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RESUMO

Nanoparticulas de lignina tém sido apresentadas como um importante viés
para possibilitar o uso da lignina em materiais com alto valor agregado. No entanto, esta
biomacromolécula ainda é bastante subutilizada em comparacdo com os outros produtos
derivados do uso industrial de biomassas lignoceluldsicas. Assim, neste trabalho, buscou-
se isolar lignina da graminea capim elefante (Pennisetum purpureum) aplicando uma
extracdo sequencial acido-base. A lignina isolada foi utilizada para obter nanoparticulas de
lignina e de acetato de lignina, cujas estabilidades coloidais, atividades antioxidantes e

acao fotoprotetora em cremes dermocosmeéticos foram investigadas.

Resultados de ressonancia magnética nuclear (NMR) mostraram que o pré-
tratamento acido-base foi eficiente no isolamento da lignina e impactou em moderadas
modificagcbes  estruturais — comprovadas pela presenca das unidades
p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S) e da ligacdo B-0O-4 da macromolécula.
Microscopias eletrénicas (TEM e FESEM) comprovaram a obtencdo de nanoparticulas
esféricas de lignina e de acetato de lignina pelo método da adicdo de ndo-solvente e
nanoparticulas de formato irregular pelo cisalhamento mecanico de agregados maiores
de lignina. As nanoparticulas obtidas apresentaram-se estaveis em uma ampla faixa de pH

(5—-11) e em forga idnica inferior a 0,01.

As nanoparticulas de lignina mostraram atividade antioxidante quatro vezes
maior que o antioxidante comercial BHT e seis vezes maior que o antioxidante comercial
BHA, sendo que o melhor valor determinado de concentracdo eficaz (ECso) foi de
0,011 mg mL™. Os cremes preparados com incorporacdes maiores que 0,5 % (m/m) de
nanoparticulas de lignina apresentaram acao fotoprotetora frente a radiagao UVA-UVB e
visivel, como também, fatores de protecao solar in vitro superiores a 6. Ao todo, este
trabalho apresentou um método simples para o isolamento de lignina a partir do capim
elefante e a obten¢do de nanoparticulas de lignina que podem ser aplicadas em
dermocosméticos, devido as suas estabilidades coloidais, atividade antioxidante e a¢ao

fotoprotetora.



ABSTRACT

Lignin nanoparticles have been considered as an important alternative to
allow the use of lignin in materials with high added value. Notwithstanding, this
biomacromolecule is still quite underutilized when compared to other products derived
from the industrial use of lignocellulosic biomasses. Thus, in this work, lignin was isolated
from elephant grass (Pennisetum purpureum) by applying a sequential acid-alkali
extraction. The isolated lignin was used to obtain lignin and lignin acetate nanoparticles,
which colloidal stabilities, antioxidant activities and photoprotective action in

dermocosmetic creams were investigated.

Results of nuclear magnetic resonance (NMR) showed that the acid-alkali
pretreatment was efficient in lignin isolation and led to moderate structural modifications
— as evidenced by the presence of the structural subunits p-hydroxyphenyl (H),
guaiacyl (G) and syringyl (S) and the B-O-4 linkage of the macromolecule. Electron
microscopies (TEM and FESEM) proved the obtention of spherical lignin and lignin acetate
nanoparticles, prepared by antisolvent addition. Also, the electron microscopies showed
that nanoparticles with irregular morphology could be prepared by mechanical shearing
of larger lignin aggregates. The nanoparticles prepared were stable in a wide pH range

(5-11) and under ionic strength lower than 0.01.

Lignin nanoparticles showed antioxidant activity four times higher than the
commercial antioxidant BHT and six times higher than BHA, with a best effective
concentration (ECsp) of 0.011 mg mL™. The cream lotions that were prepared with the
incorporation of lignin nanoparticle showed photoprotective action against UVA-UVB and
visible radiation, as well as sun protection factors in vitro above 6 for concentrations
greater than 0.5 wt. %. In an overall view, this work has presented a simple method for
the isolation of lignin from elephant grass and lignin nanoparticles preparation that can be
applied in dermocosmetics due to their colloidal stabilities, antioxidant activity and

photoprotective action.
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1. Introducgao

1.1 Biorrefinaria e produtos com valor agregado

E notdrio que nossa posicdo com relagdo ao meio ambiente deva evoluir para
uma abordagem mais sustentavel até a metade do séc. XXI, na tentativa de amenizar os
problemas ambientais contemporaneos. Segundo o relatério Brundtland — Nosso Futuro
Comum — para alcangarmos um desenvolvimento sustentavel, precisamos “satisfazer as
necessidades presentes, sem comprometer a capacidade das geragdes futuras de suprir
suas proprias necessidades”.! Esse é, provavelmente, uns dos principais desafios que
nossa comunidade global enfrentard nos proximos 30 anos, diante do aumento na
demanda por alimentos, produtos, energia e agua potavel.® Principalmente, com a
expectativa de aumento de 2,3 bilhdes de pessoas no globo até 2050 e, acompanhando
essa tendéncia, o crescimento vertiginoso do Produto Interno Bruto (PIB) das nagdes em
rota de desenvolvimento econdmico e dos paises integrantes da OECD (Organization for

Economic Cooperation and Development).?

Neste ambito, é importante adotar uma abordagem econémica que culmine
no desenvolvimento de produtos, processos e servigos mais sustentaveis a partir da
transformacdo e do uso de residuos alimentares, biomassa lignoceluldsica e produtos
geneticamente modificados. Assim, cunha-se o termo bioeconomia® como a tentativa de
unir os setores agroindustriais e quimicos, visando o crescimento econOmico em

consonancia com a manutencdo do ecossistema.*®

Uma das principais narrativas da bioeconomia tem como foco o

desenvolvimento de biorrefinarias, que sdo sistemas integrados baseados na

$ Bioeconomia, de acordo com a Agéncia Internacional de Energia (IEA), é uma parte da economia que tem
como foco o lucro gerado a partir de recursos biolégicos (biomassa) por meio da produgdo de produtos de
valor agregado, como alimentos; materiais; combustiveis; produtos quimicos; produtos biolégicos e
bioenergia.
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transformagdo econdmica e sustentavel da biomassa lignoceluldsica em energia, produtos
quimicos e materiais com valor agregado (Figura 1).*’ Sumariamente, o conceito de
biorrefinaria assemelha-se bastante com o da tradicional refinaria de petroéleo, salvo o fato
de que a fonte de carbono das biorrefinarias é a biomassa vegetal, que é renovavel. Assim,
na biorrefinaria, os produtos sao obtidos a partir do fracionamento e da

desfuncionalizagdao das moléculas que compdem a biomassa lignoceluldsica.

\ﬁ. /
— ~>

Biorrefinaria

Biomassa

Fracionamento
Hidrolise

Fermentagao
Pirolise
Combustao

Figura 1. Representacdo esquematica do conceito de uma biorrefinaria. Por meio de
tratamentos quimicos e fisicos é possivel converter os componentes da biomassa
lignocelulésica em combustiveis, produtos quimicos e materiais. Esquema com base na
definicdo da OECD “Meeting Policy Challenges for a Sustainable Bioeconomy” . 3

Idealmente, as biorrefinarias devem explorar todos os componentes da
biomassa, por exemplo, as biorrefinarias de biocombustiveis podem utilizar os residuos da
producdo de bioenergia para obter produtos quimicos e materiais com valor agregado,
bem como produzir energia que possa alimentar todo o processo.*® Essa estratégia
integrada, permitira que as biorrefinarias se tornem uma alternativa mais rentavel que as
refinarias atuais de petrdleo, isso associado a tendéncia de aumento do prego do barril de

petréleo nos préximos anos.’

Como exemplo de alternativa para tornar o processo rentavel pode-se,
primeiramente, extrair da biomassa produtos quimicos de alto valor agregado, como

moléculas utilizadas em farmacos, fragrancias, aromatizantes e produtos aplicados na
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industria de alimentos e cosméticos. Uma vez que estes valiosos extrativos sdo retirados,
a biorrefinaria terd como foco o processamento dos polissacarideos para producdo de
biocombustiveis. Esta abordagem é necessaria, pois, como apresentado na Figura 2,
produtos que sdo aplicados em setores da quimica fina como em alimentos, cosméticos e
farmacos tém alto valor agregado e podem contribuir para o custeio e lucro das

biorrefinarias no futuro.

Saude
(farmacos e cosméticos)

Alimentos
(comida e ragdo)

Produtos Quimicos &

Materiais
(insumos, matéria prima e fertilizantes)

Energia
(calor e combustiveis)

Figura 2. Piramide de valor agregado aos produtos de uma biorrefinaria. Biocombustiveis
devem ser produzidos em grandes quantidades para gerar lucro, ja os produtos quimicos de
elevado valor agregado sdo produzidos em pequena quantidade. Adaptado de Costa e
colaboradores.1°

Atualmente, muitos estudos tém sido realizados visando a utilizacdo dos
residuos da producdo de biocombustiveis ou ao aproveitamento dos componentes da
biomassa para a obtencdo de materiais funcionais ou produtos com valor agregado.!'?
Por exemplo, bastante enfoque tem sido dado aos materiais preparados a partir da
celulose, como os nanomateriais de celulose, que apresentam numerosas aplicagdes em
produtos como adesivos, tintas, nanocompdsitos, filmes transparentes, membranas,

espumas, cosméticos e outros.’®> Consequentemente, a celulose apresenta um enorme

potencial de valor econdmico adicionado a operag¢ao de uma biorrefinaria.

A lignina, por sua vez, também pode ser um produto chave para a viabilidade

econdmica das biorrefinarias, visto que ela é um residuo sélido dos pré-tratamentos da
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biomassa lighoceluldsica para a produc¢do de etanol de segunda geracao e para a obtenc¢ao
de materiais de celulose.!* Entretanto, ao contrario da celulose, o desenvolvimento de
produtos e materiais mais elaborados a partir da lignina ainda estd em sua génese.' Dessa
forma, é importante investigar métodos de extracao de lignina a partir de potenciais
biomassas, bem como obter informacgdes acerca de sua estrutura, de que modo, a partir
dela, seja possivel desenvolver novos produtos funcionais ou substituir aqueles que hoje

sdo provenientes de fontes nao renovaveis.

1.2 A biomassa lignocelulésica

Biomassas lignoceluldsicas constituem diversos tipos de matéria organica
proveniente de fontes vegetais, de residuos agroindustriais e da industria alimenticia,
como folhas, caules, bagacos e cascas derivados do processamento de culturas como
milho, cana, eucalipto, arroz, laranja, coco entre outras. Essas biomassas vém sendo
apresentadas como importantes contribuintes para o desenvolvimento das biorrefinarias

e de uma sociedade industrial mais sustentavel.”'6-18

1.2.1 O Capim Elefante

Dentre as potenciais fontes renovaveis para a obtencao de lignina, as mais
promissoras sao aquelas derivadas de processos integrados da conversao da biomassa em
combustiveis, as que nao sao fonte de alimentos, juntamente com a recuperacao de

lighina durante a extrac3o de celulose na industria de papel.*®

Estudos recentes mostraram que gramineas perenes, como o capim elefante
(Figura 3) — também conhecido como capim napier (Pennisetum purpureum) -,
apresentam um grande potencial de aplicacdo na matriz energética brasileira para
producdo de bioetanol, servindo como substitutos do bagaco de cana-de-agucar nos
periodos de entressafra, quando a produgdo de cana é interrompida. Adicionalmente, o
capim elefante apresenta alta produtividade por hectare (aprox. 88 Mton ha?), baixa
demanda por nutrientes e nao requer o uso de pesticidas e nem de fertilizantes para ser

cultivado, sendo uma vantagem frente ao cultivo de cana-de-agucar.'%2%2!
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O capim é uma planta de fotossintese C, e tem morfologia bastante
semelhante a da cana-de-acucar, razao pela qual é possivel propor o seu uso em refinarias
ja existentes, que fazem o uso do bagaco de cana-de-aglcar como matéria prima do
processo de producdo de etanol lignocelulésico.?’ O capim poderia ser introduzido no
processo, portanto, nos periodos de entressafra da cana, permitindo, assim, a operacao

continua das biorrefinarias em todo ano.

Figura 3. Capim elefante (Pennisetum purpureum) utilizado neste trabalho colhido um ano
apos o plantio no Instituto de Zootecnia em Nova Odessa, SP, Brasil, 2017.

Trabalhos recentes mostraram que o capim elefante é uma biomassa muito
promissora para a producao de etanol lignoceluldsico, bem como para a producao de
nanocristais de celulose para serem aplicados na preparacdo de nanocompdsitos

poliméricos.?

Até entdo, ha somente um trabalho reportado na literatura apresentando
estratégias de deslignificacdao do capim elefante, no entanto, o enfoque dado foi na
otimizacao do processo de produgdo de agucares fermentaveis e nao na recuperagao e
utilizacdo da lignina.? Portanto, este trabalho de mestrado é o primeiro a apresentar uma
estratégia de extracao de lignina do capim elefante visando a sua aplicagdo como material

de valor agregado.
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1.2.2 Composicao

A parede celular dos vegetais é constituida, principalmente, por celulose,
hemicelulose, lignina (Figura 4) e componentes minoritdarios como vitaminas, acidos
graxos, proteinas, esséncias, corantes e compostos inorganicos.?* As proporc¢des desses
componentes nas plantas dependem de fatores bioldgicos e fisicos como tipo, drgaos,

idade e meio de cultivo da planta.?®

lignina

hemicelulose

Figura 4. Representa¢do esquematica da composicdo majoritaria da parede celular vegetal,
constituinte da biomassa lignoceluldsica. A parede celular é estruturada pelo arranjo das
fibras de celulose quimicamente ligadas a hemicelulose e a lignina, formando um complexo
lignoceluldsico de alta coesdo e dando resisténcia mecanica a parede. Adaptado de McAllister
e colaboradores.?®

_.

células

celulose

Dentre os componentes majoritarios, a celulose representa cerca de 40% a 50%
da massa da parede celular e ¢ um homopolimero linear. Este biopolimero é formado pela
unido de celobioses (dimeros de anidroglicoses) resultando em ligagdes glicosidicas do
tipo B(1->4) e cadeias longas (2000 a 25000 mondmeros). Além das ligagdes covalentes,
as cadeias de celulose podem formar ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares.
Cerca de 36 cadeias de polimero sdao unidas por ligagdes intermoleculares formando
estruturas bastantes ordenadas conhecidas como fibrilas elementares — apresentando
dominios cristalinos interceptados por regides amorfas.?* As fibrilas, por sua vez, agrupam-
se em fibras maiores (microfibrilas), que sdao responsaveis pela estruturagdo mecanica da

parede celular junto com a hemicelulose e a lignina, como apresentado na Figura 4.
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As hemiceluloses (10 — 40% em massa da parede celular), também sao
compostas por polissacarideos, mas sdao heteropolimeros ramificados, contendo glicose e
outras hexoses e pentoses (como D-galactose, D-fucose, D-manose, D-xilose e
L-arabinose) e dcidos urdnicos. Esses polissacarideos sao de cadeias pequenas (500 a 3000
monomeros), organizam-se em fibrilas totalmente amorfas e, por isso, sao facilmente
hidrolisadas por acidos e bases diluidos, ao contrario das regides cristalinas da celulose
que ndo s3o permeadas pela dgua.’>?*

A lignina compde cerca de 15 — 30% em massa da parede celular e,
diferentemente dos polissacarideos, é uma macromolécula constituida de
fenilpropandides, os quais estao ligados entre si por meio de ligacdes éter e éster

benzilicas.’>?” Uma abordagem mais aprofundada acerca da estrutura da lignina e suas

ligacGes caracteristicas serdo apresentadas nas sessdes seguintes.

1.3 AlLignina

Dentre os co-produtos derivados da producdao de biocombustiveis e da
utilizacao de biomassa lignoceluldsica na industria de papel, a lignina tem sido citada como
uma importante biomacromolécula, com potencial de valorizacdo econémica.?” A lignina
é a fonte de estruturas aromaticas mais abundante na Terra e sua produ¢dao mundial,
como residuo da industria de papel e polpa, chega a ser maior que 70 milhdes de toneladas
ao ano.?®? Tipicamente, ela tem sido utilizada na industria de papel para a geracdo de
energia por sua combustdo. Simultaneamente, o aumento na produgao de etanol
lignoceluldsico devera levar a um aumento na producgdo de lignina e seu aproveitamento

contribuird, inclusive, para a viabilidade econémica das biorrefinarias.?’

Neste cenario, tecnologias aprimoradas para o isolamento da lignina e a
investigacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas sdo imperativas para permitir o uso
deste abundante material renovavel, que ainda é bastante subutilizado. Somente cerca de
5% da lignina produzida mundialmente é utilizada em produtos com valor agregado, como
aditivos para concreto®, emulsificantes?’, materiais adsorventes®!, aditivo em compdsitos
poliméricos®?, adesivos®'3, dispersantes e surfactantes®*. Ainda assim, a lighina apresenta

um enorme potencial para tornar-se uma matéria prima chave, a qual pode ser
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transformada em diversos produtos, por meio de sua aplicagdo direta ou

despolimerizagdo.*?

Devido a sua estrutura complexa e heterogénea, esforcos tém sido
direcionados no estudo da rede macromolecular da lignina de diferentes plantas e na
investigacdo de processos de extragao, visando propiciar seu uso como matéria-prima
rentavel.>®> Neste sentido, o conhecimento sobre as mudancas estruturais impactadas por
diferentes processos de deslignificacdo é um ponto-chave, para permitir o uso da lignina
na producdao de produtos quimicos, bem como sua aplicagdo como material de valor

agregado.

