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Resumo

Substratos celuldsicos, como a madeira, o papel e o tecido, sdo importantes suportes
do patrimonio cultural tangivel, incluindo obras de arte, artefatos arqueolégicos e documentos,
0s quais estdo suscetiveis a deterioracdo por agentes fisicos, quimicos e mecéanicos. Uma
estratégia para mitigar danos nesses materiais consiste em aplicar revestimentos protetivos,
0s quais sdo geralmente baseados em polimeros sintéticos cuja aplicacdo pode demandar o
uso de solventes organicos de elevada toxicidade. Neste trabalho, propds-se o
desenvolvimento de revestimentos sustentdveis a base de dgua e constituidos por
nanoceluloses e nanolignina como uma alternativa promissora para a protecdo de bens

culturais moveis.

Estudou-se sistematicamente a obtencdo de nanofibrilas de celulose (CNFs),
nanocristais de celulose (CNCs) e nanoparticulas de lignina (LNPs), seguida por sua aplicacdo
em filmes nanocompdsitos ternarios. Devido a sua capacidade antioxidante, a incorporacdo de
LNPs incrementou a estabilidade fisico-quimica, térmica e colorimétrica das instaveis CNFs
oxidadas por TEMPO. Paralelamente, constatou-se que, durante o envelhecimento, a baixa
estabilidade colorimétrica e térmica dessa nanocelulose se relaciona a presenca de unidades
anidroglucuronato de sdédio e grupos carboxilato de sédio, os quais puderam ser

eficientemente removidos com um pds-tratamento alcalino-acido.

Ao serem aplicados como revestimentos em substratos de madeira, papel e tecido, os
nanocompositos transparentes constituiram eficientes barreiras protetivas frente ao
envelhecimento hidrotérmico e a foto-oxidacdo. Ndo acarretaram mudangas visuais
significativas, preservaram a textura micrométrica e a morfologia superficial, além de
atenuarem as mudancas colorimétricas que advém do envelhecimento artificial severo de
suportes celuldsicos. A molhabilidade dos revestimentos hidrofilicos foi modulada e
minimizada com a aplicacdo de camadas adicionais de particulas de cera de carnalba. Ademais,
atestou-se que, apesar de compativeis, os tratamentos sdo reversiveis, isto é, podem ser
removidos com dgua se necessario. Portanto, os revestimentos protetivos desenvolvidos sdo
adequados a aplicagGes diversas, incluindo a conservacdo de obras de arte, artefatos

arqueoldégicos e documentos.



Finalmente, investigou-se também o impacto concomitante de distintos métodos de
preparo e origens anatdmicas sobre as propriedades de CNFs, CNCs e LNPs. Celulose e lignina
foram isoladas de folhas e colmos de capim elefante (Pennisetum purpureum). A seguir,
nanoceluloses foram preparadas por hidrélise com acido sulfurico ou por oxidacdo mediada
por TEMPO. Simultaneamente, a origem da celulose (folhas ou colmos) e o método de
producdo influenciaram os rendimentos, comprimentos médios e grau de polimeriza¢do de
CNFs e CNCs. Em particular, os métodos de obtencdo determinaram a concentracdo de lignina
residual e grupos ionizaveis, além da cor e estabilidade de dispersdes de nanocelulose. Por sua
vez, a origem anatdmica influenciou a massa molar e a cor da lignina extraida. LNPs obtidas
pela adicdo de dgua como anti-solvente ou por ultrassonicacdo apresentaram diferentes
morfologias e dimensdes, além de diferentes caracteristicas de estabilidade coloidal, de acdo

antioxidante e de protecdo UV, a depender do grau de oxidacdo da lignina de partida.

Em conclusdo, o trabalho desenvolvido evidenciou que a elaboragdo de revestimentos
nanocompositos baseados unicamente em nanoestruturas de origem renovavel é uma
estratégia vantajosa para a utilizacdo de nanoceluloses e nanoligninas. Adicionalmente, o
estudo sistematico das relacGes estrutura-propriedades nessas nanoparticulas descortinou
oportunidades para uma miriade de aplicacGes estratégicas em materiais e nanocompasitos

diversos, incluindo os produzidos aqui.



Abstract

Cellulosic substrates, such as wood, paper, and fabric, are important supports of
tangible cultural heritage, including works of art, archaeological artifacts, and documents,
which are susceptible to deterioration processes by physical, chemical, and mechanical agents.
A strategy to mitigate the damaging of these materials is to apply protective coatings, which
are commonly based on synthetic polymers whose application may require the use of toxic
organic solvents. In this study, we proposed the development of sustainable water-based
coatings composed of nanocellulose and nanolignin as a promising alternative for the

protection of cultural heritage objects.

We systematically investigated the production of cellulose nanofibrils (CNFs), cellulose
nanocrystals (CNCs) and lignin nanoparticles (LNPs), followed by their application in ternary
nanocomposite films. Due to their antioxidant capacity, the incorporation of LNPs increased
the physicochemical, thermal, and colorimetric stability of the unstable TEMPO-oxidized CNFs.
In parallel, we found that the low colorimetric and thermal stability of this nanocellulose upon
aging is related to the presence of sodium anhydroglucuronate units and sodium carboxylate

groups, which were efficiently removed with an alkali-acid post-treatment.

When applied as coatings on wood, paper, and fabric substrates, the transparent
nanocomposites constituted efficient protective barriers against hydrothermal aging and
photo-oxidation. They did not cause significant visual changes, preserved the micrometric
texture and the surface morphology, besides attenuating the colorimetric changes that come
from the severe artificial aging of cellulosic materials. The wettability of these hydrophilic
coatings was modulated and minimized by the application of additional layers of carnauba wax
particles. Furthermore, we showed that, although compatible, such treatments are reversible,
i.e., they can be removed using water if necessary. Therefore, the developed protective
coatings are suitable for several applications, including the conservation of works of art,

archaeological artifacts, and documents.

Finally, we also investigated the simultaneous impact of different preparation
methods and anatomical origins on the properties of CNFs, CNCs, and LNPs. Cellulose and lignin
were isolated from leaves and stems of elephant grass (Pennisetum purpureum), then

nanocelluloses were prepared by sulfuric acid hydrolysis or by TEMPO-mediated oxidation.



Concurrently, cellulose origins and production methods influenced the yields, average lengths,
and degree of polymerization of CNFs and CNCs. In particular, production methods defined the
content of residual lignin and ionizable groups, in addition to the color and stability of
nanocellulose dispersions. On the other hand, the anatomical origin affected the molar mass
and color of extracted lignins. LNPs obtained by the addition of water as antisolvent or by
ultrasonication showed different morphologies and dimensions, besides different
characteristics of colloidal stability and antioxidant and UV-shielding capacity, depending on

the degree of oxidation of the starting lignin.

In conclusion, this study evidenced that the manufacture of nanocomposite coatings
100% based on nanostructures from renewable origin is an advantageous strategy for the use
of nanocelluloses and nanolignins. Additionally, the systematic study of structure-property
relationships in these nanoparticles opens opportunities for a myriad of strategic applications

in various materials and nanocomposites, including those produced here.
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Apresentacao

Esta tese versa sobre a aplicacdo combinada de nanofibrilas de celulose (CNFs),
nanocristais de celulose (CNCs) e nanoparticulas de lignina (LNPs) em revestimentos protetivos
para madeira, papel e tecido. O texto, organizado em cinco capitulos, foi estruturado em duas
partes. Os conteldos e resultados centrais do trabalho foram enfatizados na Parte | —
Nanocompdsitos, a qual inclui os capitulos 1 ao 3. Na Parte Il — Nanoestruturas, a qual
compreende os capitulos 4 e 5, foram apresentadas discussdes relevantes sobre a obtencao

das nanoestruturas utilizadas na preparacdao dos nanocompasitos.

No primeiro capitulo, Introdugdo a (nano)celulose e a (nano)lignina, algumas das
principais caracteristicas das nanoestruturas de celulose e lignina sdo apresentadas de modo

preambular. Tais discussdes pautam as justificativas e os objetivos centrais deste trabalho.

No segundo capitulo, intitulado Nanocompdsitos de nanocelulose e nanolignina, é
descrito o estado da arte acerca dessa tipologia de sistemas. Além disso, sdo abarcadas a
elaboragdo, caracterizagcdo e avaliacdo de nanocompositos baseados em CNFs/CNCs/LNPs
produzidos a partir de capim elefante (Pennisetum purpureum). Consideram-se os resultados
relativos a formacdo dos filmes nanocompdsitos, as suas propriedades épticas, colorimétricas

e estabilidade frente ao envelhecimento artificial acelerado.

No capitulo subsequente, intitulado Nanocompdsitos de nanocelulose e
nanolignina em revestimentos protetivos, discorre-se acerca das principais funcdes e
propriedades de recobrimentos para substratos celuldsicos. Confere-se especial destaque ao
ambito das nanotecnologias destinadas a conservacdo de bens culturais baseados em celulose.
Entdo, sdo apresentados o estudo extensivo e os principais resultados referentes a aplicacdo
do novo revestimento nanocompdsito para a protecdo de protétipos de madeira, papel e

tecido.
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O quarto e o quinto capitulos sdo compostos por investigagdes concernentes as
nanoestruturas de celulose e lignina, incluindo aquelas utilizadas para compor nanocompdsitos
na parte central desta tese e descritas nas se¢des anteriores. O capitulo 4 trata da Obtencgdo
de nanofibrilas e nanocristais de celulose por diferentes rotas. Ele faz parte da digressao através
da qual sdo abordadas as metodologias sequenciais empregadas para o isolamento de
substratos ricos em celulose a partir do capim elefante e sua posterior conversdo a
nanoceluloses. Dois diferentes métodos de producdo e duas regides anatdmicas da biomassa
lignoceluldsica (folhas e colmos) foram investigados. Por sua vez, no capitulo 5, cujo titulo é
Obtencdo de nanoparticulas de lignina por diferentes rotas, discute-se o isolamento de lignina
a partir de folhas e colmos de capim elefante. Analogamente as nanoestruturas de celulose,

LNPs também foram preparadas através de duas metodologias distintas.

Conclui-se com uma secdo de perspectivas, a qual se seguem as conclusdes gerais
do trabalho abarcado por esta tese, delimitando os desafios superados, os objetivos e avangos

alcangados.
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Capitulo 1

Introducao a (nano)celulose e a (nano)lignina

A parede celular secundaria de biomassas lignoceluldsicas, como o capim elefante,
¢ majoritariamente constituida de celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1.1). Feixes de
microfibrilas de celulose, as quais sdo bastante ordenadas e empacotadas, encontram-se
circundados pelas hemiceluloses e conferem estruturacdo mecanica ao envoltério extracelular.
Esses carboidratos, por sua vez, acham-se embebidos e incorporados em uma matriz
tridimensional formada pela lignina (Sarkar et al., 2009). Os biopolimeros que compdem a
parede celular vegetal se associam por ligac@es covalentes, interagdes intermoleculares de van

der Waals e ligacdes de hidrogénio (Mici¢ et al., 2000; X. Zhang et al., 2011).

Como mencionado previamente, a celulose nativa é o principal componente
estrutural responsavel pela resisténcia mecanica e integridade da parede celular vegetal.
Conforme a representagao na Figura 1.2, a celulose é um polissacarideo linear formado por
unidades repetitivas de glicose conectadas por ligacdes glicosidicas B-(1—4) (French, 2017).
Este biopolimero se estrutura hierarquicamente em microfibrilas, as quais apresentam
diametros de aproximadamente 2—4 nm e comprimentos maiores do que 2 um (A. Isogai et al.,

2011; Song et al., 2020).

Um modelo consistente prevé que cada microfibrila é formada pelo arranjo de 18
cadeias de celulose empacotadas em 6 camadas com uma conformacao 234432 (Kubicki et al.,
2018; Song et al., 2020). Isto é, existiriam folhas sobrepostas contendo, respectivamente, 2, 3,
4,4, 3 e 2 cadeias macromoleculares de celulose, conforme a representagao na Figura 1.2, que
se manteriam coesas por interacBes intra e intermoleculares. Ademais, as microfibrilas de
celulose sdo semicristalinas, ou seja, ha alternancia entre dominios cristalinos, nos quais as
cadeias sdo altamente ordenadas, e zonas de maior desordem (regiGes amorfas). A
estruturacdo em fases cristalinas, para-cristalinas e amorfas (Bregado et al.,, 2019) confere

elevado modulo eldstico e resisténcia mecanica as microfibrilas de celulose. Desse modo, esses
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materiais sdo promissores agentes de reforco em matrizes poliméricas, seja na forma de fibras

macroscoépicas, seja na forma de nanofibrilas e nanocristais de celulose (Tingaut et al., 2012).

Parede celular vegetal

Células vegetais

Parede
secundaria

Lamela
Parede meédia
celular

Parede
primaria

Membrana
plasmatica

Biomassa
lignocelulosica

Parede celular secundaria

Figura 1.1 Esquema ilustrativo da arquitetura e composicdo da parede celular de biomassas
lignoceluldsicas. O conteldo intracelular das células vegetais se encontra confinado, sucessivamente,
pela membrana plasmética, pela parede vegetal secunddria e pela parede vegetal primaria. A regido de
interface entre paredes vegetais de células adjacentes é designada lamela média. A parede celular
secundaria é um sistema compdsito formado majoritariamente por celulose, lignina e hemicelulose
associadas entre si de modo contiguo. As escalas inseridas no esquema sdo representativas para indicar
as dimensGes estimadas de cada estrutura ilustrada, de acordo com informac@es da literatura (Alberts

et al., 2002; A. Isogai et al., 2011).
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Cadeias
poliméricas
lineares

Celulose

Dominios
cristalinos

Terminagdo  Terminagéo
nao-redutora redutora

OH OH
OH
o] HO QO
transversal: on oy ™2 o
1? cadeias Regides Estrutura quimica da
ormam, amorfas molécula de celulose
1 microfibrila

Figura 1.2 Esquema ilustrativo da arquitetura hierdrquica da celulose a partir de um feixe de fibrilas.
Cada microfibrila é possivelmente composta por 18 cadeias lineares de celulose, organizadas na forma
de folhas empilhadas (Song et al., 2020). Nas microfibrilas, as cadeias se estruturam em dominios
cristalinos e amorfos. Finalmente, a celulose ¢ um homopolissacarideo cuja unidade repetitiva é a

glicose, também denominada unidade D-glicopiranose.

Outro importante carboidrato presente na parede vegetal é a hemicelulose, uma
classe de biopolimeros heterogéneos ramificados e amorfos, como mostrado na Figura 1.3.
Eles possuem menor grau de polimerizacdo do que a celulose e s3o compostos por pentoses e
hexoses (Himmel et al., 2007). Em gramineas, os polissacarideos hemiceluldsicos mais
preponderantes sdo as xilanas. Nesse caso, a cadeia principal de B-(1,4)-xilose pode ser
decorada com substituintes arabinosila e glucuronosila, formando glucuronoarabinoxilanos
(Hatfield et al., 2017). Atribui-se a presenca de substituicdes por grupos hidrofébicos, incluindo
grupos acetila e metila, bem como acido ferulico em unidades B-D-arabinofuranose, o aumento

da coesdo e compatibilizacdo entre celulose, hemicelulose e lignina (Brandt et al., 2013).

A lignina é uma macromolécula natural aromatica (polifendlico) e heterogénea, a
qgual apresenta estrutura nativa complexa e bastante hidrofébica. Tal carater hidrofdbico
presente ainda na planta pode ou ndo se conservar apds a extracdo e fragmentacdo da lignina

técnica, com a existéncia de uma estrutura anfifilica, especialmente devido a incorporacdo de
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grupos funcionais hidrofilicos na lignina extraida. Sendo amorfa e altamente reticulada (Figura
1.4), a lignina nativa atua na imobilizacdo de células em tecidos juvenis e encarrega-se do
enrijecimento da parede celular vegetal em tecidos maduros (Glasser, 2019). Além de conferir
reforco mecanico, este polimero também é importante para a integridade das estruturas

celulares lignificadas frente a ataques bioldgicos e fisicos (Brandt et al., 2013).

 —
Hemicelulose /_/// Cadeias

poliméricas
ramificadas

Hexoses

0.
-
j:j/\\\/lk © OH Pentoses
HO

Estrutura quimica basica da molécula de
xilana (glucuronoarabinoxilano)

Figura 1.3 Esquema ilustrativo da arquitetura da hemicelulose ramificada. Nas gramineas, as xilanas sdo
prevalecentes. Esse biopolimero é composto por cadeias principais de xilose, uma pentose.
Homoxilanos sdo polimeros lineares, enquanto heteroxilanos apresentam ramificacdes curtas baseadas

em outras pentoses, como a arabinose, ouem hexoses, como a glucose € a manaose.

Esta biomacromolécula é formada pela polimerizacdo enzimatica in situ de
monoligndis, os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico. Os precursores monomeéricos se
associam principalmente por ligacdes éter alquil-aril (B-O-4’, a-O-4’), originando as unidades
estruturais fundamentais da lignina: p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S) (Glasser,

2019; Osterberg et al., 2020; Ralph et al., 2019). Essas unidades se distinguem pelas
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substituicGes que possuem no anel aromatico e conferem heterogeneidade ao polimero
(Sarkar et al., 2009). Durante a lignificacdo, as unidades G e H sdo mais passiveis de se reticular
devido a formacdo de ligacdes C—C na posicdo C5 do anel (Figura 1.4). Portanto, a estruturacdo
do polimero varia de acordo com a sua composi¢ao. As coniferas sdo compostas quase que
exclusivamente por unidades G, por isso a sua deslignificacdo é dificultada. Folhosas (madeira
dura) também contém grande contribuicdo de unidades S, enquanto as gramineas sdo
constituidas pelas trés unidades formadoras, especificamente, unidades G, S e pequena
proporcdo de unidades H (Brandt et al., 2013). A presenca de unidades H conjugadas favorece
a formacdo de uma estruturacdo tridimensional da lignina. Ainda, a presenca de grupos
fendlicos terminais oriundos do dlcool p-cumarilico aumenta a solubilidade da lignina de

gramineas, favorecendo a deslignificacdo alcalina e oxidativa (Hatfield et al., 2017).
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|
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. e e . - o 0
Alcool p-cumarilico  Alcool coniferilico  Alcool sinapilico } o o 4
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[
|
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R.5 5 RE ~ A o5 Y
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HOD/ HO:Q/ HOD/
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Figura 1.4 Esquema ilustrativo da arquitetura da lignina reticulada. Nas gramineas, a lignina é
heterogénea e constitui-se por unidades G, S e pequena quantidade de unidades H (Brandt et al., 2013)
ligadas covalentemente. Os precursores dessas unidades monomeéricas sdo, respectivamente, o alcool
coniferilico, o alcool sinapilico e o alcool p-cumarilico. Alguns carbonos estdo numerados na estrutura

das unidades formadoras para facilitar a interpretacéao.
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Como componentes estruturais majoritarios do capim elefante, a lignina
corresponde a cerca de 20-30% e a celulose a cerca de 30—40% da massa total dessa biomassa
in natura (Scopel & Rezende, 2021). Esses dois compostos sdo também os polimeros naturais
mais abundantes na Terra e podem ser convertidos a nanoestruturas (Nascimento & Rezende,

2018; Trevisan & Rezende, 2020), como exemplificado na Figura 1.5.

Microfibrila Yy
de celulose /

N

4 nm Tratamentos

de celulose
quimicos e/ou
mecanicos

Lignina bruta

&

Fibra de celulose

P
31?2%31%;
i

Feixe de flbrllas

20 ym

Tratamentos
quimicos e/ou
mecanicos

N

Figura 1.5 Esquema ilustrativo da conversdo de fibras de celulose e lignina bruta, respectivamente, a
CNFs/CNCs e LNPs por meio de tratamentos quimicos e/ou mecanicos. CNFs e CNCs apresentam
diametros equivalentes a secdo transversal da microfibrila de celulose (3—-5 nm). As CNFs sdo mais
alongadas (comprimento médio de 0,5 a 2 um) e flexiveis, enquanto os CNCs sdo mais curtos
(comprimento médio de 50 a 500 nm) e em forma de agulhas ou bastdes rigidos (Moon et al., 2011). As
LNPs, por sua vez, podem apresentar morfologia esférica ou de agregados irregulares, a depender do
método empregado para sua obtencdo, e tamanhos que podem variar de 20 a 500 nm (Beis| et al,,

2017).
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LNPs, CNFs e CNCs sdo nanomateriais potencialmente estratégicos para a producdo
de nanocompdsitos, filmes, espumas, farmacos, cosméticos e dispositivos épticos (Abitbol et
al., 2016; Schneider et al., 2021). Portanto, sdo explorados em uma ampla gama de aplicacdes
como hidrogéis (Du et al., 2019), consolidantes (Antonelli et al., 2020; Camargos et al., 2017),
agentes antimicrobianos (V. T. Noronha et al., 2021), aditivos antioxidantes (Trevisan &
Rezende, 2020) e recobrimentos para madeira (Kluge et al., 2017), papel (Pucekovi¢ et al.,

2015) e téxteis (Zimniewska et al., 2008).

A versatilidade de aplicagcBes possiveis advém de propriedades intrinsecas a
celulose, como anisotropia, biocompatibilidade e elevada resisténcia mecanica a tracdo, e a
lignina, como ag¢do antimicrobiana, capacidade antioxidante e fotoabsorvedora. Tais
caracteristicas sdo geralmente potencializadas na escala nanométrica, sobretudo em virtude
do incremento da area superficial especifica. Ademais, o aspecto visual das nanoestruturas se
distingue bastante da aparéncia dos materiais de partida. Por suas dimensGes nanométricas,
CNFs e CNCs sdo geralmente transparentes, diferentemente das fibras de celulose, que sdo
opacas. A coloracdo das LNPs também é, usualmente, menos intensa do que a da escura lignina
bruta. Além disso, em geral, apds o preparo todas essas nanoestruturas se encontram
originalmente dispersas em dgua. Ainda que sejam macromoléculas anfifilicas, a celulose e a
lignina extraidas de plantas, em geral, apresentam baixa solubilidade em sistemas agquosos em
pH neutro. Isso ocorre devido a existéncia de intensas redes de ligacBes de hidrogénio inter e
intramoleculares, bem como em virtude da marcante contribuicdo de intera¢des hidrofébicas

na celulose (Medronho et al., 2012) e na lignina (Melro et al., 2018).

Portanto, neste estudo, utilizando-se dispersdes coloidais estaveis de CNFs, CNCs e
LNPs, pretendeu-se desenvolver materiais nanocompdsitos nos quais as propriedades
supramencionadas fossem favoravelmente combinadas. Apesar de sua potencialidade,
combinacgdes de nanoceluloses e nanolignina ainda ndo foram satisfatoriamente reportadas na
literatura. Aqui, os nanocompdsitos elaborados foram aplicados como revestimentos
transparentes destinados a protecdo de substratos celuldsicos, os quais sdo suscetiveis a
deterioracdo por fatores como temperatura e umidade elevadas ou incidéncia de radiacdo
ultravioleta. Lancou-se mdo da compatibilidade inerente entre a celulose e a lignina (Glasser,
2019), que também sdo componentes importantes da madeira, do papel e do tecido a serem

revestidos.
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1.1 Objetivos

Os objetivos prioritarios deste projeto de doutorado consistiram em desenvolver,
aplicar e caracterizar filmes e revestimentos nanocompdsitos sustentaveis baseados em
combinacdes de nanoestruturas de celulose e lignina. Dessa forma, foi proposta uma nova
abordagem para a aplicagdo integrada de nanoceluloses e nanoligninas, visando a

implementacdo de tratamentos efetivos para a protecdo de substratos celuldsicos.

As atividades realizadas compreenderam:

Preparar dispersdes aquosas de CNFs, CNCs e LNPs;

Combinar CNFs, CNCs e LNPs em misturas com diferentes concentracdes de cada
componente;

Preparar filmes nanocompdsitos via casting, ou seja, a partir da evaporacdo do solvente
(dgua) de tais misturas;

Estudar e aprimorar os filmes nanocompdsitos, especialmente quanto a sua
estabilidade frente ao envelhecimento hidrotérmico;

Aplicar os nanocompdsitos otimizados como revestimentos protetivos em substratos
celulésicos, principalmente considerando a conservacgao de bens culturais;

Investigar a contribuicdo dos revestimentos para o aspecto visual, para a cor, bem como
para a resisténcia a radiacdo UV e ao envelhecimento dos substratos revestidos;
Avaliar a compatibilidade entre revestimentos e substratos, assim como as alteragdes
na topografia superficial, na permeabilidade e na molhabilidade de protétipos

revestidos.

O estudo sistematico das nanoestruturas de celulose e lignina preparadas sera

apresentado na Parte Il desta tese.
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Capitulo 2
Nanocompaositos de nanocelulose e nanolignina

Nanofibras, como as CNFs e os CNCs (Trache et al.,, 2020), assim como outras
nanoparticulas de origem natural e renovavel, como as LNPs, sdo candidatas promissoras para
o desenvolvimento de materiais avancados, incluindo nanocompdsitos (A. Isogai et al., 2011;
Kai et al., 2016; Siqueira, Bras, et al., 2010). Aplicacdes potenciais, de durabilidade média a
longa, incluem o desenvolvimento de revestimentos a base de agua (Kluge et al., 2017;
Pucekovi¢ et al.,, 2015; Tarrés et al., 2016), embalagens com propriedades de barreira
(Fukuzumi et al., 2009; Lavoine et al., 2012; F. Li et al., 2013), membranas e adsorventes para
remediacdo ambiental (Jackson et al., 2021; V. T. Noronha et al., 2021; Voisin et al., 2017),
dispositivos eletronicos (Zhu et al., 2014) e scaffolds baseados em ou incorporados com CNFs

e CNCs para a engenharia de tecidos (Du et al., 2019).

A seguir, sera apresentado o estado da arte relativo a aplicacdo individualizada de
nanoceluloses e nanoligninas em nanocompdsitos, acompanhado por referéncias que
corroboram com a favoravel e nascente aplicacdo combinada dessas nanoestruturas. Ademais,
o envelhecimento de materiais celuldsicos e lignoceluldsicos serd abordado de maneira a
introduzir o arcaboucgo tedrico que norteara parte das discussdes realizadas neste capitulo. A
estabilidade e a resisténcia frente ao envelhecimento hidrotérmico sdo importantes para
aplicacBes duradouras, como no caso dos revestimentos protetivos desenvolvidos aqui. Na
sequéncia, serdo reportados a parte experimental, os resultados e discussdes, bem como as

conclusdes desta vertente do trabalho.
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2.1 Estado da arte

Compdsitos sdo definidos como materiais solidos multicomponentes que
compreendem multiplos dominios de fase, dentre os quais ao menos um é uma fase continua.
Nanocompdsitos, por sua vez, sdo compasitos nos quais pelo menos um dos dominios de fase
é constituido por materiais que possuem no minimo uma dimensdo na ordem de nanémetros

(IUPAC, 2019).

2.1.1 Nanocelulose em filmes nanocompositos

Quando as nanoceluloses sdo empregadas para a obtencdo de nanocompasitos, as
excelentes propriedades dessas nanoestruturas podem se traduzir em aperfeicoadas
caracteristicas no compdsito. Dentre os atributos exploraveis estdo baixa densidade, elevada
resisténcia mecanica e modulo de elasticidade, além de propriedades 6pticas e de barreira
modulaveis (Mariano et al., 2014). Adicionalmente, a grande area interfacial devido a
nanoescala pode conferir propriedades ainda mais impares aos nanocompdsitos,

comparativamente a compdsitos convencionais (Moon et al., 2011).

Mesmo em baixas concentracdes (abaixo de 30% m/m), CNCs e CNFs atuam como
eficientes agentes de reforco em nanocompdsitos poliméricos (Figura 2.1). De modo geral,
essas nanoestruturas naturalmente hidrofilicas sdo dispersas e incorporadas a matrizes
poliméricas polares. Alguns exemplos incluem derivados de celulose (Bilbao-Sainz et al., 2011;
Okahashi et al., 2021; Weisheng Yang et al., 2019), celulose regenerada (Q. Yang et al., 2015),
pectina (Zambuzi et al., 2021), poli(alcool vinilico) (PVA) (Fortunati, Puglia, Luzi, et al., 2013;
Kvien & Oksman, 2007), poli(acido latico) (PLA) (Oksman et al., 2006) e sulfopoliéster (Jin et al.,
2021). No entanto, a compatibilizacdo com polimeros hidrofébicos, como as poliolefinas,
também ¢é possibilitada por estratégias tais quais a utilizacdo de surfactantes ou a

funcionalizacdo das nanoceluloses com grupos apolares (Natterodt et al., 2017).

Independentemente da matriz polimérica considerada, o alinhamento das
particulas exerce papel relevante nas propriedades dos nanocompdsitos. Particulas com
elevada razdo de aspecto alinhadas de modo continuo, como mostrado na Figura 2.1A,
contribuem para o incremento do maddulo eldstico e da resisténcia mecanica a tracdo na

direcdo longitudinal ao alinhamento (Callister & Rethwisch, 2007; Kvien & Oksman, 2007).
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Fase continua
Matriz

B

———

Fase dispersa Fase dispersa
anisotropica isotropica

-

Nanocelulose
< 30% (m/m)

Figura 2.1 Esquema ilustrativo de nanocompdsitos formados por uma matriz (fase continua) genérica
reforcada com nanocelulose (A) alinhada de modo a compor uma fase dispersa anisotropica e (B)
aleatoriamente orientada de modo a compor uma fase dispersa isotrépica. O uso de nanocelulose como
reforco em concentragBes menores do que 30% (m/m) propicia incrementos extraordinédrios no médulo
eldstico de polimeros. Esse efeito é especialmente atribuido a percolacdo, isto é, a formacdo de redes
de nanoestruturas conectadas dentro da matriz, em sistemas multifasicos (Habibi et al., 2010; Moon et

al., 2011).

A auséncia de alinhamento de CNCs e CNFs incorporados a matrizes poliméricas
(Figura 2.1B) ou compondo outros tipos de nanomateriais (Figura 2.2), por sua vez, também
pode ser benéfica. Isto é, a configuracdo isotrépica das nanoparticulas pode contribuir para as
propriedades opticas, de rigidez mecanica e de barreira de nanocompdsitos e filmes de
nanocelulose pura (Moon et al, 2011). Nesse contexto, a adequada dispersdo das
nanoestruturas evita que aglomeracdes se formem, o que pode causar falhas/defeitos e
minimizar a area de interface entre nanoparticulas e matriz. Ademais, a formacdo de uma
estrutura de rede percolada rigida, especialmente estruturada por ligacdes de hidrogénio,

favorece a atuacdo dessas nanoparticulas como reforco mecanico (Habibi et al., 2010).

Além de nanocompdsitos tradicionais, obtidos pela incorporacdo de nanoceluloses
a varios tipos de matrizes poliméricas, ha também grande interesse em outros nanomateriais
como filmes baseados em CNCs e CNFs puros (Figura 2.2A), bem como em CNCs e CNFs

combinados com polimeros e plastificantes solliveis em d4gua (Figura 2.2B) ou particulas
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inorganicas (Figura 2.2C). Nesses casos, as nanoceluloses sdo os componentes preponderantes

dos sistemas mono ou multifasicos elaborados (Moon et al., 2011).

Compostos soluveis em agua Particulas inorgéanicas

\> Filme/rede \} Filme/rede </

interconectada interconectada
Nanocelulose Nanocelulose
100% (m/m) > 70% (m/m)

Figura 2.2 Esquema ilustrativo de (A) filme formado pela rede interconectada de nanocelulose pura
(100% m/m) e nanocompdsitos formados por uma rede de nanocelulose (filme/matriz) incorporada
com (B) compostos sollUveis em dgua e (C) nanoparticulas inorgénicas. Nos nanocompdsitos, a

concentracdo de nanocelulose é geralmente superior a 70% (m/m) (Moon et al., 2011).

Filmes transparentes compostos unicamente por nanocelulose (Figura 2.2A) com
diversos graus de alinhamento formam redes interconectadas estruturadas, principalmente,
por extensivas ligacdes de hidrogénio (Abitbol et al., 2016). A porosidade remanescente nesses
nanomateriais advém dos espacos previamente existentes nas redes de nanoparticulas em
dispersdo. De fato, o processamento para obtencdo desses filmes consiste, usualmente, no
casting de dispersdes aquosas de CNCs ou CNFs em concentragdes entre 0,05 e 5% (m/m). O
excesso do meio dispersante é removido do sistema por evaporacao, filtracdo a vacuo e/ou
prensagem. Os filmes obtidos através desses procedimentos apresentam nanoceluloses
orientadas de forma isotrdpica no plano bidimensional dos filmes. A espessura tipica desses

filmes monocomponentes é de 25—-100 um (Moon et al., 2011).

Filmes 100% constituidos por CNCs podem ser empregados em revestimentos para
aumentar o brilho superficial de papel (Pucekovic¢ et al., 2015) ou para conferir propriedade de
barreira ao oxigénio em embalagens de politereftalato de etileno, polipropileno e poliamida (F.
Li et al., 2013). Filmes ultrafinos (~38 nm) de CNCs alinhados por um campo elétrico e

depositados em substratos de mica apresentam também propriedades piezoelétricas (Csoka et
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al., 2012). Filmes preparados através da filtracdo de suspensdes aquosas de CNFs, por sua vez,
apresentam-se como estruturas bidimensionais de fibrilas entrelacadas (Osterberg et al.,
2013). Os chamados “nanopapéis” apresentam espessura de 60—-80 um, além de elevada
resisténcia a tracdo, tenacidade e tensdo na ruptura. O aumento dessas propriedades
mecanicas é diretamente proporcional a massa molar média das nanofibrilas. Além disso, a
porosidade dos filmes pode ser modulada através da troca de solvente, isto é, a substituicao

da dgua por metanol, etanol e acetona nas dispersdes de CNFs (Henriksson et al., 2008).

Finalmente, estudos acerca de filmes compdsitos ou modificados geralmente
consideram sistemas nos quais as concentragdes de nanocelulose sdo maiores do que 70%
(m/m). Essas investigacGes podem focar no aperfeicoamento de propriedades intrinsecas aos
filmes de CNCs e CNFs puros, os quais tendem a ser frageis e apresentar baixa transmitancia
devido a presenca de aglomeracdes (Moon et al.,, 2011). A modificacdo ou adicdo de
polimeros/plastificantes, bem como nanoparticulas também pode conferir propriedades

adicionais a nanomateriais baseados em nanocelulose.

Quanto a incorporagdo de compostos sollveis (Figura 2.2B), alguns exemplos sdo
elencados a seguir. A adicdo de amido (2% m/m) a redes de CNFs incrementou as propriedades
mecanicas de deformacdo e flexdo de filmes nanocompdsitos (Yano & Nakahara, 2004).
Similarmente, glicerol e amilopectina foram adicionados a CNFs (> 70% m/m) para produzir
filmes com elevada tenacidade (Svagan et al., 2007). Nanocompdsitos iridescentes contendo
CNCs e glicerol (20% m/m) apresentaram mudanca de cor estrutural em diferentes umidades
relativas, funcionando como sensores 6pticos de umidade (M. Xu et al., 2018). A combinacdo
de suspensdes aquosas de fibroina de seda e dispersdes de CNCs resultou em filmes
compositos com alto teor de nanocelulose (70—-80% m/m). A resisténcia a tracdo e tensao na
ruptura dos nanocompdsitos foi até cinco vezes superior a de filmes produzidos com os
componentes separadamente (Noishiki et al., 2002). A incorporacdo de PVA melhorou as
propriedades reoldgicas de formulagdes de revestimentos baseados em dispersées de CNCs.
Os nanocompdsitos transparentes, contendo de 90 a 70% (m/m) de CNCs, apresentaram

elevada propriedade de barreira ao oxigénio e ao didxido de carbono (Nuruddin et al., 2021).

Quanto a incorporacdo de nanoparticulas inorgéanicas as redes de nanocelulose
(Figura 2.2C), por sua vez, serdao apresentadas referéncias relativas a producdo de

nanomateriais hibridos (Moon et al.,, 2011). CNFs incorporadas com nanotubos de carbono
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apresentaram, na forma de filme, elevada condutividade, flexibilidade e resisténcia a tracdo
(Salajkova et al.,, 2013). Filmes nanocompdsitos de CNFs covalentemente ligadas a
nanoparticulas de prata exibiram alta atividade antibacteriana e eficiéncia catalitica para a
reducdo/descoloracdo do corante rodamina B (Ramaraju et al., 2015). As nanoceluloses podem
servir, também, como plataforma para a producdo de nanoparticulas diversas (Moon et al.,
2011; Padalkar et al.,, 2011). Valencia et al. (2020) reportaram o crescimento in situ de
nanoparticulas de éxido de cobre (I) por meio da adsorc¢do de ions Cu*? na superficie de filmes
de CNFs. Os nanocompdsitos formados apresentaram atividade antimicrobiana e capacidade
de remover contaminantes (corante azul de metileno) de solu¢®es aquosas. Analogamente,
nanoparticulas de prata se formaram por reducdo in situ na superficie de CNCs. Os
nanocompadsitos obtidos apresentaram elevada atividade antibacteriana frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, além de evitarem a formacdo de biofilmes (Yu et al., 2014).
C. Xu et al. (2020) incorporaram os nanomateriais preparados a camada ativa de membranas

de nanofiltragado.

Compdsitos constituidos por matrizes poliméricas reforcadas com nanoceluloses,
filmes de CNCs e CNFs puros ou filmes nanocompdsitos compostos majoritariamente por essas
nanoparticulas compartilham avancadas propriedades. Esses nanomateriais podem apresentar
propriedades mecanicas aperfeicoadas, como elevada tenacidade, rigidez e resisténcia
especifica (Moon et al., 2011). Nanomateriais de celulose apresentam degradacdo térmica e
reducdo das propriedades mecanicas em temperaturas usualmente entre 200-300 °C
(Fukuzumi et al., 2010). Porém, a estabilidade térmica pode ser modulada através do controle
da morfologia e das propriedades fisico-quimicas na superficie das nanoceluloses (Gan et al.,
2020). Adicionalmente, propriedades de transmitancia éptica, sor¢cdo de dgua, permeabilidade
ao vapor de dgua e barreira ao oxigénio também podem ser moduladas com a utilizacdo de
CNCs e CNFs (Moon et al., 2011). A pluralidade de propriedades exploraveis culmina na ampla

gama de aplicagdes possiveis para esses nanomateriais baseados em nanoceluloses.

2.1.2 Nanolignina em filmes nanocompositos

LNPs também sdo exploradas como constituintes em nanocompdsitos
multifuncionais. Similarmente as nanoceluloses, a nanolignina pode ser utilizada como agente

de reforco em matrizes poliméricas ou como constituinte da matriz polimérica em si (Chauhan,



Capitulo 2. Nanocompdsitos de nanocelulose e nanolignina 36

2020; Feldman, 2016; Kai et al., 2016; Schneider et al., 2021), conforme ilustracdo esquematica

na Figura 2.3.

Filmes nanocompdsitos imbuidos de capacidade antioxidante e eficiente protecdo
UV podem ser preparados através da incorporacdo de LNPs a matrizes poliméricas
convencionais (Figura 2.3A). Por exemplo, investigaram-se nanocompositos produzidos pela
incorporacao de nanolignina a matrizes de poliuretano (PU) a base de agua ou pela utilizacdo
dessas nanoparticulas como polidis e reticulantes de origem natural. No primeiro caso, a carga
nanométrica se dispersou adequadamente na fase continua, conservando a estabilidade
térmica e contribuindo para o aumento da rigidez do PU (Gonzalez et al., 2017). No segundo
caso, a presenca de LNPs aumentou a resisténcia térmica e mecéanica (tracdo) dos
nanocompositos de PU, além de resultar em filmes com comportamento dielétrico (isolante
elétrico a altas frequéncias), aperfeicoada capacidade de blogueio UV e baixa molhabilidade

(G. Qi et al., 2020).

Em filmes transparentes de PVA contendo nanolignina, também foi observado
incremento na performance mecanica e térmica dos nanocompdsitos em comparacdo ao PVA
puro. Tal comportamento foi atribuido a presenca de grande concentracdo de hidroxilas
fendlicas na superficie das LNPs, as quais podem favorecer a adesdo interfacial com a matriz de
PVA por meio da formacdo de redes baseadas em ligacGes de hidrogénio (Tian, Hu, Bao, et al.,
2017). Ainda, LNPs modificadas com 4cido citrico incorporadas na mesma matriz garantiram
maior estabilidade térmica, capacidade antioxidante e transparéncia aos nanocompdsitos,
além de aumentar a sua hidrofobicidade (X. He et al., 2019). Filmes compdsitos flexiveis e
retardantes de chamas foram obtidos com a associacdo de LNPs a PVA e nitreto de boro (X.
Wang et al.,, 2019). Adicionalmente, Weijun Yang et al. (2021) reportaram que LNPs
covalentemente ligadas ao PVA utilizando glutaraldeido originaram nanocompdsitos com
elevada resisténcia mecanica a tracdo e ductilidade, além de atividade antibacteriana. Os
nanocompasitos produzidos foram considerados promissores para aplicacdes em embalagens

de alimentos.

AplicacBes em filmes para embalagens incluem ainda a adicdo de LNPs a matrizes
de poli(metil metacrilato) (PMMA) (Weijun Yang et al., 2018) e PLA (Lintinen et al., 2018; Weijun
Yang et al., 2015). Particulas coloidais de lignina também podem substituir satisfatoriamente o

negro de fumo em compdsitos de borracha natural, aumentando a resisténcia térmica, a tracdo
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e ao cisalhamento desses materiais (Jiang et al., 2013). Assim, o emprego de LNPs como aditivos
em nanocompdsitos pode ser uma alternativa estratégica frente ao uso de plasticos e outros

produtos derivados do petréleo (Z. Zhang et al., 2021).

