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RESUMO 
 

Nanopartículas de lignina têm 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 comparação com os outros produtos 

derivados do uso industrial de biomassas lignocelulósicas. Assim, neste trabalho, buscou-

se isolar lignina da gramínea capim elefante (Pennisetum purpureum) aplicando uma 

extração sequencial ácido-base. A lignina isolada foi utilizada para obter nanopartículas de 

lignina e de acetato de lignina, cujas estabilidades coloidais, atividades antioxidantes e 

ação fotoprotetora em cremes dermocosméticos foram investigadas. 

Resultados de ressonância magnética nuclear (NMR) mostraram que o pré-

tratamento ácido-base foi eficiente no isolamento da lignina e impactou em moderadas 

modificações estruturais – comprovadas pela presença das unidades  

p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S) e da ligação β-O-4 da macromolécula. 

Microscopias eletrônicas (TEM e FESEM) comprovaram a obtenção de nanopartículas 

esféricas de lignina e de acetato de lignina pelo método da adição de não-solvente e 

nanopartículas de formato irregular pelo cisalhamento mecânico de agregados maiores 

de lignina. As nanopartículas obtidas apresentaram-se estáveis em uma ampla faixa de pH 

(5 – 11) e em força iônica inferior a 0,01.  

As nanopartículas 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 concentração eficaz (EC50) foi de  

0,011 mg mL-1. Os cremes preparados com incorporações maiores que 0,5 % (m/m) de 

nanopartículas de lignina apresentaram ação fotoprotetora frente à radiação UVA–UVB e 

visível, como também, fatores de proteção 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 obtenção de nanopartículas de lignina que podem ser aplicadas em 

dermocosméticos, devido às suas estabilidades coloidais, atividade antioxidante e ação 

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 β-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 (EC50) of 0.011 mg mL-1. 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. Introdução 

1.1 Biorrefinaria e produtos com valor agregado 

É notório que nossa posição com relação ao meio ambiente deva evoluir para 

uma abordagem mais sustentável até a metade do séc. XXI, na tentativa de amenizar os 

problemas ambientais contemporâneos. Segundo o relatório Brundtland – Nosso Futuro 

Comum – para alcançarmos um desenvolvimento sustentável, precisamos “satisfazer as 

necessidades presentes, sem comprometer a capacidade das gerações futuras de suprir 

suas próprias necessidades”.1 Esse é, provavelmente, uns dos principais desafios que 

nossa comunidade global enfrentará nos próximos 30 anos, diante do aumento na 

demanda por alimentos, produtos, energia e água potável.2,3 Principalmente, com a 

expectativa de aumento de 2,3 bilhões de pessoas no globo até 2050 e, acompanhando 

essa tendência, o crescimento vertiginoso do Produto Interno Bruto (PIB) das nações em 

rota de desenvolvimento econômico e dos países integrantes da OECD (Organization for 

Economic Cooperation and Development).2 

Neste âmbito, é importante adotar uma abordagem econômica que culmine 

no desenvolvimento de produtos, processos e serviços mais sustentáveis a partir da 

transformação e do uso de resíduos alimentares, biomassa lignocelulósica e produtos 

geneticamente modificados. Assim, cunha-se o termo bioeconomia§ como a tentativa de 

unir os setores agroindustriais e químicos, visando o crescimento econômico em 

consonância com a manutenção do ecossistema.4–6 

Uma das principais narrativas da bioeconomia tem como foco o 

desenvolvimento de biorrefinarias, que são sistemas integrados baseados na 

                                                     
§ Bioeconomia, de acordo com a Agência Internacional de Energia (IEA), é uma parte da economia que tem 
como foco o lucro gerado a partir de recursos biológicos (biomassa) por meio da produção de produtos de 
valor agregado, como alimentos; materiais; combustíveis; produtos químicos; produtos biológicos e 
bioenergia. 
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biomassa lignocelulósica para a produção de etanol de segunda geração e para a obtenção 

de materiais de celulose.14 Entretanto, ao contrário da celulose, o desenvolvimento de 

produtos e materiais mais elaborados a partir da lignina ainda está em sua gênese.15 Dessa 

forma, é importante investigar métodos de extração de lignina a partir de potenciais 

biomassas, bem como obter informações acerca de sua estrutura, de que modo, a partir 

dela, seja possível desenvolver novos produtos funcionais ou substituir aqueles que hoje 

são provenientes de fontes não renováveis. 

1.2 A biomassa lignocelulósica 

Biomassas lignocelulósicas constituem diversos tipos de matéria orgânica 

proveniente de fontes vegetais, de resíduos agroindustriais e da indústria alimentícia, 

como folhas, caules, bagaços e cascas derivados do processamento de culturas como 

milho, cana, eucalipto, arroz, laranja, coco entre outras. Essas biomassas vêm sendo 

apresentadas como importantes contribuintes para o desenvolvimento das biorrefinarias 

e de uma sociedade industrial mais sustentável.7,16–18  

1.2.1 O Capim Elefante 

Dentre as potenciais fontes renováveis para a obtenção de lignina, as mais 

promissoras são aquelas derivadas de processos integrados da conversão da biomassa em 

combustíveis, as que não são fonte de alimentos, juntamente com a recuperação de 

lignina durante a extração de celulose na indústria de papel.19  

Estudos recentes mostraram que gramíneas perenes, como o capim elefante 

(Figura 3) – também conhecido como capim napier (Pennisetum purpureum) –, 

apresentam um grande potencial de aplicação na matriz energética brasileira para 

produção de bioetanol, servindo como substitutos do bagaço de cana-de-açúcar nos 

períodos de entressafra, quando a produção de cana é interrompida. Adicionalmente, o 

capim elefante apresenta alta produtividade por hectare (aprox. 88 Mton ha-1), baixa 

demanda por nutrientes e não requer o uso de pesticidas e nem de fertilizantes para ser 

cultivado, sendo uma vantagem frente ao cultivo de cana-de-açúcar.16,20,21  
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As hemiceluloses (10 – 40% em massa da parede celular), também são 

compostas por polissacarídeos, mas são heteropolímeros ramificados, contendo glicose e 

outras hexoses e pentoses (como D-galactose, D-fucose, D-manose, D-xilose e  

L-arabinose) e ácidos urônicos. Esses polissacarídeos são de cadeias pequenas (500 a 3000 

monômeros), organizam-se em fibrilas totalmente amorfas e, por isso, são facilmente 

hidrolisadas por ácidos e bases diluídos, ao contrário das regiões cristalinas da celulose 

que não são permeadas pela água.15,24 

A lignina compõe cerca de 15 – 30% em massa da parede celular e, 

diferentemente dos polissacarídeos, é uma macromolécula constituída de 

fenilpropanóides, os quais estão ligados entre si por meio de ligações éter e éster 

benzílicas.15,27 Uma abordagem mais aprofundada acerca da estrutura da lignina e suas 

ligações características serão apresentadas nas sessões seguintes. 

1.3 A Lignina 

Dentre os co-produtos derivados da produção de biocombustíveis e da 

utilização de biomassa lignocelulósica na indústria de papel, a lignina tem sido citada como 

uma importante biomacromolécula, com potencial de valorização econômica.27 A lignina 

é a fonte de estruturas aromáticas mais abundante na Terra e sua produção mundial, 

como resíduo da indústria de papel e polpa, chega a ser maior que 70 milhões de toneladas 

ao ano.28,29 Tipicamente, ela tem sido utilizada na indústria de papel para a geração de 

energia por sua combustão. Simultaneamente, o aumento na produção de etanol 

lignocelulósico deverá levar a um aumento na produção de lignina e seu aproveitamento 

contribuirá, inclusive, para a viabilidade econômica das biorrefinarias.27 

Neste cenário, tecnologias aprimoradas para o isolamento da lignina e a 

investigação de suas características físico-químicas são imperativas para permitir o uso 

deste abundante material renovável, que ainda é bastante subutilizado. Somente cerca de 

5% da lignina produzida mundialmente é utilizada em produtos com valor agregado, como 

aditivos para concreto30, emulsificantes27, materiais adsorventes31, aditivo em compósitos 

poliméricos32, adesivos31,33, dispersantes e surfactantes34. Ainda assim, a lignina 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 aplicação direta ou 

despolimerização.32 

Devido à sua estrutura complexa e heterogênea, esforços têm sido 

direcionados no estudo da rede macromolecular da lignina de diferentes plantas e na 

investigação de processos de extração, visando propiciar seu uso como matéria-prima 

rentável.35 Neste sentido, o conhecimento sobre as mudanças estruturais impactadas por 

diferentes processos de deslignificação é um ponto-chave, para permitir o uso da lignina 

na produção de produtos químicos, bem como sua aplicação como material de valor 

agregado. 

1.3.1 Estrutura 

As unidades formadoras da lignina são os fenilpropanóides álcool p-cumarílico, 

coniferílico e sinapílico. A biossíntese desses monolignóis ocorre com a redução dos 

respectivos grupos ácidos pela molécula NADPH. Já a estrutura macromolecular é 

sintetizada nas plantas por meio de um mecanismo de polimerização desidrogenativa 

(mediada por enzimas) dos monolignóis dando origem às unidades p-hidroxifenil (H), 

guaiacil (G) e siringil (S) da lignina.24 

Sabe-se que as unidades da lignina diferem no grau de formação de ligações 

carbono-carbono e carbono-oxigênio dependendo se foi produzida em angiospermas 

(hardwood), gimnospermas (softwood) ou gramíneas, por exemplo. Em angiospermas, 

tipicamente, há uma proporção 1:1 de unidades guaiacil e siringil e, em gimnospermas, a 

proporção chega a ser 9:1 de unidades guaiacil e siringil. Já as gramíneas apresentam as 

três unidades com proporções de, aproximadamente, 1:7:2 de p-hidroxifenil, guaiacil e 

siringil, respectivamente.27 Essas proporções impactam diretamente nas quantidades de 

ligações C-C e C-O na molécula e, por consequência, na susceptibilidade a ataques 

químicos.36 
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Tipicamente, a lignina é considerada como uma macromolécula amorfa com 

um arranjo tridimensional randômico de suas unidades na parede celular. As evidências 

que suportam esse paradigma são o fato da lignina não ser opticamente ativa 

(comportamento isotrópico de interação com a luz), ser insolúvel na planta e, de acordo 

com a teoria de Flory de polimerização trifuncional, as cadeias reticuladas em três 

dimensões, ao serem degradadas, produzem fragmentos de baixa massa molecular 

(solúveis em meio ácido) e fragmentos de alta massa molecular.37 

Em 1989, Goring apresentou uma modificação do modelo de arranjo 

randômico das unidades da lignina. O seu principal argumento foi fundamentado na 

macroestrutura dos polissacarídeos na parede celular: “...como a lignina pode ser 

considerada como uma rede aleatória, quando ela é a imagem espelhada em escala 

molecular da ultraestrutura do polissacarídeo altamente organizado?”.** Sabe-se que o 

arranjo das microfibrilas de celulose é ordenado, assim foi proposto que a lignina se alinha 

na direção longitudinal acompanhando a orientação das microfibrilas na parede celular 

das plantas.38  

Ademais, pensando na estrutura lamelar da lignina na parede secundária das 

células, sua espessura é de ~2 nm o que permite a disposição de até 4 unidades H, G, S, 

consequentemente, este espaço restrito impõe um alinhamento preferencial às 

macromoléculas, direcionadas tangencialmente à parede secundária.38 Posteriormente, 

em 1994, Hatcher e Faulon realizaram cálculos computacionais que indicaram uma 

estrutura helicoidal – característica 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.39 

Hoje, considera-se que a lignina apresenta uma estrutura tridimensional 

heterogênea na região interlamelar e, na parede secundária das células, ela apresenta 

uma estrutura helicoidal paralela ao eixo das microfibrilas.27 No entanto, ainda não há um 

maior refinamento na compreensão de sua estrutura, principalmente em função da 

                                                     
** Tradução livre do inglês: “…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 características de sua estrutura inicial na 

planta. 