1.3.1 Estrutura

As unidades formadoras da lignina sao os fenilpropandides alcool p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico. A biossintese desses monoligndis ocorre com a redugdo dos
respectivos grupos acidos pela molécula NADPH. J4 a estrutura macromolecular é
sintetizada nas plantas por meio de um mecanismo de polimerizacdao desidrogenativa
(mediada por enzimas) dos monoligndis dando origem as unidades p-hidroxifenil (H),

guaiacil (G) e siringil (S) da lignina.?*

Sabe-se que as unidades da lignina diferem no grau de formacao de ligagGes
carbono-carbono e carbono-oxigénio dependendo se foi produzida em angiospermas
(hardwood), gimnospermas (softwood) ou gramineas, por exemplo. Em angiospermas,
tipicamente, ha uma proporc¢ao 1:1 de unidades guaiacil e siringil e, em gimnospermas, a
proporcao chega a ser 9:1 de unidades guaiacil e siringil. J4 as gramineas apresentam as
trés unidades com proporcdes de, aproximadamente, 1:7:2 de p-hidroxifenil, guaiacil e
siringil, respectivamente.?” Essas proporcdes impactam diretamente nas quantidades de
ligacbes C-C e C-O na molécula e, por consequéncia, na susceptibilidade a ataques

quimicos.3®
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Na Figura 5, sao apresentadas as ligagdes caracteristicas que sao formadas
entre as unidades da macromolécula durante a biossintese, as quais sao divididas em
ligacBes éter arilicas (a-O-4’ e -0-4’), difenil éter (4-0-5), resindicas (B-B’), fenilcumaranas
(B-5’), bifenilas (5-5’) e 1,2-diarilpropanas (B-1’). Dentre essas ligacdes, a mais
predominante é a éter arilglicerol-B-arila (B-0-4’), representando cerca de 40 — 60% do
total de ligaces entre as unidades. Por consequéncia, a ligacdo (B-0-4’) é o principal alvo
de estudo para acompanhar mudancas estruturais que ocorrem durante o fracionamento

da lignina.?”’

Figura 5. Representacdo esquemadtica (em apenas duas dimensdes) da estrutura
macromolecular da lignina de gramineas, das respectivas unidades poliméricas e das ligacGes
formadas entre elas. Adaptado de Figueiredo e colaboradores.?
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Tipicamente, a lignina é considerada como uma macromolécula amorfa com
um arranjo tridimensional randémico de suas unidades na parede celular. As evidéncias
que suportam esse paradigma s3o o fato da lignina n3ao ser opticamente ativa
(comportamento isotrépico de interacao com a luz), ser insoltuvel na planta e, de acordo
com a teoria de Flory de polimerizacao trifuncional, as cadeias reticuladas em trés
dimensdes, ao serem degradadas, produzem fragmentos de baixa massa molecular

(soliveis em meio acido) e fragmentos de alta massa molecular.’”

Em 1989, Goring apresentou uma modificagdo do modelo de arranjo
randdmico das unidades da lignina. O seu principal argumento foi fundamentado na

“"

macroestrutura dos polissacarideos na parede celular: “...como a lignina pode ser
considerada como uma rede aleatdria, quando ela é a imagem espelhada em escala
molecular da ultraestrutura do polissacarideo altamente organizado?”.”” Sabe-se que o
arranjo das microfibrilas de celulose é ordenado, assim foi proposto que a lignina se alinha
na direcao longitudinal acompanhando a orientacao das microfibrilas na parede celular

das plantas.®

Ademais, pensando na estrutura lamelar da lignina na parede secundaria das
células, sua espessura é de ~2 nm o que permite a disposicao de até 4 unidades H, G, S,
consequentemente, este espaco restrito impde um alinhamento preferencial as
macromoléculas, direcionadas tangencialmente a parede secunddria.®® Posteriormente,
em 1994, Hatcher e Faulon realizaram calculos computacionais que indicaram uma
estrutura helicoidal — caracteristica de macromoléculas sintetizadas naturalmente — para
o arranjo tridimensional da lignina. Eles propuseram ainda que o eixo da hélice se encontra

em paralelo com as fibrilas de celulose.*®

Hoje, considera-se que a lignina apresenta uma estrutura tridimensional
heterogénea na regiao interlamelar e, na parede secundaria das células, ela apresenta
uma estrutura helicoidal paralela ao eixo das microfibrilas.?’” No entanto, ainda ndo hd um

maior refinamento na compreensao de sua estrutura, principalmente em funcao da

" Traduc3o livre do inglés: “...how can lignin be regarded as a random network when it is the mirror image
on a molecular scale of the highly organized polysaccharide ultrastructure?”
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dificuldade de extrair a lignina e preservar as caracteristicas de sua estrutura inicial na

planta.

1.3.2 Propriedades

Um dos principais papéis da lignina nas plantas é conferir resisténcia mecanica
devido a presenca de anéis aromaticos e de ligacBes cruzadas em sua estrutura.?*32
Ademais, a lignina tem um papel importante no controle do fluxo de fluidos na parede
celular e protecdo contra estresses bioquimicos.?**® A macromolécula também atua na
protecao das plantas frente a radiagdo solar de alta frequéncia, devido a presenga de

ligacdes conjugadas, que s3o croméforos absorvedores de radiacdo UVA e UVB.*

Como apresentado anteriormente, a lignina também possui uma estrutura rica
em grupos fendlicos, que também sdo gerados na cisao das ligagdes éter arilicas e difenil
éter durante o fracionamento da macromolécula. A presencga de hidroxilas fendlicas
confere a lignina a capacidade de depurar radicais livres e atuar como antioxidante. Esta
propriedade tem sido bastante investigada na literatura e serd abordada com mais

detalhes nas préximas sessdes.*

As propriedades fisico-quimicas da lignina estdao diretamente relacionadas a
sua estrutura que é, também, impactada pelos métodos de extracdo empregados.*>*
Durante a extragdo, podem ocorrer processos quimicos que levam a sua modificagao
molecular e estrutural; como a quebra de ligagbes, formagado de novas ligagdes carbono-
oxigénio e insercao de novos grupos funcionais (proveniente dos reagentes) na estrutura
da macromolécula.?’” Assim, é possivel modular as propriedades da lignina pensando,

também, nos métodos de fracionamento aplicados.

1.3.3 Métodos de fracionamento da lignina

Alignina pode ser extraida da biomassa lignocelulésica por tratamentos fisicos,
quimicos e/ou bioquimicos. Em geral, os tratamentos quimicos levam a quebra de ligacoes

éster e éter entre a lignina e os polissacarideos da parede celular e, também, das ligacdes
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éter arilicas e difenil éter da estrutura macromolecular da lignina — resultando na

formac3o de fragmentos de menor massa molecular.'%3

Os métodos mais comuns reportados na literatura para o fracionamento da
lignina sdo: 1. Kraft; 2. Sulfito; 3. Soda e 4. Organossolve (Figura 6). Atualmente, os
processos Kraft e Sulfito sdo os mais utilizados nas indUstrias para a deslignificacdo da
madeira, no entanto, a lignina obtida por esses métodos ndo é pura e contém elevadas

quantidades de enxofre, o que limita o seu leque de aplica¢des.***

Principais métodos de
extracdo da lignina

| }

Processos com Processos sem
incorporacéo de enxofre incorporagéo de enxofre
®
Kraft Sulfito ‘ Soda ‘ Organossolve
pH =13 pH=1-2 pH=11-13 pH=4-7
~160 °C, NaOH + Na,S 140 - 160 °C, HSO; 120 - 200 °C, NaOH 170 - 190 °C,
Produto: Lignina Kraft Produto: Lignossulfonato Produto: Lignina Soda Produto: Lignina Organossolve
Massa molecular Massa molecular Massa molecular Massa molecular
(Mn - g mol") (Mn — g mol) (Mn — g mol) (Mn — g mol)
1000 - 3000 15000 - 50000 800 - 3000 500 - 5000 v
HO HO HO. .- 7 e
o ltlgnlna \\,,‘ ’\\
HS 0,8 HO. o,llgnlna O~ O';\V
[T (_L_1_om
o o—lignina o o-lignina 0 O g °
CIIH3 OH CIHJ OH CH; OH “lignina

Figura 6. Principais métodos de extragdao de lignina da biomassa lignocelulésica que sao
aplicados industrialmente. Adaptado de Laurichesse e Avérous.?®

No método Kraft, o fracionamento da lignina ocorre via digestao quimica da
parede celular com uma solugdo aquosa contendo hidréxido de sédio e sulfito de sédio.>?
A reacdo ocorre em elevadas temperaturas (~160 °C) e resulta em fragmentos de baixa

massa molecular com grupos tidis em suas estruturas (Figura 6).

Ja no método sulfito, a lignina é extraida também por digestao quimica, mas
com uma solucdo aquosa contendo didxido de enxofre — levando a formacao de acido
sulfuroso no meio — e contra-ions (calcio, sédio, magnésio ou amonio) na forma de

hidréxidos ou carbonatos.*® O processo de deslignificacdo ocorre também em elevadas
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temperaturas (140 — 160 °C), mas os fragmentos formados (lignossulfonatos) apresentam
elevada massa molecular, como apresentado na Figura 6. Os lignossulfonatos formados

no processo tém grupos sulfatos que tornam os fragmentos soltveis em dgua.

No método soda, a deslignificacdo da biomassa ocorre em meio alcalino
(pH entre 11 e 13) com adi¢cdo de NaOH (2 a 15 % m/v) e, assim como no método Kraft, a
lignina extraida apresenta baixa massa molecular. Contudo, a lignina soda ndo apresenta
enxofre em sua estrutura visto que ndo ha adicao de Na,S durante o tratamento. A lignina
soda também pode sofrer reagdes de oxidacdao durante a digestdo quimica em meio

alcalino levando ao aumento da quantidade de grupos carboxilicos em sua estrutura.

Ja no método organossolve a lignina é extraida com o emprego de solventes
organicos, como acido acético, acido férmico, etanol e outros. A lignina recuperada do
tratamento organossolve sofre pouca modificacdo estrutural e os fragmentos obtidos
apresentam valores de massa molecular em média maiores que os fragmentos obtidos

pelo método soda.***

Dentre os métodos apresentados, o soda e o organossolve sdao os que
permitem a obtencdo de lignina mais pura (valores superiores a 85%), sem presenca de
enxofre na estrutura e com bons rendimentos (valores superiores a 50% m/m), razao pela
qual ambos tém sido estudados para o fracionamento da lignina de diferentes biomassas

e posterior despolimerizacdo ou aplicacdo na producdo de materiais.**

Apesar da existéncia de métodos de extracao de lignina ja bem estabelecidos
na literatura, é importante ressaltar que nao ha uma Unica estratégia para lidar com os
obstaculos inerentes aos diferentes tipos de biomassa e, por isso, é importante investigar
os efeitos dos métodos de fracionamento da lignina em funcdo das variedades das
plantas.** Ademais, ainda ha poucos trabalhos reportados na literatura cujo propdsito seja
o estudo da extracdo de lignina visando a sua recuperagdo e andlise estrutural para a
producdao de materiais funcionais como as nanoparticulas de lignina. A analise dos
resultados para a pesquisa das palavras-chave “lignin extraction” refinada pelo tépico

“lignin nanoparticles” na base de dados Web of Science mostra que, dos 40 resultados
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encontrados, apenas sete artigos abordam diretamente métodos de extragcao de lignina

de biomassas lignoceluldsicas para producdo de nanoparticulas de lignina.*

No processo de extracdo da lignina da biomassa lignoceluldsica, a ligagdo em
maior quantidade (B-0-4’) é quebrada, levando a fragmentos com elevadas quantidades
de grupos fendlicos, o que resulta no carater anfifilico dos fragmentos e a solubilidade em
meio alcalino, devido a formag¢do de anions fenolatos em pH basico. Ja os outros tipos de
subestruturas da lignina com ligagbes resindicas (B-B’), fenilcumaranas
(B-5’) e 1,2-diarilpropanas (B-1’') ndo sofrem nenhum tipo de fragmenta¢ao. Dependendo
do tratamento, as ligacdes difenil éter (4-O-5) e bifenilas (5-5’) podem ou n3ao serem

fragmentadas.?’#34¢

E importante levar em consideragdo como os processos de deslignificacdo da
biomassa fragmentam a lignina, pois a estrutura dos fragmentos é diretamente
dependente das condi¢Bes fisico-quimicas dos tratamentos.!®* Dessa forma, as
propriedades da lignina recuperada estao relacionadas com as modificagdes estruturais
causadas pelos tratamentos. Assim, é possivel aplicar diferentes condi¢cdes de
deslignificacdo de modo a obter fragmentos de lignina com propriedades especificas que

determinarao sua aplicacao futura como material.

Neste trabalho de mestrado, optou-se pela aplicagdo de um pré-tratamento
acido seguido de um tratamento com hidréxido de sédio visando a obten¢do de uma
lignina mais pura. Isto porque, o tratamento Soda, quando aplicado sozinho, resulta em
um licor basico que contém, além das macromoléculas fragmentadas de lignina, também
outros componentes, como extrativos e produtos de degradacdo da hemicelulose, os

quais podem ser impurezas dependendo da aplicagao final da lignina.

1.3.4 Produtos a partir da lignina

Esforgos tém sido direcionados no aproveitamento direto da lignina por meio
de sua aplicagdo como material de valor agregado ou por meio de sua despolimerizagao
para obtencdo de produtos quimicos chave, como apresentado na Figura 7. A

macromolécula pode ser fragmentada permitindo a obtencdao de compostos de massas
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moleculares menores como vanilina, fendis, benzenos substituidos, quinonas, DMSO e
outros.?”*2% A fragmentacdo desses produtos pode ser feita por meio de pirdlise,
despolimerizacdao catalisada por acidos ou bases, oxidacdo, conversdo microbiana e
hidrdlise enzimatica.*® A vanilina, por exemplo, ja é produzida em escala industrial a partir
da lignina por um mecanismo de despolimerizacdo oxidativa, sendo uma vantagem frente

ao método tradicional que parte do fenol proveniente do petréleo.*

No entanto, os produtos que sdo obtidos a partir da fragmentacao da lignina,
hoje, ainda sdo mais custosos que os analogos obtidos a partir do petréleo. Por exemplo,
o preco de mercado da vanilina proveniente do petréleo é de 10 $ Kg™, ja o valor da
vanilina obtida a partir da macromolécula é quase o dobro.**° Isto posto, é necessério
desenvolver metodologias de despolimerizagao da lignina que sejam mais rentaveis, ou
até mesmo, aplicar rotas que promovam a quebra seletiva das ligagdes com o uso de

catalisadores homogéneos ou heterogéneos.*!

Celulose;
Lignina;
Hemicelulose

Lignina: Kraft;
Lignossulfonato;
Soda e Organossolve

Celulose e
Hemiceluloses

Aditivos; Emulsificantes; DMSO; Vanilina
Carreador de Quinonas;
fertilizantes; Compostos fenélicos

Compésitos poliméricos e outros

Figura 7. Esquema das rotas de conversdo da lignina fracionada a partir da biomassa
lignoceluldsica em moléculas de importancia econémica e materiais. 1927
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Em funcdo dos entraves relacionados a despolimerizacdo da lignina em escala
industrial, uma solugdao a curto prazo para elevar a sua importancia econémica é a
producdao de materiais a partir dos fragmentos de lignina. Atualmente, a lignina ja é
utilizada como aditivo em produtos, por exemplo, cerca de 50% da produ¢ao mundial de
lignossulfonatos é utilizada em misturas de concretos, visto que a lignina atua como
plastificante e retarda o processo de endurecimento da pasta de cimento.*® A lignina

também é utilizada como aglutinante de racao animal, na formulacdao de pesticidas,

carreador de fertilizantes, carvio ativo e outros.>?

Visando uma aplicagdao da macromolécula com maior valor agregado, tem-se
buscado a produc¢ao de materiais mais elaborados como, por exemplo, copolimeros a base
de lignina, compdsitos poliméricos, resinas, espumas e nanoparticulas de lignina. Satio e
colaboradores desenvolveram poliuretanas termopldsticas com elevado conteudo de
lignina (aprox. 75% em massa), permitindo uma utilizacdo da lignina para obten¢do de um
produto com valor agregado.> Ja Sattely e colaboradores reportaram um método para
sintetizar um copolimero grafitado de lignina e poli (acido latico) (lignina-g-PLA), que
apresentou maiores temperaturas de transicao vitrea que o PLA puro e capacidade de

bloquear a radiac3o ultravioleta.>

Assim, em funcdao de sua abundancia e estrutura, o desenvolvimento de
materiais avancados a partir da lignina apresenta-se como uma alternativa promissora
frente ao uso de materiais exclusivamente derivados do petrdleo. No entanto, ainda sao
necessarias abordagens avancadas de extracao da lignina da biomassa lignoceluldsica e
desenvolvimento de métodos e técnicas de processamento da lignina para aplicacao em

materiais de alto desempenho, visando a sua valorizacdo econémica.¥?7>2

1.4 Nanoparticulas de Lignina

Dentre as possiveis aplicacdes para valorizacao da lignina, trabalhos recentes
tém reportado o preparo de nanoparticulas de lignina, que se apresentam como uma nova
estratégia de aplicacdo da macromolécula como bloco estrutural para o preparo de novos

materiais funcionais.3%>>8
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Inicialmente, nanoparticulas de lignina foram preparadas na tentativa de
melhorar a compatibilidade da macromolécula com polimeros para obter blendas
poliméricas, visto que a lignina possui forte associagao intramolecular — tanto em fungao
das ligacOes de hidrogénio como das intera¢des -1t de grupos aromaticos — o que dificulta
a sua miscibilidade com a matriz polimérica hospedeira, levando a separacdo de fases.>*°
Assim sendo, a reducao do tamanho da lignina para dimensdes nanométricas
(nanolignina) possibilitou o preparo de compdsitos poliméricos (matriz de PLA) que
apresentaram estabilidade térmica aprimorada, aumento da absorcao de radiacao

ultravioleta e elevada capacidade antioxidante em comparagdao com as matrizes

poliméricas puras.>®

O aprimoramento das propriedades da lignina no regime nanométrico, em
comparacdo com a lignina bulk’’, deve-se ao modo como a nanolignina se organiza
estruturalmente quando preparada. Se o meio dispersante for polar, ocorre uma
segregacao na nanoparticula entre os grupos polares, que sao dispostos na superficie, e
0s grupos apolares, no nucleo. Nesse caso, as nanoparticulas que apresentam elevada
razdo area/volume, possuem maior numero de grupos cromoéforos na regido do
ultravioleta e de hidroxilas fendlicas (que sdo responsaveis pela atividade antioxidante) na

superficie.>®

Frente ao que foi apresentado na segdo anterior, espera-se que as
nanoparticulas de lignina tenham um papel alicercador na promoc¢ao da valorizacao
econdmica da biomacromolécula. No entanto, o preparo de nanoparticulas de lignina
ainda é um tema bastante recente e poucos trabalhos foram publicados pensando na
investigacao da estabilidade coloidal das nanoparticulas com variacao do pH e forga idnica

1955 Essas caracterizacbes sd3o importantes para permitir

do meio dispersante.
planejamentos e propostas de aplicagdes das nanoparticulas em diferentes matrizes

como, por exemplo, cremes dermocosméticos.