Fase continua

Matriz Compostos sintéticos ou naturais

O¢

Fase dispersa \> . . \> ) )
Nanolignina Filme particulado Filme particulado

Nanolignina Nanolignina

<20% (m/m) 100% (m/m) > 50% (m/m)

Figura 2.3 Esquema ilustrativo de (A) nanocompdsito formado por uma matriz (fase continua) genérica
reforcada com nanolignina (1 a 20% m/m), (B) filme particulado formado unicamente por nanoesferas
de lignina (100% m/m) e (C) nanocompdsito formado por um alto contetldo de nanolignina (mais de
50% m/m) incorporada com compostos sintéticos ou naturais. A lignina é usualmente utilizada em
concentragGes inferiores a 20% (m/m) nos nanocompositos reforcados para evitar a rigidez e a
fragilidade tipicas dessa macromolécula condensada (Cusola et al.,, 2019). Esses tipos de sistemas
constituem a parcela majoritdria da literatura referente a nanocompdsitos de lignina. Nos
nanocompositos em que a lignina € o componente preponderante, por sua vez, a concentragdo em

massa de LNPs pode ultrapassar 90% (Feldman, 2016).

Cusola e colaboradores (2018) reportaram a obtencdo de filmes particulados
totalmente baseados em particulas esféricas de lignina (Figura 2.3B). A estratificagdo das
particulas micrométricas e coloidais (nanoparticulas) foi propiciada por um mecanismo de
auto-organizacao induzido pela evaporagdo da agua inicialmente presente no sistema. Os
autores demonstraram que a estrutura desses filmes (espessura, empacotamento e
segregacdo de particulas polidispersas) € moduldvel através da temperatura e taxa de secagem.
Esses sistemas supramoleculares sdo potencialmente aplicaveis em filmes finos (Farooq et al.,
2020), revestimentos particulados (Cusola et al.,, 2018; Zikeli et al., 2019), catalisadores,
materiais de barreira, dispositivos eletrénicos flexiveis e plataformas para liberagdo controlada

de farmacos (Ago et al., 2017; Osterberg et al., 2020).
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Finalmente, nanocompdsitos também podem ser preparados com a adicdo de
compostos sintéticos ou naturais a sistemas preponderantemente baseados em LNPs (Figura
2.3C). Por exemplo, produziu-se um nanocompdsito de LNPs epdxi, modificadas e reticuladas
com éter diglicidilico de bisfenol A, o qual foi aplicado como adesivo a base de agua para
madeira. Nesse nanomaterial, a concentracdo de LNPs variou de 50 a 90% em massa (T. Zou et
al., 2021). Um complexo de gelatina, contendo até 62% (m/m) de LNPs foi desenvolvido como
um promissor floculante para a captura de microrganismos patogénicos (Yin et al., 2018).
Ademais, Cusola et al. (2019) adicionaram pequena quantidade de resina poliamidoamina-
epicloridrina (3% m/m) as LNPs para preparar membranas resistentes a dgua. O mesmo grupo
de pesquisa ainda reportou a combinacdo de grande teor de LNPs (até 92% m/m) com CNFs
para preparar filmes nanocompdsitos (membranas) resistentes e ducteis (Cusola et al., 2019;
Farooq et al., 2019). Sistemas nos quais LNPs sdo combinadas a CNFs ou CNCs serdo discutidos

detalhadamente na se¢do a seguir.

2.1.3 Combinagdes de nanocelulose e nanolignina

Como mencionado anteriormente, revestimentos baseados unicamente em
particulas micro' (maiores do que 800 nm) e nanométricas® de lignina (menores do que 300
nm) foram introduzidos em 2018 (Cusola et al., 2018). Para incrementar sua performance
mecanica, isto €, coesdo, flexibilidade, capacidade de dobra e mddulo de
armazenamento/elasticidade, Cusola et al. (2019) adicionaram pequenas concentracGes de
CNFs (4 a 17% m/m) aos filmes, conforme a Figura 2.4A. Com uma concentracdo 6tima de CNFs
igual a 8% (m/m), os nanocompdsitos desenvolvidos constituiram membranas particuladas
opacas, autossustentadas e homogéneas, com capacidade antioxidante e de bloqueio a

radiacdo UV.

Em trabalho similar, Farooq et al. (2019) prepararam filmes compdsitos de CNFs e
lignina, na forma de lignina coloidal (LNPs e LNPs catidnicas) ou lignina kraft (bruta) em
concentragBes de 0 a 50% (m/m). Os compdsitos foram preparados através de um método de
filtracdo pressurizada e os melhores resultados foram obtidos para os sistemas contendo

lignina coloidal (10% m/m). Esses compdsitos exibiram baixa transmitdncia dptica na regido do

! Microparticulas podem ser definidas como estruturas com dimensdes de 0,5 um a 0,5 mm (Vert et al., 2012).
2 0 prefixo “nano” é usualmente aceitdvel para dimensdes inferiores a 500 nm (Vert et al., 2012).
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visivel, mas grande absorbancia no UV e capacidade antioxidante, levando os autores a
sugerirem que seriam bons candidatos a aplicacdes em embalagens alimenticias e produtos
biomédicos. Ademais, a grande tenacidade, resisténcia a tracdo e ductilidade desses
nanocompdsitos foram atribuidas a presenca das nanoesferas de lignina, as quais atuaram

como agentes lubrificantes e de transferéncia de tensdo.

Nanocelulose <10% (m/m)
> 8% (m/m) < 10% (m/m)

S Filme particulado \> Filme/rede \9 Filme/rede
interconectada interconectada
até 92% (m/m) Nanocelulose Nanocelulose

>90% (m/m) 90% (m/m)

Figura 2.4 Esquema ilustrativo de (A) nanocompdsito particulado formado majoritariamente por
nanoesferas de lignina e pequena quantidade de nanocelulose, (B) nanocompdsito
preponderantemente constituido de nanocelulose incorporada com lignina bruta solubilizada e (C)
nanocompdsito de nanocelulose incorporada com LNPs. Nos nanocompositos particulados, a
concentracdo de LNPs pode atingir 92% (m/m) e nanoceluloses (CNFs) s3o incorporadas em baixas
concentracGes apenas para melhorar a coesdo do filme (Cusola et al., 2019). Nos nanocompdsitos
contendo majoritariamente nanoceluloses, por sua vez, a concentracdo de CNFs e CNCs ultrapassa 90%

(m/m).

Restringindo o estudo a combinacdo de CNCs e lignina bruta (alcalina ou kraft)
solubilizada em meio alcalino (Figura 2.4B), Parit et al. (2018) produziram filmes transparentes
via casting (evaporacdo de solvente). A concentracdo de lignina variou de 1 a 10% (m/m),
resultando em nanocompdsitos amarronzados com capacidade de protecdo UV, estabilidade
térmica e superficie hidrofilica. Revestimentos nanocompdsitos de CNCs e lignina produzidos
na superficie de substratos de quartzo também apresentaram grande capacidade de protecdo
UV (Hambardzumyan et al.,, 2012). Em uma abordagem diferente, W Yang e colaboradores
(2016) incorporaram baixas concentracGes de CNCs e LNPs (1 a 3% m/m) para conferir efeitos

sinérgicos de protecdo UV, atividade antimicrobiana, elevada cristalinidade e transparéncia a
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matrizes de PLA destinadas a embalagens alimenticias. Analogamente, a incorporacao de CNCs
(2% m/m) com alto teor de lignina residual melhorou as propriedades mecanicas (mddulo de
elasticidade, deformacdo na ruptura, tenacidade e moddulo de armazenamento) de
nanocompasitos de PLA (Wei et al., 2018). Verificou-se que a presenca de lignina residual nos

CNCs aumentou a sua compatibilizacdo e adesdo na matriz de PLA.

Tayeb et al. (2020), por sua vez, usaram CNFs com elevado teor de lignina residual
para produzir revestimentos hidrofébicos (menor molhabilidade) para papel destinado a
aplicacdes em embalagens. Filmes finos foram formados na superficie do substrato por
filtracdo e apresentaram propriedades de barreira a dgua, ao dleo, ao vapor de 4dgua e ao
oxigénio. A existéncia de lignina residual em CNFs, por sua menor hidrofilicidade, também se
mostrou favoravel para aplicac8es na estabilizacdo interfacial de emulsdes de Pickering (S. Guo
et al., 2021). Além disso, a manutencdo da lignina em CNFs propicia, de modo facil e direto, a
incorporacdo de propriedades intrinsecas a macromolécula aromatica, como capacidade

antioxidante, antimicrobiana e de protecdo UV.

Para promover a utilizacdo integral de residuos da producdo de bioetanol, Riviere
et al. (2021) propuseram a combinacdo de LNPs, CNFs e nanofibrilas de lignocelulose, isto &,
CNFs com grande contelddo de lignina residual. Produziram-se por filtracdo filmes
nanocompadsitos contendo até 10% (m/m) de LNPs e 15% (m/m) de CNFs puras. Os
nanocompositos apresentaram propriedades mecanicas, antioxidantes e de permeabilidade ao
oxigénio moduldveis, sendo potencialmente empregaveis em embalagens. A avaliagcdo do ciclo
de vida (life cycle assessment) atestou o beneficio de se produzir tais nanocompdsitos

funcionais e renovaveis no contexto de biorrefinarias.

Finalmente, ainda considerando abordagens nas quais a lignina, na forma de
nanoparticulas, é combinada a redes majoritariamente constituidas de CNCs ou CNFs (Figura
2.4C), Mattinen et al. (2018) revestiram filmes finos de CNFs com lignina coloidal. Um
tratamento térmico foi empregado para a formacdo de ligacdes covalentes entre os
componentes por meio de reacao de esterificacdo entre os grupos acido carboxilico nas LNPs
e as hidroxilas nas CNFs. Os nanomateriais obtidos apresentaram elevada adesdo,
hidrofobicidade, além de boas propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Aplicacdes
potenciais incluem o desenvolvimento de adesivos e revestimentos para curativos,

revestimentos comestiveis e modificacdo de fibras para téxteis.
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Ha um consolidado arcabouco de pesquisas concernentes ao desenvolvimento de
nanocompasitos baseados majoritariamente em CNFs, CNCs ou LNPs, sendo as nanoceluloses
as estruturas envolvidas na maior parte dos trabalhos. Porém, as pesquisas relativas ao uso
concomitante de dois ou mais tipos dessas nanoestruturas sdo ainda bem menos numerosas
do que as aplicacBes separadas dessas nanoparticulas. Trabalhos recentes apontam para a
potencialidade do uso de CNFs ou CNCs em conjuncdo as LNPs. A combinacdo simultanea das
trés nanoestruturas, reportada pela primeira vez no trabalho explorado nesta tese, sera

apresentada em breve.

2.1.4 Envelhecimento de materiais celuldésicos

O impacto do envelhecimento da celulose é crucial para nanocompdsitos baseados
nesse biopolimero, assim como para outros materiais celuldsicos, como papel (tojewski et al.,
2010; Matachowska et al., 2020; Vitale & Erhardt, 1993) e madeira (Matsuo et al., 2011). A
deterioracdo quimica estd associada a hidrdlise e a oxidacdo da celulose e ocorre
prioritariamente nas regides amorfas do polimero (Matachowska et al., 2020). A representacdo

na Figura 2.5 indica os produtos formados a partir de tais reag8es de deterioragao.

As ligacdes glicosidicas B-(1—4) da celulose sdo degradadas hidroliticamente em
meio 4cido. Isso pode levar ao encurtamento das cadeias celuldsicas (Figueiredo Junior, 2012),
a reducdo do grau de polimerizacdo (DP) (Zervos, 2010) e a consequente diminuicdo de
propriedades mecanicas do material celuldsico, como a resisténcia a tracdo (Matachowska et
al., 2020). Mecanismos oxidativos, por sua vez, acarretam alteracBes as cores caracteristicas
desses materiais devido a formacdo de produtos de degradacdo ricos em carbonilas e acidos
carboxilicos (Matachowska et al., 2020). As carbonilas sdo os precursores de cromoéforos na
forma de aldeidos e cetonas conjugadas, cuja formacdo é catalisada pela presenca simultdnea
de grupos carboxilicos e promove o amarelecimento durante o envelhecimento da celulose

(Ahn et al., 2019).

Em meio acido ou neutro, a oxidacdo por mecanismo radicalar pode se iniciar com
a formacdo de hidroperdxidos (R—-O—0H) (Strli¢ & Kolar, 2005) nos carbonos C2, C3 e C6 da
glicose. A seguir, propaga-se com a formacdo de grupos carbonila, como cetonas no C2 e C3,
originando dicetonas, ou como aldeidos no C6, na sequéncia originando acidos carboxilicos

(tojewski et al., 2010). A introducdo de tais grupos aumenta a labilidade das ligacGes acetal
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1-4 e 1-5 em virtude de mudancas na distribuicdo de densidade eletrénica, diminuindo a

estabilidade da ligacdo glicosidica (1—4) entre glicoses vizinhas na celulose (lvanov et al., 1961).
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Figura 2.5 Representagdo da estrutura quimica da celulose, evidenciando a sua unidade repetitiva e as
suas terminacdes ndo-redutora e redutora, seguida pela estrutura de alguns produtos de degradacdo
oriundos de reacBes de hidrdlise acida (alaranjado) e oxidacdo (azul) da celulose. A terminacdo redutora
da celulose é aguela com potencial para se transformar em um grupo aldeido se o anel glicopiranose se
abrir. Varias reacBes bioguimicas e quimicas, inclusive a pirélise, iniciam-se nessa terminacdo (Matsuoka
et al., 2011). Alguns carbonos estdo numerados na estrutura para a identificacdo das funcionalidades

potencialmente formadas durante o envelhecimento.

Mesmo que a hidrdlise e a oxidacdo possam ocorrer independentemente (Matsuo
et al., 2011; Vitale & Erhardt, 1993), elas usualmente configuram mecanismos de deterioracdo
retroalimentados, exercendo um efeito catalitico/retroalimentado entre si. Grupos acido
carboxilico formados na oxidacdo podem catalisar a hidrdlise acida enquanto a formacdo de

agua como coproduto na oxidacdo (tojewski et al., 2010) coopera para a ocorréncia da
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hidrélise, funcionando como meio/substrato. Ademais, a despolimerizacdo resultante da
hidrdlise leva a formacdo de novas terminacdes redutoras, muito reativas e adequadas a
ocorréncia da oxidacdo da celulose (tojewski et al., 2010; Matsuoka et al., 2016). Estudos
sistematicos acerca do envelhecimento artificialmente acelerado da celulose confirmam que,
em condi¢Bes de temperatura e umidade relativa elevadas, a hidrdlise e a oxidagdo estdo
simultaneamente ativas (tojewski et al., 2010; Matachowska et al., 2020; Matsuo et al., 2011;

Vitale & Erhardt, 1993).

Adicionalmente, atribuia-se uma importante contribuicdo a lignina para justificar a
deterioracdo por oxidacdo e a formacdo de produtos de degradacdo acidos em materiais
celuldsicos, como o papel (Dupont et al., 2007; Fellers et al., 1989; Strli¢ & Kolar, 2005). De fato,
este é ainda um paradigma na comunidade dos restauradores de bens culturais baseados em
celulose, como documentos e obras de arte: o elevado conteldo de lignina é apontado como
a principal causa do amarelecimento do papel de madeira (papel jornal, por exemplo) devido a

mecanismos de oxidacdo e foto-oxidacao (Bukovsky, 2000; Figueiredo Junior, 2012).

A lignina, de fato, pode influenciar a deterioracdo da celulose, haja vista a
vulnerabilidade dessa macromolécula aromatica a oxidacdo e a foto-oxidacdo (Matachowska et
al., 2020). Os grupos cromoéforos na estrutura da lignina sdo capazes de absorver a luz, em
especial na regido do ultravioleta (Sadeghifar & Ragauskas, 2020). A fotodegradacdo dessas
estruturas cromoéforas nativas leva a formacdo de cromoforos secundarios (C=C conjugados,
orto- e para-benzoquinonas) (tojewski et al., 2010), os quais promovem alteracdes na cor da
madeira, por exemplo (Cogulet et al.,, 2016). Por outro lado, a presenca concomitante de
hidroxilas fendlicas confere a estrutura da lignina uma marcante capacidade antioxidante.
Assim, a lignina também pode aumentar a estabilidade e inibir a oxidacdo em materiais

celulésicos (Vanska et al., 2016).

Bégin e colaboradores (1998), ao estudarem as propriedades mecanicas e quimicas
de papel artesanal e comercial envelhecido a 80 °C e 65% de umidade relativa, demonstraram
gue a lignina ndo tem impacto negativo na deterioracdo do material em pH neutro. Mais
recentemente, Matachowska et al. (2020) confirmaram este comportamento ao investigarem
o envelhecimento de papel com diferentes concentracdes de lignina. A acidificagdo, sobretudo
devido a utilizagdo de sulfato de aluminio (Al2(SO4)3) na preparagdo da polpa de papel, foi

considerada o fator preponderante para a deterioracdo da celulose. Os autores ainda
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concluiram que a presenca de alto teor de lignina inibiu a deterioracdo do papel, devido a
presenca de polifendis capazes de consumir radicais. A habilidade antioxidante da lignina se
torna ainda mais eficiente em escala nanométrica (Trevisan & Rezende, 2020) e pode ser

também explorada para a preservagdo de materiais celuldsicos.

Por fim, é conveniente discutir a estabilidade de materiais nanoceluldsicos frente
ao envelhecimento. A elevada cristalinidade das nanoceluloses, especialmente dos CNCs,
coopera para que esses nanomateriais tenham uma alta resisténcia a deterioracdo oxidativa
e/ou hidrolitica quando submetidos ao envelhecimento hidrotérmico (Camargos et al., 2016;
Volkel et al., 2017). Porém, CNCs e CNFs apresentam estabilidade térmica relativamente baixa,
dependendo do seu método de preparo. No caso dos CNCs obtidos por hidrolise com acido
sulfurico, o inicio precoce da degradacdo térmica em aproximadamente 200 °C é atribuido a

presenca de grupos éster-sulfato (Figura 2.6A) (Moon et al., 2011).

Fato similar pode ser observado para CNFs obtidas por oxidacdo-mediada por
TEMPO, em que a presenca de grupos carboxilato de sédio acarreta a reducdo da temperatura
de decomposicdo térmica (Tq). Em temperaturas superiores a 200 °C, esses grupos de baixa
massa molar sofrem descarbonacéo, isto €, se decompdem liberando CO,. Ademais, a oxidacdo
mediada por TEMPO também leva a geracdo de unidades anidroglucuronato de sdédio,
termicamente mais instdveis do que as cadeias cristalinas da celulose (Fukuzumi et al., 2010).

Essas duas estruturas quimicas estdo representadas na Figura 2.6B, C.
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Figura 2.6 Estrutura quimica de (A) glicose contendo grupo éster-sulfato, (B) glicose contendo grupo
carboxilato de sédio no atomo C6 e (C) unidade anidroglucuronato de sédio. Esses compostos estdo

presentes em (A) celuloses hidrolisadas com acido sulfurico e (B, C) celuloses oxidadas por TEMPO.

Além disso, diversos autores ja reportaram que a secagem em estufa, por exemplo,

a 105 °C, pode acarretar alteragdes de cor em amostras de CNFs (A. Isogai & Saito, 2015; S. P.
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Mishra et al., 2012; Nechyporchuk et al., 2016; Otoni et al., 2019; Takaichi et al., 2014, Xia et
al., 2018). Takaichi e colaboradores (2014) atribuiram o amarelecimento a formacao de cetonas
em C2 e C3, enquanto outros autores o atribuiram a presenca de aldeidos ndo convertidos em
C6 da celulose, como mostrado anteriormente na Figura 2.5 (S. P. Mishra et al., 2012; Xia et al.,

2018).

A longo prazo ou sob condi¢cdes térmicas adversas, a falta de resisténcia ao
envelhecimento e a deterioracdo pode ser prejudicial, uma vez que potencialmente impede a
utilizacdo satisfatoria das CNFs oxidadas por TEMPO. Inumeras aplicacdes exigem que produtos
transparentes baseados em CNFs resistam a condicGes severas sem sofrer descoloracdo ou
decompor-se termicamente (Zhu et al.,, 2014). Por exemplo, em aparatos eletrénicos que
precisam passar por tratamento térmico sem se degradar ou mudar de cor (Xia et al., 2018) e
em revestimentos protetivos para obras de arte, os quais devem ser estaveis, durdveis e manter
sua cor com o passar do tempo. Estratégias para incrementar a estabilidade térmica e a
resisténcia ao envelhecimento desse tipo de CNFs serdo discutidas oportunamente neste

capitulo, assim viabilizando a sua utilizacdo em nanocompdsitos e revestimentos,
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2.2 Experimental

2.2.1 Materiais

Para preparar filmes monocomponentes ou nanocompdsitos, utilizaram-se as
seguintes nanoestruturas advindas do capim elefante:
TO-CNFs, isto é, CNFs produzidas através da oxidacdo mediada por TEMPO seguida pela
sonicacdo de folhas e colmos pré-tratados (substratos ricos em celulose);
AH-CNCs, isto é, CNCs produzidas através da hidrolise acida de folhas pré-tratadas;
SA-LNPs, isto é, LNPs produzidas através da adicdo de dgua como anti-solvente a uma

solucdo de lignina previamente extraida de folhas.

Abaixo estd elencado um guia para as descricdes experimentais concernentes a
producdo desses nanomateriais, apresentadas nos capitulos 4, Obteng¢dao de nanofibrilas e
nanocristais de celulose por diferentes rotas, e 5, Obtengdao de nanoparticulas de lignina por

diferentes rotas.

Pré-tratamento para a obtencdo de um sélido rico em celulose: se¢do 4.2.1, p. 120;
Extracdo de lignina: se¢éo 5.2.1, p. 150;

Producdo de AH-CNCs: se¢do 4.2.2, p. 121;

Producdo de TO-CNFs: secGo 4.2.2, p. 122;

Producdo de SA-LNPs: se¢cdo 5.2.4, p. 153.

2.2.2 Pés-tratamento de celulose oxidada por TEMPO

Quando necessario, o substrato rico em celulose oxidado por TEMPO foi pds-
tratado sequencialmente com base e acido, adaptando-se procedimentos reportados na
literatura (Fukuzumi et al., 2010; Lavoine et al., 2016). Para remover pequenas unidades de
glucuronato de sédio, a polpa aquosa de celulose oxidada (~1% m/v, 100 ml) reagiu com NaOH
(1 mol I, 100 ml) a aproximadamente 100 °C, em um banho de silicone, sob agitacdo magnética
constante (400 rpm) por 150 min. Depois, para converter grupos carboxilato de sddio em
grupos carboxilicos livres, a polpa foi tratada com HCl (0,1 mol |1, 100 ml) & temperatura
ambiente, sob agitacdo magnética constante por 120 min. Apds cada etapa a polpa foi lavada

cinco vezes com agua deionizada via centrifugacdo a 3500 rpm (3575 x g) por 10 min. Neste
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trabalho, as TO-CNFs obtidas por sonicacdo apds esse pds-tratamento foram denominadas TO-

CNFs pos-tratadas e os filmes obtidos com essas nanofibrilas, CNF pds-tratamento.

2.2.3 Preparo dos nanocompositos de nanocelulose e nanolignina

Filmes autossustentados contendo de 0 a 25% (m/m) de SA-LNPs e 75 a 100%
(m/m) de nanocelulose, em massa seca, foram formulados de acordo com a Tabela 2.1. Nos
nanocompasitos, a propor¢do em massa entre o conteddo de TO-CNFs e AH-CNCs foi sempre

de aproximadamente 2:1.

Tabela 2.1 Formulagao de filmes monocomponentes e nanocompositos.

Filme TO-CNFs AH-CNCs SA-LNPs
%(m/m) %(m/m) %(m/m)
CNF 100 0 0
CNC 0 100 0
CNF/CNC 66 34 0
CNF/CNC/LNP1 65 34 1
CNF/CNC/LNPS 60 35 5
CNF/CNC/LNP10 60 30 10
CNF/CNC/LNP25 50 25 25

TO-CNFs em dispersdes aquosas foram previamente combinadas na proporgdo de
2:1 para nanofibrilas de folhas/colmos (a justificativa para esse procedimento serd apresentada
no capitulo 4, item 4.3.4, p. 141). Em resumo, com esta combinacdo as propriedades mecanicas
de tracdo de filmes de TO-CNFs foram aprimoradas. Sequencialmente, dispersées-estoque de
cada componente (TO-CNFs, AH-CNCs e SA-LNPs) foram misturadas entre si e adicionou-se
agua deionizada suficiente para manter o volume (16 ml) e a concentracdo (4 mg ml?) finais da
mistura fixos. As mesmas quantidades foram utilizadas no caso de filmes monocomponentes
(CNF e CNC), incluindo aqueles feitos com nanoceluloses comerciais (AH-CNCs de polpa kraft
branqueada, comercializados sob o nome CelluForce NCC®, produzidos pela CelluForce Inc.,
Montreal, Canadda, e TO-CNFs de polpa de madeira, comercializadas sob o nome UPM
Biofibrils™ pela UPM, Helsinki, Finlandia). As nanoceluloses comerciais CelluForce NCC® e UPM
Biofibrils™ foram utilizadas para a efetivacdo de comparacdes e possuem as seguintes
especificacdes, respectivamente: comprimentos médios de 44-108 nm e 0,5-10 um,

didmetros médios de 2,3—4,5 nm e 4—-10 nm.
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As misturas de dispersGes aquosas foram homogeneizadas por 2 min em um
sonicador de ponteira (Eco-Sonics QR550, Indaiatuba, Brasil) operando a 40% de amplitude,
220 watts de poténcia, utilizando-se uma macro ponta de titdnio com 13 mm de didmetro. A
seguir, os sistemas foram submetidos a evaporacao de solvente (casting) em placas de Petri de
poliestireno com &rea de fundo de 64 cm?. Os filmes estavam secos e prontos para serem
removidos das placas apds 72 h de secagem a 25 °C e 50% de umidade relativa (RH). Com uma
massa seca de cerca de 64 mg, tais filmes apresentaram uma razdo massa/area de 1 mg cm™

em média e espessura média variando de 12 a 15 um, conforme a Tabela A1 (Apéndice A).

2.2.4 Envelhecimento artificial acelerado dos nanocompositos

Filmes monocomponentes e nanocompdsitos selecionados foram submetidos a
envelhecimento artificialmente acelerado dentro de frascos de vidro hermeticamente selados
posicionados no interior de uma estufa a 40 ou 80 °C por 168 h, de acordo com o esquema na
Figura 2.7. Cada filme foi envelhecido em uma condigdo apenas, utilizando-se pelo menos seis

replicatas por amostra.

Solugao de glicerol CacCl,
RH: 25%, 50% ou 75% RH: < 10%

Amostras
@ de filmes

Suporte de Teflon

Estufa Frasco hermético
40°Cou80°C de vidro
Figura 2.7 Esquema do aparato experimental utilizado no ensaio de envelhecimento artificial de filmes
monocomponentes e nanocompadsitos. As amostras de filmes foram recortadas em formato retangular,
acomodadas sobre suportes planos de teflon e colocadas no interior de frascos herméticos fechados.
Para ajustar a umidade relativa no interior de cada frasco, utilizaram-se distintas solu¢®es de glicerol ou

cloreto de célcio sdlido. Os sistemas foram entdo submetidos a aquecimento em estufa a 40 ou 80 °C.

A umidade relativa no interior de cada frasco variou de uma condicdo seca (~0%),

com o uso de cloreto de calcio solido, a condi¢gdes de umidade relativa crescente, utilizando-se
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solucBes aquosas com concentragdo variavel de glicerol: 94% (m/m) para RH de 25%; 80%
(m/m) para RH de 50%; 58% (m/m) para RH de 75% (Forney & Brandl, 1992). O ajuste de RH foi

confirmado com um termo-higrémetro.

2.2.5 Caracterizacao dos filmes nanocompositos

Medida da espessura média: foi realizada em pelo menos 10 regiGes aleatdrias das amostras
de filmes monocomponentes e nanocompdsitos, em triplicata, utilizando-se um micrémetro

Mitutoyo (Kanagawa, Japdo) com um erro de leitura 0.001 mm (1 um).

Espectroscopia por refletancia difusa (DRS): foi conduzida nos filmes utilizando-se um
espectrofotdbmetro DRS UV-2450 Shimadzu (Quioto, Japdo) operando em modo de
transmitancia. Os espectros de DRS foram obtidos na faixa de 200-800 nm, com uma resolucdo

espectral de 0,5 nm.

Anidlise de parametros colorimétricos no espaco de cor CIEL*a*b*: as coordenadas
colorimétricas foram mensuradas em filmes envelhecidos e ndo envelhecidos com um
espectrofotdmetro portatil X-RITE SP60 VIS (Grand Rapids, MI, EUA) imbuido de esfera de
integracdo, empregando iluminante padrdao D65 e observador padrdo 10°. A diferenca de cor

(AE) entre amostras ndo envelhecidas e envelhecidas foi calculada conforme a Equagdo 2.1:

AE = \/(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (2.1)

em que AL*, Aa* e Ab* correspondem as variacGes, respectivamente, na coordenada da
iluminacdo (L*, +claro/—escuro), no componente vermelho/verde (a*, +avermelhado/
—esverdeado) e no componente amarelo/azul (b*, +amarelado/—azulado). O critério de
toleradncia aceito aqui indica que, se AE < 3,5, a diferenca de cor medida é inferior ao limiar de
percepcdo/deteccdo pelo olho humano e, em geral, ndo se percebe diferenca de cor
significativa entre duas amostras; se 3,5 < AE < 5, um observador percebe diferenca de cor
significativa entre duas amostras; e se AE > 5, o observador percebe duas cores distintas
(Mokrzycki & Tatol, 2011). As medidas colorimétricas, realizadas em pelo menos seis replicatas

por amostra, foram feitas sobre a superficie de um suporte homogeneamente branco cujos
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parametros colorimétricos foram medidos como: L* =92,5+0,1; a*=1,3+0,1; b*=-6,2

0,4.

Analise termogravimétrica (TGA): curvas de TGA e de termogravimetria derivada (DTG) dos
filmes foram obtidas em equipamento de analise térmica SDT Q600 (TA Instruments, New
Castle, DE, EUA). Os filmes foram finamente cortados com uma tesoura, ~3 mg foram colocados
em um cadinho limpo e entdo aquecidos sob fluxo de nitrogénio da temperatura ambiente até
800 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min™l. Por convengdo, os termogramas foram
corrigidos de modo que a perda de massa em temperaturas inferiores a 100 °C fosse
desconsiderada (Lavoine et al., 2016). Definiram-se a temperatura de decomposicdo térmica
(Td) como a temperatura inicial de decomposicdo, na qual a massa diminuiu em 5% na curva
de TGA, e a temperatura maxima de decomposi¢do (DTGpeak) COMO a temperatura nos picos

maximos da curva de DTG.

Calorimetria diferencial exploratéria (DSC): curvas de DSC dos filmes foram obtidas em um
equipamento DSC Q100 (TA Instruments). As amostras foram cortadas com uma tesoura, ~5
mg foram colocados em um cadinho novo, aquecidos sob fluxo de nitrogénio da temperatura
ambiente (25 °C) até 200 °C e entdo resfriados até a temperatura ambiente com uma taxa de
10 °C min. Especificamente para a amostra contendo 10% (m/m) de SA-LNPs (filme
CNF/CNC/LNP10), realizou-se um segundo ensaio compreendendo um primeiro aquecimento
até 200 °C a uma taxa de 10 °C min, seguido pelo resfriamento até 0 °C a uma taxa de 5 °C

mint e um segundo aquecimento até 200 °C novamente a uma taxa de 10 °C min™.

Medida do grau de polimerizagdo viscosimétrico (DPy): o calculo do DP, dos filmes foi executado
a partir de medidas padronizadas de viscosidade intrinseca (n) realizadas com o emprego de
viscosimetros Cannon-Fenske e um banho de dgua termostatizado a 25 + 1 °C (ISO 5351, 2010).
No ensaio, 40 mg de amostras secas foram dissolvidas em 20 ml de etilenodiamina de cobre (II)
(CED) 0,5 mol It & temperatura ambiente por 12 h, adaptando-se uma referéncia prévia
utilizada para o ensaio de CNFs (Shinoda et al., 2012). n foi medida para duplicatas reais, a partir
de medicbes de tempo feitas com um crondémetro em triplicata. A relacdo entre DP, e n foi

calculada considerando as Equagdes 2.2 e 2.3 (Henriksson et al., 2008):

n =0,42XDP,, quando DP, < 950 (2.2)
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n =2,28xDP,%’¢, quando DP, > 950 (2.3)

Calculo do indice de cristalinidade (Crl): foi realizado a partir de difratogramas de raios-X
obtidos para os filmes em um difratdbmetro Shimadzu XRD-6000 operando com radiagao CuKa
gerada a 40 kV e 30 mA, na faixa angular 26 de 5° a 50°, com uma velocidade de varredura de
2° minL. Crl foi calculado conforme o método da altura relativa dos picos, expresso na Equagdo

2.4:

Crl = M (2.4)

I200

em que lgoz corresponde ao pico da celulose cristalina (200) (French, 2014) e lom corresponde a

contribuicdo do halo amorfo (Segal et al., 1959).

Avaliacdo da atividade antioxidante: foi executada através do método colorimétrico de
supressdao do radical 2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazin-1-il (DPPH), adaptando-se
procedimentos reportados previamente (C. M. Noronha et al., 2014; Pan et al., 2006; Trevisan
& Rezende, 2020). As amostras na forma de filmes (~1 mg) foram embebidas em 1 ml de
dioxano 90% (v/v) no interior de uma cubeta de quartzo por 3 h. Os filmes permaneceram
integros ao longo de todo o ensaio. Depois, sob protecdo da incidéncia de luz, 2 ml de uma
solucdo recém-preparada de DPPHe 65 pumol It em metanol foram adicionados na mesma
cubeta. A concentracdo de DPPHe nos sistemas foi monitorada imediatamente no inicio do
ensaio (0 min), apds 16 e 30 min, utilizando-se a intensidade de absor¢do da banda em 515 nm,
medida em um espectrofotometro UV-Vis Agilent Cary 50 Probe Varian® (Santa Clara, CA, USA).
A porcentagem de atividade de supressao do radical DPPH foi avaliada conforme a Equagao

2.5:

%Supress3o de DPPHe = (Abs referéncia)—(Abs amostra) %100

(2.5)

Abs referéncia

em que Abs referéncia corresponde a absorbancia relativa em 515 nm (Amax) apds 0, 16 e 30
min para os sistemas contendo apenas DPPHe em metanol/dioxano, e Abs amostra é a
absorbancia de cada amostra no respectivo tempo de andlise. As medidas foram realizadas em
duplicatas, a temperatura ambiente. Por comparacdo, o mesmo procedimento foi repetido

substituindo-se os solventes por etanol.
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Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR): foi empregada para
analisar o perfil quimico do substrato rico em celulose e dos filmes monocomponentes CNF
(contendo TO-CNFs ou TO-CNFs pos-tratadas). Os espectros de FTIR em modo de refletancia
total atenuada (ATR-FTIR) foram obtidos em um espectrometro FTIR Agilent Cary 630 com uma
resolucdo espectral de 4 cm™ e 128 varreduras por corrida. Adicionalmente, empregou-se o
mapeamento bidimensional FTIR (micro-FTIR) em um microscopio FTIR Agilent Cary 620-670
equipado com um detector de matriz de plano focal de 128x128, em modo de refletancia, com
resolucdo espacial no imageamento de ~5,5 um, isto é, cada pixel equivale a uma drea de
5,5 um x 5,5 um e corresponde a um espectro FTIR inteiro. Essa andlise foi conduzida com a

mesma resolucdo espectral empregada na analise de ATR-FTIR.

Sempre que referenciado, os resultados e dados reportados nesta tese foram
analisados estatisticamente através do teste t de Student aplicado para a comparacdo de duas
médias. Assim, quando destacada, a significancia da diferenca entre resultados obtidos para

duas amostras distintas foi avaliada com um nivel de confianca de 95%.
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2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Transparéncia, fotoabsor¢ido UV e caracteristicas

colorimétricas dos filmes

Filmes de nanocelulose ou nanocelulose/nanolignina foram preparados por
evaporacdo de solvente (casting), utilizando-se dispersdes aquosas contendo as
nanoestruturas de interesse. Nos nanocompdsitos, a combinacdo de TO-CNFs, AH-CNCs e SA-
LNPs se respaldou na compatibilidade natural e intrinseca que existe entre a celulose e a lignina,

inclusive na escala nanométrica (Glasser, 2019).

A morfologia, dimensdes e propriedades fisico-quimicas especificas das
nanoparticulas serdo abordadas oportunamente nos capitulos 4 e 5 desta tese. No entanto,
para sustentar as discussGes concernentes a estruturacdo dos nanocompdsitos desenvolvidos,
micrografias eletronicas exibindo a morfologia dos sistemas nanométricos podem ser

visualizadas na Figura 2.8J-M.

Nos filmes, de modo geral, as nanofibrilas se emaranham aleatoriamente,
formando redes e estabelecendo fortes interagdes intermoleculares entre si, incluindo ligacGes
de hidrogénio. Assim, sdo formadas estruturas isotrépicas bidimensionais, que sdo os proprios
filmes (Garusinghe et al., 2018; Henriksson et al., 2008). Nos filmes nanocompdsitos, por sua
vez, a existéncia de nanocomponentes com diferentes morfologias, funcionalidades e
dimensdes pode ter cooperado ainda mais expressivamente para o entrelacamento fisico e o

estabelecimento de interagGes intermoleculares entre as nanoestruturas.

Os filmes apresentaram diferentes coloracdes, a depender da concentracdo de
nanolignina presente em cada um deles. Filmes monocomponentes (inclusive de CNC e CNF
comerciais), assim como filmes contendo 0 e 1% (m/m) de nanolignina mostraram-se
visualmente incolores (Figura 2.8A—F). Espectros de DRS mostrados nas Figuras 2.9 e Al
(Apéndice A) também evidenciaram que esses filmes possuem elevada transparéncia na regiao
do visivel, com transmitancia relativa em 600 nm entre 80 e 90% (Tabela 2.2). Por sua vez, os
filmes contendo mais de 5% (m/m) de SA-LNPs exibiram coloragdo amarronzada. Os
nanocompositos CNF/CNC/LNP5 e CNF/CNC/LNP10 apresentaram tonalidade clara, enquanto

o nanocompodsito CNF/CNC/LNP25 apresentou tonalidade marrom alaranjado bastante intensa
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(Figura 2.8G—l). A transparéncia desses sistemas decresceu a medida que a quantidade de

nanolignina aumentou.

TO-CNFs O 2o _ L 7 AH:CNCs -
(folhas) . TR : [ (folhas)

TO-CNFs
(colmos)

Figura 2.8 Fotografias sob luz visivel dos filmes (A—D) monocomponentes e (E-I) nanocompdsitos,
mostrando sua transparéncia e cor. (J-M) Micrografias inseridas em circulos evidenciam a morfologia
das nanoestruturas que comp&em os filmes fotografados: TEM de (J, K) TO-CNFs e (L) AH-CNCs e SEM
de (M) SA-LNPs.

Adicionalmente a redugdo da transmitancia relativa na faixa de 400-800 nm, o

gradual aumento do conteldo de SA-LNPs de 1 a 25% (m/m) proporcionou crescente
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fotoabsorbancia na faixa de 200400 nm (Tabela 2.2). Similar dependéncia da transmitancia
Optica em relacdo a concentracdo ja foi reportada para filmes de CNFs contendo lignina coloidal
(Farooqg et al.,, 2019). Como ja mencionado, a lignina possui grupos cromoéforos em sua
estrutura, os quais sdo capazes de absorver a radiacdo luminosa (na regido do visivel e, em
especial, UV). Essa caracteristica a torna um material promissor para aplicacdes em diversos

tipos de bloqueadores de radiacdo UV (Sadeghifar & Ragauskas, 2020).
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Figura 2.9 Espectros de DRS mostrando a transmitancia em fun¢do do comprimento de onda na faixa

de 200-800 nm para os filmes autossustentados monocomponentes e nanocompdsitos.

CNF/CNC/LNP1 e CNF/CNC/LNP5 apresentaram similar fotoabsorbancia UV, por
isso, apenas o nanocompodsito contendo 1% (m/m) de nanolignina, sendo incolor e mais
transparente, foi selecionado para prosseguir nos estudos. Por outro lado, CNF/CNC/LNP10 e
CNF/CNC/LNP25 apresentaram as maiores e mais amplas fotoabsorbancias UV. Nesses casos,
a transmitancia relativa chegou a 0% nas faixas da radiacdao UVA (320-400 nm), UVB (280-320
nm) e UVC (200-280 nm) (Maverakis et al., 2010). Como a diferenca na reducdo da
transmitancia ndo foi tdo significativa quanto o aumento da opacidade e da intensidade da cor
qguando a concentracdo de nanolignina aumentou de 10 para 25% (m/m), o nanocompdsito

contendo menos SA-LNPs foi escolhido para as investigacdes ulteriores.
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Tabela 2.2 Transmitancia dos filmes monocomponentes e nanocompdsitos em diferentes

comprimentos de onda: 600, 400, 320, 280 e 200 nm.

