiéncia entre 1,8 — 2,2% (Fernand et al., 2017), elevado rendimento em
biomassa, ndo necessita de terras araveis, baixo consumo de agua (quando comparado
as plantas superiores), baixo teor de estruturas de lignina, (Del Rio et al., 2019; Gomes-
Dias et. al., 2020; Del Rio et al., 2021), elevada concentragdo de carboidratos (mono e
polissacarideos) entre outras caracteristicas que as tornam uma matéria-prima com
potencial para producdo e desenvolvimento de varios bioprodutos de alto valor
agregado (Lordan, Ros e Stanton, 2011; Wei, Quarterman ¢ Jin, 2013; Roldan et al.,
2017; Parsons et al., 2019; Urrea-Victoria ef al., 2022).E em decorréncia disto ao longo
dos ultimos anos tem sido objeto de diferentes estudos para estruturagdo de processos
que viabilizem sua obtencdo e emprego (Roldan et al, 2017; Parsons et al., 2019;
Pardilho et al., 2023; Binhweel et al., 2023).

Dentre os compostos oriundos das macroalgas com potencial comercial temos
moléculas com propriedades antioxidantes (Raymundo, Horta e Fett, 2004; Kumar et.
al., 2020), compostos bioativos que tém aplicacdo no tratamento de diversas patologias
(Zhao et al., 2018; Abdelrheem et al., 2021). Também podem ser utilizadas para o
desenvolvimento de embalagens ativas para a industria de alimentos (Singh, Gaikwad e
Lee, 2018; Oliveira et al., 2019). Além disso, ¢ fonte de proteina, gelificantes e
estabilizante (Gajaria et al., 2017; Perumal et al., 2022) e seus altos teores de
carboidratos possibilita sua utilizagdo como matéria-prima na producdo de
biocombustiveis, como destacado por Del-rio et al. (2019) e Sudhakar et al. (2019).

Outras aplicagdes incluem o uso das macroalgas como matéria-prima para
obtengdo de materiais nanoestruturados (Chen et al., 2016; Doh, Lee ¢ Whiteside, 2020;
Zaki et al., 2021). Atualmente cerca 250 espécies de macroalgas sdo exploradas
comercialmente em todo mundo com o objetivo de produzir principalmente gelificante,
carboidratos e proteinas, demonstrando o potencial de crescimento para os produtos das
macroalgas (Chen et al., 2016; Baghel, Reddy e Singh, 2021; Pradhan ef al., 2022).

A ampliagdo dos estudos deste tipo de biomassa, denominada biomassa de terceira
geragdo, e a crescente demanda por solugdes sustentaveis despertaram o interesse para a
busca de outras aplicagdes dos seus derivados de celulose (Chen et al., 2016; Doh, Lee
e Whiteside, 2020). As macroalgas apresentam composi¢do quimica variavel de acordo
com a espécie, maturacdo ¢ as condi¢des de cultivo, no entanto a celulose esta presente

na composicdo quimica de todas elas (Sudhakar et al., 2019; Doh, Lee e Whiteside,
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2020; So et al., 2021). Além disso, apresenta pouca ou nenhuma lignina em sua cadeia

de celulose ampliando suas possibilidades de aplicagdes (Halib et al., 2017; So et al.,

2021).A tabela 1 apresenta algumas macroalgas utilizadas para obtencdo de bioproduto.

Tabela 1:Macroalgas utilizadas como matéria-prima na obtenc¢do de bioprodutos.

Macroalga Bioproduto Rota utilizada Referéncia
Tratamento
) _ ] del Rio et al.,
Sargassummuticum Bioetanol hidrotérmico por 2001
micro-ondas.
. Singh,
Nanocristal de o ) ]
Alga vermelha Hidrdlise acida Gaikwad e Lee,
celulose
2018
Aquecimento
. combinado com Oliveira et al.,
Gelidiumsesquipedale Gelificante (Agar-
based) tratamento 2019
ultrassonico.
Aquecimento

Proteina, lipidio e
Ulva lactuca
celulose

Nanocristal de
Gelidium elegans
celulose

combinado com o
) Gajaria et al.,
tratamento alcalino,

2017
extracdao com solvente
e hidrolise acida.
Chen et al.,
Hidroélise acida
2016

Usualmente as macroalgas s@o classificadas de acordo com sua pigmentagado

dominante em: algas marrons (Phacophyceae), algas verdes (Chlorophyceae) e algas

vermelhas (Rhodophyceae) (Chen et al., 2015;

Goh e Lee, 2010; Lordan, Ros e

Stanton, 2011; Barbot, Al-Ghaili e Benz, 2016), representantes de cada uma das classes

pode ser visto na figura 1.
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Figura 1: Classificacdo das macroalgas: [A] Alga vermelha; [B] Alga marrom; [C]
Alga verde. Fonte: Adaptado de Central Nuclear Almirante Alvaro Alberto, 2015.

As macroalgas apresentam um numero diverso de espécies adaptadas a
diferentes habitats e condi¢gdes ambientais (Makkar er al., 2016). Sendo compostas
principalmente por agua, carboidratos, proteinas lipidios e cinzas, podendo sua
composi¢do centesimal variar de acordo com a espécie e época da colheita (Makkar et
al., 2016; Andrade et al., 2020). Podem ser encontradas ao longo de toda a costa
Brasileira, regido tropical, regido de transi¢do e regido quente ¢ temperada (Schmitz et
al., 2018; Caldeira e Reis, 2019).

Sua composi¢do varia entre as espécies, regido de desenvolvimento e época da
colheita, mas de modo geral sdo organismos ricos em agua, podendo chegar a 85%
(Badmus, Taggart e Boyd, 2019) os outros aproximadamente 15% sdo matéria organica
¢ mineral, sua composicdo em base seca ¢é: lipidios totais (0,5 - 3,5%), proteinas (3,0 —
50,0%), carboidratos (21,0 — 61,0%) e minerais (12,0 — 46,0%) (Beetul et al., 2015;
Baghel, Reddy e Singh, 2021). A tabela 2 apresenta a composi¢do quimica média das

macroalgas de acordo com sua classificagao.

Tabela 2:Composi¢do quimica média dasmacroalgas.

Alga Alga
Alga Verde Referéncia
Marrom Vermelha
) Jung et al,
Carboidratos (%) 30-50 30-60 25-50
2013
Ramachandra e
Proteinas (%) 10-15 6-15 10-20
Hebbale, 2020
Ramachandra e
Lipidios (%) 1-2 0,5-1,5 1-3
Hebbale, 2020
Ramachandra e
Cinzas (%) 14 —-28 5-15 13-22

Hebbale, 2020
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Dentre as mais de 800 espécies identificadas na costa brasileira 62% sao
Rhodophyceae, 25% pertencem a classe Chlorophyceae ¢ 13% s2o Phacophyceae, vale
ressaltar que esses nimeros podem ser bem diferentes, pois ainda existem areas
inexploradas e que ndo foram inventariadas, por falta de dados taxondmicos para varios
grupos de macroalgas. No entanto mesmo com toda essa diversidade no Brasil sdo
poucas as espécies exploradas comercialmente, as exploradas comercialmente sdo
principalmente dos géneros Gracilaria, Gracilaropsis ¢ Hypnea (Marinho-Solano.
2017) e mais recentemente no sul do pais o género Kappaphycus(Andrade et al., 2020;
Santos e Hayashi, 2022)

O litoral nordestino ¢ uma das regides brasileiras com o ecossistema marinho
mais diversificado, apresentando parametros ambientais praticamente constantes ao
longo das varias estagdes do ano. Essa diversidade ¢ também favorecida pela presenca
de recifes de arenito e coralineas, além de regides de estudrios e manguezais que
permitem a manutencdo da vida de varias espécies marinhas, entre eles as macroalgas
(Marinho-Soriano, 2017; Andrade et al., 2020). As macroalgas sdo beneficiadas pelas
condi¢des da temperatura, salinidade e intensidade luminosa encontradas no litoral
nordestino, além da presenga de substrato rigido formado predominantemente por
arrecifes de arenito (Marinho-Soriano, 2017). A figura 2 mostra a parte da diversidade

de espécies de macroalgas na regido.
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Figura 2: Diversidade de espécies de macroalgas presente no litoral nordestino. Fonte:
Autor, 2021.

2.1.2.1.Rhodophytas - Macroalgas vermelhas

As macroalgas vermelhas sdo plantas ndo vasculares, ndo possuem flagelos e
apresentam diversas formas e tamanhos (Kumar, Tarafdar e Badgujar, 2021). Um
aspecto notavel das macroalgas vermelhas € a presenga de ficocoldides (principalmente
agar e carragenana) nas paredes celulares, que atuam como uma barreira de protecdo
contra os efeitos das ondulagdes do mar e dessecagdo durante os periodos de maré
baixa, contribuindo para a sobrevivéncia em ambientes costeiros adversos (Bukhari et
al., 2023).

As algas vermelhas sdo quase exclusivamente pluricelulares e marinhas, sdo
espécies amplamente distribuidas pelo mundo, presente nos mais diversos habitats, mas

¢ predominante no continente Asiatico (Afonso et al., 2021; Pei et al., 2021). Elas
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contém clorofila ae dcomo pigmentos fotossintetizantes, além de pigmentos acessorios,
como carotenoides e as ficobilinas, que desempenham um papel fundamental ao ampliar
a faixa de absor¢do de luz. Isso permite que elas se desenvolvam e sobrevivam em
ambientes com menos incidéncia de luz (Gamal, 2010; Makkar et al., 2016; Bukhariet
al., 2023), essa classe possui mais de 8000 espécies conhecidas (Gamal, 2010).

A parede celular das Rhodophytas, semelhante as outras classes de macroalgas, ¢
principalmente composta por celulose, disposta em uma matriz amorfa e mucilaginosa.
Essa composicdo confere as macroalgas flexibilidade, resisténcia e textura as
macroalgas (Kloareg et al., 2021; Chevenier, Jouanneau e Ficko-Blean, 2023). Comuns
em 4gua tropicais, geralmente fixadas em rochas ou a outras macroalgas. E rica em
agarose, polissarideos presentes na parede celular que possui capacidade gelificante,
muito utilizado na indastria de cosméticos e em carragenina, um polissacarideo
sulfatado também utilizado com gelificante, na industria de embalagens e farmacéutica
(Rhin, 2011; Abdul Khalil ez al., 2017).

As algas vermelhas vém ganhando destaque também como fonte de metabolitos
biologicamente ativos, superando outras classes de algas nesse aspecto (Gamal, 2010;
Zhao et al., 2018; Mandal et al, 2023). Varias espécies de Rhodophyceae sdo
exploradas comercialmente para produgdo de espessantes, emulsificante e ficocoldides,
além de ser utilizada na industria de tintas, téxteis e farmacéuticas (Smit, 2004; Bluntet
al., 2006; David, Baharulnizam e Rajabalaya, 2022; Budiyanto et al., 2022).

Dentre os géneros de Rhodophytas podemos destacar asPyropia, Porphytia,
Chondrus e Palmaria, fonte de sais minerais, vitaminas, fibras e proteina, representando
a maior fonte de alimentos proveniente de algas vermelhas, sendo cultivadas em larga
escala no Japao, China e Coréia do Sul (Makkar et al., 2016) . Além de serem ricas em
proteinas, ja sendo utilizadas para suplementacdo da alimentacdo animal em Paises com
Suécia e Franga (Makkar ef al., 2016).

Em 2019, a producdo global de macroalgas vermelhas atingiu 18,3 milhdes de
toneladas, representando 52,6% da producdo total em massa de algas marinhas e 47,6%
em termos de valor monetario, pouco mais de 7 bilhdes de dolares americanos. E os
géneros mais cultivados incluiram Kappaphycus, com 11,6 milhdes de toneladas, sendo
cultivado em diversos continentes, Asia, Africa, Oceania ¢ América. A Gracilaria foi
cultivada em quantidade significativa, totalizando 10,5 milhdes de toneladas,
principalmente nas regides do leste e sudeste asidtico. Além dessas, a Porphyra,

conhecida como alga nori e amplamente utilizada na culindria asiatica, contribuiu com 3
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milhdes de toneladas, sendo cultivada principalmente nas agua frias da Asia oriental

(Cai et al., 2021).

2.1.2.2.Chlorophyta - Macroalgas Verdes

As Chlorophytas apresentam uma coloracdo esverdeada devido a presenca dos
pigmentos fotossintéticos clorofila a e clorofila b, que em seus cloroplastos estdo em
concentracdes mais elevada do que nas Rhodophytas e Phaeophyceae e estd em
proporcoes semelhantes as observadas nas plantas superiores (Gamal, 2010; Gupta e
Abu-Ghannam, 2011), possui também os pigmentos acessorios betacaroteno e
xantofilas (Kumar, Tarafdar e Badgujar, 2021).

Essas algas verdes sdo encontradas em diversas regides do mundo e representam
o grupo mais diversificado de algas, exibindo uma ampla variedade de formas,
tamanhos e comportamentos (Bukhari ef al., 2023). Elas podem ser predominantemente
aquaticas e sdo frequentemente encontradas em simbiose com fungos, protozoarios de
agua doce, esponjas e celenterados (Raven et al., 2007).

As algas verdes, principalmente as do género Ulva sp. apresentam teor de
carboidrato de aproximadamente 54%, considerado alto para a produgdo de
nanocelulose (Kim et al., 2011; Zanchetta et al., 2021). No entanto, ¢ importante notar
que ha poucos relatos de metabolitos secundarios nas algas verdes, e dentre os filos é o
que apresenta uma quantidade menor de espécies catalogadas, cerca de 600 espécies
(Kumar, Tarafdar e Badgujar, 2021).

As Chlorophytas sdo encontradas em abundancia no litoral brasileiro, habitam
principalmente a regido do supralitoral (regido que permanece coberta apenas nas marés
mais altas de sizigia — marés mais altas que o normal) e mesolitoral (regido que fica
exposta ao ar durante a maré baixa e submersa durante a maré alta) e regides de pouca
profundidade onde ocorre a maior incidéncia de luz solar (Marinho — Soriano e
Carneiro, 2021). Estando assim sujeitas a grandes flutuagdes de umidade, temperatura,
salinidade, intensidade luminosa, agdo dos movimentos da arrebentacdo. Além de
variagdes morfologicas, fisiologicas e bioquimicas decorrentes da agdo das marés
(Denis et al., 2010; Smale et al., 2016).

Os géneros principais de algas referenciados sdo Ulva, Codium, Enteromorpha,
Chaetomorpha e Cladophora, conforme destacado por Makkar ef al. (2016). Essa classe

de algas tem uma variedade de aplicagdes, incluindo seu uso como alimento para
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animais, na producdo de biofertilizantes, produtos farmacé€uticos, cosméticos e no
tratamento de residuos (FAO, 2018; Caiet al., 2021).

O cultivo das macroalgas verdes ainda ¢ consideravelmente menor em
comparag¢do com o de Rhodophytas e o de Phacophyceaes, com uma producio total de
quase 17 mil toneladas em 2019, o que representa apenas 0,05% de toda a producdo
mundial de macroalgas. Dessas, 6,3 mil toneladas sdo da espécie Monostroma nitidum,
produzida exclusivamente pela Republica da Coréia. Outro género cultivado foi o Ulva,
também conhecida como “alface do mar”, com uma producdo de 2,15 mil toneladas na
Africa do Sul. Vale mencionar a produgio das espécies Capsosipho fulvescens e
Codium fragile, cultivadas pela Republica da Coréia, que sozinha é responsavel por
77% da producdo mundial de algas verdes (Cai et al., 2021).

As espécies de macroalgas verdes apresentam teores interessantes de proteinas,
aminoacidos, vitaminas ¢ sais minerais (Lordan, Ross e Stanton, 2011; Mo’o et al.,
2020; Brain-Isasi, Cara e Lienqueo, 2021; Harsha, Madhusudan e Baskaran, 2023) e
tem sido utilizadas na alimentagdo humana em véarias partes do mundo, mas
especialmente em paises orientais (Bolton et al., 2008; Wells et al., 2017; Harsha ,
Madhusudan e Baskaran, 2023). Além destes, algumas espécies apresentam em sua
composi¢do celulose, hemicelulose, compostos fendlicos, terpenos e esterdis (Harnedy e
Fitzgerald, 2011; Morelli et al., 2019; Mo’o et al., 2020).

Durante muito tempo a principal aplicagdo foi na industria de alimentos, porém
varios estudos tém sido realizados com o objetivo de explorar o potencial dos varios
componentes destas macroalgas (Harsha, Madhusudan e Baskaran, 2023). Dentre as
possiveis aplicacdes estdo: matéria-prima para producdo de bicombustiveis (Prablu et
al., 2020; Qarri e Israel, 2020; Blnhweel ef al., 2023), medicina ¢ industria farmacéutica
por apresentar em sua composi¢cdo compostos de quimicos com acdo antioxidante e
antimicrobiana (Robic et al, 2009; Farasat et al., 2014; Moawad et al., 2022; Amim et
al., 2022), produgdo de celulose e nanocompostos de celulose (Gajaria et al., 2017;

Moral et al., 2019; Jmel et al., 2019; Wahlstrom et al, 2020).

2.1.2.3.Phaeophyceae - Algas Marrons

As Phaeophyceaes possuem os pigmentos fotossintetizantes clorofila a, clorofila

be pigmentos acessorios carotenos e xantofilas, sendo a fucoxantina (carotenoide) o
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pigmento responsavel pela cor castanha desses organismos (Pereira, 2021; Bukhari et
al., 2023). Sendo capazes de viver em aguas com profundidade entre 30 e 50 metros,
além de se adaptarem a ambientes costeiras (Song et al., 2015).

Morfologicamente, as algas castanhas sdo compostas por uma lamina longa, uma
haste e o suporte que funciona como uma estrutura de ancoragem da alga ao substrato
rigido em ambientes marinhos. Sao 2030 espécies classificadas como macroalgas
marrons (Kumar, Tarafdar e Badgujar, 2021), nesta classe estdo as maiores
representantes, com algumas espécies medindo de 2 a 65 metros, como por exemplo,
Saccharina sp. ou comumente chamada “Kelp”, enquanto outras tém tamanhos entre
30 e 60 centimetros, como por exemplo, Sargassum sp. (Kumar, Tarafdar e Badgujar,
2021; Bukhari et al., 2023). Além disso, apresentam uma maior produtividade quando
comparadas as Chlorophytas e Rhodophytas (Song et al., 2015).

A parede celular das algas castanhas ¢ formada por uma rede de polimeros que
formam uma estrutura fibrosa dispersa em uma matriz amorfa, permitindo a interagao
com o meio ambiente (Kloareg et al., 2021; Bennett, Robinson ¢ Gomez, 2023;
Chevenier, Jouanneau e Ficko-Blean, 2023) . A composi¢do quimica da parede celular
varia entre os géneros e espécies, com os carboidratos presentes em altas concentragdes
(variando entre 34 ¢ 76% em base seca) (Deniaud-Bouét et al., 2014).

As algas marrons sdo predominantemente marinhas, fixando-se em substrato ou
flutuando (arribadas) ao longo de toda a area costeira (Shahnaz e Shameel, 2009;
Andrade et al., 2013; Beetul et al., 2016). Elas sdo frequentemente encontradas em
regides de temperaturas elevadas devido as suas caracteristicas morfologicas, que
permitem adaptacdes as condiges ambientais restritivas, como: exposicdo a radiagdo
ultravioleta, correntes marinhas e disponibilidade limitada de luz (Sudhakar et al., 2019;
Zaki et al., 2021).

O cultivo de macroalgas castanhas tem registrado um crescimento médio
superior a 10% ao longo das décadas de 1950 até 2019, superando o crescimento de
outros cultivos da aquicultura mundial. Em 2019, a producdo global das algas marrons
atingiu 16,46 milhdes de toneladas, correspondente a 47,3% da produgdo mundial de
algas marinhas em termos de massa, e representando 52% em termos de valores
monetarios (Cia et al., 2021).

Mais de 90% da producdo de macroalgas pardas provém dos géneros

Lamaria/Saccharin, com uma produgdo de 12,3 milhdes de toneladas, e Undaria, com
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producdo de 2,6 milhdes de toneladas. A maior parte desse cultivo ¢ realizada pela
China e Republica da Coréia (Cai et al., 2021).

Ao longo dos ultimos anos as biomoléculas que compdem as Phaeophyceaes tém
tido suas estruturas quimicas, propriedades fisico-quimicas e atividades bioldgicas
amplamente estudadas como fonte de compostos bioativos naturais e com o objetivo de
desenvolver novos bioprodutos (Grupta ¢ Abu-Ghannam, 2011; Imane et al., 2022).
Sendo muito utilizadas em produtos alimenticios (Birch, Skallerud e Paul, 2019; Rhein-
Knudsen e Meyer, 2021), na suplementacdo dietética (Meng et al., 2022; Maghawri et
al., 2023), como fertilizante ¢ biofertilizante (Jumadi et al., 2023; Lama-Calvente et al.,
2024), produtos farmacéuticos (Imane et al., 2022; Hans et al., 2024) , bioplastico
(Cheah et al., 2023; Tennakoon et al., 2023), producdo de biocombustivel (Dias et al.,
2023; Farobie et al., 2023), entre outros.

Um dos desafios a utilizacdo integral dessa biomassa tdo versatil ¢ o
desenvolvimento de um processo extrativo seletivo, uma vez que os extratos estdo em
uma mistura complexa de polissacarideos, compostos fendlicos, acidos graxos,
proteinas, pigmentos, entre outros (Balboa et al., 2013; Kumar, Tarafdar ¢ Badgujar,

2021; Hempel, Colepicolo e Zambotti-Villela, 2023).

2.1.2.3.1. Sargassum sp.

A macroalga Sargassum sp. ¢ um dos géneros classificado como Phacophyceaes,
pertencente a familia das Sargassaceae. Esta alga pode ser encontrada em quase todos os
oceanos, em regides com climas temperados, subtropicais e tropicais. Apresenta
estrutura folidceas ou tubulosas, com ramificagdes que propiciam a colonizacdo
extensiva por diversos outros organismos marinhos nas areas que ocupam (Phillips e

Blackshaw, 2011; Liu et al., 2012). como pode ser visto na figura 3.
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Figura 3: Macroalga do género Sargassum sp. coletada no litoral de Maceié — AL.
Fonte: Autor,2021.

Sua morfologia ainda apresenta vesiculas esféricas ou pneumatocistos que
auxiliam na flutuagdo, especialmente quando desprendidas do substrato, arribada,
levando a formacdo de tapetes com quildmetros de extensdo em alto mar (Liu et al.,
2012; Oviatt et al., 2019; Santos et al., 2022).

Das espécies do género Sargassum reconhecidas 14 ocorrem ao longo da costa
brasileira, popularmente conhecida como sargago (Coracdo et al., 2020). A Sargassum
sp. apresenta uma ampla variedade fenotipica atribuida as condicdes do meio
(temperatura, presenca de correntes, fauna e flora associados ao seu talo) (Coracdoet al.,
2020; Lui e Lin, 2020).

As condigdes do meio ambiente durante o desenvolvimento da macroalga, a
época de colheita e a espécie podem promover variacdes no perfil bioquimico da
biomassa da Sargassum, dados da literatura demonstram que o carboidrato ¢ o
componente mais abundante com cerca de 50% em peso seco (Liu et al., 2012) e teor de
lignina em torno de 15% (Flores et al., 2022) o que torna atrativa a utilizacdo dessa
biomassa para obten¢do de uma ampla variedade de bioprodutos.