™" Neste trabalho, denomina-se como lignina bulk, particulas de lignina com tamanho na ordem de 10% — 103 pum.
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1.4.1 Métodos de preparo e estruturas reportadas

O preparo das nanoparticulas de lignina depende de sua aplicacao final, de sua
origem e por qual método ela é extraida. Dentre os métodos reportados, a nanolignina
pode ser preparada por meio de metodologias “bottom-up”, que consiste no arranjo das

macromoléculas formando estruturas nanométricas.>>

Dentre as metodologias bottom-up reportadas, a nanoprecipitacao e a auto-
organizacao induzida pela adicdo de um nao-solvente foram as mais relatadas na
literatura. Nesta ultima, o ndo-solvente induz o processo de auto-organizacao das
moléculas de lignina levando a formacao de nanoparticulas de simetria esférica. Como
exemplo, tem-se o trabalho de Velev e colaboradores, que prepararam nanoparticulas de
lignina organossolve ao dissolvé-la em acetona e adicionar agua como nao-solvente,

induzindo a formac3o de nanoparticulas.>>>®

Além dos processos quimicos, poucos trabalhos reportaram, também, a
obtencao de nano e microparticulas a partir do processamento mecanico da lignina em po
dispersada em agua —seguindo o principio “top-down” para a obtencao de nanomateriais.
As nanoparticulas sao obtidas, nesse caso, por meio da aplicacdo de elevadas taxas de
cisalhamento, resultando no rompimento da particula bulk de lignina e formacdo de
estruturas nanométricas. Como consequéncia, as nanoparticulas preparadas
apresentaram formatos irregulares. Apesar disso, os métodos mecanicos sao bastantes

interessantes por dispensarem o uso de solventes organicos.%%°2

Nanoparticulas de lignina também podem ser obtidas ao injetar uma solucao
de lignina em acetona em uma camera com fluxo continuo de CO, supercritico, que atua
como n3o-solvente e leva a formacdo das nanoparticulas.®®* Ademais, também é possivel
combinar métodos quimicos e mecanicos. Em um trabalho recente, Sun e colaboradores
reportaram uma metodologia que associou a adicdo de dgua como nao-solvente e a

sonicacdo para homogeneizacdo da suspens3o e obtencdo de nanoparticulas esféricas.®*

Além das nanoparticulas esféricas, também foi reportado na literatura a

obtencdo de nanotubos e fios nanométricos de lignina. Para preparar essas
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nanoestruturas, foram utilizadas membranas de alumina como template para a
polimerizagdo da lignina nos macroporos (~200 nm) da membrana. Para liberar o material
nanoestruturado, o template de alumina foi dissolvido em acido fosférico contendo o

surfactante Triton X-100.5°

Para este trabalho de mestrado, foi feito um levantamento de todos artigos até
o presente, que reportaram metodologias para o preparo de nanoparticulas. O
levantamento bibliografico é apresentado na Tabela 1. Dentre os métodos reportados, um
dos mais recorrentes é o preparo das nanoparticulas de lignina com adi¢do de nao-
solvente, que induz o processo de auto-organizagao dos fragmentos da macromolécula
em estruturas esféricas.

Tabela 1. Levantamento bibliografico dos métodos reportados na literatura para o preparo
de nanoparticulas e nanoestruturas de lignina.

Morfologia,
Métodos diametro médio Aplicacao Referéncias
e potencial zeta
Agente
Nanoprecipitagao Nanoparticulas antimicrobiano,
com adicdo de esféricas nanocompésitos, 66-73
ndo-solventes e (30 — 700 nm) protetor UV,
acidos (> -28 mV) carreador de
farmacos
Q Auto-organizagao Aditivo em
S . 9 S Nanoparticulas -
induzida pela esféricas e/ou esferas termoplasticos,
I adicao de nao- ocas emulsao tipo 57,68,74-79
g solventes (130 — 600 nm) pickering,
< (troca de agente
R (> -30 mV) L2 \
Q solvente) antimicrobiano
Q
N
(%)) - p
fe) Evaporacdo de Nanoparticulas de
9 solventes (CO- formato irregular* ang‘g):ztaente 63,80
\g supercritico) (110 - 170 nm)
>
C
Polimerizacao Nanotubo ;rr::r;ssrzr:::ljgs 65
§ (200 nm) 9

humanas



Tabela 1 — CONTINUACAO.

Métodos

Cisalhamento

Sonicacao

Homogeneizacao
por pressao

<
3
o
|
Q
J
)
(o]
O
c
«(©
Q
(0]
>

Troca de solvente
acompanhada por
sonicacao

Morfologia,
diametro médio
e potencial zeta

Nanoparticulas de
formato irregular
(25 — 1000 nm)*

Nanoparticulas de
formato irregular
(10 — 500 nm)*

Nanoparticulas
esféricas
(10 — 500 nm)
(> -25 mV)

Nanoparticulas
esféricas
(100 — 800 nm)

Aplicacao

Blendas de
nanolignina/PVA

Nao foram
aplicadas

Nao foram
aplicadas

Protetor UVA-UVB

* Neste caso, o tamanho refere-se a maior dimensao da nanoparticula

1.4.2 Potenciais aplicagdes

39

Referéncias

62,81

60,61,82,83

84

64

A despeito das nanoparticulas de lignina terem sido apresentadas a

comunidade cientifica como uma possibilidade de aplicagdo de alto valor da lignina, esse

tema ainda estd em sua génese no que concerne ao depdsito de patentes. Hd somente um

pedido de patente a respeito da obtencao e aplicacdo das nanoparticulas de lignina — o

registro encontrado na base de dados da USPTO foi protocolado em 2017. Nele, os autores

reivindicaram o preparo das nanoparticulas por meio da solubilizagdo da lignina em um

solvente organico e adicdo de agua contendo um surfactante. Em seguida a lignina foi

reticulada para obter as nanoparticulas contendo um pesticida hidrofébico, que pode ser

carreado pelas nanoparticulas e liberado de maneira controlada nas plantas.®
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Lu e colaboradores mostraram que as nanoparticulas de lignina sdo
potencialmente aplicaveis em matrizes poliméricas para a produgao de nanocompdsitos
poliméricos multifuncionais. ”” Por exemplo, filmes de poli (dlcool vinilico) (PVA) contendo
nanoparticulas de lignina apresentaram elevada absor¢cao de radiacdo UV e elevada
atividade antioxidante. Os autores ainda apontaram que uma modificacdo hidrofdbica
superficial das nanoparticulas permitiria a compatibilizacdo com matrizes poliméricas
apolares, propiciando, portanto, um espectro de aplicacdes mais abrangente. Esses
nanocompadsitos podem ser aplicados, por exemplo, na producao de embalagens e filmes

com alto desempenho na blindagem da radiagcao UV.

Outra proposta de aplicagdo das nanoparticulas seria em matrizes e substratos
com propriedade bactericida, como discutido por Velev e colaboradores.®® Neste trabalho,
os autores apresentaram uma forma de incorporar ions Ag" na estrutura das
nanoparticulas de lignina que sao responsaveis pela liberacdao controlada dos ions na
vizinhanga. A liberacdo de pequena quantidade de ions foi suficiente para suprimir
bactérias Gram-negativo e Gram-positivo e, dessa forma, as nanoparticulas de lignina
podem ser uma alternativa biodegradavel e verde para as tradicionais nanoparticulas de

prata.

E, por fim, outra potencial aplicacdo das nanoparticulas de lignina seria em
produtos com propriedade de depuracao radicalar. A lignina tem sido apresentada no
meio académico como uma macromolécula de potencial aplicagdo na industria
farmacéutica em funcdo de sua excelente atividade antioxidante.®® N3o obstante, a lignina
tem solubilidade bastante limitada e, portanto, uma solugao para este entrave é o preparo
de nanoparticulas de lignina. Estas podem ser dispersas facilmente em diferentes matrizes
como cremes e suspensdes aquosas, aplicadas em dermocosméticos com propriedades

antioxidantes.
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1.5 Antioxidantes inspirados na natureza

1.5.1 Sobre os antioxidantes

Antioxidantes sdao compostos aplicados em baixas concentragdes (0,001 —
1 mg mL?) e capazes de retardar o processo de formac3o de radicais livres no organismo.
Eles podem atuar diretamente na etapa de iniciacao de formacado de espécies radicalares
ou na depuracdo dos radicais formados inibindo a reacdo de propagac3o.?” Assim, os
antioxidantes podem ser classificados em dois grupos: os preventivos e os de quebra de

cadeia reacional (do inglés, chain-breaking antioxidants) , como apresentado na Figura 8.

Iniciador ---»¢--»/R®* ROO® \---------- » estresse oxidativo

Antioxidantes
Preventivos ArOH

Antioxidantes de ArQ°
quebra de cadeia + RH ou ROOH

Figura 8. Esquema simplificado da agao dos antioxidantes preventivos e de quebra de cadeia
para inibir a formacdao de radicais livres no organismo. Adaptado de Valgimigli e
colaboradores.?’

Os antioxidantes preventivos podem ser, por exemplo, enzimas como a
catalase ou agentes quelantes como o acido fitico (CsH130,4Ps). Em geral, os antioxidantes
preventivos atuam bloqueando reagdes de oxirreducao. Os antioxidantes de quebra de
cadeia reacional, por sua vez, reagem com espécies radicalares de maneira mais rapida do
que as biomoléculas e substratos do organismo e, desse modo, eles impedem a

propagacao das reacdes de formac3o de radicais livres.?”:88

Como os antioxidantes preventivos sao praticamente ineficientes apds a
formacao de espécies radicalares no organismo, os antioxidantes de quebra de cadeia sao,
portanto, preferencialmente utilizados em formulagdes de farmacos e produtos
dermocosméticos. Em geral, os antioxidantes de quebra de cadeia sdao compostos

fendlicos que reagem com espécies radicalares transferindo um préton e um elétron a elas
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— 0 que resulta na formagado de radicais fenoxila, que sao estabilizados pela ressonancia

do anel aromatico.?”#%%°

Tradicionalmente, os depuradores de radicais aplicados na industria de
alimentos e de dermocosméticos sdo principalmente: butilhidroxitolueno (BHT), 2-terc-
butil-4-hidroxianisol (BHA), terc-butil-hidroxiquinona (TBHQ) e tri-hidroxi-butilfenona
(THBP). No entanto, estudos toxicolégicos tém demonstrado que esses antioxidantes
sintéticos podem apresentar algum efeito tdoxico no organismo humano. Sabe-se, por
exemplo, que o BHT é nocivo a saude a longo prazo, apresentando efeitos de promocgao
de tumores e inibindo a imunidade humoral; no entanto, ele ainda é liberado paro o uso,

respeitando o valor maximo de 0,5% em massa nas formula¢cdes.?19

Em vista do problema relacionado ao uso de antioxidantes sintéticos, hd um
interesse crescente na investigagao e uso de antioxidantes naturais em alimentos e
cosméticos.®” Por exemplo, os terpendides e fenilpropandides de dleos essenciais
(Figura 9), que sdao misturas liquidas de moléculas volateis extraidas das plantas, tém
recebido bastante atengdo, tanto no meio académico como nas industrias. No entanto, o
processo de separacao das moléculas de dleos essenciais em escala industrial pode ser
bastante custoso. Além disso, a quantidade de d6leos essenciais nas plantas é tipicamente

inferior a 1% e, raramente, pode atingir valores de até 15%.%

A lignina, por sua vez, apresenta-se como uma potencial alternativa de
aplicagdo como antioxidante em dermocosméticos, visto que ela é constituida de
fenilpropandides e tem elevada concentragdo de grupos fendlicos (Figura 9). Ademais, ela
é biocompativel e pode ser extraida em grandes quantidades. Contudo, a lignina (Kraft,
Soda e Organossolve) sé é soluvel em alguns solventes organicos e em meio alcalino, o
que praticamente impede o seu uso em cosméticos.®® Em vista disso, propde-se o uso de
nanoparticulas de lignina, que podem ser facilmente dispersas e aplicadas em diversas

matrizes, como na fase aquosa de emulsdes de dermocosmeéticos.
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Figura 9. Compostos fendlicos caracteristicos encontrados em 6leos essenciais que podem
ser aplicados em produtos com atividade antioxidante. Os fenilpropandides que compdem a
lignina também podem ser substitutos dos antioxidantes sintéticos.?’

1.5.2 Sobre os métodos de determinagao de atividade antioxidante

O interesse em avaliar a atividade antioxidante das moléculas vem da
necessidade de quantificar o potencial antioxidante dos compostos em baixas
concentragdes. H4 um amplo acervo de métodos reportados na literatura para mensurar
a capacidade antioxidante das substancias, sendo que as metodologias partem do mesmo
principio, em que se monitora a eliminacdao de uma espécie radicalar em funcao do tempo
por técnicas espectrofotométricas (UV-vis) ou por espectroscopia de ressonancia

paramagnética eletrdnica (EPR).%!

Dentre os métodos reportados (DPPH® — radical-nt 2,2-difenil-1-picrilhidrazil;
ABTS**— 4acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico; ORAC — do inglés, oxygen
radical absorbance capacity; FRAP —do inglés, ferric-reducing ability of plasma; TRAP — do
inglés, total radical trapping antioxidant parameter e CUPRAC — do inglés, cupric ions
reducing antioxidant power), o mais utilizado é o método colorimétrico baseado na

eliminacdo do radical-mt DPPH®, por ser considerado um método altamente sensivel,
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preciso, simples e econdmico.®°! Varios depuradores de radicais reagem com o DPPH*

transferindo a ele um elétron e um préton, como apresentado na Figura 10.

Figura 10. Representacdo esquematica do mecanismo de depuragao do radical DPPH* por
compostos fendlicos. No método, acompanha-se a diminuicdo da banda de absorcdo do
DPPH* (515 nm, cor violeta) com o tempo.

O método DPPH® foi inicialmente desenvolvido por Blois em 1958, e adaptado
posteriormente por Brand-Williams, Cuvelier e Berset em 1995.%* Até hoje, utiliza-se o
método de Brand-Williams, em que os resultados sdao apresentados em termos do valor
de ECso (concentragao eficaz) ou do indice de eliminagao radicalar (RSI, do inglés Radical
Scavenging Index). O ECs, é definido como a quantidade de antioxidante necessaria para
reduzir a concentracao inicial do radical DPPH®* em 50%, enquanto o RSI é definido como
o inverso do ECso. Sendo assim, quanto menor a concentragao de antioxidante necessaria

para eliminar 50% do radical, maior sera o seu valor de RSI.

1.6 Um protetor solar inspirado na natureza

Nas ultimas décadas a incidéncia de cancer de pele (melanoma e ndo
melanoma) tem aumentado progressivamente, sendo que a estimativa do INCA (Instituto
Nacional de Cancer) de novos casos no Brasil foi de, aproximadamente, 172 mil em 2018
considerando os dois tipos.®® J& os dados da WHO (do inglés, World Health Organization)
apontam que 3 milhdes de casos s3o reportados anualmente no mundo todo.%® O principal
fator de risco para o desenvolvimento dos carcinomas e melanomas é a exposicao a luz do

sol, tanto as de baixas frequéncias UVA (320 — 380 nm) e UVB (280 — 320 nm), como
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também a radiagdo visivel e do infravermelho préximo (750 — 1400 nm), como apontam

estudos recentes.®>’

Os protetores solares, introduzidos no mercado em 1930, fornecem protegao
a pele contra os efeitos da radiagdo solar. Para uma substancia ser classificada como
fotoprotetora, ela deve fornecer um fator de protecdo solar (FPS) minimo de 6 para a
radiacdo UVB e um terco do valor para a radiacdo UVA. Os filtros solares podem ser
classificados como fisicos (6xidos) e quimicos (moléculas organicas), sendo que os
protetores fisicos, como particulas de 6xido de titanio TiO, e éxido de zinco ZnO,, atuam
refletindo e espalhando a radia¢do incidente; ja os protetores quimicos sao moléculas

organicas que possuem grupos cromoforos absorvedores da radiagdo UV.%%%

Os filtros organicos sao divididos em derivados de acido para-aminobenzdicos
(PABA), de canfora, de benzofenonas, de salicilatos e de cinamato. A agao protetora desses
compostos ja é bem documentada. No entanto, estudos recentes apontam que o uso
prolongado dos filtros sintéticos pode trazer efeitos colaterais a pele e os protetores
solares comercializados também s3o danosos ao meio ambiente.!®® Neste estudo,
moléculas sintéticas aplicadas em dermocosméticos fotoprotetores foram apontadas
como tendo um impacto negativo na biota marinha, promovendo o branqueamento de

corais e comprometendo a biodiversidade aquatica.’®'®

Donavoro e colaboradores mostraram que mesmo baixas quantidades de
filtros protetores na dgua do mar (10 pL L?) resultam na liberacdo do muco dos corais,
promovendo infec¢des virais. Eles ainda apresentaram a estimativa de que 10% dos recifes
no mundo, que sdo regidoes de recreacdo, estdo potencialmente ameacados pelo
branqueamento dos corais, induzida pelo uso de protetores solares que sao lixiviados para
a dgua. Em vista dos problemas relacionados ao uso de fotoprotetores sintéticos, busca-

se por compostos naturais e que ndo sejam toxicos a biota marinha e ao uso humano.'®

A lignina, por sua vez, tem sido relatada recentemente como uma potencial
alternativa de aplicagao como filtro solar em dermocosméticos. Em um trabalho recente,

publicado com destaque na revista Chemistry World da RSC, Qian e colaboradores
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mostraram que a lignina é responsavel por aumentar até 5 vezes o fator de protegdo solar

(FPS) de filtros solares.0?