1.3.2 Propriedades 

Um dos principais papéis da lignina nas plantas é conferir resistência mecânica 

devido à presença de anéis aromáticos e de ligações cruzadas em sua estrutura.24,32 

Ademais, a lignina tem um papel importante no controle do fluxo de fluidos na parede 

celular e proteção contra estresses bioquímicos.24,40 A macromolécula também atua na 

proteção das plantas frente à radiação solar de alta frequência, devido à presença de 

ligações conjugadas, que são cromóforos absorvedores de radiação UVA e UVB.41 

Como apresentado anteriormente, a lignina também possui uma estrutura rica 

em grupos fenólicos, que também são gerados na cisão das ligações éter arílicas e difenil 

éter durante o fracionamento da macromolécula. A presença de hidroxilas fenólicas 

confere à lignina a capacidade de depurar radicais livres e atuar como antioxidante. Esta 

propriedade tem sido bastante investigada na literatura e será abordada com mais 

detalhes nas próximas sessões.40  

As propriedades físico-químicas da lignina estão diretamente relacionadas à 

sua estrutura que é, também, impactada pelos métodos de extração empregados.42,43 

Durante a extração, podem ocorrer processos químicos que levam à sua modificação 

molecular e estrutural; como a quebra de ligações, formação de novas ligações carbono-

oxigênio e inserção de novos grupos funcionais (proveniente dos reagentes) na estrutura 

da macromolécula.27 Assim, é possível modular as propriedades da lignina pensando, 

também, nos métodos de fracionamento aplicados. 

1.3.3 Métodos de fracionamento da lignina 

A lignina pode ser extraída da biomassa lignocelulósica por tratamentos físicos, 

químicos e/ou bioquímicos. Em geral, os tratamentos químicos levam à quebra de ligações 

éster e éter entre a lignina e os polissacarídeos da parede celular e, também, das ligações 
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temperaturas (140 – 160 oC), mas os fragmentos formados (lignossulfonatos) apresentam 

elevada massa molecular, como apresentado na Figura 6. Os lignossulfonatos formados 

no processo têm grupos sulfatos que tornam os fragmentos solúveis em água.32 

No método soda, a deslignificação da biomassa ocorre em meio alcalino  

(pH entre 11 e 13) com adição de NaOH (2 a 15 % m/v) e, assim como no método Kraft, a 

lignina extraída apresenta baixa massa molecular. Contudo, a lignina soda não apresenta 

enxofre em sua estrutura visto que não há adição de Na2S durante o tratamento. A lignina 

soda também pode sofrer reações de oxidação durante a digestão química em meio 

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

Já no método organossolve a lignina é extraída com o emprego de solventes 

orgânicos, como ácido acético, ácido fórmico, etanol e outros. A lignina recuperada do 

tratamento organossolve sofre pouca modificação estrutural e os fragmentos obtidos 

apresentam valores de massa molecular em média maiores que os fragmentos obtidos 

pelo método soda.43,44 

Dentre os métodos apresentados, o soda e o organossolve são os que 

permitem a obtenção de lignina mais pura (valores superiores a 85%), sem presença de 

enxofre na estrutura e com bons rendimentos (valores superiores a 50% m/m), razão pela 

qual ambos têm sido estudados para o fracionamento da lignina de diferentes biomassas 

e posterior despolimerização ou aplicação na produção de materiais.44  

Apesar da existência de métodos de extração de lignina já bem estabelecidos 

na literatura, é importante ressaltar que não há uma única estratégia para lidar com os 

obstáculos inerentes aos diferentes tipos de biomassa e, por isso, é importante investigar 

os efeitos dos métodos de fracionamento da lignina em função das variedades das 

plantas.43 Ademais, ainda há poucos trabalhos reportados na literatura cujo propósito seja 

o estudo da extração de lignina visando a sua recuperação e análise estrutural para a 

produção de materiais funcionais como as nanopartículas de lignina. A análise dos 

resultados para a pesquisa das palavras-chave “lignin extraction” refinada pelo tópico 

“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 extração de lignina 

de biomassas lignocelulósicas para produção de nanopartículas de lignina.45 

No processo de extração da lignina da biomassa lignocelulósica, a ligação em 

maior quantidade (β-O-4’) é quebrada, levando a fragmentos com elevadas quantidades 

de grupos fenólicos, o que resulta no caráter anfifílico dos fragmentos e a solubilidade em 

meio alcalino, devido à formação de ânions fenolatos em pH básico. Já os outros tipos de 

subestruturas da lignina com ligações resinóicas (β-β’), fenilcumaranas  

(β-5’) e 1,2-diarilpropanas (β-1’) não sofrem nenhum tipo de fragmentação. Dependendo 

do tratamento, as ligações difenil éter (4-O-5) e bifenilas (5-5’) podem ou não serem 

fragmentadas.27,43,46 

É importante levar em consideração como os processos de deslignificação da 

biomassa fragmentam a lignina, pois a estrutura dos fragmentos é diretamente 

dependente das condições físico-químicas dos tratamentos.19 Dessa forma, as 

propriedades da lignina recuperada estão relacionadas com as modificações estruturais 

causadas pelos tratamentos. Assim, é possível aplicar diferentes condições de 

deslignificação de modo a obter fragmentos de lignina com propriedades específicas que 

determinarão sua aplicação futura como material. 

Neste trabalho de mestrado, optou-se pela aplicação de um pré-tratamento 

ácido seguido de um tratamento com hidróxido de sódio visando à obtenção de uma 

lignina mais pura. Isto porque, o tratamento Soda, quando aplicado sozinho, resulta em 

um licor básico que contém, além das macromoléculas fragmentadas de lignina, também 

outros componentes, como extrativos e produtos de degradação da hemicelulose, os 

quais podem ser impurezas dependendo da aplicação final da lignina. 

1.3.4 Produtos a partir da lignina 

Esforços têm sido direcionados no aproveitamento direto da lignina por meio 

de sua aplicação como material de valor agregado ou por meio de sua despolimerização 

para obtenção de produtos químicos chave, como apresentado na Figura 7. A 

macromolécula pode ser fragmentada permitindo a obtenção de compostos de massas 
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Em função dos entraves relacionados à despolimerização da lignina em escala 

industrial, uma solução a curto prazo para elevar a sua importância econômica é a 

produção de materiais a partir dos fragmentos de lignina. Atualmente, a lignina já é 

utilizada como aditivo em produtos, por exemplo, cerca de 50% da produção 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.30 A lignina 

também é utilizada como aglutinante de ração animal, na formulação de pesticidas, 

carreador de fertilizantes, carvão ativo e outros.52 

Visando uma aplicação da macromolécula com maior valor agregado, tem-se 

buscado a produção de materiais mais elaborados como, por exemplo, copolímeros à base 

de lignina, compósitos poliméricos, resinas, espumas e nanopartículas de lignina. Satio e 

colaboradores desenvolveram poliuretanas termoplásticas com elevado conteúdo de 

lignina (aprox. 75% em massa), permitindo uma utilização da lignina para obtenção de um 

produto com valor agregado.53 Já Sattely e colaboradores reportaram um método para 

sintetizar um copolímero grafitado de lignina e poli (ácido lático) (lignina-g-PLA), que 

apresentou maiores temperaturas de transição vítrea que o PLA puro e capacidade de 

bloquear a radiação ultravioleta.54 

Assim, em função de sua abundância e estrutura, o desenvolvimento de 

materiais avançados a partir da lignina apresenta-se como uma alternativa promissora 

frente ao uso de materiais exclusivamente derivados do petróleo. No entanto, ainda são 

necessárias abordagens avançadas de extração da lignina da biomassa lignocelulósica e 

desenvolvimento de métodos e técnicas de processamento da lignina para aplicação em 

materiais de alto desempenho, visando à sua valorização econômica.19,27,52 

1.4 Nanopartículas de Lignina 

Dentre as possíveis aplicações para valorização da lignina, trabalhos recentes 

têm reportado o preparo de nanopartículas de lignina, que se apresentam como uma nova 

estratégia de aplicação da macromolécula como bloco estrutural para o preparo de novos 

materiais funcionais.32,55–58 
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Inicialmente, nanopartículas de lignina foram preparadas na tentativa de 

melhorar a compatibilidade da macromolécula com polímeros para obter blendas 

poliméricas, visto que a lignina possui forte associação intramolecular – tanto em função 

das ligações de hidrogênio como das interações π-π  de grupos aromáticos – o que dificulta 

a sua miscibilidade com a matriz polimérica hospedeira, levando à separação de fases.55,59 

Assim sendo, a redução do tamanho da lignina para dimensões nanométricas 

(nanolignina) possibilitou o preparo de compósitos poliméricos (matriz de PLA) que 

apresentaram estabilidade térmica aprimorada, aumento da absorção de radiação 

ultravioleta e elevada capacidade antioxidante em comparação com as matrizes 

poliméricas puras.59 

O aprimoramento das propriedades da lignina no regime nanométrico, em 

comparação com a lignina bulk††, deve-se ao modo como a nanolignina se organiza 

estruturalmente quando preparada. Se o meio dispersante for polar, ocorre uma 

segregação na nanopartícula entre os grupos polares, que são dispostos na superfície, e 

os grupos apolares, no núcleo. Nesse caso, as nanopartículas que apresentam elevada 

razão área/volume, possuem maior número de grupos cromóforos na região do 

ultravioleta e de hidroxilas fenólicas (que são responsáveis pela atividade antioxidante) na 

superfície.55 

Frente ao que foi apresentado na seção anterior, espera-se que as 

nanopartículas de lignina tenham um papel alicerçador na promoção da valorização 

econômica da biomacromolécula. No entanto, o preparo de nanopartículas de lignina 

ainda é um tema bastante recente e poucos trabalhos foram publicados pensando na 

investigação da estabilidade coloidal das nanopartículas com variação do pH e força iônica 

do meio dispersante.19,55 Essas caracterizações são importantes para permitir 

planejamentos e propostas de aplicações das nanopartículas em diferentes matrizes 

como, por exemplo, cremes dermocosméticos. 

                                                     
†† Neste trabalho, denomina-se como lignina bulk, partículas de lignina com tamanho na ordem de 102 – 103 µm. 
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1.4.1 Métodos de preparo e estruturas reportadas  

O preparo das nanopartículas de lignina depende de sua aplicação final, de sua 

origem e por qual método ela é extraída. Dentre os métodos reportados, a nanolignina 

pode ser preparada por meio de metodologias “bottom-up”, que consiste no arranjo das 

macromoléculas formando estruturas nanométricas.55  

Dentre as metodologias bottom-up reportadas, a nanoprecipitação e a auto-

organização induzida pela adição de um não-solvente foram as mais relatadas na 

literatura. Nesta última, o não-solvente induz o processo de auto-organização das 

moléculas de lignina levando à formação de nanopartículas de simetria esférica. Como 

exemplo, tem-se o trabalho de Velev e colaboradores, que prepararam nanopartículas de 

lignina organossolve ao dissolvê-la em acetona e adicionar água como não-solvente, 

induzindo a formação de nanopartículas.55,56  

Além dos processos químicos, poucos trabalhos reportaram, também, a 

obtenção de nano e micropartículas a partir do processamento mecânico da lignina em pó 

dispersada em água – seguindo o princípio “top-down” para a obtenção de nanomateriais. 