Transmitancia/%

Filme 600 nm 400nm  320nm  280nm 200 nm
CNF 89 36 82 75 35
CNC 91 36 77 67 24
CNF/CNC 90 89 83 73 33
CNF/CNC/LNP1 86 72 45 31 2
CNF/CNC/LNPS 82 66 38 24 1
CNF/CNC/LNP10 79 35 3 1 0
CNF/CNC/LNP25 70 16 0

Ademais, filmes monocomponentes (CNF e CNC), nanocompdsitos CNF/CNC e

CNF/CNC/LNP1 apresentaram parametros colorimétricos similares (Figuras 2.10 e A2, Apéndice

A). Analises colorimétricas no espago de cor CIEL*a*b* evidenciaram uma maior contribuicao

positiva em b* (amarelo) para o filme CNC, em virtude da presenca de lignina residual nos AH-

CNCs. Essa contribuicdo também foi observada para o filme CNF/CNC/LNP1, devido a presenca

de AH-CNCs e pequena quantidade de SA-LNPs.
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Figura 2.10 Parametros colorimétricos medidos no espaco de cor CIEL*a*b* para os filmes

monocomponentes e nanocompositos. Expressou-se cada valor como a média e o desvio-padrdo de ao

menos 4 replicatas. **Indica uma diferenca estatisticamente significativa entre as médias, com um nivel

de confianca de 95%, tomando-se como referéncia os resultados para a amostra CNF/CNC.

De modo diferente, a incorporagdo de 10% (m/m) de nanolignina alterou

significativamente a colorimetria dos filmes baseados em nanocelulose. Verificaram-se
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reducdes significativas no componente L* (luminosidade), assim como incremento na
contribuicdo positiva da coordenada b*. Ou seja, a maior quantidade de SA-LNPs tornou os
nanocompositos mais escuros e amarelados. Essas caracteristicas colorimétricas devem ser
levadas em conta no momento da aplicagdo desses sistemas, por exemplo, em revestimentos

protetivos.

2.3.2 Efeito sinérgico da temperatura e da umidade relativa na

deterioracao colorimétrica dos filmes

Avaliou-se o comportamento dos filmes de nanoceluloses e nanolignina
submetidos ao envelhecimento artificialmente acelerado sob diversas condigdes

hidrotérmicas. A principio, considerou-se a estabilidade colorimétrica de tais sistemas.

Mudangas colorimétricas foram examinadas como evidéncias fenomenoldgicas da
deterioracdo da celulose (Vitale & Erhardt, 1993). Ndo foram observadas mudancas
significativas no aspecto visual (Figuras 2.11A,B e A3, Apéndice A) ou nos parametros
colorimétricos L*a*b* de nenhum dos filmes envelhecidos a 40 °C por 168 h (Figura A4,
Apéndice A). Por causa disso, como mostrado na Figura 2.11C, o envelhecimento seco (~0 e
25% RH) ou umido (50% e 75% RH) a uma temperatura amena proporcionou uma diferencga de
cor (AE) menor do que o limite de tolerancia de 3,5 para todas as amostras analisadas.
Comportamento equivalente foi observado para filmes preparados com TO-CNFs e AH-CNCs
comerciais (Figura A5A, Apéndice A). Ainda, conforme indicado na Figura 2.11D, em condicdo
muito seca (~0% RH) a AE permaneceu dentro do limite de tolerancia de 3,5 para todos os
filmes de nanocelulose envelhecidos a 80 °C. Ademais, também ndo se observou diferenca de
cor significativa para os filmes envelhecidos com umidade relativa baixa (25%), exceto no caso

dos filmes CNF e CNF/CNC.

A temperatura de 80 °C, o incremento da umidade relativa acarretou um aumento
progressivo na variacdo dos parametros colorimétricos, especialmente L* e b* (Figura A6,
Apéndice A). Dessa forma, os filmes apresentaram AE significativo apds o envelhecimento
hidrotérmico (Figura 2.11D). Excetuando-se as amostras de filme CNC (inclusive comercial,
Figura A5B, Apéndice A), AE foi maior do que 5 para todos os filmes envelhecidos por 168 h a

80 °C sob umidades relativas de 50 ou 75%. Valores nominais de AE t3ao elevados indicam que
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cores diferentes foram percebidas (Mokrzycki & Tatol, 2011) comparando-se as amostras antes
e apods o envelhecimento artificial nas condi¢Ges descritas. Essas alteragGes colorimétricas
foram visualmente traduzidas em escurecimento e amarelecimento, i.e., os filmes constituidos
exclusivamente por TO-CNFs (inclusive a amostra comercial) e os filmes nanocompdsitos se
tornaram amarronzados. Foi notdvel a contribuicdo sinérgica da temperatura e da umidade
relativa elevadas para a deterioracdo dos nanomateriais estudados. A existéncia de dgua em
excesso, além de funcionar como um plastificante para os filmes, provavelmente cooperou
para a difusdo de oxigénio nas amostras, favorecendo também a oxidacdo — acelerada a

temperaturas severas.
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Figura 2.11 Fotografias sob luz visivel de filmes (A) monocomponente CNF e (B) nanocompdsito
CNF/CNC/LNP10 envelhecidos a 40 ou 80 °C sob distintas umidades relativas por 168 h. AE calculado a
partir da variacdo dos parametros colorimétricos dos filmes apds 168 h de envelhecimento artificial a
(C)40°Ce (D) 80 °C em fungdo da umidade relativa (~0 a 75%). As linhas pontilhadas delimitam o valor

de 3,5 no eixo das ordenadas, abaixo do qual ndo se percebe diferenca de cor significativa.
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Ndo obstante a diferenca de cor generalizada entre as amostras estudadas, os
parametros colorimétricos dos filmes contendo 10% (m/m) de SA-LNPs passaram pelas
menores mudancas relativas considerando a coloracdo inicial. Para o nanocompdsito
CNF/CNC/LNP10, o valor de L* diminuiu de 87 + 3 para 81 + 4, enquanto b* aumentou de 12 +
5 para 18 7. O filme monocomponente CNF, por sua vez, sofreu grandes mudancas: L* reduziu
de 90,7 + 0,7 para 80 + 3, ao passo que b* aumentou de — 6 + 1 para 17 + 3. Assim, 0s
parametros L* e b* se tornaram similares para as amostras CNF and CNF/CNC/LNP10,
independentemente de suas cores iniciais. A marcante contribuicdo da nanolignina ao
minimizar as mudancas colorimétricas em nanocompdsitos baseados em TO-CNFs também foi
confirmada pelos menores valores de AE medidos para sistemas bindrios contendo apenas TO-

CNFs comerciais e SA-LNPs ou ainda AH-CNCs comerciais e SA-LNPs (Figura A7, Apéndice A).

Além da coloracdo inicial dos filmes e nanocompdsitos, variacdes de cor ao longo
do tempo sob exposicdo ambiental devem ser consideradas em aplicacdes diversas e
potencialmente duradouras, por exemplo, em equipamentos eletronicos e revestimentos
protetivos. Nesse Ultimo caso, ainda que a aplicacdo de CNF/CNC/LNP10 como revestimento
possa implicar em alteracdo da cor original do substrato revestido, a coloracdo adquirida
provavelmente se manteria estavel e resistiria adequadamente ao envelhecimento. Ao
contrdrio, um revestimento unicamente composto por TO-CNFs provavelmente ndo implicaria
em alteracdo da coloracdo original do substrato revestido logo apds a aplicacdo, mas poderia
enfrentar grandes mudancgas colorimétricas com o passar do tempo, especialmente em
condicdes de umidade relativa e temperatura elevadas. Discussdes pertinentes serdo

realizadas e embasadas em resultados no capitulo 3.

Para todos os efeitos, as andlises colorimétricas evidenciaram que temperatura e
umidade relativa elevadas cooperaram simultaneamente para incrementar os efeitos da
deterioracdo da celulose, principalmente durante o chamado envelhecimento severo por calor
umido (moist-heat aging, 80 °C e 75% RH). Ademais, verificou-se uma contribuicdo
determinante da presenca de nanolignina para mitigar a mudanca de cor dos filmes
nanocompositos submetidos ao envelhecimento. Na sec¢do a seguir, consideraram-se também
a estabilidade térmica e quimica dos sistemas monocomponentes e nanocompdsitos contendo

ou nao SA-LNPs.
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2.3.3 Efeito daincorporagao de nanolignina na estabilidade térmica

e quimica dos filmes

Na Figura 2.12A, curvas de TGA mostraram que a oxidagdo por TEMPO reduziu a
temperatura de decomposicdo térmica (Tq) da celulose de 286 °C no substrato rico em celulose
(o material de partida para a producdo de TO-CNFs e AH-CNCs) para 217 °C no filme constituido
exclusivamente por TO-CNFs. Decréscimo similar foi também observado para o filme de CNF
comercial (Figura A8B, Apéndice A). Além disso, a curva de DTG para o filme CNF apresentou
dois picos centrados em 243 °C e 309 °C, sendo mais larga do que a do substrato celuldsico e a
do filme CNC (Figuras 2.12B). Nesses ultimos casos, as curvas DTG apresentaram um pico unico.
Para o sélido rico em celulose, DTGpeak centrou-se em aproximadamente 358 °C e para CNC,

em 302 °C.
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Figura 2.12 Curvas de (A) TGA e (B) DTG correspondente para as amostras de substrato rico em celulose
e filmes monocomponentes CNF e CNC. Em (A) estdo indicas as Tq € em (B) as temperaturas de perda

de massa maxima (DTGpeak) para as amostras.

No sélido celuldsico e nos AH-CNCs, o principal evento de decomposicao térmica
estd relacionado a degradacdo da celulose cristalina, por isso ocorreu de modo prioritario a
temperaturas mais elevadas. Porém, comparativamente, a Tq de 274 °C e 0 menor DTGpeak do
filme de CNCs (302°C), em oposicdo a Tq de 286 °C e DTGpeak de 358 °C no substrato rico em
celulose, sdo atribuiveis a presenca de grupos substituintes éster-sulfato (Figura 2.6A), os quais
tornam a celulose nos nanocristais termicamente menos estavel do que a celulose de partida

(Moon et al., 2011). Algo similar deve ser pontuado quanto ao primeiro pico na DTG do filme
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de TO-CNFs, o qual pode ser relacionado a existéncia de substituintes carboxilato de sédio, cuja
estabilidade térmica é menor do que a da celulose pristina (Figura 2.6B). Ademais, Fukuzumi et
al. (2010) reportaram comportamento térmico parecido ao observado aqui, com a presenca de
um primeiro pico na DTG a temperaturas mais baixas, atribuindo-o a decomposicdo de
unidades anidroglucuronato de sédio (Figura 2.6C) muito sensiveis a temperatura, as quais

estdo presentes como pequenos residuos nas TO-CNFs.

Para aumentar a estabilidade térmica das TO-CNFs, o grupo do professor Akira
Isogai introduziu protocolos como o pds-tratamento para a oxidacdo ou a redugdo adicionais
(Shinoda et al., 2012). Ainda, este grupo de pesquisa propos a conducdo de um pds-tratamento
sequencial utilizando base e acido para remover as estruturas quimicas instaveis da celulose
oxidada, antes de proceder a metilacdo (Fukuzumi et al.,, 2010) ou a insercdo de enxertos
poliméricos nas TO-CNFs (Lavoine et al., 2016). Detalhes do pds-tratamento alcalino-acido
serdo discutidos na ultima secdo deste capitulo, considerando-se otimizacdes na estabilidade

térmica e, pioneiramente, na estabilidade colorimétrica de sistemas contendo TO-CNFs.

O envelhecimento a 80 °C e 75% RH por 168 h acarretou diferentes efeitos na
decomposicdo térmica dos filmes monocomponentes e nanocompadsitos. Na Tabela 2.3 estdo
compilados os dados de Tq e DTGpeak das amostras envelhecidas e ndao envelhecidas. O filme
CNC (Figura A8A, Apéndice A), assim como 0s nanocompdsitos contendo AH-CNCs e SA-LNPs
apresentaram maior estabilidade térmica do que o filme CNF antes e depois do envelhecimento
(Figura 2.13). Adicionalmente, nessa Ultima amostra o envelhecimento hidrotérmico severo
causou uma diminuicdo na Tq de 217 para 205 °C e deslocou os dois picos na DTG para
temperaturas mais baixas. Por sua vez, ndo foram observadas alteragGes no comportamento

térmico do filme monocomponente CNC ou dos nanocompdsitos.

Outrossim, foram observadas alteracdes no grau de polimerizacao viscosimétrico
(DPy) de amostras de TO-CNFs envelhecidas, mas ndo de filmes CNC e nanocompdsitos. Como
evidenciado na Figura 2.14, para o filme monocomponente CNF ocorreu uma diminuigao
significativa do DP, de 198 + 11 mondmeros na amostra ndo envelhecida para 107 + 2 na
amostra envelhecida. Para os filmes nanocompasitos, os DPy sdo estatisticamente equivalentes
ao do filme de CNF ndo envelhecido. Assim como o DP, do filme de AH-CNCs, que também

permaneceu constante apds o envelhecimento.
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Tabela 2.3 Temperatura inicial de decomposicdo térmica (T4), referente a 5% de perda de
massa na curva de TGA, e temperatura de perda de massa maxima (DTGpeak), obtida no pico da

curva de DTG. Medidas realizadas sob fluxo de nitrogénio para filmes ndo envelhecidos e

envelhecidos (80 °C e 75% RH por 168 h).

Filme Ta/°C DTGpeak(1)/°C DTGpeak2)/°C
CNF 217 243 309
CNF envelhecido 205 229 301
CNC 274 302 -
CNC envelhecido 273 307 -
CNF/CNC 221 246 318
CNF/CNC envelhecido 226 244 317
CNF/CNC/LNP1 224 248 313
CNF/CNC/LNP1 envelhecido 226 248 321
CNF/CNC/LNP10 225 249 316
CNF/CNC/LNP10 envelhecido 230 256 321
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Figura 2.13 Curvas de TGA (eixo esquerdo) e DTG correspondente (eixo direito) para filmes ndo

Temperatura/°C

envelhecidos e envelhecidos: (A) CNF, (B) CNF/CNC, (C) CNF/CNC/LNP1 e (D) CNF/CNC/LNP10.
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Reducdes no grau de polimerizacdo da celulose sdo frequentemente reportadas
como um resultado do envelhecimento artificial ou natural de materiais celulésicos, como o
papel (Dupont et al., 2007; Emsley et al., 1997; Zervos, 2010; X. Zou et al., 1994). O declinio do
DP é um efeito imediato da hidrdlise e da cisdo de cadeias de celulose (Matachowska et al,,
2020; Stephens et al., 2008). Esse fenomeno, em geral, ocorre simultaneamente a mudancas

de cor e/ou de propriedades fisico-quimicas, como a cristalinidade.
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Figura 2.14 DP, medido para diferentes filmes ndo envelhecidos e envelhecidos a 80 °C e 75% RH por
168 h. **Indica uma diferenca estatisticamente significativa entre as médias, com um nivel de confianca

de 95%, comparando-se uma mesma amostra ndo envelhecida e envelhecida.

Anadlises de XRD mostraram que o envelhecimento artificial acarretou um
decréscimo no indice de cristalinidade (Crl) da amostra contendo unicamente TO-CNFs (Figura
2.15A), o qual diminuiu de 75 + 3% para 66 + 3% (considerando duplicatas). O Crl do
nanocomposito bindrio CNF/CNC sofreu redugdo similar (79% para 70%), enquanto a
cristalinidade do nanocompdsito CNF/CNC/LNP1 diminui pouco (73% para 70%) (Figura A9,
Apéndice A). Duas hipoteses principais poderiam justificar esse comportamento observado
para 0s sistemas majoritariamente compostos por nanofibrilas de celulose e estdo

representados esquematicamente na Figura 2.15C:

(1) Durante o envelhecimento hidrotérmico, processos de hidrodlise acida e
oxidacdo progridem exaustivamente até danificar [ii] os dominios cristalinos de celulose
(Stephens et al., 2008), levando a [iv] cisdo de cadeias e a reducdo do DP (como observado

previamente para o filme CNF), entdo acarretando o decréscimo do Crl.
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(2) Adicionalmente, [v] o surgimento de defeitos nos dominios cristalinos em
decorréncia do estresse de intumescimento de fibras ja danificadas é favorecido sob condicdes

severas de umidade relativa elevada (Mo et al., 2020; Needles & Nowak, 1990).

Por sua vez, o Crl do nanocompdsito CNF/CNC/LNP10 aumentou de 63 + 4% para
71 + 2% (considerando duplicatas) apds o envelhecimento (Figura 2.15B). Incrementos na
cristalinidade sdo bastante comuns para amostras de papel (Stephens et al., 2008; X. Zou et al.,
1994) e madeira (Lionetto et al., 2012; Tariqur et al., 2000) submetidas a deterioracdo em
condicOes de temperatura e/ou umidade relativa elevadas. Como mostrado na Figura 2.15C,

esse comportamento poderia ser explicado por outras duas hipdteses:

(3) A deterioracdo da celulose, inclusive das [i] TO-CNFs, por mecanismos
hidroliticos e/ou oxidativos se processa prioritariamente nas [iii] regiGes amorfas das cadeias
celuldsicas (Stephens et al., 2008). Essas regides sdo também mais suscetiveis a decomposicdo
térmica (Tariqur et al., 2000). Assim, ocorre [vi] a favordvel degradacdo de zonas amorfas nas
cadeias celuldsicas e/ou fragcdes amorfas nas fibrilas de celulose. No entanto, a degradacdo de
regides amorfas ocorreria, necessariamente, de modo concomitante a diminuicdo do DP, o que
ndo foi observado para este nanocompdsito. Diferentemente, a degradacdo e a eliminacdo de
fracBes/fragmentos amorfos  presentes nas TO-CNFs, especialmente  unidades
anidroglucuronato de sédio termicamente instaveis, também poderiam contribuir para o
aumento proporcional da cristalinidade da amostra, sem necessariamente vir acompanhado

por diminuicdes no DP.

(4) Finalmente, [vii] a mobilidade, a reorientacdo e o rearranjo das cadeias de
celulose amorfa sob condi¢cdes de alta RH e temperatura poderiam promover a sua
cristalizacdo, assim aumentando o Crl (Tariqur et al., 2000; Tyufekchiev et al., 2019). Analises
de DSC mostraram que a amostra CNF/CNC/LNP10 exibiu um evento térmico exotérmico pouco
intenso, mas bem definido em cerca de 88 °C no segundo aguecimento, atribuido a
recristalizacdo do material (Figura A10B, Apéndice A). A temperatura de inicio do evento
térmico foi estabelecida como 81 °C para a amostra ndo envelhecida, sendo consistente com o
aumento de cristalinidade observado para esse filme ao ser envelhecido a 80 °C por 168 h. A
recristalizacdo estd associada ao fendmeno de reorganizacdo de cadeias poliméricas amorfas
de modo a formar uma estrutura cristalina mais estavel durante o aguecimento (Furushima et

al., 2018). Esse resultado indicou que o aumento na cristalinidade da amostra CNF/CNC/LNP10
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pode ter sido uma consequéncia da eliminacdo de componentes amorfos e da concomitante

recristalizacdo de cadeias celuldsicas constituintes do filme.
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Figura 2.15 Difratogramas de raios-X de filmes (A) monocomponente CNF e (B) nanocompdsito
CNF/CNC/LNP10 antes e apds envelhecimento hidrotérmico severo por 168 h. Picos caracteristicos da
celulose If indicados em (A) (French, 2014). (C) Representa¢do esquematica de [i] rede de nanofibrilas
de celulose com [ii] dominios cristalinos e [iii] regides amorfas, e os provaveis fendmenos responsaveis
por alterar a cristalinidade: [iv] a cisdo de cadeias de celulose, inclusive nos dominios amorfos e [v] o
estresse severo do intumescimento e o aparecimento de falhas nas regides cristalinas causam a reducdo
da cristalinidade; [vi] a decomposicdo de fragcdes amorfas e a cisdo de cadeias com a degradacgdo de

regides amorfas e [vii] a cristalizacdo de celulose amorfa acarretam o aumento da cristalinidade.
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Como resultados auxiliares, as andlises de DSC mostraram também que o evento
térmico de liberagdo de moléculas de dgua a partir do filme CNF e de todos os nanocompdsitos
variou de 117 a 122°C no primeiro aquecimento. Ademais, durante o primeiro resfriamento a
uma taxa de 5 ou 10 °C min, os filmes ndo cristalizaram a partir do fundido (Figura A10A,

Apéndice A).

Ademais, a menor cristalinidade inicial dos filmes CNF/CNC/LNP1 e
CNF/CNC/LNP10 pode ser atribuida a presenca de nanolignina nessas amostras, haja vista o
carater amorfo desse material (Glasser, 2019). Ainda, o comportamento diferenciado dessas
amostras (menor reducdo do Crl ou incremento do Crl apds o envelhecimento) também
poderiam ser associados a acdo estabilizadora desempenhada pela nanolignina nesses

sistemas.

2.3.4 Papel da acao antioxidante da nanolignina na mitigacao da

deterioracao dos filmes

Os filmes nanocompdsitos contendo nanolignina apresentaram maior estabilidade
colorimétrica, térmica e quimica do que os filmes constituidos exclusivamente por TO-CNFs. A
presenca de AH-CNCs, mais resistentes quimicamente e termicamente do que as TO-CNFs,
certamente contribuiu para o aperfeicoamento dessas propriedades. No entanto, a presenca
de nanolignina acarretou uma contribuicdao ainda mais notavel a manutengao da cor (Figura
2.11) e a melhoria nas propriedades térmicas (Tabela 2.3). Observou-se, inclusive, que as
temperaturas de degradacdo (Tq € DTGpeak) foram maiores no nanocompdsito CNF/CNC/LNP10

do que no filmes CNF/CNC.

Assim, investigou-se a atividade antioxidante da nanolignina contida nos filmes a
fim de se estimar a contribuicdo dessa propriedade para a estabilidade dos nanocompdsitos
submetidos ao envelhecimento hidrotérmico severo. Para tal, utilizou-se um ensaio
colorimétrico que permitiu a mensuracdo da capacidade dos filmes de suprimir ou consumir o
radical DPPH (2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazin-1-il) em dioxano/metanol (Figura 2.16)
ou em etanol (Figura A11, Apéndice A). Este é um ensaio tipicamente utilizado para avaliar a
capacidade antioxidante da lignina em solucdo (Pan et al.,, 2006), de LNPs em dispersao

(Trevisan & Rezende, 2020) e de filmes de derivados de celulose incorporados com agentes
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antioxidantes (C. M. Noronha et al., 2014). O radical livre DPPH é bastante estavel e apresenta
coloracdo roxa. O consumo do composto por espécies antioxidantes pode ser monitorado em

espectrofotdmetro UV-Vis, considerando a absorbancia maxima em 515 nm (Amax).

Verificou-se, ao inicio da analise, reducdo da absorbancia relativa em Amzy,
indicando a supressao instantanea do DPPHe ao entrar em contanto com os nanocompdsitos
que continham SA-LNPs (Figura 2.16A). Nesse momento, a capacidade antioxidante do
nanocomposito CNF/CNC/LNP10 foi significativamente maior do que a de CNF/CNC/LNP1 e
CNF/CNC, com um nivel de confianca de 95% (Figura 2.16D). Como reportado na Tabela 2.4,
apdés 16 e 30 min do ensaio de contato, o nanocompdsito formado unicamente por
nanoceluloses continuou a ndo demonstrar capacidade antioxidante substancial. Por sua vez,
para os nanocompdsitos contendo 1 e 10% (m/m) de SA-LNPs, a supressdo de DPPHe por
contato em dioxano/metanol aumentou para até 37%. Em etanol, apds 30 min, a supressao de
DPPHe extrapolou 40% (Figura All, Apéndice A). Esses valores sdo compardveis e quica
superiores aos valores de atividade de supressdo de radical DPPH reportados para filmes
comestiveis de metilcelulose incorporados com nanocdpsulas de a-tocoferol (vitamina E),
conhecida por sua alta capacidade antioxidante. Filmes contendo 30, 50 e 70% (m/m) de a-
tocoferol apresentaram capacidade antioxidante em etanol de, aproximadamente, 33%, 42% e

56% respectivamente (C. M. Noronha et al., 2014).

A elevada capacidade antioxidante de SA-LNPs oriundas das folhas de capim
elefante ja foi reportada antes para nanoparticulas em dispersdo aquosa (cerca de 80% na
concentracdo de 1 mg ml?l) (Trevisan & Rezende, 2020). Aqui, mediu-se a capacidade
antioxidante das nanoparticulas aprisionadas nos nanocompdsitos, sendo imprescindivel que
se considere que a supressdao do radical, a qual é mediada pelo contato, processa-se
principalmente na superficie dos filmes. Essa observacdo pode justificar a auséncia de diferenca
observada para a capacidade antioxidante das amostras CNF/CNC/LNP1 e CNF/CNC/LNP10 em
tempos de ensaio superiores a 16 min. Ainda que a andlise empregada ndo evidencie diferenca
notavel entre esses nanocompdsitos, as nanoparticulas presentes no interior dos filmes
contribuem também para a melhoria das propriedades dos sistemas, como estabilidade
térmica e colorimétrica, e potencialmente sdo otimizadas com maiores concentraces de
nanolignina — como é o caso da capacidade de absorgdo UV. Por outro lado, o uso de menores

concentracdes de nanolignina coopera para a obtencdo de filmes incolores e transparentes.
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Pequenas quantidades de lignina (1% m/m) sdo usualmente incorporadas a
materiais poliméricos como uma estratégia para estabilizar tais sistemas contra a oxidacdo
térmica e a foto-oxidacao, lancando-se mao da capacidade antioxidante dessa macromolécula
fendlica (Pouteau et al., 2003). Sdo justamente as hidroxilas fendlicas presentes na estrutura
da lignina que, atuando como doadores de prétons, estabilizam radicais por suas estruturas de

ressonancia e, desse modo, conseguem suprimi-los (Domenek et al., 2013).

0 min 16 min
A Referéncia B Referéncia
06 —— CNF/CNC 0,6 ——CNF/CNC
——— CNF/CNC/LNP1 —— CNF/CNC/LNP1
5 —— CNF/CNC/LNP10 = —— CNF/CNG/LNP10
e s
@ 0,4 ©
© ©
= c
«0 <0
o 0
—_ —
@ 0.2 ?
0 Q0
< <
0,0 ; : : 0,0 . : .
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Comprimento de onda/nm Comprimento de onda/nm
30 min
Referéncia | [ Jomin
061 C —— CNF/CNC + % D B 16 min
—— CNF/CNC/LNP1 & (130 min
S —— CNF/CNC/LNP10 o 407
o ]
@ 0,4 T 30 N .
(5] o
<% lg
2 8 20+
2 02 §.
g A 10+
R
0,0 ; : : 0
400 500 600 700 800 CNF/CNC CNF/CNC/LNP1 CNF/CNC/LNP10
Comprimento de onda/nm Filmes

Figura 2.16 Resultados dos ensaios de capacidade antioxidante para os filmes nanocompdsitos.
Espectros UV-Vis mostrando a variacdo da intensidade relativa da banda de absor¢do em ~515 nm apds
(A) 0 min, (B) 16 min e (C) 30 min de ensaio de supressdo do radical DPPH em dioxano/metanol. (D)
%Supressdo de DPPHe apds 0, 16 e 30 min de contato com os filmes nanocompdsitos analisados. Em

(A—C), referéncia é o sistema contendo DPPHe em solu¢do, na auséncia dos filmes estudados.

Finalmente, no caso dos nanocompdsitos contendo nanolignina, o envelhecimento
hidrotérmico severo ndo mudou a boa performance antioxidativa desses filmes. Contudo, apds
o envelhecimento, a capacidade antioxidante do filme CNF/CNC mudou drastica e
significativamente, atingindo até 43% em ensaios de 30 min e superando a agao antioxidante

dos filmes contendo 1 e 10% (m/m) de SA-LNPs (Figura 2.17 e Tabela A2, Apéndice A).
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Fato analogo ja foi reportado na literatura (L. Zhang et al., 2017). Em amostras de
celulose microcristalina oxidada com periodato de sédio, diferentes contelddos de aldeidos
acarretaram diferentes graus de capacidade antioxidante na supressdo de DPPHe. Duas
hipdteses embasam as justificativas para a variacdo da a¢do antioxidante observada. A
presenca de dialdeidos diminuem a energia de dissociacdo das ligacdes de hidrogénio entre
moléculas de celulose, aumentando a habilidade da celulose em doar prétons. Além disso, a
modificacdo quimica pode ser acompanhada por reducdo da massa molar do polissacarideo. A

cisdo de cadeias leva, proporcionalmente, a existéncia de mais grupos redutores terminais,
capazes de fazerem a acepcdo e eliminacdo de radicais livres. De fato, para a amostra

monocomponente de TO-CNFs, o envelhecimento acarretou diminuicdo no DP,, indicando a

ocorréncia de cisdo de cadeias celuldsicas.
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Figura 2.17 Supressdo de radical DPPH pelos filmes nanocompdsitos, antes e apds o envelhecimento

artificial a 80 °C e 75% de RH por 168h, em ensaios de 0, 16 e 30 min em dioxano/metanol. Resultados

expressos como a média de duplicatas.
Ainda que o decréscimo no DP, do filme CNF/CNC ndo tenha sido significativo, os

produtos da oxidacdo e da hidrdlise das TO-CNFs podem ter cooperado para o incremento da
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acdo antioxidante nesse filme apds o envelhecimento. Assim, o filme sem nanolignina parece
ter se deteriorado mais comparativamente aos demais nanocompdsitos, especialmente
CNF/CNC/LNP10, o qual mostrou capacidade imediata de supressdo de DPPHe e sofreu menos

os efeitos sinérgicos da deterioracdo hidrotérmica.

A boa performance antioxidante dos nanocompésitos contendo 1 e 10% (m/m) de
nanolignina certamente contribuiu para a maior estabilidade desses filmes sob condicdes
adversas de envelhecimento artificialmente acelerado. As caracteristicas antioxidantes
intrinsecas a lignina a tornam uma aliada natural e barata para a elaboracdo de produtos
imbuidos de estabilidade, sem a necessidade de adicdo extra de outras espécies antioxidantes

sintéticas, como o butil hidroxianisol (BHA), ou naturais, como o acido ascoérbico.

2.3.5 Outra estratégia para aumentar a estabilidade colorimétrica e

térmica dos filmes contendo nanolignina ou nao

As discussGes conduzidas até aqui demonstraram a contribuicdo da incorporacao
de SA-LNPs para a estabilidade de filmes nanocompdsitos submetidos ao envelhecimento
hidrotérmico severo. Ao mesmo tempo, a caracterizacdo realizada para filmes
monocomponentes de TO-CNFs evidenciaram a susceptibilidade dessas nanoestruturas a
deterioracdo. Como mencionado anteriormente, nanofibrilas oxidadas por TEMPO usualmente
contém unidades anidroglucuronato de sdédio e grupos carboxilato de sdédio, os quais sdo
termicamente instaveis (Fukuzumi et al., 2009, 2010; Lavoine et al., 2016). Nos espectros de
ATR-FTIR, na Figura 2.18A, é possivel discernir o aumento da banda de absor¢ao em cerca de
1600 cm, atribuida a insercdo dos grupos funcionais carboxilato de sddio na celulose
(substrato rico em celulose) apds a oxidacdo mediada por TEMPO (Coseri et al., 2015). A
remocdo de tais desencadeadores de degradacdo poderia cooperar para o aumento da
estabilidade das TO-CNFs. Estudos anteriores ja evidenciaram a contribuicdo de tal
procedimento para melhorias na estabilidade térmica (Fukuzumi et al., 2010; Lavoine et al.,
2016), mas aqui avaliou-se também o efeito da remocdo desses grupos sobre a estabilidade

fisico-quimica e colorimétrica dessas nanoestruturas.
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Figura 2.18 (A) Espectros de ATR-FTIR para o substrato rico em celulose e os filmes CNF (composto por
TO-CNFs) e CNF poés-tratamento (composto por TO-CNFs pds-tratadas). A marcacdo retangular em
amarelo indica a banda de absor¢do em cerca de 1600 cm™, referente ao grupo carboxilato em sua
forma de sal de sddio (Coseri et al., 2015). (B) Espectros de FTIR correspondentes a um pixel vermelho
e a um pixel azul representativos, coletados por micro-FTIR. A resolu¢do espacial do equipamento é de
5,5 um, i.e., cada pixel corresponde a uma area amostrada de cerca de 30 pm?. (C) Micrografias dpticas
(esquerda) capturadas para uma area dos filmes CNF, CNF envelhecido e CNF pds-tratamento,
acompanhadas por mapas 2D obtidos pela analise de micro-FTIR para diferentes areas aleatdrias dos
mesmos filmes (direita). Barras de escala: 100 pum. Escala de falsa cor: menor intensidade de

absorbancia da banda integrada (1760-1530 cm™) em azul e maior intensidade em vermelho.
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Para retirar as unidades anidroglucuronato presentes como residuos nas TO-CNFs,
realizou-se um pds-tratamento alcalino com NaOH 1 mol It a uma temperatura elevada (~100
°C). Na sequéncia, conduziu-se uma etapa acida com HCl 0,1 mol It & temperatura ambiente,
para converter grupos carboxilato de sédio a grupos acido carboxilico livres (Fukuzumi et al.,
2010). Como mostrado no espectro de ATR-FTIR para o filme CNF pds-tratamento, preparado
com TO-CNFs pds-tratadas, verificou-se um decréscimo significativo na intensidade relativa da

banda de absorcdo atribuida aos grupos carboxilato de sédio (Figura 2.18A).

Além disso, o mapeamento bidimensional por micro-FTIR (Figura 2.18B, C) mostrou
uma elevada distribuicdo espacial desses grupos na superficie dos filmes CNF pristino e
envelhecido. Por sua vez, a intensidade da banda integrada (1760 a 1530 cm™) diminuiu
substancialmente apds o pds-tratamento, indicando um decréscimo generalizado (mas ndo a
extincdo) da presenca de tais grupos na superficie. Tais mudancgas estruturais impactaram nas
propriedades de superficie e puderam ser correlacionadas a outras propriedades volumétricas

dos nanomateriais por meio da analise térmica e do grau de polimerizagcdo das amostras.

As curvas de TGA e DTG confirmaram o aumento da estabilidade térmica do filme
CNF como resultado do pds-tratamento (Figura 2.19). A curva de DTG mais larga no filme de
TO-CNFs, com um DTGpeak inicial em aproximadamente 243 °C, foi substituida por um pico mais
estreito e Unico no filme de TO-CNFs p&s-tratadas, com DTGpeak centrado em 337 °C. Da mesma
forma, os filmes nanocompdsitos preparados com essas mesmas TO-CNFs pds-tratadas,
adicionando-se AH-CNCs e SA-LNPs, também apresentaram T4 € DTGpeak Mais elevados do que
seus andlogos preparados com TO-CNFs contendo unidades anidroglucuronato de sédio e

grupos carboxilato de sédio (Figuras A12, Apéndice A).

Em um estudo ainda sem precedentes, investigou-se também o impacto desse pds-
tratamento na colorimetria de filmes baseados em TO-CNFs. Como pode ser visualizado na
Figura 2.20, os parametros colorimétricos dos filmes preparados com TO-CNFs pds-tratadas
foram virtualmente equivalentes aqueles dos filmes monocomponentes e nanocompdsitos
preparados com TO-CNFs ndo pds-tratadas (Figura 2.10). O DP, do filme CNF pds-tratamento
foi medido como 291 + 1 monbmeros, superior ao da amostra ndo tratada (198 = 11),
provavelmente em virtude da remocdo de fragmentos de anidroglucuronato de sddio, cuja

massa molar é baixa. Ademais, a remocao dos grupos instaveis diminui a ocorréncia de reacdes
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de eliminacdo B e de despolimerizacdo das TO-CNFs quando solubilizadas em CED, fato que

poderia contribuir para a mensurac¢do de valores de DP, subestimados (Shinoda et al., 2012).
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Figura 2.19 Curva de TGA (eixo esquerdo) e DTG correspondente (eixo direito) para filme

monocomponente CNF pds-tratamento, composto por TO-CNFs pds-tratadas.
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Figura 2.20 Parametros colorimétricos medidos no espaco de cor ClIEL*a*b* para os filmes

monocomponentes e nanocompdsitos (pds-tratamento), constituidos por TO-CNFs pds-tratadas.

Expressou-se cada valor como a média e o desvio-padrdo de ao menos 4 replicatas.

Por outro lado, quando os novos filmes (pds-tratamento) foram submetidos ao

envelhecimento a 80 °C e 75% RH por 24 ou 168 h, tanto a AE (Figura 2.21) quando as variacdes

nos parametros colorimétricos L*a*b* (Figura A13, Apéndice A) foram despreziveis. Ou seja,
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foram menores do que o critério de tolerancia aceito aqui (AE < 3,5) e significativamente
inferiores as mudancas verificadas anteriormente para os filmes monocomponentes e
nanocompositos preparados com TO-CNFs sem o pods-tratamento. O DP, desta amostra
também permaneceu constante apds o envelhecimento (300 + 8 mondmeros), indicando a
auséncia de processos significativos de cisdo de cadeias. Assim, pode-se concluir que esse pds-
tratamento foi eficiente ndo apenas para incrementar a estabilidade térmica, como ja
reportado anteriormente, mas também para aperfeicoar a estabilidade colorimétrica e

estrutural de filmes contendo TO-CNFs.

30
B CNF

1 ] CNF pés-tratamento
24 { Il CNF/CNC

[ | CNF/CNC pés

| I CNF/CNC/LNP1

18- [__] CNF/CNC/LNP1 pés
I CNF/CNC/LNP10

| 2] CNF/CNC/LNP10 pos
12

AE

24 h | 168 h
Tempo de envelhecimento/h

Figura 2.21 AE calculado a partir da variagdo dos parametros colorimétricos dos filmes (sem e com pds-
tratamento das TO-CNFs) apds 24h e 168 h de envelhecimento artificial a 80 °C e 75% RH. As linhas

pontilhadas delimitam o valor de 3,5 no eixo das ordenadas.
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2.4 Conclusoes

Lancando mao da compatibilidade natural e inerente entre celulose e lignina, filmes
nanocompadsitos contendo nanoceluloses e nanolignina foram satisfatoriamente preparados.
Os filmes transparentes apresentaram crescente capacidade de fotoabsorcdo na regido do UV,

em virtude da incorporac¢do de nanolignina.

A presenca de nanoparticulas de lignina contribuiu para mitigar a falta de
estabilidade colorimétrica, térmica e fisico-quimica das nanofibrilas de celulose preparadas via
oxidagdao por TEMPO. Nanocompdsitos contendo LNPs resistiram mais as mudancas
colorimétricas e estruturais desencadeadas pelos efeitos sinérgicos da temperatura e umidade
relativa elevadas, em ensaios de envelhecimento hidrotérmico. Por outro lado, o filme
monocomponente de CNFs oxidadas por TEMPO se mostrou mais susceptivel a deterioracao.
Esse sistema sofreu mudancas mais pronunciadas: escureceu e amareleceu significativamente,
ao passo que seu grau de polimerizacdo, sua cristalinidade e sua estabilidade térmica
decresceram apds o envelhecimento artificialmente acelerado a temperatura de 80 °C e

umidade relativa de 75% por 168 h.

O incremento da resisténcia dos nanocompdsitos ao envelhecimento foi atribuido
a atividade antioxidante das LNPs, compardvel a de outros antioxidantes naturais. A
incorporacao conjunta de nanocristais de celulose — muito cristalinos e, por isso, quimicamente
estaveis — também foi benéfica. A incorporacdo de LNPs é uma estratégia mais simples e
ambientalmente recomenddvel do que outras estratégias utilizadas para aumentar a
resisténcia térmica de CNFs oxidadas por TEMPO, por exemplo, através da sua oxidacdao ou
reducdo exaustivas, ou ainda através de reacGes de metilagdo ou insercdo de enxertos

poliméricos.

Adicionalmente, o estudo apresentado aqui mostrou que a execucdo de um pos-
tratamento alcalino-acido foi efetiva para remover residuos e grupos funcionais instaveis das
CNFs oxidadas por TEMPO. Os filmes preparados com essas nanofibrilas pds-tratadas resistiram
mais ao envelhecimento artificial. Esse resultado revelou a notavel contribuicdo desses grupos
e unidades residuais ndo apenas para a instabilidade térmica, como ja era conhecido na

literatura, mas também para a instabilidade colorimétrica de produtos celuldsicos.
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Desse modo, a incorporacdo de LNPs e o pds-tratamento sdo duas alternativas
eficazes para propiciar a utilizacdo de CNFs oxidadas por TEMPO em aplicacdes duradouras,
como em revestimentos protetivos. Nesse caso especifico, a utilizacdo de TO-CNFs poderia ser
inviabilizada devido a sua falta de resisténcia ao envelhecimento. Um revestimento composto
por essas nanoestruturas potencialmente sofreria alteracdes em sua coloracdo e integridade
quimica com o passar do tempo ou sob condicdes severas de temperatura e umidade relativa.
Esses inconvenientes e desvantagens foram superados com a utilizacdo das estratégias

apresentadas anteriormente.

No capitulo a seguir serdo explorados os desdobramentos da aplicacdo, como
revestimentos protetivos para substratos celuldsicos, de nanocompdsitos constituidos por

nanofibrilas pds-tratadas e incorporados com nanocristais de celulose e nanolignina.



77

Capitulo 3

Nanocompaositos de nanocelulose e nanolignina

em revestimentos protetivos

CNFs, CNCs e LNPs sdo nanoestruturas muito adequadas a aplicacdes como agentes
de reforco (Aulin & Strém, 2013; Bilbao-Sainz et al., 2011; Kluge et al., 2017; Okahashi et al.,
2021; Vardanyan et al., 2015) ou como componentes majoritdrios (Cusola et al., 2018; Herrera
et al., 2016; Pacaphol & Aht-ong, 2017; Pucekovic¢ et al., 2015; Tarrés et al., 2016; Zimniewska
et al., 2008) em revestimentos multifuncionais. A maior parte dos trabalhos reportados na
literatura versa sobre a aplicacdo separada desses nanomateriais. No entanto, a aplicacdo
combinada de CNCs e lignina ja foi proposta para a formacdo de revestimentos transparentes
com capacidade de protecdo UV, suportados em substratos de quartzo (Hambardzumyan et
al., 2012). Neste capitulo, serd introduzida a aplicacdo combinada de CNFs, CNCs e LNPs em
nanocompasitos ternarios destinados ao revestimento protetivo de substratos celuldésicos, i.e.,

madeira, papel e tecido.