No Brasil a Sargassumesta amplamente distribuida, podendo ser encontrada ao
longo de quase todo o litoral, sendo frequetemente encontrada em regides ricas recifes
de corais e em costdes rochosos minimamente protegidos da acdo direta das ondas
(Széchy e Sa, 2008; Santos Filho et al., 2012).

A biomassa da Sargassum é popularmente utilizada como fitoterapico na Asia

(Liu et al., 2012; Saraswati et al., 2019), como alimento e suplementacdo dietética
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(Milledge, Nielsen e Bailey, 2016; Melchor-Martinez et al., 2023), para a producao de
biofertilizantes ¢ estimuladores agricolas (Jumadi et al., 2023; Abdool-Ghany et al.,
2023) , biosorvente para remog¢do de metais pesados (Coragdo et al., 2020), fonte de
compostos bioativos (Liu et al., 2012; Urrea-Victoria et al., 2022), como
biocombustivel (Thompson, Young e Baroutian, 2021) e como fonte de ficocoldides

(Molina et al., 2022).

2.1.2.3.2. Padina sp.

A macroalgaPadina sp. esta na classe das Phaecophytas e pertence a familia das
Dictyotaceae. Esta macroalga ¢ comumente encontrada em aguas de mares tropicais a
temperados. Morfologicamente, apresenta um talo ereto ou prostrado, fixado a um
suporte, com comprimento de até 20 cm, adotando uma forma de leque ou lacerada,
com borda arredondada lisa, coberta por feoficoteanos, que se estende desde a base

rizoidal (Rushdi et al., 2021), como pode ser observado na Figura 4.

Figura 4: Macroalga do género Padina sp. coletada no litoral de Maceié — AL. Fonte:
Autor, 2021.

Desenvolvendo-se em fragmentos de conchas, planicies de maré, rochas e em
recifes rochosos, a maiorias dos representantes esta limitada a zona tropical do Brasil.
No entanto, algumas espécies podem ser encontradas ao longo de toda a extensdo da
costa, que se estende do Rio Grande do Sul ao Maranhio, incluindo Fernando Noronha

(Nunes e Paula, 2000).
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A biomassa das espécies do género Padina possui varias aplicacdes na industria
de alimentos (Lee ef al., 2023; Hans et al., 2024), industria farmacéutica e cosmética
(Rushdi et al., 2021; Sharma e John, 2023; Hans et al., 2024), remogdo de metais e
indicador de qualidade de corpos d’agua (Nassar et al.; 2022; Wu et al., 2023), obtencdo

de ficocoloides (Rhein-Knudsen ef al., 2017), entre outras.

2.1.2.4.Cultivo de Macroalgas

A biomassa macroalgal utilizada em escala industrial pode ser obtida a partir de
bancos naturais (extrativismos) ou de cultivos controlados. No entanto, o avango
suportavel dessa industria ¢ fundamentalmente dependente dos cultivos, uma vez que os
recursos naturais nao sdo capazes de suprir a crescente demanda das ultimas décadas,
especialmente na producdo de ficocoldides e aplicacdo na industria de alimenticia
(Baghel ef al., 2021; Jagtap e Meena, 2022; Cerca et al., 2023).

De acordo com a FAO — Food and Agriculture Organization, 2022, a produgado
mundial de macroalgas proveniente da aquicultura em 2020 foi de 36 milhdes de
toneladas, correspondente a 97% de toda a macroalga processada. Esta producdo
representa um crescimento de 1,4% em relagdo a 2019, com um crescimento acumulado
na ultima década (2010 - 2020) de 5,7%. A tabela 3 apresenta os dados de produgdo

mundial de macroalgas via aquicultura no mundo para os anos de 2010 e 2020.

Tabela 3: Producdo mundial de aquicultura por regido e grandes produtores
selecionados.

Continente e regides com maior 2010 2020
producio Massa expressa em mil toneladas
, Percentual no 138.,3 104,1
Africa
mundo (0,69) (0,30)
) Percentual na - 0,3
Nordeste da Africa .
Africa - (0,27)
, Percentual na 138,3 103,8
Africa Subsaariana .
Africa (100,0) (99,73)
Percentual no 12,9 25,3
Américas
mundo (0,006) 0,07)
Chile Percentual nas 12,2 19,6
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Américas 94,17) (77,39)
Resto da América Percentual nas 0,8 5,4
Latina e Caribe Américas (5,83) (21,43)
Percentual nas - 0,3
América do Norte
Américas - (1,19)
Asia (Excluindo Percentual no 20.008,2 34.916,3
Chipre) mundo (99,18) (99,54)
. 12.273,3 20.086,9
China Percentual na Asia
(61,34) (59,75)
, , 472 5,3
India Percentual na Asia
(0,02) (0,02)
, 3.915,0 9.618,4
Indonésia Percentual na Asia
(19,57) (27,55)
, 18,2 13,9
Vietnam Percentual na Asia
(0,09) (0,04)
, , 3.797,4 4.415,8
Resto da Asia Percentual na Asia
(18,98) (12,65)
Europa (Incluindo Percentual no 2.1 21,8
Chipre) mundo (0,01) (0,06)
Percentual na - 0,3
Noruega
Europa - (1,54)
Percentual na 1,4 0,5
Unido Europeia
Europa (70,17) (2,38)
Percentual na 0,6 20,9
Resto da Europa
Europa (29,83) (96,08)
Percentual no 12,8 10,1
Oceania
mundo (0,06) (0,03)
Mundo 20.174,3 35.077,6

Fonte: FAO, 2022.

Os dados apresentados mostram a importancia da Asia na produgdo mundial de

macroalgas marinhas, sendo China o maior produtor mundial, com 59,75% do total

produzido em 2020, seguida da Indonésia, com 27,55% do total produzido (Tabela 3).
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As espécies mais cultivadas no periodo de 2010 - 2020 foram Laminaria
japonica com 12,4 milhdes de toneladas (35,5% do total produzido, Eucheuma spp.
com 8,1 milhdes de toneladas (23,2% do total produzido) e Gracilaria spp. com 5,2
milhdes de toneladas (14,8% do total produzido), todos os percentuais em base imida.
Sendo estas espécies utilizadas principalmente para obtengdo de ficocoldides (FAO,
2022).

Os bioprodutos provenientes da biomassa de macroalgas podem servir como
matéria-prima para varios processos industriais, tais como: fertilizantes agricolas,
excipientes de medicamentos, antioxidantes, antimicrobianos, combustivel, alimentacdo
entre outros (Cootier-Cook et al., 2021; FAO, 2022; Cerca et al., 2023).

Segundo dados da FAO (2022), o comércio de macroalgas aumentou
significativamente, passando de 65 milhdes de dolares em 1976 para atingir a marca de
1,1 bilhdes de dolares em 2020. Nesse cenario, a China, Indonésia e a Republica da
Coréia despontam como os principais exportadores, enquanto os Estados Unidos da
América e o Japao se destacam como os maiores importadores.

A produgdo aquicola mundial tem crescido ano a ano, com o aumento gradativo
da produgdo de macroalgas marinhas, demonstrando uma tendéncia em termos de
sustentabilidade econdmica e ecoldgica. A aquicultura marinha tem grande capacidade
de producdo de biomassa em curto espago de tempo, e estudos indicam que seu cultivo
pode desempenhar um papel importante na restauracdo de ambientes degradados,
aumentar a biodiversidade oceanica e na atenuagdo dos efeitos das alteragdes climaticas
e costeira (Cootier-Cook et al., 2021; FAO, 2022).

O cultivo de macroalgas no Brasil ainda estd em seus estagios iniciais de
desenvolvimento. Durante muitos anos, especialmente na regido Nordeste, a obtencao
de biomassa de algas baseava-se na colheita em campos naturais, contribuindo para a
superexploracdo de espécies nativas. No entanto ao longo da ultima década, houve uma
mudanga nesse cenario ¢ métodos de cultivo vém sendo desenvolvidos para o cultivo
principalmente das macroalgas Gracilaria birdiae e Kappaphycus alvarezii. Essas
espécies sdo muito utilizadas para a produgéo de ficocoldides de mais recentemente tem
despertado interesse da industria de biofertilizantes (Hayashi et al., 2011; Marinho-
Soriano, 2017; Andrade et al., 2020) .

De acordo com os dados apresentados por Santos e Hayashi (2022), o cultivo de
Kappaphycus alvareziino litoral do estado de Santa Catarina obteve uma produtividade

média de 58,12 ton/ha na safra 2021/2022. Produtividade obtida utilizando os sistemas
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de cultivo: offshore (fixado em cordas) e integrado (algas e moluscos). A produgédo na
regido tem sido impulsionada pelo crescente interesse das algas como matéria-prima
para biofertilizantes, demonstrando o potencial econdomico e sustentavel do setor.

O cultivo de macroalgas apresenta varias vantagens frente o método de extragdo
nos bancos naturais, porém ¢ necessario que as macroalgas sejam nativas da regido
configurando-se assim adaptadas aos fatores ambientais para o seu crescimento (Gelli et
al., 2020; Garcia-Poza et al., 2020). Esse crescimento ¢ influenciado por fatores como:
temperatura, radiacdo solar, salinidade, pH e disponibilidade de nutrientes (Rebours et
al., 2014; Loureiro et al., 2015; Gelli et al., 2020).

A aqliicultura de macroalgas marinhas pode ser realizada por meio do cultivo
offshore, onshore e integrado. O determinante na escolha do método de cultivo ¢
considerar a escala de cultivo, custos operacionais, area disponivel, necessidades
nutricionais da espécie escolhida, impactos ambientais e possivel competicdo da area
com outros usos (Garcia-Poza et al., 2020).

A aquicultura offshore acontece diretamente na agua do mar (sistema aberto), as
algas sdo fixadas em substratos (4reas rochosas naturais) ou em estruturas artificiais
(como cordas, redes ou linhas), a forma mais comum ¢ a ancoragem de cordas, pois
possui custos menores para instalacdo e manuten¢do (Garcia-Poza et al., 2020). Este
tipo de cultivo apresenta como principais desvantagens a susceptibilidade das estruturas
de cultivo as intempéries marinhas, dependéncia da disponibilidade natural de nutrientes
no oceano, além da possibilidade de cultivo de espécies sem interesse comercial
(Fernand et al., 2017; Garcia-Poza et al., 2020).

Ja o cultivo onshore de macroalgas ocorre em um sistema fechado, utilizando
tanques, canais ou lagoas, nos quais a agua ¢ mantida sob agitacdo para garantir uma
circulagdo adequada de nutrientes no sistema. Este método de cultivo oferece a grande
vantagem de permitir a padronizagdo das caracteristicas da macroalga cultivada, uma
vez que ¢ possivel ajustar as condi¢des operacionais conforme necessario. Isso inclui a
capacidade de controlar a concentragdo de nutrientes, intensidade luminosa, salinidade
entre outros parametros, bem como adaptar-se a nimero maior de espécies e facilitar o
controle de doencas e predadores (Garcia-Poza et al., 2020).

No entanto, esse método apresenta uma desvantagem significativa, que sdo os
elevados custos associados a implantagdo e manutengdo da estrutura necessaria para o
cultivo onshore. A infraestrutura pode limitar as previsdes economicas desse método em

comparagdo com os outros sistemas de cultivo de macroalgas (Garcia-Poza et al., 2020).
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No cultivo integrado, a aquicultura de macroalgas esta associada ao cultivo de
diferentes organismos, como peixes, camardes, moluscos, entre outros. Essa associacdo
tem como objetivo permitir que as macroalgas consumam os nutrientes presentes no
efluente dos sistemas fechados durante seu crescimento, atuando como biofiltro. Essa
pratica surge da necessidade de mitigar os efeitos negativos dos sistemas intensivos de
aquicultura, principalmente aqueles voltados para a produgdo de peixes e camardes
(Knowler et al., 2020; Fraga-Corral et al., 2022).

Esse modelo integrado demonstra a capacidade das macroalgas de remover
nutrientes, como amonia, fosfato e dioxido de carbono, do meio, a0 mesmo tempo em
que estabilizam os niveis de oxigénio. Essa abordagem nao apenas reduz efeitos nocivos
dos efluentes da aquicultura sobre o ecossistema circundante, mas também cria um
sistema sustentavel capaz de atender as demandas de mercado (Knowler et al,

2020;Fraga-Corral et al., 2022).

2.2.Celulose

A celulose, biopolimero mais abundante da terra, ¢ o principal componente
estrutural das células vegetais — representando aproximadamente 30% dos tecidos
vegetais (Samir, Alloin e Dufrese, 2005; Zhu et al., 2021), sendo processada por
diversas industrias quimica (Nasrollahzadeh et al., 2020; Chang et al., 2021), de papel
(Liu et al., 2023; He et al., 2023) , téxtil (Novakovic et al., 2020; Vera et al., 2023) e de
materiais (Murali et al, 2013; Hasanin et al.,, 2024). E um recurso renovavel,
biodegradavel e atoxico, podendo ser utilizado em muitos processos como substituto
para os derivados de petroleo (Uyama, 2018; Murali et a/, 2013; Bhutiya ef al., 2018), a
tabela 4 apresenta os dados de produ¢dao dos maiores produtores de celulose no mundo
em 2021.

Tabela 4:Maiores produtores de celulose no mundo em 2021.

Pais Produciio (10° Tonelada)
EUA 50,9
Brasil 22,5
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Canada 15,4

China 14,9
Suécia 12,0
Finlandia 10,5
Russia 8,8
Indonésia 8,4
Japao 7,2
Chile 52

Fonte: IBA, 2022.

A producdo de celulose em escala global esta concentrada nos paises listados na
tabela 4. Em 2021 o Brasil se consolidou como maior exportador de celulose no mundo
exportando cerca de 70% de sua producdo para paises como China, EUA e Italia, que
estdo entre os maiores importadores de celulose do mundo. Nesse mercado bilionario a
producdo nacional de celulose cresceu 7,4% entre os anos de 2020 e 2021,
representando um acréscimo de receita de 1,7 bilhdes de dolares, demonstrando a
importancia da celulose na economia nacional (IBA, 2022).

A estrutura quimica desta macromolécula ¢é composta por um
homopolissacarideo semicristalino linear, formando por uma cadeia longa de D-
glucopiranos e unidos por 7000 a 15000 ligagoes B-1,4-glicosidicas. Os grupos hidroxila
e os oxigénios presentes na cadeia formam ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares, formando fibrilas elementares que se unem e formam microfibrilas
maiores, conferindo estabilidade e a configuragdo linear da cadeia (Samir, Alloin e
Duftrese, 2005; Moon et al., 2011). A figura 5 ilustra as ligagdes -glicosidicas e outras

interagdes presentes na cadeia de celulose.
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Figura 5: [A] Estrutura quimica basica da celulose mostrando as unidades de repeticao;
[B] Arranjo paralelo de moléculas de celulose e sua estrutura de rede estabilizada
através das ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular. Fonte: Adaptado de
Janaswamy et al., 2022.

As interagdes intra e intermoleculares entre os grupos funcionais presentes na
molécula de celulose, como pode ser visto na Figura 5 — B, a tornam um polimero com
boa estabilidade e conferem elevada rigidez axial as suas microfibrilas (Moonet al.,
2011, Janaswamy et al., 2022). Contudo a celulose esta envolvida em uma matriz de
polimeros amorfos hemicelulose e lignina ou pectina, sdo responsaveis por manter
unidas as microfibrilas de celulose formando uma barreira natural (Habibi, Lucia e
Rojas, 2010; Moon et al., 2011; Chopra, 2022) ¢ esse conjunto que determina as
propriedades fisicas da matriz como flexibilidade e resisténcia mecanica (Zhu et al.,
2023).

As fibrilas de celulose podem apresentar dimensdes e formas de empacotamento
variaveis. Essa alteracdo de arranjo provoca variacdo na orientacdo das cadeias das
unidades formadoras da celulose e na intensidade das ligagdes moleculares, resultando
na formacgdo de até quatro formas polimorfas que apresentam padrdes de difracdo
distintos, com possibilidade de conversdo entre elas (Moon et al., 2011; Wang et al.,
2023).

Dentre as formas de polimorfos a celulose nativa, também chamada de celulose
I, ¢ o inico polimorfo produzido naturalmente pelos organismos e termodinamicamente
metaestavel, no entanto pode ser convertida a outro polimorfo se submetida a
tratamentos quimicos e/ou térmicos (Moon et al., 2011; Wang et al., 2023), processo

representado na figura 6.
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Figura 6: Transformacao da celulose nativa em varios polimorfos. Fonte: Adaptado de
Klemm et al., 2002.

De acordo com a figura 6, os polimorfos sdo obtidos através da dissolugdo da
celulose I. Para a conversdo em celulose Il uma das possibilidades € processo de
mercerizagdo na presenga de uma solucdo basica e sob aquecimento, resultando em uma
conversdo irreversivel decorrente formag¢do de um maior nimero de ligagdes de
hidrogénio, a nova configuracdo estrutura espacial € por isso termodinamicamente mais
estavel (Wang et al., 2023).

A celulose III pode obtida a partir da celulose I ou celulose II com tratamento
utilizando amoénia liquida. J& o processo de obtencdo da celulose IV se inicia com
celulose III e envolve o aquecimento a alta temperatura num liquido polar (Wang et al.,
2023).

A celulose ¢ formada por microfibrilas constituidas de regides amorfas e regides
cristalinas. Estas regides se alternam ao longo de toda a estrutura da celulose (Zhu et al.,
2022), a figura 7 apresenta um esquema que apresenta a estrutura das cadeias na

molécula de celulose € como estio distribuidos seus dominios (amorfo ¢ cristalino).

Cadeia de Celulose Regido Amorfa

| 100nm I Regido Cristalina

Figura 7: Representacdo grafica das microfibrilas de celulose mostrando as regides
amorfas e cristalinas. Fonte: Adpatado de Moon ef al., 2011.

Na regido cristalina da molécula de celulose as unidades formadoras dessa
macromolécula estdo uma conformagéo espacial que permite 0 maior empacotamento e

consequentemente maior intensidade das forgas atrativas. Ja4 a regido amorfa ¢ uma

38



regido da molécula onde ocorrem quebras e desordens nas ligacdes de hidrogénio,
devido a distor¢des no arranjo das microfibrilas. Nessa regido, ha um menor indice de
empacotamento ¢ uma menor intensidade das forgas atrativas, tornando-a mais fragil e,
consequentemente, mais suscetivel as reacdes de degradacdo. Geralmente, ¢ a regido
mais propensa a ser atacada quando comparada com a regido cristalina (El Bakkari et
al.,2019; Zhu et al., 2022).

Nas regides cristalinas ocorre um arranjo geométrico que se repete ao longo dos
principais eixos da estrutura cristalina. Na celulose nativa a estrutura cristalina pode ser
apresentada de duas formas geométricas diferentes (I, — estrutura geométrica triclinica e
Ig — estrutura geométrica monoclinica) que coexistem em propor¢do variavel
dependendo da fonte de celulose. O arranjo I, ¢ a dominante na celulose proveniente de
algas e bactérias, enquanto o arranjo Ig ¢ a estrutura dominante em plantas (Nishiyama,

2009; Moon et al., 2011). A figura 8 apresenta a estrutura destes arranjos.

Celulose To— Triclina Celulose If— Monoclinica

(atb#tc & atptyn'2) (atb#tc & o=p=y+w'2)

Figura 8: Estruturas geométricas propostas para a celulose nativa, a esquerda a
estrutura triclinica I, e a direta a estrutura monoclinica Ig. Fonte: Adaptado de Moon et
al.,2011.

As diferengas de arranjo da cadeia de celulose, I, e Ip, afeta as ligagdes de
hidrogénio, logo a estrutura cristalina da celulose pode ter suas propriedade fisicas e
mecanicas das fibras modificadas em fun¢do do arranjo predominante (Nishiyama,
2009; Moon et al., 2011). O grau de cristalinidade da microfribila de celulose varia de
acordo com a matéria-prima de origem (Samir, Alloin e Dufresne, 2005).

Os polimorfos de celulose mais estudados incluema celulose nativa (I, e Ig), que
¢ espontaneamente encontrada na natureza, e a celulose II, uma forma raramente
presente na natureza, mas notdvel por sua estabilidade, excelentes propriedades e

termodinamicamente mais estavel quando comparada a celulose I (reagdo de formagao
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pode ser verificada na figura 6) (Gupta, Uniyal e Naithani, 2013; Martins, 2016;
Mahmud et al., 2019). Ishikawa, Okano e Sugiyama (1997) confirmaram a existéncia
dessas diferentes espécies polimorfas por meio de estudos de difragdo de raio-X, que
revelaram a ocorréncia de curvas caracteristica para cada celulose I, II, III e IV, ao
analisarem as curvas de difragdo caracteristica de cada um dos polimorfos perceberam
alteracdes nos picos de maior intensidade, demonstrando mudangas na estrutura

cristalina entre eles. O difratograma obtido pelos autores pode ser visto na figura 9.

Intensity (a.u.)
—

Diffraction angle 28(° )

Figura 9: Curvas de difragdo de raio-X para a celulose I, II, Il ¢ IV. Fonte: Ishikawa,
Okano e Sugiyama, 1997.

Os polimorfos de celulose se diferenciam de outros biopolimeros por possuir
alto grau de cristalinidade e polimerizacdo, gracas a essas caracteristicas inumeras
estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de extrair a regido cristalina da celulose
¢ buscar aplicagdes tecnologicas para essas estruturas nanométricas de alto indice de
cristalinidade (Bettaieb ef al., 2015; Doh, Lee e Whiteside, 2020; Huang ef al., 2020). A
quantidade relativa de estrutura cristalina, conhecida como indice de cristalinidade, na
molécula de celulose geralmente varia de 40% a 70%, dependendo principalmente da
origem ¢ do método de isolamento utilizado (Goswani et al., 2023).

As caracteristicas fisicas e mecanicas da celulose a tornam cada vez mais

promissora como matéria-prima para a fabricacdo de nanocompdsitos, tais como fibras,
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nanocristais, aerogéis, hidrogéis e filmes. Essa versatilidade se estende a diversas
industrias, incluindo as tracionais, como téxtil, farmacéutica e materiais poliméricos
(Carolin C et al.,2023; Heng, Weihua ¢ Bachagha, 2023). A utilizagdo da celulose ndo
apenas atende as demandas desses setores, mas também contribui para o
desenvolvimento sustentavel do meio ambiente e social, uma vez que pode ser obtida a
partir de fontes como: residuos agroindustriais, macroalgas e residuos lenhosos. A
tabela 5 apresenta alguns trabalhos que exploram fontes alternativas para a produgdo de

celulose e suas possiveis aplicagdes.

Tabela 5: Materiais alternativos utilizados como fonte de celulose, produtos obtidos e

aplicagdes.