As nanopartículas são obtidas, nesse caso, por meio da aplicação de elevadas taxas de 

cisalhamento, resultando no rompimento da partícula bulk de lignina e formação de 

estruturas nanométricas. Como consequência, as nanopartículas preparadas 

apresentaram formatos irregulares. Apesar disso, os métodos mecânicos são bastantes 

interessantes por dispensarem o uso de solventes orgânicos.60–62 

Nanopartículas de lignina também podem ser obtidas ao injetar uma solução 

de lignina em acetona em uma câmera com fluxo contínuo de CO2 supercrítico, que atua 

como não-solvente e leva à formação das nanopartículas.63 Ademais, também é possível 

combinar métodos químicos e mecânicos. Em um trabalho recente, Sun e colaboradores 

reportaram uma metodologia que associou a adição de água como não-solvente e a 

sonicação para homogeneização da suspensão e obtenção de nanopartículas esféricas.64 

Além das nanopartículas esféricas, também foi reportado na literatura a 

obtenção de nanotubos e fios nanométricos de lignina. Para preparar essas 
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nanoestruturas, foram utilizadas membranas de alumina como template para a 

polimerização da lignina nos macroporos (~200 nm) da membrana. Para liberar o material 

nanoestruturado, o template de alumina foi dissolvido em ácido fosfórico contendo o 

surfactante Triton X-100.65 

Para este trabalho de mestrado, foi feito um levantamento de todos artigos até 

o presente, que reportaram metodologias para o preparo de nanopartículas. O 

levantamento bibliográfico é apresentado na Tabela 1. Dentre os métodos reportados, um 

dos mais recorrentes é o preparo das nanopartículas de lignina com adição de não-

solvente, que induz o processo de auto-organização dos fragmentos da macromolécula 

em estruturas esféricas. 

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

Métodos 
Morfologia, 

diâmetro médio 
e potencial zeta 

Aplicação Referências 

Q
uí

m
ic

os
 (
bo

tt
om

 –
 u

p)
 

Nanoprecipitação 
com adição de 
não-solventes e 

ácidos 

Nanopartículas 
esféricas 

(30 – 700 nm) 
(> -28 mV) 

Agente 
antimicrobiano, 

nanocompósitos, 
protetor UV, 
carreador de 

fármacos 

66–73
 

Auto-organização 
induzida pela 

adição de não-
solventes 
(troca de 
solvente) 

Nanopartículas 
esféricas e/ou esferas 

ocas 
(130 – 600 nm) 

(> -30 mV) 

Aditivo em 
termoplásticos, 
emulsão tipo 

pickering, 
agente 

antimicrobiano  

57,68,74–79
 

Evaporação de 
solventes (CO2 
supercrítico) 

Nanopartículas de 
formato irregular* 
(110 – 170 nm) 

Agente  
antioxidante 

63,80
 

Polimerização 
Nanotubo  
(200 nm) 

Transporte de 
genes em células 

humanas 

65
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Tabela 1 – CONTINUAÇÃO. 

Métodos 
Morfologia, 

diâmetro médio 
e potencial zeta 

Aplicação Referências 

M
ec

ân
ic

o
s 

(t
op

 –
 d

ow
n)

 

Cisalhamento 
Nanopartículas de 
formato irregular 
(25 – 1000 nm)* 

Blendas de 
nanolignina/PVA 

62,81
 

Sonicação 
Nanopartículas de 
formato irregular 
 (10 – 500 nm)* 

Não foram 
aplicadas 

60,61,82,83
 

Homogeneização 
por pressão 

Nanopartículas 
esféricas  

(10 – 500 nm) 
(> -25 mV) 

Não foram 
aplicadas 

84
 

Q
uí

m
ic

o
 e

 
m

ec
ân

ic
o

 

Troca de solvente 
acompanhada por 

sonicação 

Nanopartículas 
esféricas  

(100 – 800 nm) 
Protetor UVA-UVB 64

 

* Neste caso, o tamanho refere-se à maior dimensão da nanopartícula 

1.4.2  Potenciais aplicações  

A despeito das nanopartículas de lignina terem sido apresentadas à 

comunidade científica como uma possibilidade de aplicação de alto valor da lignina, esse 

tema ainda está em sua gênese no que concerne ao depósito de patentes. Há somente um 

pedido de patente a respeito da obtenção e aplicação das nanopartículas de lignina – o 

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

reivindicaram o preparo das nanopartículas por meio da solubilização da lignina em um 

solvente orgânico e adição de água contendo um surfactante. Em seguida a lignina foi 

reticulada para obter as nanopartículas contendo um pesticida hidrofóbico, que pode ser 

carreado pelas nanopartículas e liberado de maneira controlada nas plantas.85 



40 
 

Lu e colaboradores mostraram que as nanopartículas de lignina são 

potencialmente aplicáveis em matrizes poliméricas para a produção de nanocompósitos 

poliméricos multifuncionais. 77 Por exemplo, filmes de poli (álcool vinílico) (PVA) contendo 

nanopartículas de lignina apresentaram elevada absorção de radiação UV e elevada 

atividade antioxidante. Os autores ainda apontaram que uma modificação hidrofóbica 

superficial das nanopartículas permitiria a compatibilização com matrizes poliméricas 

apolares, propiciando, portanto, um espectro de aplicações mais abrangente. Esses 

nanocompósitos podem ser aplicados, por exemplo, na produção de embalagens e filmes 

com alto desempenho na blindagem da radiação UV.  

Outra proposta de aplicação das nanopartículas seria em matrizes e substratos 

com propriedade bactericida, como discutido por Velev e colaboradores.66 Neste trabalho, 

os autores apresentaram uma forma de incorporar íons Ag+ na estrutura das 

nanopartículas de lignina que são responsáveis pela liberação controlada dos íons na 

vizinhança. A liberação de pequena quantidade de íons foi suficiente para suprimir 

bactérias Gram-negativo e Gram-positivo e, dessa forma, as nanopartículas de lignina 

podem ser uma alternativa biodegradável e verde para as tradicionais nanopartículas de 

prata.  

E, por fim, outra potencial aplicação das nanopartículas de lignina seria em 

produtos com propriedade de depuração radicalar. A lignina tem sido apresentada no 

meio acadêmico como uma macromolécula de potencial aplicação na indústria 

farmacêutica em função de sua excelente atividade antioxidante.86 Não obstante, a lignina 

tem solubilidade bastante limitada e, portanto, uma solução para este entrave é o preparo 

de nanopartículas de lignina. Estas podem ser dispersas facilmente em diferentes matrizes 

como cremes e suspensões aquosas, aplicadas em dermocosméticos com propriedades 

antioxidantes. 
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– o que resulta na formação de radicais fenoxila, que são estabilizados pela ressonância 

do anel aromático.87,89,90 

Tradicionalmente, os depuradores de radicais aplicados na indústria de 

alimentos e de dermocosméticos são principalmente: butilhidroxitolueno (BHT), 2-terc-

butil-4-hidroxianisol (BHA), terc-butil-hidroxiquinona (TBHQ) e tri-hidroxi-butilfenona 

(THBP). No entanto, estudos toxicológicos têm demonstrado que esses antioxidantes 

sintéticos podem apresentar algum efeito tóxico no organismo humano. Sabe-se, por 

exemplo, que o BHT é nocivo à saúde a longo prazo, apresentando efeitos de promoção 

de tumores e inibindo a imunidade humoral; no entanto, ele ainda é liberado paro o uso, 

respeitando o valor máximo de 0,5% em massa nas formulações.88,91,92 

Em vista do problema relacionado ao uso de antioxidantes sintéticos, há um 

interesse crescente na investigação e uso de antioxidantes naturais em alimentos e 

cosméticos.87 Por exemplo, os terpenóides e fenilpropanóides de óleos essenciais  

(Figura 9), que são misturas líquidas de moléculas voláteis extraídas das plantas, têm 

recebido bastante atenção, tanto no meio acadêmico como nas indústrias. No entanto, o 

processo de separação das moléculas de óleos essenciais em escala industrial pode ser 

bastante custoso. Além disso, a quantidade de óleos essenciais nas plantas é tipicamente 

inferior a 1% e, raramente, pode atingir valores de até 15%.93 

A lignina, por sua vez, apresenta-se como uma potencial alternativa de 

aplicação como antioxidante em dermocosméticos, visto que ela é constituída de 

fenilpropanóides e tem elevada concentração de grupos fenólicos (Figura 9). Ademais, ela 

é biocompatível e pode ser extraída em grandes quantidades. Contudo, a lignina (Kraft, 

Soda e Organossolve) só é solúvel em alguns solventes orgânicos e em meio alcalino, o 

que praticamente impede o seu uso em cosméticos.86 Em vista disso, propõe-se o uso de 

nanopartículas de lignina, que podem ser facilmente dispersas e aplicadas em diversas 

matrizes, como na fase aquosa de emulsões de dermocosméticos. 
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também a radiação visível e do infravermelho próximo (750 – 1400 nm), como apontam 

estudos recentes.95–97 

Os protetores solares, introduzidos no mercado em 1930, fornecem proteção 

à pele contra os efeitos da radiação solar. Para uma substância ser classificada como 

fotoprotetora, ela deve fornecer um fator de proteção solar (FPS) mínimo de 6 para a 

radiação UVB e um terço do valor para a radiação UVA. Os filtros solares podem ser 

classificados como físicos (óxidos) e químicos (moléculas orgânicas), sendo que os 

protetores físicos, como partículas de óxido de titânio TiO2 e óxido de zinco ZnO2, atuam 

refletindo e espalhando a radiação incidente; já os protetores químicos são moléculas 

orgânicas que possuem grupos cromóforos absorvedores da radiação UV.98,99 

Os filtros orgânicos são divididos em derivados de ácido para-aminobenzóicos 

(PABA), de cânfora, de benzofenonas, de salicilatos e de cinamato. A ação protetora desses 

compostos já é bem documentada. No entanto, estudos recentes apontam que o uso 

prolongado dos filtros sintéticos pode trazer efeitos colaterais à pele e os protetores 

solares comercializados também são danosos ao meio ambiente.100 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 aquática.98,100  

Donavoro e colaboradores mostraram que mesmo baixas quantidades de 

filtros protetores na água do mar (10 μL L-1) resultam na liberação do muco dos corais, 

promovendo infecções virais. Eles ainda apresentaram a estimativa de que 10% dos recifes 

no mundo, que são regiões de recreação, estão potencialmente ameaçados pelo 

branqueamento dos corais, induzida pelo uso de protetores solares que são lixiviados para 

a água. Em vista dos problemas relacionados ao uso de fotoprotetores sintéticos, busca-

se por compostos naturais e que não sejam tóxicos à biota marinha e ao uso humano.100 

A lignina, por sua vez, tem sido relatada recentemente como uma potencial 

alternativa de aplicação 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 responsável por aumentar até 5 vezes o fator de proteção solar 

(FPS) de filtros solares.101  

Ademais, a atividade antioxidante da lignina é um fator importante, visto que 

antioxidantes são adicionados aos filtros solares para fornecer proteção contra radicais 

livres e espécies oxidantes que são formadas com a incidência da radiação UV. A adição 

desses compostos antioxidantes tem, assim, o papel de aumentar o tempo útil 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.102  