Ademais, a atividade antioxidante da lignina é um fator importante, visto que
antioxidantes sdo adicionados aos filtros solares para fornecer protecao contra radicais
livres e espécies oxidantes que sao formadas com a incidéncia da radiagdo UV. A adicado
desses compostos antioxidantes tem, assim, o papel de aumentar o tempo util de uso dos
protetores. Por fim, Ugartondo e colaboradores testaram a citotoxidade de quatro tipos
de ligninas comerciais e apontaram que seu uso é assegurado, sendo que elas podem,

inclusive, ser incorporadas em células.%

1.7 Nanotecnologia aplicada em cosméticos

A aplicagdo de nanomateriais em produtos cosméticos foi proposta,
inicialmente, pela marca Lancome da L'Oréal em 1995, quando a empresa langou no
mercado um creme facial com nanocdpsulas carreadoras de vitamina E.'® Apds o
pioneirismo do grupo L'Oréal, outras companhias de cosméticos no mundo comecaram a
investir em nanocosméticos.'® No Brasil, a empresa O Boticario foi a primeira a lancar um
produto no mercado de nanocosméticos: o creme Nanoserum contendo nanocarreadores
de vitamina A, C e K. Atualmente, nanoparticulas estdao presentes em diversos produtos
cosméticos como xampus, condicionadores, cremes dentais, desodorantes, protetores

solares e outros.193104

Nanoparticulas de TiO, e ZnO também sdo aplicadas em filtros solares para
protecao contra os efeitos danosos da radiacdao UV. No entanto, ha uma preocupacao
recente quanto ao uso dessas nanoparticulas em protetores solares, pois foi comprovado
gue nanoparticulas de dxidos metalicos promovem a formacdo de espécies reativas de
oxigénio quando sdo expostas a radiacao UV. Ademais, um ponto imprescindivel quando
se trata do design de nanomateriais € o impacto ambiental a longo prazo do uso de
nanoparticulas inorganicas sintéticas em bens de consumo. Essas, normalmente, sao
persistentes em estacdes de tratamento de aguas residuais e podem levar a impactos

ambientais de longo prazo.**>'%
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Alternativamente, é possivel mitigar esse problema com a introdug¢dao de
nanoparticulas biodegradaveis no projeto inicial de nanomateriais destinados as
aplicacdes de produtos farmacéuticos e dermocosméticos.®> Assim, a lignina surge como
um precursor interessante para o desenvolvimento de nanoparticulas ambientalmente
corretas para aplicacdo em cosméticos — ja que ela é de origem natural, é biocompativel e
biodegradavel. No entanto, estudos para a obtencao e caracterizacdo de nanoparticulas
de lignina sdao bastante recentes, com apenas alguns poucos relatos na literatura até o

momento, como foi apontado no item 1.4.

Neste cenario, este projeto de mestrado apresentou uma metodologia para o
isolamento de lignina do capim-elefante e a caracterizagdo de sua estrutura apds o
processo de fracionamento. Adicionalmente, nanoparticulas de lignina e de acetato de
lignina foram preparadas pelo método de adigdo de nao-solvente e por cisalhamento
mecanico. A estabilidade fisico-quimica das suspensdes e a atividade antioxidante das
nanoparticulas e solugdes de lignina também foram investigadas, bem como os fatores de
protecao solar de cremes comerciais contendo as nanoparticulas preparadas. Por fim, este
trabalho traz o estudo da aplicabilidade da lignina em produtos de valor agregado, como

os dermocosmeéticos com propriedades antioxidante e fotoprotetora.
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2. Objetivos

Este trabalho teve como finalidade a extragao de lignina do capim elefante e
Seu uso para preparar nanoparticulas de lignina. Outro objetivo foi investigar a morfologia
e a estabilidade das nanoparticulas e estudar suas atividades antioxidantes em
comparagao com as solugdes de lignina e de acetato de lignina. Com isso, os objetivos

especificos foram:
l. Extrair e caracterizar a lignina do capim elefante;
Il. Preparar e caracterizar nanoparticulas de lignina;

[l. Estudar a capacidade antioxidante das nanoparticulas preparadas em comparacao

com as solugdes de lignina;

V. Avaliar a possibilidade de aplicagdo das nanoparticulas de lignina em cremes

dermocosméticos com acao fotoprotetora e antioxidante.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Folhas de capim elefante, Pennisetum purpureum, cultivar Guagu, foram
coletadas um ano apds o plantio no Instituto de Zootecnia (Nova Odessa, SP). As folhas do
capim foram cortadas até obter comprimentos médios entre 10 e 15 cm. Em seguida, as
folhas foram secas em uma estufa com circulagdo de ar (Tecnal TE —394/3 MP) a 60°C por
12 h. Posteriormente, o material seco foi moido em um moinho de facas
(Solab, SL — 31) com peneira/malha de 2 mm. As folhas secas e moidas com teor de
umidade de aproximadamente 5,0% foram armazenadas em caixas plasticas. Os reagentes
usados no pré-tratamento acido-base do capim elefante foram H,50,4(98%, LSChemicals)
e NaOH (P.A., Synth). Para preparar as solucdes de lignina, utilizou-se acetona (P.A, Synth)
e 1,4-dioxano (P.A., Synth), enquanto nas titulagGes, utilizou-se HCI (38%, LSChemicals).
Para o estudo da atividade antioxidante da lignina, utilizou-se o reagente 2,2-difenil-1-
picrilidrazil (DPPH, SigmaAldrich®) e metanol (P.A., Synth). Para preparar os protetores
com nanoparticulas de lignina, utilizou-se uma base neutra de creme com emulsionantes
ndo-ibnicos (DERMABASE CNA, Dermavita Industria e Comércio de Produtos
Farmacéuticos LTDA. Composicdo indicada no rétulo: Aqua; Cetearyl Alcohol (and)
Steareth-10 (and) Steareth-20; Cetearyl alcohol; Propylene Glycol; Mineral Oil; Isopropy!
Myristate; Ceteareth-20; Imidazolidiny! urea; Phenoxyethanol (and)
Methylisothiazolinone; Disodium EDTA) e para comparar o fator de prote¢dao dos cremes

preparados, utilizaram-se protetores comerciais rotulados com FPS 30 (A = Vichy
Laboratories®; B = La Roche-Posay Laboratoire Dermatologique®; C = DERMABASE FPS 30,

Dermavita Industria e Comércio de Produtos Farmacéuticos LTDA.).
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3.2 Métodos

3.2.1 Pré-tratamento da Biomassa: Fracionamento e Recuperagao da Lignina

Para extrair a lignina das folhas, utilizou-se um tratamento sequencial com
acido e base diluidos. O pré-tratamento acido-base do capim elefante, sumarizado na
Figura 11, foi baseado em um trabalho anterior deste grupo de pesquisa.?>'’ Para realiza-
lo, na etapa acida, utilizou-se uma proporc¢do 1:10 (g/mL) da biomassa para solucdo de
H,S04 (1% v/v em agua). A hidrdlise do material lignoceluldsico foi feita em uma autoclave
a121°Ce 1,05 bar durante 1 h. Em seguida, o material sélido hidrolisado foi separado do

licor acido por filtracao e lavado até pH neutro.

Para realizar o fracionamento da lignina, o material sélido obtido apds a
hidrdlise acida foi submetido, sequencialmente, a um tratamento basico. Para tal, utilizou-
se uma propor¢do 1:20 (g/mL) do sélido hidrolisado para solugdo de NaOH (2% m/v em
agua) e o tratamento foi realizado em uma autoclave nas mesmas condi¢ces de pressao,
temperatura e tempo do tratamento acido. Por fim, o material sélido foi separado do licor
basico, que contém a lignina, por filtracdo. A quantidade de agua utilizada para lavar o
material sélido foi de 4 vezes o volume de solug¢do basica utilizada no tratamento. Este
numero foi estabelecido apds verificar que, com volumes maiores de agua de lavagem,

nado era possivel recuperar mais lignina.

A recuperagao da lignina solida foi baseada no trabalho de Nitsos e
colaboradores, que consiste na acidificacao do licor basico via adicdo de gotas de acido
sulfurico concentrado até pH=2.* O licor acidificado foi centrifugado a 5000 rpm durante
10 min e o sobrenadante foi descartado, um ciclo que foi repetido até a obtenc¢ao de um
sobrenadante limpo. Por fim, a lignina sdlida foi separada do sobrenadante e seca a 60 °C
durante 24 h, para posterior caracterizacdo e preparo das nanoparticulas de lignina pelo
método da adicao de nao-solvente. Ja para o preparo das nanoparticulas pelo

cisalhamento mecanico, manteve-se a lignina em suspensao no sobrenadante limpo.
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Figura 11. Fluxograma da metodologia adotada para o fracionamento e recuperacdo da
lignina do capim elefante.

3.2.2 Acetilagdo da Lignina

Lignina seca (1 g) foi dissolvida em 6 mL de piridina antes da adi¢cdao de 6 mL de
anidrido acético. O sistema reacional foi isolado da luz ambiente e mantido sob agitacao
constante por 72 h, como j& descrito no trabalho de Pan e colaboradores.®
Posteriormente, a solucao contendo o produto acetilado foi adicionada gota-a-gota a
240 mL de agua deionizada (4 °C) contendo 2 mL de &acido cloridrico, sob agitacdo
constante. O acetato de lignina, precipitado na etapa anterior, foi filtrado e lavado com
500 mL de agua deionizada. Finalmente, secou-se o produto acetilado em um vidro de

relégio sob P,0s5 e vacuo por 24 h.

3.2.3 Obtengdo das Nanoparticulas de Lignina

Auto-organizagdo Induzida pela Adi¢do de Néo-Solvente (Agua)

Nanoparticulas de lignina e de acetato de lignina foram preparadas pela adicao
de n3o-solvente seguindo uma metodologia adaptada de Velev e colaboradores,®® que
parte do principio “bottom-up” para obtencao de nanomateriais. Inicialmente, preparou-
se uma solucdo de lignina em acetona (5 mg mL™), que foi sonicada durante 15 min. Em
seguida, a solugdo foi filtrada através de um filtro de seringa de Nylon com poro de
0,45 um (Analitica®) para reter possiveis particulas de lignina que nao foram solubilizadas.

Finalmente, para sintetizar as nanoparticulas de lignina, adicionou-se, rapidamente, dgua
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Tipo | (MilliQ) na proporgado de solugdo de lignina para agua de 1:10 (v/v). O sistema foi
mantido sob agitacao durante 10 min e, entdo, a acetona residual foi removida em um
rotaevaporador a 40 °C, 400 mmHg de vacuo por 4 h e as nanoparticulas foram

armazenadas em frasco ambar.

Cisalhamento Mecdnico

As nanoparticulas de lignina foram preparadas por cisalhamento seguindo uma
metodologia adaptada de Ragauskas e colaboradores.®? Inicialmente, 100 mL da
suspensao de lignina, obtida apds os ciclos de centrifugagao (item 3.2.1), foi tamponada
com adicdo de 1 mL de tampdo fosfato (0,1 mol L?). Em seguida, a suspensdo foi
submetida a um processo de intensa homogeneizacdao durante 4 h utilizando um
homogeneizador rotor-estator (IKA Ultra-Turrax T25) a 15000 rpm. O mesmo preparo foi
feito sem tamponar a suspensao no inicio, para as caracterizagdes que envolvem a adi¢ao
de acidos e bases, como na titulagdo condutimétrica e o estudo da estabilidade das

nanoparticulas frente a variacao do pH do meio dispersante.

3.2.4 Titulagdao Condutimétrica

Para quantificar as hidroxilas superficiais presentes em grupos acidos na
superficie da lignina bulk e das nanoparticulas de lignina, adicionaram-se 5 mL de HCI
0,01 mol L! & suspensdo de microparticulas e de nanoparticulas de lignina,
respectivamente. Em seguida, sob agitacao constante, quantidades do titulante NaOH
0,01 mol L' foram constantemente adicionadas ao titulado.'® Acompanhou-se a variacdo
da condutividade do meio utilizando um condutivimetro AJX-515 da AJ Micronal®. As
medidas foram feitas em triplicata e a concentracao de grupos dissocidveis na superficie
das particulas foi calculado conforme as Equacgdes 1 e 2 para determinagao de acido forte

e fraco, respectivamente.

. C x (Vi =V,
Acido Forte (mmol g~1) = 2291 n(l 1= Vo) Eg.1

. C x (Vo =V
Acido Fraco (mmol g~1) = -2 n(l 2= V1) Eq.2
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em que Cyqon € a concentragdo do titulante; m é a massa de lignina em suspensdo; V; é o
volume de base necessario para neutralizar os acidos fortes da superficie; V, é o volume
de base necessario para neutralizar os acidos fracos e V, é o volume de HCl adicionado,
como apresentado na Figura 12.
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Figura 12. Representa¢do de uma curva caracteristica de titulagdo condutimétrica obtida
experimentalmente para uma suspensdao de nanoparticulas de lignina. No inicio, ocorre
neutralizacdo de acidos fortes e, no momento da neutralizacdo de grupos acidos fracos, a
condutividade do meio mantém-se aproximadamente constante.

3.2.5 Avaliagao da Atividade Antioxidante

As atividades antioxidantes da lignina em solucao e das nanoparticulas de
lignina foram determinadas baseando-se nas suas capacidades de eliminacao do radical
2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH*), seguindo o método colorimétrico adaptado de Dizhbite
e colaboradores.’® Para o estudo da atividade antioxidante da lignina em soluc3o,
640 pL das solugdes de lignina (0,001 — 0,5 mg mL™) em dioxano 90% (v/v em agua) foram
separadamente misturados com 2360 pL de DPPH* 65 pmol L' em metanol. Para cada
concentragao de lignina, acompanhou-se a reagao de eliminagao do radical, monitorando-
se a absor¢dao da banda do DPPH® em 515 nm no inicio (Absor¢ao;—omin) € apos 16 e
30 min (Absor¢ao,—;) de reagdo, utilizando um espectrofotometro da Agilent
Technologies® modelo 8453. As porcentagens de inibicdo radicalar (P1%) foram calculadas

para os tempos fixos conforme a Equagao 3.

Absorcao;—_gmin — AbsSorcao,_g,
PI (%) = Ca0t=omin Ca0¢—¢

x 100 Eq.3
Absorc¢ao;—omin 1
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Os valores de Pl foram representados graficamente em fungdo das
concentragdes de lignina adicionadas e, a partir desse grafico, foi possivel determinar a
concentragao de lignina necessaria para reduzir a concentragdao do DPPH® em 50% do valor
inicial, que é denominado concentracao eficaz (ECsp). A capacidade antioxidante da lignina
em solucao também foi apresentada em termos do indice de eliminagao radicalar, RSI (do
inglés, Radical Scavenging Index) que é definido como o inverso do ECsg. Sendo assim,
quanto menor a concentragao de antioxidante necessaria para eliminar 50% do radical,
maior serd o seu valor de RSI. Para avaliar a atividade antioxidante das nanoparticulas de
lignina, esse procedimento foi reproduzido substituindo as solucdes de lignina pelas
suspensdes de nanoparticulas em agua (0,001 — 0,5 mg mL?). Tanto para a lignina em
solugcdo, quanto para as nanoparticulas; o ensaio foi realizado em duplicata sob

temperatura constante de 20 °C.

3.2.6 Incorporacdo das Nanoparticulas de Lignina em Base de Creme Pura e
Avaliacdo do Fator de Protecado Solar in vitro.

As suspensdes de nanoparticulas preparadas pelo método da adigao de nao-
solvente e pelo cisalhamento mecanico (todas com concentracdo de 10 mg mL™) foram
incorporadas em uma base neutra de creme nao-ibnico utilizada em formulagdes de
dermocosméticos de farmdcias de manipulacdo (DERMABASE creme CNA). As logdes
foram preparadas com adi¢Ges crescentes de nanoparticulas de lignina (em %, m/m):
0,25 %; 0,50 %; 1,0 %; 3,0 %; 5,0 %; e 10,0 %. Por exemplo, para a lo¢ao contendo 10,0 %
de nanoparticula de lignina, pesou-se 0,90 g de creme e adicionou-se 10 mL da suspensao
de nanoparticula (0,1 g). As lo¢bes foram preparadas em tubos de 15 mL e
homogeneizadas em um agitador de tubos (Phoenix AP 56) até garantia visual de completa

homogeneizagao.

Posteriormente, os cremes foram transferidos para uma cela de quartzo com
fundo preto, como apresentado na Figura 13, e mediu-se a transmitancia dos cremes na
regiao do UV-vis em um espectrometro de refletancia difusa com esfera de integracao

(Shimadzu UV — 2450). Os fatores de protecdao solar (FPS) foram determinados em
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triplicatas pelo método in vitro a partir da Equacdo 4, desenvolvida por Mansur e
colaboradores':
=320
FPS;, vitro = CF X 2 E; X S; X Abs; Eq.4
=290
Em que, CF (=10) é um fator de corre¢ao empirico do método in vitro; E; é o
parametro da efetividade espectral eritematosa; S; € a irradiancia solar espectral e Abs;
é a absorcdo da radiacdo UV para um determinado comprimento de onda (numericamente
igual a 2 - logjo{Transmitancia}). Os valores da multiplicagdo E; X S; encontram-se

tabelados no trabalho de Marlowe e colaboradores®!!.

Reflectancia Esfera de
difusa integragao

Placa de
quartzo, Feixe de luz
< incidente
a
{1

Creme

Porta amostra

Detector

Figura 13. Imagem do porta amostra contendo o filme (0,5 mm de espessura) de creme
posicionado frontalmente ao feixe de luz incidente. O feixe, ao incidir na amostra, é refletido
em varios angulos (reflectancia difusa) e os feixes refletidos chegam ao detector apds serem
novamente refletidos no interior da esfera de integracao.