A principio serdo apresentados brevemente os atributos necessarios aos
revestimentos protetivos e o estado da arte relativo aos revestimentos utilizados para a
protecdo de suportes celulésicos. Na sequéncia, a abordagem tedrica se circunscrevera aos
revestimentos destinados a protecdo de obras de arte baseadas em madeira, papel e tecido,
também considerando algumas aplicacBes correlatas de nanoceluloses e nanolignina. Por fim,
serdo reportados a parte experimental, os resultados e discussGes, bem como as conclusdes

desta importante vertente do presente trabalho.
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3.1 Estado da arte

Segundo a norma ISO 4618, revestimentos sdo definidos como camadas continuas
formadas por uma ou mais aplicacdes de um material (liquido, pastoso ou em pd) sobre a
superficie de um substrato. A aplicacdo dos revestimentos envolve processos como imersdo
(dipping), pulverizacdo (spraying), uso de rolos e pincéis. O filme formado possui propriedades
protetivas, decorativas e/ou outras caracteristicas especificas. A mesma referéncia ainda
distingue tintas e vernizes. Tintas denotam materiais de revestimentos pigmentados, os quais
formam filmes opacos quando aplicados em substratos. Vernizes, por sua vez, sdo materiais de
revestimentos transparentes, cuja secagem se processa exclusivamente por oxidacdo (ISO
4618, 2014). Assim, para evitar equivocos, os materiais discutidos aqui serdo, em geral,
designados genericamente como revestimentos, especificando-se se sdo opacos ou

transparentes sempre que necessario.

3.1.1 Revestimentos protetivos para substratos celuldsicos

A exposicdo da superficie de substratos celuldsicos a agentes de deterioracdo
externos, como umidade, temperatura elevada, radiacdo ultravioleta ou estresse mecanico
(Pedersoli Jr. et al., 2016), aumenta a vulnerabilidade e pode acarretar danos a materiais como
madeira, papel e tecido. Além de efeitos no aspecto visual ou estético, os danos podem implicar
na deterioracdo material, com a perda da integridade e/ou funcionalidade do objeto em
questdo. Assim, como ilustrado na Figura 3.1, a aplicacdo de revestimentos protetivos pode ser
muito benéfica para aumentar a durabilidade e a vida util de substratos (Kluge et al., 2017).
Além disso, essas camadas superficiais também podem contribuir para a apresentacao estética
do objeto revestido, acentuando sua cor, conferindo-lhe brilho ou opacidade (Nikolic et al.,

2015).

Na literatura, ha uma profusdo de publicacSes contemplando a aplicacdo de
revestimentos protetivos em substratos metalicos (Clare & Swartz, 2015) e pétreos (La Russa
etal., 2012; Toniolo et al., 2002) sujeitos a intempéries (chuvas, ventos, incidéncia direta de luz
solar etc.). Nesses casos, o revestimento deve atuar como uma camada de passivagdo e/ou

sacrificio, ou seja, ele deve se deteriorar prioritariamente devido aos mecanismos de corrosdo,
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evitando a deterioracdo da superficie do substrato revestido. No caso de objetos baseados em
celulose, por exemplo, documentos graficos, pecas de mobilidrio ou decoracdo, usualmente
resguardados da acdo direta de intempéries, o revestimento protetivo deve apresentar
resisténcia ao envelhecimento, a degradacdo quimica e as flutuacGes de temperatura e
umidade (Kluge et al., 2017). Assim, além da salvaguarda do substrato revestido, a longevidade

do revestimento em si também deve ser levada em conta.

Agentes de deterioracao

Umidade Temperatura elevada uv Estresse mecanico

, N

Protecao
e/p_u Aplicacao usual:
estetica pincel, spray,
imersao ou
fiacao

= = \ ........
Camadas de revestimento
Espessuras médias: 200 nm a 100 pym

Figura 3.1 Esquema ilustrativo de alguns dos principais agentes de deterioragdo externos que podem
afetar substratos celuldsicos: umidade e temperatura elevadas, incidéncia de radiacdo luminosa
(especialmente na regido do UV) e estresse mecanico (manuseio ou acondicionamento inadequados,
atrito entre pecas etc.). A aplicacdo de camadas de revestimento na superficie da madeira, papel ou
tecido, utilizando-se técnicas com pincel, spray, imersdo ou fiacdo, pode ser benéfica para a protecdo
e/ou a apresentacdo estética de tais substratos. Considerando trabalhos reportados na literatura, a
espessura média dos revestimentos pode variar de cerca de 200 nm (Herrera et al., 2016) a 100 um

(Kluge et al., 2017; Vardanyan et al., 2015).

A aplicacdo desses revestimentos, assim como de outros tratamentos em suportes
celuldsicos, é usualmente realizada por spray (P. Baglioni & Giorgi, 2006; Crespo & Vifias, 1985)
ou com o auxilio de pincel (M. Baglioni et al., 2010; El-Feky et al., 2014; Rastogi & Samyn, 2015;
Voélkel et al., 2017; Q. Xu et al.,, 2020). Para que as propriedades do revestimento sejam

satisfatoriamente transferidas ao sistema revestido é imprescindivel que massa suficiente do
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material seja aplicada de modo a formar filmes/camadas continuas na superficie (Rastogi &
Samyn, 2015). A espessura dessas camadas varia de acordo com o material de revestimento e
a aplicacdo pleiteada, considerando-se ainda a preservacdo da microtextura da superficie

revestida, como serd discutido em breve.

Revestimentos cumprem um papel importante ao aprovisionar funcionalidades e
estender a vida util da superficie de substratos celuldsicos. Nesse contexto, o uso de
nanoparticulas, especialmente as nanoceluloses, € uma estratégia muito vantajosa (Kluge et
al., 2017). Mesmo em baixas concentracdes, por sua cristalinidade e razdo de aspecto, CNCs e
CNFs possuem elevada resisténcia mecanica e capacidade de reforgo. As nanoligninas, por sua
vez, foram menos exploradas até agora, mas sua capacidade antioxidante, antimicrobiana e de

protecdo UV também as tornam potenciais candidatas a aplicacdes em revestimentos.

Nanoceluloses sdo obtidas de fontes renovaveis, diferentemente de polimeros
derivados do petrdleo, dentre os quais se incluem alguns revestimentos de poliuretano, ceras,
vernizes e tintas alquidicas® — os quais também s3o responsaveis pela emissdo de diversos
compostos organicos volateis (Z. Guo et al.,, 1998). Ademais, haja vista a sua elevada
estabilidade coloidal, os sistemas contendo nanoparticulas de celulose sdo, em geral, baseados
em agua. A aplicacdo de resinas naturais, como o0s terpendides, e sintéticas, como o
Paraloid®B72 (copolimero de etil e metil metacrilato), usualmente requer o uso de compostos

organicos toxicos, como a terebintina e solventes aromaticos (Boelsums et al., 2020).

Numa primeira vertente, nanoceluloses podem ser incorporadas e/ou associadas a
resinas para aprimorar suas propriedades. Em aplicacdes em papel destinado a embalagens
flexiveis, camadas de CNFs foram combinadas a camadas de resinas alquidicas derivadas de
oleo de linhaca ou de petrdleo para aumentar as propriedades de barreira ao vapor de agua.
As camadas de verniz, aplicadas por impressdao e formadas por auto-oxidacdo seguida de
polimerizacdo, apresentaram espessura média de 19 um (Aulin & Strom, 2013). Para aplicacdes
em substratos de madeira (mobilidrios), CNFs ou CNCs foram incorporados a um verniz acrilico
comercial a base de agua. O estudo evidenciou que, no caso especifico, a performance dos

CNCs foi melhor do que a das CNFs, pois além de fornecer reforco mecanico, os primeiros

3 Resinas alquidicas sdo produzidas através da modificagdo de um poliéster (resultante da rea¢do de um &cido e
um alcool) com a adicdo de um dleo secante (acido graxo). A tinta comercial é geralmente composta por um
pigmento suspenso em uma solucdo de resina alquidica e um solvente derivado do petrdleo, como o nafta.
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preservaram a deformacdo plastica do verniz. A sor¢cdo ao vapor de dgua do revestimento ndo
foi afetada pela incorporacdo das nanoceluloses, mas a sua transparéncia optica foi reduzida

(Kluge et al., 2017).

Similarmente, Vardanyan et al. (2015) incorporaram CNCs (2% m/m) a um verniz
de poliuretano acrilico a base de dgua destinado a aplicacdes na forma de spray em madeira.
Além de ndo alterar a estabilidade colorimétrica dos vernizes aplicados, a presenca de CNCs
nas camadas de verniz (espessura: 100 um) incrementou a resisténcia ao envelhecimento
hidrotérmico e a radiacdo UV das superficies revestidas. Isto é, os parametros colorimétricos
se alteraram menos nas amostras contendo nanoparticulas. Os autores afirmaram que esse
efeito poderia ser atribuido ao maior espalhamento da radiacdo UV desempenhado pelos
CNCs. Em outros estudos, a incorporacao de celulose microcristalina como agente de reforco
ao Paraloid®B72, uma resina termoplastica muito utilizada em procedimentos de conservacao
e restauracdo de obras de arte, aumentou a estabilidade térmica, o médulo eldstico e de

armazenamento dos filmes formados (Cataldi et al., 2014a, 2014b).

Em outra abordagem, as nanoestruturas foram aplicadas diretamente, formando a
matriz continua do revestimento. Nanolignina obtida por ultrassonicacdo foi usada como um
revestimento monocomponente em linho destinado a vestuario, conferindo propriedades
bactericidas ao tecido (Zimniewska et al., 2008). Ainda, CNFs aplicadas por spin ou dip-coating
na superficie de papel poroso formaram camadas continuas com espessuras médias de 170 nm
a 23 um, as quais aumentaram as propriedades de barreira ao oxigénio do substrato (Herrera
et al., 2016). Outras metodologias baseadas no uso prioritdrio dessas nanoestruturas serdo
abordadas na secdo a seguir, com destaque aos materiais utilizados para a protecdo de

substratos celuldsicos imbuidos de valor cultural, histérico e/ou artistico.

3.1.2 Nanotecnologias e revestimentos protetivos para obras de
arte em suporte celuldsico

A Ciéncia da Conservacdo é uma disciplina complexa, que combina as Ciéncias da
Natureza (como a Quimica e a Biologia), as Artes e as Ciéncias Humanas em prol da preservacao
do patrimbnio tangivel — inclusive em suas atribuic®es intangiveis, isto &, seu valor cultural,
historico e/ou artistico (P. Baglioni et al., 2013). A conservacao de objetos e artefatos culturais,

assim, consiste em tratar diretamente a materialidade (ou estrutura material) desses bens, sem
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perder de vista a preservacdo de sua dimensdo histérica e estética (Froner & Souza, 2008;

Holling, 2017).

Protocolos de protecdo sdo conduzidos com o objetivo de prolongar a vida Util dos
objetos culturais. Ademais, os tratamentos porventura realizados devem salvaguardar a
integridade original da obra de arte: em sua esfera fisico-quimica (material), estética, historica
e informacional (Brandi, 2008; Froner & Souza, 2008). Portanto, a capacidade de prevenir ou
retardar processos de deterioracdo é imprescindivel em tais tratamentos, inclusive quando

nanoestruturas sao utilizadas nessa aplicacao.

Ha uma extensa literatura contemplando o desenvolvimento e a aplicacdo de
nanoparticulas alcalinas destinadas a desacidificacdo de papel e tecido (P. Baglioni et al., 2012;
Giorgi et al., 2002; Poggi et al., 2014), haja vista os maleficios causados pela hidrélise acida da
celulose. Recentemente, Xu et al. (2020) introduziram materiais hibridos de nanoparticulas de
hidroxido de calcio e CNCs para simultaneamente desacidificar e consolidar obras de arte em
papel deteriorado. As formulagdes ndo foram aplicadas como um revestimento, mas como um
consolidante (penetrando nas fibras do papel). Consolidantes sdo materiais utilizados para
aumentar a resisténcia mecanica a tragdo e preservar a integridade fisica de suportes, como o

papel ou a madeira.

Celulose bacteriana (BC) e CNFs também foram aplicadas individualmente na
superficie de papéis fragilizados a fim de consolidad-los. Com a aplicacdo, areas de papel
danificadas, rasgos e buracos/perdas foram preenchidos com o revestimento em grande
guantidade. No entanto, sob envelhecimento artificial, as amostras tratadas sofreram as
mesmas alteracGes que as amostras ndo tratadas (Volkel et al., 2017). Ou seja, os materiais
adicionados funcionaram como bons consolidantes, mas ndo cooperaram satisfatoriamente
para aumentar a estabilidade do papel consolidado. Analogamente, filmes finos de CNFs foram
aderidos na superficie de objetos de papel translicido, a fim de remenda-los e consolida-los
(Dreyfuss-Deseigne, 2017). Ainda, CNCs ou CNFs em altas concentraces (até 66% m/m)
combinados a ésteres de celulose, plastificantes e carbonato de calcio foram aplicados
diretamente em areas de perda de suporte em protétipos de papel naturalmente envelhecido.
Os nanocompdsitos opacos apresentaram elevada cristalinidade e homogeneidade, além de

performance mecanica e de envelhecimento superior a da polpa de papel artesanal, o material
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tradicionalmente utilizado para preencher lacunas em papel (Camargos, 2016; Camargos et al.,

2017, 2016).

CNFs, CNCs ou ainda CNFs combinadas com nanoparticulas de silica foram
aplicados no verso de telas de pintura, para consolida-las. As nanoceluloses formaram filmes
na superficie do tecido, sem grande penetracdo, e promoveram um reforco mecanico superior
ao de técnicas tradicionais, como o reentelamento do verso com uma tela nova ou o uso de
resinas sintéticas, como o Paraloid®B72 e o Beva®371 (etileno-vinil-acetato de Berger) (Kolman

et al., 2018; Nechyporchuk et al., 2018).

Finalmente, LNPs, BC e CNCs foram separadamente utilizados para impregnar
artefatos de madeira naturalmente envelhecidos e encharcados. A penetrabilidade dos
consolidantes de LNPs e CNCs se restringiu a cerca de 1 mm, enquanto a BC penetrou bem mais
na estrutura das paredes celulares que constituem a madeira. Porém, LNPs e BC acarretaram
alteracBes de cor nos substratos consolidados. Para melhorar a penetrabilidade e o
desempenho dos consolidantes nanométricos em controlar a retracdo das pecas de madeira,
Antonelli et al. (2020) indicam algumas hipdteses: alterar o processo de impregnacdo ou a
morfologia das nanoceluloses poderia facilitar a penetragdo; por sua vez, combinar
nanoparticulas filamentosas com nanoparticulas esféricas poderia ser benéfico para estruturar
redes que poderiam preencher mais adequadamente as lacunas dentro da madeira, dando
melhor suporte as paredes celulares. Pautando-se em ideia similar, mas considerando uma
aplicacdo diferente, uma estratégia baseada na combinacdo de CNFs, CNCs e LNPs para recobrir

e proteger substratos celuldsicos, incluindo madeira, serd apresentada a seguir.

Considerando o corpus de literatura pertinente apresentado nesta revisdo, conclui-
se que, de modo geral, o uso e a funcdo do material revestido determinam as propriedades
requeridas para o revestimento protetivo. Nos revestimentos para substratos celuldsicos,
especialmente na circunscricdo relativa aos objetos com valor cultural, os seguintes requisitos

deveriam ser levados em conta para o desenvolvimento de um tratamento ideal:

Transparéncia (Aulin & Strém, 2013);
Compatibilidade com o substrato (Saremi et al., 2020);
Flexibilidade (Jung et al., 1998);

Homogeneidade superficial/aspecto continuo (Rastogi & Samyn, 2015);



Capitulo 3. Nanocompdsitos de nanocelulose e nanolignina em revestimentos protetivos 84

Excelente adesdo ao substrato (Saremi et al., 2020);

Capacidade de molhar a superficie durante a aplicacdo;

Superficie hidrofébica (H. Liu et al., 2016);

Estabilidade fisico-quimica, térmica e colorimétrica (Kluge et al., 2017);
Permeabilidade ao vapor de agua equivalente a do substrato (Aulin &
Strém, 2013);

Protecdo contra a radiagdo UV (Vardanyan et al., 2015);

Protecdo contra o envelhecimento hidrotérmico (Vardanyan et al., 2015);
Protecdo contra a proliferacdo de micro-organismos, como a formacao de
biofilmes de bactérias ou fungos (Zimniewska et al., 2008);

Resisténcia mecanica a tracdo, a abrasdo e as dobras (Saremi et al., 2020);

Facilidade de aplicagado.
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3.2 Experimental

3.2.1 Preparo e aplicacao dos revestimentos protetivos

Os nanocompdsitos previamente apresentados e discutidos no capitulo 2,
Nanocompdsitos de nanocelulose e nanolignina, foram aplicados, nesta parte do trabalho,
como materiais de revestimento. As formula¢des continham de 0 a 10% (m/m) de SA-LNPs, 30

a 34% (m/m) de AH-CNCs e 60 a 66% (m/m) de TO-CNFs pds-tratadas (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Formulagdo dos revestimentos nanocompdsitos.

Filme TO-CNFs pds-tratadas AH-CNCs SA-LNPs
%(m/m) %(m/m) %(m/m)
NFC 66 34 0
NFCL1 65 34 1
NFCL10 60 30 10

As dispersdes aquosas das nanoestruturas foram combinadas e homogeneizadas
por sonicac¢do, de modo a formarem misturas com uma concentracdo final fixa de 10 mg ml™.
Volumes fixos das misturas foram aplicados com um pincel para formar filmes de revestimento
com uma razdo massa/drea de 1 mg cm? na superficie de protdtipos de madeira de balsa
(Ochroma pyramidale), papel de algoddo (Canson Mi-Teintes®, com gramatura de 160 g m~) e
tecido de algoddo cru (padronagem: tela ou tafetd). A espessura média desses substratos foi
medida como 1569 + 19 um, 253 + 7 um e 395 + 7 um, respectivamente. A secagem de uma
area de revestimento de 4 cm? demandou cerca de 2 h a temperatura ambiente e 50% RH. Para
comparacdes, aplicou-se de maneira similar o Paraloid®B72 (Casa do Restaurador, Sdo Paulo,
Brasil) também na concentracdo de 10 mg ml' em etanol ou tolueno. Como mencionado
anteriormente, essa resina acrilica € tradicionalmente utilizada como verniz em obras de arte

(Podany et al., 2001; Vingotte et al., 2019).

Exclusivamente no caso dos revestimentos aplicados em suportes téxteis, estudou-
se a adicdo de plastificantes aos hanocompdsitos para evitar o craguelamento das camadas
superficiais. Glicerol (GLY, massa molar: 92 g mol?), poli(etileno glicol) (PEG, massa molar: 750
g mol?) e poli(propileno glicol) (PPG, massa molar: 4000 g mol?) foram testados em
concentracdes de 1 ou 10% (m/m) em massa seca. Apds a combinacdo das dispersdes aquosas

de nanoparticulas, conforme descricdo acima, massa de plastificante proporcional a
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concentracdo pretendida foi adicionada a mistura, a qual foi homogeneizada por sonicacdo

branda (amplitude de 40%) antes da aplicagdo.

3.2.2 Preparo e aplicacdo de dispersoes de cera de carnauba

Um método adaptado de dispersdo por fusdo (Lozhechnikova et al., 2017) foi
desenvolvido para a producado de particulas de cera de carnauba por auto-organizacdo. Pellets
de cera foram suspensos em dgua deionizada (1% m/v) e o sistema foi aquecido até 95 °C em
um banho de 6leo de silicone. Depois que a cera se fundiu completamente na superficie da
agua, o sistema foi ultrassonicado por 10 min em um sonicador de ponteira operando a 40%
de amplitude, 220 watts de poténcia, utilizando-se uma macro ponta de titanio com 13 mm de
diametro. A dispersdo aquosa de cera de carnauba apresentou coloracdo esbranquicada e
aspecto opaco, e foi filtrada a vacuo antes da utilizacdo. Dispersdes com uma concentracdo de
1 mg ml foram aplicadas com um pincel em quatro dem&os na superficie de substratos ja

previamente revestidos com os nanocompdsitos, a fim de aumentar a hidrofobicidade dos

revestimentos.

3.2.3 Envelhecimento artificial acelerado dos revestimentos

Protétipos celuldsicos revestidos e nao revestidos foram hidrotermicamente
envelhecidos por até 168 h em condicdo de calor umido (80 °C e ~75% RH) (Hamed & Hassan,
2018;1SO 5630-2, 1985). Os substratos foram colocados dentro de frascos de vidro herméticos,
conforme descricdo apresentada no item 2.2.4, p. 48. Os ensaios foram conduzidos em seis

replicatas por amostra.

3.2.4 Ensaio de irradiacao UV

Amostras de polipropileno (PP) puro, com ou sem um anteparo feito por filmes
autossustentados de Paraloid®B72 ou nanocompdsitos sobrepostos, foram colocadas a uma
distancia de 12 cm de uma fonte de radiagdo UVA/UVB, conforme esquema na Figura 3.2, e
irradiadas por 168 h (Feng et al.,, 2016). Amostras de PP ndo irradiadas e irradiadas foram

analisadas por ATR-FTIR, conforme descricdo apresentada no item 2.2.5, p. 49.
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Figura 3.2 Esquema ilustrativo do aparato utilizado no ensaio de irradiacdo UV. (A) Amostras de PP
foram colocadas sob anteparos formados por filmes de nanocompdsito ou Paraloid®B72 suportados
lateralmente em chassis de madeira. As montagens foram entdo irradiadas com uma lampada UV cujo

(B) espectro de emissdo apresentava emissdo maxima na faixa de 300-400 nm.
3.2.5 Ensaio de permeabilidade ao vapor de agua (WVP)

O método ASTM E96-00 (2002) foi empregado com adaptacdes para a medida da
taxa de transmissdo de vapor de dgua (WVTR) e WVP em amostras de filmes autossustentados
e substratos com e sem revestimento. O método do “recipiente molhado” foi utilizado pois é o
mais recomendado para a analise de revestimentos que serdo submetidos a condi¢bes de
umidade relativamente elevada. Para materiais higroscopicos, como os substratos e
revestimentos considerados aqui, quanto maior a umidade relativa, maiores os resultados de
WVP. CorrecBes a norma (ar estagnado e superficie das amostras) ndo foram implementadas
pois todas as medidas foram realizadas de modo padronizado, permitindo a efetivacdo das
comparacdes pretendidas. Uma representacdo esquematica do aparato experimental utilizado
pode ser observada na Figura 3.3. Utilizaram-se frascos de vidro com diametro da base de 2,5
cm e didmetro de topo de 2 cm, de modo que uma drea exposta (buraco) de 1,1 cm? existia na
parte central da tampa. Os filmes foram moldados na abertura circular dos frascos ou os
substratos foram recortados para se encaixarem perfeitamente na drea interna total da tampa,
de 3,1 cm? (Figura 3.3A). Os recipientes foram preenchidos com 10 ml de 4dgua deionizada, as
tampas foram seladas com parafiime e os sistemas foram deixados em ambiente aberto com
umidade relativa média de 50%, monitorada com o auxilio de um termo-higrémetro (Figura
3.3B). Entdo, procedeu-se a gravimetria dos frascos em uma balanga com cinco casas decimais,

transcorridas O, 1, 8, 24, 32 e 48 horas de ensaio. A WVTR foi calculada como a razdo entre a
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inclinacdo da reta obtida por regressao linear no grafico da perda de massa de dgua em funcao

do tempo e a area exposta do filme. A seguir, a WVP foi calculada conforme a Equagdo 3.1:
WvVP = WVTR(%) (3.1)

em que x corresponde a espessura do filme ou do substrato e Ap é a diferenca da pressao

parcial de vapor (15800 kPa), considerando-se o gradiente expresso pela seguinte Equagdo 3.2:
Ap =S X (R1- R2) (3.2)

em que S é a pressdo saturada de vapor da dgua a 25 °C (3166 kPa), R1(100%) € a umidade

maxima no interior do frasco selado e R, (50%) é a umidade relativa média no exterior dos

frascos.
| e e—
A 2cm

i Substrato
Area central aberta revestido ou néo

(buraco) / 3,1cm?

1,1 cm?

Madeira Papel

Tampa Encaixe
-, interno

H,0
10 ml

25cm
Frasco de vidro

Figura 3.3 Esquema ilustrativo do aparato utilizado no ensaio de WVP. (A) Frascos de vidro cujas tampas
possuiam uma area central circular aberta (buraco) foram utilizados no experimento. As amostras de
substratos ou filmes autossustentados foram cortadas no tamanho exato da area interna das tampas
dos frascos e inseridas no encaixe interno das mesmas. (B) Os frascos foram preenchidos com agua
deionizada, de modo que, apds o encaixe e selamento da tampa, a umidade relativa maxima no interior
fosse de ~100%. A umidade externa foi de cerca de 50% durante todo o ensaio (monitorada com um

termo-higrémetro).
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3.2.6 Teste de remocao e reversibilidade

Nanorestore Gel® High Water Retention (HWR) (CSGI, UniFl, Italia), um hidrogel
guimico baseado em uma rede interpenetrada de pHEMA-PVP (poli(hidroxietil metacrilato) e
polivinilpirrolidona) e embebido em dgua deionizada (Figura 3.4A) foi empregado no ensaio
para verificar a capacidade dos revestimentos nanocompdsitos de serem removidos, isto é, a
reversibilidade do tratamento aplicado. O hidrogel com alta capacidade de retencdo de dgua
foi aderido a superficie dos substratos revestidos, pressionado e deixado em repouso por 2 h
(Figura 3.4B). Apds esse periodo, o hidrogel foi retirado da superficie e a remocdo do
revestimento (Figura 3.4C) foi avaliada por mapeamento 2D com micro-FTIR (descrigdo
apresentada no item 2.2.5, p. 52). Para tanto, o imageamento dos substratos pristinos (sem

qualquer tratamento) foi comparado ao dos substratos revestidos e apds o teste de remocao.

Figura 3.4 Fotografias sob luz visivel do (A) hidrogel Nanorestore Gel® HWR embebido em agua, (B) o
processo de limpeza com a adesdo do hidrogel a superficie dos substratos revestidos, (C) a finalizagdo
do processo de remogdo do revestimento, com a retirada do hidrogel. A seta vermelha em (C) indica a

camada de revestimento removida do substrato e aderida ao hidrogel.

3.2.7 Caracterizacao dos revestimentos e substratos revestidos

Medida da espessura média dos substratos: foi realizada em pelo menos 10 regides aleatorias

dos substratos revestidos e ndo revestidos, em triplicata, com um micrémetro Mitutoyo
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(Kanagawa, Japdo). A espessura dos revestimentos foi estimada aproximadamente com a

subtragdo entre a espessura dos substratos revestidos e nao revestidos.

Analise das coordenadas colorimétricas no espaco de cor CIEL*a*b*: as coordenadas
colorimétricas dos substratos antes e apds a aplicacdo dos revestimentos, bem como dos
substratos ndo revestidos e revestidos antes e apds o envelhecimento hidrotérmico foram
mensuradas conforme descri¢cdo apresentada no item 2.2.4, p. 48. A diferenca de cor (AE) entre
amostras ndo revestidas e revestidas, assim como entre amostras ndo envelhecidas e

envelhecidas foi calculada conforme a Equagdo 2.1 (item 2.2.5, p. 49).

Microscopia eletronica de varredura (SEM): a morfologia da superficie foi avaliada em
substratos parcialmente revestidos (regido de revestimento delimitada) usando um
microscopio eletrénico de varredura FEI SEM Inspect F50 (Hillsboro, OR, USA) operando a uma
voltagem de aceleracdo de 5 kV, com detector de elétrons secundarios. As amostras solidas
foram aderidas aos stubs de SEM com fita de carbono e recobertas com carbono em um Sputter
Coater Baltec SDC 050 (Balzers, Liechtenstein), utilizando-se uma corrente de 2,5 A até o

rompimento do filamento.

Microscopia de forga atdmica (AFM): a topografia e rugosidade da superficie de substratos ndo
revestidos e revestidos foi avaliada por AFM em um Environment Controlled Scanning Probe
Microscope Shimadzu WET — SPM (Quioto, Japdo). Imagens de topografia, amplitude e fase
foram coletadas em modo de ndo-contato, utilizando-se uma ponteira de silicio NCHR
PointProbe® (NanoWorld, Neuchatel, Suica) com raio de curvatura menor do que 8 nm,
cantiléver com frequéncia de ressonancia de 320 kHz e constante de forca de 42 N m™. Os
parametros de rugosidade (Ra, rugosidade média e Rq, desvio quadratico médio da altura), que
consideram as flutuacdes no perfil topografico das ordenadas em relacdo a linha média do
percurso de medicdo, foram calculados no software Gwyddion (versdo 2.56) em duas areas
diferentes por amostra (10x10 e 5x5 pum?). Os resultados foram expressos como a média e

desvio médio das duas medidas.

Medidas de angulo de contato: a molhabilidade foi determinada em substratos ndo revestidos
e revestidos, assim como em filmes nanocompdsitos autossustentados, por meio do método

da gota séssil com agua deionizada. Amostras planas foram fixadas com fita dupla-face em
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laminas de microscopio e os dngulos de contato com a dgua foram medidos em um gonidmetro
Kriss EasyDrop (Hamburgo, Alemanha). As andlises duraram 60 s, com medidas a cada 10s, e

foram realizadas em cinco replicatas em posicdes aleatdrias nos substratos.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Aspecto visual dos substratos celuldsicos revestidos

As formulac@es de revestimento NFC, NFCL1 e NFCL10 contendo, respectivamente,
0, 1 e 10% (m/m) de SA-LNPs, foram aplicadas com o auxilio de um pincel sobre a superficie de
prototipos de madeira de balsa (Figura 3.5A), papel de algoddo (Figura 3.5B) e tecido de
algoddo cru (Figura 3.5C). A fim de estabelecer comparagdes, avaliou-se também a aplicagao
de Paraloid®B72 (Figura B1, Apéndice B). Essa resina sintética é tradicionalmente utilizada
como revestimento ou consolidante em artefatos culturais (Podany et al., 2001; Vingotte et al.,
2019). A espessura média foi estimada como cerca de 17-23 um para os revestimentos

nanocompositos e 19—-26 um para o verniz comercial (Figura B2, Apéndice B).

A Madeira Revestida Revestida Revestida
Né&o revestida NFC NFCL1 NFCL10

B Papel Revestido Revestido Revestido
Nao revestido NFC NFCLA1 NFCL10

Tecido Revestido Revestido Revestido
Nao revestido NFC NFCLA1 NFCL10

Figura 3.5 Fotografias sob luz visivel dos substratos ndo revestidos e revestidos com os nanocompdsitos
NFC, NFCL1 e NFCL10: (A) madeira de balsa, (B) papel de algoddo e (C) tecido de algod&o cru. Protétipos

com um didmetro médio de cerca de 2,3 cm.



Capitulo 3. Nanocompdsitos de nanocelulose e nanolignina em revestimentos protetivos 93

A capacidade de preservar a apresentacdo estética dos substratos ou modifica-la o
minimo possivel é crucial em tecnologias de revestimento destinadas a aplicacdes diversas,
como a protecdo de artefatos com valor cultural, artistico e/ou histérico (De Ferri et al., 2013;
Mufioz Vifas, 2018). Como mostrado nas Figuras 3.5 e B1 (Apéndice B), o aspecto visual dos
substratos ndo sofreu alteracdes drasticas devido a aplicacdo dos revestimentos. Entretanto,
nos prototipos de papel e tecido, verificaram-se alteragdes nos parametros colorimétricos da
superficie medidos no espaco de cor CIEL*a*b*, quando os substratos ndo revestidos e

revestidos foram comparados.

Uma diferenca de cor (AE) superior a 3,5 indica discrepancia significativa entre a
cor de duas amostras, ou seja, um observador padrdo pode perceber a diferenca de cor entre
tais amostras (Mokrzycki & Tatol, 2011). AE ou ainda a variacdo nas coordenadas L*, a* e b*
nao foram significativas para o substrato de madeira revestida (Figuras 3.6A). Por outro lado,
diminuicBes em L* e aumentos em b* resultaram em AE significativo para o papel revestido
com NFCL1 e NFCL10 (Figuras 3.6B). A alteracdo colorimétrica indicou tendéncias de
escurecimento e amarelecimento, ou seja, a aplicacdo dos nanocompdsitos trouxe uma
coloracdo mais amarronzada ao substrato. A aplicacdo de NFC ou de Paraloid®B72 ndo
acarretou mudancas. No caso do tecido, apenas o revestimento NFCL10 alterou
significativamente os parametros colorimétricos L* e b*, acarretando aprecidvel AE (Figuras

3.6C).

Tais alteragdes colorimétricas ndo impedem o uso generalizado dos revestimentos
nanocompositos nos substratos celuldsicos aqui estudados. Entretanto, a leve alteracdo de cor
deve ser levada em conta de forma critica, caso a caso, antes de aplicagcdes praticas. Por
exemplo, considerando-se substratos com cores e tratamentos distintos (impressdo, gravuras,
estampas, pinturas etc.), os revestimentos nanocompdsitos poderiam ser muito adequados a
protecdo de uma escultura em madeira, uma peca de mobiliario ou um artefato téxtil
arqueoldgico. No entanto, as possiveis alteracdes nos parametros colorimétricos dos sistemas
revestidos poderiam alterar de modo indesejado a identidade visual de uma gravura em papel
ou um documento. Portanto, ainda que as caracteristicas colorimétricas ndo impliquem no
impedimento categoérico do uso de revestimentos contendo 1 e 10% de nanolignina em
suportes celuldsicos de um modo geral, € preciso ciéncia quanto as modificacBes estéticas

especificas que podem advir dessa aplicacdo em substratos muito alvos.
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Figura 3.6 Variagdo dos parametros colorimétricos (AL*, Aa* e Ab*) e diferenca de cor (AE) entre
substratos com e sem revestimento: (A) madeira, (B) papel e (C) tecido. As linhas pontilhadas delimitam
o limite de tolerancia de 3,5 no eixo das ordenadas. Valores expressos como médias e desvios-padrao

de ao menos 4 replicatas.
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3.3.2 Efeitos dos revestimentos na protecio contra o

envelhecimento hidrotérmico

O envelhecimento por calor Umido, isto é, sob condicdes de temperatura e
umidade relativa elevadas, pode danificar severamente a madeira (Lionetto et al.,, 2012;
Matsuo et al., 2011), o papel (Kato & Cameron, 1999; Lattuati-Derieux et al., 2006;
Matachowska et al., 2020; Vitale & Erhardt, 1993; X. Zou et al., 1994) e o tecido (Needles &
Nowak, 1990; Olaru et al.,, 2013). De fato, os valores de AE foram significativos para essas
amostras sem revestimentos quando submetidos ao envelhecimento hidrotérmico
artificialmente acelerado a 80 °C e 75% de RH por 168 h (Figura 3.7A). Papel e tecido ndo
revestidos, assim como substratos revestidos com Paraloid®B72, apresentaram as mudancas
de cor mais dramaticas apods o envelhecimento (Figura 3.7B). As varia¢Ges individuais nos
parametros colorimétricos em substratos ndo revestidos mostram que a luminosidade (L*) e a
variacdo no componente b* sdo as que mais contribuem para a alteracdo de cor, o que indica

escurecimento e amarelecimento (Figura B3, Apéndice B).

Por outro lado, a presenca de revestimentos nanocompdsitos minimizou as
mudancas de cor no papel e tecido, além de ndo influenciar a AE da madeira revestida quando
envelhecida. O desempenho dos nanocompdsitos foi inclusive superior ao do verniz comercial
Paraloid®B72, o qual apresentou variagdes de cor ainda maiores do que as do material ndo
revestido. Tal comportamento sugere que os revestimentos de nanoceluloses e nanolignina

estabilizaram e protegeram as superficies celuldsicas contra o envelhecimento por calor dmido.

A incorporagdo de baixas concentracdes de CNCs (0,5 a 2% m/m) em vernizes
sintéticos também foi eficiente ao aumentar a estabilidade de cor de madeira revestida quando
submetida a intemperismos (radiacdo UV, umidade relativa e temperatura elevadas) por até
1200 h (Vardanyan et al., 2015). Aqui, além dos AH-CNCs, os quais sdo bastante resistentes a
ataques quimicos devido a sua elevada cristalinidade, conjeturou-se que a presenca de SA-LNPs
conferiu capacidade antioxidante aos nanocompdsitos, sendo determinante para o

desempenho dos revestimentos protetivos.
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Figura 3.7 (A) AE calculado para substratos ndo revestidos e revestidos apds envelhecimento a 80 °Ce
75% de RH por 168 h em comparagdo aos mesmos substratos ndo envelhecidos. Valores expressos
como médias e desvios-padrdo de ao menos 4 replicatas. **Indica uma diferenca estatisticamente
significativa entre duas médias, com um nivel de confianga de 95%, sempre em comparagdo a média
obtida para as amostras nao revestidas. (B) Fotografias sob luz visivel dos substratos de madeira, papel

e tecido ndo revestidos e revestidos apds serem submetidos ao envelhecimento hidrotérmico.

3.3.3 Efeitos dos revestimentos na protecao contra a radiacao UV

Similarmente ao envelhecimento hidrotérmico, a exposicdo a radiacdo luminosa,
particularmente na faixa do UV, também pode desencadear a deterioracdo da celulose através
de reacGes de oxidacdo e foto-oxidacdo (Zervos, 2010). Assim, avaliou-se a capacidade de
fotoabsorcdo dos filmes nanocompdsitos e sua habilidade de proteger substratos submetidos

a radiacdo UV.

Como discutido no capitulo 2 e mostrado na Figura B4 (Apéndice B), filmes
autossustentados de NFCL1 e NFCL10, assim como de Paraloid®B72, sdo capazes de absorver
satisfatoriamente a radiacdo UV em comprimentos de onda entre 200 e 250 nm. O
nanocomposito contendo 10% (m/m) de SA-LNPs apresentou a maior eficiéncia de
fotoabsorgdo, com transmitancia menor do que 3% na regido do UVA e de 0% na regido do

UVB/UVC. O verniz comercial também apresentou transmitancia nula na regido do UVC.
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Avaliou-se, por meio de um ensaio de irradiacdo UV, o efeito da capacidade de
absorcdo UV da nanolignina na protecdo de substratos sobrepostos pelos nanocompdsitos
autossustentados. Filmes de Paraloid®B72 e nanocompdsitos foram colocados sobre corpos de
prova de polipropileno (PP), funcionando como um anteparo entre essas amostras e a
incidéncia direta de uma fonte de radiacdo UVA/UVB. Este é um ensaio padrdo utilizado para
avaliar a capacidade de protecdo UV de filmes sobrepostos, uma vez que o PP pristino contém
apenas atomos de carbono e hidrogénio, o que facilita a observacdo de alteracdes quimicas
decorrentes de sua foto-oxidacdo. Espectros de ATR-FTIR da amostra controle (PP ndo coberto)
e das amostras de PP irradiadas por 24 h indicaram que a exposi¢do por curto prazo nao
acarretou mudancas quimicas perceptiveis (Figura 3.8A). Apds 72 h de exposi¢do, o surgimento
da banda de absor¢do em cerca de 1720 cm™ indicou que a amostra controle comecou a se
deteriorar sob a irradiacao UV (Figura 3.8B). Essa banda de absorg¢dao pode ser atribuida a
vibracdo de estiramento de grupos carbonila (Feng et al., 2016), associavel a foto-oxidacdo do
PP. Tal ombro inexistia no espectro dos filmes de PP cobertos, sugerindo que todos os filmes
apresentaram propriedades de barreira UV por pelo menos 72 h. No entanto, apds 168 h de
exposicdo, a banda da carbonila em 1720 cm™ foi discernivel em todas as amostras de PP,
exceto aquela sob o filme nanocompdsitos NFCL10 (Figura 3.8C). Assim, esse filme
desempenhou a funcdo de protecdo UV por um tempo mais prolongado do que os demais

filmes, incluindo o Paraloid®B72.

A capacidade de protecdo UV mais duravel apresentada pelo nanocompdsito
contendo 10% (m/m) de SA-LNPs pode ser atribuida ao maior teor de lignina nesse sistema.
Além de sua atividade antioxidante, a lignina possui alta capacidade de absorcdo na regido do
UV-visivel devido a sua estrutura aromatica, com a presenca de grupos croméforos (Kai et al.,
2016; Parit et al.,, 2018). Incluem-se, entre tais grupos, quinonas e grupos fendxi substituidos,
0s quais se estabilizam por conjugacdo com grupos carbonila (Sadeghifar & Ragauskas, 2020).
A auto-organizacdo da macromolécula fendlica durante a formacdo de nanoesferas por adigdo
de agua como anti-solvente aumenta o confinamento dos agregados aromaticos m—Ti,
aperfeicoando ainda mais a capacidade fotoabsorvedora da lignina na forma de nanoparticulas

(Hambardzumyan et al., 2012; Yearla & Padmasree, 2016).
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Figura 3.8 Espectros ATR-FTIR de amostras de PP controle e cobertas por filmes de Paraloid®B72 ou
nanocompdsitos submetidas a ensaio de irradiacdo UV por (A) 24 h, (B) 72 h e (C) 168 h. Regido
delimitada pelas linhas pontilhadas e detalhes inseridos: banda de absorcdo em 1720 cm™ (1770-1670

cm), atribuida ao grupo funcional carbonila.