1.7 Nanotecnologia aplicada em cosméticos  

A aplicação de nanomateriais em produtos cosméticos foi proposta, 

inicialmente, pela marca Lancôme da L’Oréal em 1995, quando a empresa lançou no 

mercado um creme facial com nanocápsulas carreadoras de vitamina E.103 Após o 

pioneirismo do grupo L’Oréal, outras companhias de cosméticos no mundo começaram a 

investir em nanocosméticos.103 No Brasil, a empresa O Boticário foi a primeira a lançar um 

produto no mercado de nanocosméticos: o creme Nanoserum contendo nanocarreadores 

de vitamina A, C e K. Atualmente, nanopartículas estão presentes em diversos produtos 

cosméticos como xampus, condicionadores, cremes dentais, desodorantes, protetores 

solares e outros.103,104  

Nanopartículas de TiO2 e ZnO também são aplicadas em filtros solares para 

proteção contra os efeitos danosos da radiação UV. No entanto, há uma preocupação 

recente quanto ao uso dessas nanopartículas em protetores solares, pois foi comprovado 

que nanopartículas de óxidos metálicos promovem a formação de espécies reativas de 

oxigênio quando são expostas à radiação UV. Ademais, um ponto imprescindível quando 

se trata do design de nanomateriais é o impacto ambiental a longo prazo do uso de 

nanopartículas inorgânicas sintéticas em bens de consumo. Essas, normalmente, são 

persistentes em estações de tratamento de águas residuais e podem levar a impactos 

ambientais de longo prazo.105,106  
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Alternativamente, é possível mitigar esse problema com a introdução de 

nanopartículas biodegradáveis no projeto inicial de nanomateriais destinados às 

aplicações de produtos farmacêuticos e dermocosméticos.105 Assim, a lignina surge como 

um precursor interessante para o desenvolvimento de nanopartículas ambientalmente 

corretas para aplicação em cosméticos – já que ela é de origem natural, é biocompatível e 

biodegradável. No entanto, estudos para a obtenção e caracterização de nanopartículas 

de lignina são bastante recentes, com apenas alguns poucos relatos na literatura até o 

momento, como foi apontado no item 1.4. 

Neste cenário, este projeto de mestrado apresentou uma metodologia para o 

isolamento de lignina do capim-elefante e a caracterização de sua estrutura após o 

processo de fracionamento. Adicionalmente, nanopartículas de lignina e de acetato de 

lignina foram preparadas pelo método de adição de não-solvente e por cisalhamento 

mecânico. A estabilidade físico-química das suspensões e a atividade antioxidante das 

nanopartículas e soluções de lignina também foram investigadas, bem como os fatores de 

proteção solar de cremes comerciais contendo as nanopartículas preparadas. Por fim, este 

trabalho traz o estudo da aplicabilidade da lignina em produtos de valor agregado, como 

os dermocosméticos com propriedades antioxidante e fotoprotetora. 
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2. Objetivos 

Este trabalho teve como finalidade a extração de lignina do capim elefante e 

seu uso para preparar nanopartículas de lignina. Outro objetivo foi investigar a morfologia 

e a estabilidade das nanopartículas e estudar suas atividades antioxidantes em 

comparação com as soluções de lignina e de acetato de lignina. Com isso, os objetivos 

específicos foram: 

I. Extrair e caracterizar a lignina do capim elefante; 

II. Preparar e caracterizar nanopartículas de lignina; 

III. Estudar a capacidade antioxidante das nanopartículas preparadas em comparação 

com as soluções de lignina; 

IV. Avaliar a possibilidade de aplicação das nanopartículas de lignina em cremes 

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

3.1 Materiais 

Folhas de capim elefante, Pennisetum purpureum, cultivar Guaçu, foram 

coletadas um ano após 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 circulação de ar (Tecnal TE – 394/3 MP) a 60°C por 

12 h. Posteriormente, o material seco foi moído em um moinho de facas  

(Solab, SL – 31) com peneira/malha de 2 mm. As folhas secas e moídas com teor de 

umidade de aproximadamente 5,0% foram armazenadas em caixas plásticas. Os reagentes 

usados no pré-tratamento ácido-base do capim elefante foram H2SO4 (98%, LSChemicals) 

e NaOH (P.A., Synth). Para preparar as soluções de lignina, utilizou-se acetona (P.A, Synth) 

e 1,4-dioxano (P.A., Synth), enquanto nas titulações, utilizou-se HCl (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 nanopartículas de lignina, utilizou-se uma base neutra de creme com emulsionantes 

não-iônicos (DERMABASE CNA, Dermavita Indústria e Comércio de Produtos 

Farmacêuticos LTDA. Composição indicada no rótulo: Aqua; Cetearyl Alcohol (and) 

Steareth-10 (and) Steareth-20; Cetearyl alcohol; Propylene Glycol; Mineral Oil; Isopropyl 

Myristate; Ceteareth-20; Imidazolidinyl urea; Phenoxyethanol (and) 

Methylisothiazolinone; Disodium EDTA) e para comparar o fator de proteção 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 Indústria e Comércio de Produtos Farmacêuticos LTDA.). 
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3.2 Métodos 

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

Para extrair a lignina das folhas, utilizou-se um tratamento sequencial com 

ácido e base diluídos. O pré-tratamento ácido-base do capim elefante, sumarizado na 

Figura 11, foi baseado em um trabalho anterior deste grupo de pesquisa.22,107 Para realizá-

lo, na etapa ácida, utilizou-se uma proporção 1:10 (g/mL) da biomassa para solução de 

H2SO4 (1% v/v em água). A hidrólise do material lignocelulósico foi feita em uma autoclave 

a 121 oC e 1,05 bar durante 1 h. Em seguida, o material sólido hidrolisado foi separado do 

licor ácido por filtração e lavado até pH neutro.  

Para realizar o fracionamento da lignina, o material sólido obtido após a 

hidrólise ácida foi submetido, sequencialmente, a um tratamento básico. Para tal, utilizou-

se uma proporção 1:20 (g/mL) do sólido hidrolisado para solução de NaOH (2% m/v em 

água) e o tratamento foi realizado em uma autoclave nas mesmas condições de pressão, 

temperatura e tempo do tratamento ácido. Por fim, o material sólido foi separado do licor 

básico, que contém a lignina, por filtração. A quantidade de água utilizada para lavar o 

material sólido foi de 4 vezes o volume de solução básica utilizada no tratamento. Este 

número foi estabelecido após verificar que, com volumes maiores de água de lavagem, 

não era possível recuperar mais lignina.  

A recuperação da lignina sólida foi baseada no trabalho de Nitsos e 

colaboradores, que consiste na acidificação do licor básico via adição de gotas de ácido 

sulfúrico concentrado até pH≈2.44 O licor acidificado foi centrifugado a 5000 rpm durante 

10 min e o sobrenadante foi descartado, um ciclo que foi repetido até a obtenção de um 

sobrenadante limpo. Por fim, a lignina sólida foi separada do sobrenadante e seca a 60 oC 

durante 24 h, para posterior caracterização e preparo das nanopartículas de lignina pelo 

método da adição de não-solvente. Já para o preparo das nanopartículas pelo 

cisalhamento mecânico, manteve-se a lignina em suspensão no sobrenadante limpo. 
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Tipo I (MilliQ) na proporção de solução de lignina para água de 1:10 (v/v). O sistema foi 

mantido sob agitação durante 10 min e, então, a acetona residual foi removida em um 

rotaevaporador a 40 oC, 400 mmHg de vácuo por 4 h e as nanopartículas foram 

armazenadas em frasco âmbar. 

Cisalhamento Mecânico 

As nanopartículas de lignina foram preparadas por cisalhamento seguindo uma 

metodologia adaptada de Ragauskas e colaboradores.62 Inicialmente, 100 mL da 

suspensão de lignina, obtida após os ciclos de centrifugação (item 3.2.1), foi tamponada 

com adição de 1 mL de tampão fosfato (0,1 mol L-1). Em seguida, a suspensão foi 

submetida a um processo de intensa homogeneização durante 4 h utilizando um 

homogeneizador rotor-estator (IKA Ultra-Turrax T25) a 15000 rpm. O mesmo preparo foi 

feito sem tamponar a suspensão no início, para as caracterizações que envolvem a adição 

de ácidos e bases, como na titulação condutimétrica e o estudo da estabilidade das 

nanopartículas frente à variação do pH do meio dispersante. 

3.2.4 Titulação Condutimétrica 

Para quantificar as hidroxilas superficiais presentes em grupos ácidos na 

superfície da lignina bulk e das nanopartículas de lignina, adicionaram-se 5 mL de HCl  

0,01 mol L-1 à suspensão de micropartículas e de nanopartículas de lignina, 

respectivamente. Em seguida, sob agitação constante, quantidades do titulante NaOH 

0,01 mol L-1 foram constantemente adicionadas ao titulado.108 Acompanhou-se a variação 

da condutividade do meio utilizando um condutivímetro AJX-515 da AJ Micronal®. As 

medidas foram feitas em triplicata e a concentração de grupos dissociáveis na superfície 

das partículas foi calculado conforme as Equações 1 e 2 para determinação de ácido forte 

e fraco, respectivamente.  Á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝐹𝑜𝑟𝑡𝑒 (𝑚𝑚𝑜𝑙 𝑔−1) =  𝐶𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 (𝑉1 − 𝑉0)𝑚     𝐸𝑞. 1 

Á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑜 (𝑚𝑚𝑜𝑙 𝑔−1) =  𝐶𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 (𝑉2 − 𝑉1)𝑚     𝐸𝑞. 2 
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Os valores de PI foram representados graficamente em função das 

concentrações de lignina adicionadas e, a partir desse gráfico, foi possível determinar a 

concentração de lignina necessária para reduzir a concentração do DPPH• em 50% do valor 

inicial, que é denominado concentração eficaz (EC50). A capacidade antioxidante da lignina 

em solução também foi apresentada em termos do índice de eliminação radicalar, RSI (do 

inglês, Radical Scavenging Index) que é definido como o inverso do EC50. Sendo assim, 

quanto menor a concentração de antioxidante necessária para eliminar 50% do radical, 

maior será o seu valor de RSI. Para avaliar a atividade antioxidante das nanopartículas de 

lignina, esse procedimento foi reproduzido substituindo as soluções de lignina pelas 

suspensões de nanopartículas em água (0,001 – 0,5 mg mL-1). Tanto para a lignina em 

solução, quanto para as nanopartículas; o ensaio foi realizado em duplicata sob 

temperatura constante de 20 oC. 

3.2.6 Incorporação das Nanopartículas de Lignina em Base de Creme Pura e 
Avaliação do Fator de Proteção Solar in vitro. 

As suspensões de nanopartículas preparadas pelo método da adição de não-

solvente e pelo cisalhamento mecânico (todas com concentração de 10 mg mL-1) foram 

incorporadas em uma base neutra de creme não-iônico utilizada em formulações de 

dermocosméticos de farmácias de manipulação (DERMABASE creme CNA). As loções 

foram preparadas com adições crescentes de nanopartículas de lignina (em %, m/m):  

0,25 %; 0,50 %; 1,0 %; 3,0 %; 5,0 %; e 10,0 %. Por exemplo, para a loção contendo 10,0 % 

de nanopartícula de lignina, pesou-se 0,90 g de creme e adicionou-se 10 mL da suspensão 

de nanopartícula (0,1 g). As loções foram preparadas em tubos de 15 mL e 

homogeneizadas em um agitador de tubos (Phoenix AP 56) até garantia visual de completa 

homogeneização. 