3.3 Caracterizagdes

3.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear em Estado Sélido (SSNMR)

O NMR em estado sdlido foi utilizado para investigar a variacdao da composi¢ao
quimica do capim durante o pré-tratamento acido-base e apds a recuperacdo da lignina

solida. Assim, os espectros foram obtidos em um espectrometro de sélidos de 400 MHz
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da Bruker®. Todos os experimentos foram realizados utilizando a combinag¢ao das técnicas
de desacoplamento heteronuclear, MAS (rotagdao da amostra em torno do angulo magico,
do inglés, Magic Angle Spinning) e polarizagao cruzada (CP, do inglés, Cross Polarization);
visando a obtencdo de espectros com uma boa razdo sinal/ruido. Os espectros foram
obtidos utilizando frequéncia de rotacdo de 13 kHz e tempo de pulso /2 de
5 us tanto para o *C quanto para 'H. Para obter cada espectro, aplicaram-se pulsos com

intervalos de 2 s, tempo de contato de 4 ms e foram feitas 5000 varreduras a 25 °C.

3.3.2 Determinacao da Composicao de Lignina nos Sélidos Obtidos apds Cada
Etapa do Pré-tratamento e Pureza da Lignina.

Os teores de lignina foram determinados nos substratos sélidos utilizando o
método “lignina soltivel em brometo de acetila” (LSBA) como reportado na literatura.*?
Para tanto, 4 mg de residuo solido foram transferidos para um tubo de 2 mL com tampa,
ao qual foram adicionados 250 pL de solugdao de brometo de acetila preparada
recentemente (25:75 v/v de brometo de acetila para acido acético glacial). Apds 3 h de
reagao sob agitacao constante, o licor de reagao foi transferido para um baldao volumétrico
de 5 mL, e adicionou-se 1 mL de NaOH (2 mol L) e 175 pL de hidroxilamina-HCl
(0,5 mol LY, e a solugdo foi homogeneizada em um agitador de tubos. Finalmente, o baldo
volumétrico foi preenchido com 4acido acético glacial até a marca de 5 mL e agitado no
agitador de tubos por 1 min. O conteudo de lignina foi determinado em um
espectrofotometro da Agilent Technologies® modelo 8453 usando uma curva de

calibracdo com o coeficiente de absortividade (¢) de 17,75 Lg™* cm™, A=280 nm.

3.3.3 NMR 2D de Correlagdo a Uma Ligacdo (HSQC)

O diagrama de correlagao 2D foi utilizado para investigar as subunidades
estruturais da lignina. Para obter os espectros, utilizou-se um espectrometro da Bruker
Avance 400 MHz e a lignina (~ 50 mg) foi dissolvida em 0,50 mL de dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-d6). Os seguintes parametros de aquisicao HSQC foram usados para a
construcdo do diagrama de correlacdo 2D (*H — 3C): 12,5 ppm de largura espectral na

dimens3do F2 (*H) com 2048 aquisicbes e 204,8 ms de tempo de aquisi¢cdo; 166 ppm de
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largura espectral na dimens3o F1 (**C) com 256 aquisicdes e 7,68 ms de tempo de

aquisicao.

3.3.4 NMR de H Quantitativo

Os grupos funcionais da lignina [metoxila (MeO); hidroxilas fenélicas (ArOH) e
alifaticas (AIkOH)] foram estimados seguindo um método ja estabelecido na literatura, em
que os grupos funcionais sao quantificados com base nos seus respectivos produtos
acetilados.??” Assim, 50 mg de acetato de lignina e 5 mg de p-nitrobenzaldeido (NBA) —
utilizado como padrdo interno — foram dissolvidos em 0,5 mL de CDCls;. O espectro de
NMR H foi obtido em um espectrofotdmetro da Bruker Avance 400 MHz, com os
seguintes parametros de aquisicdo: 20 ppm de largura espectral, 130 aquisicdes com 2 s

de tempo de aquisicao.

Os grupos funcionais da lignina foram quantificados a partir das razdes de

integracdao dos protons de grupos funcionais do padrao interno de acordo com a

Equacao 5:
N
mmol N b IpNBA X MIVI]\ilV 2% 1000
[(MeO); (ArOH); (AlkOH)] ( T ) = Ac/ ”;ET de 1’;1“ Eq.5
g lignina MAL AC pNBA % NBA X MMAC

B NAC/MET INBA MMNBA
em que: lgr € aintegracao dos préotons do grupo funcional quantificado [6 4,10 — 3,10 ppm
para MeO; 6 2,50 — 2,17 ppm para o grupo acetil correspondente as hidroxilas fendlicas
(ArOH); 6 2,17 — 1,70 ppm para o grupo acetil correspondente as hidroxilas alifaticas
(AIKOH)]; Nac/mer € 0 numero de prétons presentes nos grupos acetila e metoxila
(= 3); Nynpa € 0 nimero de prétons presentes no anel benzilico do p-nitrobenzaldeido
(=4); Ixpa € aintegragdo dos 4 prétons do padrao interno NBA (6 8,40 — 8,20 ppm); Myga €
a massa adicionada do NBA (5 mg); MMy, é massa molecular do NBA (= 151,12 g mol™?);
Ma. € a massa adicionada de acetato de lignina (50 mg); Iac é a integracao total de prétons
dos grupos acetilados correspondentes as hidroxilas aromaticas e alifaticas (ArOH e AIkOH,

62,50-1,70 ppm); MM, é a massa molecular do grupo acetil menos 1 (43-1).
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3.3.5 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Espectros de infravermelho da lignina e do acetato de lignina em pd foram
obtidos na faixa de 4000 a 400 cm™ em mddulo de reflectancia total atenuada (ATR) em

um equipamento Cary 630 FTIR da Agilent Technologies® com resolucdo de 4 cm™.

3.3.6 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A massa molar numérica média (Mn) e a massa molar ponderal média (Mw)
foram estimadas por cromatografia de permeacao em gel, usando um sistema de
cromatografia liquida da Malvern, modelo VISCOTEK. As massas molares foram
determinadas a partir do produto acetilado da lignina (1 mg) dissolvido em 1 mL de

tetrahidrofurano (THF), de acordo com metodologias ja reportadas na literatura.3%3!

3.3.7 Espalhamento Dindamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta

Utilizou-se um equipamento Zetasizer NANO-ZS-ZEN-3600 da Malvern
Instruments Ltd. com laser de He-Ne (633 nm) em modo de retroespalhamento (173°),
para obter informagdes acerca do didmetro hidrodindmico médio (avaliado em
intensidade e numero), do indice de polidispersidade (Pdl) e do potencial zeta das
nanoparticulas preparadas. As medidas foram obtidas a 25 °C, sendo a viscosidade do
meio dispersante (dgua) 0,89 cP e indice de refracdo 1,330. As medidas de potencial zeta

foram feitas em cubetas de policarbonato de 1 mL DTS1070 (Malvern Instruments Ltd.).

3.3.8 Estudo da Estabilidade das Nanoparticulas em Fung¢do da Forga I6nica do
Meio

Para avaliar a estabilidade das nanoparticulas com a forga idnica do meio, a

suspensdo de nanoparticulas preparada foi diluida para 0,05 % (m/v) em solucdes de NaCl

(Merck®) de 1 x 10%, 1 x 103, 1 x 102, 1 x 107, 3 x 10, 7 x 10? e 1 mol L. Apds cada

diluicdo, o diametro hidrodinamico médio e o potencial zeta foram medidos e

representados graficamente em funcdo da concentragdao de NaCl. As medidas foram

realizadas em triplicata sob temperatura constante de 20 °C.
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3.3.9 Estudo da Estabilidade das Nanoparticulas em Fun¢ao do pH do Meio e
Determinagao do Ponto Isoelétrico

Para estudar o comportamento das nanoparticulas preparadas em funcao do
pH do meio e determinar o ponto isoelétrico, utilizou-se um moddulo de titulagao
automatizado MPT-2 Titrator da Malvern Instruments® acoplado ao Zetasizer. Os
titulantes utilizados foram HCI (0,1 e 0,25 mol L) e NaOH (0,1 e 0,25 mol L), ambos
preparados com agua tipo | (MilliQ). Inicialmente, determinou-se o pH inicial da suspensao
de nanoparticulas e o titulador foi programado para dispensar volumes de titulante tal
que a variacdo do pH do meio fosse de 0,2 unidades a partir do pH inicial até pH 2 e pH 13,
separadamente. A cada adicdo, o diametro hidrodinamico médio e o potencial zeta das
nanoparticulas foram medidos. As medidas foram realizadas em triplicata sob

temperatura constante de 20 °C.

3.3.10 Microscopia Eletronica de Varredura com Fonte de Emissdo de Campo
(FESEM)

Com o objetivo de caracterizar a morfologia das nanoparticulas, foram obtidas
imagens de elétrons secundarios por FESEM (Quanta FEG 250, FEI). O equipamento foi
operado com tensao de 5 kV e distancia de trabalho de 10 mm. As nanoparticulas foram
depositadas em laminas de mica e metalizadas com Ir com corrente de 11,3 mA por 90 s
no metalizador Baltec MED 20. Obteve-se um histograma da distribuicao de tamanhos de
nanoparticulas a partir da contagem de 500 particulas em 5 imagens diferentes no

software Imagel.

3.3.11 Microscopia Eletronica de Transmissdo e Varredura (STEM)

Para analisar o efeito do pH do meio dispersante na estabilidade da suspensao
de nanoparticulas de lignina, foram obtidas imagens de microscopia eletronica de
transmissdo e varredura no equipamento FESEM (Quanta FEG 250, FEl) com detector de
diodo de estado sdlido de dois segmentos (STEM 1). O equipamento foi operado com
tensdao de 10 kV e distancia de trabalho de 5 mm. Para esta analise, as nanoparticulas

foram preparadas e o pH do meio dispersante foi ajustado para 2, 7 e 12 com a adi¢ao de
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HCI (0,01 mol L) e NaOH (0,01 mol L}). Em seguida, a suspensdo de cada pH foi gotejada
(1 gota) sobre a superficie da grade de cobre (Ted Pella, Inc., 400 mesh) e deixadas para

secar em um dessecador.

3.3.12 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

Para analisar a morfologia das nanoparticulas com maior detalhamento, foram
obtidas imagens de microscopia eletronica de transmissdao (TEM) no equipamento Carl
Zeiss Libra 120 com filamento de tungsténio operado a 80 kV. A suspensdo de
nanoparticulas (0,5 mg mL™) foi depositada (1 gota) sobre a superficie da grade de cobre
(Ted Pella, Inc., 400 mesh) e analisada apds secagem. Para obter a série angular de
imagens de TEM, a amostra foi colocada em um suporte de tomografia eletrénica de alta
inclinagao (Gatan Modelo 916) e o equipamento foi operado a 120 kV. A série angular foi
obtida no intervalo [+ 60°, - 60°] com passo de 1 grau. Na Figura 14, é apresentado um
esquema da rotacdo do porta amostra para a obtenc¢do da série angular, que permite a

elucidagdo do formato de objetos tridimensionais.

™™ elétrons incidentes \ I/

{ | objeto
TX?’D

porta — aO o + ao

amostra O°
X I 4jeto
, Y
== Mol

projecdo do objeto O°

Figura 14. Representacdao esquematica da obtencdo da série angular de imagens no
microscopio eletrénico de transmissao.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Fracionamento e Caracterizagao da Lignina do Capim Elefante

Para isolar a lignina do capim elefante, a biomassa in natura passou por um
tratamento subdividido em duas etapas: na primeira etapa — tratamento acido — ocorre a
hidrdlise acida da biomassa levando, principalmente, a remocdao da hemicelulose da
parede celular vegetal e expondo a lignina do capim elefante para reagir com a solugao de
NaOH utilizada na etapa seguinte. Na Figura 15 é apresentado o mecanismo proposto na
literatura para a hidrélise da hemicelulose, representada pela cadeia de xilano, na parede
celular.’®® Esse tratamento inicial também é importante para a obtencdo de um licor

basico mais rico em lignina pura.

Hemicelulose Xiloses

0 Ho o OH
Om o O HO HO o] H (o]
—_— + / HO
HO Q A Hmo T HO Qr + HMOH
OH \ n OHQA N OH (H OH
R .
H-Q-H H-Q: H-O:
H

H H

Figura 15. Esquema da hidrdlise acida das ligagGes glicosidicas da hemicelulose, representada
pela cadeia de xilano, levando a formac¢3o de monossacarideos representados pelas xiloses.!!3

Na segunda etapa, o tratamento com o hidroxido de sddio leva a
deslignificacao da biomassa. As ligacdes éster e éter entre a celulose e a lignina sao
hidrolisadas, bem como as ligagdes carbono-oxigénio (a-O-4’ e B-0-4’), presentes na
estrutura da macromolécula (Figura 16). A hidrdlise das ligacdes éter arilicas da lignina
resulta na formacdo de grupos fendlicos, que se encontram dissociados no meio alcalino
(Figura 16). A lignina é recuperada, entdao, quando estes grupos sao protonados com a

adic3o de acido sulfdrico.?”*
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Figura 16. Esquemas dos mecanismos de hidrélise bdsica das ligagdes C — O a) entre celulose
e lignina e b) entre ligacbes éter arilicas na estrutura da lignina.

A biomassa in natura, os substratos obtidos apds cada tratamento e a lignina
isolada foram analisados por NMR de sélidos (CPMAS) para o nucleo de 3C, para investigar
a evolugdo da composi¢ao quimica do capim apds cada etapa do tratamento e caracterizar
a lignina isolada. A técnica utilizada, com rotagao da amostra em torno do angulo magico
e polarizagao cruzada (CPMAS), permite a obtencdo de espectros com boa relagao
sinal/ruido, no entanto, a intensidade dos picos obtidos com esta técnica é dependente
da densidade local de H.2” Consequentemente, ela n3o reflete a real quantidade de
atomos de carbono no material analisado e n3ao pode ser utilizada como técnica
quantitativa, sem o uso de um padrao interno ou varios periodos de contato (Multi-CP).1**
Apesar disso, ela € uma excelente técnica para a identificacao qualitativa das alteragdes

quimicas que ocorrem durante o fracionamento da biomassa.

Na Figura 17, sdo apresentados os espectros de ssNMR — **C (CPMAS) obtidos
para a biomassa in natura, para os substratos obtidos apds cada tratamento e para a
lignina isolada. O espectro do capim elefante antes do tratamento (in natura), assemelha-
se bastante com espectros obtidos para amostras de outras gramineas, como o bagaco de
cana-de-acucar.’?” E possivel observar que os sinais desse espectro (descritos na Tabela 2)

sdo, basicamente, decorrentes dos sinais de celulose, hemicelulose e lignina.
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Figura 17. Espectros de NMR 13C em estado sélido (CPMAS) obtidos para a biomassa in natura,
para os substratos isolados apds o tratamento acido (pds-dcido), basico (pds-bdsico) e o
espectro obtido para a lignina isolada do capim elefante. Os nimeros em preto indicam os
sinais da celulose, em laranja, da hemicelulose e, em verde, os da lignina.

Os sinais da lignina concentram-se, principalmente, nas faixas de 30 a 60 ppm
e de 100 a 200 ppm e seus deslocamentos quimicos também s3ao apresentados na
Tabela 2. O espectro referente aos substratos isolados apds o tratamento acido, evidencia,
claramente, a remogao da hemicelulose; visto que o sinal em 21,6 ppm (Sinal 1), exclusivo
do CHs3 de grupos acetilas de hemiceluloses, desaparece em relacdo ao espectro da
biomassa in natura. Além disso, é possivel afirmar que a lignina do capim permanece
contida nos substratos obtidos apds o tratamento acido. Observa-se, ao comparar os sinais
da lignina isolada com os respectivos sinais no espectro (pds-dcido), que ha um aumento
relativo na intensidade desses sinais em comparacao com os sinais da lignina no espectro

da biomassa in natura.
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Tabela 2. Atribuic3o dos sinais de ssNMR — 13C (CPMAS) da biomassa in natura e da lignina
isolada. As atribuicdes em laranja e verde sdo exclusivas da hemicelulose e da lignina,
respectivamente.0’

Deslocamento quimico '°C

Sinal (oom) Provavel atribuicdo

1 21,6 CHs em grupo acetila de hemiceluloses

2 31 CHs de carbonos alifaticos da lignina

3 33 Cy em arilpropanol

4 55 Metoxila ligada ao anel aromatico

Carbono Cs de celulose nao-cristalina, Cs de

5 62,5 . I
hemiceluloses e OC,H. de lignina

6 64,8 Carbono Cs de celulose cristalina

7 72,5 C;, Cs e Cs de celulose e C, de lignina

8 75 C,, Cs e Cs de celulose e hemiceluloses
C. de celulose nao-cristalina e de

9 84 hemiceluloses, OCgH. de lignina

10 88 Carbono C; de celulose cristalina

11 105 Carbono C; de celulose

12 116 Carbonos Cs d.e gugiaci.I e C5; Cs de

p-hidroxifenil

13 128 Carbonos C; e Cs de p-hidroxifenil

14 148 Carbonos C; e C; de guaiacil

15 153 Carbonos C; e Cs de siringil (ligagdo p-O-4)

16 173 Grupos carboxilicos de hemiceluloses

17 163-178 Grupos carboxilicos (acidos alifaticos e/ou

éster) de lignina

Como era esperado, apds o tratamento sequencial acido-base, a lignina foi
extraida da matriz celuldsica, o que é evidenciado no espectro referente as fibras isoladas
apods o tratamento basico (pds-bdsico). A intensidade dos sinais referentes a lignina reduz
drasticamente neste espectro, sendo que, apenas o sinal mais intenso em 33 ppm
(Sinal 3) pode ser observado. Este resultado fornece indicios da extracdo eficiente da

lignina e sua transferéncia para o licor basico com o método adotado.

Para comprovar esta eficiéncia, o teor de lignina na biomassa in natura e nos
solidos recuperados apds cada etapa do tratamento foi determinado pelo método
espectrofotométrico LSBA (Lignina Soluvel em Brometo de Acetila). O teor de lignina das

folhas do capim elefante reduziu de (24,9 + 0,5) % para (5,0 + 1,0) % apds o tratamento
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acido-base sequencial. Na Figura 18, onde é apresentado o resultado da quantificacdo de
lignina nos sdlidos, observa-se que os resultados corroboram com as informacdes
extraidas dos espectros de NMR 13C em estado sélido e a lignina isolada apresentou pureza
de (100 % 2) %. Este valor também foi determinado pelo método LSBA, como apresentado

na secdo experimental no item 3.3.2
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Figura 18. Teor de lignina na biomassa in natura, nos sélidos recuperados apds cada etapa do
pré-tratamento (pds-acido e pds-basico) e pureza da lignina extraida.