Fonte de Celulose Material obtido Aplicagio Referéncia
Macroalga Microfibrila de _
Cosméticos Jang et al., 2021.
Gelidium amansii celulose (MFC)
Nanofibrilas de Embalagens Poulose et al,
Palmeira Areca
celulose (NFC) sustentaveis 2024.
_ Kadry e El-Gawad,
Palha de arroz Hidrogel Agricultura
2023.
] ) Remocgao de Santhosh et al.,
Aguapé Biopolimero
corante 2024.
Banana (Casca, Potencial para
pseudocaule e Celulose produgdo de Baruah ef al., 2022.
pedunculo) biocombustivel
Casca de arroz Celulose - Hafid et al., 2021.
Nanocristais de Estabilizacio de Moradi e Fathi,
Residuo de tomate
celulose (NCC) emulsoes 2023.
Residuo de pimenta Nanocristal de Holilah et al., 2023.
Biofilme
(Piper nigrum) celulose (NCC)
Adsorvente e
Residuo de cha Aerogel armazenamento de  Tin et al., 2023.
energia
Palha de cana-de- Nanocristal
_ ) - Bilatto et al., 2020.
acucar lignocelulosico
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2.3.Nanocelulose

Nanocelulose ¢ um material celuldsico com regides cristalinas e amorfas que
possui ao menos uma de suas dimensdes em escala nanométrica (Klemm et al., 2011;
Klemm et al., 2018; Yang et al., 2024). Algumas propriedades da molécula de celulose
sdo mantidas ap6s a reducdo da escala, incluindo biocompatibilidade,
biodegradabilidade e atoxicidade. No entanto, a nanoestrutura resultante apresenta
caracteristicas fisicas e quimicas que a tornam extremamente atrativa para a industria.
Entre essas propriedades, destacam-se a elevada relagdo comprimento/didmetro (razdo
de aspecto), baixa densidade (aproximadamente 1,6g/cm3 ), maior cristalinidade, maior
area especifica quando comparada a celulose (Moon ef al., 2011; Klemm ef al., 2018) e
possui superficie reativa, pela presenca de grupos funcionais (especialmente hidroxilas)
que podem ser funcionalizados para melhoramento de varias propriedades do material
(Phanthong et al., 2018; Mujtaba et al., 2023).

Muitos estudos tém sido publicados sobre as diversas aplicagdes de celulose
nanoestrurada em diferentes setores. Na industria de cosméticos, ha investigacdes sobre
seu uso clinico em afec¢des da pele (Jang et al., 2021; Meftahi et al., 2022). No campo
da industria quimica, a celulose nanoestruturada tem sido empregada no
desenvolvimento de compositos (Silva et al., 2009; Zielinska et al., 2023; Garavand et
al., 2023; Barhoum et al., 2023). Na industria de alimentos, destaca-se como agente
estabilizante, revestimento, encapsulante e aditivo (Perumal et al., 2022; Nia et al.,
2023; Ji e Wang, 2023; Zhang et al., 2023). Além disso, ha estudos voltados para sua
aplicagdo na produc@o de embalagens/filmes plasticos (Salmieri et al., 2014; Mostafa et
al., 2023; Raghav et al., 2023), na biomedicina (Shojaeiarani, Bajwa e Chanda, 2021;
Leong et al., 2023), na industria farmacéutica (Maurya, Mishra e Mishra, 2020; Mujtaba
et al., 2023), entre outras.

A nanocelulose pode ser utilizada em varias aplicagcdes comerciais, funcionando
como barreira quando aplicada em embalagens, para o desenvolvimento de materiais
mais leves e resistentes, utilizada em nanocompdsito, barreira para gases e biomedicina
(Goswani et al., 2023; Yang et al., 2024). As diversas possibilidades de aplicagdo para a
nanocelulose tém despertado grande interesse do mercado. Esse interesse ¢
impulsionado pelo desempenho superior da nanocelulose em comparagdo com as fibras
convencionalmente utilizadas pela industria (Chen et al., 2016; Klemm et al., 2018).

Além disso, a nanocelulose ¢ obtida a partir de fontes renovaveis, como residuos
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agroindustriais, macroalgas, residuos de poda urbana, entre outros (Chen et al., 2016;
Bilatto et al., 2020; Jang et al., 2021).

A morfologia da celulose nanoestruturada varia de acordo com os métodos de
obtencao e condi¢des operacionais, podendo apresentar variacao significativa na forma,
dimensao, cristalinidade e composicdo estrutural. A celulose nanoestruturada pode ser
classificada quanto a sua forma em dois tipos: as nanofibrilas de celulose (NFC),
possuem formato de folha ou filamento, e os nanocritais de celulose (NCC), que podem
apresentar forma esférica e de agulhas ou bigodes (nanowhiskers) (Moon et al., 2018;
Mujtaba ef al., 2023). A figura 10 apresenta imagens de microscopia de forca atomica
que ilustram algumas diferencas morfologicas entre os tipos de materiais

nanoestruturados.

Figura 10: Morfologia dos tipos de nanocelulose obtidas: [A] Imagem obtida por
Microscopia de forga atomica (MFA) de NCC; [B] Imagem obtida por MFA de NFC;
Fonte: Torabizadeh et al., 2022.

As nanofibrilas de celulose (NFC) caracterizam-se por menor cristalinidade,
maior flexibilidade, alta area superficial, porosidade e biocompatibilidade. Essas
propriedades tornam as NFC adequadas para a producdo filmes, géis, espumas, e
diversos outros produtos. Por outro lado, os nanocristais de celulose (NCC) exibem
elevado indice de cristalinidade e uma boa proporcao entre o tamanho longitudinal e o
tamanho lateral (razdo de aspecto), além de possuirem propriedades mecanicas, opticas,
elétricas e térmicas notaveis. Os NCC podem ser utilizados como agente de reforco em
materiais, bem como na producdo de sensores e sistemas de distribuicio de
medicamentos (Yusuf ef al., 2023; .Mujtaba et al., 2023). A tabela 6 apresenta um

comparativo entre as dimensdes dos diferentes tipos de nanocelulose.
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Tabela 6: Comparagdo das caracteristicas dos diferentes tipos celulose
nanoestruturadas.

Tipo de Grau de Estrutura
Comprimento Diametro
Nanocelulose polimerizacio cristalina
Nanofibras de Menor grau de
0,1 -2 um 5-60 nm >500 _
celulose (NFC) cristalinidade
Nanocristais de Meédio grau de
100 — 250 nm 5—70 nm 500 - 15000 S

celulose (NCC) cristalinidade

Fonte: Adaptado de Klemm et al., 2018.

Os processos para obtencdo de nanocelulose a partir de materiais celuldsicos ou
lignoceluldsicos seguem geralmente a abordagem top-down, o que significa que
comecam de estruturas maiores, como fibrilas de celulose, para entdo produzir
nanofibrilas e os nanocristais de celulose. Os métodos top-down incluem hidrdlise
enzimatica e quimica (usando principalmente acidos fortes, como acido sulfurico e
cloridrico), utilizacdo de liquidos idnicos, tratamentos térmicos e mecanico. Esses
métodos visam reduzir as dimensdes das fibrilas de celulose para a escala nanométrica,
permitindo a produgdo de nanocelulose com propriedades versateis (Ji et al., 2023;

Barhoum et al., 2023; Yang et al., 2024).

2.3.1. Nanofibrilas de Celulose - NFC

As nanofibras de celulose, também conhecidas como nanofribrilas de celulose,
sdo finas e alongadas, apresentando diametro em escala nanométrica e comprimento
variando de nano para micrometro (Klemm et al., 2018; Carolin C et al., 2023). Sua
estrutura filamentosa inclui um maior numero de regides amorfas, conferindo-lhes
maior flexibilidade e um indice de cristalinidade reduzido, quando comparado aos
nanocristais de celulose (Klemm ef al., 2018; Phanthong et al., 2023).

As nanofibrilas de celulose (NFC) podem ser obtidas a partir de fontes
renovaveis, sejam elas celuldsicas ou lignocelulosicas, o que pode resultar impurezas
como pectina, hemicelulose, lignina e outros, provenientes da biomassa de origem

(Acvioglu, 2022). No entanto, independente do material precursor, essas nanofibrilas
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apresentam caracteristicas como uma grande area superficial, elevada relacdo de
aspecto, facilidade para funcionalizacdo, boa resisténcia mecanica e elevada porosidade
(Mokhena et al., 2021; Torabizadeh et al., 2022; Riseh et al., 2023).

A extragdo das nanofibrilas de celulose geralmente ocorre por meio de métodos
de desintegracdo mecanica que demandam fortes forg¢as de cisalhamento, eliminando a
necessidade de pré-tratamento das fibras de celulose. Contudo, devido ao elevado custo
de energético associado a esses métodos (Phanthong et al., 2018; Goswani et al., 2023),
com consumo energético variando entre 1550 e 21000 KWh/ton (Huang et a/., 2019),
embora o consumo energético seja funcdo das caracteristicas da biomassa (Chen ef al.,
2023), estudos estdo sendo conduzidos para explorar técnicas de extracdo mecanica
combinadas a outros métodos. Estes incluem a utilizagdo de enzimas, funcionalizagdo
quimica, métodos oxidativos e cationizacdo. Essas abordagens combinadas buscam
otimizar o processo de extragdo, visando a reducdo de custos e a eficiéncia aprimorada
na producdo das NFC (Phanthong et al., 2018; Goswani et al., 2023). A figura 11
apresenta um esquema do processo de extracdo de nanofibras de utilizando

desintegracdo mecanica.

Regiiio Cristalina Regiio Amorfa

_ iwj Processo : ' = -

= s LA R — —
B & "9 Mecanico — — ——

Fibras de Celulose Nanofibras de Celulose

Figura 11: Representagdo esquematica da extracdo de nanofibras de celulose via
desintegragdo mecanica. Fonte: Adpatado de Phanthong et al., 2023.

As NFC, por serem um material nanométrico, apresentam elevada area
superficial e capacidade de formar ligacdes de hidrogénio. O numero de ligacdes de
hidrogénio disponiveis para interacdo entre as fibrilas ¢ um fator determinante na
resisténcia do material nanoestruturado, possibilitando a criagdo de uma rede densa e
resistente a tracdo. Essas caracteristicas tornam as nanofibrilas de celulose excelente
para diversas aplicacdes industriais (Mokhena et al., 2021; Riseh et al., 2023).

Essas propriedades tornam as nanofibrilas de celulose substitutas atrativas para
os derivados de petréleo na fabricagdo de embalagens e polimeros (Riseh et al., 2023;
Chen et al., 2023). Seu uso agricultura também oferece vantagens para o gerenciamento

de fertilizantes (Franca et al., 2022; Riseh et al., 2023). Além disso, diversas industrias
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exploram as NFC para aprimorar as propriedades fisicas e mecanicas de varios produtos

e compositos (Noguchi et al., 2023; Maroufi et al., 2023).
2.3.2. Nanocristais de Celulose - NCC

Os nanocristais de celulose, também conhecidos como nanowhiskers, sdo
obtidos a partir da remocao de regides amorfas da molécula de celulose (Jang et al.,
2021; Mujtaba et al., 2023). Esse processo aumenta o volume de regides cristalinas e
confere a esse material uma estrutura mais rigida. Os nanocristais tém um formato
cilindrico que se assemelha a agulhas ou hastes, com didmetro e comprimento variaveis
(Klemm et al., 2018; Huang et al., 2020; So et al., 2021; Mujtaba et al., 2023).

A morfologia, o indice de cristalinidade e o tamanho dos nanocristais de celulose
sdo influenciados pela biomassa de origem da celulose, pela técnica de obtengdo e pelas
condi¢les operacionais aplicadas (Moon et al., 2011; Shojaciarani, Bajwa ¢ Chanda,
2021). No entanto, algumas propriedades comuns incluem elevada resisténcia mecanica,
estrutura altamente cristalina o que afeta a estabilidade térmica devido as ligacdes de
hidrogénio inter-cadeias nas regides cristalinas. Além disso, os NCC possuem elevada
relagdo de aspecto, geralmente com uma propor¢ao de comprimento para o didmetro por
volta de 70, uma grande 4rea superficial, aproximadamente 150m*/g (Moon et al., 2011;
Mohan et al., 2012; Klemm et al., 2018; Goswami et al., 2023), além da presenca de
hidroxilas em sua superficie, o que torna os nanocristais naturalmente hidrofilicos,
possibilitando alteragdes quimicas por métodos covalentes ou ndo covalentes. Essas
caracteristicas fazem dos nanocristais de celulose um material atraente para diversas
aplicagdes industriais (Lu et al., 2021; Mujtaba et al., 2023).

A matéria-prima celulésica ou lignoceluldsica utilizada para produgdo de
nanocristais de celulose, normalmente esta associada a outros biopolimeros que podem
dificultar o acesso as regides amorfas, sendo entdo necessaria a realizacdo de pré-
tratamento para a retirada de materiais como extrativos, hemicelulose, lignina e outras
impurezas (Chen et al., 2016; Jang et al., 2020; Bilatto et al., 2021; Perumal et al.,
2022). O pré-tratamento em geral consiste no processo de extracdo de ceras e gorduras
com solventes organicos, tratamento alcalino e branqueamento com o objetivo de
remover a hemicelulose, lignina e outras moléculas presentes na matriz (Chen et al.,

2016; Carolin C et al., 2023).
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A obtengdo de NCC pode ocorrer por meio de um processo Unico ou pela
combinagdo de diferentes técnicas, aplicadas com objetivos de elevar a reatividade das
fibrilas, e consequentemente o rendimento em nanocelulose, além reduzir os custos
operacionais (Maurya, Mishra e Mishra, 2020). Os principais métodos para extragao
sd0: hidrélise enzimatica, hidrolise acida, processos oxidativos, dissolugdo com liquidos
i0nicos, fluidizagdo, homogeneizagdo de alta pressdo e método ultrassdnico (Chen et al.,
2016; Doh, Lee e Whiteside, 2020; Aryasena, Kusmono ¢ Umami, 2022). Durante esses
processos, a quebra da molécula de celulose ocorre por meio do rompimento da regido
amorfa, mais acessiveis, sdo mais rapidamente atacadas quando comparada a regido
cristalina. A figura 12 ilustra o processo de extracdo de celulose nanocristalina via

hidrolise acida.

Regido Cristalina Regiio Amorfa
Acida - i E E

Fibras de Celulose Nanocristais de Celulose

Figura 12: Representagdo esquemadtica da hidrélise acida atuando sobre a cadeia de
celulose, o acido forte solubilizando a regido amorfa da estrutura liberando os
nanocritais de celulose. Fonte: Adpatado de Phanthonget al., 2023.

No processo de sintese de NCC, o controle de varidveis como tempo e
temperatura desempenha um papel crucial da determinagdo do tamanho e indice de
cristalinidade das estruturas obtidas. O indice de cristalinidade e a regularidade da
estrutura sdo fatores importantes que influenciam nas propriedades do nanocristais de

celulose obtidos e sua aplicabilidade em diferentes campos (Carolin C et al., 2023).

2.3.3. Meétodos de Obtengao de Nanocelulose

A obtencdo da nanocelulose a partir de fibras ricas em celulose acontece em
duas fases distintas. Na primeira, também chamada de pré-tratamento, ocorre a remogao
de ceras, parte da lignina e hemicelulose. Em seguida, no branqueamento, ha a remocéo
completa desses componentes, resultando no aumento da porosidade ¢ a area
superficial. Dessa forma, apenas a celulose fica exposta e homogeneizada, assegurando
um desempenho mais consistente nos processos subsequentes. O tipo de pré-tratamento

aplicado varia de acordo com a natureza da fonte de celulose e do tipo especifico de

47



nanocelulose desejado (Moon et al., 2011; Phanthong et al., 2018; Goswani et al., 2023;
Yusuf et al., 2023).

Na segunda etapa, ocorre o processo de dissolugdo das regides amorfas e o
subsequente isolamento dos dominios cristalinos da celulose. Geralmente, esse processo
¢ realizado por meio de processos mecanicos, enzimaticos € quimicos (Moon et al.,
2011; Phanthong et al., 2018; Goswani et al., 2023). A figura 13 apresenta um resumo

das diferentes abordagens que podem ser utilizadas para sintese de nanocelulose.
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Figura 13: Resumo dos métodos de sintese da nanocelulose com suas principais
caracteristicas, vantagens e desvantagens. Fonte: Adaptado de Ji et al., 2023.
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As abordagens mecénicas sdo comumente utilizadas para extragdo de
nanofibrilas de celulose, sendo que na maioria dos sistemas, a forca de cisalhamento ¢
empregada para reduzir didmetro e comprimento das fibras para escala nanométrica (Ji
etal., 2023).

Dentre os métodos de possiveis para a obten¢do de nanocristais de celulose,
alguns estdo mais consolidados, como o uso da hidrolise acida com acido sulfurico para
extrair nanocristais de celulose com elevados rendimentos, cristais com boas
caracteristicas morfologicas e bom grau de dispersdo do material devido a esterificacdo
dos grupos funcionais hidroxila pelos ions sulfato (Singh et al., 2017; Kusmono et al.,
2020; Leong et al., 2022).

Outro método de obtencdo que tem sido estudado frequentemente, visando
melhorar sua eficiéncia e aproveitando as caracteristicas morfoldgicas da nanocelulose
produzida, é o método enzimatico. Com essa abordagem, ¢ possivel obter nanocristais
de celulose com elevado grau de pureza e com caracteristicas morfologicas variaveis,
especialmente quando combinado com métodos mecénicos (Ren, Chen e Shen, 2022;

Goswani ef al., 2023; Yupanqui-Mendonza et al., 2023; Zhang, Chen e Su, 2023).

2.3.3.1.Pré-Tratamento

A etapa de pré-tratamento da biomassa ¢ necessaria para elevar a eficiéncia do
processo de obtencdo de materias nanoestruturados, pois facilita o acesso as regides
cristalinas. Isso ocorre por meio do rompimento das ligacdes de hidrogénio e remogdes
de alguns componentes que estdo ligados a macromoléculas. Esses componentes,
lignina, hemicelulose, proteinas, entre outros, variam em funcdo da composicdo da
parede celular da biomassa utilizada. Durante esta etapa, ocorre a modificacdo dessas
estruturas, levando a alteracdes conformacionais e ao aumento da area superficial
(Velasquez-Cock et al., 2016; Yusuf et al., 2023; Yupanqui-Mendoza et al., 2023).

Os pré-tratamentos geralmente realizados tém como objetivo a separacdo da
fibras e remocdo de todos os elementos da matriz, elevando assim o grau de
disponibilidade das fibras de celulose da biomassa (Yusuf et al., 2023).

Uma das alternativas para aumentar a concentra¢do de celulose ¢ o tratamento
alcalino, também chamado de mercerizagdo, durante esse processo a biomassa ¢
submetida a aquecimento com um agente alcalino, promovendo a quebra das ligagdes

de hidrogénio internas, resultando no inchamento das fibras de cellulose. Esse
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inchamento das fibras ¢ fundamental, pois facilita as estapas subsequentes do processo
de extragdo da cellulose (Chen et al., 2016; Noremylia, Hassan e Ismail, 2022).
Geralmente, o tratamento alcalino ¢ seguido do processo de branqueamento,
onde um agente oxidante ¢ empregado para remog¢do da lignina e hemicelulose. Esse
processo pode ocorrer em uma ou varias etapas, resultando em uma celulose altamente
purificadacom baixos ou nenhum teor de lignina e hemicelulose (Chen et al., 2016;

Singh et al., 2023).

2.3.3.2.Métodos Mecanicos

A obtencdo de nanocelulose por meio de processos mecéanicos envolve a
aplicacdo de forca cisalhante transversalmente ao longo do eixo longitudinal da fibra,
promovendo a clivagem das fibrilas de celulose. Esse processo pode ser repetido
diversas vezes até que a nanocelulose alcance as dimensdes desejadas. No entanto, este
método apresenta algumas desvantagens do método, como a heterogeneidade das
dimensdes das nanoestruturas e possiveis danos a estrutura cristalina. Entre os métodos
mais empregados para esse fim etsdo a homogeneizagdo de alta pressdo,
esmerilhamento, ultrasonificacdo ¢ moedores (Moon ef al., 2011; Baheti et al., 2014; Ji
etal., 2023).

O tratamento mecanico mantém biocompatibilidade e biodegradabilidade das
fibras de cellulose. Contudo, as propriedades do material nanoestruturado podem sofrer
alteracdes morfologicas, com implicacdes em suas caracteristicas fisico-quimicas
(Goswani et al., 2023; Ji et al., 2023).

A moagem utilizando um moinho microfibrilador ¢ um dos métodos mecanicos
mais comuns para obten¢do de nanocelulose. Nesse equipamento, uma forga cisalhante
¢ aplicada sobre as fibras de cellulose localizadas entre os discos do moinho, que
possuem uma distancia ajustavel. Um dos discos permanece estatico enquanto o outro
rotaciona, com o objetivo de romper as ligagdes de hidrogénio e a estrutura da parede
cellular (Velasquez-Cock et al., 2016; Ji et al., 2023).

Uma das vantagens dessa abordagem ¢ a auséncia do risco de obstru¢des no
equipamento, possibilidade se ser utilizada na inddstria quimica e farmacéutica (Zhang
et al., 2023), além de apresentar boa eficiéncia. No entanto, pode ser necessario varias
passagens do material pelo moinho, reduzindo o espacamento entre os discos a cada

passagem, para diminuir as dimensdes e melhorar a uniformidade da nanocelulose. Vale
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destacar que o processo com sucessivas moagens pode superaquecer a matéria-prima,
afetando a regido cristalina e reduzindoo indice de cristalinidade, o que resulta em
custos operacionais custos mais elevados e reducdo da qualidade da nanocelulose obtida
(Khiari et al., 2019; Ji et al., 2023).

No método de homogeneizacdo por alta pressdo, as fibras de celulose sdo
injetadas, com auxilio de uma bomba, por meio de bicos sob alta pressdo. Essa
combinagdo de equipamentos aplica sobre a biomassa uma forca cisalhante e de
impacto, devido a alta velocidade provocada pela queda brusca de pressdo. Esse
processo resulta na redu¢do do tamanho das fibras, geralmente requerendo varios ciclos
para atingir a escala nanométrica. Apesar disso, ¢ um método de obtencdo rapido que
ndo requer a adigdo de agente quimicos para a extragdo da nanocelulose (Ji et al., 2023;
Goswani et al., 2023; Yusuf et al., 2023; Garavand et al., 2023).

Comparado a outros métodos mecanicos, apresenta a vantagem de produzir
nanocelulose com uma melhor distribuicdo de tamanho e garantia da manutencdo de
caracteristicas como resisténcia a tracdo. No entanto, entre as desvantagens estdo a
maior ocorréncia de danos mecanicos no sistema, obstru¢do dos bicos injetores, maior
consumo de energia e a impossibilidade de extragdo continua de nanocelulose (Ji et al.,
2023; Goswani et al., 2023; Yusuf et al., 2023).

Outro método mecéanico frequentemente utilizado ¢ a ultrassonicacdo, que utiliza
ondas de ultrassom para gerar energia mecanica oscilante sobre as moléculas liquidas e
realizar a extracdo da nanocelulose. A energia gerada rompe as ligacdes de hidrogénio
dentro da microfibras de celulose que vao se desintegrado e gerando as nanofibras de
celulose. Durante esse processo, ocorre geracdo de calor, e para evitar o
superaquecimento da biomassa e preservar as caracteristicas de interesse, ¢ necessario
utilizar um sistema de resfriamento (Hoo et al., 2022; Rafiq et al., 2023). Os principais
parametros operacionais a serem observados na ultrassonicagdo sdo o tempo de
processamento, frequéncia aplicada e a concentracdo inicial de celulose (Du et al.,
2022;). Além disso, a ultrassonicacdo pode ser utilizada na etapa de pré e pos tratamento
para promover alteracdes quimicas e fisicas na matéria-prima, como por exemplo o
efeito da cavitacdo gerada aumenta da perturbacdo da regido amorfa provocando o
aumento das regides cristalinas no processo de hidrolise enzimatica (Squinca et al.,
2020), por meio da homogeneizacao pos tratamento quimico e auxiliar a substituicao do
grupo hidroxila do caborno C6 em processos oxidativos. (Hoo et al., 2022; Ji et al.,

2023). Assim como outras abordagens mecanicas, a principal desvantagem ¢ o elevado
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consumo de energia, enquanto sua principal vantagem ¢ a eficiéncia de producdo e

homogeneidade do nanocelulose (Ji ef al., 2023).