3.3.4 Efeitos dos revestimentos na morfologia da superficie e

rugosidade dos substratos celuldsicos

A morfologia, topografia e rugosidade superficial dos suportes de madeira, papel e
tecido revestidos foi avaliada por analises de SEM e AFM. O revestimento NFCL1 formou um
filme continuo, compativel com a textura micrométrica da superficie da madeira (Figura 3.9A,
B). A microestrutura superficial de fibras e veios da madeira foi preservada, assim como a
rugosidade nanométrica da superficie (Figura 3.10A, B). O nanocompdsito criou uma camada
fina, ndo penetrante ou compactadora. Antonelli et al. (2020) também verificaram que CNCs,
BC e LNPs apresentavam baixa penetrabilidade quando aplicados separadamente como
consolidantes em objetos de madeira encharcada. Aqui, esse comportamento foi favoravel a

formacdo de camadas de revestimento que ndo comprometeram a rugosidade superficial do
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substrato. O revestimento comercial, por outro lado, preencheu reentrancias caracteristicas da
madeira, compactando e alterando a morfologia da superficie (Figura 3.9C, D),
consequentemente diminuindo sua rugosidade original (Figura 3.10C). Por exemplo, o
parametro de rugosidade Sqg obtido a partir das imagens de topografia por AFM diminuiu de
cerca de 46 nm na madeira ndo revestida para 2 nm apds a aplicacdo de camadas de

Paraloid®B72.

Figura 3.9 Imagens de SEM da superficie de substrato de madeira revestido com (A, B) filme
nanocomposito NFCL1 e (C, D) Paraloid®B72 em diferentes magnificacBes. A linha pontilhada amarela

em (A) indica a fronteira entre a parte revestida e a ndo revestida do substrato.
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Figura 3.10 Mapas 3D obtidos por AFM (topografia) da superficie da madeira (A) ndo revestida, (B)
revestida com o nanocompdsito NFCL1 e (C) revestida com Paraloid®B72. Dimensdes: 5 x 5 um. Escalas
de falsa cor indicam a flutuacdo de alturas entre o pico maximo (cor mais clara) e o vale mais profundo

(cor mais escura).

O revestimento nanocompdsito também recobriu uniformemente o papel e
preservou sua microestrutura superficial (Figura 3.11A, B). Ainda que a rugosidade média tenha
diminuido de cerca de 100 nm no substrato ndo revestido para cerca de 50 nm no substrato
revestido com NFCL1 (Figura 3.12A, B), o decréscimo ndo acarretou descaracterizagdo
pronunciada da superficie. O papel tem sulcos profundos, além de fibras aparentes na
superficie. Apesar de preencher as reentrancias, diminuindo a rugosidade, o revestimento ndo
aglutinou as fibras superficiais, mantendo a sua topografia original. Volkel et al. (2017)
reportaram resultado similar quando BC e CNFs foram utilizadas separadamente para
consolidar papéis histéricos. Contrariamente, a aplicagdo do verniz comercial alterou a
topografia da superficie, compactando-a (Figura 3.11C, D) e reduzindo significativamente a sua

rugosidade caracteristica (Figura 3.12C).
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Figura 3.11 Imagens de SEM da superficie de substrato de papel revestido com (A, B) filme
nanocomposito NFCL1 e (C, D) Paraloid®B72 em diferentes magnificacBes. A linha pontilhada amarela

em (A) indica a fronteira entre a parte revestida e a ndo revestida do substrato.
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Figura 3.12 Mapas 3D obtidos por AFM (topografia) da superficie do papel (A) ndo revestido, (B)
revestido com o nanocompdsito NFCL1 e (C) revestido com Paraloid®B72. Dimens&es: 5 x 5 um. Escalas
de falsa cor indicam a flutuacdo de alturas entre o pico maximo (cor mais clara) e o vale mais profundo

(cor mais escura).
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No substrato de tecido, o Paraloid®B72 penetrou nos fios de fibras, endurecendo
tramas e urdiduras, mantendo inalterada a sua morfologia superficial (Figura 3.13C, D) e
reduzindo a sua rugosidade (Figura 3.14A, C). Apesar de comportamento similar ter sido
verificado para o nanocompdsito NFCL1, as camadas de revestimento apresentaram
rachaduras (Figura 3.13A, B). Os defeitos generalizados foram provavelmente causados pela
grande maleabilidade dos protétipos de tecido cru. Como o nanocompdsito ndo penetrou nas
fibras do tecido, assim como revestimentos de CNFs ou CNCs previamente reportados como
consolidantes para o verso de telas de pintura (Kolman et al., 2018; Nechyporchuk et al., 2018),
a camada de filme aderida a superficie estava propensa a se fragmentar durante o manuseio

do tecido.

Para minimizar ou eliminar as falhas nos filmes de nanocompdsitos e possibilitar
sua aplicacdo também em tecido, adicionaram-se as formulagdes plastificantes com diferentes
massas molares. Glicerol (GLY, massa molar: 92 g mol?), poli(etileno glicol) (PEG, massa molar:
750 g mol) ou poli(propileno glicol) (PPG, massa molar: 4000 g mol) foram empregados em
concentracbes de 1 ou 10% (m/m). Como mostrado nas Figuras 3.13E-H e B5 (Apéndice B), a
adicdo dos plastificantes cooperou para a formacdo de camadas de revestimento mais
continuas e menos defeituosas na superficie do tecido. Similarmente ao Paraloid® B72, o
revestimento nanocompdsito contendo 1% (m/m) de PPG (Figura 3.13E) causou diminuicdo

significativa na rugosidade do tecido revestido (Figura 3.14B).

Os polidis sao plastificantes comumente usados para melhorar a deformacdo e a
flexibilidade de filmes baseados em polissacarideos (Debeaufort & Voilley, 1997). Mesmo em
baixa concentracdo, o poliol de maior massa molar (PPG) foi capaz de atenuar notadamente a
fragmentacdo antes observada para os revestimentos nanocompdsitos. Mais do que aumentar
a mobilidade das cadeias de polimeros (Donhowe & Fennema, 1993), no caso da matriz
formada por nanocelulose, o uso de uma concentracdo adequada de plastificante pode
melhorar a percolacdo e as interacdes intermoleculares entre as nanoestruturas. Assim, a
incorporacao de plastificantes na formulacdo do nanocompdsito é potencialmente importante

ao assegurar a flexibilidade adequada do revestimento para aplicagdes em suportes maleaveis.
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Revestido

Figura 3.13 Imagens de SEM da superficie de substrato de tecido revestido com (A, B) filme
nanocomposito NFCL1, (C, D) Paraloid®B72, (E) NFCL1 com a adicdo de PPG 1% (m/m), (F) NFCL1 com
a adicdo de PPG 10% (m/m), (G) NFCL1 com a adicdo de PEG 10% (m/m) e NFCL1 com a adi¢do de GLY
10% (m/m). Alinha pontilhada amarela em (A) indica a fronteira entre a parte revestida e a ndo revestida

do substrato.
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Figura 3.14 Mapas 3D obtidos por AFM (topografia) da superficie do tecido (A) ndo revestido, (B)
revestido com o nanocompdsito NFCL1 adicionado de PPG 1% (m/m) e (C) revestido com Paraloid®B72.
DimensGes: 5 x 5 um. Escalas de falsa cor indicam a flutuacdo de alturas entre o pico maximo (cor mais

clara) e o vale mais profundo (cor mais escura).

3.3.5 Efeitos dos revestimentos nas propriedades de barreira e

molhabilidade dos substratos celulésicos

Devido a hidrofilicidade da celulose (Panchal et al., 2019), os filmes
nanocompaositos NFC, NFCL1 e NFCL10 apresentaram angulos aparentes de contato com a agua
(WCA) de 36 +4°,64 +2° e 68 + 3°, respectivamente (Figura 3.15A—C). Embora a lignina nativa
seja altamente hidrofdébica (Rao et al.,, 2017), as LNPs auto-organizadas apresentam carater
hidrofilico em virtude da exposicdo de hidroxilas fendlicas na superficie, enquanto as fracdes
mais hidrofdbicas das macromoléculas ficam preferencialmente confinadas no interior das
nanoesferas (Figura 3.15D). Assim, a incorporagao de SA-LNPs minimizou apenas ligeiramente
a hidrofilicidade dos nanocompésitos principalmente constituidos de nanocelulose. E provavel
que os filmes contendo 1 e 10% (m/m) de nanolignina tenham apresentado molhabilidade
equivalente devido a existéncia de composi¢cGes quimicas de superficie similares: presenca de
grupos hidrofébicos nas SA-LNPs e abundancia de grupos hidrofilicos das TO-CNFs, dos AH-
CNCs e das proprias SA-LNPs. No sistema contendo maior teor de nanolignina, essas
nanoparticulas devem estar distribuidas também no interior, o que ndo impacta diretamente
na magnitude do WCA desta amostra, uma vez que a molhabilidade é um fendmeno de
superficie (Figura 3.15B,C). Além de apresentarem um carater geral hidrofilico, todos os filmes

exibiram alta permeabilidade ao vapor de dgua (WVP).
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Figura 3.15 Resultados médios de WCA e WVP para os filmes (A) NFC, (B) NFCL1 e (C) NFCL10,
acompanhados pela foto da gota de agua 30 s apds ter sido depositada na superficie dos filmes. (D)
Representacdo ilustrativa dos grupos superficiais hidrofilicos em TO-CNFs, AH-CNCs e SA-LNPs, com a
indicacdo da presenca de fracdes e grupos hidrofébicos preferencialmente no interior dessas Ultimas

nanoparticulas.

A WVP é uma propriedade importante para a integridade de materiais celuldsicos,
ja que a interrupcdo das trocas de umidade (liquida e vapor) pode causar danos fisico-
mecanicos (P. Baglioni et al., 2013) a estrutura celuldsica. A troca de umidade pode ocorrer por
meio de difusdo de vapor de agua através de poros, difusdo de agua condensada através de
fibras de celulose e pela sorcdo e dessorcdo de umidade através de fibras e poros (Kupczak et
al., 2018). Para os substratos ndo revestidos, revestidos e para os filmes autossustentados, a
ocorréncia de tais trocas de agua na forma de vapor foi analisada por meio das medidas de

WVP.
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Filmes autossustentados monocomponentes (CNF ou CNC) e nanocompdsitos
apresentaram WVP de cerca de 3,5 x 10° g mm m2 st kPa (Figura 3.15 e B6, Apéndice B), a
qual estd compreendida na faixa de valores de WVP de 10° a 10® g mm m?2 st kPa’l,
previamente reportados para filmes de CNFs (Dufresne, 2012; Fukuzumi et al., 2013) e vernizes
para madeira (Allegretti & Raffaelli, 2009). A WVP do filme de Paraloid®B72 (1,9 x 10° g mm
m st kPa?) foi menor, ainda que na mesma ordem de magnitude dos valores de WVP para os

filmes nanocompdsitos.

A WVP dos protétipos de madeira, papel e tecido ndo revestidos foram superiores
a WVP dos filmes autossustentados, de modo que a aplicagdo dos revestimentos ndo reduziu
significativamente essa propriedade dos substratos (Figura 3.16). A WVP depende da espessura
do material, portanto, as camadas de revestimento muito finas ndo foram representativas em
comparacdo com as espessas amostras de substrato, de forma similar ao que devera ocorrer

em obras de arte.
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Figura 3.16 Medidas de WVP para substratos celuldsicos ndo revestidos e revestidos com NFC, NFCL1,

NFCL10 ou Paraloid®B72. Valores expressos como médias e desvios-padrdo de triplicatas.

No mesmo sentido, conhecer a molhabilidade dos substratos e revestimentos é

crucial para entender o comportamento dos mesmos frente a acdo direta da agua, por exemplo
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em caso de contatos com vazamentos. Ainda que medidas de dngulo de contato com a dgua
(WCA) possam ndo contemplar de modo holistico a dinamica do comportamento das
superficies quando em contato com a umidade devido aos efeitos capilares, essa técnica
permitiu que fossem avaliadas, qualitativamente, a molhabilidade de tais superficies, seu
comportamento de absorgdo/repeléncia de gotas de agua e, nos casos dos revestimentos, a
estabilidade dos angulos de contato formados entre as gotas de dgua e a superficie. Como
mostrado na Figura B7 (Apéndice B), a grande molhabilidade da madeira e do papel ndo
permitiu que medidas de WCA em funcdo do tempo fossem realizadas para as amostras ndo
revestidas, as quais apresentaram WCA inicial de cerca de 30-50° imediatamente apds a
deposicdo da gota de dgua. O WCA do tecido de algoddo cru, por sua vez, foi medido como 67
+ 11°. Analogamente, os substratos revestidos com NFCL1 continuaram hidrofilicos,

apresentando WCA médio inferior a cerca de 76° (Figura 3.17A, C).
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Figura 3.17 (A) Gréfico do WCA aparente em fungdo do tempo para substratos revestidos. Fotografias
da gota de 4gua no tempo 30 s e medidas de WCA médios em substratos de madeira, papel e tecido

revestidos com (B) NFCL1/camadas adicionais de particulas de cera de carnatba e (C) NFCL1.

Baixa molhabilidade pode ser uma caracteristica benéfica em revestimentos
destinados a protecdo de artefatos celuldsicos, pois permite minimizar a interacdo indesejada
entre a superficie do substrato e excessos de umidade ou vazamentos de dagua. Tal
caracteristica foi observada em protétipos de madeira, papel e tecido revestidos com
Paraloid®B72, cujo WCA médio foi superior a 100° (Figura B8, Apéndice B). Para aperfeicoar a

hidrofobicidade dos revestimentos nanocompdsitos, aplicaram-se camadas adicionais de
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particulas de cera de carnauba as superficies revestidas. Utilizou-se uma técnica de dispersao
por fusdo (Milanovic et al., 2011) para converter pellets de cera de carnauba (Figura B9A,
Apéndice B) em particulas nanométricas, as quais formaram uma dispersdo aquosa com

aspecto leitoso (Figura B9B, Apéndice B).

Imagens topograficas de AFM indicaram que essas nanoparticulas apresentaram
diametro médio de 246 + 99 nm e morfologia quase esférica (Figura B9C-E, Apéndice B). O
didmetro hidrodinamico médio medido por DLS foi de 310 + 50 nm e as particulas
apresentaram potencial zeta de — 52 + 9 mV, indicando a existéncia de um mecanismo de
estabilizacdo eletrostatico devido a superficie com carga negativa. Tendo uma estrutura
principalmente baseada em ésteres de acidos graxos e dalcoois graxos, a cera de carnauba

possui grupos funcionais hidroxila, acido carboxilico e aldeido (Lozhechnikova et al., 2017).

A dispersdo de nanoparticulas de cera foi aplicada com um pincel em superficies
previamente revestidas com NFCL1, resultando em camadas semitransparentes com aspecto
incolor ou esbranquicado (Figura B10, Apéndice B). O WCA médio dos substratos revestidos
aumentou para 113 + 4° na madeira, 121 + 3° no papel e 105 + 2° no tecido (Figura 3.16A, B).
Essa diminuicdo da molhabilidade dos revestimentos pode ser atribuida ao carater mais
hidrofébico das camadas de cera apds a secagem, mesmo a temperatura ambiente. Evitou-se
empregar qualquer tratamento térmico, como normalmente realizado para particulas de cera
de carnaulba em revestimentos de papel e madeira (Lozhechnikova et al., 2017; Y. Wang et al.,
2017), pois reacGes de deterioracdo nos substratos poderiam ser desencadeadas em virtude
de incrementos excessivos na temperatura (H. Z. Ding & Wang, 2007; Lattuati-Derieux et al.,

2006; Manso & Carvalho, 2009).

3.3.6 Reversibilidade e remocao de revestimentos nanocompadsitos

aplicados em substratos celuldsicos

A compatibilidade, durabilidade e reversibilidade de tratamentos sdo critérios
cruciais no ambito da conservacao de bens culturais (Appelbaum, 1987; Froner & Souza, 2008).
Anteriormente, a durabilidade dos revestimentos nanocompdsitos foi confirmada por ensaios

de envelhecimento artificialmente acelerado e sua compatibilidade com os substratos
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revestidos foi assegurada por analises microscépicas. A reversibilidade da aplicacdo foi entdo

investigada de modo sistematico com o uso de mapeamento 2D por micro-FTIR.

Os nanocompdsitos de nanoceluloses e nanolignina compartilham com os
substratos de madeira, papel e tecido uma composicao quimica similar, uma vez que todos sdo
oriundos de matrizes lignoceluldsicas. Apesar da natureza quimica compartilhada, foi possivel
mapear a camada de revestimento por micro-FTIR. Coletando-se espectros de protdtipos com
e sem o revestimento, verificou-se a ocorréncia de diferentes distribuices na intensidade
relativa da banda integrada entre 1250-1155 cm™ (Figura 3.18D). Essa banda integrada pode
ser atribuida ao estiramento assimétrico C—-O—C da celulose (Chieng et al., 2017; F. Xu et al,,
2013) em TO-CNFs e AH-CNCs, assim como aos modos de estiramento C-0 (aril-éter) (Hergert,
1960) ou de deformacdo no plano de C—H aromatico de unidades guaiacil (Rashid et al., 2016)

nas SA-LNPs.

Diferengas nos mapeamentos por micro-FTIR se relacionam a variagdes na
composicdo quimica e no indice de refracdo das dreas amostradas. Na pratica,
comparativamente ao mapeamento da madeira ndo revestida (Figura 3.18A), por exemplo, a
presenca dos revestimentos nanocompdsitos aumentou a intensidade da banda de absorcao
integrada entre 1250-1155 cm™’. Areas de maior intensidade, atribuidas as camadas de
nanocompasitos, encontravam-se espalhadas por toda a superficie revestida (Figura 3.18B, E,
G). Resultados similares foram obtidos no mapeamento de substratos de papel (Figura B11,
Apéndice B) e tecido (Figura B12, Apéndice B) revestidos e ndo revestidos. Assim, a
metodologia baseada nessa banda integrada foi utilizada durante a avaliacdo da reversibilidade
dos tratamentos, pois foi possivel monitorar a presenca e a auséncia de camadas de

revestimento nanocompdsito.

No contexto da protecdo do patriménio cultural material, um procedimento é
reversivel quando os materiais aplicados podem ser removidos (Appelbaum, 1987),
preferencialmente sem a necessidade de aplicacdao de solventes ou apenas utilizando-se o
mesmo solvente empregado durante a etapa de aplicacdo do tratamento (Giorgi et al., 2010).
Desse modo, o artefato tratado pode retornar ao estado em que se encontrava antes da
intervencdo e, quando necessario, pode ser submetido a outros tratamentos mais adequados

e/ou atualizados (Appelbaum, 1987).
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Figura 3.18 Micrografias opticas sob luz visivel (esquerda) e mapas 2D obtidos pela anéalise de micro-
FTIR da madeira (A) ndo revestida, (B, E, G) revestida com nanocompdsitos e (C, F, H) depois do
procedimento de limpeza e remocdo do revestimento utilizando o hidrogel Nanorestore Gel® HWR.
Barras de escala: 200 um. Escala de falsa cor: menor intensidade de absorbancia da banda integrada
(1250-1155 cm™) em azul e maior intensidade em vermelho. (B) Espectros de FTIR correspondentes a
um pixel vermelho, um pixel amarelo, um pixel verde e um pixel azul representativos, coletados por
micro-FTIR. A resolucdo espacial do equipamento é de 5,5 um, i.e., cada pixel corresponde a uma area

amostrada de cerca de 30 pum? e a um espectro inteiro.

Haja vista sua grande compatibilidade, os revestimentos protetivos se aderiram
favoravelmente aos substratos e ndo puderam ser removidos simplesmente por limpeza
mecanica, ou seja, com o uso de métodos abrasivos para soltar a camada de revestimento (uso
de borracha ou bisturi, por exemplo) (Crespo & Vifias, 1985; Mufioz Vifias, 2018). Assim, um

hidrogel quimico com alta capacidade de retencdo de agua (Nanorestore Gel® HWR) foi
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aplicado para que se avaliasse a remocdo das camadas de revestimento usando dgua como

solvente (Figura 3.4).

O processo de limpeza consistiu em contato direto entre o hidrogel embebido em
agua e a superficie dos substratos recobertos por 2 h. Apds a retirada do hidrogel, o
mapeamento dos substratos indicou a remocdo efetiva das camadas de revestimento. A
intensidade relativa da banda integrada entre 1250-1155 cm™, atribuida a presenca dos
revestimentos nanocompdsitos, decresceu em todas as areas amostradas da madeira limpa
(Figura 3.18C, F, H). Os mapas da madeira limpa e da madeira ndo revestida apresentaram
configuracdo muito semelhante, confirmando a reversibilidade do procedimento de
revestimento. Para os demais substratos celuldsicos, a remocgdo ocorreu de forma parcial, com
a atenuacdo da intensidade da banda integrada nos mapas de micro-FTIR do papel (Figura
B11C, E, G, Apéndice B) e do tecido (Figura B12C, E, G, Apéndice B). A rugosidade dos substratos
pode ter sido determinante nesses casos, ja que a superficie mais regular e lisa da madeira foi
limpa mais facilmente, enquanto na superficie mais rugosa do papel e do tecido, fracdes de

revestimento continuaram aderidas.
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3.4 Conclusoes

CNFs, CNCs e LNPs foram combinados em dispersGes aquosas e aplicados como
revestimentos protetivos em protétipos de madeira, papel e tecido. Esta nova abordagem de
conservacao se pautou na compatibilidade intrinseca, na estabilidade e na origem renovavel

da celulose e da lignina.

Verificou-se que o impacto dos revestimentos nanocompdsitos sustentaveis no
aspecto estético e visual do substrato dependeu da concentracdo de LNPs utilizada.
Revestimentos contendo O ou 1% (m/m) de LNPs ndo mudaram significativamente os
parametros colorimétricos de todos os prototipos revestidos. Revestimentos contendo 10%
(m/m) de LNPs foram muito adequados a aplicacbes em madeira, mas acarretaram o
amarelecimento/escurecimento do papel e do tecido brancos. As alteracdes colorimétricas ndo
inviabilizam o uso dos revestimentos desenvolvidos, mas devem ser consideradas criticamente

a depender da aplicacdo pleiteada.

Considerando as caracteristicas ideais, elencadas para revestimentos protetivos, o

material desenvolvido aqui apresenta:

Transparéncia, com transmitancia de mais de 80% na regido do visivel;
Compatibilidade natural com os substratos celulésicos a serem revestidos,
diferentemente de muitos vernizes sintéticos aplicados para o mesmo fim;
Flexibilidade, especialmente com a adicdo de plastificantes;

Homogeneidade superficial/aspecto continuo, como atestado por SEM,;
Generalizada preservacdo da textura micrométrica superficial dos substratos
revestidos, outra vantagem frente ao verniz comercial, o qual aglutinou e
compactou a superficie;

Superficie com molhabilidade modulavel, com hidrofobizacdo alcancada através da
aplicacdo de camadas adicionais de particulas de cera de carnaulba;

Estabilidade fisico-quimica, térmica e colorimétrica, além de capacidade de

protecdo do substrato contra o envelhecimento hidrotérmico superior a do
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revestimento comercial, como atestado pelos ensaios de envelhecimento
artificialmente acelerado e anélises colorimétricas;

Permeabilidade ao vapor de dgua equivalente a do substrato ndo revestido;
Protecdo contra a radiacdo UV, devido a incorporacdo de LNPs fotoabsorvedoras;
Reversibilidade, caracteristica importante em revestimentos para obras de arte e
muitas vezes comprometida quando da utilizacdo de resinas sintéticas;

Facilidade de aplicacdo, ja que as formulacdes aquosas podem ser simplesmente

depositadas e espalhadas na superficie dos substratos com o auxilio de um pincel.
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Capitulo 4

Obtencao de nanofibrilas e nanocristais de

celulose por diferentes rotas

Nas plataformas Web of Science™ e Scopus®, a busca pelos termos “nanocellulose”
ou “cellulose nanocrystal” ou “cellulose nanofibril” retorna mais de 8000 resultados cada.
Quase 30% do total crescente de documentos (aproximadamente 2450, incluindo artigos
cientificos, livros e capitulos de livros, textos em anais de conferéncias e outros) foi publicado
em 2020 e 2021. Tal observacdo corrobora com as perspectivas acerca da emergéncia e
proeminéncia das nanoestruturas de celulose como solugdes sustentdveis para uma miriade de

aplicacBes (Abitbol et al., 2016; Trache et al., 2020).

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos resultados pertinentes aos dois
métodos mais consolidados para a produgdo de nanocristais e nanofibrilas de celulose, isto é,
(1) a hidrdlise com 4acido sulfurico e (2) a oxidagcdo mediada por TEMPO seguida pela fibrilacao
mecanica. Especial atencdo serd dada ao impacto dos diferentes métodos de preparo sobre as
propriedades fisico-quimicas, morfoldgicas e coloidais das nanoparticulas. Ademais, sera
considerada a implicacdo do uso de celulose oriunda de diferentes partes anatémicas da planta

(folhas e colmos) sobre as mesmas propriedades.
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4.1 Contextualizacao

Nanoestruturas de celulose podem ser extraidas de fontes vegetais diversas, como
gramineas (capim elefante, cana-de-acucar etc.), coniferas (pinho, abeto etc.) e folhosas
(eucalipto, faia etc.). Essas nanoparticulas angariam relevancia industrial e cientifica em virtude
de sua alta capacidade de funcionalizacdo superficial, flexibilidade, durabilidade, uniformidade
e grande desempenho mecanico (Abitbol et al., 2016). Tais aperfeicoadas propriedades de
CNCs e CNFs estdo intrinsecamente relacionadas as rotas de producdo empregadas, assim

como a parede celular e a biossintese da celulose utilizada para a producdo das nanoparticulas.

4.1.1 Métodos consolidados para a producdo de CNFs e CNCs

Embora tanto CNCs quanto CNFs tenham didmetros médios na faixa de 3—20 nm,
0s primeiros tém comprimento médio de 50-500 nm, apresentam morfologia de
agulha/bastdo rigido, razdo de aspecto (L/D) geralmente entre ~5 e 50 e alta cristalinidade.
CNFs, por outro lado, sdo fibrilas alongadas, com comprimento médio entre 500 nm e 2 um.
Elas geralmente tém L/D superior a 100 e sdo nanoestruturas flexiveis, contendo dominios

amorfos e cristalinos (Moon et al., 2011).

Tradicionalmente, nanocristais e nanofibrilas podem ser preparados por processos
quimicos, mecanicos ou quimico-mecanicos. A hidrdlise com dacido sulfurico, o método
canbnico para produzir CNCs (Habibi et al., 2010), baseia-se na clivagem preferencial e
degradacdo das regiGes amorfas das cadeias de celulose (Fortunati, Puglia, Monti, et al., 2013).
Tal processo é responsavel por introduzir grupos funcionais éster-sulfato na superficie dos
CNCs (Sigueira, Abdillahi, et al., 2010). Em contraste, a oxidacdo mediada por TEMPO seguida
de fibrilacdo mecanica é a tendéncia atual para a producao de CNFs. Por oxidacdo, as hidroxilas
primarias no atomo C6 da celulose sdo regiosseletivamente convertidas a grupos carboxilato,
0 que aumenta a repulsdo eletrostatica e favorece a separacao das fibras de celulose durante

a etapa mecanica de fibrilacdo subsequente (A. Isogai et al., 2011).

Ha, na literatura, comparacbes entre as propriedades de nanoceluloses
substituidas com grupos sulfato e carboxilato. Por exemplo, CNCs produzidos pela hidrdlise
acida de CNFs (provenientes de celulose extraida de coniferas e oxidada por TEMPO) foram

comparados com CNCs produzidos pela hidrélise acida de celulose bacteriana. Andlises e
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simulacdes evidenciaram a presenca de quiralidade em ambas as nanoparticulas, assim como
distingGes na quimica de superficie, na dimensdo e morfologia. CNCs de madeira apresentaram
grupos ionizaveis -COOH e comprimento médio de 0,1-1 um, enquanto CNCs de BC tinham
grupos —SOsH na superficie e comprimento médio de 1-5 um (Usov et al., 2015).
Analogamente, CNCs extraidos do colmo de juncos por duas rotas distintas foram comparados
entre si. Para além dos diferentes grupos ionizadveis presentes nas nanoestruturas (—SOsH ou
—COOH), verificaram-se poucas distincbes nas dimensGes e morfologia das particulas
produzidas por hidrdlise com acido sulfurico ou hidrélise com acidos citrico e cloridrico, as quais
apresentaram elevada razdo de aspecto (L/D de cerca de 60) (Kassab et al., 2020). Entretanto,
ndo ha ainda relatos que consistam em um estudo sistematico abrangendo a producdo e
caracterizacdo simultanea de CNFs e CNCs, aplicando-se os dois métodos de producdo mais

consolidados em uma Unica biomassa lignocelulésica.

Diferentes metodologias de producdo resultam em diferentes propriedades, as
quais sdo de suma importdncia para a aplicacdo das nanoceluloses por meio de uma
consistente relagdo estrutura-propriedade-fungdo. Por exemplo, caracteristicas tais quais
comprimento, L/D, cristalinidade e grau de polimerizacdo influenciam a transmitancia optica, a
resisténcia a tracdo e propriedades de barreira ao oxigénio de filmes e revestimentos baseados
em CNFs oxidadas por TEMPO (Fukuzumi et al., 2013). Por sua vez, a carga superficial e
potencial zeta de CNCs, bem como a presenca de lignina residual em CNFs, afetam a capacidade
dessas nanoestruturas em estabilizar emulsdes de Pickering (S. Guo et al., 2021; Kalashnikova
et al., 2012). CNFs contendo lignina também podem ser utilizadas como agentes de reforco
com habilidade de protecdo UV (C. Liu et al., 2020) e capacidade antioxidante (Espinosa et al.,

2019).

Neste estudo (Camargos & Rezende, 2021a), produziram-se CNFs e CNCs
concomitantemente a partir de capim-elefante (Pennisetum purpureum), utilizando-se duas
vias: a hidrolise com dcido sulfurico (amostras denominadas AH-CNFs e AH-CNCs) e a oxidacdo
mediada por TEMPO seguida de sonicacdo (amostras TO-CNFs e TO-CNCs). O capim elefante é
uma biomassa forrageira perene, a qual apresenta alta concentracdo de celulose (mais de 30%
em massa), tanto nas folhas quanto nos colmos (Scopel & Rezende, 2021). Essas duas partes

anatomicas foram convertidas separadamente a nanoestruturas de celulose. Assim, além de
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abordar o efeito dos métodos de producdo, investigou-se também o papel da origem

anatomica — e da biossintese — da celulose nas caracteristicas de CNCs e CNFs.

4.1.2 Biossintese da celulose

O processo de biossintese da celulose envolve multiplas etapas, iniciando-se com a
extrusdo da celulose a partir de complexos enzimaticos terminais localizados na parede celular
vegetal. Os complexos enzimaticos contém multiplos sitios cataliticos dos quais cadeias Unicas
de celulose sdo polimerizadas. Interacdes de van der Waals e ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares promovem o empacotamento longitudinal das moléculas de celulose. No
primeiro estagio, elas se cristalizam em “folhas”, na sequéncia, em fibrilas elementares e, por

fim, elas se agregam em microfibrilas (Moon et al., 2011).

A configuragdo dos complexos terminais varia de acordo com a fonte vegetal e dita
a arquitetura, isto é, a cristalinidade, a razdo de aspecto e a morfologia das microfibrilas de
celulose, que devem entdo alterar as caracteristicas das nanoceluloses produzidas (Habibi et
al., 2010; Moon et al., 2011). De modo geral, o diametro da secdo transversal de microfibrilas
em plantas vasculares, como as gramineas, é estimado como 2—-3 nm, ou menos do que 36
cadeias de celulose (S. Y. Ding & Himmel, 2006). O comprimento dos cristalitos e das
microfibrilas de celulose, por sua vez, pode depender ndo apenas do organismo produtor de
celulose em si, mas também da parte anatbmica na qual a parede celular em questdo se
encontra. Por exemplo, Kassab et al. (2020) observaram que CNCs extraidos do colmo da planta
de junco apresentam diametro médio de cerca de 6 nm e comprimento médio de até 430 nm,
resultando em L/D de 57-59. Ainda ndo ha relatos sobre a producdo de CNCs extraidos de
outras partes de juncos, como das folhas, mas os autores compararam os resultados com as
L/D de CNCs obtidos de outras fontes de biomassa, como casca de arroz e café (L/D de 10-20)
e residuos de algoddo (L/D de 40), reiterando a grande dimensdo das nanoestruturas
produzidas a partir de colmos. Ademais, Luzi e colaboradores (2019) reportaram comprimento
médio de 240 nm para CNCs produzidos a partir dos colmos da graminea Diss (Amplodesmos
mauritanicus), enquanto, em outro trabalho, foram obtidos CNCs com comprimento médio de
110 nm utilizando as fibras de folhas da mesma matéria-prima (Zergane et al., 2020). Em ambos
0s casos, a hidrélise com acido sulfurico foi empregada, evidenciando a relevancia da origem

anatdmica para a determinacgdo de propriedades morfoldgicas de nanoparticulas de celulose.
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A biossintese de celulose em folhas, que sdo amplamente ocupadas por mesdfilos,
ou seja, tecidos parenquimatico cujas paredes sdo finas (Buxton & Redfearn, 1997), pode
contribuir para a producdo de microfibrilas mais curtas. Os colmos, por outro lado, crescem a
partir do alongamento de células individuais (Brown, 2004), potencialmente originando
microfibrilas de celulose com uma morfologia mais alongada. Essas caracteristicas podem ser
traduzidas em distingGes morfoldgicas entre as nanoparticulas produzidas a partir da celulose

extraida de diferentes origens anatomicas.
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4.2 Experimental

4.2.1 Pré-tratamentos para o isolamento de celulose e
caracterizacdo das amostras pré-tratadas

O capim elefante (cultivar Guacu), também conhecido como capim Napier ou
Uganda, foi ceifado e coletado 12 meses apds o plantio no Instituto de Zootecnia de Nova
Odessa (SP, Brasil). As plantas foram separadas em folhas e colmos (caules), secas em estufa
(Tecnal TE-394/3, Piracicaba, SP, Brasil) a 60°C por 24 h e moidas em moinho de facas (SOLAB
—SL 31, Piracicaba, SP, Brasil) até passarem por uma peneira de 10 mesh (poros de 2 mm). A
seguir, a biomassa in natura foi submetida a um pré-tratamento sequencial com H,S0O4 e NaOH
diluidos (Camargos & Rezende, 2021a), adaptando-se procedimentos reportados

anteriormente (Nascimento & Rezende, 2018; Rezende et al., 2018).

Na primeira etapa, as folhas e colmos de capim moido foram hidrolisados com
H2S04 1% (v/v) na razdo sélido/liquido de 1:10 (g ml?), em uma autoclave (Phoenix AV-75,
Araraquara, Brasil) a 121 °C e 1,05 bar por 40 min. Somando-se o tempo demandado para o
aquecimento e o resfriamento, o sistema foi mantido dentro da autoclave por um total de 100
min. A posteriori, filtrou-se a suspensdo através de uma peneira granulométrica de 60 mesh
(poros de 250 um). O licor filtrado foi apropriadamente descartado, enquanto o substrato
sélido remanescente foi abundantemente lavado com dgua até pH 6—7 e seco em estufa a 60°C
por 6 h. Na segunda etapa, esse substrato seco foi submetido a deslignificacdo com uma
solucdo de NaOH 2% (m/v) na razdo sélido/liquido de 1:20 (g ml?). A reacdo se processou em
autoclave nas mesmas condicdes descritas anteriormente. Por fim, a polpa obtida foi filtrada
através de uma peneira de 100 mesh (poros de 149 um), o licor (rico em lignina) foi recolhido
para a preparacgdo de nanoparticulas de lignina, procedimento descrito no capitulo 5 (item
5.2.1, p. 150) e as fibras remanescentes (substratos ricos em celulose) foram lavadas até pH 7,
secas em estufa, moidas através de uma malha de 20 mesh (poros de 840 um) e utilizadas para

a obtencdo de nanoceluloses.

O protocolo do NREL (National Renewable Energy Laboratory) (J. B. Sluiter et al,,
2010; J. Sluiter & Sluiter, 2011) foi utilizado para a quantificacdo de componentes de folhas e
colmos de capim elefante in natura e apds as etapas de pré-tratamento. Extrativos foram

gravimetricamente estimados por extracdo Soxhlet compreendendo: 1) uma primeira etapa
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em cicloexano/etanol 1:1 (v/v) por 8 h, para retirar principalmente os componentes apolares,
apods a qual as amostras foram secas a 60 °C por 1 h; 2) uma segunda etapa em dgua deionizada
por 40 h, para retirar componentes hidrofilicos, apds a qual as amostras foram secas a 105 °C
por 4 h. Para a determinacdo dos demais componentes, as amostras foram submetidas a
hidrélise em acido sulfurico 72% (m/m) a 30°C por 1 h. A seguir, o sistema foi diluido com agua
deionizada até a concentragdo de 4% (m/m), aquecido a 121 °C e 1,05 bar em autoclave por 1
h e entdo filtrado através de cadinhos de placa porosa (poros de 7 um). Secou-se a fracdo solida
remanescente a 105°C até massa constante e ela foi posteriormente calcinada (rampa de
aquecimento: 200 °C por 1 h, 400 °C por 1 h e 800 °C por 2 h) para a quantificacdo do teor de
cinzas (massa remanescente) e de lignina insolivel em acido (massa calcinada). O hidrolisado
foi analisado por UV-Vis para a determinacdo de lignina solUvel em acido (absorbancia em 280
nm). Finalmente, determinaram-se os carboidratos (glicose, xilose, arabinose, acido
glucuronico, acido acético e produtos de degradacdo — furfural e hidroximetilfurfural) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em cromatégrafo Agilent series 1200 equipado
com detector de indice de refracdo modelo G1322A, utilizando-se uma coluna Bio-Rad Aminex®
HPX-87H, fase mével H2504 5x 103 mol I3, taxa de fluxo de 0,6 ml min™, tempo de corrida de 1

h e temperatura de 45 °C.

Adicionalmente, as amostras de biomassa secas antes e apds os pré-tratamentos
foram imageadas em um microscopio éptico Nikon E800 (Téquio, Japdo) usando o modo de
campo claro e objetivas de magnificacdo de 4x, 10x e 40x. Imagens de SEM foram adquiridas
em um microscopio Quanta FEG 250 (FEl, Hillsboro, EUA), operando a uma voltagem de
aceleracdo de 5 kV e utilizando-se um detector de elétrons secundarios. Para isso, fragmentos
de biomassa foram fixados aos stubs de SEM usando fita de carbono e entdo foram recobertos
com Ir (11,3 mA por 120 s) em um metalizador (Sputter Coater) Baltec MED 020 (Balzers,

Liechtenstein). Pelo menos sete imagens foram adquiridas por amostra usando OM e SEM.

4.2.2 Producao de nanoceluloses
CNFs e CNCs foram preparados por duas rotas distintas, descritas a seguir:

Hidrolise dcida: a Figura 4.1 sumariza o processo de obtengao de nanoceluloses por esse
método. 3 g de substrato rico em celulose (folhas ou colmos) foram hidrolisados com 90 ml de

H2S04 60% (m/m) a 45 + 5°C em um banho de dgua sob agitacdo mecanica constante (400 rpm)
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por 40 minutos, de acordo com um método previamente reportado para capim elefante
(Nascimento & Rezende, 2018) com modificacBes. A reacdo foi atenuada pela adigdo de dgua
deionizada gelada. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 3500 rpm (3575 x g) por 10 minutos
e lavada quatro vezes até que o sobrenadante se tornasse opaco. Essa dispersdo turva
(nanocristais de celulose obtidos por hidrdlise acida, AH-CNCs) foi coletada sucessivamente até
que o sobrenadante centrifugado se tornasse transparente novamente. A dispersdo aquosa
opaca foi filtrada a vacuo e teve seu pH ajustado para 6-7 com adicdo de NaOH 1 mol I}, exceto
no caso da dispersdo utilizada para a titulagdo condutimétrica, cujo pH original (pH 3-4) foi
mantido inalterado. O precipitado remanescente apds a etapa de centrifugacdo foi recuperado
como uma polpa de AH-CNFs (nanofibrilas de celulose obtidas por hidrdélise acida). A
concentracgao final das dispersdes de AH-CNCs e AH-CNFs foi de, respectivamente, 0,3-0,6%

(m/v) e 2,0-3,0% (m/v).

AH-CNCs
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Figura 4.1 Representagdo esquematica da conversdo do substrato rico em celulose a nanoceluloses por
hidrolise dcida. O sélido foi hidrolisado com H,SO4 sob agitagdo mecanica constante por 40 min. Apds
etapas sucessivas de lavagem e centrifugacdo, recuperou-se a fracdo (dispersdo aquosa) de nanocristais
de celulose (AH-CNCs) como o sobrenadante e a fracdo de nanofibrilas de celulose contendo lignina

(AH-CNFs) como o precipitado remanescente do processo.