O pré-tratamento acido-base mostrou-se bastante eficiente para extragao da
lignina das folhas do capim elefante, visto que o rendimento de lignina recuperada foi de
(40 £ 2) % (m/m) em comparagdo com o teor de lignina na biomassa in natura. Ademais,
foi possivel recuperar (85 + 5) % (m/m) da lignina que encontrava-se solubilizada no licor
basico e apenas (5 £ 1) % (m/m) permaneceu contida nas fibras de celulose (pds-basico na
Figura 18) . Estes valores sao consistentes com os valores tipicamente reportados na
literatura para tratamentos com NaOH diluido e maiores que os rendimentos reportados
para a extracdo de lignina do bagaco de cana-de-agucar que variam de 5,5 a 13% .234411>
Adicionalmente, apesar da fracdo inorganica (cinzas) ter sido removida na etapa alcalina,

os ciclos de lavagem e centrifugac¢do da lignina precipitada foram suficientes para remover
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os constituintes inorganicos, visto que o teor de cinzas na lignina extraida foi de apenas

(0,37 £0,07) %.

Lukasik e colaboradores também extrairam a lignina do capim elefante
aplicando o método organossolve usando imidazol como solvente.?® No entanto, para
obter um rendimento de 82% de recuperagao de lignina, o tempo (5 h) e a temperatura
(135,6 °C) foram superiores aos utilizados no pré-tratamento acido-base. Ademais, os
autores ndo recuperaram a lignina extraida pelo método organossolve, tampouco a

caracterizaram.

A lignina isolada neste trabalho de mestrado também foi caracterizada por
NMR 2D (HSQC) e o diagrama de correlacdo (**C-H) obtido é apresentado na Figura 19,
cujas atribui¢cdes quimicas mais importantes sdo apresentadas na Tabela 3. Os sinais do
diagrama na regido de aromaticos permitiram a identificacdao das unidades de siringil (S),
guaiacil (G) e p-hidroxifenil (H), como é esperado para ligninas de gramineas. Além disso,
também foi possivel identificar a presenga da subestrutura de fenilcoumarano (A) e
cinamato (B), de acordo com resultados previamente relatados por Ragauskas e
colaboradores para lignina de milho.'*® A andlise do diagrama também demonstrou que a
lignina isolada possui sinais referentes a ligacao B-0-4’ (sinais 3 e 4), que é o tipo de ligacao

predominante (propor¢des de 40 — 60%) na estrutura da lignina.?’
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Figura 19. Diagrama de correlagdo 2D '3C(F1) — H(F2) HSQC da lignina isolada apds o pré-
tratamento acido-base do capim elefante; os sinais em azul sdo positivos e os em vermelho
sdo negativos. Os sinais identificados de 1 — 10 no espectro ampliado sdo atribuidos na
Tabela 3.
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Trabalhos reportados na literatura indicam que o principal mecanismo de
quebra da lignina (em reagdes quimicas catalisadas por solugdes alcalinas) é a cisdo da
ligacdo carbono-oxigénio B-0-4’.*Isto posto, a presenca dessas ligacdes éter arilglicerol-
B-arila no diagrama de correlacdao HSQC indica que o tratamento alcalino com NaOH
2% (m/v) ndo acarretou em uma fragmentacdo severa da lignina. Este é um resultado
importante, pois, sob as condicdes de pré-tratamento estabelecidas, a lignina sofreu
pouca modificacao estrutural. Por outro lado, a clivagem das ligacdes B-O-4’ durante o
tratamento alcalino é importante para a atividade antioxidante da lignina,*® que depende
da presenca de hidroxilas fendlicas (ArOH), como sera discutido nas préximas sec¢des.

Tabela 3. Atribuicdo dos sinais de correlacdo 3C/*H do espetro HSQC da lignina isolada do
capim elefante. Os sinais 1 a 10 esto indicados na Figura 19.11°

Sinal &c/ &n (ppm) Atribuicao

1 56,26/3,75 C/H do grupo metoxila

2 87,45/4,03 Co«/Hq da subestrutura de fenilcumarano
3 84,57/4,31 Cg/Hg na ligagao B-O-4

4 72,11/4,80 Co/Hq na ligagdo B-O-4

5 104,48/6,70 Cz6/Hz6 da unidade siringil (S)

6 115,41/6,67 Cs/Hs da unidade guaiacil (G)

7 119,50/6,80 Cs/He da unidade guaiacil (G)

8 128,48/7,23 Cz6/H26 da unidade p-hidroxifenil (H)
9 111,44/7,27 C>/H: da unidade guaiacil (G)

10 155,53/7,51 Co/Hq em cinamato (B)

5 lo 5 3 o
OH CH; OH  CH; OH CHs,
(G) (H) () A

Ademais, foi possivel identificar no diagrama (Figura 19) um sinal intenso
(Sinal 1) referente aos grupos metoxila das subunidades guaiacil (G) e siringil (S). O
resultado de NMR de 'H quantitativo para estimar a quantidade de metoxila na lignina

(Tabela 4) corrobora com os resultados de HSQC, visto que hd uma maior quantidade de
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grupos metoxila por grama de lignina do que hidroxilas alifaticas e aromaticas,
separadamente. Assim, é possivel supor que um tratamento basico mais severo (por
exemplo, com maiores concentragdes de NaOH) resultaria em um aumento da quantidade
de hidroxilas fendlicas, visto que um maior numero de ligacdes arilglicerol-B-arila seriam

hidrolisadas levando a uma maior fragmentacao da lignina.

Como o tratamento bdsico ndo levou a uma grande fragmentacgao da lignina,
os valores de massa molar numérica média (Mn) e de massa molar ponderal média (Mw)
obtidos foram elevados em comparagdo com os reportados na literatura para lignina

alcalina (Mw = 800 — 15000 g mol?) (Tabela 4).3?

Este resultado corrobora com a proposicao de que a lignina isolada sofreu
pouca modificagdo estrutural durante o tratamento bdsico. Apesar da fragmentacdo
moderada da rede macromolecular, a lignina ainda apresentou alta concentragdao de
grupos fendlicos (ArOH, na Tabela 4) em comparagao com os valores tipicamente
relatados na literatura para a lignina Kraft e Soda (2,0 - 4,5 mmol g*).1Y’

Tabela 4. Caracterizagcdo da lignina. As quantidades de grupos hidroxilas (aromaticas e
alifaticas) e metoxilas foram determinadas por NMR de 'H quantitativo. A massa molar

numérica média (Mn) e a massa molar ponderal média (Mw) foram estimadas por
cromatografia de permeacdao em gel.

Quantidades de grupos hidroxilas e metoxilas. Massas Molares
ArOH AlkOH MeO Mn Mw Mw
(mmol/g Lignina) (mmol/g Lignina) (mmol/g Lignina) | (g mol'") (g mol")  Mn
3,85 490 5,86 4726 9184 1,94

Alignina isolada foi acetilada visando a investigacao do efeito da diminuicdo da
qguantidade de hidroxilas fendlicas na superficie das nanoparticulas de lignina preparadas,
bem como a comparacdo da estabilidade coloidal, atividade antioxidante das
nanoparticulas de lignina (acetilada e ndo acetilada) e absor¢do UVA-UVB. Como
apresentado na Figura 20, é possivel afirmar que as hidroxilas presentes na estrutura da
lighina foram acetiladas; como indicado pelas bandas em 1735 cm™ (associadas ao
estiramento da ligacdo sp? —C=0 do grupo acetila) e em 1366 cm™ (relacionada a

deformac3o da ligacdo sp3-C-H do grupo acetila). Complementarmente, a diminuic3o
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considerdvel da banda alargada entre 3600 cm™ e 3100 cm™ — caracteristica de hidroxilas

de grupos fendlicos — indica, também, a obtenc3o do acetato de lignina.>*

poetato /o,
de lignin
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Figura 20. Espectros de FTIR da lignina isolada do capim elefante e da lignina apds a reagao
de acetilacdo (acetato de lignina). A banda em 1735 cm™ no espectro do acetato de lignina
indica a presenca do grupo acetila. A auséncia de uma banda alargada em 3600-3100 cm™, no

mesmo espectro, confirma que as hidroxilas presentes na estrutura da lignina foram
acetiladas.



70

4.2 Sintese e Caracterizagdo das Nanoparticulas de Lignina

4.2.1 Auto-organizacdo Induzida pela Adic3o de N3o-Solvente (Agua)

Tendo como base o método previamente reportado por Richter e
colaboradores®®, foi possivel preparar nanoparticulas de lignina (LNP) e de acetato de
lignina (AcLNP) em formatos esféricos (Figura 21), por meio da adi¢cao de d4gua como nao-
solvente as solugdes de lignina e acetato de lignina, respectivamente. Como sugerido por

Rao e colaboradores!!®

, este resultado é uma consequéncia da maximizacdo de interagdes
n-n de grupos aromaticos da lignina que encontram-se, principalmente, no nucleo da
nanoparticula; e também, da maximizag¢ao das forgas intermoleculares entre os grupos
polares orientados na superficie da particula (dcidos carboxilicos, hidroxilas alifaticas e

aromaticas) e a agua.

A obtenc¢do de nanoparticulas de acetato de lignina (AcLNP) também ja foi
reportada na literatura, no entanto, na metodologia apresentada, Qian e colaboradores’
usaram o brometo de acetila para acetilar a lignina, que é um reagente bastante tdxico.
Adicionalmente, no trabalho deles, as nanoparticulas sdo preparadas com troca (gota-a-
gota) de solvente, o que resulta em uma suspensao bastante diluida de nanoparticulas.
Em contraste, no presente trabalho, a suspensao de nanoparticulas de acetato de lignina
foi preparada por um método mais simples (com adicdao de ndo-solvente de uma sé vez) e
o acetato de lignina utilizado foi preparado com anidrido acético, que é menos tdxico que
o brometo de acetila. O método de acetilacao aqui empregado também requer o uso de
piridina que, embora seja um reagente toxico, pode ser recuperada da solugao aquosa por

meio de uma extrac3o liquido-liquido aplicando, por exemplo, acetato de etila.!*®
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Figura 21. a) e c) Micrografias de FESEM das nanoparticulas de lignina (LNP) e das
nanoparticulas de acetato de lignina (AcLNP), respectivamente — ambas foram preparadas
pela adicdo de ndo-solvente; b) e d) micrografias de TEM das respectivas nanoparticulas
(LNP e AcLNP). A sequéncia (i —v) mostra a série angular de -60° a +60° para comprovar a presenga
de nanoparticulas que apresentam estruturas do tipo “esfera oca”, as quais foram observadas e
destacadas em a) e b) pelos quadrados tracejados.

Micrografias de FESEM e de TEM mostraram que algumas LNPs — com
diametros maiores que 100 nm — formam estruturas do tipo “esfera oca” com um unico

buraco (como as mostradas pelos quadrados tracejados nas Figuras 21a e 21b). Com a
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rotacdo do suporte de amostra no microscopio eletrénico de transmissao, foi possivel
obter a série angular de -60° a +60° (Figura 21, i — v) que comprovou a observagao inicial
da obtengao de nanoparticulas maiores com estruturas de esferas ocas e nao de particulas
achatadas no formato de um toréide (semelhante a uma boia salva-vidas). Nas imagens
de TEM sem rotacdo, as duas morfologias (esferas ocas ou toréides) possuem morfologia
semelhante em 2D, mas a série angular permite diferencia-las. Tendo em vista que as
nanoparticulas de lignina sao formadas com o processo de auto-organizacdao das
macromoléculas quando a dgua é adicionada a solucao de lignina; a questdo que se poe
aqui é: por que as macromoléculas de lignina se organizam de modo a formar

nanoparticulas inteiricas e nanoesferas ocas?

Para responder esta questdo, precisamos considerar as forgas motrizes para a
auto-organizacao das moléculas, que consistem nas forcas intermoleculares do tipo n-n
de grupos aromaticos, ligagdes de hidrogénio, forcas dispersivas de van der Waals, forgas
elétricas e o efeito hidrofébico.”®!'%12° O processo de auto-organizacdo para formac3o das
nanoparticulas inteiricas é, de certo modo, mais facil de elucidar, e ele se baseia na forte
tendéncia das moléculas de agua em estabelecerem ligacdes de hidrogénio entre si — o
denominado efeito hidrofdbico. Estudos tedricos e experimentais mostram que a
organizag¢ao das moléculas de agua ao redor de superficies hidrofdbicas é entropicamente
desfavoravel, visto que, nesse caso, os graus de liberdade das moléculas de agua que
circundam a superficie ficam mais restritos.'?® Assim, o ganho entrépico na liberacdo das
moléculas de H,O compensa a perda entrdpica associada a formagao dos agregados de

lignina.

As moléculas de lignina se agregam de modo a aumentar as interacoes
intermoleculares n-m dos anéis aromaticos e diminuir a drea superficial total solvatada
pelas moléculas de agua. Nesta conformacao, os grupos polares (grupos fendlicos, acidos
carboxilicos e hidroxilas alifaticas) encontram-se dispostos na superficie, visto que eles sdo

capazes de estabelecer ligagdes de hidrogénio eficientes com a dgua.

Por outro lado, a explicacdao da formacao das nanoparticulas ocas nao é tao

trivial quanto ao que foi posto para as nanoparticulas inteiricas. Contudo, é possivel
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conjecturar que estas estruturas sdao provindas de vesiculas, as quais também sdo
formadas como consequéncia do efeito hidrofdbico, quando se adiciona o ndo-solvente.
Vesiculas sdo bicamadas esféricas, em que os blocos hidrofébicos insoluveis constituem a
parede da bicamada e os blocos hidrofilicos estao orientados para o meio de dispersao

(neste caso, dgua) nas interfaces interna e externa.'?12?

Tendo em vista que a lignina é uma macromolécula anfifilica, uma possivel
explicagdo para a formagao dessas estruturas vesiculares é que, nesta conformacdo
estrutural, hd um aumento na densidade de interagdes intermoleculares entre os grupos
hidrofilicos da lignina e a dgua nas interfaces. Outra evidéncia, que corrobora com esta
hipdtese, é o fato das AcLNPs formarem menos estruturas ocas, visto que elas apresentam
menor quantidade de grupos hidroxila em comparacdao com as LNPs (Tabela 5). Deste
modo, a diminuicdo da area superficial por volume ndao impacta, consideravelmente, na
densidade de interagdes intermoleculares polares, como acontece para as LNPs maiores

que se apresentam ocas.

Em um trabalho recente, Chu e colaboradores’® exploraram o mecanismo de
formacao das nanoesferas ocas de lignina proveniente de hidrélise enzimatica. Eles
dissolveram a macromolécula em THF e prepararam as nanoparticulas ocas com a adicao
de dgua como nao-solvente. Seguindo o que foi apresentado no trabalho deles, a auto-
organizacao da lignina em estruturas ocas ocorre devido a presenca de uma pequena
qguantidade de impurezas no THF, o que levou a separagao de fases entre o solvente e a
agua. No entanto, nds sabemos que a acetona (padrao analitico) e a agua, utilizadas em
nosso trabalho, sao completamente misciveis e ndao formam um sistema de nanoemulsao
molde para a estruturacao das esferas ocas. Assim, a explicacao proposta no trabalho com

THF ndo se aplica em nosso sistema.

No caso das LNPs ocas, uma explicacdo mais plausivel é que as estruturas
vesiculares sejam formadas inicialmente em suspensdo aquosa, como consequéncia do
efeito hidrofobico e da otimizagao das interagdes intermoleculares n-m entre os blocos
aromaticos da lignina e, posteriormente, as esferas ocas sao formadas com a evaporacao

da agua.
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Tabela 5. Concentracdo total de grupos ionizaveis (acidos fortes e fracos) presentes na
superficie das nanoparticulas de lignina (LNP e AcLNP) e na superficie da lignina bulk
(10> = 10°® um) em suspensdo. As concentracdes foram determinadas por titulagdo
condutimétrica.

Concentragdo (mmol g)

LNP AcLNP Lignina Bulk
Acidos fortes (0,9 £ 0,8) 0 (0,2 + 0,1)
Acidos fracos (2,0 £ 0,3) (1,0x0,2) (0,7 £ 0,1)
Concentracgéo total de (3.0 £ 1,0) (1,0 £02) (0,9 + 0,2)

grupos ionizaveis*

*Somatorio de hidroxilas fendlicas e de acido carboxilico

Como apresentado na Tabela 5, as LNPs tém maior concentracao total de
grupos ionizaveis (acidos fortes e fracos) na superficie do que a lignina bulk, visto que elas
apresentam maior area superficial por volume, como consequéncia das dimensdes
nanométricas. Assim, este resultado corrobora com a premissa de que, ao diminuir o
tamanho da particula, tem-se maior quantidade de hidroxilas dispostas na superficie. Ja
as AcLNPs, possuem menor concentracdo de grupos ionizaveis, visto que grande parte das

hidroxilas foram acetiladas.

Na Figura 22 sao apresentados os histogramas da distribuicdo de tamanho
(maior didametro medido para cada particula) das nanoparticulas de lignina (LNP) e de
acetato de lignina (AcLNP). O diametro médio para a LNP foi de (55 + 26) nm e para a
AcLNP foi de (86 + 29) nm, ambas as distribuicdes mostram que tanto as LNPs como as
AcLNPs sao moderadamente dispersas em termos de tamanhos. As nanoparticulas de
lignina acetilada (AcLNP) apresentaram distribuicdo de tamanhos maiores que as LNPs.
Uma possivel explicacao para isso pode estar relacionada com o fato das AcLNPs terem
grupos acetatos, que podem estabelecer interacdes T — m com os anéis aromaticos da
lignina e, portanto, encontrarem-se no interior das nanoparticulas (note que, estes grupos

s3o0 as hidroxilas no caso das LNPs, que encontram-se majoritariamente na superficie).?
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Figura 22. Histogramas das distribuicGes de tamanhos das nanoparticulas (LNP e AcLNP)
preparadas pela adicdo de nao-solvente. Os diametros foram medidos manualmente (500
particulas foram contabilizadas) nas micrografias de FESEM utilizando o software Imagel®.
Para as LNPs os diametros minimo e maximo contabilizados foram 16 nm e 155 nm, e para as
AcLNPs foram 22 nm e 209 nm.