2.3.3.3.Método Enzimatico

O processo de hidrdlise enzimatica ocorre em condigdes operacionais amenas,
resultando em um processo com menor consumo energético, menor producdo de
residuos, quando comparado aos métodos quimicos. Além disso, possibilita o controle
das caracteristicas morfologica e obtencdo de nanocelulose com alto teor de pureza
(Tong et al., 2020; Michelin et al., 2020; Sayyed et al., 2021). Entretanto, um dos
desafios na producdo de nanocelulose por meio da abordagem enzimatica ¢ a obtencdo
de baixos rendimentos e a necessidade de remogao de outros componentes da matriz em
que a celulose esté inserida, como a lignina e a hemicelulose. Esse processo ¢ essencial
para facilitar o acesso das enzimas as regioes de clivagem (Tong et al., 2020; Sayyed et
al.,2021).

Com o intuito de melhorar os rendimentos em nanocelulose, a hidrélise
enzimatica tem sido associada a tratamentos mecénico ou quimico, como: sonicacio
seguida da hidrélise enzimatica, uma associacdo que resultou em um aumento de
rendimento, com um acréscimo de aproximadamente 20% no indice de cristalinidade
(Squinca et al., 2020). A cavitacdo hidrodinamica associada a hidrélise enzimatica
também proporcionou elevagao um rendimento elevado de nanocritais, atingindo 60%, e
indice de cristanilidade variando entre 81 e 85% (Yupanqui-Mendoza et al., 2023).
Outra estragia que levou a resultados promissores envolve o pré-tratamento da biomassa
com celulase, resultando em um aumento significativo no rendimento em nanocristais
de celulose da etapa subsequente de hidrolise acida, com um acréscimo de pelo menos 9
pontos percentuais e alcangando rendimento superior a 80% (Beltramino et al., 2016).

O método enzimatico pode envolver vdrias classes de enzimas na obtenc¢do de
nanocelulose, sendo as celulases a classe predominante nesse processo. Essas enzimas
sdo categorizadas de acordo com seu mecanismo de agdo em endoglucanases, atuam no
interior da cadeia clivando as ligagdes [-1,4-glicosidicas, facilitando a abertura da
estrutura da molécula de cellulose para atuagdo de outras enzimas, ja as exoglucanases
atacam as extremidades da cadeia de cellulose, degradando a cadeia de celulose de

maneira ordenada liberando nanocelulose. Acombinacdo adequada dessas enzimas pode
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otimizar a eficiéncia do processo de extragdo e obtencdo de produtos de alta qualidade
(Johnson et al., 2008; Sacui et al., 2014; Michelin et al., 2020).

A hidrolise enzimatica pode resultar na formagao tanto de NFC quanto de NCC,
dependendo do conjunto especifico de enzimas utilizado. Esse método ¢ altamente
especifico ao atacar as fibras de celulose, garantindo a obtengdo de produtos dispersos e
com tamanho uniforme (Johnson et al., 2008; Sacui et al., 2014; Michelin ef al.,
2020;Sayyed et al., 2021).

No entanto, os custos elevados associados a aquisi¢do das enzimas industriais
(isoladas) ainda representam um desafio para o processo em escalas maiores (Tibolla,
Pelissari e Menegalli, 2014). Para superar essa barreira, algumas linhagens de fungos
filamentosos, que produzem hidrolases em substratos industriais, t€m sido testadas
como agentes catalisadores, com resultados satisfatorios obtidos (Stroparo et al., 2012;

Squinca et al., 2020).

2.3.3.4.Métodos Quimicos

Nos métodos quimicos o material nanoestrutrado ¢ geralmente obtido a partir da
acdo de acidos, bases, solventes organicos e liquidos i6nicos (Ji et al., 2023). Neste tipo
de abordagem o agente quimico atua degradando a regido amorfa, podendo reduzir o
consumo de energia e promover o aumento do rendimento (Sayyed et al., 2021). Dentre
esses métodos os mais utilizados comercialmente é a hidrdlise acida, utilizando acido
sulfurico, porque produz nanocelulose com alta estabilidade coloidal (Leong et al.,
2022), elevado indice de cristalinidade e boas propriedades térmicas (Mhlongo ef al.,
2022). Além disso, a hidrdlise acida é mais barata e rapida quando comparado aos
processos mecanicos que demandam alto consumo de energia de aproximadamente
20000 a 30000 kWh/ton (Mishra, Sabu e Tiwari, 2018), enquanto os processos de
hidrolise enzimatica demandam tempo mais longo (Habibi, Lucia e Roja, 2010; Squinca
et al., 2020; Dias, Lacerda e Arantes, 2023).

A hidrdlise acida da celulose para a extragdo de nanocelulose comeca com a
remog¢do dos polissacarideos ligados a superficie das fibrilas. Os ions de hidrogénio
atacam as regides amorfas da molécula de celulose, que estdo unidas por ligagdes
frageis, além de realizarem a clivagem das ligacdes 1,4-f-glicosidica (Yusuf et al.,
2023; Ji et al., 2023; Goswani et al., 2024). Enquanto a regido cristalina permanece

praticamente inalterada, isso ocorre porque essa regido possui ligacdes mais fortes e
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maior indice de empacotamento. Este mecanismo de acdo ¢é parte essencial para
obtencdo de nanocelulose (Chen et al., 2016; Yusuf et al., 2023; Ji et al., 2023;
Goswani ef al., 2024).

A nanocelulose obtida apresenta dimensdes diferentes devido a grande liberdade
de movimento depois da formacdo dos seguimentos hidroliticos e elevado indice de
cristalinidade quando comparado a biomassa de origem (Chen et al., 2016; Doh, Lee e
Whiteside, 2020; Ji et al., 2023). O acido mais utilizado neste tipo de abordagem ¢ o
acido sulfurico, pois contribui para a formagdo de cargas de sulfato na superficie do
material nanoestruturado, estabilizando a suspensdo e evitando a formagdo de
aglomerados (Chen et al., 2016; Doh, Lee e Whiteside, 2020; Yusuf ef al., 2023). O tipo
de acido, concentracdo do agente de clivagem, tempo e temperatura de hidrélise sdo os
parametros que influéncia diretamente no rendimento e nas caracteristicas da
nanocelulose. Tempos de reagdo muito longos podem levar a hidrdlise total da celulose
em monossacarideos, enquanto tempos de reagdo muito curtos pode levar a produgéo de
segmentos de celulose grandes e aglomerada. Ja temperaturas mais elevadas podem
produzir nanocelulose com menor didmetro e maior carga superficial (Ka et al., 2011;
Haldar e Purkait, 2020).

Neste processo de extragdo, via rota acida, outros acidos, como acido cloridrico
e acidos organicos (formico e maleico), podem ser utilizados, sendo os acidos organicos
mais vantajosos devido a sua natureza menos toxica (Mhlongo et al., 2022). Em um
estudo conduzido por Mhlongo et al., (2022), foram extraidas nanofibras de celulose a
partir de fibras de cdnhamo via método quimico, utilizando hidrolise com os acidos
sulftrico, formico e maleico. O estudo constatou que sob as mesmas condigdes
operacionais, as nanofibras extraidas com o auxilio dos diferentes acidos ndo
apresentaram diferenca significativa de morfologia e de estabilidade térmica. A tabela 7
apresenta caracteristicas de nanocelulose obtidos por meio de hidrélise utilizando

diferentes acidos.
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Tabela 7: Nanocelulose obtida de biomassas diversas por meio da hidrdlise acida

utilizando diferentes acidos.

Nanocelulose Agente de indice de
Biomassa Rendimento Referéncia
produzida hidroélise cristalinidade
Acido
Casca de . )
Nanocristal maléico 58,3% — Zhu et al.,
batata doce o 8,59%
de celulose  assistida por 71,3% 2023.
roxa
ultrassom;
. . Acido Kusmono
Fibrasde  Nanocristal ) 80,32% - Nao
] sulfarico ] etal.,
rami de celulose 90,77% informado
2020.
Acido
Polpa de _ acético
_ Nanocristal _ 69,3% — Wang et
eucalipto intensificado 60% - 93%
de celulose ) 81,1% al., 2020.
branqueada com acido
sulftrico
Acido
Polpa de Nanocristal sulfurico e 78,3%— Wang et
) 70,65%
papel de celulose acido 82,1% al., 2021.
formico
Cladophora  Nanocristal Acido Nao Mihhels et
) ) 67+2%
glomerata de celulose sulfurico informado al., 2023.
Nanocristal Acido 58,5% - Pirich et
Pinnus sp. ) 69% - 71%
de celulose sulftrico 85,7% al., 2019.
Eichhornia  Nanocristal Acido 65,5% - Nao Hemida et
crassipes de celulose acético 87,6% informado  al., 2023.
Pandi,
Nanocristal Acido Nio Sonawane
Algodao ) 81,23% ) i
de celulose sulfarico informado e Kishore,
2021.
Johar,
Casca de Nanocristal Acido Nao Ahmad e
) 59,0% )
arroz de celulose sulfarico informado Dufresne,
2012
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Gelidium  Nanocristal | Chen et al.,
Acido sulfurico 73% 52,1%
elegans de celulose 2016

A literatura também apresenta estudos combinando os métodos quimicos a
outros métodos, como o estudo conduzido por Samsalee, Meerasti e Sothornvit (2023)
que produziu nanocelulose a partir da casca do arroz utilizando o acido sulfurico via
hidrodlise acida, combinado com método mecanico. Eles obtiveram nanocelulose com
indice de cristalinidade variando entre 64 e 72% e rendimento superiores em
comparagdo a extracdo apenas utilizando método mecanico. Esses resultados
demonstram que o método quimico contribui para a melhoria das caracteristicas
morfolégicas da nanocelulose produzida.

Uma alternativa para producdo de nanocelulose por meio de tratamento quimico
envolve métodos que empregam a oxidacdo mediada por TEMPO (2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-6xido). Esse agente oxidante fraco possui acdo seletiva, atuando
sobre o grupo funcional hidroxila ligada ao carbono C-6 nas moléculas de celulose. No
sistema de oxidagdo, o TEMPO, radical soluvel em &agua, atua em conjunto com
catalisadores, geralmente NaClO (Clorito de so6dio — agente de branqueamento) e NaBr
(Brometo de s6dio) (Dhali et al., 2021; Jin e Spontak, 2023; Ji et al., 2023).

A nanocelulose obtida por esse método possui alta cristalinidade, baixa
densidade e processo de reagdo suave (Zhang et al., 2020; Ji et al., 2023). Essa
abordagem destaca-se por fornecer caracteristicas especificas ao material produzido. O
método de oxidacdo TEMPO pode ser utilizado também para promover mudangas de
superficie da nanocelulose (Dhali et al., 2021; Jiang, Zhu e Jiang, 2021). Li et al,,
(2015) realizaram um estudo sobre a producdo de nanocelulose por meio de hidrolise
utilizando acido organico em condigdes brandas, seguido pelo processo oxidativo
mediado por TEMPO para modificacdo da superficie da nanocelulose resultante. Os
pesquisadores conseguiram obter nanocristais de celulose com uma estrutura cristalina
mais ordenada e uma carga superficial maior. Essas caracteristicas conferem um
comportamento reoldgico mais viscoso para a nanocelulose na fase aquosa.

Por outro lado, Isogai e Zhou (2019) demonstraram ao revisar a literatura que, ao
utilizar o método de oxidagdo TEMPO catalisado por NaBr em meio alcalino a partir de
fibras celulosicas, provenientes de madeira, é possivel obter nanofribras com didmetros
de 3nm e nanocristais de celulose com formato de agulha e razdo de aspecto de 50.

Estudos com o objetivo de otimizar os custos operacionais ¢ ambientais do processo de
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oxidacdo TEMPO tem sido desenvolvido. Nesse sentido Xu et al., (2023) investigaram
parametros que afetam a reutilizacdo do meio oxidativo e seu impacto sobre a
nanocelulose produzida. Os resultados demonstram que o parametro determinante no
processo oxidativo € a consisténcia da polpa a ser tratada e que reaproveitamento de até
75% do meio para polpa de celulose de alta consisténcia ndo provoca alteragdes
significativas nas caracteristicas da nanocelulose obtida.

O método quimico para producdo de nanocelulose utilizando liquidos i6nicos,
sais orgénicos ou uma mistura de sais organicos fundidos, com ponto de fusdo menor
que 100°C, destaca-se como uma abordagem com menor geragdo de residuos perigosos
(Yoo, Pu, Ragauskas, 2017; Phanthong et a/., 2017; Dhali et al., 2021).

Os liquidos i6nicos sdo reconhecidos como solventes mais amigaveis ao meio
ambiente quando comparados aos solventes organicos convencionais, pois podem ser
recuperados e reutilizados com facilidade apds a separagdo da celulose (Yoo, Pu,
Ragauskas, 2017; Haron et al., 2022; Zaini et al., 2023). Além dessas vantagens, a
composi¢ao do liquido i6nico pode ser ajustada, tornando-os solventes projetaveis. A
estrutura quimica flexivel dos liquidos idnicos, com diferentes combinagdes de cations e
anios, permitindo sua modificagio com grupos funcionais especificos para atender a
requisitos particulares de solubilidade e reatividade. Eles também apresentam elevada
mobilidade i6nica e, em geral ndo sdo inflamaveis, possuem baixa pressdo de vapor, boa
estabilidade quimica e térmica (Mondal, 2017; Phanthong et al., 2017; Haron et al.,
2022).

Os liquidos i6nicos atuam sobre a molécula de celulose, promovendo a ruptura
das ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares presentes nas fibrilas de celulosicas,
levando ao inchamento do material lignoceluldsico. As hidroxilas presentes na celulose
interagem com o liquido i6nico, onde os cations do liquido i6nico funcionam como
receptores de elétrons da molécula de celulose, enquanto os &nions atuam como
doadores de elétrons a serem recebidos pelo hidrogénio do grupo hidroxila (Jiang, Zhu e
Jiang, 2021). A taxa de dissolu¢do da celulose ¢ influenciada pelas caracteristicas do
iquido i6nico, sendo que a presenca de anions favorece o processo de dissolu¢ao (Haron
et al., 2022; Zhang et al., 2023).

A dissolugdo da celulose via liquido i6nico para obtengdo de nanocelulose tem
sido objeto de estudo de diversos pesquisadores (Iskak, Julkapli e Hamid, 2017;
Grzabka-Zasadzinska, Skrzypczak e Borysiak, 2019; Sankhla, Sardar e Neogi, 2021).

Esses estudos evidenciam que o método atua na ruptura da regido amorfa das fibrilas de
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celulose, produzindo nanocelulose com elevado indice de cristalinidade e razdo de
aspecto.

Além disso, pesquisas também sdo desenvolvidos com o objetivo de combinar
os liquidos i6nicos a outros métodos, bem como para avaliar a influéncia da reutilizacdo
desses liquidos sobre a qualidade do nanomaterial produzido. Essas investigagdes visam
aprimorar a compreensdo do processo e melhorar as condi¢des para a produgao eficiente
e sustentavel de nanocelulose. Phanthong et al., (2017), em seu estudo, combinaram
método mecanico ao método quimico com liquidos i6nicos com o objetivo de produzir
nanocelulose, alcangando um rendimento de 93,1%. Eles investigaram a influéncia da
reutilizacdo do liquido idnico nas caracteristicas da nanocelulose produzida,
demonstrando a possibilidade de reutilizacdo por até quatro vezes sem afetar
significativamente as propriedades do material nanoestruturado produzido. Por outro
lado, Paredes et al., (2023) adotaram a integragdo do tratamento com liquido i6nico e a
hidrdlise quimica para extrair nanocelulose, obtendo rendimentos entre 60 e 73% sob
condicdes amenas de temperatura e tempo. Além disso, avaliaram o potencial de
reciclagem do liquido i6nico, observando que suas caracteristicas e as da nanocelulose
produzidas se mantiveram praticamente inalteradas ao longo de até cinco ciclos. Isso
demonstra que o processo de separagdo e recuperagdao do liquido idnico foi eficiente,

possibilitando sua reutilizacao.

2.3.4. Nanocelulose Extraida de Macroalgas

As macroalgas tém sido investigadas como uma fonte de celulose para a
producdo de bioetanol e outros biioprodutos ha algum tempo. No entanto, em
comparagdo com outras biomassas lignocelulésicas, como madeira e residuos
agroindustriais, ainda ha poucos registros de pesquisas focadas na obtencdo de
nanocelulose a partir dessas fontes (Baghel et al., 2021).

Dentre esses trabalhos publicados nos ultimos anos utilizando biomassa de
macroalgas ou seus residuos, estd o trabalho desenvolvido por Chen e colaboradores
(2016). Neste estudo, nanocelulose foi extraida a partir da macroalga Gelidium elegans
através de 3 etapas consecutivas de tratamento da biomassa: tratamento alcalino,
tratamento de branqueamento e hidrdlise acida com H,SO4.A nanocelulose obtida
apresentou um didmetro médio de 21,8+11,lnm e um comprimento médio de

547,3£23,7 nm, resultando em uma razdo de aspecto de aproximadamente 25. Além
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disso, o indice de cristalinidade da nanocelulose aumentou de 33% na biomassa in
natura para 73% apos o tratamento. Os resultadosdemonstraram o potencial promissor
das macroalgas como fonte de celulose.

Outros trabalhos foram desenvolvidos utilizando outros géneros e residuos de
biomassa de macroalgas. Sucaldito e Camacho (2017) extrairam nanocristais de
celulose a partir da macroalga Cladophora rupestris. O processo de extragdo seguiu
varias etapas: tratamento alcalino, branqueamento, tratamento acido com HCI e
hidrélise acida com HBr. A nanocelulose obtida revelou-se altamente cristalina, com
um indice de cristalinidade de 94%. Além disso, seu diametro médio foi de 20nm,
enquanto o comprimento médio foi de 483nm, resultando em uma razdo de aspecto de
25,2, um resultado semelhante ao obtido por Chen et al., (2016).

Os estudos de Doh, Dunno e Whiteside (2020) e Fortunati et al. (2015)
exploraram a extracdo de nanocelulose a partir de diferentes géneros de macroalgas com
o objetivo de melhorar as propriedades de nanocompésitos. Doh e colaboradores
utilizaram as algas marrons Laminaria japonica e Sargassum fluitans, enquanto
Fortunati et al. focaram na macroalgaPosidonia oceanica.

Em seu trabalho, Doh, Dunno e Whiteside empregaram uma combinacdo de
métodos mecanicos e quimicos, incluindo a hidrélise acida com H,SO4 como etapa
final. Os nanocristais de celulose obtidos apresentaram formato de haste e agulha,
facilitando sua incorporacdo em filmes nanocompositos. Os tamanhos médios
encontrados foram de 204nm de comprimento para a Laminaria japonica € 53,6nm para
a Sargassum fluitans, com didmetros médios de 40,9nm e §,1nm, respectivamente. Os
indices de cristalinidade foram de 98,1% para Laminaria japonica e 87,3% para
Sargassum fluitans, valores similares aos obtidos na literatura por Liu et al., (2017).

Ja Fortunati et al., (2017) realizaram a extracdo denanocelulose a partir de
residuos da macroalga Posidonia oceanica. Seu processo de obtengdo envolveu pré-
tratamento quimico e hidrdlise com dacido sulfurico. Os nanocristais produzidos
apresentaram comprimento de 180nm , didmetro de 4,9nm e uma razio de aspecto de
36,7. Esses estudos evidenciam a viabilidade de diferentes géneros de macroalgas como
fonte potencial de nanocelulose, destacando sua importancia na busca por materiais
sustentaveis e de elevado desempenho. A tabela8 apresenta alguns outros trabalhos

utilizaram macroalgas como fonte de celulose para extracdo de nanocelulose.
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Tabela 8: Nanocelulose extraida a partir de Macroalgas.

Método de Nanocelulose Indice de
Macroalga Referéncias
obtencao produzida Cristalinidade
Residuo de _
. Nanocristal de El Achaby et al.,
macroalgas Quimico 81 -87%
celulose 2018
vermelhas
Laminaria Mecéanicoe  Nanofibrila de
) 55,1 —66,6%  Wuet al., 2020.
Jjaponica Quimico celulose
Gelidium Quimico Nanocristal de _
- Liet al., 2023
amansii celulose
Alga vermelha
(Nao ) Nanocristal de )
) Quimico 69,5% Hai et al., 2015
especificado celulose
género)
Alga marrom
(Nao . Nanofibrila de
) Quimico 81,1% Gaoet al., 2018
especificado celulose
género)
Enteromorpha ) Nanocristal de Kazharskaet al.,
Quimico 65,2 —72,6%
prolifera celulose 2019
Gelidium . Nanocristal de Oliveira et al.,
Quimico 69,8%
sesquipedale celulose 2019
Sargassum ) Nanocristal de Doh e
Quimico 81,3% o
fluitans celulose Whiteside, 2020

2.3.5. Aplicacdes Nanocelulose

A nanocelulose tem atraido atencdo significativa da industria devido as suas
propriedades fisicas e quimicas, o que possibilita sua aplicacdo em diversos setores
econémicos (Perumal er al., 2022). Entre esses setores, destacam-se: biomédico,
nanocompositos, adesivos, hidrogeis, filme e membranas, farmacéutica e eletronica

(Bangar et al., 2022). As caracteristicas Unicas da nanocelulose tornam um material
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promissor para uma ampla gama de aplicacdes, oferecendo oportunidades significativas
para o desenvolvimento de novos produtos e avangos em diferentes campos industriais.

Na area biomédica, a nanocelulose tem sido amplamente utilizada no
desenvolvimento de implantes de substituigdo, biosensores, regeneracdo de tecidos,
biocatalisadores, entre outras aplicacdes. O material nanoestrutrado demonstra boa
biocompatibilidade, toxicidade reduzida e uma estrutura que permite modificagdes de
funcionalidade (Karimian et al., 2019; Bangar ef al., 2022). Essas caracteristicas tornam
a nanocelulose um componente valioso para contribuir ainda mais para o
desenvolvimento de novas aplicagbes em biomedicina, como carreador de
medicamentos controlando a liberacdo quimica. Essa possibilidade de uso ¢ viabilizada
pelo fato de os nanocristais de celulose possuirem uma boa relagdo superfice-volume,
estabilidade coloidal e carga superficial negativa (George e Sabpathi, 2018).

Os nanocristais de celulose apresentam diversas possibilidades de aplicagao,
incluindo a sua utilizagdo em hidrogéis, combinado com quitosana, para atuarem como
carreadores primarios na administragdo de medicamentos especificos para estdmago
(Jeddi e Mahkam, 2019). Além disso, os compositos derivados de nanocristais de
celulose foram explorados na engenharia de tecidos, com aplicagdes que incluem a
produgdo de pecas a partir de reticulacdo e impressdo 3D, bem como a restauragdo de
tecido vascular, muscular, cutaneo e 6sseo (Moohan et al., 2020; Bangar ef al., 2022).
Esses nanocompositos atendem aos requisitos fundamentais da engenharia de tecidos,
como o crescimento sustentavel, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
permeabilidade e capacidade de reter agua (Mokhena e John, 2020).

Os NCC também pode ser usados como materiais de refor¢co para diversas
matrizes poliméricas, sendo compativeis com quitosana, acido polilatico, colageno,
entre outros (Moohan et al., 2020). Além disso, seus efeitos de fortalecimento foram
descritos na literatura para borracha, melhorando caracteristicas termomecanicas e
mecanicas desse material (Bras et al., 2010), e para o cimento melhorando as
caracteristicas de flexdo da pasta de cimento (Cao et al., 2015).