Oxidagdo mediada por TEMPO seguida de sonicagéo: na Figura 4.2 estdo apresentados
esquematicamente os procedimentos empregados para a preparagdo de nanoceluloses por
esse método. Adaptando protocolos previamente reportados (A. Isogai & Zhou, 2019; Pinto et
al., 2019; Y. Zhou et al., 2018), 3 g de substrato rico em celulose (folhas ou colmos) foram

suspensos em 300 ml de dgua deionizada e entdo oxidados com 13,5 g (112 ml) de NaClO
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(60 mmol g1), 0,3 g de NaBr (1 mmol g') e 0,048 g de TEMPO (0,1 mmol g1). Protocolo similar
foi publicado anteriormente em nossos trabalhos sobre CNCs para aplicagcdes em remediacado
ambiental (Jackson et al., 2021; V. T. Noronha et al.,, 2021). A reacdo foi conduzida a
temperatura ambiente e pH 10 (ajustado durante toda a reagdo com a adicdo gota-a-gota de
NaOH 1 mol It e monitorado com um pHmetro), sob agitacdo magnética constante (350 rpm)
por 130 min. Depois, a polpa oxidada foi concentrada e sucessivamente lavada dez vezes com
agua deionizada via centrifugacdo a 3500 rpm (3575 x g) por 10 min. A suspensdo de celulose
oxidada (~1% m/v) foi homogeneizada utilizando um Ultra Turrax (IKA T25, Staufen, Alemanha)
a 7000 rpm por 10 min. Finalmente, a polpa foi sonicada em ultrassom de ponteira com uma
amplitude de oscilacdo de 60% (poténcia de 330 W e 20 kHz de frequéncia) em um banho de
gelo por 30 min para promover a fibrilacdo mecéanica das fibras de celulose e a producdo de
TO-CNFs (nanofibrilas de celulose oxidadas por TEMPQO). Uma aliquota da dispersdo de TO-CNFs
foi diluida em 4gua deionizada (1:10 v/v) e posteriormente sonicada por 30 min adicionais, a
fim de quebrar mecanicamente as nanofibrilas, transformando-as em TO-CNCs (nanocristais de

celulose oxidados por TEMPO).

Oxidacao
mediada por
TEMPO
—
Sonicagao

Substrato rico
em celulose

Figura 4.2 Representacdo esquematica da conversdo do substrato rico em celulose a nanoceluloses por
oxidacdo mediada por TEMPO e subsequente sonicagdo. O sélido foi oxidado com TEMPO, NaClO e NaBr
sob agitacdo magnética constante por 130 min. Apds etapas sucessivas de lavagem e centrifugacdo
(omitidas), a polpa de fibras oxidadas foi fibrilada em ultrassom de ponteira por 30 min, resultando em
uma dispersao aquosa de nanofibrilas de celulose (TO-CNFs), ou por 60 min, produzindo uma dispersdo

de nanocristais de celulose (TO-CNCs).
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4.2.3 Caracterizacao das nanoceluloses

Medidas de rendimento das nanoestruturas: os percentuais de recuperacdo de CNCs e CNFs
foram medidos em triplicada, utilizando-se uma balanca de infravermelho (METTLER TOLEDO
MD-20, Columbus, EUA) e considerando a massa seca do substrato celulésico que foi

hidrolisado ou oxidado.

Microscopia eletrénica de transmissdao (TEM): as nanoceluloses foram analisadas em um
microscopio Carl Zeiss LIBRA 120 (Oberkochen, Alemanha) em modo de campo claro.
Dispersdes de CNCs ou CNFs (10 pg mlt) foram depositadas em telas de cobre de 400 mesh
com recobrimento de filme de carbono, depois coradas com solucdo de acetato de uranila 2%
(m/v) e secas por pelo menos 4 h em dessecador a temperatura ambiente. Pelo menos cinco
micrografias foram analisadas por amostra, utilizando-se o software ImageJ (imagej.nih.gov/ij/)
para medidas de diametro e comprimento. Para obter histogramas de distribuicdo de tamanho,

pelo menos 230 CNFs e 150 CNCs foram medidas em cinco diferentes imagens de TEM.

Microscopia de for¢a atébmica (AFM): imagens de altura (topografia), amplitude e fase foram
obtidas em um Environment Controlled Scanning Probe Microscope Shimadzu WET — SPM de
acordo com as especificacdes experimentais descritas no item 3.2.7 (p. 90). Dispersdes
(5 ug mlt) foram depositadas em um substrato de mica e secas a temperatura ambiente antes
da analise. Mais de sete imagens foram capturadas por amostra com taxa de varredura de 1 Hz
(1 linha s?!) e resolugdo de 512 pixels. As imagens foram tratadas no software Gwyddion 2.56
(Gwyddion.net) para nivelamento, ajuste de faixa de histograma e medidas de diametro (altura)
e comprimento. Para obter histogramas de distribuicdo de tamanho, foram medidas pelo

menos 150 nanoparticulas em quatro imagens de AFM (topografia) por amostra.

Medida do teor de lignina solivel em brometo de acetila (ABSL): empregou-se um
procedimento previamente descrito na literatura (Rezende et al., 2018). Antes da anélise, as
dispersdes de CNCs e CNFs foram liofilizadas por 72 h em um liofilizador Terroni LS6000 (Sdo
Carlos, Brasil). As nanoceluloses liofilizadas foram incubadas em brometo de acetila/acido
acético 1:3 (v/v) a 50 °C sob agitacdo constante por 3 h antes da adicdo de NaOH 2 mol I,
hidroxilamina 0,5 mol I em HCl e 4cido acético glacial. A absorbancia relativa em 280 nm foi

medida em um espectrofotometro UV-Vis. O coeficiente de extingdo da lignina em folhas e
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colmos de capim-elefante foi medido como 22,54 e 25,84 | g1 cm™, respectivamente (por meio
de curvas de calibracdo, como descrito detalhadamente no item 5.2.3, p. 152). O conteudo de

ABSL foi expresso como médias (+ desvio padrdo) de pelo menos triplicatas.

Calculo do indice de cristalinidade (Crl): foi realizado a partir de difratogramas de raios-X
obtidos para a biomassa em pd e nanoceluloses liofilizadas em um difratémetro Shimadzu XRD-
6000 (Quioto, Japdo) operando com radiacdo CuKa gerada a 40 kV e 30 mA, na faixa angular
20 de 5° a 50°, com uma velocidade de varredura de 2° min®. Utilizou-se o método da altura
relativa dos picos para obtencdo do Crl, de acordo com o procedimento descrito no item 2.2.5

(p. 51) e a Equagdo 2.4.

Medida do grau de polimerizagdo viscosimétrico (DPy): foi calculado para as nanoceluloses
liofilizadas a partir de medidas padronizadas de viscosidade intrinseca (n) conforme as

descrigBes apresentadas no item 2.2.5 (p. 50) e as EquagBes 2.2 e 2.3.

Analise do conteudo de grupos ionizaveis (IG): o teor de grupos aniénicos na superficie de CNCs
e CNFs (dispersGes aquosas nunca secas) foi medido em triplicata por titulacdo condutimétrica,
usando um pHmetro/condutivimetro OHAUS Starter 3100M (Parsippany, EUA). 10 mg de AH-
CNCs ou AH-CNFs em 50 ml de NaCl 0,001 mol I'* foram titulados com NaOH 0,01 mol I'?
(previamente padronizado) para quantificar o contetddo de acidos fortes (grupos éster-sulfato,
—0-S03") (Abitbol et al., 2013; Beck et al., 2015; Foster et al., 2018). Por sua vez, 2,5 ml de HCI
0,05 mol I'* foram adicionados a 50 ml de dispersdes contendo 10 mg de TO-CNCs ou TO-CNFs
e entdo o sistema foi titulado com NaOH 0,01 mol I'* para mensurar o contetdo de dcidos fracos
(grupos carboxilato, —COO") (Lin et al., 2012). As medidas foram expressas em mmol g%, ou seja,
a concentracdo molar de grupos ionizaveis por grama de nanoestrutura. Os resultados foram
calculados considerando o volume de NaOH adicionado até o ponto de neutralizacdo (na
interseccdo das duas inclinacGes da curva de condutividade, no caso de acidos fortes) ou o
volume adicionado entre os pontos de equivaléncia enquanto a condutividade do sistema era

constante (no caso de acidos fracos).

Medidas de potencial zeta (): foram realizadas em um equipamento Malvern Zetasizer® Nano
ZS-Zen 3600 (Malvern, Reino Unido). Dispersdes de CNCs e CNFs 0,5 mg ml* foram analisadas

em cubeta capilar descartavel DTS1070 (Malvern Panalytical). Os valores de pH na faixade 1 a
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13 foram ajustados adicionando-se HCl ou NaOH 1 mol I'! as dispersdes, considerando um pH
inicial de 5—6. Diferentes dispersdes foram empregadas na avaliacdo de faixas de pH 5-1 e pH
6—13. Todas as medidas foram feitas em triplicatas, compreendendo ao menos 11 varreduras

cada.

4.2.4 Propriedades mecanicas de tracao de filmes autossustentados
de TO-CNFs

Filmes contendo apenas TO-CNFs de folhas (L, leaves), de colmos (S, stems) ou

combinagdes de ambos (LS) foram preparados de acordo com as formulagdes na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Composicdo de filmes de TO-CNFs (concentra¢des considerando a massa seca).

Filme TO-CNFs de folhas/% (m/m) TO-CNFs de colmos/% (m/m)
L-TO-CNF 100 0
S-TO-CNF 0 100
LS-TO-CNF 1:1 50 50
LS-TO-CNF 2:1 67 33
LS-TO-CNF 3:1 75 25

Os filmes autossustentados foram produzidos via casting em placas de Petri de
polipropileno, compreendendo a evaporacdo da agua a temperatura ambiente por pelo menos
48 h. Empregaram-se concentracdo de dispersdo fixa de 0,5% (m/m) e razdo massa/area
também fixa de 2 mg cm™. Os filmes finos foram cortados em formato retangular (10 x 2,5 cm)
e condicionados a 25 °C e 50% de umidade relativa por pelo menos 24 h antes da analise. Pelo
menos cinco corpos de prova foram analisados em uma maquina universal de ensaios EMIC DL
2000 (Instron Brasil, S30 José dos Pinhais, Brasil) a uma taxa de 10 mm min, de acordo com a
norma ASTM D882 Standard Test Method for Tensile Properties of Thin Plastic Sheeting (ASTM,
2002).
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4.3 Resultados e discussao

Como mostrado na Figura 4.3, inicialmente, folhas e colmos de capim elefante
foram igualmente pré-tratados por meio de um processo sequencial acido-alcalino. A primeira
etapa (dcida) promoveu a remocgdo prioritdria da hemicelulose (Figura 4.3B), enquanto a
segunda etapa (alcalina) removeu a maior parte da lignina (Figura 4.3C), resultando em um
substrato enriquecido em celulose. Esse procedimento garantiu um aumento da concentracdo
de celulose nos substratos solidos de 32 e 36% (m/m) para até cerca de 80% (m/m) (Tabela C1,
Apéndice C). A composicao quimica de folhas e colmos pré-tratados foi determinada como
sendo, respectivamente: celulose (81 + 2 e 76,6 + 0,2% m/m), hemicelulose (4,0+0,3 e 3,1 +
0,1% m/m), lignina (7,7 £+ 0,4 e 12 + 1% m/m), cinzas (0,8 + 0,3 e 0,5 £ 0,1% m/m) e extrativos
(8,2+0,1e6,3+0,3%, m/m).

&y

Capim elefante
Apos etapa acida

Pré-tratamento
sequencial

Pré-tratamento
sequencial

Celulose 2° etapa

= Lignina H,SO, 1% (viv) NaOH 2% (m/v)
Hemicelulose 121 °C e 1,05 bar 121 °C e 1,05 bar
Qutros 40 min 40 min

~~ Parede celular #  Substrato rico em
secundaria celulose e lignina

7r¢7 Substrato rico
em celulose

Figura 4.3 Representacdo esquematica das etapas de pré-tratamento executadas em folhas e colmos
de capim elefante. (A) A biomassa in natura é principalmente composta por celulose, lignina,
hemicelulose e outros componentes (cinzas e extrativos). (B) A etapa acida do pré-tratamento levou a
remocdo prioritaria de hemicelulose e extrativos, resultando em um substrato menos empacotado e
majoritariamente composto por celulose e lignina. Finalmente, (C) a etapa alcalina removeu

preferencialmente a lignina das folhas e colmos, gerando substratos ricos em celulose.
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Além de incrementar o teor proporcional de celulose, a extracdo da hemicelulose
e da lignina contribuiu para superar a recalcitrancia da biomassa, favorecendo a desconstrucao
e desfibrilacdo da parede celular da planta, como relatado anteriormente por Nascimento &
Rezende (2018) e Petridis & Smith (2018). Como mostrado na Figura C1 (Apéndice C), os pré-
tratamentos aumentaram a fragmentacao das fibras e a textura micrométrica da superficie, o
que pode promover a acessibilidade as microfibrilas de celulose e melhorar a producdo de

nanocelulose (Montanari et al., 2005; Trache et al., 2020).

Assim, os substratos ricos em celulose puderam, a seguir, ser convertidos a
nanoceluloses por meio de duas diferentes metodologias: (1) hidrélise acida (Figura 4.1) e (2)

oxidagao mediada por TEMPO seguida de sonicagao (Figura 4.2).

Conforme representagdo na Figura 4.1, além dos AH-CNCs, foram recuperadas AH-
CNFs como coprodutos precipitados e parcialmente hidrolisados da hidrélise com acido
sulfurico, cujos rendimentos chegaram a 22% nas folhas e 37% nos colmos (Tabela 4.2). Sendo
esse 0 método mais convencional e escalondvel para se obter CNCs (Dunlop et al., 2020), a
valorizacdo de residuos do processo, como essas nanofibrilas precipitadas, pode ser bastante
benéfica como uma alternativa para promover o uso integral de recursos lignoceluldsicos
(Nascimento & Rezende, 2018). O baixo custo dos reagentes é uma vantagem (H,SO4 e NaOH),

no entanto, a demanda por elevadas concentrac8es de acido pode ser uma desvantagem.

Por sua vez, a oxidacdo mediada por TEMPO/sonicacao (Figura 4.2) gerou tanto TO-
CNFs quanto TO-CNCs simplesmente alterando-se a duracdo do processo de sonicacdo. Esse
método vem sendo explorado como uma alternativa livre de acido (acid free) para se produzir
nanofibrilas e nanocristais através de variacdes na severidade da oxidacdo (Pinto et al., 2019)
e/ou na duragdo da sonicacdo (Y. Zhou et al.,, 2018). Uma das principais vantagens da
metodologia adotada é a auséncia de etapas exaustivas de fibrilacdo mecanica apds a oxidacao,
as quais demandam grande consumo de energia (por exemplo, homogeneizacdo em
microfluidizador, moagem ou refino), uma vez que a fibrilacdo é obtida através de simples
sonicacdo em ultrassom de ponteira. O catalisador TEMPO, ainda que seja de elevado custo, é
utilizado em pequenas quantidades. Tanto a hidrdlise acida quanto a oxidagcdo mediada por
TEMPO sdo particularmente adequadas para a obtencdo de nanoestruturas a partir de
gramineas, como o capim elefante (Nascimento & Rezende, 2018) ou o bagaco de cana-de-

acucar (Pinto et al., 2019).
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4.3.1 Influéncia da origem anatémica da celulose e do método de
producdo no teor de lignina residual, na cristalinidade e nos
rendimentos de conversao de nanoceluloses

Como mostrado na Figura 4.4A—-H, dispersdes aquosas de AH-CNCs, assim como de
TO-CNCs e TO-CNFs apresentaram aspectos visuais semelhantes, sendo transparentes e
possuindo coloracdo clara. Em contraste, os sistemas contendo AH-CNFs de folhas e colmos
apresentaram coloracdo marrom claro e marrom escuro, respectivamente. A diferenca no
aspecto visual pode ser associada a presenca de diferentes conteldos de lignina residual nessas

nanoestruturas e deve ser considerada nas aplicacdes finais dos nanomateriais.

Folhas
CNCs
=*
E
=]
= o
AH-CNCs  TO-CNCs o
CNFs e
C
i)
i |

04
Substrato AH-CNCs TO-CNCs AH-CNFs TO-CNFs
Amostras

AH-CNFs  TO-CNFs

CNCs 80- J [ Folhas
1 - Colmos

-_—

AH-CNCs TO-CNCs

indice de cristalinidade/%

AH-CNFs TO-CNFs

Substrato AH-CNCs TO-CNCs AH-CNFs TO-CNFs
Amostras

Figura 4.4 Fotografias sob luz visivel de dispersdes aquosas de nanoceluloses obtidas de (A-D) folhas e
(E-H) colmos de capim elefante. (1) Teor de lignina residual e (J) Indice de cristalinidade dos substratos

ricos em celulose, dos CNCs e CNFs.
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As AH-CNFs s6 foram purificadas para eliminar o excesso de espécies acidas,
oligbmeros, glicose e produtos de degradagao sollveis. Portanto, elas continham 14 + 1% e 26
+ 4% de lignina residual, respectivamente nas AH-CNFs de folhas e colmos (Figura 4.41). A
preparacdo de CNFs contendo lignina é uma tendéncia crescente na literatura, sendo muito
vantajosa, uma vez que a presenca de lignina residual pode aumentar a estabilidade térmica e
o comportamento interfacial de CNFs (S. Guo et al., 2021). Ademais, a lignina residual também
pode imbuir as nanoceluloses de propriedades adicionais, como capacidade de absor¢cdo UV

(C. Liu et al., 2020), atividade antioxidante e antimicrobiana (Solala et al., 2020).

A natureza amorfa da lignina (Glasser, 2019) provavelmente contribuiu para o
menor indice de cristalinidade das AH-CNFs quando comparadas com as outras amostras de
nanocelulose (Figura 4.4J). Ao passo que o pré-tratamento acido-alcalino sequencial aumentou
a cristalinidade das folhas e colmos de 53 e 63% para 71 e 72%, respectivamente (Figura C2),
as AH-CNFs apresentaram Crl tdo baixo quanto 56%. Por sua vez, os AH-CNCs apresentaram as
maiores cristalinidades (até 76%) e baixos teores de lignina residual (4,3% nos AH-CNCs de
folhas e 5% nos AH-CNCs de colmos). Este resultado também estd de acordo com o método
empregado para preparar essas amostras (hidrolise acida), o qual separou as fragdes mais
cristalinas (AH-CNCs) das fracGes menos cristalinas (AH-CNFs). Além disso, independentemente
do método de produgdo ou da origem anatémica da celulose precursora, os CNCs exibiram

cristalinidade superior a das CNFs.

A Tabela 4.2 elenca os rendimentos de conversdo para todas as amostras
produzidas e oferece comparagdes com os rendimentos obtidos em diferentes estudos nos
guais substratos ricos em celulose também foram convertidos a nanoestruturas de celulose. A
hidrélise de folhas pré-tratadas resultou em 70 + 2% de AH-CNCs e 22 * 4% de AH-CNFs
coproduzidas. Esses rendimentos foram comparaveis aos valores reportados para a mesma
biomassa sob condi¢des similares de pré-tratamento e hidrdlise (Nascimento & Rezende,
2018), bem como para polpas hidrolisadas com dcido sulfurico sob condi¢gdes otimizadas de
concentracdo e tempo de reacdo (Fan & Li, 2012). Para os colmos, a eficiéncia de hidrdlise foi
menor para AH-CNCs (28 + 2%) e maior para AH-CNFs (37 + 2%), indicando a ocorréncia de
hidrdlise incompleta. Luzi et al. (2019) também reportaram baixa eficiéncia de reacdo (8,7%)
para a hidrélise com acido sulfurico de colmos de Diss durante a producdo de CNCs. Tais

resultados sugerem que os colmos sdo geralmente mais recalcitrantes do que as folhas. Assim,
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o aumento da severidade das condicdes de hidrélise, como o uso de temperaturas elevadas,

tempos mais prolongados ou maiores concentracdes de acido, poderia melhorar os

rendimentos de conversdo dessa parte anatdmica de plantas.

Tabela 4.2 Rendimentos* de conversdo de CNCs e CNFs produzidos por diferentes métodos e

utilizando-se celulose oriunda de diferentes partes de diferentes plantas.

Nanocelulose Método Fonte Anatomia Rendimento/%  Referéncia
Hidrolise acida Capim elefante Folhas 70+ 2 *
TEMPO/sonicacdo  Capim elefante Folhas 65+ 2 *
Hidrdlise acida Capim elefante Colmos 2812 *
TEMPO/sonicacdo  Capim elefante Colmos 72+3 *
e . (Nascimento &
Hidrdlise acida Capim elefante Folhas 53+2 Rezende, 2018)
L Polpa d )
Hidrolise acida © pa. © Troncos 76 (Chen etal,
eucalipto 2015)
CNCs . Celulose i (Y. Zhou et al.,
TEMPO/sonicagdo microcristalina 70 2018)
i afri
Hidrdlise acida Capim ? ricano Colmos 8-9 (Luzi et al., 2019)
(Diss)
L Polpa kraft de (Y. Zhou et al.,
TEMPOQ/sonicacdo coniferas Troncos 94 2018)
Hidrolise dcida  Polpa de algoddo Flor 64 +1 (Fan & Li, 2012)
TEMPO/sonicacdo Cana-de-aclcar Bagaco 59 (sztglzt)al.,
. Cacho de (Rohaizu &
TEMPO/sonicacdo Palma frutos 93 Wanrosli, 2017)
Hidrdlise acida Capim elefante Folhas 22+4 *
TEMPO/sonicacdo  Capim elefante Folhas 65+ 2 *
Hidrdlise acida Capim elefante Colmos 372 *
TEMPO/sonicacdo  Capim elefante Colmos 72+3 *
CNFs e . (Nascimento &
Hidrolise acida Capim elefante Folhas 26+9 Rezende, 2018)
TEMPO/sonicacdo Cana-de-aglcar Bagaco 94 (P|n2tgle9t)a|.,
TEMPO/sonicacdo Cana-de-aclcar Bagaco 57 (P|n2tgle9t)a|.,
. Cacho de (Rohaizu &
TEMPO/sonicacdo Palma frutos 99 Wanrosli, 2017)

4 Rendimentos calculados considerando a massa utilizada de substrato pré-hidrdlise ou pré-oxidacio.
* Rendimentos obtidos no presente trabalho.
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Adicionalmente, 65 * 2% do substrato rico em celulose oriundo de folhas e 72 + 3%
de colmos foram recuperados como TO-CNFs apds 30 minutos de sonicacdo e, entdo, como
TO-CNCs apds 60 minutos de sonicacdo. Essas taxas de recuperacdo foram comparaveis a
valores reportados para nanoceluloses produzidas a partir de celulose microcristalina (Y. Zhou
et al., 2018) e bagaco de cana-de-acucar oxidados com altas concentracdes de agente oxidante
(Pinto et al.,, 2019). Entretanto, os resultados aqui obtidos foram inferiores aos valores
reportados para varias biomassas submetidas a oxidacdo mais branda (Pinto et al., 2019; Y.

Zhou et al., 2018), cujos rendimentos excederam 90%.

Perdas de massa durante a producdo de TO-CNCs e TO-CNFs podem ser atribuidas
a remocdo de hemicelulose e celulose como fragdes solliveis em dgua (T. Isogai et al., 2011).
De fato, Pinto et al. (2019) evidenciaram que o aumento crescente da severidade da oxidacdo
mediada por TEMPO reduz paulatinamente as taxas de recuperacdo de nanoestruturas. Aqui,
a concentracgdo de agente oxidante, 60 mmol g, foi maior do que a condi¢do usualmente
reportada na literatura, 5 mmol g (A. Isogai et al., 2011). Testes experimentais indicaram que
baixas concentracdes de NaClO ndo sdo suficientes para promover a fibrilacdo eficiente do
capim elefante. A recalcitrancia da biomassa e o conteudo residual de lignina demandaram que

um procedimento de oxidagcdao mais severo fosse levado a cabo.

4.3.2 Influéncia da origem anatdémica da celulose e do método de
producao na morfologia de nanoceluloses

AH-CNCs e TO-CNCs exibiram morfologia tipica de nanocristais, com a forma de
bastdes rigidos, como mostrado pelas micrografias de TEM e AFM (Figuras 4.5 e 4.6A-D). Nos
AH-CNCs, os quais apresentaram formato de agulhas, existiam extremidades mais afiadas e
estreitas, bem como defeitos aparentes ao longo do sentido longitudinal das nanoestruturas.
Estas irregularidades podem ser atribuidas as zonas amorfas transversalmente degradadas e
clivadas durante a hidrdlise acida (Fortunati, Puglia, Monti, et al., 2013). Os TO-CNCs, por outro
lado, apresentavam laterais mais regulares e lisas, apesar da existéncia de alguns defeitos e
pequenas dobras. Estas torcGes e dobras podem ser atribuidas as regiGes amorfas
remanescentes nesse tipo de nanoestrutura (Montanari et al., 2005), cuja presenca
provavelmente contribuiu para o menor Crl dos TO-CNCs (69-71%) quando comparados aos

AH-CNCs (75—-76%, Figura 4.4)).
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TO-CNCs i 2 TO-CNCs

Figura 4.5 Imagens obtidas por TEM de diferentes tipos de nanocristais de celulose: (A, B) AH-CNCs e

(C, D) TO-CNCs obtidos a partir do tratamento de folhas de capim elefante.

Todos os CNCs apresentaram distribuicGes assimétricas de tamanho na nanoescala
(Figura 4.6E-L). Os diametros médios de AH-CNCs, 3 + 1 nm, e TO-CNCs, 4 + 1 nm, sdo
equivalentes entre si e correspondem ao diametro do cristalito de microfibrilas de celulose em

plantas vasculares, como gramineas (S. Y. Ding & Himmel, 2006).

Os comprimentos médios dos CNCs, por sua vez, dependeram da parte anatémica
da planta da qual a celulose precursora foi extraida. Independentemente do método de
producdo utilizado, os CNCs de colmos foram significativamente mais longos do que os de CNCs

de folhas. A distribuicdo do tamanho deste ultimo foi deslocada para comprimentos inferiores
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a 200 nm (Figuras 4.6F, J e C3, Apéndice C), ao passo que o oposto foi verificado para CNCs de

colmos (Figura 4.6H, L).
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Figura 4.6 Imagens de AFM (topografia) de (A, B) AH-CNCs e (C, D) TO-CNCs produzidas a partir de folhas

e colmos de capim elefante. Setas brancas em (A, B) indicam defeitos em AH-CNCs. Setas azuis em (D)

indicam dobras em TO-CNCs. Histogramas de distribuicdo de didmetros e comprimentos para (E—H) AH-

CNCs e (I-L) TO-CNCs. No minimo 150 nanoparticulas foram medidas em quatro imagens por amostra.
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As dimensdes dos CNCs de folhas (148 + 49 nm e 183 + 72 nm) podem ser
comparadas aos comprimentos de AH-CNCs extraidos de folhas de capim elefante, 167 + 45
nm (Nascimento & Rezende, 2018), e de TO-CNCs produzidos a partir do bagaco de cana-de-
acucar, 159 + 71 nm (Pinto et al., 2019). Analogamente ao observado aqui para os CNCs de
colmos de capim elefante (comprimentos de 268 + 92 nm e 272 + 109 nm), CNCs substituidos
com grupos sulfato e carboxilato, preparados a partir dos colmos de juncos, também

apresentaram longos comprimentos médios de 431 + 94 e 352 + 79 nm (Kassab et al., 2020).

Coerentemente, a razdo de aspecto média dos CNCs de colmos (~80) foi
significativamente maior do que a dos CNCs de folhas (~50). Para nanocristais obtidos por
hidrolise acida, a L/D depende da fonte de celulose e, principalmente, das condicdes e
severidade da hidrélise realizada (Siqueira, Abdillahi, et al., 2010). Considerando que apenas
uma condicdo de hidrélise ou oxidacdo foi empregada aqui, os resultados apresentados até
agora evidenciaram que a origem anatémica da celulose desempenhou um papel importante

na determinacdo das caracteristicas morfoldgicas tanto de AH-CNCs quanto de TO-CNCs.

Quanto a producdo de nanofibrilas, a origem anatomica da celulose se mostrou
mais importante no caso da CNFs produzidas por oxidacdo mediada por TEMPO/sonicagao do
gue no caso das CNFs obtidas por hidrolise acida. As AH-CNFs oriundas de folhas ou colmos
apresentaram morfologia alongada, formando redes nanofibriladas emaranhadas, como
mostrado na Figura 4.7A, B. O diametro médio dessas AH-CNFs foi medido como cerca de 8
nm, com uma distribui¢cdo de tamanhos difusa e assimétrica (Figura 4.7C, E). Observou-se uma
tendéncia de comprimentos predominantes superiores a 1,2 um para as AH-CNFs de colmos e
0 oposto para as de folhas (Figura 4.7D, F), contudo as médias calculadas foram praticamente

equivalentes. Ademais, ambas as amostras apresentaram L/D média de cerca de 160-170.

O comprimento médio das TO-CNFs de colmos, 1 um (Figura 4.8H), foi
significativamente maior que o das TO-CNFs de folhas, 600 nm (Figura 4.8H). A biossintese de
celulose nas folhas contribuiu para a producdo de TO-CNFs mais curtas, menos curvas e mais
emaranhadas aleatoriamente em redes (Figuras 4.8A, C). A biossintese das microfibrilas de
celulose nos colmos, por outro lado, favoreceu a fibrilagdo de TO-CNFs com uma morfologia
mais alongada e curva (Figura 4.8B, D e C4, Apéndice C), apresentando comumente
comprimentos superiores a 1 um (Figura 4.8H). Porém, a rota de biossintese hierarquica

durante o alongamento dos colmos ndo influencia o didmetro das microfibrilas, o qual
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permanece constante, variando de 2 a 20 nm, dependendo da planta (Brown, 2004; Habibi et
al., 2010). Assim, os diametros das TO-CNFs de folhas e caules foram equivalentes entre si
(Figura 4.8E, G), resultando em L/D maior nas TO-CNFs de colmos (~190) do que nas de folhas
(~140), como anteriormente observado para os CNCs produzidos a partir dessas distintas

anatomias.

Folhas
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60 60/ 60 60
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Figura 4.7 Imagens de AFM (topografia) de AH-CNFs produzidas a partir de (A) folhas e (B) colmos de
capim elefante. Histogramas de distribuicdo de didmetros e comprimentos para AH-CNFs de (C, D)
folhas e (E, F) colmos. No minimo 150 nanoparticulas foram medidas em quatro diferentes imagens de

AFM por amostra.

Medidas de comprimento e diametro das TO-CNFs também foram realizadas a
partir de imagens de TEM (Figura C5, Apéndice C). Os comprimentos medidos por AFM e TEM
foram equivalentes para as mesmas amostras, enquanto os didmetros médios medidos por
TEM (Figura C4A, C, Apéndice C) foram maiores (10 nm) do que os obtidos a partir das imagens
topograficas de AFM (4 nm, Figura 4.8E, G). As diferencgas nos resultados de diametro podem
ser atribuidas a distintos fatores experimentais relacionados as analises por TEM e AFM, ja que
o diametro é medido como a largura lateral no primeiro caso e como a altura topografica no

segundo caso (da Silva et al., 2020; Foster et al., 2018).
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TO-CNFs
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Figura 4.8 (A, B) Imagens de TEM e (C, D) AFM de TO-CNFs produzidas a partir de folhas e colmos de
capim elefante. Histogramas de distribuicdo de tamanhos de diametros e comprimentos medidos em
imagens de AFM (topografia) de TO-CNFs de (E, F) folhas e (G, H) colmos. No minimo 150 nanoparticulas

foram medidas em quatro diferentes imagens por amostra.
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4.3.3 Influéncia da origem anatomica da celulose e método de
producdo nas propriedades quimicas e na estabilidade coloidal de
nanoceluloses

A origem anatdmica também teve um efeito marcante no grau de polimerizacdo
das nanoceluloses preparadas. O DPy inicial dos substratos ricos em celulose de folhas e colmos
foi de, respectivamente, 920 + 11 e 1021 + 6 monbémeros. Como mostrado na Figura 4.9, os
CNCs de folhas apresentaram DP, de cerca de 100, enquanto os CNCs de colmos tiveram DPv

de até 200, independentemente do método de preparacao.

6004 ] Folhas
{[] Colmos

5004
400-
%> 300-
200-
100-
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AH-CNCs TO-CNCs AH-CNFs TO-CNFs
Amostras

Figura 4.9 Grau de polimerizagdo medido para CNCs e CNFs produzidos a partir de folhas e colmos.

Medidas expressas como a média e desvio padrdo de duplicatas.

Em geral, as clivagens induzidas pela hidrolise acida causam uma rapida redugao do
DP, da celulose até o seu grau de nivelamento (ou limite) de polimerizagado (levelling-off degree
of polymerization, LODP) (Habibi et al., 2010). O LODP é geralmente correlacionado a dimensao
longitudinal do cristal da celulose nativa, sendo muito dependente da origem vegetal. Por
exemplo, Battista et al. (1956) reportaram valores de LODP de 200—250 para fibras de algodao
e 80—280 para polpas de madeira tratada. Portanto, o DP, medido aqui para os CNCs obtidos a

partir de folhas e colmos é, provavelmente, o LODP da celulose nessas duas partes da graminea.
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O que corrobora com a tendéncia de as nanoestruturas oriundas de colmos apresentarem, em

geral, dimensdo longitudinal superior as de folhas.

Além disso, o DP, das CNFs sempre foi superior ao dos CNCs (Figura 4.9),
especialmente para as amostras preparadas via hidrolise dcida. Shinoda e colaboradores (2012)
descreveram uma relacdo linear entre o DP, e o comprimento médio de TO-CNFs. Assim, as
CNFs de colmos, mais longas, apresentaram DP, significativamente maior do que as CNFs
produzidos a partir de folhas. A influéncia do método de producdo também foi perceptivel
principalmente no DP, das CNFs. As AH-CNFs apresentaram DP, de cerca de 340—-480, enquanto
os resultados medidos para as TO-CNFs foi de 200—-250. As nanofibrilas de folhas e colmos
obtidas por hidrélise acida foram ligeiramente mais longas e espessas do que as TO-CNFs

correspondentes, o que pode ter resultado nos diferentes DP..

A metodologia de preparo também foi de extrema relevancia para a quimica de
superficie de CNCs e CNFs. De fato, a hidrélise com acido sulfurico e a oxidacdo mediada por
TEMPO conferiram diferentes quantidades/tipos de grupos ionizaveis e densidades de carga
superficial as nanoceluloses. Como mostrado na Figura 4.10, a titulagdo condutimétrica de
acidos fracos indicou a presenca de altas concentracdes de grupos acido carboxilico/carboxilato
em nanoceluloses oxidadas por TEMPO (até 1,9 mmol g de TO-CNCs e 1,6 mmol g* de TO-
CNFs). A titulacdo condutimétrica de acidos fortes, por sua vez, indicou a presenca de grupos
éster-sulfato na superficie de AH-CNCs em concentracdes de até 0,6 mmol g't. Nas AH-CNFs, o
mesmo conteddo foi de cerca de 0,1 mmol g!. As faixas comuns de densidades de carga
superficial reportadas na literatura s3o de 0,08-0,35 mmol g de AH-CNCs, 0,1-3,5 mmol g*
de TO-CNCs, e 0,2—1,8 mmol g! de TO-CNFs (Foster et al., 2018).

Todas as dispersGes aquosas foram estabilizadas pela existéncia de repulsdo
eletrostatica entre nanoparticulas em amplas faixas de pH, como indicado pelas medidas de
potencial zeta (Figura 4.11). Uma vez que a oxidagdo mediada por TEMPO resultou em maiores
guantidades de grupos anibnicos superficiais, TO-CNCs e TO-CNFs apresentaram maiores
densidades de carga superficial e potenciais zeta muito negativos, bem abaixo de — 30 mV na
faixa de pH 2—3 a 13. Mesmo as AH-CNFs, as quais apresentaram o menor contelddo de grupos
ionizaveis, apresentaram potenciais zeta negativos, embora proximos a — 30 mV, na faixa de

pH2all.
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Figura 4.10 Conteudo de grupos ionizaveis medido por titulagdo condutimétrica de dispersGes aquosas

de CNCs e CNFs produzidos de folhas e colmos. Medidas expressas como a média e desvio padrdo de

pelo menos triplicatas.
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Figura 4.11 Potencial zeta em func¢do do pH (1-13) para dispersdes aquosas de CNCs e CNFs produzidos

a partir de (A, C) folhas e (B, D) colmos. Medidas expressas como a média e desvio padrdo de triplicatas.
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O valor do pKa dos grupos carboxil no atomo C6 e do sulfato sdo, respectivamente,
cerca de 3,6 (Fukuzumi et al., 2010) e 1,9 (Klemm et al., 2011). Portanto, a magnitude dos
potenciais zeta diminuiu em pH muito acido, pois a protonacdo dos grupos superficiais ocorre
em virtude da adicdo de H* em excesso. A carga superficial se torna insuficiente para garantir a
estabilidade coloidal, ou seja, as forcas eletrostaticas repulsivas entre as nanoparticulas ndo
sdo mais suficientes para superar as forcas atrativas, como ligacdo de hidrogénio e interacdes
de van der Waals. Por outro lado, em pH 12-13, as nanoparticulas também carecem de
estabilidade coloidal devido ao efeito de screening ou blindagem eletrostatica exercido pelos
contra-ions adicionados (W. Qi et al., 2019). Ademais, as diferentes naturezas dos ifons em
guestdo implicam em diferencas nas faixas de estabilidade coloidal observadas para as
nanoestruturas. A existéncia de grupos éster sulfato cooperou para que a magnitude das
medidas de potencial zeta fosse menos dependente do pH, enquanto a presenca de grupos

carboxilato contribuiu para que potenciais zeta de maior magnitude fossem medidos.

4.3.4 Aperfeicoamento das propriedades mecanicas de tracao de
filmes autossustentados contendo TO-CNFs de folhas e colmos

Como discutido no item 4.3.2, p. 132, a morfologia e o tamanho das TO-CNFs de
folhas e colmos divergiram bastante. Avaliou-se o efeito dessa diferenca sobre as propriedades
mecanicas de tragao de filmes finos autossustentados de TO-CNFs. Nanofibrilas de folhas (L-
TO-CNF) e colmos (S-TO-CNF) foram testadas separadamente ou em sistemas combinados (LS-
TO-CNFs), os quais apresentaram-se transparentes, homogéneos (Figura 4.12) e possuiam uma
espessura média de 27 £ 5 um. Quando combinados na proporc¢do de 2:1 (TO-CNFs de folhas

para colmos), os filmes mostraram-se visualmente regulares e planos.

O filme LS-TO-CNF 2:1 apresentou resisténcia maxima a tracdo (cerca de 45 MPa)
e rigidez (modulo de Young de mais de 2,2 GPa) significativamente maiores do que os filmes de
L ou S-TO-CNF, assim como LS-TO-CNF 1:1 ou 3:1 (Figura 4.13 e C6, Apéndice C). Este
comportamento pode ser atribuido a existéncia de interpenetracdo e emaranhamentos
mecanicos favoraveis, ou ainda a presenca de mais pontos de contato para o estabelecimento
de interacdo entre as TO-CNFs de folhas, mais curtas e interconectadas, e as TO-CNFs de

colmos, mais longas e bem definidas (Figura 4.14).
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Figura 4.12 Fotografias sob luz visivel dos filmes (A) L-TO-CNF, (B) S-TO-CNF e (C) LS-TO-CNF 2:1. Todos
os filmes autossustentados exibiram alta transparéncia. Em (B) é possivel observar alguns defeitos e

deformacdes.
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Figura 4.13 Resisténcia méaxima a tracdo (eixo esquerdo) e Mddulo de Young para filmes constituidos
por TO-CNFs de folhas, de colmos e misturas 1:1, 2:1 e 3:1 desses componentes. Valores expressos

como a média e desvio padrdo de cinco replicatas.

Ao comparar filmes autossustentados baseados em TO-CNFs com diferentes
comprimentos, Fukuzumi e colaboradores (2013) concluiram que filmes de CNFs mais longas
apresentavam maiores resisténcia a tracdo e maédulo de elasticidade (Young). No entanto, a
promissora combinacdo de CNFs com diferentes comprimentos e morfologias ainda ndo havia
sido explorada. Esta estratégia simples, abrangendo o uso de um Unico processo de producdo
aplicado a uma unica fonte vegetal, utilizando-se a celulose oriunda de diferentes fontes
anatomicas, potencialmente permite o aperfeicoamento de propriedades mecanicas de tracdo

de filmes de TO-CNFs autossustentados ou nanocompdsitos. Essa estratégia foi empregada
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durante o preparo dos filmes nanocompdsitos estudados nos capitulos 2 e 3, conforme

descricdo apresentada no jitem 2.2.3, p. 47.

Figura 4.14 Representacdo esquematica do arranjo morfolégico das nanofibrilas de celulose em filmes

(A) L-TO-CNFs, (B) S-TO-CNF e LS-TO-CNF 2:1.
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4.4 Panorama de resultados e conclusoes

Os resultados centrais do estudo sistematico acerca das nanoestruturas de celulose
conduzido nesta secdo do trabalho foram compilados na Tabela 2.3. Ali estdo elencadas as
principais caracteristicas e diferengas entre CNCs e CNFs oriundos de folhas ou colmos e
produzidos por hidrdlise dcida ou por oxidacdo mediada por TEMPO seguida de sonicacdo. A
andlise de varias propriedades morfoldgicas, fisico-quimicas e coloidais permitiu que se
determinassem as variaveis influenciadas pelo método de producdo ou pela origem anatémica

da celulose precursora.

Tabela 4.3 Compilagdo das caracteristicas principais (indice de cristalinidade, Crl; conteddo de grupos
ionizaveis, IG; potencial zeta () em pH 7; comprimento, L; grau de polimerizacdo, DP,; e rendimento de

producdo) das nanoceluloses obtidas a partir de folhas e colmos de capim elefante.