Posteriormente, os cremes foram transferidos para uma cela de quartzo com 

fundo preto, como apresentado na Figura 13, e mediu-se a transmitância dos cremes na 

região do UV-vis em um espectrômetro de refletância difusa com esfera de integração 

(Shimadzu UV – 2450). Os fatores de proteção solar (FPS) foram determinados em 
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da Bruker®. Todos os experimentos foram realizados utilizando a combinação das técnicas 

de desacoplamento heteronuclear, MAS (rotação da amostra em torno do ângulo mágico, 

do inglês, Magic Angle Spinning) e polarização cruzada (CP, do inglês, Cross Polarization); 

visando à obtenção de espectros com uma boa razão sinal/ruído. Os espectros foram 

obtidos utilizando frequência de rotação de 13 kHz e tempo de pulso π/2 de  

5 μs tanto para o 13C quanto para 1H. 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 oC. 

3.3.2 Determinação da Composição de Lignina nos Sólidos Obtidos após Cada 
Etapa do Pré-tratamento e Pureza da Lignina. 

Os teores de lignina foram determinados nos substratos sólidos utilizando o 

método “lignina solúvel em brometo de acetila” (LSBA) como reportado na literatura.112 

Para tanto, 4 mg de resíduo sólido foram transferidos para um tubo de 2 mL com tampa, 

ao qual foram adicionados 250 μL de solução de brometo de acetila preparada 

recentemente (25:75 v/v de brometo de acetila para ácido acético glacial). Após 3 h de 

reação sob agitação constante, o licor de reação foi transferido para um balão volumétrico 

de 5 mL, e adicionou-se 1 mL de NaOH (2 mol L-1) e 175 µL de hidroxilamina-HCl  

(0,5 mol L-1), e a solução foi homogeneizada em um agitador de tubos. Finalmente, o balão 

volumétrico foi preenchido com ácido acético glacial até a marca de 5 mL e agitado no 

agitador de tubos por 1 min. O conteúdo de lignina foi determinado em um 

espectrofotômetro da Agilent Technologies® modelo 8453 usando uma curva de 

calibração com o coeficiente de absortividade (ε) de 17,75 L g-1 cm-1, λ=280 nm. 

3.3.3 NMR 2D de Correlação a Uma Ligação (HSQC) 

O diagrama de correlação 2D foi utilizado para investigar as subunidades 

estruturais da lignina. Para obter os espectros, utilizou-se um espectrômetro da Bruker 

Avance 400 MHz e a lignina (~ 50 mg) foi dissolvida em 0,50 mL de dimetilsulfóxido 

deuterado (DMSO-d6). Os seguintes parâmetros de aquisição HSQC foram usados para a 

construção do diagrama de correlação 2D (1H – 13C): 12,5 ppm de largura espectral na 

dimensão F2 (1H) com 2048 aquisições e 204,8 ms de tempo de aquisição; 166 ppm de 
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largura espectral na dimensão F1 (13C) com 256 aquisições e 7,68 ms de tempo de 

aquisição. 

3.3.4 NMR de 1H Quantitativo 

Os grupos funcionais da lignina [metoxila (MeO); hidroxilas fenólicas (ArOH) e 

alifáticas (AlkOH)] foram estimados seguindo um método já estabelecido na literatura, em 

que os grupos funcionais são quantificados com base nos seus respectivos produtos 

acetilados.23,27 Assim, 50 mg de acetato de lignina e 5 mg de p-nitrobenzaldeído (NBA) – 

utilizado como padrão interno – foram dissolvidos em 0,5 mL de CDCl3. O espectro de  

NMR 1H foi obtido em um espectrofotômetro da Bruker Avance 400 MHz, com os 

seguintes parâmetros de aquisição: 20 ppm de largura espectral, 130 aquisições com 2 s 

de tempo de aquisição.  

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

integração dos prótons de grupos funcionais do padrão interno de acordo com a  

Equação 5: 

[(𝑀𝑒𝑂); (𝐴𝑟𝑂𝐻); (𝐴𝑙𝑘𝑂𝐻)] ( 𝑚𝑚𝑜𝑙𝑔 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎) = 𝐼𝐺𝐹𝑁𝐴𝐶 𝑀𝐸𝑇⁄ × 𝑁𝑝𝑁𝐵𝐴𝐼𝑁𝐵𝐴 × 𝑀𝑁𝐵𝐴𝑀𝑀𝑁𝐵𝐴 × 1000𝑀𝐴𝐿 − 𝐼𝐴𝐶𝑁𝐴𝐶 𝑀𝐸𝑇⁄ × 𝑁𝑝𝑁𝐵𝐴𝐼𝑁𝐵𝐴 × 𝑀𝑁𝐵𝐴𝑀𝑀𝑁𝐵𝐴 × 𝑀𝑀𝐴𝐶    𝐸𝑞. 5 

em que: IGF é a integração dos prótons do grupo funcional quantificado [δ 4,10 – 3,10 ppm 

para MeO; δ 2,50 – 2,17 ppm para o grupo acetil correspondente às hidroxilas fenólicas 

(ArOH); δ 2,17 – 1,70 ppm para o grupo acetil correspondente às hidroxilas alifáticas 

(AlkOH)]; 𝑁𝐴𝐶 𝑀𝐸𝑇⁄  é o número de prótons presentes nos grupos acetila e metoxila  

(= 3); 𝑁𝑝𝑁𝐵𝐴  é o número de prótons presentes no anel benzílico do p-nitrobenzaldeído  

(= 4); INBA é a integração dos 4 prótons do padrão interno NBA (δ 8,40 – 8,20 ppm); MNBA é 

a massa adicionada do NBA (5 mg); 𝑀𝑀𝑁𝐵𝐴 é massa molecular do NBA (= 151,12 g mol-1); 

MAL é a massa adicionada de acetato de lignina (50 mg); IAC é a integração total de prótons 

dos grupos acetilados correspondentes às hidroxilas aromáticas e alifáticas (ArOH e AlkOH, 

δ 2,50 – 1,70 ppm); 𝑀𝑀𝐴𝐶  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 pó foram 

obtidos na faixa de 4000 a 400 cm-1 em módulo de reflectância total atenuada (ATR) em 

um equipamento Cary 630 FTIR da Agilent Technologies® com resolução de 4 cm-1. 

3.3.6 Cromatografia de Permeação em Gel (GPC) 

A massa molar numérica média (Mn) e a massa molar ponderal média (Mw) 

foram estimadas por cromatografia de permeação em gel, usando um sistema de 

cromatografia líquida 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 já reportadas na literatura.30,31 

3.3.7 Espalhamento Dinâmico 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 (173o), 

para obter informações acerca do diâmetro hidrodinâmico médio (avaliado em 

intensidade e número), do índice de polidispersidade (PdI) e do potencial zeta das 

nanopartículas preparadas. As medidas foram obtidas a 25 °C, sendo a viscosidade do 

meio dispersante (água) 0,89 cP e índice de refração 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 Nanopartículas em Função da Força Iônica do 
Meio 

Para avaliar a estabilidade das nanopartículas com a força iônica do meio, a 

suspensão de nanopartículas preparada foi diluída para 0,05 % (m/v) em soluções de NaCl 

(Merck®) de 1 x 10-4, 1 x 10-3, 1 x 10-2, 1 x 10-1, 3 x 10-1, 7 x 10-1 e 1 mol L-1. Após cada 

diluição, o diâmetro hidrodinâmico médio e o potencial zeta foram medidos e 

representados graficamente em função da concentração de NaCl. As medidas foram 

realizadas em triplicata sob temperatura constante de 20 oC. 
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3.3.9 Estudo da Estabilidade das Nanopartículas em Função do pH do Meio e 
Determinação do Ponto Isoelétrico 

Para estudar o comportamento das nanopartículas preparadas em função do 

pH do meio e determinar o ponto isoelétrico, utilizou-se um módulo de titulação 

automatizado MPT-2 Titrator da Malvern Instruments® acoplado ao Zetasizer. Os 

titulantes utilizados foram HCl (0,1 e 0,25 mol L-1) e NaOH (0,1 e 0,25 mol L-1), ambos 

preparados com água tipo I (MilliQ). Inicialmente, determinou-se o pH inicial da suspensão 

de nanopartículas e o titulador foi programado para dispensar volumes de titulante tal 

que a variação do pH do meio fosse de 0,2 unidades a partir do pH inicial até pH 2 e pH 13, 

separadamente. A cada adição, o diâmetro hidrodinâmico médio e o potencial zeta das 

nanopartículas foram medidos. As medidas foram realizadas em triplicata sob 

temperatura constante de 20 oC. 

3.3.10  Microscopia Eletrônica de Varredura com Fonte de Emissão de Campo 
(FESEM) 

Com o objetivo de caracterizar a morfologia das nanopartículas, foram obtidas 

imagens de elétrons secundários por FESEM (Quanta FEG 250, FEI). O equipamento foi 

operado com tensão de 5 kV e distância de trabalho de 10 mm. As nanopartículas foram 

depositadas em lâminas 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 distribuição de tamanhos de 

nanopartículas a partir da contagem de 500 partículas em 5 imagens diferentes no 

software ImageJ. 

3.3.11  Microscopia Eletrônica de Transmissão e Varredura (STEM) 

Para analisar o efeito do pH do meio dispersante na estabilidade da suspensão 

de nanopartículas de lignina, foram obtidas imagens de microscopia eletrônica de 

transmissão e varredura no equipamento FESEM (Quanta FEG 250, FEI) com detector de 

diodo de estado sólido de dois segmentos (STEM I). O equipamento foi operado com 

tensão de 10 kV e distância de trabalho de 5 mm. Para esta análise, as nanopartículas 

foram preparadas e o pH do meio dispersante foi ajustado para 2, 7 e 12 com a adição de 
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Tabela 2. Atribuição dos sinais de ssNMR – 13C (CPMAS) da biomassa in natura e da lignina 
isolada. As atribuições em laranja e verde são exclusivas da hemicelulose e da lignina, 
respectivamente.107 

Sinal Deslocamento químico 13C 
(ppm) Provável atribuição 

1 21,6 CH3 em grupo acetila de hemiceluloses 
2 31 CH3 de carbonos alifáticos da lignina 
3 33 Cα em arilpropanol 
4 55 Metoxila ligada ao anel aromático 

5 62,5 
Carbono C6 de celulose não-cristalina, C6 de 

hemiceluloses e OCγH2 de lignina 
6 64,8 Carbono C6 de celulose cristalina 
7 72,5 C2, C3 e C5 de celulose e Cα de lignina 
8 75 C2, C3 e C5 de celulose e hemiceluloses 

9 84 
C4 de celulose não-cristalina e de 
hemiceluloses, OCβH2 de lignina 

10 88 Carbono C4 de celulose cristalina 
11 105 Carbono C1 de celulose 

12 116 
Carbonos C5 de guaiacil e C3; C5 de  

p-hidroxifenil 
13 128 Carbonos C2 e C6 de p-hidroxifenil 
14 148 Carbonos C3 e C4 de guaiacil 
15 153 Carbonos C3 e C5 de siringil (ligação β-O-4) 
16 173 Grupos carboxílicos de hemiceluloses 

17 163-178 
Grupos carboxílicos (ácidos alifáticos e/ou 

éster) de lignina 

 

Como era esperado, após o tratamento sequencial ácido-base, a lignina foi 

extraída da matriz celulósica, o que é evidenciado no espectro referente às fibras isoladas 

após o tratamento básico (pós-básico). A intensidade dos sinais referentes à lignina reduz 

drasticamente neste espectro, sendo que, apenas o sinal mais intenso em 33 ppm  

(Sinal 3) pode ser observado. Este resultado fornece indícios da extração eficiente da 

lignina e sua transferência para o licor básico com o método adotado. 