Como discutido anteriormente, as nanoparticulas possuem hidroxilas de acido
carboxilico dissocidveis na superficie e, por isso, a dispersao é estabilizada devido a acdo
de forgas repulsivas entre as duplas camadas elétricas, que se formam uma vez que as
hidroxilas na superficie sdo dissociadas, como também em decorréncia da adsorcao de
hidroxilas na superficie hidrofdbica. De acordo com a teoria DLVO, esta repulsao pode ser
facilmente blindada com o aumento da forca iénica do meio dispersante.?* Por esta raz3o,
investigou-se a estabilidade das nanoparticulas frente a variacao da forga ibnica da

suspensao com adicdes sequenciais de NaCl.

O resultado, apresentado na Figura 23, mostra que a suspensao de LNP em
agua pura possui um potencial de, aproximadamente, -57 mV. Este potencial bastante
negativo induz uma grande repulsao entre as nanoparticulas, o que resulta em uma
dispers3o bastante estavel até 10 mol L'* de NaCl. N3o obstante, com o aumento da forca
idbnica do meio para 0,01 a suspensdao comecou a se desestabilizar e o potencial diminuiu

para|-20 mV| aproximadamente. Para concentracdes de NaCl maiores que 0,01 mol L}, o
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potencial zeta diminui (em mddulo) constantemente em toda faixa. Da mesma forma, o
tamanho hidrodindmico médio aumenta consideravelmente para valores de forca i6nica

maiores que 0,01 — o que indica a agregacao das particulas.
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Figura 23. Estudo da estabilidade das nanoparticulas (LNP e AcLNP) frente a variagdo da forga
idnica e do pH do meio dispersante. As LNPs apresentaram ponto isoelétrico (IEP) no pH=2,50
e estabilidade para concentracdes de NaCl inferiores a 0,01 mol L™ e para valores de pH entre
4 e 12 (> |25 mV|). As AcLNPs apresentaram ponto isoelétrico (IEP) no pH= 3,86 e
estabilidade para concentra¢des de NaCl inferiores a 0,01 mol L' e para valores de pH entre 5
e 12 (2> |25 mV|). As barras de erro representam o desvio padrdo de triplicatas.

Como apresentado na Tabela 5, as AcLNPs apresentam menor concentragao
total de grupos ionizaveis na superficie do que as LNPs, visto que os acidos carboxilicos
foram acetilados. Consequentemente, a suspensdo de AcLNPs tem médulo menor de
potencial zeta em agua pura (-40 mV) e, como apresentado na Figura 23, as AcLNPs
formam agregados de tamanhos maiores que os das LNPs para valores de forca i6nica

maiores que 0,01.
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O pH do meio dispersante é outra varidvel fisico-quimica que influencia no
potencial zeta das nanoparticulas de lignina e, consequentemente, impacta na
estabilidade das mesmas. Na Figura 23, é possivel observar que, ao diminuir o pH da
suspensao, o potencial zeta diminui (em maddulo) progressivamente até 0 mV, no qual
tem-se o ponto isoelétrico (IEP) no pH 2,50 para a LNP e pH 3,86 para a AcLNP. No ponto

isoelétrico, ambas as suspensdes de LNP e AcLNP perdem a estabilidade por completo.

Contrariamente, com o aumento do pH para valores préximos a neutralidade,
maior quantidade de hidroxilas adsorvem na superficie das nanoparticulas. Isto implica na
estabilizagcdo mais eficiente da suspensdo de nanoparticulas. Finalmente, para valores de
pH maiores que 12 (em ambos sistemas LNP e AcLNP) a dissociagdo das hidroxilas e a
hidrdlise alcalina do grupo acetato (para as AcLNPs) tornam-se muito mais pronunciadas
e, consequentemente, as nanoparticulas comecam a se dissolver no meio alcalino. Na
Figura 24, tem-se imagens de STEM (das LNPs) que corroboram com as informacdes

obtidas com o estudo da estabilidade das nanoparticulas frente a variagao do pH.
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Figura 24. Micrografias de STEM das nanoparticulas de lignina (LNP) com ajuste do pH do
meio dispersante para pH=2 (nanoparticulas coalescidas), pH=7 (nanoparticulas estabilizadas
pela acdo de forcgas repulsivas) ou pH=12 (maior parte das LNPs sdo solubilizadas formando
um filme ao secar, contendo particulas maiores remanescentes — indicadas pelas setas. A
escala dessa micrografia é de 2 um, diferente das demais).

Com o ajuste do pH do meio dispersante para 2 (inferior ao IEP), observou-se
que as particulas coalescidas formaram aglomerados. Ja com o ajuste do pH para 7, tem-
se as nanoparticulas bem definidas e separadas umas das outras. Adicionalmente, é
possivel observar na Figura 23, tanto para as LNPs como para as AcLNPs, que o tamanho

hidrodinamico médio das nanoparticulas aumenta para valores de pH acima de 12. Aqui,
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uma possivel explicacdo é que as nanoparticulas menores — as quais apresentam elevada
area superficial por volume — se dissolvem mais rapidamente que as particulas maiores.'*
Este resultado é confirmado com a imagem de STEM das particulas com o ajuste do pH do
meio para 12 (Figura 24); é possivel observar na imagem, que as nanoparticulas
solubilizadas formaram um filme ao secar e que ha algumas nanoparticulas maiores

remanescentes.

4.2.2 Nanoparticulas Obtidas com Cisalhamento Mecanico

Visando a obtencdao de nanoparticulas de lignina sem a necessidade de
solubilizar a macromolécula em acetona, investigou-se, também, o preparo de
nanoestruturas de lignina a partir do cisalhamento mecanico dos agregados formados
apos a acidificacao do licor negro e das lavagens sequenciais. O método proposto neste
trabalho foi, portanto, uma adaptacao dos métodos mecanicos reportados na literatura —
em gue as nanoparticulas sdo obtidas a partir da fragmentacao (top — down) da lignina em

p6 dispersada em dgua.5>8!

A vantagem dos métodos mecanicos consiste na diminuicdo de etapas para
obtencao das nanoparticulas e no conceito do preparo de nanomateriais exclusivamente
com agua, sem o uso de solventes organicos para preparar as solucdes ou a necessidade
de funcionalizacdo quimica da lignina. No trabalho de Ragauskas e colaboradores®,
nanoparticulas de lignina foram preparadas dispersando a lignina (em pd) em agua e
homogeneizando a suspensdao sob taxas elevadas de cisalhamento mecanico
(15000 rpm por 4 h em um IKA Ultra-Turrax T-50). Nestas condi¢Oes, as particulas de
lignina sdao fragmentadas em agregados de tamanhos submicrométricos. A desvantagem
desse método é a dificuldade de controlar a morfologia das nanoparticulas, como também

a elevada polidispersidade.

Dessa forma, foi proposto neste trabalho, o cisalhamento mecanico dos
agregados que sao formados ao acidificar o licor do tratamento basico. Visto que os
agregados formados ja se encontram em suspensdo e tém tamanhos micrométricos, a

fragmentacao deles com o tratamento mecanico é facilitada. Na Figura 25, sao
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apresentadas as micrografias eletronicas das nanoparticulas obtidas com o tratamento

mecanico (SLNP - S: do inglés, shear).

-t : A
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Figura 25. a) Micrografia de FESEM das nanoparticulas de lignina (SLNP) preparadas com o

cisalhamento mecanico da suspensdao tamponada em pH 7 de agregados de lignina; e b)
micrografia de TEM das respectivas nanoparticulas (SLNP).

E possivel observar nas micrografias (Figura 25), que as nanoparticulas
apresentam formatos irregulares com grande polidispersao diferente das nanoparticulas
obtidas pelo método da adicao de ndo-solvente (LNP e AcLNP — Figura 21). Este resultado
é uma consequéncia do método de preparo top-down destas nanoparticulas. Inicialmente,
guando o licor basico é acidificado, as macromoléculas se agregam rapidamente formando
estruturas que ndo passam por um mecanismo especifico de organizagao e orientagdo das
macromoléculas. Em seguida, quando o pH do meio dispersante é tamponado em 7,
aumenta-se a quantidade de hidroxilas adsorvidas na superficie das nanoparticulas, as

quais sdao formadas com as altas tensdes de cisalhamento.

Na Figura 26 é apresentado o histograma da distribuicdo de tamanhos (maior
diametro medido para cada particula) das nanoparticulas de lignina obtidas com o
cisalhamento mecanico (SLNP) e compara¢ao com a distribuicao de tamanhos obtida para
as LNPs, os perfis das distribuicdes de tamanhos sdo parecidos, salvo o fato das SLNPs
apresentarem estruturas com tamanhos entre 160 e 220 nm. O didmetro médio das SLNPs
foi de (57 £ 31) nm e a distribuicdo de tamanhos mostra que as nanoparticulas sao

moderadamente dispersas.
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Figura 26. Histograma da distribuicao de tamanhos das nanoparticulas (SLNP) obtidas com o
cisalhamento mecanico e comparacgao com a distribuicdo de tamanhos das LNPs. Os diametros
foram medidos manualmente (500 particulas foram contabilizadas) nas micrografias de
FESEM utilizando o software ImageJ®. Os diametros minimo e maximo contabilizados para as
SLNPs foram 17 nm e 214 nm, respectivamente.

Como discutido anteriormente, a estabilidade das dispersdes de
nanoparticulas de lignina em agua é dependente do pH e da forga i6nica do meio
dispersante pois, assim como as LNPs e AcLNPs, as SLNPs sao estabilizadas por meio da
acao de forcgas repulsivas entre as duplas camadas elétricas, que sao estabelecidas em
decorréncia da adsorcao de hidroxilas na superficie das nanoparticulas e dissociacao de
acidos carboxilicos.??%12% Por esta razdo, investigou-se também a estabilidade das SLNPs

frente a variacao do pH e da forga idnica da suspensao.

O resultado, apresentado na Figura 27, mostra que a suspensao de SLNPs em
agua no pH=7 possui um potencial de, aproximadamente, -42 mV. Este potencial zeta é
suficiente para estabilizar a suspensdo de nanoparticulas de acordo com a teoria DLVO.!*
Para o ensaio da dependéncia com o pH, que foi feito sem adicao de tampao, também se
observou que as nanoparticulas sao estaveis para valores de pH entre 4,5 e 11, sendo que
o ponto isoelétrico (IEP) é de 3,77. Para valores inferiores ao IEP as nanoparticulas sdo

instaveis e formam agregados indicando a desestabilizagcdao do sistema.
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Figura 27. Estudo da estabilidade das nanoparticulas (SLNP) frente a variagao da forga ionica
e do pH do meio dispersante. As SLNPs apresentaram ponto isoelétrico (IEP) no pH=3,77 e
estabilidade para concentrac¢des de NaCl inferiores a 0,1 mol L1 e para valores de pH entre 4,5
e 11 (&> |25 mV|). O pH marcado como inicial é o pH da suspensdo sem adicdo de tampao
fosfato. Ja para a investigacdo da forca iGnica o sistema foi tamponado em pH=7. As barras de
erro representam o desvio padrao de triplicatas.

Com o aumento da forga idnica do meio para 0,1 a suspensao de SLNPs
também se mostrou instavel visto que o potencial diminuiu paral-20 mV|,
aproximadamente (Figura 27). Para concentracdes de NaCl maiores que 0,1 mol L o
potencial zeta diminui (em mddulo) constantemente em toda faixa. Da mesma forma, o
tamanho hidrodinamico médio aumenta consideravelmente para valores de forga idnica
maiores que 0,1 —o que indica a agregagao das particulas. As SLNPs s3o, portanto, 10 vezes
mais resistentes ao aumento da for¢a idnica do meio dispersante do que as nanoparticulas

obtidas com adicdo de nao-solvente (LNP e AcLNP).

A quantidade de grupos ionizaveis na superficie das nanoparticulas também foi
determinada e o valor encontrado foi de (0,317 + 0,005) mmol g*. Este resultando ndo é
coerente com o esperado para as SLNPs, visto que o valor obtido foi, inclusive, inferior ao
valor encontrado para a lignina bulk (Tabela 5). A técnica de titulacdo condutimétrica
mostrou-se bastante reprodutivel para a determinacao da quantidade de hidroxilas
superficiais nas nanoparticulas (LNP e AcLNP), no entanto, como é necessaria a adi¢cdo de
HCI no inicio, o pH acido do meio levou a desestabilizagdao das SLNPs. Isto ndo aconteceu

para as LNPs e AcLNPs, pois o pH no inicio da titulacdao era superior ao ponto isoelétrico.
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Assim, a quantificacdo dos grupos ionizaveis no caso das SLNPs estd provavelmente

resultando em um valor final que n3do é real.

A despeito desse resultado, é esperado que as SLNPs preparadas com a adi¢ao
de tampado apresentem uma quantidade de hidroxilas superficiais semelhante ao valor
encontrado para as LNPs, visto que no pH=7 as SLNPs sdao bastante estaveis. Por fim, todas
as nanoparticulas preparadas (LNP, AcLNP e SLNP) mostraram-se estaveis para a faixa de
pH entre 5 e 7, que é tipicamente encontrada em produtos dermocosméticos.*?® Assim, é
possivel propor aqui a aplicagdo das nanoparticulas de lignina em produtos

dermocosméticos apds os devidos ensaios clinicos.

4.3 Estudo da Atividade Antioxidante da Lignina em Solugdo e das
Nanoparticulas de Lignina

A atividade antioxidante da lignina estd estritamente relacionada com sua
estrutura molecular, como foi apresentado no trabalho de Dizhbite e colaboradores.’® A
presenca de grupos fendlicos com substituintes metoxila em posicdo orto (guaiacil e
siringil) reflete diretamente na capacidade de captura radicalar da lignina; ja que estes
grupos orto substituidos contribuem com a estabilizagdao, por ressonancia, dos radicais
fenoxila formados no processo (Figura 28). Dentre os ensaios existentes para avaliar a
atividade antioxidante de substancias naturais, o método colorimétrico baseado na
eliminacdo do radical-n 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH*) é, de longe, o mais utilizado.®
Varios depuradores de radicais reagem com o DPPH® transferindo-lhe um elétron e um
proton, todavia, ha dois mecanismos possiveis propostos para essa rea¢ao, como

apresentado na Figura 28.
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Figura 28. Representagdo esquematica dos possiveis mecanismos de captura do radical
DPPH*: perda sequencial de préton e transferéncia de elétron SPLET (do inglés, Sequential
Proton-Loss Electron-Transfer) e transferéncia acoplada de préton e elétron PCET (do inglés,
Proton-Coupled Electron Transfer). O mecanismo SPLET pode prevalecer sobre o PCET em
solventes polares (H;0) se o pH for bdsico. Em 4gua e metanol, as fenoxilas da lignina
estabelecem um equilibrio de dissociacdo perdendo um préton (PL) levando a formacdo de
anions fenolatos. Esses anions transferem um elétron (ET) para o radical DPPH® (cor purpura)
formando radicais fenoxila, que sdo estabilizados por ressonancia. As espécies de DPPH; (cor
amarela) sdo formadas na captura de um préton. Se a dissociagdo ndo ocorrer, 0 grupo
fendlico reage com o radical DPPH* por meio de um mecanismo com transferéncia acoplada
de proéton (PT) e elétron (PCET).

Como discutido por Foti, estes mecanismos dependem da natureza quimica
dos solventes e de sua polaridade.'*” No caso dos solventes aplicados em nossos sistemas
(metanol e dgua), que sdo polares, a reagao de grupos fendlicos com o DPPH* pode ocorrer
via uma Unica etapa (mecanismo acoplado de transferéncia de préton e elétron — PCET)
ou via duas etapas (mecanismo sequencial de perda de préton e transferéncia de elétron
— SPLET), como apresentado na Figura 28. Como as nanoparticulas de lignina estdao em
agua (pH neutro), as hidroxilas fendlicas nao se encontram dissociadas na superficie;
portanto, é possivel inferir que o mecanismo acoplado de transferéncia de elétron para o

radical DPPH" ocorre diretamente na superficie das nanoparticulas (mecanismo PCET).
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As atividades antioxidantes da lignina em solugao e das nanoparticulas de
lignina foram investigadas seguindo o método de Brand-Williams — ja bem estabelecido
na literatura.®® Assim, os resultados sdo apresentados aqui em termos do valor ECs
(concentracgao eficaz), que é definido como a quantidade de antioxidante necessaria para
reduzir a concentracdo inicial do radical DPPH* em 50% e, em termos do indice de
eliminacao radicalar (RSI), que é definido como o inverso do ECsq. Estes parametros foram
obtidos a partir dos graficos (Figuras 29 e 30) da porcentagem de inibicdo radicalar (P1%)
em func¢do da concentracdo inicial das suspensdes de nanoparticulas (LNP, AcCLNP e SLNP
— Figura 29) e das solugdes de lignina ou de acetado de lignina em dioxano (Figura 30)

postas para reagir com o radical.

Os resultados apresentados na Figura 29 mostram que, tanto as SLNPs como
as LNPs apresentam maiores porcentagens de inibicdo radicalar do que as AcLNPs.
Enquanto as LNPs e SLNPs apresentaram um percentual de inibi¢cao radicalar de 50% para
uma concentracido de, aproximadamente, 0,01 mg mL?, as AcLNPs apresentaram um Pl
inferior a 10% para esta concentragao. Este resultado ja era esperado, visto que, nas
AcLNPs, a maioria dos grupos fendlicos foram acetilados e, consequentemente, a
quantidade de hidroxilas fendlicas disponiveis para reagir com o radical DPPH* foi

reduzida.