Outro setor econdmico que pode se beneficiar com a aplicacdo de nanocristais
de celulose ¢ o desenvolvimento de biossensores elétricos. Os nanocristais de celulose
podem ter sua superficie modificada tornando-os condutores em dispositivos de
detecgdo elétrica, fornecendo assim uma resposta para um sinal elétrico (Tortorella et
al., 2020). Isso os torna tuteis para deteccdo sensivel e seletiva da sequénica de DNA,

detecgdo de sequéncia de genes ou como sensores oOticos (Marques et al., 2008;
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Morales-Narvaez et al., 2015). A tabela 9 apresenta uma lista de aplicacdes para a

nanocelulose.

Tabela 9: Aplicagdes de nanocelulose e métodos de obtengao.

Método de Nanocelulose Aplicacao
Biomassa Referéncias
obtencao produzida sugerida
Hidrolise Adsorcao de
; Nanocristal de Li, Ju e Zhang,
Filtro de papel acida — Acido metal pesado -
) celulose 2019.
sulfurico Hg
Hirolise acida Formacdo de
Nanofribra e
Folhas de combinada ao filme ou Singla et al.,
nanocristal de
Bambo tratamento pomada para  2017.
celulose
mecanico curativas.
) ) Quimiosensor
Celulose Hidroxido de
Nanocristal de  para detecgao
microcristalina  s6dio e ureia Fraj et al., 2023
celulose de metais
comercial
pesados
Hirolise acida Embalagem
Caixa de ovos combinada ao  Nanofibra de ativa para Raghav et al.,
usadas tratamento cellulose. industria de 2023.
mecanico alimentos
Impressao de
Celulose
Hidrolise membrana para
microcristalina ) Nao informado Wuet al., 2023
) acida separagdo de
comercial
fitoquimicos
Comercial
Reforgo em
obtida a partir Nao Nanofibra de ) Xeroudaki et al.,
implantes
deCiona informada celulose 2023
corneanos
intestinalis
Celulose
Hidrolise Nanofibra de Refor¢o em Hasanin e
microcristalina
) enzimatica celulose embalagens  Youssef, 2022
comercial
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS

3.1.Coleta das Macroalgas

A selecdo das macroalgas para o estudo foi realizada de acordo com a sua
abundancia. A coleta manual das algas marinhas foi realizada em dezembro de 2021, na
praia de Riacho Doce, municipio de Macei6é — AL (latitude -9,5647 e longitude -
35,6454), a figura 14 mostra uma foto do local de coleta das algas. A coleta ocorreu
durante as marés de sizigias e as algas foram acondicionadas em sacos plésticos, sendo
transportadas para o Laboratério de Tecnologia de Bebidas e Alimentos (LTBA) do
Centro de Tecnologia (CTEC) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

Foram coletadas algas Phaeophyceae, Rhodophyceae e Chlorophyceae,
porémdurante o processo de triagem da biomassa foi verificado que as macroalgas do
tipo Rhodophyceae era menos abundante, tornando inviavel o seu uso no estudo. Os
géneros mais prevalentes e, portanto, escolhidos para o desenvolvimento do trabalho
foram: Sargassum sp. (alga marrom) e Padina sp. (alga marrom), que podem ser vistas

na figura 15.

Figura 14: Local da coleta das macroalgas — Praia de Riacho Doce, Maceio — AL.
Fonte: Autor, 2021.
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Figura 15: Macroalgas coletadas no municipio de Maceio, litoral alagoano, utilizadas
na pesquisa foram dos géneros: (a) Sargassum; (b) Padina. Fonte: Autor, 2021.

No laboratorio, as macroalgas foram submetidas a um processo de triagem para
a remocao de sedimentos, macroalgas de espécies diferentes das designadas para o
estudo e epifitas, e outros residuos ou organismos indesejados. Apds a triagem, as algas
foram lavadas e tiveram o excesso de agua removido. Em seguida, foram secas em
estufa termostatizada a 50°C por 72h. Esse procedimento tem como objetivo remover as

impurezas e garantir as caracteristicas da biomassa nas analises subsequentes do estudo.

3.2.Preparacio das Amostras

Apbs o processo de secagem em estufa termostatizada, as amostras foram
homogeneizadas em moinho de facas, usando malha (Mesh 28 — abertura de
0,0252in)para garantir o tamanho uniforme da biomassa em p6, como ilustrado na

figura 16.

[A]

Figura 16: Amostras da biomassa apos o processo de moagem, [A] Sargassum sp. in
natura; [B] Padina sp. in natura. Fonte: Autor, 2021.
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3.3.Caracterizacdo Quimica das Macroalgas

3.3.1. Determinagao do teor de extrativos

Na determinag@o do teor extrativos totais, foram pesados entre 2 e 5g da amostra
de biomassa moida em cartucho de papel de filtro ou celulose. Essas amostras foram
submetidas ao processo de extragdo em aparelho Soxhlet, usando uma combinagdo de
solventes organicos, hexano/etanol, na propor¢do de 2:1 por 7h. Essa metodologia foi
adaptada da literatura, utilizando como referéncia o trabalho desenvolvido por Chen et
al., (2016). A combinacdo de solventes é necessaria para garantir a remogao eficiente
das diversas moléculas presentes nos extrativos, dada a complexidade dessa fracdo
biomolecular.

Apo6s o processo de remocdo a amostra foi mantida em estufa e, em seguida,
resfriada em dessecador até a temperatura ambiente, esse processo foi repetido até o
momento em que a massa se tornou constante. O percentual de extrativos totais foi

determinado por meio da equacgdo 1, apresentada abaixo:

MRE — MRRS
%TE = TxlOO Equacio 1

Onde: %TE ¢ o teor de extrativos em percentual, MRE ¢ a massa do conjunto
recipiente/extrativos, MRRS ¢ a massa do conjunto recipiente/residuos sem extrativos e

MA ¢é a massa da amostra.

3.3.2. Determinag¢do do teor de cinzas

Para determinar o teor de cinzasem amostras de biomassa in natura, a amostra
foi transferida para cadinhos de porcelana, previamente identificados e tarados.
Posteriormente, os cadinhos contendo as amostras de 1,5g foram levados a mufla e
aquecidos até a atingirem a temperatura de 550°C por 5h. Essa metodologia foi
adaptada da literatura, fazendo referéncia o trabalho desenvolvido por Hojo et al.,

(2008) e Aratjo et al., (2006).
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O percentual de cinzas na amostra foi calculado utilizando a equacao 2.

MRRA — MR
%TC = TxlOO Equacio 2

Onde: %TC ¢ o teor de cinzas em percentual, MRRA ¢ a massa do conjunto

recipiente/residuo de amostra, MR ¢é a massa do recipiente e MA ¢ a massa da amostra.

3.3.3. Determina¢do do teor de umidade

Para a determinagdo do teor de umidade, a analise teve inicio pesando-se a
biomassa a ser analisada, com uma massa de aproximadamente 2g, em cadinho ou placa
de petri, previamente tarados. O conjunto cadinho/amostra foi, entdo, transferido para
estufa termostatizada, onde foi mantido a uma temperatura de 105°C por 2h. Apos a
permanéncia na estufa, o conjunto foi retirado e mantido em dessecador por no minimo
30 min. Depois desse tempo, o conjunto foi pesado e retornou a estufa por mais 30 min.
O procedimento de resfriamento e pesagem foi repetido mais vez apds 24h em estufa,
até obter uma massa constante ( Adaptado de TAPPI, 2002). O percentual de umidade
foi entdo calculadocom base na perda de massa em relagdo a amostra inicial, conforme

equagao 3.

MRA — MRAF
%TU = TxlOO Equacio 3

Onde: %TU ¢ o teor de umidade em percentual, MRRA ¢ a massa do conjunto
recipiente/amostra, MRAF ¢ a massa do final do conjunto recipiente/amostra e MA ¢ a

massa da amostra.

3.3.4. Determinacao do teor de lignina

O teor de lignina nas amostras de biomassa, foi determinada por meio de

adaptacdo da metodologia descrita por Gouveia et. al., (2009). O procedimento envolve
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a transferéncia de 2g da amostra moida e sem extrativos, para um béquer de 100mL, ao
qual sdo adicionados 10mL de acido sulfarico 72% (v/v), sob agitacdo vigorosa com
bastdo de vidro, em um banho termostatico a 45°C por 7 min. Apds esse tempo, a
reacdo ¢ interrompida com a adi¢do de 5S0mL de agua destilada, ¢ a amostra foi
transferida quantitativamente para um erlenmeyer de S00mL. Em seguida, acrescenta-se
225mL de agua destilada. A solugdo, com volume total de 275mL, ¢ levada a uma
autoclave por 30min a 121°C para realizar a hidrdlise dos oligdbmeros remanescentes.
Apo6s a descompressdo da autoclave, os frascos contendo a solugdo foram
resfriados a temperatura ambiente. A mistura reacional filtrada, e o material insoluvel
retido no papel de filtro foi lavado com 1500mL de agua destilada para remogao de
acido residual e ajuste do pH, para proximo da neutralidade. Depois de lavado, o
material insolivel € seco em estufa a temperatura de 80°C até atingir massa constante.

O percentual de lignina foi obtido por meio da equacao 4.

MFLI — MF

%TL =
% ( MA

x100) xTC% Equacao 4

Onde: %TL ¢ o teor de lignina em percentual, MFLI ¢ a massa de lignina insoluvel mais
o filtro, MF ¢ a massa do filtro, MA ¢é a massa da amostra e TC% € o teor de cinzas.

O teor de lignina obtido a partir da equagdo 4, precisa ser corrigido pois o
percentual encontrado ¢ para a amostra de biomassa sem extrativos. Essa correcio foi
realizada por meio da equacdo 5, a qual ajusta o percentual de lignina levando em

consideragdo o teor de extrativos presentes na biomassa in natura.

100 —TE%

%TLIC=< 100

) xTL% Equacao5

Onde: %TL ¢ o teor de lignina em percentual, TE% ¢ teor de extrativos e %TLIC ¢é o

teor de lignina insoluvel corrigido.

3.3.5. Determinacao do teor de proteina

O teor de proteina nas amostras de biomassa, foi determinada por meio da
metodologia descrita por IAL (2008). O procedimento envolve a transferéncia de 0,5g

da amostra moida, para um tubo Kjeldahl, ao qual sdo adicionados 2g de mistura
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catalitica (sulfato de cobre, sulfato de soédio e dioxido de selénio na proporgao
1:100:0,8, respectivamente), em seguida sdo adicionados 10mL de &cido sulftirico
concentrado. Em seguida os tubos sdo acoplados ao digestor de Kjeldahl, e aquecido
lentamente até a temperatura de 350°C, por um tempo de 1 a 4h, até que a amostra estar
incolor ou levemente esverdeada.

Transcorrido o tempo de reagdo e com a solugdo reacional a temperatura
ambiente, as amostras foram destiladas em destilador de nitrogénio, onde a amostra
recebeu uma solugdo de hidroxido de sodio 40% em excesso. Em seguida a amostra foi
titulada com 4acido cloridrico 0,IN padronizado até aparecimento da coloragdo

avermelhada. O percentual de proteinas foi obtido por meio da equacgao 6.

VHClexNHCleHClx]-A‘)

%TPT = ( o

Equacao 6

Onde: Ny € a normalidade da solucdo de acido cloridrico utilizado na titula¢do, Vyc; €
o volume gasto na titulagdo com 4cido cloridrico 0,1N, fyc; € o fator de correcdo da
solucdo de acido cloridrico 0,IN, F ¢é o fator de correspondéncia nitrogénio-proteina
(valor de F para alimentos em geral ¢ 6,25), MA ¢ a massa da amostra e %TPT ¢ o teor

de proteina total.

3.3.6. Determinag¢do do teor de holocelulose

Para a determinacdo do teor de holocelulose (refere-se a soma da alfacelulose e
hemicelulose) foi utilizada a metodologia adaptada de TAPPI (2009). A analise teve
inicio pesando-se a biomassa sem extrativos a ser analisada, com uma massa de 3g, e
transferindo para um erlenmeyer de 500mL onde foi adicionado 120mL de agua
destilada. O conjunto foi transferido para um banho termostatico, com temperatura de
70°C, onde foi adicionado ao erlenmeyer 2,5g de clorito de sddio (com pureza minima
de 80%) e ImL de 4cido acético glacial, juntamente com uma barra magnética e o
conjunto foi tampado com um erlenmeyer de S0mL e mantido em capela de exaustdo
durante todo o tempo.

Apo6s 1h de reagdo foi adicionado ao meio reacional 2,5g de clorito de sodio e
ImL de acido acético glacial. Depois de mais 1h de reacdo foi adicionado ao meio

reacional 2,5g de clorito de s6dio e ImL de acido acético glacial e a solugdo foi mantida

69



sob as mesmas condi¢des por mais 3h. Passado esse tempo o conjunto (erlenmeyer +
amostra) foi transferido para um banho de gelo por mais 30min. Em seguida a mistura
foi filtrada e lavada até pH proximo 7, sendo adicionado de 10 a 20mL de acetona
seguida de enxague do material com agua destilada em abundancia.

O material solido obtido foi entdo seco em estufa termostatizada a 100°C por
aproximadamente 18h. O percentual de holocelulose na amostra foi entdo definido

conforme equagdo 7.
MFH — MF

%TH =
& ( MA

) x100 Equacao 7

Onde: %TH ¢ o teor de holocelulose em percentual, MFH ¢ a massa do conjunto
filtro/amostra, MF é a massa do filtro e MA é a massa da amostra.

O teor de holocelulose obtido a partir da equagdo 7, precisa ser corrigido pois o
percentual encontrado ¢ para a amostra de biomassa sem extrativos. Essa correcdo foi
realizada por meio da equagdo 8, a qual ajusta o percentual de holocelulose levando em

consideragdo o teor de extrativos presentes na biomassa in natura.
100 —TE%
100

Onde: %THC ¢ o teor de holocelulose corrigido em percentual, %TE é o teor de

%THC = ( )xTH% Equacgao 8

extrativo percentual e %TH ¢é o teor de holocelulose percentual.

3.3.7. Determinac¢do de teor de alfacelulose

O teor de alfacelulose ¢ determinado a partir da amostra holocelulose,
metodologia Adaptada de TAPPI (2009), deve-se pesar aproximadamente 1g da amostra
de holocelulose, e transferi para um almofariz com uma solucao de hidroxido de sodio
17,5%, aguardar 2min de contato, e, entdo, triturar a amostra por 8min. Transcorrido
esse tempo, adiciona-se agua destilada e o material é transferido para um funil, o
precipitado do funil deve entdo ser lavado até que o pH fique proéximo ao da agua
utilizada. O conjunto funil/amostra deve entdo ser levado para estufa a 105°C, e seco até
atingir massa constante. O percentual de alfacelulose na amostra foi entdo definido

conforme equagdo 9.

MFA — MF i
%TA = leoo Equacio 9
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Onde: %TA ¢ o teor de alfacelulose em percentual, MFA ¢ a massa do conjunto
funil/amostra, MF ¢ a massa do funil e MAH ¢é a massa da amostra de holocelulose.
O teor de alfacelulose corrigido ¢ entdo obtido com base no teor de holocelulose

corrigido, a partir da equagao 10.

%TH CxTA%)

WTAC = ( 100

Equacao 10

Onde: %TAC ¢ o teor de alfacelulose corrigido em percentual, %THC ¢ o teor de
holocelulose corrigido e %TA € o teor de alfacelulose percentual.

Ja o teor de hemicelulose percentual corrigido é obtido por meio do calculo da
diferenga entre os teores de holocelulose corrigido e alfacelulose corrigido, conforme

equacdo 11.
%THeC = %THC — TAC% Equagao 11

Onde: %TAC ¢ o teor de alfacelulose corrigido em percentual, %THC ¢ o teor de

holocelulose corrigido e %THeC € o teor de hemicelulose corrigido em percentual.

3.4.Pré-Tratamento das Macroalgas
3.4.1. Tratamento alcalino

A biomassa sem os extrativos foi submetida ao processo de deslignificagdo, por
meio de tratamento alcalino. O pré-tratamento de mercerizag@o foi realizado com base
na metodologia adaptada da literatura, utilizando como referéncia o trabalho
desenvolvido por Chen et al., (2016). As amostras de macroalgas foram mantidas sob
agitacdo constante em conjunto com uma solucdo de hidroxido de sddio 2%, na
propor¢do de 1g de biomassa para cada 20mL de solucdo de hidroxido de sodio 2%, por
2h a uma temperatura de 80°C. Apods esse periodo a amostra foi filtrada e lavada com
agua destilada até que o pH da 4gua de lavagem atingisse valores proximos ao pH da
agua utilizada para lavagem. Em seguida a biomassa mercerizada foi seca em estufa

termostatizada a 55°C, por aproximadamente 24h.

71



3.4.2. Branqueamento

O branqueamento tem como objetivo principal remover a lignina presente na
biomassa, esse processo foi realizado conforme a metodologia adaptada de Chen et al.,
(2016). Nesse pré-tratamento a biomassa sem extrativos foi tratada com peroxido de
hidrogénio a 30%, na propor¢do de lg biomassa para cada 20mL de solucdo de
peroxido de hidrogénio30%, porl,5h a uma temperatura de 80°C.

Apos esse periodo a amostra foi filtrada e lavada com agua destilada até que o
pH da agua de lavagem atingisse valores proximos ao pH da agua utilizada para
lavagem. Em seguida a biomassa branqueada foi seca em estufa termostatizada a 55°C,
por aproximadamente 24h. A figura 17 apresenta a biomassa apds o processo de

branqueamento.

Figura 17: (a) Biomassa seca e sem extrativos antes de ser submetida ao processo de
branqueamento (Macroalgas Padina sp. e Sargassum sp. respectivamente); (b)
Macroalga Padina sp. apds o processo de branqueamento; (¢) Macroalga Sargassum sp.
apos o processo de branqueamento. Fonte: Autor, 2022,

3.4.3. Mercerizagdo combinada com branqueamento

A biomassa sem os extrativos foi submetida ao processo de deslignificacdo, por
meio do processo de mercerizagdo seguido do branqueamento. A mercerizagdo foi
realizada utilizando metodologia adaptada da literatura, utilizando como referéncia o

trabalho desenvolvido por Chen et al. (2016). As amostras de macroalgas foram
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mantidas sob agitagdo constante juntamente com uma solucdo de hidroxido de sédio a
2%, na proporcdo de 1g de biomassa para cada 20mL de solucdo de hidroxido de sodio
a 2%, durante 2h a temperatura de 80°C, transcorrido esse tempo a amostra foi filtrada e
lavada com agua destilada, até que o pH da agua de lavagem esteja proximo ao pH da
agua utilizada para lavagem. Em seguida a biomassa foi seca em estufa termostatizada a
55°C, por aproximadamente 24h.

Na etapa de branqueamento, foi realizado conforme a metodologia adaptada de
Chen et al., (2016), a amostra mercerizada foi tratada com perdxido de hidrogénio a
30%, na propor¢dao de lg biomassa para cada 20mL de solucdo de peroxido de
hidrogénio30%, porl,5h a uma temperatura de 80°C.

Ap0s esse periodo a amostra foi filtrada e lavada com agua destilada até que o
pH da agua de lavagem atingisse valores proximos ao pH da agua utilizada para
lavagem. Em seguida a biomassa branqueada foi seca em estufa termostatizada a 55°C,

por aproximadamente 24h.

3.5.Caractrizacdo Quimica da Macroalga Pré-tratada

A composi¢do quimica das macroalgas ap6s o processo de pré-tratamento, que
envolveu tratamento alcalino, branqueamento e tratamento combinado, foi realizada
para determinar os teores de lignina, cinzas, holocelulose e alfacelulose. Essa analise
proporciona informagdes sobre as mudancas na composi¢do quimica da biomassa
resultantes dos processos de pré-tratamento. A metodologia utilizada foi a mesma para

caracterizacdo da biomassa in natura, como descritas nos itens 3.3.2; 3.3.4; 3.3.6 ¢ 3.3.7.

3.6.Caracterizacdo das Macroalgas Pré-tratada

3.6.1. Analise de Espectroscopia da Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia na regido de infravermelho foi utilizada para
identificar matérias (nas diversas fases) e/ou investigar sua composi¢do quimica. Nas
amostras de macroalgas in natura e apos pré-tratamento foi utilizada para observar as
mudangas que ocorreram nas estruturas em cada um dos processos realizados.

As amostras secas foram analisadas na regido entre 400 e 4000cm™ com uma

1

resolugdo de 2cm™ em equipamento modelo Vertex 70-RAM II Espectrofotometro
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(Buker Scientific Instruments, EUA). Possibilitando a obtengao de informagdes sobre
fragmentos moleculares, presenca ou auséncia de grupos funcionais especificos (Ahmad

etal., 2011).

3.6.2. Microscopia de Varredura Eletronica (MEV)

A técnica de microscopia de varredura eletronica consiste em avaliar a
morfologia de superficie e verificacdo de estrutura presentes nas amostras avaliadas.
Foram realizadas micrografias das amostras da macroalga in natura, sem extrativos, e
apos pré-tratamento. Possibilitando a avaliacdo dos tratamentos sobre a superficie da
biomassa.

As analises microscopicas da biomassa in natura e apos cada um dos pré-
tratamentos foram realizadas utilizando um microscopio eletronico de varredura (JSM-
6510/GS, JEOL Ltda., Japao) operando em 10kV, com distancia de trabalho de 10mm.
As amostras foram dispersas em suporte de aluminio usando fita adesivadupla-face de
carbono, seguido de revestimento com uma fina camada de ouro, a fim de melhorar a

condutividade.

3.7.0btencao dos Nanocristais de Celulose

Os nanocristais de celulose foram obtidos a partir de diferentes pré-tratamentos

dados a biomassa, conforme apresentado na figura 18.
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Figura 18: Fluxograma do processo de obten¢do de nanocristais de celulose via
hidrélise acida. Fonte: Autor, 2022.

Os nanocristais de celulose foram obtidos a partir de adaptagdes de
procedimentos descrito por Chen et al., (2016) e So et al., (2021). A biomassa de
macroalgas pré-tratada foi submetida a hidrélise acida utilizando acido sulfurico 64%
(m/m). Na propor¢do de 1g biomassa para 50mL de acido sulfurico. Foram avaliadas
temperaturas de reacdo de 45 e 60°C e tempos de reagdo de 45 e 90min. Para todas as
condicles avaliadas foi mantida a agitacdo constante de 125rpm (Chen et al., 2016 ¢
Mihhels et al., 2023).

Ap6s a hidrolise acida, a reagdo foi interrompida com o auxilio de 4gua destilada
gelada. As amostras foram centrifugadas durante 30 min a 3500rpm, com o objetivo de
separar os solidos da solugd@o por centrifugagdo.O sobrenadante, que continha o excesso
de écido sulfurico, foi removido e substituido por dgua destilada. Este procedimento foi
repetido de 3 a 4 vezes. Posteriormente, as suspensdes foram submetidas a
dialise,utilizando membrana de celulose, com agua destilada, até atingir o pH préximo
ao da agua destilada utilizada.

Na etapa seguinte, as amostras foram submetidas a tratamento ultrasonico, com
poténcia de 800W por 12 min, com refrigeracdo para evitar o superaquecimento. A
solugdo contendo os a suspensdo foi armazenada sob refrigeragdo antes da
caracterizacdo.Para determinar o rendimento da suspensdo, uma aliquota de 3mL foi

retirada e seca em estufa termostatizada a 55°C por aproximadamente 18h. Em seguida,
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foi possivel definir a massa final do toda a suspensdo. O rendimento da hidrélise foi

determinado conforme a equacao 12.

MFA
%NCC = in

x100 Equacao 12

Onde: %NCC ¢ o rendimento massico, MFA ¢é a massa final da amostra e MIA ¢é a

massa inicial da amostra.