Para comprovar esta eficiência, o teor de lignina na biomassa in natura e nos 

sólidos recuperados após cada etapa do tratamento foi determinado pelo método 

espectrofotométrico LSBA (Lignina Solúvel em Brometo de Acetila). O teor de lignina das 

folhas do capim elefante reduziu de (24,9 ± 0,5) % para (5,0 ± 1,0) % após o tratamento 
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os constituintes inorgânicos, visto que o teor de cinzas na lignina extraída foi de apenas  

(0,37 ± 0,07) %. 

Lukasik e colaboradores também extraíram a lignina do capim elefante 

aplicando o método organossolve usando imidazol como solvente.23 No entanto, para 

obter um rendimento de 82% de recuperação de lignina, o tempo (5 h) e a temperatura  

(135,6 °C) foram superiores aos utilizados no pré-tratamento ácido-base. Ademais, os 

autores não recuperaram a lignina extraída pelo método organossolve, tampouco a 

caracterizaram. 

A lignina isolada neste trabalho de mestrado também foi caracterizada por 

NMR 2D (HSQC) e o diagrama de correlação (13C–1H) obtido é apresentado na Figura 19, 

cujas atribuições químicas mais importantes são apresentadas na Tabela 3. Os sinais do 

diagrama na região de aromáticos permitiram a identificação das unidades de siringil (S), 

guaiacil (G) e p-hidroxifenil (H), como é esperado para ligninas de gramíneas. Além disso, 

também foi possível identificar a presença da subestrutura de fenilcoumarano (A) e 

cinamato (B), de acordo com resultados previamente relatados por Ragauskas e 

colaboradores para lignina de milho.116 A análise do diagrama também demonstrou que a 

lignina isolada possui sinais referentes à ligação β-O-4’ (sinais 3 e 4), que é o tipo de ligação 

predominante (proporções de 40 – 60%) na estrutura da lignina.27 

 

Figura 19. Diagrama de correlação 2D 13C(F1) – 1H(F2) HSQC da lignina isolada após o pré-
tratamento ácido-base do capim elefante; os sinais em azul são positivos e os em vermelho 
são negativos. Os sinais identificados de 1 – 10 no espectro ampliado são atribuídos na  
Tabela 3. 
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Trabalhos reportados na literatura indicam que o principal mecanismo de 

quebra da lignina (em reações químicas catalisadas por soluções alcalinas) é a cisão da 

ligação carbono-oxigênio β-O-4’.27Isto posto, a presença dessas ligações éter arilglicerol-

β-arila no diagrama de correlação HSQC indica que o tratamento alcalino com NaOH  

2% (m/v) não acarretou em uma fragmentação severa da lignina. Este é um resultado 

importante, pois, sob as condições de pré-tratamento estabelecidas, a lignina sofreu 

pouca modificação estrutural. Por outro lado, a clivagem das ligações β-O-4’ durante o 

tratamento alcalino é importante para a atividade antioxidante da lignina,90 que depende 

da presença de hidroxilas fenólicas (ArOH), como será discutido nas próximas seções. 

Tabela 3. Atribuição dos sinais de correlação 13C/1H do espetro HSQC da lignina isolada do 

capim elefante. Os sinais 1 a 10 estão indicados na Figura 19.116 

Sinal δC/ δH (ppm) Atribuição 

1 56,26/3,75 C/H do grupo metoxila 
2 87,45/4,03 Cα/Hα da subestrutura de fenilcumarano (A) 
3 84,57/4,31 Cβ/Hβ na ligação β-O-4’ 
4 72,11/4,80 Cα/Hα na ligação β-O-4’ 
5 104,48/6,70 C2,6/H2,6 da unidade siringil (S) 
6 115,41/6,67 C5/H5 da unidade guaiacil (G) 
7 119,50/6,80 C6/H6 da unidade guaiacil (G) 
8 128,48/7,23 C2,6/H2,6 da unidade p-hidroxifenil (H) 
9 111,44/7,27 C2/H2 da unidade guaiacil (G) 
10 155,53/7,51 Cα/Hα em cinamato (B) 

 

 

 

Ademais, foi possível 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 1H quantitativo para estimar a quantidade de metoxila na lignina 

(Tabela 4) corrobora com os resultados de HSQC, visto que há uma maior quantidade de 

  

  
 
       

 
   

 
   

   

 
 

  

  

 

   

  

 

 

  
 

 
      

  

  



68 
 

grupos metoxila por grama de lignina do que hidroxilas alifáticas e aromáticas, 

separadamente. Assim, é possível supor que um tratamento básico mais severo (por 

exemplo, com maiores concentrações de NaOH) resultaria em um aumento da quantidade 

de hidroxilas fenólicas, visto que um maior número de ligações arilglicerol-β-arila seriam 

hidrolisadas levando a uma maior fragmentação da lignina. 

Como o tratamento básico não levou a uma grande fragmentação da lignina, 

os valores de massa molar numérica média (Mn) e de massa molar ponderal média (Mw) 

obtidos foram elevados em comparação com os reportados na literatura para lignina 

alcalina (Mw = 800 – 15000 g mol-1) (Tabela 4).32  

Este resultado corrobora com a proposição de que a lignina isolada sofreu 

pouca modificação estrutural durante o tratamento básico. Apesar da fragmentação 

moderada da rede macromolecular, a lignina ainda apresentou alta concentração de 

grupos fenólicos (ArOH, na Tabela 4) em comparação com os valores tipicamente 

relatados na literatura para a lignina Kraft e Soda (2,0 - 4,5 mmol g-1).117 

Tabela 4. Caracterização da lignina. As quantidades de grupos hidroxilas (aromáticas e 
alifáticas) e metoxilas foram determinadas por NMR de 1H quantitativo. A massa molar 
numérica média (Mn) e a massa molar ponderal média (Mw) foram estimadas por 
cromatografia de permeação em gel. 

Quantidades de grupos hidroxilas e metoxilas. Massas Molares 
ArOH 

(mmol/g Lignina) 
AlkOH 

(mmol/g Lignina) 
MeO 

(mmol/g Lignina) 
Mn 

(g mol-1) 
Mw 

(g mol-1) 
𝑀𝑤𝑀𝑛  

3,85 4,90 5,86 4726 9184 1,94 

 

A lignina isolada foi acetilada visando à investigação do efeito da diminuição da 

quantidade de hidroxilas fenólicas na superfície das nanopartículas de lignina preparadas, 

bem como a comparação da estabilidade coloidal, atividade antioxidante das 

nanopartículas de lignina (acetilada e não acetilada) e absorção UVA-UVB. Como 

apresentado na Figura 20, é possível afirmar que as hidroxilas presentes na estrutura da 

lignina foram acetiladas; como indicado pelas bandas em 1735 cm-1 (associadas ao 

estiramento da ligação sp2 –C=O do grupo acetila) e em 1366 cm-1 (relacionada à 

deformação da ligação sp3–C-H do grupo acetila). Complementarmente, a diminuição 
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considerável da banda alargada entre 3600 cm-1 e 3100 cm-1 – característica de hidroxilas 

de grupos fenólicos – indica, também, a obtenção do acetato de lignina.31  
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Figura 20. Espectros de FTIR da lignina isolada do capim elefante e da lignina após a reação 
de acetilação (acetato de lignina). A banda em 1735 cm-1 no espectro do acetato de lignina 
indica a presença do grupo acetila. A ausência de uma banda alargada em 3600-3100 cm-1, no 
mesmo espectro, confirma que as hidroxilas presentes na estrutura da lignina foram 
acetiladas. 
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4.2 Síntese e Caracterização das Nanopartículas de Lignina 

 

4.2.1 Auto-organização Induzida pela Adição de Não-Solvente (Água) 

Tendo como base o método previamente reportado por Richter e 

colaboradores56, foi possível preparar nanopartículas de lignina (LNP) e de acetato de 

lignina (AcLNP) em formatos esféricos (Figura 21), por meio da adição de água como não-

solvente às soluções de lignina e acetato de lignina, respectivamente. Como sugerido por 

Rao e colaboradores118, este resultado é uma consequência da maximização de interações 

π-π de grupos aromáticos da lignina que encontram-se, principalmente, no núcleo da 

nanopartícula; e também, da maximização das forças intermoleculares entre os grupos 

polares orientados na superfície da partícula (ácidos carboxílicos, hidroxilas alifáticas e 

aromáticas) e a água.  

A obtenção de nanopartículas de acetato de lignina (AcLNP) também já foi 

reportada na literatura, no entanto, na metodologia apresentada, Qian e colaboradores75 

usaram o brometo de acetila para acetilar a lignina, que é um reagente bastante tóxico. 

Adicionalmente, no trabalho deles, as nanopartículas são preparadas com troca (gota-a-

gota) de solvente, o que resulta em uma suspensão bastante diluída de nanopartículas. 

Em contraste, no presente trabalho, a suspensão de nanopartículas de acetato de lignina 

foi preparada por um método mais simples (com adição de não-solvente de uma só vez) e 

o acetato de lignina utilizado foi preparado com anidrido acético, que é menos tóxico que 

o brometo de acetila. O método de acetilação aqui empregado também requer o uso de 

piridina que, embora seja um reagente tóxico, pode ser recuperada da solução aquosa por 

meio de uma extração líquido-líquido aplicando, por exemplo, acetato de etila.119 
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rotação do suporte de amostra no microscópio eletrônico de transmissão, foi possível 

obter a série angular de -60o a +60o (Figura 21, i – v) que comprovou a observação inicial 

da obtenção de nanopartículas maiores com estruturas de esferas ocas e não de partículas 

achatadas no formato de um toróide (semelhante a uma boia salva-vidas). Nas imagens 

de TEM sem rotação, as duas morfologias (esferas ocas ou toróides) possuem morfologia 

semelhante em 2D, mas a série angular permite diferenciá-las. Tendo em vista que as 

nanopartículas de lignina são formadas com o processo de auto-organização das 

macromoléculas quando a água é adicionada à solução de lignina; a questão que se põe 

aqui é: por que as macromoléculas de lignina se organizam de modo a formar 

nanopartículas inteiriças e nanoesferas ocas? 

Para responder esta questão, precisamos considerar as forças motrizes para a 

auto-organização das moléculas, que consistem nas forças intermoleculares do tipo π-π 

de grupos aromáticos, ligações de hidrogênio, forças dispersivas de van der Waals, forças 

elétricas e o efeito hidrofóbico.76,118,120 O processo de auto-organização para formação das 

nanopartículas inteiriças é, de certo modo, mais fácil de elucidar, e ele se baseia na forte 

tendência das moléculas de água em estabelecerem ligações de hidrogênio entre si – o 

denominado efeito hidrofóbico. Estudos teóricos e experimentais mostram que a 

organização das moléculas de água ao redor de superfícies hidrofóbicas é entropicamente 

desfavorável, visto que, nesse caso, os graus de liberdade das moléculas de água que 

circundam a superfície ficam mais restritos.120 Assim, o ganho entrópico na liberação das 

moléculas de H2O compensa a perda entrópica associada à formação dos agregados de 

lignina.  