Nanocelulose  Crl/% mnlg{ gt Poter:s/ial v n"é\ DP, Rendimento/%
AH-CNCs 76 0,62 £0,05 -50+2 148 + 49 113 +19 70+ 2
TO-CNCs 71 1,95+0,07 -72+%1 18372 106+ 11 65+2

éﬁ AH-CNFs 60 0,10+0,01 —-384+2 1100+300 340%2 22+4
- TO-CNFs 67 1,59+0,12 -66+1 600 £ 300 190+ 4 65+ 2
AH-CNCs 75 0,47+0,01 —44 +£2 268 £ 92 198 +3 28+72
@ TO-CNCs 69 1,90+0,14 -74+1 272+109 201+34 72+3
§ AH-CNFs 56 0,12+0,01 -40+1 1300 £400 478 +18 37+2
TO-CNFs 64 1,43+0,11 -76+3 1000+300 254+2 72+3

Em diferentes niveis, o método de producdo afetou todas as propriedades,
especialmente a cristalinidade, o potencial zeta, assim como a concentracdo e o tipo de grupos
ionizaveis na superficie das nanoceluloses. Independentemente da origem anatdémica da
celulose de partida, o indice de cristalinidade dos CNCs foi maior do que o das CNFs. Além disso,
0s CNCs hidrolisados apresentaram-se mais cristalinos do que os CNCs oxidados por TEMPO e,
por isso, os AH-CNCs foram utilizados nos nanocompdsitos estudados nos capitulos 2 e 3 desta
tese. Em contraste, ainda que todas as nanoestruturas tenham apresentado elevada

estabilidade coloidal em dgua, aquelas oxidadas possuiam maior conteddo de grupos ionizaveis
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na superficie e, por consequéncia, maior magnitude de potenciais zeta em uma ampla faixa de

pH (2-13).

O rendimento de producdo, a morfologia e o grau de polimerizacdo das
nanoceluloses foram duplamente influenciados pelo método de preparo e pela origem
anatomica. Devido a biossintese da celulose, CNCs e CNFs de colmos apresentaram maiores
comprimentos e DP, do que as nanoestruturas de folhas. Além disso, o comprimento médio,
diametro e DP, das CNFs hidrolisadas foram maiores do que os das CNFs oxidados por TEMPO.
A presenca de elevado teor de lignina residual resultou em uma coloragdao amarronzada nas
AH-CNFs, o que deve ser considerado para aplicac®es finais desse nanomaterial. Apesar da
coloracao, nanofibrilas contendo lignina podem ser muito interessantes, pois potencialmente

possuem capacidade de absorcdo UV, atividade antioxidante e antimicrobiana.

Ademais, a importante relacdo entre propriedades e funcdo no caso das
nanoceluloses foi exemplificada pelo aperfeicoamento do comportamento mecanico de tracao
de filmes finos monocomponentes de TO-CNFs. A combinacdo de CNFs oxidadas de folha e
colmos lancou mao das diferentes morfologias, comprimentos e emaranhamentos dessas
nanoestruturas, resultando em maior resisténcia a tracdo e rigidez. Tal combinag¢do de TO-CNFs
também foi empregada na elaboracdo dos filmes e revestimentos nanocompdsitos avaliados
nos capitulos 2 e 3. Concluiu-se que as propriedades dependentes da morfologia em CNCs e
CNFs podem ser moduladas através do uso de diferentes partes de uma Unica fonte
lignoceluldsica. Esse fator pode ser explorado juntamente a fatores de produgdo, como
métodos e condicBes reacionais, para a obtencdo de nanoparticulas com uma miriade de

propriedades morfoldgicas, fisico-quimicas e coloidais.
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Capitulo 5

Obtencao de nanoparticulas de lignina por

diferentes rotas

Nas plataformas Web of Science™ e Scopus®, a busca pelos termos “nanolignin” ou
“lignin nanoparticle” ou “lignin nanosphere” retorna cerca de 400 resultados cada. A
emergéncia do estudo dessas nanoparticulas é ainda muito recente, com as primeiras
publicacdes pertinentes datando de 2008. Ademais, mais de 40% do total de documentos foi
publicado em 2020 e 2021, evidenciando a tendéncia de crescimento dessa vertente de

pesquisas.

Neste capitulo, que é o ultimo desta tese, serdo apresentados e discutidos
resultados pertinentes a dois métodos utilizados para o preparo de nanoparticulas de lignina
(LNPs), isto é, (1) a adicdo de dgua como anti-solvente (gerando nanoesferas auto-organizadas)
e (2) a ultrassonicacdo em meio aquoso (gerando agregados globulares/irregulares
nanomeétricos). Serdo consideradas propriedades fisico-quimicas, morfoldgicas e coloidais das
nanoparticulas, além do impacto da oxidacdo da lignina precursora e dos métodos de
conversdo a nanoescala sobre as propriedades intrinsecas da lignina, como capacidade
antioxidante e fotoabsor¢do UV. Ademais, similarmente a abordagem apresentada no capitulo
4, também serdo apontadas as implicagGes do uso de lignina oriunda de diferentes partes

anatomicas da planta (folhas e colmos).
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5.1 Contextualizacao

Alignina é a fonte renovavel de estruturas aromaticas mais abundante na natureza
(D. Wang et al., 2020). Em geral, ela corresponde a 20-30% da massa seca de biomassas
lignoceluldsicas (Anwar et al., 2014), de modo que a valorizacdo da lignina é de extrema
relevancia para a utilizacdo integral de biomassas vegetais. De fato, essa macromolécula
fendlica € um subproduto da industria de papel (Kai et al., 2016) e da producdo de bioetanol
(Cotana et al., 2014). Anualmente, a polpacdo de celulose produz até 70 milhGes de toneladas
de lignina (Bruijnincx et al., 2015; Kai et al., 2016) enquanto estima-se que as biorrefinarias de
etanol celulésico podem gerar aproximadamente 62 milhGes de toneladas de residuos de
lignina (H. Wang et al., 2019). A maior parte da lignina produzida atualmente é simplesmente
descartada ou queimada para fornecer energia (Duval & Lawoko, 2014; Kai et al., 2016). Apenas
cerca de 5% do subproduto é explorado em aplicagdes de maior valor agregado (Schneider et
al., 2021), tais quais o uso como estabilizantes (Cerrutti et al., 2012), agentes de reforco (Jiang
et al., 2014), aditivos antioxidantes (Domenek et al., 2013), dispersantes (Ouyang et al., 2009)
e surfactantes (M. Zhou et al., 2015).

Além disso, as valiosas propriedades da lignina, como capacidade de fotoabsorcdo,
estabilidade térmica, atividades antioxidante e antimicrobiana, podem ser potencializadas na
nanoescala (Trevisan & Rezende, 2020). Desta forma, a producdo de LNPs também desponta
como uma estratégia promissora para promover a utilizacdo da lignina como um interessante
coproduto de processos usualmente focados no aproveitamento da celulose (Camargos et al.,

2019; Tian, Hu, Bao, et al., 2017; Zikeli et al., 2019).

5.1.1 Métodos de producao de LNPs

LNPs podem ser produzidas por metodologias bottom-up ou top-down (Figura 5.5).
Abordagens bottom-up compreendem a auto-organizacdo das macromoléculas de lignina
previamente solubilizadas (Beis!| et al., 2017; Iravani & Varma, 2020; P. K. Mishra & Ekielski,
2019) através de um mecanismo desencadeado por troca de solventes ou precipitacdo por
adicdo de anti-solvente (Schneider et al., 2021). A troca de solvente geralmente é conduzida
por dialise, enquanto o método solvente-anti-solvente consiste na adicdo de excesso de agua

deionizada (anti-solvente) a lignina anteriormente solubilizada em um solvente organico
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miscivel em agua (Beisl et al., 2017). A presenca do anti-solvente induz a auto-organizacdo em
nanoesferas, principalmente por efeito de interacdes hidrofébicas. Como sdao macromoléculas
anfifilicas (Figura 1.4), os fragmentos de lignina interagem entre si por ligacdo de hidrogénio,
forcas van der Waals e interagdes m-1t (Xiong et al., 2017). Essas interacdes intermoleculares,
concomitantemente as interacBes hidrofdbicas, sdo as forcas motrizes para a agregacdo da
lignina, em dgua, no formato de nanoesferas com aproximadamente 100 nm de diametro. As
fracGes macromoleculares mais hidrofébicas se confinam no interior, enquanto os grupos
funcionais mais hidrofilicos ficam principalmente expostos na superficie das esferas (P. K.

Mishra & Ekielski, 2019).

Por sua vez, as abordagens top-down incluem a fragmentacdo mecanica ou a
desintegracdo de agregados macro/micrométricos da lignina bruta, resultando em LNPs ou
nanoagregados de lignina com forma irregular/globular (Agustin et al., 2019; Gilca et al., 2015;
Gonzalez et al., 2017; Nair et al., 2014). Esses processos sdo geralmente realizados utilizando
suspensdes aquosas de lignina. A homogeneizacdo e tratamento mecanico por cisalhamento
durante 4 h resultou em LNPs menores do que 100 nm (Nair et al., 2014). A sonicacdo em
ultrassom de sonda, por meio da cavitacdo e de fortes colisGes entre agregados, reduziu
agregados de lignina a tamanhos tdo pequenos quanto 10-50 nm apds um tratamento de 60
minutos (Gilca et al., 2015). Além disso, Agustin e colaboradores (2019) reportaram
recentemente um método eficiente e rdpido para produzir LNPs com didametros menores do
gue 100 nm. Os autores ultrassonicaram a lignina alcalina de bétula (nunca seca) por 5 min, ou
seja, a lignina presente no licor do pré-tratamento da biomassa que foi precipitada, purificada

e mantida em suspensdo aquosa até a conversdo a nanoparticulas.

Como revisado na literatura, o tamanho, a forma, as propriedades quimicas e a
estabilidade de LNPs sdo propriedades que dependem dos seguintes fatores (Gao & Fatehi,

2019):

Tipo de lignina, por exemplo, lignina alcalina, lignina kraft, lignina remanescente da
hidrolise enzimatica etc.;

Origem boténica da lignina, como gramineas, coniferas, folhosas etc;

Métodos de extracdo, como hidrdlise acida, alcalina, processo organossolve etc.;

Métodos e condicBes de preparacdo das nanoparticulas.
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A maioria das publicacdes concernentes as LNP se concentra nas propriedades de
nanoestruturas produzidas a partir da lignina oriunda de uma ou multiplas fontes vegetais,
empregando-se um método de producdo Unico (Camargos et al.,, 2019; Gilca et al., 2015;
Lievonen et al., 2016; Nair et al., 2014; Zikeli et al., 2019). Alguns trabalhos empregam, ainda,
condicdes de producdo varidveis, como duracdo do processo de fragmentacdo mecanica ou o
teor de umidade da lignina precursora (Agustin et al., 2019), além do controle da taxa e do
método de troca de solvente (Matsakas et al., 2020). Ademais, ainda sdo escassos os trabalhos
que versam sobre a contribuicdo da quimica de superficie da lignina para as caracteristicas das

LNPs, o que é importante para as aplicac®es finais das nanoparticulas.

A funcionalizacdo da lignina bruta confere diferentes propriedades as LNPs, como
areducdo da atividade antioxidante e da absor¢do UV devido a acetilagdo (Trevisan & Rezende,
2020) e a maior cito-compatibilidade observada para a lignina substituida com grupos
funcionais carboxilato (Figueiredo et al., 2017). Contudo, o impacto da oxidacdo da lignina
antes da producdo de LNPs ainda ndo foi reportado. Apenas a oxidacdo direta de LNPs ja
formadas foi estudada por Mattinen et al. (2018). A oxidagdo quimica e enzimatica de LNPs
auto-organizadas foi conduzida para promover a descolora¢do das nanoparticulas e reforga-las
através de ligacBes cruzadas, respectivamente. Ao diminuir a intensidade da cor das LNPs e
torna-las resistentes ao tetrahidrofurano (THF), a funcionalizacdo aumentou a sua atratividade
como um biomaterial para aplicacdes em medicina, alimentos e cosméticos (Henn & Mattinen,
2019; Mattinen, Valle-Delgado, et al., 2018). A funcionalizacdo prévia pode garantir maior
homogeneidade e uniformidade a estrutura interna e externa das nanoparticulas
funcionalizadas, diferente da funcionalizacdo posterior, quando as substituicdes podem se

concentrar prioritariamente na superficie das LNPs ja formadas.
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5.2 Experimental

5.2.1 Isolamento de lignina a partir do licor da etapa alcalina do
pré-tratamento

Como esquematizado na Figura 5.1, os licores oriundos da etapa alcalina do pré-
tratamento de folhas ou colmos de capim elefante (item 4.2.1, p. 120) foram utilizados neste
procedimento. As solugBes alcalinas ricas em lignina, as quais apresentavam uma concentracao
de cerca de 1,2% (m/v), foram acidificadas até pH 2 sob agitacdo constante (400 rpm) com a
adicdo gota-a-gota de HySOs4 concentrado (Kim et al.,, 2017; Trevisan & Rezende, 2020). A
precipitacdo de particulas de lignina bruta foi confirmada pelo aumento da turbidez dos
sistemas. O precipitado foi abundantemente lavado com dgua deionizada e filtrado a vacuo até
pH 6—7. Parte da lignina recuperada foi seca em estufa a 40 °C por 12 h e outra parte foi mantida

e armazenada na forma de suspensdo aquosa (fracdo nunca seca).

Capim elefante

Apoés etapa alcalina

Folhas Colmos

Celulose
® Lignina
22% da massa 35% da massa H-emIC8|U|OSe
inicial de biomassa inicial de biomassa Cinzas
Licor alcalino

rico em lignina (i) H,SO, concentrado

Acidificagao até pH 2

(ii) Filtragao

Lignina
precipitada

Pré-tratamento
sequencial

‘Substrato rico

63-69% da massa de lignina

1° Etapa - H2804 em celulose 'yno licor alcalino
a Utilizado no Capitulo 4 42-44% da massa inicial total
2 etapa - NaOH ( . ) de lignina na biomassa

Figura 5.1 Representacdo esquematica do (A) pré-tratamento executado em folhas e colmos de capim
elefante para o isolamento de (B) substratos ricos em celulose. (C) A fragdo liquida recuperada apos a
etapa alcalina do pré-tratamento contém de 22 a 35% da massa inicial de biomassa e consiste em um
licor alcalino rico em lignina (50—-70% m/m da massa seca). Esse licor € acidificado até pH 2 com a adigdo
gota-a-gota de acido sulfurico concentrado para que (D) a lignina sélida seja precipitada. O sélido

precipitado, purificado por lavagens e filtracdo, é constituido por mais de 95% (m/m) de lignina.
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A analise composicional dos licores de folhas e colmos foi realizada de acordo com
protocolos do NREL (A. Sluiter et al., 2006; J. B. Sluiter et al., 2010), considerando as mesmas
técnicas analiticas descritas no jitem 4.2.1, p. 120. A composi¢cdo quimica do licor alcalino de
folhas e colmos, respectivamente, foi determinada como sendo: celulose (8 + 1 e 16 + 4% m/m),
hemicelulose (7,5 +0,3 e 10 £ 4% m/m), lignina (67 +2 e 54 + 3% m/m) ecinzas (7+1e2 +1%

m/m). A composicdo dos licores acidos pode ser consultada no Apéndice D (Tabela D1).

5.2.2 Oxidac¢ao da lignina

A lignina de folhas e colmos foi oxidada através de um método adaptado,
utilizando-se NaOH/H,0; (W. He et al., 2017). 50 ml de NaOH 2% (m/v) foram adicionados a
outros 50 ml de uma suspensdo aquosa de lignina 2% (m/v, nunca seca). O sistema foi mantido
a 60 °C sob agitacdo constante (400 rpm) por 10 minutos até que o aspecto turvo fosse
substituido pela translucidez caracteristica de solugdes. Entdo, 30 ml de H202 29% (m/m) foram
adicionados durante 1 h, gota-a-gota, para evitar a producdo excessiva de bolhas e espuma. A
reacdo foi conduzida por um periodo total de 2 h. Em seguida, o sistema foi acidificado até pH

2 e as ligninas oxidadas foram precipitadas e lavadas, como descrito no item anterior.

5.2.3 Caracterizac¢ao da lignina e da lignina oxidada

Microscopia dptica (OM): amostras de lignina seca e em suspensdo aquosa (nunca seca) foram
depositadas em laminas de vidro e analisadas por OM em um microscépio Nikon Eclipse ES00
acoplado com uma camera Nikon DS-Ril (Téquio, Japdo). Utilizou-se modo de campo claro e

objetivas com magnificacdo de 4x, 10x, 20x e 40x.

Microscopia eletronica de varredura (SEM): a morfologia da lignina em p6 foi avaliada usando
um microscopio eletrénico de varredura Quanta FEG 250 (FEI, Hillsboro, EUA), operando a uma
voltagem de aceleracdo de 5 kV, com detector de elétrons secundarios. As amostras solidas
foram aderidas aos stubs de SEM com fita de carbono e recobertas com Ir em um metalizador

Baltec MED 020 (Balzers, Liechtenstein), utilizando-se uma corrente de 11,3 A por 120 s.

Medida do teor de lignina soldvel em brometo de acetila (ABSL): o conteddo de ABSL nas

amostras de ligninas sélidas isoladas foi quantificado, utilizando-se o método colorimétrico
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indireto descrito no item 4.2.3 (p. 124). Para comparacdo, também foi realizada a andlise

composicional descrita no item 4.2.1, p. 120.

Espectroscopia UV-Vis: espectros de absorcdo UV-Vis das ligninas ndo oxidadas e oxidadas
foram coletados em um espectrofotometro UV-Vis Agilent Cary 50 Probe Varian® (Santa Clara,
CA, USA), utilizando-se cubetas de quartzo com caminho dptico de 1 cm. Para delinear as curvas
de calibracdo da lignina, analisaram-se os espectros de absorcdo de solugdes alcalinas (NaOH
2 mol I'Y) contendo 5 a 80 mg It de ligninas brutas ou ligninas oxidadas. Para comparac3o,
analisou-se como referéncia uma lignina alcalina comercial com baixo teor de sulfonatos. O
coeficiente de extingdo (ou absorcdo molar, &) foi calculado considerando a Lei de Lambert-

Beer (Equagdo 5.1):
A =¢ebC (5.1)

em que A é absorbancia, b é o caminho dptico e C é a concentracdo da solucdo de lignina. O
resultado de & foi expresso como a média e desvio-padrdo de pelo menos triplicatas em

diferentes concentragdes.

Cromatografia de permeagao em gel (GPC): foi empregada para analisar a massa molar das
amostras de lignina oxidada e ndo oxidada em duplicatas. Adaptando-se uma metodologia
prévia (Sameni et al., 2017), a lignina seca foi acetilada em uma mistura 1:1 (v/v) de piridina e
anidrido acético sob agitacdo constante (400 rpm), sob protecdo da luz e a temperatura
ambiente por 120 h. A seguir, a lignina acetilada foi re-precipitada com a adi¢do de agua
deionizada gelada (pH 2 ajustado com a adicdo de HCl concentrado) e filtrada a vacuo antes do
uso. A acetilacdo é importante para aumentar a solubilidade da lignina em THF, permitindo a
realizacdo de medidas de GPC. A lignina acetilada foi solubilizada em THF na concentracdo de
3 mg ml?, filtrada em uma seringa de vidro através de um filtro de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) com poros de 0,22 um e analisada em um cromatégrafo Waters 1525 Binary HPLC Pump
(Milford, Massachusetts, EUA). As analises foram conduzidas a temperatura ambiente,
utilizando-se detector de indice de refracdo, THF como eluente, volume de injecdo de 20 plL e
corridas com duracdo de 30 min. Os resultados de massa molar foram reportados como: Mp
(massa molar numérica média), que indica a massa molar média de todas as macromoléculas,

as quais sdo tratadas como iguais, independentemente de distingdes de tamanho e formato;
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My (massa molar ponderal média), que considera a distribuicdo da massa molar medida e, por
isso, é o resultado mais usualmente citado na literatura; e dispersidade da massa molar (D),
que consiste na razdio Mw/M, e indica a polidispersidade da macromolécula (Agilent

Technologies, 2015).

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR): foi empregada para
analisar o perfil quimico das ligninas brutas oxidadas e ndo oxidadas. Os espectros de FTIR em
modo de refletancia total atenuada (ATR-FTIR) foram obtidos em um espectrémetro FTIR

Agilent Cary 630 com uma resolucdo espectral de 4 cm™ e 128 varreduras por corrida.

Difragdo de raios-X (XRD): difratogramas de raios-X da lignina de folhas e colmos em pé foram
coletados em um difratdmetro Shimadzu XRD-6000 (Quioto, Japdo) operando com radiacdo
CuKa gerada a 40 kV e 30 mA, na faixa angular 26 de 5° a 50°, com uma velocidade de varredura

de 2° minl.

5.2.4 Producao de nanoparticulas de lignina

LNPs foram preparadas por duas rotas distintas, configurando metodologias

bottom-up ou top-down (Figura 5.5).

Abordagem bottom-up: adaptando-se procedimentos previamente reportados,
nanoparticulas de lignina auto-organizadas (SA-LNPs) e nanoparticulas de lignina oxidada auto-
organizadas (0-SA-LNPs) foram preparadas pela adi¢do de dgua como anti-solvente (Camargos
et al., 2019; Richter et al., 2016; Trevisan & Rezende, 2020). A lignina bruta ou oxidada (seca)
foi solubilizada em acetona/agua 9:1 (v/v) para formar uma solugdo de lignina 0,5% (m/v) a
temperatura ambiente sob agitacdo magnética constante (400 rpm). Em seguida, a solucdo foi
rapidamente diluida com a adicdo de excesso de agua deionizada (1:100), resultando em

dispersdes aquosas de SA-LNPs ou 0-SA-LNPs (Camargos & Rezende, 2021b).

Abordagem top-down: adaptando-se métodos reportados anteriormente,
nanoparticulas de lignina ultrassonicadas (US-LNPs) e nanoparticulas de lignina oxidada
ultrassonicadas (0-US-LNPs) foram preparadas pela sonicacdo de suspensdes de lignina bruta
ou oxidada (nunca secas) (Agustin et al., 2019; Gilca et al., 2015). As suspenses foram

inicialmente diluidas com a adi¢do de agua deionizada (1:10 v/v). Empregou-se um ultrassom
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equipado com sonda/ponteira (macro ponta de titdnio com 13 mm de didmetro) e uma
amplitude de 60% (frequéncia de 20 kHz e poténcia de operagdao de 330 W). Foram realizados
tratamentos de cavitacdo em volumes fixos de suspensdo (50 ml) em um banho de gelo por 15,
30, 60 e 90 minutos (Camargos & Rezende, 2021b). Avaliou-se também o comportamento de
tais sistemas quando sonicados na presenca de um surfactante. Para tanto, as suspensdes de
lignina adicionou-se dodecil sulfato de sédio (SDS) em sua concentragdo micelar critica (0,2%

m/v) (Hammouda, 2013) e entdo procedeu-se a sonicagao.

Apds o preparo, as dispersdes foram filtradas a vacuo para remover agregados
maiores e os rendimentos da producdo de nanoparticulas foram estimados em triplicata

usando uma balanca de infravermelho.

5.2.5 Caracterizacao das nanoparticulas de lignina

Analise morfoldgica: a morfologia das LNPs foi estudada por SEM e AFM. Em ambos os casos,
antes das andlises, 10 L de dispersdes de LNPs (5—-10 ug ml™) foram depositados em um
substrato de mica e depois secos a temperatura ambiente por pelo menos 4 h. As imagens de
SEM foram analisadas com o software Imagel (imagej.nih.gov/ij/) para a medida da dimens&o
lateral (diametro) das nanoparticulas. Imagens de altura, fase e amplitude obtidas por AFM em
um microscopio Shimadzu WET — SPM (Quioto, Japao) foram tratadas (nivelamento e ajuste de
histograma da escala de cor) e analisadas com o software Gwyddion 2.56 (Gwyddion.net). Nas
analises de AFM, os didametros foram medidos em imagens topograficas como a altura para
nanoparticulas esféricas individuais (SA-LNPs) e como a dimensao lateral (sempre a maior
largura) em agregados com formato irregular/globular (US-LNPs). Pelo menos 130 LNPs foram

medidas em imagens de SEM ou AFM para delinear os histogramas de distribuicdo de tamanho.

Andlise do conteudo de grupos ionizaveis (IG): o teor de grupos aniénicos na superficie da
lignina bruta e das LNPs (oxidadas ou ndo) foi medido em triplicata por titulacdo
condutimétrica, usando um pHmetro/condutivimetro OHAUS Starter 3100M (Parsippany,
EUA). 2,5 ml de HCl 0,05 mol It foram adicionados a 50 ml de suspensdes de lignina ou
dispersGes de LNPs 0,01-0,1% (m/m) para mensurar o contetdo de acidos fracos (acidos
carboxilicos e hidroxilas fendlicas). As medidas foram expressas em mmol g1, ou seja, a

concentracdo molar de grupos ionizdveis por grama de nanoestrutura. Os resultados foram
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calculados considerando o volume de NaOH adicionado entre os pontos de equivaléncia

enguanto a condutividade do sistema se mantinha constante.

Espalhamento de luz dindmico (DLS) e medidas de potencial zeta ({): o potencial zeta e o
diametro hidrodinamico médio foram medidos em um equipamento Malvern Zetasizer® Nano
ZS-Zen 3600 (Malvern, Reino Unido). Dispersdes de LNPs 0,1-0,5 mg ml* foram analisadas em
cubeta capilar descartavel DTS1070. Os valores de pH na faixa de 2 a 12 foram ajustados
adicionando-se HCl ou NaOH 1 mol It as dispersdes, considerando um pH inicial de 5-6.
Diferentes dispersGes foram empregadas na avaliacdo de faixas de pH 5-2 e pH 6—-12. Todas as
medidas de DLS e potencial zeta foram feitas em triplicatas, compreendendo ao menos 11
varreduras cada e utilizando-se um angulo fixo de 173°. Os diametros hidrodinamicos médios
de SA-LNPs e US-LNPs foram reportados, respectivamente, como o didametro médio por
numero (adequado para particulas esféricas e pouco polidispersas) e o didmetro médio por

intensidade.

Avalia¢do da atividade antioxidante: procedimento similar ao descrito no capitulo 2 (item 2.2.5,
p.51) e a Equagdo 2.5 foram empregados para a medida da capacidade antioxidante da lignina
e das LNPs. Adaptando-se procedimentos da literatura, a atividade de supressdo de radical
DPPH foi medida em ensaio colorimétrico para a lignina em solucdao ou LNPs em dispersao
aquosa (C. M. Noronha et al., 2014; Pan et al., 2006; Trevisan & Rezende, 2020). Aqui, 2 ml de
DPPHe 65 pmol It em metanol foram adicionados a 1 ml de lignina 0,15 mg ml™ em dioxano
90% (v/v) ou a 1 ml de LNPs 0,15 mg ml* em dispersdo aquosa. A concentracdo de DPPHe
imediatamente no inicio (0 min) e apds 16 e 30 min foi examinada, longe da luz direta, usando
a intensidade relativa da banda de absor¢cdo em 515 nm (Amsx) medida por espectroscopia UV-
Vis. Para a referéncia (branco) foram preparados sistemas contendo 2 ml de solugcdo de DPPHe
e 1 ml de dioxano 90% (v/v) ou 1 ml de dgua, respectivamente para a avaliagdo da capacidade
antioxidante da lignina em solucdo e das LNPs em dispersdo. Todas as medi¢cdes foram

realizadas em duplicata, a temperatura ambiente.

5.2.6 Preparo e avaliacao de filmes compdsitos PVA/LNP

Uma suspensdo aquosa de PVA 1% (m/m) foi aquecida em banho de silicone a

90 °C sob agitacdo constante (400 rpm) por 2 h. Em seguida, foram adicionadas dispersdes
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aquosas de LNPs a solugdo resfriada de PVA. Filmes de PVA contendo 10% (m/m) de LNPs foram
preparados por casting em placas de Petri de polipropileno. A evaporacdo da dgua ocorreu em
estufa a 40 °C por 12 h, produzindo filmes com uma razdo massa/area de 2 mg cm e espessura
média de 109 + 7 um. Os espectros de DRS dos filmes na faixa de 200 a 800 nm foram coletados
em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-2450 (Quioto, Japdo), operando em modo de

transmitancia, na faixa de 200—800 nm com uma resolucdo espectral de 0,5 nm.
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Propriedades das ligninas extraidas de folhas e colmos

O pré-tratamento acido-alcalino conduzido, permitiu o isolamento de lignina com
elevada pureza a partir do licor alcalino extraido de folhas e colmos (Figura 5.1). Inicialmente,
a biomassa era composta por mais de 30% (m/m) de celulose, cerca de 20% (m/m) de
hemicelulose, além de 21% e 28% (m/m) de lignina, respectivamente, em folhas e colmos
(Tabela C1, Apéndice C). Com a acidificacdo do licor alcalino, recuperou-se a lignina Klason, ou
seja, as fracdes de lignina insollveis em acido. Cerca de 70% da quantidade total de lignina
contida no licor alcalino foi precipitada na forma de agregados de lignina com dimensdes de
centenas de micrémetros (Figuras D1, Apéndice D). Essa extracdo correspondeu a uma
eficiéncia de extracdo de 42 e 44% do conteddo inicial de lignina nas folhas e colmos,
respectivamente. Rendimentos de recuperacdo similares foram reportados anteriormente

para a lignina extraida das folhas de capim elefante (Trevisan & Rezende, 2020).

As ligninas isoladas de folhas ou colmos apresentaram coloracdo marrom
caracteristica (Figura 5.2A, C), embora com tonalidades diferentes. A cor marrom da lignina
estd relacionada a estrutura quimica condensada da macromolécula e a presenca de grupos
croméforos que promovem alta capacidade de absorcdo na regido ultravioleta/visivel (Huang
et al., 2019; Kai et al., 2016; Lahdetie et al., 2009). As ligacGes 1 conjugadas contribuem para
uma maior absor¢cdo em comprimentos de onda na regido do ultravioleta préoximo e do azul,

resultando em uma cor entre o alaranjado e o marrom (Laskin et al., 2014; H. Sun et al., 2007).

Os espectros UV-Vis mostraram o perfil caracteristico da macromolécula em
solucdo alcalina, com uma absor¢ao maxima em cerca de 285 nm para lignina de colmos e 288
nm para a lignina de folhas e a lignina comercial (Figura D2, Apéndice D). Essa banda
caracteristica em cerca de 280 nm pode ser atribuida a absorcdo de &lcoois sinapilico,
coniferilico e cumarilico, os monoligndis que participam da biossintese da lignina (R. Sun et al.,
2001). A intensidade relativa da banda caracteristica dependeu linearmente da concentracado

de lignina (R? > 0,99).

A alta pureza da lignina foi estimada em 95,0 + 0,4%, usando as curvas de calibracdo
obtidas por UV-Vis e tomando como referéncia a curva para uma lignina alcalina cuja pureza

era conhecida (>99%). A andlise composicional (protocolo NREL, compreendendo a hidrdlise
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com H2S04 72% m/m, a separacdo de carboidratos por filtracdo e a posterior calcinacdo da
lignina) também indicou um teor estatisticamente equivalente de lignina insolivel em acido,
94,4 + 0,2%. O método ABSL, por sua vez, resultou em concentracdes totais de 98 + 1% e 99 +
1% para a lignina de folhas e colmos, respectivamente. O Ultimo método pode fornecer
resultados superestimados devido a degradacdo oxidativa simultanea de carboidratos
estruturais residuais durante a incubacdo da amostra em acido (Moreira-Vilar et al., 2014).

Lignina Lignina oxidada

SA-LNPs US-LNPs 0-SA-LNPs 0-US-LNPs

Dispersdes de Dispersodes de Dispersdes de Dispersdes de
LNPs LNPs oxidadas LNPs LNPs oxidadas

Figura 5.2 Fotografias sob luz visivel de lignina ndo oxidada e oxidada oriunda de (A, B) folhas e (C, D)
colmos, assim como de (E—L) dispersdes aquosas de LNPs ndo oxidadas e oxidadas. O espalhamento do

laser vermelho em (F, J) demonstra o efeito Tyndall, presente em todas as dispersées de LNPs.

De fato, como mostrado na Figura D3 (Apéndice D), os difratogramas de raios-X
para as amostras de lignina de folhas e colmos apresentaram o perfil tipico de analitos amorfos,
embora existisse uma contribuicdo cristalina em torno de 21,5°. Este pico pode ser atribuido a
presenca de impurezas e pequenos fragmentos cristalinos nos agregados de lignina

(Alzagameem et al., 2018), como residuos de celulose.

As ligninas foram submetidas a uma oxidacdo branda com solucdo diluida de
NaOH/H,0,. A lignina oxidada apresentou coloragdo diferente da tonalidade amarronzada das
ligninas brutas ndo oxidadas. A lignina oxidada de folhas apresentou coloracdo esverdeada

(Figura 5.2B), enquanto a de colmos apresentou cor amarelada (Figura 5.2D).

Espectros de ATR-FTIR confirmaram as mudancas na estrutura quimica da lignina
apds a oxidacdo (Figura 5.3). O surgimento da banda de absorgdo em 1715 cm™ foi um indicio

do incremento da quantidade de vibracGes de estiramento C=0, tipicas da oxidacdo (Fernandes
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et al,, 2019). O aumento da intensidade relativa de absor¢do em 2845 cm, referente ao
estiramento de grupos metil e metileno das cadeias laterais da lignina (Popescu et al., 2007; F.
Xu et al., 2013), por sua vez, foi um indicio da fragmentacdo da macromolécula, com o aumento
proporcional de grupos terminais e laterais. Medidas de GPC corroboraram com essa hipdtese,
evidenciando que a massa molar (My) decresceu de 7000-8000 g mol™ nas ligninas brutas para

cerca de 5000 g mol* nas ligninas oxidadas (Figuras 5.4, D4 e Tabela D2, Apéndice D).
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Figura 5.3 Espectros de ATR-FTIR de lignina bruta ndo oxidada e oxidada, extraida de (A) folhas e (B)
colmos. O surgimento da banda de absor¢do em 1715 cm™é um indicio do incremento da quantidade

de vibragdes de estiramento —C=0, tipicas da oxidacdo (Fernandes et al., 2019).
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como médias e desvios-padrdo de duplicatas.



Capitulo 5. Obtencdo de nanoparticulas de lignina por diferentes rotas 160

Além disso, os espectros de FTIR (Figura 5.3) indicaram a manutencdo ou
diminuicdo nado significativa da intensidade relativa de bandas referentes as vibracdes de anéis
aromaticos, como aquelas centradas em 2920 cm?, atribuida ao estiramento C—H de grupos
metoxil aromaticos, em 1503 cm?, atribuida ao estiramento assimétrico de anéis arila (Pavia et
al.,, 2012) eem 1116 cm, relativa a deformacdo aromatica C—H no plano (Popescu et al., 2007).
Tal resultado sugere que a estrutura aromatica das ligninas se preservou consideravelmente,
isto &, a clivagem de ligacGes covalentes entre as unidades de fenilpropano ndo perturbou a
estrutura aromatica da lignina. Coerentemente, embora a intensidade relativa tenha
decrescido, os espectros UV-Vis das ligninas oxidadas também mostraram a banda de absorcao
caracteristica da lignina em cerca de 280 nm (Figura D5, Apéndice D). Os coeficientes de
absorcdo molar (extincdo) diminuiram de 22,54 e 25,84 L g' cm™, respectivamente, na lignina

n3o oxidada de folhas e colmos para 17,35 e 14,13 L g* cm™* nos seus analogos oxidados.

5.3.2 Abordagens bottom-up e top-down para produzir LNPs

Duas metodologias distintas foram utilizadas para a conversdo de lignina (ndo
oxidada e oxidada) de folhas e colmos a LNPs. Conforme representacdo na Figura 5.5, o método
bottom-up consistiu em adicionar d4gua como anti-solvente a solugdes de lignina em acetona.
As LNPs auto-organizadas (SA-LNPs) foram recuperados com um rendimento de 93 + 4% em
relacdo a lignina de partida. Resultados equivalentes foram obtidos anteriormente para a
lignina de folhas de capim elefante, 93 + 3% (Trevisan & Rezende, 2020), e de biomassa de

milho, 93 + 6% (Camargos et al., 2019).

No método top-down, suspensdes aquosas de lignina bruta nunca secas foram
tratadas por ultrassonicacdo. As taxas de recuperacdo das US-LNPs aumentaram a medida que
a incidéncia ultrassénica se prolongou. O tratamento por 15, 30 e 60 min resultou em
rendimentos de 18 + 4%, 45 + 3% e 85 + 3%, respectivamente. O aumento do tempo de
sonicacdo para 90 min proporcionou um rendimento de 90 * 2%, mas ndo foi investigado em
profundidade, pois o modesto incremento da taxa de conversdo ndo justificaria o gasto

energético associado a tal procedimento.

A origem anatdmica das plantas e o método de producdo, bem como o grau de
oxidacdo da lignina precursora conferiram diferentes aspectos visuais as dispersdes de LNPs.

As dispersBes aquosas de SA-LNPs apresentaram coloragdo clara e amarelada (Figura 5.2E, 1),
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enquanto as US-LNPs apresentaram tonalidade amarronzada (Figura 5.2F, J). Além disso, as
dispersdes de 0-SA-LNPs e 0-US-LNPs apresentaram cor mais clara do que seus analogos nao
oxidados. As LNPs oxidadas derivadas da lignina de folhas sdo mais esverdeadas (Figura 5.2G,
H), ao passo que as LNPs oxidadas oriundas de colmos sdo mais amareladas (Figura 5.2K, L).
Todas as dispersdes exibiram efeito Tyndall, isto &, um feixe de laser sofreu espalhamento de
luz ao passar através desses sistemas coloidais (Figura 5.2F, J). A cor da lignina e das LNPs ndo
é um topico frequentemente discutido na literatura, mas pode ter consequéncias importantes
para as aplica¢@es finais (como no caso dos revestimentos estudados nos capitulos 2 e 3 desta
tese), sendo altamente dependente da origem anatdémica e do grau de oxidacdo da lignina,

como demonstrado aqui.

Adicao de agua
como anti-solvente

Metodo bottom-up \,

aQ Acetona /
I
A a—
: SA-LNPs
Lignina Solugéao Dlspersao
. de lignina de SA-LNPs
Suspensédo aquosa de
lignina precipitada B
15 min ou
Oy 30 min ou
m 60 min I E/
Sonlcagao Disperséo US-LNPs

de US-LNPs
Metodo top-down

Figura 5.5 Apds a precipitagdo da lignina através da acidificagdo do licor alcalino do pré-tratamento de
folhas ou colmos, duas metodologias distintas foram empregadas para a preparacdo de LNPs. (A) Na
abordagem bottom-up, a suspensdo aquosa de lignina precipitada foi filtrada e seca, resultando em
lignina sdlida, a qual foi solubilizada em acetona. Entdo, a solucdo de lignina foi adicionada agua em
excesso, resultando em uma dispersdo aquosa de nanoparticulas auto-organizadas (SA-LNPs). (B) Na
abordagem top-down, a suspensdo aquosa de lignina precipitada foi utilizada diretamente, sem
qualquer etapa de secagem. A suspensdo foi diluida e sonicada em ultrassom de ponteira por 15, 30 ou

60 min, resultando em dispersdes aquosas de nanoparticulas ultrassonicadas (US-LNPs).
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5.3.3 Morfologia das LNPs

Como mostrado pelas micrografias de SEM e AFM nas Figuras 5.6, 5.7, 5.10A e D6
(Apéndice D), as nanoligninas auto-organizadas SA-LNPs e 0-SA-LNPs apresentaram morfologia
esférica caracteristica (Beisl et al., 2017; H. Liet al., 2016; Xiong et al., 2017). Ademais, verificou-

se que a oxidacdo prévia da lignina ndo impediu que as macromoléculas se agregassem em

nanoesferas.
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Figura 5.6 Imagens de (A) SEM e (B, C) AFM de amostras de SA-LNPs e 0-SA-LNPs de folhas. Setas
amarelas em (A) indicam buracos nas nanoesferas. Histogramas de distribuicdo de diametros obtidos
por (D) SEM e (E, F) AFM (topografia). O diametro foi medido como a dimensao lateral por SEM e como

a altura por AFM. Pelo menos 130 nanoparticulas em 4 diferentes imagens foram medidas por técnica.
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Figura 5.7 Imagens de (A) SEM e (B, C) AFM de amostras de SA-LNPs e 0-SA-LNPs de colmos. Setas
amarelas em (A) indicam buracos nas nanoesferas. Histogramas de distribuicdo de diametros obtidos
por (D) SEM e (E, F) AFM (topografia). O diametro foi medido como a dimensdo lateral por SEM e como

a altura por AFM. Pelo menos 130 nanoparticulas em 4 diferentes imagens foram medidas por técnica.

Imagens de SEM (Figuras 5.6A e 5.7A) indicam a presenca de furos singulares na
superficie de algumas das nanoesferas oriundas de folhas e colmos. Este é provavelmente um
efeito da evaporacdo do solvente (dgua e acetona aprisionadas no interior das nanoparticulas)

sob alto vacuo durante o preparo de amostras e da acdo do feixe a altas temperaturas durante
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a analise de SEM. Xiong et al. (2017) atribuiram a existéncia de tais buracos ao efeito da
projecdo de solvente através da superficie de SA-LNPs quando essas sdo submetidas a
temperaturas elevadas. De fato, esses buracos ndo foram observados nas imagens de AFM
(Figuras 5.6B, C e 5.7B, C). Nessa técnica, tanto o preparo da amostra quanto a aquisicao das

imagens sao conduzidos em condi¢Bes ambientais.