3.7.1. Analise Estatistica

Os dados de rendimento da reacdo de hidrdlise acida foram obtidos a partir de
um planejamento experimental completo do tipo 2°, considerando como fatores a
biomassa pré-tratada das macroalgas (Sargassum sp. e Padina sp.), a temperatura (45°C
e 60°C) e o tempo (45min e 90min). A tabela 10 apresenta os dados codificados e os
dados reais. Os resultados encontrados foram submetidos a tratamento estatistico,
analise de varidncia, para determinar se as alteracdes nos parametros avaliados foram

estatisticamente significativas a um nivel de confianga de 95%.

Tabela 10: Dados codificados e reais do delineamento estatistico das variaveis: tipo de
biomassa pré-tratada, temperatura e tempo.

Dados Codificados Dados Reais
Ensaio Tipo de Tipo de
Biomassa/Pré- Temperatura Tempo Biomassa/Pré- Temperatura Tempo
tratamento tratamento

1 -1,00 -1,00 -1,00 Sargassum 45°C 45 min
2 1,00 -1,00 -1,00 Padina 45°C 45 min
3 -1,00 1,00 -1,00 Sargassum 60°C 45 min
4 1,00 1,00 -1,00 Padina 60°C 45 min
5 -1,00 -1,00 1,00 Sargassum 45°C 90 min
6 1,00 -1,00 1,00 Padina 45°C 90 min
7 -1,00 1,00 1,00 Sargassum 60°C 90 min
8 1,00 1,00 1,00 Padina 60°C 90 min
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3.8.Carcaterizacao dos Nanocristais de Celulose

3.8.1. Analise de Espectroscopia da Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia na regido de infravermelho foi utilizada para
identificar matérias (nas diversas fases) e/ou investigar sua composi¢do quimica. Nas
amostras de macroalgas ap6s hidrolise foi utilizada para observar as mudangas que
ocorreram nas estruturas em cada um dos processos realizados.

As amostras secas foram analisadas na regido entre 400 e 4000cm™ com uma
resolugdo de 2cm” em equipamento modelo Vertex 70-RAM II Espectrofotdmetro
(Buker Scientific Instruments, EUA). Possibilitando a obtencdo de informagdes sobre
fragmentos moleculares, presenca ou auséncia de grupos funcionais especificos (Ahmad

etal., 2011).

3.8.2. Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) foi utilizada para estudar o comportamento
térmico da biomassa in natura e dos nanocristais de celulose obtidos. As avaliacoes
termogravimétricas foram realizadas em analisador TGA-Q500 (TA Instruments, EUA).
Nos ensaios foram usadas massas de aproximadamente 6 mg, cadinho de aluminio,
atmosfera inerte de nitrogénio, com taxa de aquecimento de 10°C.min™", no intervalo de

temperatura de 25°C a 700°C.

3.8.3. Potencial Zeta

O Potencial Zeta foi determinado utilizando equipamento Zetasizer Nano (ZS
Malvern Instruments Ltda.; Reino Unido). Para os ensaios, as amostras foram diluidas
na proporg¢do de 1:10 (v/v) e, em seguida, foram submetidas a um ultrasson de ponteira

por 3min a 200W.

3.8.4. Espalhamento Dinamico da Luz (DLS)

As amostras diluidas na propor¢do de 1:10 (v/v) e, em seguida, foram

submetidas a um ultrasson de ponteira por 3min a 200W. Teve o tamanho do
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nanocelulose verificado a uma temperatura de 25°C com um analisador de distribuicdo
de tamanho de particulas por sistema de espalhamento dindmico de luz, modelo

Zetasizer Nano (ZS Malvern Instruments Ltda.; Reino Unido).
3.8.5. Difragdo de raio-X (DRX)

A analise de difracdo de raio-X foi conduzida utilizando o equipamento
Shimadzu Difratometro LabX, modelo XRD-6000, com uma tensdo de 30kV e uma
corrente de 30mA. O aparelho operou com radiagdo Cu Ka (A=0,15428nm). Os padrdes
de raios-x foram obtidos no 26 faixa angular de 5° a 40°, a uma taxa de varredura de
2°min™.

Para estimar quantitativamente o indice de cristalinidade (Ic) das amostras,
foram utilizados os dados de intensidade de difracdo. Esse calculo foi realizado
conforme o método proposto por Segal et al., (1959). A difragdo de raios-x ¢ uma
técnica importante para investigar a estrutura cristalina das amostras e fornecer
informagdes sobre o arranjo dos nanocristais de celulose. O indice de cristalinidade foi

obtido por meio da equagdo 13.

looz — 1
I. = (M) x100 Equacao 13
Iooz

Onde: Ic ¢ o indice de cristalinidade, Iy, € a intensidade de difracdo perto de 26=22° ¢
representa o material cristalino; L, ¢ a intensidade de difracdo perto de 20 =18° e

representa o material amorfo.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do estudo realizado comegam com a avaliagdo da composicao da
biomassa in natura, composta pelas macroalgas dos géneros Padina sp. eSargassum sp.
coletadas no litoral Alagoano. Esses géneros foram escolhidos devido a sua abundancia
durante a coleta. Em seguida, essa biomassa passou por um processo de pré-tratamento,

seguido da hidrolise acida para obtengdo de nanocristais de celulose.

4.1.Caracterizacdo Quimica da Biomassa In natura

A caracterizagdo dosgéneros selecionados para o estudo foi realizada com
amostras secas por 72h a 50°C (Chen et al., 2016), com o objetivo de garantir maior
conservagdo da biomassa. As macroalgas dos génerosSargassum sp. ePadina sp. e
durante o procedimento de secagem perderam em massa aproximadamente 82% e 80%,
respectivamente,uma perda esperada uma vez que as algas marinhas contém entre 80 —
90% de agua em sua composi¢do total antes da secagem (Milledge et al., 2018;
Badmus, Taggart e Boyd, 2019; Zaki et al., 2021).

A composi¢do quimica das macroalgas (Sargassum sp. ePadina sp.) €

apresentada na tabela 11.
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Tabela 11: Analise da composi¢do quimica da biomassa in natura.

Biomassa seca in natura - Teor

Componente percentual (médioxerro padriao)*
Sargassum sp. Padina sp.
Extrativos 7,64+0,05" 14,75+0,1°
Umidade 10,93+0,04" 9,88+0,02°
Cinzas 15,54+0,11* 26,80:£0,49°
Lignina 13,2140,57° 4,15+0,57°
Celulose 29,57+0,33" 30,27+0,50*
Hemicelulose 12,83+1,52% 11,94+0,08*
Proteina 12,25+0,17* 15,21+0,12°

* Os dados passaram por analise varidncia ANOVA seguida do teste de Tukey.

% | etras diferentes, na mesma linha, indicam diferengas significativas em relagio aos tipos de macroalgas avaliadas
(ANOVA one-way, p<0,05).

Com base nos resultados apresentados na tabela 8 e na aplicacdo da ANOVA,
pode-se observar que alguns componentes das macroalgas avaliadas apresentaram
diferencgas estatisticamente significativas entre os gé€neros estudados. No entanto, as
macroalgas Padina sp. e Sargassum sp., apresentaram teores de celulose
estatisticamente similares. Resultados obtidos neste estudo estdo dentro da faixadescrita
porBeetulet al., (2015) e Baghel, Reddy e Singh (2021), onde o teor de celulose das
macroalgas podem variar entre 21 e 61%. Esses valores sdo influenciados por fatores
como estagdo do ano, localizacdo geografica e as condi¢des de cultivo (Pillai et al.,
2023).

O teor de cinzas das macroalgas pode variar consideravelmente, dependendo da
regido onde foi cultivada e/ou coletada e do género. No caso da macroalga do género
Sargassum sp., o teor de cinzas de 15,54% encontrado esta dentro da faixa reportada na
literatura, com registros de variagdo entre 1,8% e 46,94% (Rossignolo et al., 2022;
Kavitha et al., 2023). Para a Sargassum angustifolium, Mastalinezhad, Osfouri e Azin
(2023) relataram teores de cinzas de 22,9%, enquanto para a Sargassum polycystum, o
teor de cinzas em peso seco foi de 29% (Perumal et al., 2018). Por outro lado, Taipa-
Martinez et al., (2019) reportaram um teor de cinzas de 11,7% para a espécie
Sargassum fluitans.

A significativa variacdo no teor de cinzas também foi verificada para as

macroalgas dos géneros Padina, 26,8 %. Esse percentual esta proximo do reportado na

80



literatura para espécies desse género. Para a espécie Padina pavonica o teor de cinzas
foi de 37,91% (Drira et al., 2021) e para a Padina tetrastromatica o teor de cinzas é de
42% (Hans et al., 2023). Os demais constituintes das macroalgas também apresentam
variagdes, porém ¢ possivel definir que as algas marinhas normalmente contém até 50%
de carboidratos, lipidios entre 1 — 5%, e proteina entre 10-47% (Doh, Lee ¢ Whiteside,
2020).

Contudo, se compararmos os valores obtidos com a composi¢do média para as
macroalgas € possivel verificar discrepancia no teor de lignina na amostra da Sargassum
sp. quando comparada ao apresentado por Chen et al., (2016) para a macroalga
Gelidium sp. de 4,5%, o que pode ser justificavel pela grande variabilidade entre os
varios géneros e espécies, diferenca de metodologia, condi¢des climaticas do ambiente
marinho, época do ano, local de desenvolvimento, condi¢des de colheita e

armazenamento pos-colheita.

4.2.0btencao e Caracterizaciao da Biomassa Pré-Tratada

4.2.1. Obtencdo da biomassa pré-tratada

A realizagdo do pré-tratamento quimico da biomassa de macroalgas teve como
objetivo realizar a remoc¢do de compostos indesejados, tais como: lignina e
hemicelulose, e consequente aumento do teor de celulose na amostra. Além disso, o pré-
tratamento promove o inchaco das fibras, aumentando a area superficial da biomassa.

Foram realizados trés pré-tratamentos: mercerizagdo, branqueamento e
tratamento combinado (associando mercerizacdo e branqueamento). Essa etapa ¢
importante porque a presenga de lignina dificulta o acesso do agente de hidrolise,
levando a reducdo de rendimento em nanocristais de celulose.

A tabela 12 apresenta o codigo de identificacdo adotado para o tratamento das

amostras e a tabela 13 o rendimento de cada pré-tratamento quimico realizado.

Tabela 12:Codificacdo das amostras das macroalgas Sargassum sp. e Padina sp.
submetidas a pré-tratamento quimico.

Codigo - Pré-Tratamento Quimico

Biomassa Mercerizacao e
Mercerizaciao Branqueamento
Branqueamento
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Sargassum sp. SM SB SMB
Padina sp. PM PB PMB

Tabela 13: Rendimento do pré-tratamento quimico realizado na biomassa das
macroalgas Sargassum sp. e Padina sp.

Rendimento - Pré-Tratamento Quimico (%)

Biomassa Mercerizacao e
Mercerizacao Branqueamento
Branqueamento
Sargassum sp. 33,23% 40,48% 26,62%
Padina sp. 35,19% 41,04% 29,59%

A perda de massa observada apds o pré-tratamento de mercerizagdo das
macroalgas estudadas sugere que a biomassa, quando na presenca da solucdo de
hidroxido de sodio 2%, teve ligacdes estruturais entre a lignina e a estrutura da celulose,
promovendo também dissolugdo parcial da hemicelulose.

Também se observou perda de massa no processo de branqueamento com
peroxido de hidrogénio 30%, ocorrido principalmente pela solubilizagdo da
hemicelulose e oxidagdo da lignina. Comportamento semelhante aconteceu com
tratamento combinado (mercerizacdo seguido de branqueamento). Além da perda de
massa decorrente do processo de degradagdo de estruturas de ligninas e carboidratos, ¢
possivel a perda de massa durante do processo de lavagem para neutralizacdo e
recuperacao da biomassa.

Os rendimentos da biomassa SMB e PMB, 26,62 ¢ 29,59%, respectivamente,
foram superiores aos 15,5% relatados por Chen et al., (2016) ao utilizar macroalga do
géneroGelidiumcultivada em laboratorio.Essa diferenga pode ser justificadapelo fato de
Chen e colaboradores (2016) terem realizado duas etapas de branqueamento com H,O,.
Estudos realizados com outras biomassas frequentementerealizam mais de uma etapa de
branqueamento com o objetivo de elevar ao maximo o nivel de pureza da celulose

obtida (Johar, Ahmad e Dufresne, 2012; Tarchoun et al., 2019).

4.2.2. Caracterizacdo quimica da biomassa pré-tratada
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A caracterizacdo dosgéneros selecionadosfoi realizada tendo como base o peso
seco das amostras ao final de cada um dos pré-tratamentos quimicos. A composi¢ao
quimica centesimal encontrada foi apresentada na tabela 14.

Tabela 14:Composi¢do quimica da biomassa das macroalgas apds pré-tratamento.

Componentes
Macroalga
Cinzas Lignina Celulose  Hemicelulose
In Natura 15,54+0,11  13,21+£0,57  29,57+0,33 12,83+1,52
Mercerizada  15,41+0,21 6,29+0,16  41,12+0,21 9,73+0,57
Sargassum
Branqueada  14,21+0,38 2,15+0,29  48,24+0,66 7,10£019
Combinado 8,25+0,75 1,26+0,15  82,23+0,42 5,02+0,58
In Natura 26,80+0,49 4,15+0,57  30,27+0,50 11,94+0,08
Padi Mercerizada  20,95+0,23 3,92+0,43  44,31+0,23 10,26+0,68
adina
Branqueada  15,23+0,16 2,68+0,31  45,12+0,65 9,51+0,10
Combinado  10,23+0,40 1,26+0,57  79,23+0,32 5,62+0,58

Apbs os diferentes pré-tratamentos quimicos, observou-se um aumento
consistente no teor de celulose conforme esperado, a medida que outros constituintes da
matriz celuldsica foram removidos.

O tratamento alcalino isolado demonstrou eficacia na remog¢do de 52,4% da
massa de lignina e 24,2% da massa de hemicelulose na macroalga Sargassum sp.Esse
resultado indicaque, em biomassas com baixos teores de lignina, o tratamento alcalino,
conforme realizado, ¢ efecientepara romperas ligagdes éster entre a lignina e a
hemicelulose presentes matriz rica em celulose.

Resultados semelhantes ao macroalga Padina sp. foram relatados por Chen e
colaboradores (2016) ao utilizarem a macroalga Gelidium elegans, obtendo uma
redugdo do teor de lignina de pouco mais de 1% apods o tratamento alcalino sob as
mesmas condigdes realizadas neste estudo. E importante ressaltar que o tratamento
alcalino apresenta outras vantagens além da redug¢do dos teores de lignina e
hemicelulose, tais como: inchamento da molécula de celulose, aumento da area
superfical e reducdo do grau de polimeriza¢ao (Noremylia, Hassan e Ismail, 2022).

Por outro lado, o processo de branqueamento resultou em uma redugdo mais
significativa nos teores de lignina e hemicelulose em comparacdo ao tratamento

alcalino. No entanto, observou-se uma redugdo menor para a macroalga Padina sp. Por
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fim, o tratamento combinado, ou seja, tratamento alcalino seguido do branqueamento,
resultou em um aumento exponencial no teor de celulose e uma redugdo acentuada dos
teores de lignina, que foram reduzidos para menos de 2%.

Isso demonstra que todos os pré-tratamentos propostos sdo eficazesna redugdo
de impurezas da matriz celulésica, favorecendo a extragdo da celulose. No entanto, o
tratamento combinado mostrou-se particularmente eficiente, aumentando o teor de
celulose da biomassa da Sargassum sp. de 29,6% para 82,2% e o da Padina sp. de
30,27% para 79,2%. Esse comportamento ¢ semelhante ao decsrito no estudo realizado
por Chen et al., (2016) com a macroalga Gelidium elegans sob as mesmas condicdes, ¢
elevou o teor de celulose de 17% para 88,6%. Além disso, a redugdo do teor de cinzas
ao longo do processo de pré-tratamento resultante da degeneragdo e lixiviacdo da
biomassa durante a lavagem e neutralizacdo (Mihhels ez al., 2023).

Os resultados evidenciama importancia de equilibraro grau de pureza da celulose
e o rendimento do processo, uma vez que a medida que novas etapas de pré-tratamento
sdo incluidas tendem a reduzir o rendimento em biomassa e o custo operacional. Neste
contexto, um parametro essencial para orientar a tomada de decisdo ¢ a andlise das
caracteristicas da nanocelulose,resultante de cada método de pré-tratamento, que

contribue para otimizag@o de processo de extra¢do ¢ desempenho dos produtos finais.

4.2.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

No microscopio eletronico de varredura foram analisadas as amostras de
biomassa in natura, biomassa sem extrativos, biomassa submetida ao tratamento
alcalino, biomassa apenas branqueada e biomassa submetida ao tratamento combinado.
As amostras foram fotografadas em diferentes estagios de pré-tratamento. As figuras 19
(A) e 20 (A) mostram a biomassa in natura com uma superficie mais integra e lisa
devido a presenga de 6leos e ceras, comportamento comum ¢ relatado anteriormente na
literatura (Chen et al., 2016; Bilatto et al., 2020; Samsalee, Meerasri ¢ Sothornvit,
2023). Ja as figuras 19 (B) e 20 (B) apresentam uma remocgdo parcial de componentes
macromoleculares superficiais ap6és a etapa de extracdo via soxhlet, tornando a
superficie menos uniforme.

Ao comparar as figuras 19 e 20 (A) com as figuras 19 e 20 (C), sugere-se um
afrouxamento da estrutura da biomassa, provocado pelo processo de alcalinizacdo

(Chen et al., 2016). Esse efeito indica a remogdo parcial de compostos presentes na

84



matriz rica em celulose, tais como: hemicelulose, lignina e outras impurezas (Johar,
Ahmad e Dufresne, 2012; Chen et al., 2016; Bilatto et al., 2020), evidenciada na
caracterizacao realizada apos o tratamento alcalino. Além disso, a estrutura da biomassa
tornou-se mais rugosa e irregular, indicando um aumento na area superficial especifica,
sendo possivel observar que o inicio do processo de fibrilacao.

A vpartir das figuras 19 (D) e 20 (D), a biomassa apds o processo de
branqueamento com peroxido de hidrogénio indicou a formagdo de feixes de fibras e
aparente reducdo do diametro das fibras, quando comparado as fibras apresentadas nas
figuras 19 (C) e 20 (C). A aparente redu¢do do didmetro das fibras pode ser atribuida a
destruicdo da parede celular da biomassa, processo relatado em outros trabalhos (Chen
et al., 2016; Singh et al., 2023).

Jé& nas figuras 19 (E) e 20 (E), a biomassa submetida tratamento alcalino seguido
de branqueamento com perdxido de hidrogénio, apresentou um aparente aumento da
area superficial especifica quando comparada ao outros pré-tratamentos, além de sugerir
a reducdo do diametro das fibras como reflexo principalmente da remocao de lignina e
hemicelulose que pode ser verificado nos dados de caracterizagdo da biomassa apos o

tratamento (Singh ef al., 2023).
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Figura 19:Micrografias obtidas por microcospia eletronica de varredura para as
amostras das macroalgasSargassum sp.: (A) Sargassum sp. in natura, (B) Sargassum
sp. apos remocdo de extrativos, (C) Sargassum sp. apos tratamento alcalino, (D)
Sargassum sp. apos processo de branqueamento e (E) Sargassum sp. ap6s tratamento
combinado, com aumento de 5000x.Fonte: Autor, 2022.
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Figura 20:Micrografias obtidas por microcospia eletronica de varredura para as
amostras das macroalgasPadina sp.: (A) Padina sp. in natura, (B) Padina sp. apds
remocgdo de extrativos, (C) Padina sp. ap6s tratamento alcalino, (D) Padina sp. apos
processo de branqueamento e (E) Padina sp. ap6s tratamento combinado, com aumento
de 5000xFonte: Autor, 2022.

Ao analisar as figuras 19 (A-E) e 20(A-E), torna-se evidente que o pré-
tratamento, combinado das macroalgas Sargassum sp. e Padina sp., resultou em uma
maior disponibilidade das fibras de celulose e um aumento da area superficial
especificapara etapa de hidrolise acida. Esse aumento na disponibilidade das fibras
contribui para a produc¢do nanocristais de celulose. Demonstrando que o pré-tratamento
alcalino e branqueamento sozinhossdo menos eficazes na remocdo de todos os
componentes indesejaveis, como a lignina e hemicelulose. A eficacia do pré-tratamento
combinado para a remoc¢ao de impurezas ja foi relatada para diversos tipos de biomassa,
utilizando varios agentes quimicos no processo (Johar, Ahmad e Dusfresne, 2012; Chen

et al., 2016; Bilatto et al., 2020; Singh et al., 2023).

4.2.4. Analise de Espectroscopia da Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros realizados na regido de infravermelho das macroalgas Sargassum
sp. ¢ Padina sp. in natura, sem extrativos, mercerizada, branqueada e submetida a

tratamento quimico combinado, sdo apresentadas nas figuras 21 e 22, respectivamente.
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Sendo possivel observar diferencas na composi¢do quimica da biomassa in natura e
aquela submetida a pré-tratamento.

Ao utilizar a técnica de FTIR para avaliar qualitativamente as mudangas na
composicdo da biomassa das macroalgas estudadas, vale ressaltar que os principais
grupos funcionais presentes na molécula de celulose s@o os alcoois, ésteres, cetonas e
alcenos, com oxigénio presente em diferentes posigdes (Yang et al., 2007; Singh et al.,
2023). A celulose apresenta picos significativos no espectro correspondente ao grupo
funcional hidroxila e ligagdo simples carbono-oxigénio (Yang et al., 2007).

Ao analisar as curvas de FTIR, apresentadas nas figuras 21 e 22, é possivel
verificar que todas as amostras que passaram por tratamento quimico apresentam um
pico amplo em torno de 3400 cm™, principalmente devido a vibracao de estiramento do
grupo hidroxila, resultantes das ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular,
demonstrando a tendéncia hidrofilica do material (Chen et al., 2016; Wang et al., 2022;
Singh et al., 2023; Samsalee, Meerasri ¢ Sothornvit, 2023). O aumento do pico nessa
regido para as amostras tratadas das macroalgas Sargassum sp. e Padina sp. em relagdo
a biomassa in natura provavelmente decorre do aumento da area superficial da amostra,
permitindo uma maior exposi¢cdo dos grupos hidroxila (Samsalee, Meerasri e
Sothornvit, 2023).

Um pico em torno de 2900 cm'surge no espectro da biomassa Sargassum sp.
(Figura 21) apds o tratamento de mercerizacdo e torna-se ligeiramente mais amplo e
intenso na amostra de biomassa apenas branqueada. Ja para a Padina sp. (Figura 22),
apos o tratamento de mercerizagdo o pico ¢ menos intenso quando comparado a
biomassa branqueada e a submetida ao tratamento combinado. Esse pico ¢ caracteristico
da vibragdo de estiramento alifatico da ligacao simples carbono-hidrogénio, presente em
polissacarideos como a celulose, submetida a tratamento quimico (Wang et al., 2022;
Samsalee, Meerasri ¢ Sothornvit, 2023).

O pico observado em 1600 cm™ indica a presenga do estiramento do grupo
funcional carboxilato, confirmando a presenca de manuronato e guluronato neste
polimero (Rhein-Knudsen ef al., 2017). Ja o pico de 1640 cm™ ¢ decorrente da flexdo da
molécula de agua absorvida (Johar, Ahmad e Dufresne, 2012; Singh et al., 2017;
Samsalee, Meerasri e Sothornvit, 2023).