As moléculas de lignina se agregam de modo a aumentar as interações 

intermoleculares π-π dos anéis aromáticos e diminuir a área superficial total solvatada 

pelas moléculas de água. Nesta conformação, os grupos polares (grupos fenólicos, ácidos 

carboxílicos e hidroxilas alifáticas) encontram-se dispostos na superfície, visto que eles são 

capazes de estabelecer ligações de hidrogênio eficientes com a água. 

Por outro lado, a explicação da formação das nanopartículas ocas não é tão 

trivial quanto ao que foi posto para as nanopartículas inteiriças. Contudo, é possível 



73 
 

conjecturar que estas estruturas são provindas de vesículas, as quais também são 

formadas como consequência do efeito hidrofóbico, quando se adiciona o não-solvente. 

Vesículas são bicamadas esféricas, em que os blocos hidrofóbicos insolúveis constituem a 

parede da bicamada e os blocos hidrofílicos estão orientados para o meio de dispersão 

(neste caso, água) nas interfaces interna e externa.121,122  

Tendo em vista que a lignina é uma macromolécula anfifílica, uma possível 

explicação para a formação dessas estruturas vesiculares é que, nesta conformação 

estrutural, há um aumento na densidade de interações intermoleculares entre os grupos 

hidrofílicos da lignina e a água nas interfaces. Outra evidência, que corrobora com esta 

hipótese, é o fato das AcLNPs formarem menos estruturas ocas, visto que elas apresentam 

menor quantidade de grupos hidroxila em comparação com as LNPs (Tabela 5). Deste 

modo, a diminuição da área superficial por volume não impacta, consideravelmente, na 

densidade de interações intermoleculares polares, como acontece para as LNPs maiores 

que se apresentam ocas. 

Em um trabalho recente, Chu e colaboradores76 exploraram o mecanismo de 

formação das nanoesferas ocas de lignina proveniente de hidrólise enzimática. Eles 

dissolveram a macromolécula em THF e prepararam as nanopartículas ocas com a adição 

de água como não-solvente. Seguindo o que foi apresentado no trabalho deles, a auto-

organização da lignina em estruturas ocas ocorre devido à presença de uma pequena 

quantidade de impurezas no THF, o que levou à separação de fases entre o solvente e a 

água. No entanto, nós sabemos que a acetona (padrão analítico) e a água, utilizadas em 

nosso trabalho, são completamente miscíveis e não formam um sistema de nanoemulsão 

molde para a estruturação das esferas ocas. Assim, a explicação proposta no trabalho com 

THF não se aplica em nosso sistema. 

No caso das LNPs ocas, uma explicação mais plausível é que as estruturas 

vesiculares sejam formadas inicialmente em suspensão aquosa, como consequência do 

efeito hidrofóbico e da otimização das interações intermoleculares π-π entre os blocos 

aromáticos da lignina e, posteriormente, as esferas ocas são formadas com a evaporação 

da água. 
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Tabela 5. Concentração total de grupos ionizáveis (ácidos fortes e fracos) presentes na 
superfície das nanopartículas de lignina (LNP e AcLNP) e na superfície da lignina bulk  
(102 – 103 µm) em suspensão. As concentrações foram determinadas por titulação 
condutimétrica. 

 
Concentração (mmol g-1) 

LNP AcLNP Lignina Bulk 

Ácidos fortes (0,9 ± 0,8) 0 (0,2 ± 0,1) 

Ácidos fracos (2,0 ± 0,3) (1,0 ± 0,2) (0,7 ± 0,1) 
Concentração total de 

grupos ionizáveis* 
(3,0 ± 1,0) (1,0 ± 0,2) (0,9 ± 0,2) 

*Somatório de hidroxilas fenólicas e de ácido carboxílico 

Como apresentado na Tabela 5, as LNPs têm maior concentração total de 

grupos ionizáveis (ácidos fortes e fracos) na superfície do que a lignina bulk, visto que elas 

apresentam maior área superficial por volume, como consequência das dimensões 

nanométricas. Assim, este resultado corrobora com a premissa de que, ao diminuir o 

tamanho da partícula, tem-se maior quantidade de hidroxilas dispostas na superfície. Já 

as AcLNPs, possuem menor concentração de grupos ionizáveis, visto que grande parte das 

hidroxilas foram acetiladas. 

Na Figura 22 são apresentados os histogramas da distribuição de tamanho 

(maior diâmetro medido para cada partícula) das nanopartículas de lignina (LNP) e de 

acetato de lignina (AcLNP). O diâmetro médio para a LNP foi de (55 ± 26) nm e para a 

AcLNP foi de (86 ± 29) nm, ambas as distribuições mostram que tanto as LNPs como as 

AcLNPs são moderadamente dispersas em termos de tamanhos. As nanopartículas de 

lignina acetilada (AcLNP) apresentaram distribuição de tamanhos maiores que as LNPs. 

Uma possível explicação para isso pode estar relacionada com o fato das AcLNPs terem 

grupos acetatos, que podem estabelecer interações π – π com os anéis aromáticos da 

lignina e, portanto, encontrarem-se no interior das nanopartículas (note que, estes grupos 

são as hidroxilas no caso das LNPs, que encontram-se majoritariamente na superfície).123 
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uma possível explicação é que as nanopartículas menores – as quais apresentam elevada 

área superficial por volume – se dissolvem mais rapidamente que as partículas maiores.125 

Este resultado é confirmado com a imagem de STEM das partículas com o ajuste do pH do 

meio para 12 (Figura 24); é possível observar na imagem, que as nanopartículas 

solubilizadas formaram um filme ao secar e que há algumas nanopartículas maiores 

remanescentes. 

4.2.2 Nanopartículas Obtidas com Cisalhamento Mecânico 

Visando à obtenção de nanopartículas de lignina sem a necessidade de 

solubilizar a macromolécula em acetona, investigou-se, também, o preparo de 

nanoestruturas de lignina a partir do cisalhamento mecânico dos agregados formados 

após a acidificação do licor negro e das lavagens sequenciais. O método proposto neste 

trabalho foi, portanto, uma adaptação dos métodos mecânicos reportados na literatura – 

em que as nanopartículas são obtidas a partir da fragmentação (top – down) da lignina em 

pó dispersada em água.62,81 

A vantagem dos métodos mecânicos consiste na diminuição de etapas para 

obtenção das nanopartículas e no conceito do preparo de nanomateriais exclusivamente 

com água, sem o uso de solventes orgânicos para preparar as soluções ou a necessidade 

de funcionalização química da lignina. No trabalho de Ragauskas e colaboradores62, 

nanopartículas de lignina foram preparadas dispersando a lignina (em pó) em água e 

homogeneizando a suspensão sob taxas elevadas de cisalhamento mecânico  

(15000 rpm por 4 h em um IKA Ultra-Turrax T-50). Nestas condições, as partículas de 

lignina são fragmentadas em agregados de tamanhos submicrométricos. A desvantagem 

desse método é a dificuldade de controlar a morfologia das nanopartículas, como também 

a elevada polidispersidade. 

Dessa forma, foi proposto neste trabalho, o cisalhamento mecânico dos 

agregados que são formados ao acidificar o licor do tratamento básico. Visto que os 

agregados formados já se encontram em suspensão e têm tamanhos micrométricos, a 

fragmentação deles com o tratamento mecânico é facilitada. Na Figura 25, são 
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Figura 26. Histograma da distribuição de tamanhos das nanopartículas (SLNP) obtidas com o 
cisalhamento mecânico e comparação com a distribuição de tamanhos das LNPs. Os diâmetros 
foram medidos manualmente (500 partículas foram contabilizadas) nas micrografias de 
FESEM utilizando o software ImageJ®. Os diâmetros mínimo e máximo contabilizados para as 
SLNPs foram 17 nm e 214 nm, respectivamente. 

Como discutido anteriormente, a estabilidade das dispersões de 

nanopartículas de lignina em água é dependente do pH e da força iônica do meio 

dispersante pois, assim como as LNPs e AcLNPs, as SLNPs são estabilizadas por meio da 

ação de forças repulsivas entre as duplas camadas elétricas, que são estabelecidas em 

decorrência da adsorção de hidroxilas na superfície das nanopartículas e dissociação de 

ácidos carboxílicos.121,124 Por esta razão, investigou-se também a estabilidade das SLNPs 

frente à variação do pH e da força iônica da suspensão. 

O resultado, apresentado na Figura 27, mostra que a suspensão de SLNPs em 

água no pH=7 possui um potencial de, aproximadamente, -42 mV. Este potencial zeta é 

suficiente para estabilizar a suspensão de nanopartículas de acordo com a teoria DLVO.124 

Para o ensaio da dependência com o pH, que foi feito sem adição de tampão, também se 

observou que as nanopartículas são estáveis 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 nanopartículas são 

instáveis e formam agregados indicando a desestabilização do sistema. 





82 
 

Assim, a quantificação dos grupos ionizáveis no caso das SLNPs está provavelmente 

resultando em um valor final que não é real. 

A despeito desse resultado, é esperado que as SLNPs preparadas com a adição 

de tampão apresentem uma quantidade de hidroxilas superficiais semelhante ao valor 

encontrado para as LNPs, visto que no pH=7 as SLNPs são bastante estáveis. Por fim, todas 

as nanopartículas preparadas (LNP, AcLNP e SLNP) mostraram-se estáveis para a faixa de 

pH entre 5 e 7, que é tipicamente encontrada em produtos dermocosméticos.126 Assim, é 

possível propor aqui a aplicação das nanopartículas de lignina em produtos 

dermocosméticos após os devidos ensaios clínicos. 

4.3 Estudo da Atividade Antioxidante da Lignina em Solução e das 
Nanopartículas de Lignina 

A atividade antioxidante da lignina está estritamente relacionada com sua 

estrutura molecular, como foi apresentado no trabalho de Dizhbite e colaboradores.109 A 

presença de grupos fenólicos com substituintes metoxila em posição orto (guaiacil e 

siringil) reflete diretamente na capacidade de captura radicalar da lignina; já que estes 

grupos orto substituídos contribuem com a estabilização, por ressonância, dos radicais 

fenoxila formados no processo (Figura 28). Dentre os ensaios existentes para avaliar a 

atividade antioxidante de substâncias naturais, o método colorimétrico baseado na 

eliminação do radical-π 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•) é, de longe, o mais utilizado.88 

Vários depuradores de radicais reagem com o DPPH• transferindo-lhe um elétron e um 

próton, todavia, há dois mecanismos possíveis propostos para essa reação, como 

apresentado na Figura 28. 
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As atividades antioxidantes da lignina em solução e das nanopartículas de 

lignina foram investigadas seguindo o método de Brand-Williams – já bem estabelecido 

na literatura.94 Assim, os resultados são apresentados aqui em termos do valor EC50 

(concentração eficaz), que é definido como a quantidade de antioxidante necessária para 

reduzir a concentração inicial do radical DPPH• em 50% e, em termos do índice de 

eliminação radicalar (RSI), que é definido como o inverso do EC50. Estes parâmetros foram 

obtidos a partir dos gráficos (Figuras 29 e 30) da porcentagem de inibição radicalar (PI%) 

em função da concentração inicial das suspensões de nanopartículas (LNP, AcLNP e SLNP 

– Figura 29) e das soluções 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 inibição radicalar do que as AcLNPs. 