Todas as LNPs auto-organizadas apresentaram distribuicdo assimétrica de
diametros (Figuras 5.6D—F e 5.7D—F). Para as SA-LNPs de folhas e colmos, os diametros médios
determinados por SEM (Figuras 5.6D e 5.7D) e AFM (Figuras 5.6E e 5.7E) divergiram
ligeiramente, uma vez que o tamanho foi medido como a largura por SEM e altura das
nanoesferas por AFM. Ademais, enquanto os diametros das SA-LNPs de folhas e colmos foram
muito semelhantes entre si, os diametros das 0-SA-LNPs foram significativamente menores
(Figuras 5.6F e 5.7F). O tamanho médio diminuiu de cerca de 50 nm nas SA-LNPs para cerca de
25 nm nas 0-SA-LNPs. Esta diferenca pode ser atribuida a clivagem da lignina apds a oxidacao,
0 que resultou em fragmentos macromoleculares menores (My até 3000 g mol* menor), os
quais se auto-organizaram em nanoesferas menores. Especificamente para amostras de lignina
de abeto, Pylypchuk et al. (2021) observaram uma tendéncia de aumento do tamanho de SA-
LNPs diretamente relacionada a diminui¢cdes da My, exceto para o caso de ligninas com massas
molares mais elevadas. Fracdes de lignina com My, de 3080 g mol* formaram SA-LNPs com
tamanho médio de 80 nm, enquanto fracdes com My, de 6360 g mol™ formaram SA-LNPs com
tamanho médio de cerca de 100 nm. Os autores também argumentaram que fragmentos
macromoleculares com My muito pequenas (~1000 g mol™?) possuem maior contetddo de
hidroxilas fendlicas, que favorecem o crescimento de nanoparticulas maiores. Aqui, para além
da diminuicdo da My e da dispersidade da macromolécula, a oxidagdo da lignina pode ter
conferido um efeito de carga associado a producdo de 0-SA-LNPs menores do que as SA-LNPs

correspondentes, devido a introducdo de grupos carbonila e acido carboxilico.

Como mostrado pelas micrografias nas Figuras 5.8, 5.9 e 5.10B, as nanoligninas
ultrassonicadas US-LNPs e o-US-LNPs, apresentaram morfologia de micro/nanoagregados
fragmentados, com um formato achatado e globular. Micrografias de SEM (Figura D7, Apéndice
D) revelaram que, apds 15 min de sonicacdo, ocorreu o descolamento de placas de lignina a
partir de fragmentos maiores. Imagens de OM das ligninas em suspensdo (sem qualquer etapa

de secagem) evidenciaram que essa morfologia de camadas achatadas ja estava presente nas
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particulas micrométricas da lignina precipitada durante a acidificacdo do licor alcalino (Figura
D8, Apéndice D).Tais observacdes sugerem que a cavitacdo e as colisdes agregado-agregado
provavelmente ditaram a reducdo do tamanho dos agregados de lignina através de um
mecanismo mecanico semelhante a esfoliacdo, gerando particulas globulares/irregulares.
Estudos anteriores também reportaram morfologia irregular para as nanoparticulas obtidas por
sonicacdo (Gilca et al., 2015; Gonzalez et al., 2017). Como mostrado pelas imagens de AFM
(fase) (Figuras 5.10 e D9, D10, Apéndice D), em geral, a morfologia das US-LNPs é muito distinta
da morfologia das SA-LNPs. Nas imagens de topografia (Figuras 5.8 e 5.9), verificou-se que a
altura é menor do que a dimensdo lateral para a maioria das particulas e/ou aglomerados
observados. Portanto, a largura (dimensdo lateral) foi medida como o diametro de todas as US-

LNPs.

15 min foi tempo suficiente para reduzir a dimensdo dos agregados de lignina de
folhas e colmos a nanoescala, com tamanhos médios de cerca de 350 a 430 nm (Figuras 5.8A,
E e 5.8A, E). Conforme o tempo de incidéncia aumentou, o didmetro médio diminuiu e a
homogeneidade morfolégica aparente aumentou, especialmente no caso das US-LNPs de
colmos (Figura D10, Apéndice D). Entretanto, o diametro médio e a distribuicdo de tamanhos
das US-LNPs s6 mudaram significativamente quando o tempo de sonicagcdo aumentou para 60
min (Figuras 5.6C, D e 5.7C, D). Entdo, os aglomerados de US-LNPs e 0-US-LNPs apresentaram
didmetros significativamente menores (aproximadamente 170 a 230 nm) e distribuicGes de
tamanho mais estreitas, com algumas particulas exibindo morfologia quase-esféricas,
possivelmente em virtude da quebra exaustiva dos fragmentos de lignina, remanescendo as
estruturas mais compactadas e menos agregadas (Figuras 5.6G, H e 5.7G, H). Resultado
semelhante, com a reduc¢do da agregacao interparticulas provocada pelo aumento do tempo

de sonicacgdo foi reportado anteriormente (Gonzalez et al., 2017).

Para averiguar se os nanoagregados globulares de lignina (US-LNPs) se originam
realmente no processo de sonicacdo ou advém do processo de secagem prévio a realizacdo de
microscopias, investigou-se o comportamento dos sistemas sonicados na presenca de um
surfactante. Sabendo que a lignina em suspensdo aquosa apresenta potencial zeta bastante
negativo, utilizou-se o SDS, um surfactante anidnico que, por meio de mecanismos
eletrostaticos e estéricos, poderia evitar a formacdo de agregados durante a preparacdo e a

anadlise das nanoparticulas.
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Figura 5.8 (A—D) Imagens de AFM de amostras de US-LNPs e 0-US-LNPs de folhas. (E-H) Histogramas de
distribuicdo de diametros obtidos por AFM (topografia). Como as nanoparticulas sdo achatadas (a altura
é menor do que a largura das mesmas), o didametro foi medido como a dimensé&o lateral por AFM. Desse
modo, pode haver nas medidas um erro associado a convolucdo da ponteira (raio de curvatura menor

do que 8 nm). Pelo menos 130 nanoparticulas foram medidas por amostra.
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Figura 5.9 (A-D) Imagens de AFM de amostras de US-LNPs e 0-US-LNPs de colmos. (E-H) Histogramas
de distribuicdo de diametros obtidos por AFM (topografia). Como as nanoparticulas sdo achatadas (a
altura é menor do que a largura das mesmas), o didametro foi medido como a dimensdo lateral por AFM.
Desse modo, pode haver nas medidas um erro associado a convolugdo da ponteira (raio de curvatura

menor do que 8 nm). Pelo menos 130 nanoparticulas foram medidas por amostra.
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Na presenca de SDS, os rendimentos de conversdao da suspensdo de lignina a US-
LNPs foram de 71 + 3%, 79 + 3%, 85 + 1% e 91 + 2%, respectivamente em tratamentos
ultrassdnicos com duracdo de 15, 30, 60 e 90 min. Esse resultado sugere que, em certa medida
e em tempos menores do que 30 min, o surfactante favoreceu a separagdo dos agregados em
particulas menores e/ou evitou que tais particulas floculassem devido as colisGes durante a
sonicacdo. Em tempos maiores do que 30 min, os resultados foram muito semelhantes e a
presenca do SDS ndo influenciou significativamente o comportamento dos sistemas. A
morfologia ndo sofreu grandes mudancas (Figura D11, Apéndice D) e ndo obstante os
diametros médios das nanoparticulas produzidas com SDS sejam menores (até 148 nm) do que
os das US-LNPs produzidas na auséncia de surfactante (até 180 nm), observou-se a presenca
de nanoagregados grandes em ambos o0s casos. Assim, existem indicios experimentais de que

a morfologia observada para as US-LNPs é principalmente oriunda do método de producdo.

SA-LNPs .. US-LNPs

Figura 5.10 Imagens de AFM (fase) representativas, mostrando a morfologia de (A) SA-LNPs e (B) US-

LNPs (15 min). Barras de escala: 200 nm.

Em oposicdo ao comportamento observado para as nanoparticulas auto-
organizadas, a oxidacdo prévia da lignina ndo causou diferenca entre o didametro médio das US-
LNPs e 0-US-LNPs. No caso da auto-organizacao, os mecanismos de agregacao e formacdo de
nanoesferas dependem do tamanho e da quimica de superficie dos fragmentos
macromoleculares de lignina que originardo as SA-LNPs e 0-SA-LNPs, por isso as segundas
foram menores do que as primeiras. No caso da ultrassonicacdo, os agregados formados

durante a precipitacao da lignina sdo simplesmente fragmentados mecanicamente. Por isso, 0s
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resultados desse processo dependem mais do tratamento ultrassénico e da conformacdo dos
agregados em si, do que de fatores como tamanho das macromoléculas e quimica de superficie.
Ademais, observou-se que na abordagem top-down foram produzidas particulas maiores do

que pelo método bottom-up.

5.3.4 Estabilidade coloidal das LNPs

A titulacdo condutimétrica de acidos fracos indicou que todas as LNPs (oxidadas ou
ndo) apresentavam maior conteudo proporcional de grupos ionizaveis superficiais do que suas
ligninas precursoras (Figura 5.11). Esse resultado é congruente com o aumento da drea
especifica superficial resultante da conversdo do material bruto a nanoestruturas. Além disso,
a oxidag¢do aumentou o contelddo de grupos ionizéveis na superficie de 0,21 + 0,05 mmol g de
lignina de folhas e 0,16 + 0,04 mmol g* de lignina de colmos, respectivamente para 2,3 + 0,1
mmol gt e 3,0 + 0,3 mmol g?' de ligninas oxidadas. Do mesmo modo, as 0-SA-LNPs
apresentaram a maior quantidade de grupos ionizdveis dentre as amostras, devido a exposicao
de grupos hidrofilicos (grupos funcionais hidroxila e acido carboxilico) na superficie, durante a
auto-organizacdo, para interagir com a dgua (Osterberg et al., 2020). A presenca predominante
de grupos hidroxila fendlicos na superficie também pode explicar o alto conteldo de grupos
ionizaveis nas SA-LNPs. Fracdes mais hidrofdbicas da lignina se agregam no interior das
nanoesferas por interagdes aromaticas n—n (Xiong et al., 2017), enquanto grupos funcionais
mais hidrofilicos (como as hidroxilas fendlicas mencionadas) ficam expostos na superficie das

nanoesferas (Beisl et al., 2017; Trevisan & Rezende, 2020).

I Folhas
s{ |Colmos

Grupos ionizaveis/mmol g’
w

Lignina SA-LNPs US-LNPs Lignina oxidada 0-SA-LNPs 0-US-LNPs
Amostras

Figura 5.11 Conteudo de grupos ionizdveis medido por titulagdo condutimétrica de suspensdes aquosas

de lignina bruta ou lignina oxidada, bem como de dispersées de LNPs e o-LNPs de folhas e colmos.
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No caso das US-LNPs, o procedimento de cavitacdo aumentou a temperatura e
pressdo local do sistema, gerando espécies radicais de hidroxilas em meio aquoso na presenca
de ar (Gilca et al., 2015). Agustin et al. (2019) sugeriram que a ultrassonicacdo pode induzir
mudancas na carga superficial de US-LNPs, expondo grupos carboxilicos ou fendlicos na
superficie. Além disso, a irradiacdo ultrassonica pode causar a clivagem homolitica de ligacdes
alquil-aril éter B-O-4, produzindo espécies reativas na superficie de nanoparticulas (Seino et al.,
2001). Portanto, a sonicagdo também aumentou o conteudo de grupos ionizaveis nas US-LNPs,
mas ndo contribuiu significativamente para a densidade de carga das 0-US-LNPs, pois a lignina

oxidada possuia de antemao uma grande quantidade de acidos fracos na superficie.

Como confirmado pelas medicbes de potencial zeta e DLS, todas as LNPs
apresentaram elevada estabilidade coloidal (Figura 5.12). Potenciais zeta mais negativos do que
— 30 mV (Hiemenz & Rajagopalan, 1997) indicaram que as nanoparticulas foram estabilizadas
em agua através da repulsdo eletrostética da dupla camada difusa (Osterberg et al., 2020) em
uma ampla faixa de pH. Este mecanismo de estabilizacdo é sensivel ao pH do meio aquoso e
geralmente prevalece apenas acima de pH 3, devido a protonacdo de grupos fendlicos e
carboxilicos da lignina em condi¢Bes de pH muito baixo (Duval & Lawoko, 2014). Aqui, a
estabilizacdo em termos de potencial zeta (com magnitude varidvel, mas sempre superior a
|£30| mV) e didmetro hidrodinamico médio das particulas estendeu-se na faixa de pH5a 10/11
para LNPs ndo oxidadas (Figura 5.12A-D). Comportamento semelhante foi reportado para SA-
LNPs produzidas a partir de capim elefante (Trevisan & Rezende, 2020) e biomassa de milho
(Camargos et al., 2019; Tian, Hu, Chandra, et al., 2017). Adicionalmente, as LNPs oxidadas, que
apresentavam maior contelddo de grupos ionizaveis na superficie, mostraram estabilidade
coloidal na faixa de pH 4 a 12 (Figura 5.12E—F) e pH 3/4 a 11 (Figura 5.12G—H), respectivamente
para 0-SA-LNPs e 0-US-LNPs.
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Figura 5.12 Diametro hidrodindmico médio (eixo esquerdo) e potencial zeta (eixo direito) como uma

funcdo do pH (1-13) para amostras de diferentes LNPs e LNPs oxidadas de (A, C, E, G) folhas e (B, D, F,

H) colmos.
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5.3.5 Atividade antioxidante das LNPs

A atividade antioxidante das ligninas de folhas e colmos ou de seus analogos
oxidados em solucdo, bem como das LNPs em dispersdo aquosa, foi avaliada por meio de um
ensaio de supressao do radical DPPH. Em concentracao fixa, as SA-LNPs e US-LNPs consumiram
até 56% da quantidade inicial de DPPHe imediatamente ao inicio do experimento (Figura 5.13).
Apds 30 minutos, a atividade de supressdo de DPPHe alcangou até 76%. Em contraste, as
ligninas brutas em solugao consumiram no maximo 7% do DPPHe imediatamente apds o inicio
do ensaio e 60% apds 30 minutos. Como discutido no capitulo 2 (item 2.3.4, p. 66), a atividade
antioxidante de SA-LNPs confinadas em filmes nanocompdsitos foi de até 40%, evidenciando
como a supressao de radicais se processa mediante o contato entre as espécies e é favorecida

guando as nanoparticulas estdo livres em dispersao.
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Figura 5.13 % Supressdo de DPPHe apds 0, 16 e 30 min de contato com lignina ou lignina oxidada em

solucgdo e dispers®es aquosas de LNPs e 0-LNPs de (A) folhas e (B) colmos.
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A oxidacdo reduziu drasticamente a capacidade antioxidante das ligninas de
folhas e colmos em solugdo. A atividade de supressao de radical das ligninas oxidadas foi até
oito vezes menor do que a de seus analogos ndo oxidados. Embora 0-SA-LNPs e o-US-LNPs
apresentassem maior atividade antioxidante do que as ligninas oxidadas em solugdo, esta
propriedade foi até quatro vezes menor do que a das LNPs ndo oxidadas. Kaur et al. (2017) e
Kaur & Uppal (2015) atribuiram comportamento similar a reducdo da quantidade proporcional

de grupos hidroxila fendlicos na lignina apds o processo de oxidacao.

A capacidade da lignina de suprimir radicais livres depende de sua capacidade de
gerar radicais fenoxil estaveis. Esta propriedade é comprometida na lignina oxidada devido a
diminuicdo da concentracdo de grupos fendlicos e a presenca de grupos carbonila conjugados
qgue ndo contribuem para a estabilizacdo da estrutura de ressonancia (Kaur & Uppal, 2015).
Ainda assim, a auto-organizacdo e a sonicacdo, ao aumentaram a area de superficie especifica
e a exposicdo proporcional de grupos hidroxila e acido carboxilico na superficie, provavelmente
colaboraram para uma melhoria marginal da atividade de supressdao de DPPHe das 0-SA-LNPs

e 0-US-LNPs.

5.3.6 Capacidade fotoabsorvedora no UV das LNPs incorporadas
em uma matriz de PVA

LNPs foram incorporados a uma matriz de PVA para formar filmes transparentes
coloridos (Figura 5.14). Andlises de DRS mostraram que a presenca de LNPs ndo oxidadas ou
oxidadas na concentracdo de 10% (m/m) aumentou a capacidade dos filmes poliméricos de
absorver a radiagdo luminosa na regido ultravioleta/visivel (Figura 5.15). Além da transmitancia
guase zero em 200-300 nm, os filmes de PVA incorporados com LNPs apresentaram menor

transmitancia na faixa do visivel do que o PVA puro.

Como observado para a atividade antioxidante, as SA-LNPs e US-LNPs de folhas e
colmos conferiram maior capacidade de absorber a radiacdo UV aos filmes de PVA do que as
0-SA-LNPs e 0-US-LNPs. As LNPs oxidadas foram menos eficientes para blindar na faixa do UVA
(320—400 nm). A lignina possui grupos funcionais cromoforos na regido do UV, incluindo
quinonas (grupos aromaticos) e grupos metoxila substituidos (Sadeghifar & Ragauskas, 2020),

0s quais provavelmente foram alterados durante o processo de oxida¢do. Além disso, grupos
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funcionais insaturados, tais como carbonila conjugadas, anéis aromaticos e C=C, que também
sdo cromdforos na faixa do visivel (Sadeghifar & Ragauskas, 2020), sdo propensos a serem
degradados durante a oxidacdo. Simultaneamente, as nanoparticulas oxidadas geraram
compdsitos mais transparentes na regido do visivel do que os nanocompdsitos incorporados
com nanoparticulas ndo oxidadas. Portanto, a oxidagdo mudou a coloracdo caracteristica da

lignina e promoveu a reduc¢do da sua capacidade de absorver a radiacdo UV.

Figura 5.14 Fotografia sob luz visivel de filmes autossustentados de PVA e compdsitos de PVA

incorporado com LNPs ou o-LNPs.
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Figura 5.15 Espectros de DRS mostrando a transmitancia em funcdo do comprimento de onda

na faixa de 200-800 nm para os filmes autossustentados de PVA monocomponente e

compositos incorporado com LNPs ou o-LNPs.
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5.4 Panorama de resultados e conclusoes

Os resultados centrais do estudo sobre as nanoestruturas de lignina foram
compilados na Tabela 5.1. Foram elencadas as principais caracteristicas das LNPs auto-
organizadas e ultrassonicadas, oriundas de ligninas oxidadas ou ndo. O estudo evidenciou que
a origem anatémica da lignina, para além da coloracdo e da massa molar da macromolécula em

si, ndo influencia significativamente as propriedades das nanoparticulas produzidas.

Tabela 5.1 Compilagdo das caracteristicas principais (diametro, D; conteldo de grupos ionizaveis, I1G;
potencial zeta () em pH 7; atividade antioxidante apds 60 min de ensaio, AA; absorbancia em 280 nm,
Azs0, € em 500 nm, Asqo, de filmes de PVA incorporados) das nanoligninas obtidas a partir de folhas e

colmos de capim elefante. As US-LNPs consideradas foram obtidas apds 60 min de ultrassonicacdo.

Nanolignina D/nm mnl\(;{ gl Poter:<\:/ia| 4 A;/'t/ Ai/iO/ Ai/ZO/

SA-LNPs 50+ 24 1,63+£0,18 -46+6 78+0,2 2 70
0-SA-LNPs 21+11 4,99 10,44 —-48+4 171 18 85

‘53 US-LNPs 178 £ 91 1,87+0,53 —-414+2 761 0,6 70
- 0-US-LNPs 170+ 60 2,37+0,18 -40zx1 26+0,1 4 80
SA-LNPs 52 +28 1,60+0,10 -39+1 82+0,5 2 76

@ 0-SA-LNPs 25+8 4,69 +0,02 —-34+3 25+10,2 6 82
§ US-LNPs 22877 1,30+£0,10 —-32+2 761 0 61
0-US-LNPs 214 £ 105 2,62+0,50 -45+6 2811 3 81

Alignina nativa é um biopolimero altamente reticulado. Para remové-la, a estrutura
da macromolécula é fragmentada, especialmente durante a etapa alcalina do pré-tratamento.
Os fatores que mais afetam as propriedades de LNPs, assim, estdo correlacionados as etapas
de extracdo da lignina, existéncia ou ndo de funcionalizagdo (oxidagdo) e procedimentos para

conversao a nanoescala.

Comparativamente, nanoesferas foram obtidas pelo método bottom-up (baseado
na adicdo de dgua como anti-solvente) com rendimentos maiores do que os agregados

globulares/irregulares produzidos por ultrassonicacdo. As LNPs auto-organizadas foram



Capitulo 5. Obtencdo de nanoparticulas de lignina por diferentes rotas 176

menores e apresentaram mais grupos ionizaveis superficiais do que as LNPs ultrassonicadas.
Ainda que todas as LNPs tenham apresentado maior densidade de carga e potencial zeta do
gue as ligninas brutas precursoras, a oxidacdo prévia foi determinante para a obtencdo de
nanoparticulas com maior conteldo de grupos ionizaveis. A oxidacdo, porém, implicou em

reducdo da atividade antioxidante e do bloqueio UV das LNPs.

Considerando a regularidade, os menores tamanhos, as elevadas atividade
antioxidante e capacidade de protecdo UV, as SA-LNPs de folhas foram selecionadas e utilizadas

nos nanocompasitos estudados nos capitulos 2 e 3 desta tese.
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Capitulo 6 - Perspectivas

Levando em conta as realizacGes abarcadas por esta tese, estdo elencadas a seguir

algumas perspectivas e sugestdes para aprofundamento em trabalhos futuros:

Escalonamento dos processos relativos a obtencdo das nanoestruturas de celulose e
lignina, bem como das formulacdes de revestimentos nanocompdsitos;

Avaliacdo das propriedades protetivas de nanocompdsitos formulados com outras
concentracdes intermediarias de nanoparticulas de lignina (entre 1 e 10% m/m),
objetivando estabelecer um delineamento criterioso do balanco entre protecdo (frente
ao envelhecimento e a radiagdo UV) e cor/transparéncia dos revestimentos;

Aplicacdo dos revestimentos nanocompdsitos em substratos de média ou grande
dimensdo e em réplicas/artefatos, a fim de avaliar-se mais apuradamente a viabilidade
do novo material para aplicagGes comerciais;

Aplicacdo em substratos coloridos e/ou envelhecidos, a fim de avaliar-se a influéncia
estética e protetiva dos revestimentos desenvolvidos em pecas com caracteristicas
especificas;

Reproducdo dos processos de revestimento, utilizando-se nanoestruturas comerciais
e/ou extraidas de outras biomassas, a fim de avaliar-se o comportamento de
revestimentos formulados de modo equivalente;

Substituicdo parcial da dgua por etanol, pleiteando-se a aplicagdo em substratos
fragilizados e sensiveis a umidade;

Investigacdo sistematica da interface e da adesdo revestimento/substrato, a fim de
entender o balanco coesivo/adesivo do tratamento desenvolvido;

Avaliacdo da resisténcia dos revestimentos a abrasdo;

Avaliacdo sistematica do tempo de prateleira das formulagdes, pleiteando também a

disponibilizacdo comercial do revestimento sustentavel introduzido aqui.
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Capitulo 7 - Conclusdes gerais

Ao decorrer dos trabalhos realizados para a elaboracdo da presente tese, duas
frentes principais de atuagdo foram abarcadas: (1) a obtencdo de nanoceluloses e nanoligninas
a partir de folhas e colmos de capim elefante; (2) a selecdo e combinacdo de tais nanoestruturas
em nanocompdsitos, os quais foram aplicados como revestimentos protetivos em substratos
celuldsicos. Considerando os resultados apresentados, conclui-se que os objetivos prioritarios
e auxiliares do projeto de doutorado foram alcangados com éxito, culminando na preparacao

de novos materiais (revestimentos) de protecdo em base aquosa.

As diferentes propriedades das nanoestruturas de celulose (morfologia,
transparéncia, estabilidade coloidal, propriedades mecanicas de tracdo de filmes finos, entre
outras) e de lignina (capacidade fotoabsorvedora no UV, atividade antioxidante, estabilidade
coloidal, entre outras) contribuem para que, ao serem combinadas, resultem em revestimentos
nanocompasitos sustentaveis muito adequados a protecao de superficies, inclusive a superficie
de bens culturais baseados em madeira, papel e tecido. De modo ainda mais marcante para o
caso dos substratos de madeira, os revestimentos protetivos alteram pouco a cor, a
apresentacdo estética, a topografia superficial e a permeabilidade ao vapor de agua.
Adicionalmente, tais revestimentos protegem os materiais revestidos frente a radiacdo UV, ao
envelhecimento hidrotérmico e a acdo direta da umidade. Muito compativeis por
compartilharem a mesma natureza quimica (celulose e lignina), substratos e revestimentos se
aderem favoravelmente, ainda que o tratamento seja reversivel, isto &, possa ser removido se

necessario.

Finalmente, lancou-se luz sobre a potencialidade de se empregar nanoestruturas
advindas de fontes renovaveis para o desenvolvimento de materiais avancados destinados a
aplicacBes de protecdo. Convencionalmente, tais produtos sdo baseados em resinas sintéticas
e/ou derivados do petréleo, implicando também no uso de solventes téxicos. Consistindo em
sistemas aquosos, 0os nanomateriais preparados possuem vantagens ambientais, econémicas e
socioculturais, haja vista a valorizacdo de residuos e excedentes agroindustriais para a

producdo das nanoestruturas e a sua promissora destinacdo a protecdo de bens culturais.
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Tabela Al Espessura média de filmes autossustentados monocomponentes e nanocompositos.

Filme Espessura/pm
CNF 13z1
CNC 12+1
CNF/CNC 12+1
CNF/CNC/LNP1 14+£3
CNF/CNC/LNP5 12+1
CNF/CNC/LNP10 131
CNF/CNC/LNP25 165

100
80
X
@ i
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'E 40
)
c
@
— 201
— CNF comercial
- CNC comercial

0 T I T T T I T I 4 .

200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda/nm

Figura Al Espectros de DRS mostrando a transmitancia em fungdo do comprimento de onda na

faixa de 200—-800 nm para os filmes autossustentados constituidos unicamente por TO-CNFs e

AH-CNCs comerciais.
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Figura A2 Parametros colorimétricos medidos no espago de cor CIEL*a*b* para os filmes
monocomponentes de CNF e CNC comerciais. Expressou-se cada valor como a média e o

desvio-padrdo de ao menos 4 replicatas.
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Figura A3 Fotografias sob luz visivel de filmes monocomponentes e nanocompdsitos: ndo envelhecidos

e envelhecidos a 40 ou 80 °C sob diversas umidades relativas por 168 h.
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Figura A4 Variacdo dos parametros colorimétricos (A) AL*, (B) Aa* e (C) Ab* em func¢do da umidade

relativa para filmes envelhecidos a 40 °C por 168 h. As linhas pontilhadas indicam regido compreendida

pelo limite de +1, dentro do qual as variagBes nos parametros equivalem ao erro do espectrofotometro.
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Figura A5 AE calculado a partir da variacdo dos parametros colorimétricos de filmes CNF e CNC
(nanoparticulas comerciais) antes e apds 168 h de envelhecimento artificial em funcdo da umidade
relativa varidvel. Resultados para envelhecimento conduzido a: (A) 40 °C e (B) 80°C. As linhas

pontilhadas delimitam o valor de 3,5 no eixo das ordenadas.
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Figura A6 Variacdo dos parametros colorimétricos (A) AL*, (B) Aa* e (C) Ab* em funcdo da umidade

relativa para filmes envelhecidos a 80 °C por 168 h. As linhas pontilhadas indicam regido compreendida

pelo limite de +1, dentro do qual as variacdes nos parametros equivalem ao erro do espectrofotémetro.
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Figura A7 AE calculado a partir dos parametros colorimétricos de amostras envelhecidas: filmes
monocomponentes de TO-CNFs ou AH-CNCs comerciais e filmes nanocompdsitos binarios contendo
cada um dos tipos de nanocelulose e 1% ou 10% (m/m) de SA-LNPs. A diferenca de cor foi calculada
considerando os parametros colorimétricos das amostras anterior e posteriormente a 168 h de

envelhecimento artificial a 80 °C e 75% de RH.
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Figura A8 Curvas de TGA (eixo esquerdo) e DTG correspondente (eixo direito) para filmes ndo

envelhecidos e envelhecidos: (A) CNC e CNC comercial, (B) CNF comercial.
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Figura A9 Difratogramas de raios-X para filmes ndo envelhecidos e envelhecidos: (A) CNF/CNC e (B)

CNF/CNC/LNP1.
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Figura A10 Curvas de DSC do (A) primeiro aquecimento e resfriamento de todos os filmes estudados e
do (B) primeiro resfriamento e segundo aquecimento do filme CNF/CNC/LNP10 (ndo envelhecido). As
taxas de aquecimento e resfriamento foram de (A) 10 °C minte de (B) 10 °C min* no aquecimento e 5
°C min no resfriamento. Temperaturas de perda de dgua est3o indicadas em (A) e a temperatura de

cristalizacdo (T¢) esta indicada no detalhe em (B).
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Figura A1l Porcentagem de supressdo de DPPHe de filmes nanocompdsitos medidos pelo método

colorimétrico apds 30 min de ensaio, utilizando-se etanol como solvente.

Tabela A2 Supressdo de radical DPPH pelos filmes nanocompdsitos, antes e apds o
envelhecimento artificial, em ensaios de 0, 16 e 30 min. Resultados expressos como a média e

desvios-padrdo de duplicatas.

% Supressao de DPPHe

Filme 0 min 16 min 30 min
Antes Apds Antes Apobs Antes Apobs
CNF/CNC 8,8+0,3 15+4 6,704 33,6%x0,5 61l 42,8 £ 0,5
CNF/CNC/LNP1 11,8 £0,2 25,7+0,1 30x1 336 373 37+11

CNF/CNC/LNP10 18+1 27,4+0,1 302 299+0,1 36+2 34+2
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Figura A12 Curvas de TGA e DTG correspondente para filmes nanocompdsitos preparados com TO-CNFs

pos-tratadas em comparacdo aos filmes preparados com TO-CNFs originais (ndo pos-tratadas): (A, B)

CNF/CNC e CNF/CNC pés-tratamento, (C, D) CNF/CNC/LNP1 e CNF/CNC/LNP1 pds-tratamento, (E, F)

CNF/CNC/LNP10 e CNF/CNC/LNP10 pds-tratamento.
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Figura A13 Variacdo dos pardmetros colorimétricos AL*,Aa* e Ab* para filmes monocomponentes e
nanocompositos preparados com TO-CNFs pds-tratadas apds envelhecimento a 80 °C e 75% RH por 168

h.
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Figura B1 Fotografias sob luz visivel dos suportes celuldsicos pristinos e recobertos com camadas de

Paraloid®B72 na razdo massa/area de 1 mg cm™.
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Figura B2 Espessura média dos revestimentos de Paraloid®B72 e nanocompdsitos estimada como a

diferenca entre a espessura média de substratos revestidos e ndo revestidos.
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Figura B3 Variagdo dos parametros colorimétricos (A) AL*, (B) Aa* e (C) Ab* devido ao envelhecimento
a80°Ce 75% de RH por 168 h de substratos celuldsicos ndo revestidos ou revestidos com Paraloid®B72
ou revestimentos nanocompdsitos. Valores expressos como médias e desvios-padrdo de pelo menos 4
replicatas. As linhas pontilhadas indicam a regido compreendida pelo limite de +1, dentro do qual a

variacdo nos parametros equivale ao erro do espectrofotémetro.
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Figura B4 Espectros de DRS mostrando a transmitancia em fun¢do do comprimento de onda na faixa de

200-800 nm para os filmes autossustentados de Paraloid®B72 e nanocompdsitos.
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Glicerol Poli(etileno glicol) Poli(propileno glicol)

1% (m/m) 1% (m/m) 1% (m/m)

Figura B5 Imagens de SEM da superficie de substrato de tecido revestido com filme nanocompdsito
NFCL1 ao qual foi adicionado, antes da aplicagdo: glicerol (A, D) 1% e (G, J) 10% (m/m), poli(etileno glicol)
(B, E) 1% e (H, K) 10% (m/m), poli(propileno glicol) (C, F) 1% e (I, L) 10% (m/m). As setas em vermelho

em (C-D, H, I, L) indicam pontos de falha/rachaduras no revestimento nanocomposito.
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Figura B6 Medidas da taxa de transmissdo de vapor de dgua (WVTR, eixo esquerdo) e permeabilidade
ao vapor de agua (WVP, eixo direito) para filmes autossustentados de Paraloid®B72, CNF, CNC e

nanocompdsitos NFC, NFCL1 e NFCL10.
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Figura B7 Fotografias sob luz visivel da gota de dgua na superficie de substratos ndo revestidos de
madeira (no instante O s e 10 s), papel (no instante O s e 10 s) e tecido (no instante 30 s), com o dngulo

de contato medido em cada caso.
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Figura B8 Grafico do WCA aparente em funcdo do tempo para substratos revestidos com Paraloid®B72.
Fotografias da gota de dgua no tempo 30 s e medidas de WCA médios em substratos de madeira, papel

e tecido revestidos inseridas no grafico.
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Figura B9 Fotografias sob luz visivel de (A) pellets de cera de carnadba e (B) dispersdo aquosa de
particulas de cera de carnauba. (C) Histograma de distribuicdo de diametros medidos a partir de
imagens de AFM (150 particulas de cera de carnauba foram medidas em cinco diferentes imagens). (D,

E) Imagens de AFM (topografia) de nanoparticulas de cera de carnauba.

Figura B10 Fotografias sob luz visivel de madeira, papel e tecido recobertos com NFCL1 e quatro
camadas adicionais de cera de carnauba. No substrato de tecido de algoddo cru, a aplicacdo adicional
da dispersdo aquosa de cera de carnauba levou a lixiviacdo de compostos coloridos sollveis, como
taninos naturalmente presentes na fibras de algoddo (Halloin, 1982), gerando a mancha de agua na

interface entre o tecido sem revestimento e o tecido revestido.
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Figura B11 Micrografias opticas sob luz visivel (esquerda) e mapas 2D obtidos pela analise de micro-FTIR

do papel (A) ndo revestido, (B, D, F) revestido com nanocompésitos e (C, E, G) depois do procedimento

de limpeza e remocédo do revestimento utilizando o hidrogel Nanorestore Gel® HWR. Barras de escala:

200 pum. Escala de falsa cor: menor intensidade de absorbancia da banda integrada (1250-1155 cm™)

em azul e maior intensidade em vermelho. A resolucdo espacial do equipamento é de 5,5 um, i.e., cada

pixel corresponde a uma drea amostrada de cerca de 30 pm?.
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Figura B12 Micrografias pticas sob luz visivel (esquerda) e mapas 2D obtidos pela andlise de micro-FTIR

do tecido (A) ndo revestido, (B, D, F) revestido com nanocompdsitos e (C, E, G) depois do procedimento

de limpeza e remocédo do revestimento utilizando o hidrogel Nanorestore Gel® HWR. Barras de escala:

200 um. Escala de falsa cor: menor intensidade de absorbancia da banda integrada (1250-1155 cm'?)

em azul e maior intensidade em vermelho. A resolu¢do espacial do equipamento é de 5,5 um, i.e., cada

pixel corresponde a uma area amostrada de cerca de 30 pm?.
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Tabela C1. Andlise composicional e balanco de massa de folhas e colmos de capim elefante in natura,
apos a etapa acida e apds o pré-tratamento acido-alcalino como um todo. A primeira etapa acida
acarretou uma perda de massa de aproximadamente 48% e 33% para folhas e colmos, respectivamente.
O pré-tratamento acido-alcalino em duas etapas, por sua vez, causou perdas de massa de cerca de 70%

para folhas e 68% para colmos. Os resultados foram expressos como médias e desvios-padrdao de

duplicatas.
Celulose  Hemicelulose  Lignina Cinzas  Extrativos
Amostra Total %
% (m/m)
In natura 36+2 21,7%£0,3 21+1 3,0£0,1 195%0,2 101 +2
@9 Apds etapa acida 50+1 4,8+0,1 29+1 3+1 149+0,4 1012
<
u_Cg Apds pré-tratamento 81+2 4,0+0,3 7,7+0,4 08+0,3 8,2%0,1 102 +2
acido-alcalino
In natura 32+1 19,0+0,1 27,5+0,2 2,8%+0,5 17+1 98+2
a Apds etapa acida 47 +1 9+1 32+1 1,3+0,2 12,2+0,1 101%2
£
g Apods pré-tratamento 76,6 £0,2 3,1+0,1 12+1 05+0,1 6,3+0,3 99+1

acido-alcalino

»!

Apbs pré-tratamento acido-alcalino

NG

Figura C1 (A-D) Imagens de microscopia dptica de folhas de capim elefante: (A, B) In natura e (C, D)
apos o pré-tratamento sequencial. (E-H) Imagens de microscopia eletronica de varredura de folhas: (E,

F) in natura e (G, H) apds pré-tratamento.
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Figura C2 Difratogramas de raios-X representativos para amostras de capim elefante (A) folhas in natura

e pré-tratadas, (B) colmos in natura e pré-tratados, (C) TO-CNFs e TO-CNCs de folhas e (D) AH-CNFs e

AH-CNCs de colmos. Picos caracteristicos da celulose I estdo indicados em (A,B) (French, 2014).
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Figura C3 Histogramas de distribuicdo de tamanhos de diametro e comprimento calculados através de

imagens de TEM de (A, B) AH-CNCs e (C, D) TO-CNCs de folhas. Pelo menos 150 nanoparticulas foram

medidas em quatro diferentes imagens por amostra.
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Figura C4 (A, B) Imagens de AFM (topografia) e (C, D) TEM de TO-CNFs de folhas e colmos.
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Figura C5 Histogramas de distribuicdo de tamanhos de didmetro e comprimento calculados através de
imagens de TEM de TO-CNFs de (A, B) folhas e (C, D) colmos. Pelo menos 230 nanoparticulas foram

medidas em quatro diferentes imagens por amostra.
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Figura C6 Curvas de tensdao versus deformacdo representativas para amostras de filme L-TO-CNF
(nanofibrilas de folhas), S-TO-CNF (nanofibrilas de colmos) e LS-TO-CNF 2:1 (nanofibrilas de folhas e

colmos combinadas na proporc¢do de 2:1).
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Tabela D1. Andlise composicional dos licores das etapas acida e alcalina. O licor 4cido de folhas e colmos
continha, respectivamente, cerca de 48% e 33% da massa inicial de biomassa. O licor alcalino, por sua
vez, continha cerca de 22% da massa inicial de folhas e 35% da massa inicial de colmos. Os resultados

foram expressos como médias e desvios-padrdo de duplicatas.

Celulose  Hemicelulose  Lignina Cinzas  Total %
Amostra 5
% (m/m)

@ Licor acido 2212 531 171 31 95+3
ey
2 Licor alcalino 8+1 7,5+0,3 67 %2 7+1 90+ 2
38 Licor acido 14+£1 45+5 221 9+3 906
£
g Licor alcalino 16+4 10+4 54+3 2+1 82+7

Figura D1 Imagens de (A) microscopia dptica e (b) microscopia eletrénica de varredura da lignina bruta

seca.
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Figura D2 Espectros UV-Vis da lignina extraida de (A) folhas e (B) colmos, assim como de (C) lignina

comercial (lignina alcalina com baixo teor de sulfonato) em diferentes concentracdes (5a 80 mg L) em

solucdo alcalina (NaOH 2 mol I'Y). As curvas de calibrac3o para a absorbancia da lignina em (A, C) 288

nm e (B) 285 nm estdo inseridas nos graficos principais.
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Figura D3 Difratogramas de raios-X da lignina bruta extraida de folhas e colmos.
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Figura D4 Cromatogramas representativos da analise de GPC das amostras de acetato de lignina de

folhas e colmos ndo oxidadas e oxidadas solubilizadas em THF.

Tabela D2. Massa molar numérica média (M,), massa molar ponderal média (My) e dispersidade (D)

para amostras de lignina oxidada e ndo oxidada.

Lignina Mn - Muw D
g mol?
@ Ndo oxidada 5261+ 18 6932 + 37 1,32 +0,01
§ Oxidada 4605 + 532 5229+ 757 1,13+0,03
38 N3do oxidada 5731+ 35 8115+ 93 1,42 +£0,01
L%) Oxidada 4615 +572 5141 + 802 1,11 +£0,04
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Figura D5 Espectros de UV-Vis de solucdes alcalinas de lignina bruta ndo oxidada e oxidada (40 mg L)

extraida de (A) folhas e (B) colmos. A absorbancia maxima (Amsx) estd indicada em cada espectro.
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Figura D6 Imagens de AFM (topografia) de SA-LNPs e 0-SA-LNPs oriundas de (A-D) folhas e (E—H) colmos.
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Figura D7 Imagens de SEM dos fragmentos maiores obtidos apds a sonicag¢do de lignina de folhas por

15 min.
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Figura D8 Imagens de OM das particulas de lignina precipitadas e conservadas em suspensdo sem
qualquer etapa de secagem: (A, B) lignina de folhas, (C, D) lignina de folhas oxidada, (E, F) lignina de

colmos e (G, H) lignina de colmos oxidada.
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Figura D9 Imagens de AFM (topografia, amplitude e fase) de nanoparticulas de lignina oriundas de folhas

e obtidas por sonicacdo durante: (A, B) 15 min, (C) 30 min, (D) 60 min e (E) 60 min (lignina oxidada).
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Figura D10 Imagens de AFM (topografia e fase) de nanoparticulas de lignina oriundas de colmos e

obtidas por sonicagdo durante: (A) 15 min, (B) 60 min e (C) 60 min (lignina oxidada).
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Figura D11 Imagens de AFM (topografia e fase) de US-LNPs oriundas de folhas e obtidas na presenca de
SDS por sonicagdo durante: (A, B) 15 min, (C—E) 30 min e (F, G) 60 min. Histogramas de distribuicdo de
didmetro para US-LNPs/SDS sonicadas por (H) 15 min, (1) 30 min e (J) 60 min. Os didmetros foram

medidos como a dimensdo lateral de 50 particulas em 2 imagens por amostra.