Como apresentado anteriormente na Tabela 5, a concentracao de acidos fracos
(hidroxilas fendlicas) na superficie das AcLNPs foi reduzida pela metade em comparacdo
com as LNPs, um resultado que explica a consideravel diminuicdo da atividade
antioxidante das AcLNPs. Além do mais, esta observacdo experimental certifica que a
atividade antioxidante das nanoparticulas se dd em funcao da presenca de hidroxilas

fendlicas na superficie, como apresentado na Figura 28.
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Figura 29. Representacdes graficas dos porcentuais de inibicdo radicalar (PI) em funcdo da
concentracao inicial de nanoparticulas de lignina (SLNP, LNP e AcLNP) que reagiram com o
radical DPPH* em agua. Os dados experimentais foram descritos pela funcdo sigmdide
SGompertz utilizando o software OriginLab®. Os percentuais de inibicdo foram calculados apds
16 min e 30 min de reagdo. As barras de erro representam o desvio padrdo de duplicatas.

Avaliou-se também a atividade antioxidante da lignina e do acetato de lignina
em solucao de dioxano e, como apresentado na Figura 30, a solucdo de lignina também
apresentou maior atividade antioxidante que a solucdo de acetato de lignina. Outro
resultado bastante notavel é que as nanoparticulas de lignina (LNP e SLNP) apresentam,

também, maior atividade antioxidante que a lignina em solucao (Tabela 6).
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Figura 30. Representagdes graficas dos porcentuais de inibicdo radicalar (Pl) em fung¢do da
concentracao inicial das solugdes de lignina e acetato de lignina em dioxano que reagiram com
o radical DPPH*. Os dados experimentais foram descritos pela fun¢do sigmdide SGompertz
utilizando o software OriginLab®. Os percentuais de inibicdo foram calculados apds 16 min e
30 min de reagdo. As barras de erro representam o desvio padrao de duplicatas.
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Uma possivel explicacdo deste resultado é que a lignina em solugao se organiza
de modo a maximizar o nimero de interagdes intermoleculares com as moléculas do
solvente e com outras moléculas de lignina. Nesta disposi¢ao, as hidroxilas aromaticas nao
se encontram tao facilmente acessiveis pelo radical DPPH* quanto os fendis na superficie

das nanoparticulas — que por estarem orientados reagem mais facilmente com o radical.

Estudou-se, também, como o tempo de reacdao impacta nas atividades
antioxidantes e, como apresentado na Tabela 6, é possivel inferir que ndao houve uma
grande diferenca entre os valores de RSI obtidos apds 16 min e 30 min de reagao. Estes
tempos haviam sido escolhidos para as medidas com base nos resultados previamente
reportados na literatura para a avaliac3o da atividade antioxidante da lignina.*°
Tabela 6. Resultados da atividade antioxidante das nanoparticulas (LNP, SLNP e AcLNP) e das
solugdes de lignina e de acetado de lignina para os tempos de reac¢ao de 16 min e 30 min. Os

parametros da atividade antioxidante sao a concentragao eficaz para inibigao radicalar de 50%
(ECso0) e o indice de eliminagdo radicalar (RSI).

16 min 30 min
ECso(mg mL?) RSI ECso(mg mL?) RSI
Solugdode ;0544 0001) (425+07) | (0020+0004) (51 11)
Lignina
LNP (0015+0002)  (69+10) |(0012+0002) (82 % 13)
SLNP (0013+0001)  (77+5) | (0011+0001) (93 * 6)
Solucdo de
Acetatode (0,940 £ 0,080) (1,07 £ 0,09) | (0,980 + 0,020) (1,02 * 0,02)
Lignina
Ad NP (0,971 + 0,005) (1,031 +0,01) | (0,910 + 0,050) (1,09 + 0,06)

Nota: O ECso e 0 RSl sdo inversamente proporcionais. Valores pequenos de ECso refletem uma elevada atividade
antioxidante.

As nanoparticulas de lignina (LNP e SLNP) apresentaram valores de ECs
bastantes pequenos o que é um resultado muito promissor. Dentre os antioxidantes mais
utilizados na industria alimenticia e de dermocosméticos, o hidroxitolueno butilado BHT
(ECso = 0,038 mg mL?) e o hidroxianisol butilado BHA (ECso= 0,056 mg mL™) apresentam
valores maiores de ECs.'?® Consequentemente, é possivel indicar aqui que as
nanoparticulas de lignina do capim elefante podem ser substitutas promissoras dos

antioxidantes sintéticos utilizados hoje, visto que elas apresentam maior atividade
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antioxidante. Na Figura 31, é apresentado uma comparacao dos valores médios de RSI
encontrados para as nanoparticulas com os valores de RSI dos antioxidantes sintéticos
aplicados na industria e da vitamina E, que é uma molécula organica com atividade

antioxidante bastante elevada.
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Figura 31. Comparagdo dos valores de RSI médios encontrados para a LNP e SLNP com valores
reportados na literatura para os antioxidantes sintéticos (BHT e BHA) e para a vitamina E.%%128

Os valores de ECsy e RSI obtidos para a lignina em solugao também foram
comparados com valores reportados na literatura e foi possivel concluir que a lignina do
capim elefante apresenta elevada atividade antioxidante. Em um trabalho recente,
Sharma e colaboradores!®® encontraram um valor de RSI de 2,63 (ECso= 0,38 mg mL?) para
solucdo de lignina extraida do bagaco de cana-de-acgucar via tratamento com NaOH.
Portanto, é possivel inferir que a lignina extraida do capim elefante pelo método
apresentado aqui apresenta maior atividade antioxidante (RSI 30 vezes maior) que a

lignina do bagaco reportada no trabalho anterior.

Por fim, é possivel propor aqui o uso das nanoparticulas de lignina em cremes
dermocosméticos com atividade antioxidante, visto que elas apresentaram elevada

atividade antioxidante e podem ser facilmente dispersadas em matrizes aquosas.
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4.4 Estudo da Absor¢cao UVA-UVB de Cremes com Nanoparticulas de
Lignina

Para testar a atuacdo das nanoparticulas de lignina (LNP, SLNP e AcLNP) em

filtros solares, as suspensdes contendo cada uma das nanoparticulas foram incorporadas

em uma base de creme nao-ibnico, que é um veiculo bastante utilizado no preparo de

cosméticos e dermocosmeéticos. Medidas de transmitancia na regido do UV (280 —400 nm)

foram obtidas para formulagbes de fotoprotetores com concentragdes porcentuais

crescentes de nanoparticulas de lignina por massa de creme (%, m/m), os resultados sdo

apresentados na Figura 32.
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Figura 32. Espectros de transmitancia na regidao do UV da base de creme pura (branco) e com
incorporacgdo crescente de nanoparticulas de lignina (LNP, SLNP e AcLNP). Ao lado direito,
tem-se as imagens dos cremes fotoprotetores preparados com suas respectivas
concentragdes percentuais.
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Em todos os casos, a incorporagdo de nanoparticulas de lignina resultou na
diminuigdo da transmitancia da radiagdao UVA e UVB (290 — 400 nm) em comparag¢ao com
a base de creme pura. Isto ocorre, pois a lignina apresenta grupos croméforos que
absorvem a radiacdo UV promovendo elétrons de orbitais HOMO (orbital molecular
preenchido de mais alta energia) para orbitais LUMO (orbital molecular vazio de mais

baixa energia).*

Os grupos aromaticos presentes na estrutura da lignina apresentam multiplas
bandas de absor¢do m—m* com maximos na regidao de 280 — 340 nm do espectro
ultravioleta. A presen¢a de substituintes auxocromos no anel aromatico, como as
hidroxilas -OH e as metoxilas -OCHs, levam a um deslocamento batocromico das bandas
de absorc¢ao n—n* e, por isso, as nanoparticulas de lignina absorvem em toda a regido
UVA e UVB do espectro.3%13! Ademais, é possivel propor também que parte da radiacdo
incidente também ¢é espalhada pelas nanoparticulas resultando na diminuicdo da
transmitancia. Consequentemente, as nanoparticulas de lignina apresentam-se como uma
vantagem frente aos protetores comerciais, que tipicamente sdo preparados com a
incorporacao de mais de um principio ativo para garantir absorcdo em toda a regiao

UVA — UVB do espectro.!3?

Como apresentado na Figura 32, o aumento na porcentagem de
nanoparticulas no creme leva a uma diminuicdo da transmitancia (aumento da absor¢ao
e espalhamento UV). Paralelamente, observa-se um aumento da tonalidade das emulsdes
preparadas, o que é um resultado promissor visto que, atualmente, buscam-se protetores
solares coloridos que absorvam também radiacdo visivel.!3® Como apresentado por

134 e colaboradores, a radiacdo visivel também é responsavel pelo dano de células

Tonolli
do tecido epitelial e este dano é bastante acentuado em combinacdao com os efeitos de

sensibilizacdo dos queratindcitos pela radiagao UVA.

Contudo, os fotoprotetores convencionais, tipicamente, ndo bloqueiam a
radiacdo visivel (400 — 750 nm). Na Figura 33, é apresentado o espectro de transmissdo de
UV-vis de trés protetores comerciais com FPS 30, observa-se que na regido do visivel

aproximadamente metade da radiagao é transmitida. Ja os cremes com 10% em massa de
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nanoparticulas de lignina transmitem menos de 35% da radiagdo visivel. Este resultado
indica que as nanoparticulas também tém potencial para serem aplicadas como filtros da
radiacdo visivel.
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Figura 33. Espectro de transmitancia na regido do UVA — UVB (290 — 400 nm) e do visivel

(400 — 750 nm) de protetores comerciais (A, B e C de FPS 30) e dos cremes com incorporacao

de 10% (m/m) de nanoparticulas de lignina (LNP, SLNP e AcLNP). A base de creme puro foi
utilizada como branco.

O fator de protegao solar (FPS) dos protetores tem por definicdo a razao
numeérica entre a Dose Eritematosa Minima (DEM) da pele com a aplicagao de uma fina
camada de creme protetor (2,0 mg cm™) e a Dose Eritematosa Minima da pele n3o
protegida (DEMnp), como indicado na Equacdo 6.1%°

DEM

FPS = —————
DEMnp

Eq.6

A determinacgao das doses eritematosas é feita com testes in vivo, por meio da

irradiacao da pele de voluntarios com doses progressivamente crescentes de radiagao
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UVA-UVB geradas por um simulador solar. O eritema na pele dos voluntarios é avaliado

apos 16 a 24 horas de exposi¢ao a radiagao UV.

O método in vivo para determinacdo do FPS de protetores solares é
normatizado pela agéncia estado-unidense FDA (do inglés, Food and Drug Administration)
e pela associacdo europeia COLIPA (do francés, Comité de Liason des Associations
Européenes de I'Industrie de la Perfumerie) e é conhecido por método ISPF (do inglés,
International Sun Protection Factor Test Method). No entanto, metodologias in vitro para
determinacdo do FPS também sao realizadas para investigacao inicial da aplicabilidade de
substancias fotoprotetoras em dermocosméticos, apesar dessas metodologias ndo serem

normatizadas.'*13°

Ha dois tipos de métodos in vitro que s3ao aplicados para investigacao
exploratdria da acdo fotoprotetora de substancias: 1) métodos diretos, que envolvem
medidas de absorg¢do/transmissdo da radiagdo UV por espectroscopia de refletancia difusa
ou 2) métodos indiretos, em que a molécula fotoprotetora presente nos cremes é extraida
e solubilizada em &lcoois e, posteriormente, a absor¢cdo da solucdo é medida.®®'*> Em
ambos os casos, o FPS é determinado a partir do somatdério da multiplicacdo dos
parametros efetividade espectral eritematosa (E,) e irradiancia solar espectral (S,) para
cada comprimento de onda e respectivo valor de absor¢ao, como apresentado na parte

experimental no item 3.2.6.

Na Figura 34, tem-se os valores de FPS calculados para as amostras de cremes
com incorporagdo crescente (%, m/m) das nanoparticulas de lignina (LNP, SLNP e AcLNP).
Em todos os casos, obteve-se valores de FPS de baixa protecdo, sabendo-se que o fator de
protetor solar dos protetores é classificado em quatro categorias: baixa protecao (FPS de
6 a 10), média protegao (FPS de 15 a 25), alta prote¢ao (FPS de 30 a 50) e elevada prote¢ao

(FPS superiores a 50).13?

O creme com incorporagao de SLNP apresentou FPS superior a 6 para
concentracGes maiores que 0,5% (m/m), ja os cremes preparados com incorporacdo das
nanoparticulas LNP e AcLNP apresentaram FPS superior a 6 para concentragdes maiores

que 3% (Figura 34). Este resultado pode ser associado a distribuicdo de tamanhos das
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nanoparticulas preparadas, visto que as SLNPs apresentaram distribuicao de tamanhos
inferiores (Figura 26) e, portanto, apresentam maior area superficial exposta. No entanto,
considerando o desvio padrao das medidas, é possivel inferir que ndao houve diferencas
muito significativas entre os valores de FPS obtidos para as trés amostras e todas
apresentaram a tendéncia de aumento do FPS com o aumento da concentracao de

nanoparticulas incorporadas.

10 . - .
1 e LNP

9 e SLNP -

g -~ AcLNP

e o
2 5. R &
T §
3]
2.
1-
0 ' ' ! L | N ' N AL |
0,1 1 10

Concentracao (%, m/m)

Figura 34. Valores de FPS determinados a partir dos espectros de transmitancia em funcdo da
concentragdo porcentual de nanoparticulas de lignina (LNP, SLNP e AcLNP) incorporadas no
creme ndo-idnico. As barras de erro representam o desvio padrdo de triplicatas.

O FPS dos cremes comerciais (rotulados com FPS 30) também foram
determinados pelo método in vitro (Figura 33) visando a comparagao com os valores de
FPS obtidos para os cremes com incorporag¢ao das nanoparticulas. Os valores encontrados
foram 12,3; 12,6 e 12,7 para os protetores comerciais A, B e C, respectivamente. Estes
valores sdo, em média, 2,40 vezes menores que os valores rotulados (determinados pela

metodologia in vivo, provavelmente).

Portanto, multiplicando os valores de FPS obtidos pelo método in vitro por 2,40
é possivel estimar de forma simplificada quais seriam os valores de FPS obtidos pelo

método in vivo dos cremes preparados neste trabalho (Tabela 7). A estimativa dos valores
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de FPS multiplicados pelo fator permite inferir que os protetores preparados com a
incorporagao das nanoparticulas apresentariam valores de FPS in vivo de baixa a média
protecao.

Tabela 7. Estimativa dos valores de FPS multiplicados pelo fator 2,40 para os trés cremes

preparados com incorporacgdo crescente (em porcentagem) das nanoparticulas (LNP, SLNP
e ACLNP).

FPS x 2,40
Creme 0,25 % 0,50 % 1,0 % 30% 5,0 % 10,0 %
LNP (9,9+04) (12,7+0,1) (13,3+x04) (17%x1) (160%+0,7) (17,7 £0,4)
SINP (12603 (153+0,7) (17308 (18%*1) (194%0,8) @1 £1)
AcLNP 9x2 (109+08) (124+05) (16 1) (17 £ 2) 17 £1)

Por fim, é possivel propor a aplicagdo das nanoparticulas de lignina em
produtos dermocosméticos com acao fotoprotetora frente a radiacdo UVA-UVB e visivel.
Dentre as nanoparticulas preparadas, as melhores candidatas sao as LNPs e SLNPs visto
que, além da acdao fotoprotetora, elas também apresentaram elevada atividade
antioxidante, como discutido na se¢do 4.3. A atividade antioxidante também é importante
para os filtros solares, que tipicamente contém substancias antioxidantes adicionadas em
suas formulagdes. Visto que a radiacao UV também leva a formacao de radicais livres na
pele que podem causar danos como envelhecimento da pele, escurecimento, carcinomas

e melanomas.'3?
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5. Conclusoes

O tratamento em duas etapas, aplicado para fracionar a lignina do capim
elefante, mostrou-se eficiente e direto. Adicionalmente, observou-se que a etapa basica
do tratamento nao levou a uma grande fragmentacgao das ligagdes éter arilicas da lignina.
Contudo, o tratamento em condi¢des brandas, ainda assim, resultou na quebra suficiente
de ligacbes B-0-4; formando grandes quantidades de hidroxilas fendlicas
(3,85 mmol g?t), que tém papel fundamental na atividade antioxidante da lignina.
Conjuntamente, as técnicas de RMN permitiram identificar que a lignina isolada do capim
elefante pertence ao grupo de ligninas que possuem as trés unidades poliméricas:

p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S).

Associado a estes resultados, foi possivel utilizar a lignina do capim elefante e
seu produto acetilado para preparar nanoparticulas esféricas de lignina e/ou
nanoparticulas ocas (no caso das LNPs) pela auto-organizacdao das macromoléculas
induzida pela adicao de agua como nao-solvente. Além disso, nanoparticulas de formato
irregular foram obtidas pelo cisalhamento mecanico de agregados maiores de lignina
(SLNPs). As nanoparticulas obtidas apresentaram-se estdveis em uma ampla faixa de pH

(5-11) e em forga i6nica inferior a 0,01 para as LNPs e AcLNPs e 0,1 para as SLNPs.

O resultado promitente deste trabalho foi a marcante atividade antioxidante
apresentada pelas nanoparticulas de lignina (LNP e SLNP) em suspensdo aquosa, sendo
que o menor ECsy encontrado foi de 0,01 mg mL™. Esse valor equivale a um RSI quatro
vezes maior que os reportados na literatura para o antioxidante sintético BHT
(EC50=0,038 mg mL™?) e cinco vezes maior que o BHA (EC5,=0,056 mg mL™). Os cremes em
que foram incorporadas nanoparticulas de lignina apresentaram protecao frente a
radiacao UVA — UVB e visivel, sendo os valores de FPS superiores a 6 para concentracoes
de SLNP de 0,5% (m/m) e de LNP e AcLNP de 3,0 % (m/m). Assim, é possivel propor a
utilizacao das nanoparticulas de lignina para aplicagdao em cremes dermocosméticos, em

vista da biocompatibilidade e biodegradabilidade da lignina, ja reportada na literatura.
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