Enquanto as LNPs e SLNPs apresentaram um percentual de inibição radicalar de 50% para 

uma concentração de, aproximadamente, 0,01 mg mL-1, as AcLNPs apresentaram um PI 

inferior a 10% para esta concentração. Este resultado já era esperado, visto que, nas 

AcLNPs, a maioria dos grupos fenólicos foram acetilados e, consequentemente, a 

quantidade de hidroxilas fenólicas disponíveis para reagir com o radical DPPH• foi 

reduzida.  

Como apresentado anteriormente na Tabela 5, a concentração de ácidos fracos 

(hidroxilas fenólicas) na superfície das AcLNPs foi reduzida pela metade em comparação 

com as LNPs, um resultado que explica a considerável diminuição da atividade 

antioxidante das AcLNPs. Além do mais, esta observação experimental certifica que a 

atividade antioxidante das nanopartículas se dá em função da presença de hidroxilas 

fenólicas na superfície, como apresentado na Figura 28. 
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Uma possível explicação deste resultado é que a lignina em solução se organiza 

de modo a maximizar o número de interações intermoleculares com as moléculas do 

solvente e com outras moléculas de lignina. Nesta disposição, as hidroxilas aromáticas não 

se encontram tão facilmente acessíveis pelo radical DPPH• quanto os fenóis na superfície 

das nanopartículas – que por estarem orientados reagem mais facilmente com o radical. 

Estudou-se, também, como o tempo de reação impacta nas atividades 

antioxidantes e, como apresentado na Tabela 6, é possível inferir que não houve uma 

grande diferença entre os valores de RSI obtidos após 16 min e 30 min de reação. Estes 

tempos haviam sido escolhidos para as medidas com base nos resultados previamente 

reportados na literatura para a avaliação da atividade antioxidante da lignina.90 

Tabela 6. Resultados da atividade antioxidante das nanopartículas (LNP, SLNP e AcLNP) e das 
soluções de lignina e de acetado de lignina para os tempos de reação de 16 min e 30 min. Os 
parâmetros da atividade antioxidante são a concentração eficaz para inibição radicalar de 50% 
(EC50) e o índice de eliminação radicalar (RSI). 

 16 min 30 min 

 EC50(mg mL-1) RSI EC50(mg mL-1) RSI 

Solução de 
Lignina 

(0,024 ± 0,001) (42,5 ± 0,7) (0,020 ± 0,004) (51 ± 11) 

LNP (0,015 ± 0,002) (69 ± 10) (0,012 ± 0,002) (82 ± 13) 

SLNP (0,013 ± 0,001) (77 ± 5) (0,011 ± 0,001) (93 ± 6) 

Solução de 
Acetato de 

Lignina 
(0,940 ± 0,080) (1,07 ± 0,09) (0,980 ± 0,020) (1,02 ± 0,02) 

AcLNP (0,971 ± 0,005) (1,031 ± 0,01) (0,910 ± 0,050) (1,09 ± 0,06) 

Nota: O EC50 e o RSI são inversamente proporcionais. Valores pequenos de EC50 refletem uma elevada atividade 

antioxidante. 

As nanopartículas de lignina (LNP e SLNP) apresentaram valores de EC50 

bastantes pequenos o que é um resultado muito promissor. Dentre os antioxidantes mais 

utilizados na indústria alimentícia e de dermocosméticos, o hidroxitolueno butilado BHT 

(EC50 = 0,038 mg mL-1) e o hidroxianisol butilado BHA (EC50 = 0,056 mg mL-1) apresentam 

valores maiores de EC50.128 Consequentemente, é possível indicar aqui que as 

nanopartículas de lignina do capim elefante podem ser substitutas promissoras dos 

antioxidantes sintéticos utilizados hoje, visto que elas apresentam maior atividade 
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Em todos os casos, a incorporação de nanopartículas de lignina resultou na 

diminuição da transmitância da radiação UVA e UVB (290 – 400 nm) em comparação com 

a base de creme pura. Isto ocorre, pois a lignina apresenta grupos cromóforos que 

absorvem a radiação UV promovendo elétrons de orbitais HOMO (orbital molecular 

preenchido de mais alta energia) para orbitais LUMO (orbital molecular vazio de mais 

baixa energia).41  

Os grupos aromáticos presentes na estrutura da lignina apresentam múltiplas 

bandas de absorção π→π* com máximos na região de 280 – 340 nm do espectro 

ultravioleta. A presença de substituintes auxocromos no anel aromático, como as 

hidroxilas -OH e as metoxilas -OCH3, levam a um deslocamento batocrômico das bandas 

de absorção π→π* e, por isso, as nanopartículas de lignina absorvem em toda a região 

UVA e UVB do espectro.130,131 Ademais, é possível propor também que parte da radiação 

incidente também é espalhada pelas nanopartículas resultando na diminuição da 

transmitância. Consequentemente, as nanopartículas de lignina apresentam-se como uma 

vantagem frente aos protetores comerciais, que tipicamente são preparados com a 

incorporação de mais de um princípio ativo para garantir absorção em toda a região  

UVA – UVB do espectro.132 

Como apresentado na Figura 32, o aumento na porcentagem de 

nanopartículas no creme leva a uma diminuição da transmitância (aumento da absorção  

e espalhamento UV). Paralelamente, observa-se um aumento da tonalidade das emulsões 

preparadas, o que é um resultado promissor visto que, atualmente, buscam-se protetores 

solares coloridos que absorvam também radiação visível.133 Como apresentado por 

Tonolli134 e colaboradores, a radiação visível também é responsável pelo dano de células 

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

sensibilização dos queratinócitos pela radiação UVA. 

Contudo, os fotoprotetores convencionais, tipicamente, não bloqueiam a 

radiação visível (400 – 750 nm). Na Figura 33, é apresentado o espectro de transmissão de 

UV-vis de três protetores comerciais com FPS 30, observa-se que na região do visível 

aproximadamente metade da radiação é transmitida. Já os cremes com 10% em massa de 
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UVA-UVB geradas por um simulador solar. O eritema na pele dos voluntários é avaliado 

após 16 a 24 horas de exposição à radiação UV.  

O método in vivo para determinação do FPS de protetores solares é 

normatizado pela agência estado-unidense FDA (do inglês, Food and Drug Administration) 

e pela associação europeia COLIPA (do francês, Comité de Liason des Associations 

Européenes de l’Industrie de la Perfumerie) e é conhecido por método ISPF (do inglês, 

International Sun Protection Factor Test Method). No entanto, metodologias in vitro para 

determinação do FPS também são realizadas para investigação inicial da aplicabilidade de 

substâncias fotoprotetoras em dermocosméticos, apesar dessas metodologias não serem 

normatizadas.111,135 

Há dois tipos de métodos in vitro que são aplicados para investigação 

exploratória da ação fotoprotetora de substâncias: 1) métodos diretos, que envolvem 

medidas de absorção/transmissão da radiação UV por espectroscopia de refletância difusa 

ou 2) métodos indiretos, em que a molécula fotoprotetora presente nos cremes é extraída 

e solubilizada em álcoois e, posteriormente, a absorção da solução é medida.88,135 Em 

ambos os casos, o FPS é determinado a partir do somatório da multiplicação dos 

parâmetros efetividade espectral eritematosa (Eλ) e irradiância solar espectral (Sλ) para 

cada comprimento de onda e respectivo valor de absorção, 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 incorporação crescente (%, m/m) das nanopartículas de lignina (LNP, SLNP e AcLNP). 

Em todos os casos, obteve-se valores de FPS de baixa proteção, sabendo-se que o fator de 

protetor solar dos protetores é classificado em quatro categorias: baixa proteção (FPS de 

6 a 10), média proteção (FPS de 15 a 25), alta proteção (FPS de 30 a 50) e elevada proteção 

(FPS superiores a 50).132  

O creme com incorporação de SLNP apresentou FPS superior a 6 para 

concentrações maiores que 0,5% (m/m), já os cremes preparados com incorporação das 

nanopartículas LNP e AcLNP apresentaram FPS superior a 6 para concentrações maiores 

que 3% (Figura 34). Este resultado pode ser associado à distribuição de tamanhos das 
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de FPS multiplicados pelo fator permite inferir que os protetores preparados com a 

incorporação das nanopartículas apresentariam valores de FPS in vivo de baixa a média 

proteção.  

Tabela 7. Estimativa dos valores de FPS multiplicados pelo fator 2,40 para os três cremes 
preparados com incorporação crescente (em porcentagem) das nanopartículas (LNP, SLNP 
e AcLNP). 

 FPS x 2,40 
Creme 0,25 % 0,50 % 1,0 % 3,0 % 5,0 % 10,0 % 

LNP (9,9 ± 0,4) (12,7 ± 0,1) (13,3 ± 0,4) (17 ± 1) (16,0 ± 0,7) (17,7 ± 0,4) 

SLNP (12,6 ± 0,3) (15,3 ± 0,7) (17,3 ± 0,8) (18 ± 1) (19,4 ± 0,8) (21 ± 1) 

AcLNP (9 ± 2) (10,9 ± 0,8) (12,4 ± 0,5) (16 ± 1) (17 ± 2) (17 ± 1) 

 

Por fim, é possível propor a aplicação das nanopartículas de lignina em 

produtos dermocosméticos com ação fotoprotetora frente à radiação UVA–UVB e visível. 

Dentre as nanopartículas preparadas, as melhores candidatas são as LNPs e SLNPs visto 

que, além da ação fotoprotetora, elas também apresentaram elevada atividade 

antioxidante, como discutido na seção 4.3. A atividade antioxidante também é importante 

para os filtros solares, que tipicamente contêm substâncias antioxidantes adicionadas em 

suas formulações. Visto que a radiação UV também leva à formação de radicais livres na 

pele que podem causar danos como envelhecimento da pele, escurecimento, carcinomas 

e melanomas.131 
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5. Conclusões  

O tratamento em duas etapas, aplicado para fracionar a lignina do capim 

elefante, mostrou-se eficiente e direto. Adicionalmente, observou-se que a etapa básica 

do tratamento não levou a uma grande fragmentação das ligações éter arílicas da lignina. 

Contudo, o tratamento em condições brandas, ainda assim, resultou na quebra suficiente 

de ligações β-O-4; formando grandes quantidades de hidroxilas fenólicas  

(3,85 mmol g-1), que têm 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 três unidades poliméricas:  

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

Associado a estes resultados, foi possível utilizar a lignina do capim elefante e 

seu produto acetilado para preparar nanopartículas esféricas de lignina e/ou 

nanopartículas ocas (no caso das LNPs) pela auto-organização das macromoléculas 

induzida pela adição de água como não-solvente. Além disso, nanopartículas de formato 

irregular foram obtidas pelo cisalhamento mecânico de agregados maiores de lignina 

(SLNPs). As nanopartículas obtidas apresentaram-se estáveis em uma ampla faixa de pH 

(5 – 11) e em força iônica 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 nanopartículas de lignina (LNP e SLNP) em suspensão aquosa, sendo 

que o menor EC50 encontrado foi de 0,01 mg mL-1. Esse valor equivale a um RSI quatro 

vezes maior que os reportados na literatura para o antioxidante sintético BHT  

(EC50=0,038 mg mL-1) e cinco vezes maior que o BHA (EC50=0,056 mg mL-1). Os cremes em 

que foram incorporadas nanopartículas de lignina apresentaram proteção frente à 

radiação UVA – UVB e visível, sendo os valores de FPS superiores a 6 para concentrações 

de SLNP de 0,5% (m/m) e de LNP e AcLNP de 3,0 % (m/m). Assim, é possível propor a 

utilização das nanopartículas de lignina para aplicação em cremes dermocosméticos, em 

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