Pode-se notar a redugdo do pico caracteristico da molécula lignina a 1500 cm'l,
correspondente a vribragdo do anel aromatico, a medida que a biomassa foi submetida a

tratamento quimico (Chen et al., 2016; Samsalee, Meerasri e Sothornvit, 2023). Além
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disso, ocorre também a reducdo do pico caracteristico da hemicelulose em 1245 em’,
correspondente a vibracdo de estiramento do grupo funcional carboxilico (Chen et al.,
2016; He et al., 2023; Wu et al., 2024).

Os picos em torno de 1420 cm™, 1371 cm”, 1315 cm™ e 1160 cm’
correspondem ao movimento de tesoura de CH; e integridade da celulose, flexdo da CH
¢ integridade cristalina em celulose, dobramento CH, em celulose, vibragdes de
alongamento do anel CC da celulose e alongamento da ligacdo éter glicosidica da
celulose, respectivamente (Samsalee, Meerasri e Sothornvit, 2023). Enquanto os picos
em torno de 1100 cm™ e 1055 cm™, correspondem as vibragdes de estiramento COC e
ao alongamento do anel de piranose, tipicos da celulose (Singh et al., 2023;Samsalee,

Meerasri e Sothornvit, 2023).
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Figura 21: (A) Curva de FTIR com o espectro das amostras da macroalga Sargassum

sp. in natura e apos tratamento quimico, e (B) destaque da regido de 1900 — 550 cm™.
Fonte: Autor, 2022.
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Figura 22: (A) Curva de FTIR com o espectro das amostras da macroalga Padina sp. in
natura e apos tratamento quimico, e (B) destaque da regido de 1900 — 550 cm™. Fonte:
Autor, 2022.

90



As elevagdes na regido do espectro entre 500 e 700 cm correspondem a
estiramentos decorrentes da vibragdo assimétrica da ligagdo B-glicosidica (Oliveira et
al., 2014), e o pico em torno de 900 cm™ ¢é caracteristico da ligagdo p-glicosidica entre
as moléculas de glicose formadoras da celulose (Samsalee, Meerasri ¢ Sothornvit, 2023;
Wu et al., 2024).

Baseado nos espectros obtidos para as amostras in natura e pré-tratada, foi
possivel observar diferencas na composi¢do quimica das biomassas estudadas antes e
apos o pré-tratamento quimico, como o aumento da intensidade dos picos caracteristicos
de celulose e reducdo dos picos caracteristicos de lignina e hemicelulose. Esses
resultados sdo consistentes com estudos anteriores que utilizaram macroalgas como
biomassa (Chen et al., 2016; Singh et al., 2017; Jang et al., 2021).

Os espectros das macroalgas Sargassum sp. e Padina sp. submetidas apenas ao
processo de branqueamento e ao tratamento combinado (mercerizacdo associada ao
branqueamento) apresentaram perfis semelhantes, sugerindo conformagdo e grupos
quimicos semelhantes. Os pequenos picos indicativos de lignina e hemicelulose
observados perdem intensidade principalmente apds os processos de branqueamento e
combinado, corroborando com os resultados de composicdo quimica obtidos. Além
disso, isso demonstra a possibilidade de redugdo de etapas no processo de pré-
tratamento.

Outras alteragdes no perfil dos espectros podem ser verificado na regido de 3400
cm’, onde se nota mudanga na intensidade do pico para as amostras submetida apenas
ao branqueamento e as amostras que passaram pelo tratamento combinado
(mercerizagdo seguida de branqueamento), sugerindo diminui¢do nas ligacdes de
hidrogénio intramoleculares. Isso pode estar relacionado a mudangas na estrutura
cristalina da celulose tipo I para a celulose tipo II, comportamento semelhante pode ser
observado em outros pontos caracteristicos da celulose, como a regido entre 1371 e

1055 cm™ (Wu et al., 2024).
4.3.0btencao e Caracterizacao dos Nanocristais de Celulose
4.3.1. Obtencdo dos nanocristais de celulose via hidrolise acida

Nesta etapa, outro fator importante é a determinagdo dos pardmetros

operacionais para a realizacdo da reacdo de hidrolise acida. Com o objetivo, de
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identificar as melhores condi¢cdes para condugdo da hidrdlise acida da biomassa, foi
estudada a influéncia da biomassa pré-tratada, do tempo e da temperatura de reagao.
Os resultados dos rendimentos massicos obtidos para cada uma das condigdes

avaliadas sdo apresentados na tabela 17.

Tabela 15:Rendimento massico para as diferentes condi¢cdes de tempo e temperatura.

Temperatura
Tipo de biomassa C) Tempo (min) Rendimento (%)
(T45t45) 45 45 87,41
(T60t45) 60 45 48,21
SM
(T45t90) 45 90 72,65
(T60t90) 60 90 50,89
(T45t45) 45 45 25,81
- (T60t45) 60 45 18,77
(T45t90) 45 90 15,56
(T60t90) 60 90 25,77
(T45t45) 45 45 45,58
(T60t45) 60 45 23,43
SMB
(T45190) 45 90 29,34
(T60t90) 60 90 16,91
(T45t45) 45 45 62,59
(T60t45) 60 45 37,72
PM
(T45t90) 45 90 54,38
(T60t90) 60 90 49,61
(T45t45) 45 45 39,87
PR (T60t45) 60 45 25,93
(T45t90) 45 90 34,21
(T60t90) 60 90 30,77
(T45t45) 45 45 42,10
(T60t45) 60 45 21,38
PMB
(T45t90) 45 90 32,31
(T60t90) 60 90 34,09
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Ao verificar os dados apresentados na tabela 17 é possivel ver uma tendéncia de
queda nos dados de rendimento com o aumento da temperatura e do tempo de reacio.
Esse comportamento pode ser explicado pela solubilizacdo das regides amorfas que gera
reducdo da massa inicial. Os melhores rendimentos foram obtidos com o tempo de 45
min e temperatura de 45°C para todas as biomassas utilizadas.

A utilizagdo de condigdes operacionais mais elevadas de tempo e temperatura
levaram a redu¢do do rendimento da reacdo de hidrolise, comportamento semelhante foi
obtido por Mihhels e colaboradores (2023), que estudaram a influéncia das condigdes
operacionais sobre a hidrdlise acida da macroalga Cladophora glomerata.Esse
comportamento pode ser resultante de um maior inchamento das fibras, aumento da
fragmentacdo das cadeias celuldsicas e hidrolise de regides cristalinas com cristais
pouco perfeitos e mais sensiveis a penetracdo do acido sulftirico.Além disso,
temperaturas mais elevadas também podem aumentar a transferéncia de massa, o que
tende a favorecer a redu¢do do rendimento em massa ¢ do tamanho do hidrolisado,
podendo ocasionar perdas durante o processo de purificagdo e separacdo. (Klemm ez al.,
2011).

A celevacdo da temperatura também provocou o escurecimento rapido da
celulose, obtidas a partir das macroalgas Sargassum sp. e Padina sp., demonstrado a
degradagdo térmica da celulose (Mihhels ef al., 2023).

Ao observar o efeito da temperatura no rendimento dos nanocristais de celulose,
fica evidente que a biomassa das macroalgas marrons dos géneros Sargassum sp. e
Padina sp. pode exigir condi¢des de hidrolise mais suaves para facilitar a penetracdo do
acido. Sugerindo a viabilidade de preparar nanocristais de celulose em condigdes menos
severas, o que pode ser benéfico para evitar degradagdo excessiva de celulose, além das
reducgdes dos custos operacionais do processo.

Ao avaliar a influéncia do pré-tratamento da biomassa sobre o rendimento da
reacdo de hidrolise observou-se uma reducdo do rendimento a medida que a biomassa
ficava mais rica em celulose, que pode ser justificado pelo aumento da transferéncia de
massa em poros intrafibra decorrentedo aumento da area superficial. Sendo a biomassa
submetida ao tratamento quimico combinado (SMB e PMB) as que apresentaram
menores rendimentos nas condi¢des de maior tempo e maior temperatura.

Os rendimentos obtidos para a biomassa SMB e PMB, respectivamente 45,58%
e 42,10%, nas condigdes mais brandas de temperatura (45°C) e tempo (45min)

realizadas no estudo foram superiores ao rendimento relatado por Hai, Son e Seo

93



(2015), que obtiveram rendimento de 20,5%, via hidrdlise com acido sulfurico e
utilizando macroalga vermelha. Esses rendimentos também foram superiores ao obtido
por Fortunati et al., (2015), que utilizaram macroalga marrom Posidonia oceanica em
condig¢des operacionais semelhantes e obtiveram rendimento de 14% em nanocristais de
celulose por meio da hidrélise acida. Rendimento semelhante aos obtidos neste estudo
foi relatado Doh, Lee ¢ Whiteside (2020), que obtiveram rendimentos de 42,7%
utilizando a macroalga Sargassum natans via hidrdlise acida combinada com tratamento

mecanico.
4.3.1.1.Anélise de Estatistica

A combinacdo das condi¢des operacionais (temperatura e tempo) e o género da
biomassa pré-tratada foram submetidos a analise estatistica para identificar quais desses
fatores apresentam significancia sobre o rendimento em massa da hidrdlise 4cida. Esse
procedimento € importante para entender as relacdes entre as variaveis e otimizar as
condicdes operacionais para obtencdo de nanocristais de celulose a partir das
macroalgas marrons dos géneros Sargassum sp. € Padina sp. A tabela 18 apresenta os
resultados dos efeitos principais e efeitos de interagdo de segunda e terceira ordem,
obtidos a partir do planejamento experimental 2°, para os fatores biomassa das
macroalgas Padina e Sargassum submetidas ao tratamento mercerizada, temperatura

(45°C ¢ 60°C) e tempo (45 min e 90 min).
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Tabela 16: Efeitos principais e efeitos de interacdo dos fatores biomassa das
macroalgas Sargassum e Padina mercerizada, temperatura (°C) e tempo (min) avaliados

no rendimento em massa.

Biomassa Mercerizada

Média Global 57,93+0,48
Efeitos Principais
1. Biomassa Mercerizada -13,71+0,96
2. Temperatura -22,65+0,96
3. Tempo -2,10+0,96
Efeitos de Interacao
12 7,82+0,96
13 3,94+0,96
23 9,38+0,96
123 0,66+0,96

Ja a figura 23 apresenta os resultados obtidos para analise dos efeitos para os trés
fatores avaliados e quais desses possuem significancia estatistica de acordo com a

distribuigdo T-Student e nivel de confianga de 95%.

Biomassa ‘

-13,71
Mercerizada 37

Temperatura ‘ -22,65

Tempo -2,10

Biomassa/
7,82
Temperatura
Biomassa/
Tempo 3,94
Temperatura/

Tempo 9,38

Biomassa/
Temperatura/ 0,66
Tempo

Efeito Padronizado
(p=0,05)

Figura 23:Efeitos principais e secundarios para a biomassa mercerizada, temperatura e

tempo. Fonte: Autora (2023).
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A partir da analise dos dados apresentados na Figura 23 e na tabela 18, ¢
evidente que, dos efeitos principais, apenas a biomassa mercerizada ¢ a temperatura
demonstram significancia estatistica em relacdo ao rendimento massico. Demonstrando
que o aumento da temperatura e o tipo de biomassa levam a redug¢do do rendimento na
reacdo de hidrdlise, ja a combinagdo dos efeitos secundarios promove um aumento
deste. Também apresentaram significancia estatistica todos os efeitos secundarios. Os
efeitos do fator tempo e o de interacdo de terceira ordem nao foram significativos.

A tabela 19 apresenta os resultados dos efeitos principais e efeitos de interagdo
de segunda e terceira ordem, obtidos a partir do planejamento experimental 2°, para os
fatores biomassa branqueada, temperatura e tempo. Enquanto a figura 24 apresenta os
resultados obtidos para andlise dos efeitos para os trés fatores avaliados e quais desses
possuem significancia estatistica de acordo com a distribui¢do T-Student e nivel de

confianca de 95%.

Tabela 17: Efeitos principais e efeitos de interacdo dos fatores biomassaSargassum e

Padina branqueada, temperatura (°C) e tempo (min) avaliados no rendimento em massa.

Biomassa Branqueada

Média Global 27,18+0,64
Efeitos Principais

1. Biomassa Branqueada 11,03+1,28

2. Temperatura -3,24+1,28

3. Tempo -0,71+1,28
Efeitos de Interacao

12 -5,45+1,28

13 0,30+1,28

23 7,12+1,28

123 -1,88+1,28
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Biomassa 11,03
Branqueada

Temperatura -3,24

Tempo| -0,71

Biomassa/
-5,45

Temperatura

Biomassa/

Tempo 0,30

Temperatura/ ‘ 7.12

Tempo

Biomassa/
Temperatura/ -1,88
Tempo

Efeito Padronizado
(p=0,05)

Figura 24:Efeitos de principais e secundarios para a biomassa branqueada, temperatura
e tempo. Fonte: Autora (2023).

Ao realizar a analise das informagdes apresentadas na Figura 24 e na tabela 19, é
evidente que, dos efeitos principais, a biomassa branqueada exerce uma influéncia mais
significativa, sugerindo que o género Padina sp. possui uma maior capacidade de
conversao via hidrélisecom acido sulfurico. Além disso, para a biomassa branqueada, a
temperatura continua a reduzir o rendimento quando elevada de 45°C para 60°C. Entre
os efeitos de interacdo secundarios, apenas a interacdo entre biomassa branqueada e
tempo ndo demonstrou significncia estatistica. Vale ressaltar que os efeitos do fator
tempo e o efeito de interagdo de terceira ordem ndo foram significativos para a biomassa
branqueada.

A tabela 20 apresenta os resultados dos efeitos principais e efeitos de interagdo
de segunda e terceira ordem, obtidos a partir do planejamento experimental 2°, para os
fatores biomassa submetida ao tratamento combinado, temperatura e tempo. Enquanto a
figura 25 apresenta os resultados obtidos para analise dos efeitos para os trés fatores
avaliados e quais desses possuem significancia estatistica de acordo com a distribui¢do

T-Student e nivel de confianca de 95%.
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Tabela 18: Efeitos principais e efeitos de interacdo dos fatores biomassa submetida ao
tratamento combinado, temperatura (°C) e tempo (min) avaliados no rendimento em

nanocristais de celulose.

Biomassa Mercerizada e Branqueada

Média Global 32,83+0,31

Efeitos Principais

1. Biomassa Tratamento

. -0,72+0,63
Combinado
2. Temperatura -9,00+0,63
3. Tempo -0,58+0,63
Efeitos de Interacao
12 -0,46%0,63
13 2,05+0,63
23 12,43+0,63
123 -1,18+0,63
Biomassa
Combinado e
Temperatura ’ -9,00
Tempo| 58
Biomassa/ 0,46
Temperatura
Biomassa/ 2,05
Tempo
Temperatura/
Tempo 12,43
Biomassa/
Temperatura/ -1,18
Tempo
Efeito Padronizado
(p=0,05)

Figura 25:Efeitos de principais e secundarios para a biomassa submetida ao tratamento
combinado (mercerizada seguido do branqueamento), temperatura e tempo. Fonte:
Autora (2023).

Ao observar a analise dos dados apresentados na Figura 25 e na tabela 20, ¢

possivel perceber que o aumento sugerido da area superficial especifica e a remogao de

98



impurezas da biomassa, resultante do pré-tratamento combinado, torna a biomassa mais
sensivel a influéncia da temperatura. Neste contexto, para esse pré-tratamento
especifico, apenas a temperatura emerge como efeito principal estatisticamente
significativo. Em relacdo aos efeitos secundarios, observa-se que apenas a interagdo
entre biomassa e temperatura ndo apresenta significancia estatistica, um comportamento
provavelmente atribuivel a padronizagdo alcangada na biomassa apds a remogdo de
lignina e hemicelulose. Além disso, o efeito de interagdo de terceira ordem nao
demonstrou significAncia estatistica para a biomassa submetida ao tratamento
combinado.

Os dados apresentados para todas as analises estatisticas realizadas demonstram
que os tempos avaliados ndo possuem significancia estatistica sobre o rendimento em
massa da hidrélise acida realizada com acido sulfurico a 64%. No entanto, as
caracteristicas da biomassa e a temperatura exercem uma influéncia significativa,
principalmente para a biomassa mercerizada.

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para comparar a influéncia entre
os varios pré-tratamentos aplicados a mesma biomassa, e os resultados mostraram que
para a macroalga do género Padina sp. o tempo como efeito principal e como efeito de
interagdo de segunda ordem associado a biomassa pré-tratada ndo apresentou
significancia estatistica. No entanto, o efeito de interagdo de terceira ordem entre tempo,
temperatura e biomassa pré-tratada foi estatisticamente significativo. A mesma analise
realizada para o gé€nero Sargassum sp., para essa biomassa pré-tratada o tempo como
efeito principal apresentou significancia estatistica, mas o efeito de interagdo de segunda
ordem entre o tempo e a biomassa pré-tratada ndo apresentou significancia estatistica. A
tabela 21apresenta os resultados da andlise varidancia (ANOV A) demonstrando quais dos
efeitos apresentam significancia estatistica ao comparar os fatores tempo, temperatura e

biomassa pré-tratada.
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Tabela 19: Efeitos de primeira ordem e efeitos de interacio avaliados no rendimento

em nanocristais de celulose.

Sargassum sp.

Fonte de Graus de Soma Quadrado . p-
Variacao Liberdade Quadratica Médio caleutado valor*
Tempo 1 64,03 64,03 18,47254 0,00104
Temperatura 1 908,78 908,78 262,17597 <0,0001
Biomassa pré-
2 7958,24 3979,12  1147,9352 <0,0001
tratada
Tempo-
1 660,27 660,27 190,48284 <0,0001
Temperatura
Tempo-
Biomassa pré- 2 25,29 12,64 3,64904 0,05781
tratada
Temperatura-
Biomassa preé- 2 1103,05 551,52 159,10923 <0,0001
tratada
Tempo-
Temperatura-
) 2 29,61 14,80 4,27126  0,03973
Biomassa pré-
tratada
Padina sp.
Fonte de Graus de Soma Quadrado . p-
Variacao Liberdade Quadratica Médio caleutado valor*
Tempo 1 5,57 5,57 1,33172  0,27097
Temperatura 1 725,40 725,40 173,16802 <0,0001
Biomassa pré-
2 1824,62 912,31 217,78733 <0,0001
tratada
Tempo-
1 469,86 469,86 112,16568 <0,0001
Temperatura
Tempo-
Biomassa pré- 2 5,79 2,89 0,69152  0,51971
tratada
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Temperatura-

Biomassa pré- 2 44,61 22,30 5,32546 0,02211
tratada
Tempo-
Temperatura-
2 40,35 20,17 4,81639 0,02913

Biomassa pré-

tratada

* Significativo ao nivel de 5% pelo teste T-Student.

Ao analisar as informagdes fornecidas pela analise estatistica realizada para as
varias combinacdes de condi¢des operacionais, observamos um indicativo de que, entre
os fatores principais estudados, o fator tempo nas condigdes estudadas (45min e 60min)
ndo apresenta significAncia estatistica na maioria dos conjuntos analisados. Esse
resultado é consistente com um estudo anteriormente realizado por Mihhels et al.
(2023), que avaliou a significancia estatistica do parametro tempo sobre o rendimento
em nanocristais de celulose, utilizando a hidrolise acida e a macroalga Cladophora
glomerata. Além disso, ao observar os dados da andlise estatistica, ¢ possivel concluir
que a temperatura e o pré-tratamento da biomassa exercem influéncia significativa sobre
o rendimento das reagdes de hidrolise acida, e o aumento da temperatura leva a reducdo
do rendimento em massa da reagdo, esse comportamento da redu¢ao do rendimento com
o aumento da temperatura também foi relatado por Merlini et al. (2018), utilizando
como biomassa fibras de polpa kraft. Vale ressaltar que, para algumas condigdes, o
parametro tempo apresentou significincia estatistica quando combinado com outros
parametros. Demonstrando que ha um indicativo de que a obtencdo de nanocristais de
celulose via hidrolise acida, utilizando biomassa das macroalgas marrons dos géneros
Padina sp. e Sargassum sp. pode ser realizada em condigdes operacionais mais brandas

quando comparada a outras biomassas.

4.3.1.2. Influéncia da hidrdlise acida sobre o potencial zeta

O potencial zeta foi empregado para avaliar a forca de atragdo ou repulsdo entre
os nanocristais de celulose formados, sendo considerado um parametro importante na
caracterizacdo da estabilidade da suspensdo (Adel et al., 2018; Makowski et al., 2019;

Feng, Zarei e Mousavipour, 2023). Como regra geral valores de potencial zeta, entre -30
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e 30mV, sdo indicativos de uma propensao para agregacao de particulas (Makowski et
al., 2019). Os dados referentes ao potencial zeta para todas as suspensdes de

nanocristais de celulose sdo apresentados na tabela 18.

Tabela 20: Dados para o potencial zeta das suspensdes de nanocristais de celulose.

Amostras Potencial Zeta (mV)
(T45t45) -50,6+8,76
(T60t45) -51,8+5,49
SM
(T45t90) -41,745,65
(T60t90) -45,3+6,37
(T45t45) -42,5+4,83
- (T60t45) -46,8+6,56
(T45t90) -41,6+6,37
(T60t90) -44.2+5,90
(T45t45) -66,4+7,90
(T60t45) -49,2+6,93
SMB
(T45t90) -60,0+7,30
(T60t90) -47,5+6,85
(T45t45) -52,0+6,66
(T60t45) -54,2+7,77
PM
(T45t90) -45,6+7,93
(T60t90) -42,5+4 91
(T45t45) -44.7+4,45
PR (T60t45) -48,1+5,62
(T45t90) -39,844,11
(T60t90) -42,34+7,71
(T45t45) -60,8+10,7
(T60t45) -47,3+5,58
PMB
(T45t90) -63,9+9,23
(T60t90) -41,5+6,29
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Ao analisar os dados apresentados da tabela 18, observa-se que o potencial zeta
de todas as suspensdes de nanocristais de celulose apresentaram valores absolutos
superiores a 30mV, indicando uma boa estabilidade da suspensdo. Esses valores sao
compativeis com os obtidos em outros estudos, como o realizado utilizando a macroalga
Laminaria japénica -61,5mV (Liu et al., 2017), Citrus limon entre -31,27mV e -
55,67mV (Zhang et al., 2020), e polpa de eucalipto branqueada entre -33mV e -41mV
(Wang et al., 2021).

Além disso, os resultados mostram semelhancas para a biomassa submetida ao
mesmo tipo de pré-tratamento, sugerindo que a biomassa submetida ao tratamento
alcalino, mercerizagdo, apresenta uma maior estabilidade quando comparada a biomassa
apenas branqueada.

A boa estabilidade da suspensdo de nanocristais obtidos via hidrolise com 4acido
sulfurico ¢ esperada devido a funcionalizagdo parcial dos grupos hidroxila da superficie
dos nanocristais de celulose com semi-ésteres de sulfatodurante a hidrolise (Zhang et
al., 2020). As forcas de atracdo/repulsdo causam uma estabilizacdo anidnica na dupla
camada elétrica dos cristais, resultando em cristais estaveis em suspensdes coloidais.
Essa estabilidade da suspensdo favorece sua aplicagdo na preparagdo de
nanocompositos, facilitando a dispersdo do material nanoestruturado em matrizes

poliméricas (Liu et al., 2017; Naduparambath et al., 2018).

4.3.2. Caracterizacdo dos Nanocristais de Celulose

A escolha das condi¢des operacionais que resultaram nos maiores rendimentos
na reacdo de hidrélise acida, com uma temperatura de 45°C e um tempo de 45min, foi
feita considerando que rendimento ¢ um fator crucial na determinac¢do da viabilidade
econdmica de um processo. Os nanocristais de celulose obtido nessas condi¢des foram
selecionados para caracterizacdo, visando avaliar possiveis diferengas estruturais

decorrente do pré-tratamento da biomassa.

4.3.2.1.Espalhamento de Luz Dinamica (DLS)

Os ensaios por espalhamento de luz dinamica foram utilizados para estimar o
tamanho aproximado do material nanoestruturado obtido. Esta técnica baseia-se na

aproximacao do material avaliado a uma particula esférica em suspensao, resultando em
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uma estimativa com um tamanho médio aproximado (Zhang et al., 2020; Rubiyah et al.,
2023). No entanto, quando aplicada para analisar estruturas que ndo possuem formato
de esferas ou proximo desse, como € o caso dos nanocristais de celulose, que possuem
formato de haste, a técnica apresenta limitagdes na estimativa do tamanho, pois os
nanocristais podem ser observados em seu didmetro ou comprimento (Bhattacharjee,
2016). Assim, a técnica ndo pode ser utilizada isoladamente para determinar o tamanho
médio do material nanoestruturado.

A técnica foi, entdo, empregada para comparar os tamanhos médios estimados
do material obtido e assim verificar as possiveis influéncias do pré-tratamento da
biomassa sobre o tamanho médio do material. A figura 26 apresenta os tamanhos
meédios do material obtido para as reagdes de hidrdlise 4cida a partir da macroalga

Padina sp. pré-tratada para as condicdes que apresentaram os maiores rendimentos.
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Figura 26:Curvas de DLS para as amostras hidrolisadas da macroalga Padina sp. pré-
tratada.Fonte: Autor, 2023.

Ao analisar a distribui¢do de tamanhos médios obtida para o hidrolisado da
biomassa ap0s o pré-tratamento combinado (mercerizagdo e branqueamento), observou-
se que o material estava distribuido em uma faixa de tamanho de 164nm a 300nm,
valores semelhantes aos encontrados no estudo desenvolvido por Liu et al. (2017).

Notou-se também que a nanocelulose obtida a partir da biomassa submetida a
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mercerizacdo apresentou tamanhos médios numa escala mais ampla quando comparada
ao tratamento combinado, variando entre 142 ¢ 400nm, porém ainda proximos,
sugerindo que com esse tratamento € possivel obter nanocristais de celulose.

Ja a curva obtida para a biomassa de Padina sp. branqueada mostra que esse
tratamentoproduziu hidrolisado com tamanhos mais heterogéneos e distribuidos em uma
faixa mais ampla, indicando que essas amostras realmente ndo estdo em escala nano.

Esses resultados ressaltam a importancia de avaliar ndo apenas os tamanhos
meédios, mas também a distribuicdo e a heterogeneidade do hidrolisado ao extrair
nanocelulose a partir de diferentes pré-tratamentos.

A figura 27 apresenta os tamanhos médios do material obtido para as
reacdes de hidrolise acida a partir da macroalga Sargassum sp. pré-tratada para as

condicdes que apresentaram os maiores rendimentos.
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Figura 27:Curvas de DLS para as amostras hidrolisadas da macroalga Sargassum sp.
pré-tratada.Fonte: Autor, 2023.

Ao analisar as curvas obtidas pela técnica DLS para a biomassa Sargassum sp.
pré-tratada, ¢ possivel verificar que o resultado da hidrolise da biomassa submetida ao
tratamento combinado apresentou uma faixa menor de distribui¢do de tamanho médio,
variando entre 78 e 122nm, sugerindo uma maior homogeneidade. O material obtido
para a biomassa submetida ao tratamento combinado, assim como aconteceu com a

macroalga Padina sp., € o que apresenta a menor faixa de tamanho médio.
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Por outro lado, a distribuicdo de tamanho médio para mercerizada variou entre
164 e 700nm, uma faixa mais ampla que a obtida a partir da macroalga Padina sp. Uma
tendéncia semelhante foi notada para o hidrolisado obtido a partir da biomassa
branqueada.

As curvas de DLS apresentam uma visdo geral da distribuicdo de tamanho do
material avaliado, auxiliando no estudo da possivel influéncia dos varios pré-
tratamentos realizados sobre esse parametro. No entanto, devido as suas limita¢des, ndo

¢ o método apropriado para definir o tamanho exato do produto da hidrdlise acida.

4.3.2.2. Espectroscopia da Regido do Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR)

Os espectros realizados na regido de infravermelho da nanocelulose produzida
apos a reacdo de hidrolise a partir da biomassa de Sargassum sp. e Padina sp. pré-
tratada mostram as diferencas na composicdo quimica entre a nanocelulose produzida e
biomassa submetida a pré-tratamento. As figuras 28, 29, 30, 31, 32 ¢ 33 ilustram as
altera¢des ocorridas na estrutura quimica das amostras das macroalgas Padina sp. e
Sargassum sp. apos tratamento quimico e os nanocristais de celulose obtidos a partir de
cada um desses precursores.

Nas figuras 28 e 29 observam-se os espectros de FTIR das amostras de Padina
sp. mercerizada e Sargassum sp. mercerizada, respectivamente, ¢ apds a hidrdlise acida
realizada a uma temperatura de 45°C por 45min. No espectro da amostra hidrolisada,
observa-se o aumento de todos os picos caracteristicos da celulose. Em torno de 2900
cm™, ha a vibragdo da ligagio carbono-hidrogénio tipica da celulose (Wang ef al., 2022;
Samsalee, Meerasri e Sothornvit, 2023). O pico em 1640 cem’! ¢é devido a flexdo da
molécula de agua absorvida na celulose (Singh et al., 2017; Samsalee, Meerasri e
Sothornvit, 2023) e ao estiramento da ligagdo carbono-oxigénio (Liu et al., 2018). Em
1460 cm™, ocorre a deformacio simétrica do CH, da celulose (Wang et al., 2022). O
pico em 1220 cm™ indica a presenga de estiramento do grupo sulfato (Fauziee et al.,
2021). Os picos 1090 cm™ e 1034 cm™ decorrem das vibragdes de alongamento do anel
piranose COC da celulose (Hafid et al., 2021). O pico 915 cm™ ¢ atribuido a grupos
carbono-oxigénio-carbono da ligacdo [-glicosidica (Hafid et al., 2021; Samsalee,
Meerasri ¢ Sothornvit, 2023), e o pico em 540 cm-1 devido a deformagéo da ligacdo

carbono-carbono-oxigénio ¢ rotacdo da ligacdo carbono-oxigénio presente nos
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carboidratos, além de estiramentos e deformagdes ligadas a presenca de funcanas
(Oliveira et al., 2014; Liu et al., 2017).

Observa-se a manutengdo dos picos caracteristicos da celulose, alguns com
aumento de intensidade. Por exemplo, os picos em 1090 cm™ e 1034 cm™ aumentam de
intensidade indicando o aumento da concentragdo de celulose durante o processo de
hidrolise acida. Por outro lado, outros picos sdo eliminados ou reduzidos devido a
remogdo de lignina ¢ hemicelulose. Essa remog¢do ¢ confirmada pelo desaparecimento
ou redugdo do pico. Por exemplo, o desaparecimento do pico em torno de 1600 cm™,
atribuido principalmente ao estiramento de d4cidos carboxilicos, presentes

principalmente nas estruturas de hemicelulose (Doh, Lee e Whiteside, 2020).
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Figura 28: (A) Curva de FTIR com o espectro das amostras da macroalga Padina sp. mercerizada e
apos hidrolise acida (temperatura de 45°C e tempo de 45 min), e (B) destaque da regido de 1900 —
500 cm™. Fonte: Autor, 2023.
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Figura 29: (A) Curva de FTIR com espectro das amostras da macroalga Sargassum sp.
mercerizada e apos hidrolise acida (temperatura 45°C e tempo 45 min), e (B) destaque da regidao
de 1900 — 500 cm-1. Fonte: Autor, 2023.

Nas figuras 30 e 31, observam-se os espectros de FTIR, das amostras de Padina
sp. branqueada e Sargassum sp. branqueada, respectivamente, e ap6s a hidrolise acida
realizada a uma temperatura de 45°C por um tempo de 45 min. No espectro da amostra
hidrolisada, nota-se ao aumento de todos os picos caracteristicos da celulose. De forma
semelhante ao espectro de FTIR apresentado para a biomassa mercerizada, onde os
picos caracteristicos da celulose sio mantidos, tais como o pico em torno de 2900cm™ e
1640cm™, entre os picos 1220 cm” ¢ 898 cm™. E possivel também notar a reducdo de
picos caracteristicos de lignina e hemicelulose, 1580 cm™ e 1600 cm™, respectivamente

(Singh et al., (2017); Doh, Lee e Whteside, 2020; Samsalee e Sothornvit, 2023)
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Figura 30: (A) Curva de FTIR com o espectro das amostras da macroalga Padina sp. branqueada

e apos hidrolise acida (temperatura 45°C e tempo 45min), e (B) destaque da regido de 1900 — 500
cm’. Fonte: Autor, 2023.
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Figura 31: (A) Curva de FTIR com o espectro das amostras da macroalga Sargassum sp. branqueada

e apos hidrolise acida (temperatura 45°C e tempo 45 min), e (B) destaque da regido de 1900 — 500
cm’. Fonte: Autor, 2023.
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As figuras 32 e 33 apresentam as curvas de FTIR com o espectro das amostras

das macroalgas Padina sp. e Sargassum sp., respectivamente, submetidas ao tratamento

combinado e apos hidrélise acida.
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Figura 32: (A) Curva de FTIR com o espectro das amostras da macroalga Padina sp. submetida ao

tratamento combinado e apds hidrolise acida (temperatura 45°C e tempo 45 min), e (B) destaque da
regiao 1900 — 500 cm™. Fonte: Autor, 2023.
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Figura 33:(A) Curva de FTIR com o espectro das amostras da macroalga Sargassum sp. submetida

ao tratamento combinado e ap6s hidrélise acida (temperatura 45°C e tempo 45 min), e (B) destaque
da regido 1900 — 500 cm™. Fonte: Autor, 2023.
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De forma analoga aos espectros de FTIR obtidos para os tratamentos quimicos
anteriores, neste também observamos o aumento de intensidade dos picos de celulose e
reducdo de picos caracteristicos de impurezas, como a hemicelulose.

Resultados semelhantes aos apresentados foram obtidos por Singh et al. (2017)
ao estudarem a obteng@o de nanocristais de celulose a partir da macroalga Gelidiella
aceroso pré-tratada via hidrolise acida. Os espectros de FTIR demonstraram que a
nanocelulose apresentou picos caracteristicos da celulose semelhantes aos obtidos neste
estudo, tais como: 2900 cm™, 1640 cm™, 1110 cm™ e 898 cm™.

O mesmo comportamento para os picos caracteristicos da celulose foi percebido
para a nanocelulose obtida a partir de outras biomassas, tais como: fibras de bambo
(Rasheed et al., 2020; Singh et al., 2023), bagaco de tomate (Moradi e Fathi, 2023),
Sargassum  fluitans, Palmaria palmate, Porphyra wumbilicalis, Ulva lactuta e
Arthrospira mdxima (Doh, Lee e Whiteside, 2020), casca de arroz (Hafid et al., 2021,
Samsalee, Meerasri e Sothornvit, 2023) e Gelidium elegans (Chen et al., 2016).

4.3.2.3.Difragdo de Raio X (DRX)

Os difratogramas das amostras submetidas a hidrolise acida sao apresentados nas

figuras 34 e 35.
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Figura 34: Difratogramas dos hidrolisados obtidos a partir da macroalga Sargassum sp.
pré-tratada. Fonte: Autor, 2023.

111



PMB
PB
PM

Intensidade

AN
N
T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40
20 (Graus)

Figura 35: Difratogramas dos hidrolisadosobtidos a partir da macroalga Padina sp. pré-
tratada. Fonte: Autor, 2023.

Ao analisar os difratogramas nas figuras 34 e 35, é possivel observar que para
amostras obtidas a partir das macroalgas mercerizada e submetidas ao tratamento
combinado, seguido da hidrolise acida, apresentaram picos de difragdo caracteristicos de
celulose bem conhecidos, situados entre 13° <20 < 15° e 18° < 20 < 22,5°. O pico em
20 de 22,5° mostra a configuracdo cristalina tipica da celulose I (Rashid e Dutta, 2020;
Hafid et al., 2023;), demonstrando que o tratamento alcalino ndo mudou a configuracdo
conformacional da celulose nativa para celulose II.

Os difratogramas demonstram que para as macroalgas Sargassum sp. e Padina
sp. apos os pré-tratamento de mercerizagdo e combinado, seguido da hidrélise acida, foi
possivel extrair nanocelulose. Esses resultados estdo de acordo com os espectros de
FTIR apresentados, onde todos os picos caracteristicos da celulose sdo intensificados. O
indice de cristalinidade calculado a partir da equacdo Segal (1979) sdo apresentados na

tabela 21.
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Tabela 21: indice de cristalinidade obtidos a partir das macroalgas Padina sp. e
Sargassum sp. pré-tratadas via hidrolise acida.

Indice de Cristalinidade

Biomassa
(Ic)
SM 70,95%
SB 39.81%
SMB 88,13%
PM 78,79%
PB 36,31%
PMB 87,46%

Os Ic das amostras submetidas aos tratamentos de mercerizacdo e ao combinado
demonstram que a cristalinidade da biomassa melhorou progressivamente durante o
processo de extracdo quimica, este fato pode ser confirmado com os dados de DSL para
essas amostras, sendo possivel notar uma redugdo de tamanho mais elevada com
diminui¢do do teor de impurezas. Isso porque a biomassa com maiores teores de
celulose sofre agdo dos ions hidronios mais facilmente nas regides amorfas e quebram
as ligacdes B-1,4-glicosidicas da cadeia de celulose liberando os cristais de celulose.

As amostras de hidrolisado obtidas a partir da biomassa submetida apenas ao
branqueamento, PB e SB, apresentaram os menores indices de cristalinidade. Esse
comportamento era esperado, uma vez que,de acordo com os dados de tamanho médio
do hidrolisado, estavam fora da escala nano, variando entre 100nm e 1720nm para a
Padina sp. e entre 120nm e 3000nm para a Sargassum sp. Foi observado um pico
caracteristico de trimetilcelulose, 26=25°. Além disso, ¢ importante notar a presenca de
outros picos, que podem ser atribuidos a impurezas presentes na biomassa das
macroalgas (Bettaieb et al., 2015).

Um elevado indice de cristalinidade ¢ um parametro crucial, indicando que os
nanocristais de celulose produzidospodem elevar a resisténcia a tracdo quando
associado em matriz, ampliando suas possibilidades de aplicacdes como material de
reforco (Singh et al., 2017; Doh, Lee e Whiteside, 2020). Os indices de cristalinidade
encontrados para os nanocristais de celulose a partir da biomassa mercerizada e
submetida ao tratamento combinado sdo semelhantes aos obtidos a partir de outras

biomassas, tais como: macroalga Posidonia oceanica, entre 41 ¢ 60% (Bettaieb et al.,
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2015), Gelidiella aceroso, 60% (Singh et al., 2017) e bagaco de tomate, entre 56 ¢ 79%
(Moradi e Fathi, 2024).

4.3.2.4. Termogravimétrica (TGA)
A figura 36 (A) e (B) mostra as curvas termogravimétricas (TGA) dos

nanocristais de celulose obtidos a partir da biomassa mercerizada e submetida ao

tratamento combinado.
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Figura 36:Analise Termogravimétrica (A) Nanocristais de celulose obtidos a partir da
macroalga Padina sp., (B) Nanocristais de celulose obtidos a partir da macroalga
Sargassum sp.Fonte: Autor, 2023.
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Todas as amostras de nanocristais de celulose, obtidas a partir das macroalgas
Sargassum sp. e Padina sp.,submetidas aos pré-tratamentos de mercerizagdo e
combinado, apresentaram um primeiro evento de decomposi¢do térmica abaixo de 100
°C, provavelmente devido a dessor¢do da agua e/ou umidade em sua superficie (Liu et
al., 2017; Zhu et al., 2023). E importante ressaltar que as amostras branqueadas nio
passaram por andlise térmica devido ao seu baixo indice de cristalinidade e tamanho
médio elevado. fora da escala nano, em compara¢do com os outros pré-tratamentos
avaliados.

Os NCC apresentaram uma maior perda de massaproximos a 190°C, com Toyse
entre 177 ¢ 188°C para a Padina sp. ¢ entre 173 e 191°C para a Sargassum sp.,
aproximadamente 11°C menor quando comparados a biomassa Padina sp. mercerizada
com a que sofreu tratamento combinado e para a Sargassum sp. aproximadamente 18°C
menor quando comparados a biomassa com tratamento combinado. Essa menor
estabilidade pode ser explicada pela substitui¢do dos grupos hidroxila por grupos sulfato
durante a hidrolise, reduzindo assim a energia de ativagdo para a degradacdo da
celulose.

O evento térmico presente entre 180 e 275°C para a macroalga Padina sp. e
entre 200 e 300°C para a macroalga Sargassum sp. esta provavelmente relacionado a
decomposicdo da hemicelulose seguida da degradacdo da celulose, correspondendo
essencialmente a processos de despolimerizacdo, desidratagdo e decomposicdo de
unidades de glicosil (Zhu et al., 2023).

A presenga de uma maior quantidade de cinzas a 700 °C referente aos NCC
provenientes da biomassa mercerizada, quando comparados aos da biomassa submetida
ao tratamento combinado, pode estar relacionado a presenca da lignina e hemicelulose

residual, que aumenta a proporc¢do de carbono presente na amostra.
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5. CONCLUSAO

Essa tese avaliou o potencial das macroalgas Sargassum sp. € Padina sp. para
extragdo de nanocristais de celulose, analisando as caracteristicas quimicas e
morfoldgicas da biomassa e verificando a influéncia de parametros operacionais ¢ pré-
tratamento da biomassa sobre o rendimento massico da hidrolise com éacido sulftrrico.

A caracterizagdo da biomassa mostrou composicdo semelhante entre as
macroalgas estudadas, principalmente com relacdo ao elevado teor de celulose e baixo
teor de lignina, quando comparadas as plantas superiores. Esse fato torna esta biomassa
uma fonte de celulose atrativa pela possibilidade de redug@o da necessidade de etapas de
purificacdo e/ou condi¢des mais brandas para sua realizagao.

Ap6s analise dos resultados da caracterizagdo quimica das amostras pré-tratadas
das macroalgas Sargassum sp. e Padina sp., constatou-se que esses tratamentos podem
ser considerados eficazes, pois reduziram impurezas, teores de lignina e hemicelulose
na biomassa. Os melhores resultados com relagdo a redug¢do de impurezas foram
alcangados utilizando solugdo alcalina diluida seguida de apenas uma etapa de
branqueamento com peroxido de hidrogénio, fato também apontado na microscopia
eletronica de varredura,indicativo de uma maior exposi¢do das microfibrilas de celulose
favorecendo a etapa de hidrélise acida.

A avaliagdo dos efeitos dos pré-tratamentos nas macroalgas também foi
realizada por meio de analise de FTIR. A avaliagdo dos efeitos da mercerizacao revelou
que os picos caracteristicos da celulose se tornaram mais intensos apos o tratamento,
enquanto picos caracteristicos da lignina e hemicelulose foram reduzidos. Esse
comportamento também foi observado na biomassa submetida ao tratamento de
branqueamento e combinado. No entanto, a biomassa submetida a mercerizagdo
principalmente para as condigdes operacionais mais brandos utilizadas no estudo
(temperatura de 45°C e tempo 45 min) apresentou melhores rendimentos em massa das
reagOes de hidrolise, variando entre 67,59% e 87,41% para a Padina sp. e Sargassum
sp., respectivamente.

O processo de extragdo de nanocristais em todas as condi¢des de pré-tratamento
avaliadas teve sua melhor eficiéncia quando realizada no tempo de 45 min e a
temperatura de 45°C. A analise de variancia realizada demonstrou que tanto o tipo de
pré-tratamento quanto a temperatura exerce influéncia significativa sobre o rendimento

massico das rea¢des de hidrolise acida, o que pode ser positivo, pois sugere que a reacao
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pode ser conduzida sob condi¢des mais brandas. Todas as suspensdes resultantes da
hidrdlise acida apresentaram boa estabilidade com potencial zeta variando entre -
39,8mV e -66,4mV, comportamento esperado devido a funcionalizagdo da superficie
dos nanocristais com ions sulfato.

O processo de caracterizacdo dos nanocristais obtidos nas condi¢des de hidrolise
que apresentaram os maiores rendimentos em massa demonstrou que a estabilidade da
suspensao foi melhor para as amostras submetidas aos pré-tratamentos de mercerizagao,
com potencial zeta variando entre -50,6mv e -66,4mv para a Sargassume Padina,
respectivamente. Eas submetidas ao combinado (mercerizacdo e branqueamento) o
potencial zeta variou entre -66,4mv e -60,8mv para a Sargassumsp. e Padinasp.,
respectivamente.

Os dados da analise de DLS indicaram que a variagdo do tamanho médio dos
solidos da suspensdo para as biomassas que passaram pelo tratamento combinado esta
dentro da escala nano para cerca de 60%, para a macroalga Padina sp. ¢ com so6lidos
variando entre 164nm e 300nm.J4 a macroalga Sargassum sp. mais de 80% de solidos
da suspensdo estdo na escala nano, com tamanho dos so6lidos variando entre 78 e
122nm. Para a biomassa mercerizada, os tamanhos médios dos solidos que estavam na
escala nano foi menor que 20% para a Padina sp. e para a Sargassum sp., porém se tem
um indicativo de que esse pré-tratamento pode ser promissor para ser utilizado
isoladamente sob outras condi¢des operacionais de hidrolise,

Comportamento semelhante foi percebido com o indice de cristalinidade que
variou entre 70,95% e 78,76% para a biomassa mercerizada e entre 88,13% e 87,46%
para a biomassa submetida ao tratamento combinado. Indicando que a modificacdo
provocada pelo tratamento alcalino favoreceu a redugdo do empacotamento e aumento
da separacdo das cadeias de polissacarideo, contribuindo para a acdo do acido durante o
processo de hidrolise.Com base nesses resultados, as biomassas das macroalgas
Sargassum sp. e Padina sp. surgem como fontes viaveis para a extragdo de nanocristais
de celulose, sob condigdes operacionais mais brandas (temperatura de 45°C e tempo de
45 min) e pré-tratamento combinado, realizado com apenas uma etapa de
branqueamento.

Esses resultados, associados a elevada produtividade e a possibilidade de
obtencdo de outros produtos de valor agregado, além da geracdo de renda para
comunidades que vivem da aquicultura, fazem com que as macroalgas sejam uma

alternativa promissora como fonte de celulose para extragdo de nanocelulose.
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PERPECTIVAS FUTURAS

Estudar outras rotaspara obtencdo de nanocristais de celulose a partir de
macroalgas do litoral alagoas, como a utilizagcdo de liquidos idnicos e acidos
diluidos;

Estudar a possibilidade de produgdo em cadeia de compostos de bioprodutos de
valor agregado a partir das macroalgas;

Estudar a influéncia de outros pardmetros operacionais, tais como tipo e
concentragao do acido, sobre a hidrolise acida das macroalgas;

Estudar a produgdo de filmes reforgcados com nanocristais de celulose e com

adicdo de agente antioxidante extraido a partir de macroalgas.
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