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RESUMO

Resumo

A economia circular € um conceito fundamental para um crescimento econémico sustentavel.
Como tal, nesta dissertacdo é abordado um exemplo da promogéo de uma economia circular na
industria da pasta e papel, ao valorizar um dos seus subprodutos: o licor negro.

Um dos constituintes do licor negro € a lenhina. A partir desta é possivel produzir uma gama
alargada de produtos de valor acrescentado, apresentando diversas aplicagdes em numerosos
campos. Neste sentido, o trabalho desenvolvido nesta dissertagéo teve como principal objetivo
a producdo de nanoparticulas a partir de lenhina isolada do licor negro e a sua aplicacéo.

Foram sintetizadas nanoparticulas de lenhina através de métodos experimentais de self-
assembly e precipitacdo acida, segundo a literatura. As particulas resultantes de self-assembly
apresentaram formas esféricas, tamanhos entre 177 nm e 489 nm e conteudo fendlico entre
2,97x10° mgGAE/mL e 3,06x10° mgGAE/mL. Por outro lado, a morfologia das
nanoparticulas resultantes de precipitacdo acida nao foi possivel observar com clareza, tendo
estas apresentado tamanhos entre 80 nm a 129 nm e conteldo fendlico entre 1,50x10°
mgGAE/mL e 3,00x10° mgGAE/mL.

Foram analisadas as condi¢cBes Otimas de preparacdo de nanoparticulas para um método
experimental elaborado. Através do software JIMP® Pro 16, verificou-se que a concentracdo de
lenhina provoca um maior efeito no conteddo fendlico, seguida do pH e da concentracdo de
surfatante. Por outro lado, o pH possui maior relevancia no tamanho das particulas, seguido da
concentracéo de surfatante e da concentracdo de lenhina.

Os valores desejaveis para uma minimizacdo do tamanho das nanoparticulas e uma
maximizacdo do conteido fendlico sdo 422,96 nm e 4,53x10° mgGAE/ml, respetivamente.
Estes valores seriam alcangados com concentragéo de lenhina de 35 mg/mL, concentragdo de
surfatante de 10 % (m/v lenhina) e pH de 5.

Concluiu-se que surfatantes ndo produzem efeitos significativos na morfologia, tamanho,
conteudo fendlico e estabilidade das nanoparticulas.

Foi avaliada a atividade antibacteriana das nanoparticulas de lenhina contra as bactérias
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Apenas ocorreu uma
pequena atividade contra a bactéria Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Economia circular, lenhina, planeamento fatorial completo, self-assembly e
precipitacdo acida, nanoparticulas.
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ABSTRACT

Abstract

The circular economy is a fundamental concept for sustainable economic growth. Therefore,
this thesis shows a case study of promotion of circular economy in the pulp and paper industry,
by valuing one of its byproducts: black liquor.

One of the components of black liquor is lignin. From lignin, it is possible to produce a wide
range of value-added products, presenting different applications in numerous fields. In this
sense, the work developed in this dissertation had as main objective the production of
nanoparticles from lignin isolated from black liquor and its application.

Lignin nanoparticles were synthesized through experimental methods of self-assembly and acid
precipitation, according to the literature. The resulting particles of self-assembly showed
spherical shapes, sizes between 177 nm and 489 nm and phenolic content between 2.97x107°
mMgGAE/mL and 3.06x10° mgGAE/mL. On the other hand, the morphology of the
nanoparticles resulting from acid precipitation couldn’t be clearly observed, having presented
sizes between 80 nm and 129 nm and phenolic content between 1.50x10° mgGAE/mL and
3.00x10"° mgGAE/mL.

The optimal conditions for the preparation of nanoparticles were analyzed for an elaborate
experimental method. Using the JIMP® Pro 16 software, it was found that lignin concentration
has a greater effect on phenolic content, followed by pH and surfactant concentration. On the
other hand, pH has greater relevance in particle size, followed by surfactant concentration and
lignin concentration.

The desirable values for minimizing nanoparticle size and maximizing phenolic content are
422.96 nm and 4.53x10° mgGAE/ml, respectively. These values would be achieved with a
lignin concentration of 35 mg/mL, a surfactant concentration of 10% (m/v lignin) and a pH of
5.

It was concluded that surfactants does not produce significant effects on the morphology, size,
phenolic content and stability of nanoparticles.

The antibacterial activity of lignin nanoparticles against Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa bacteria was evaluated. There was only a small activity
against the bacterium Staphylococcus aureus.

Key words: Circular economy, lignin, full-factorial design, self-assembly and acid
precipitation, nanoparticles.
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INTRODUCAO

1 Introducéo

1.1 Motivacéo e enquadramento tematico

A utilizagdo racional dos recursos naturais, aliada a responsabilidade ambiental é um dos
maiores desafios da humanidade atualmente, dado que o crescimento exponencial da populacéo
tem gerado um aumento de producdo industrial e, consequentemente, um aumento de producéo
de residuos, sendo o aterro o seu principal destino. Se com este aumento de produgdo nao
existirem tentativas de substituicdo de recursos naturais por materiais valorizados, a exaustao
da natureza podera ocorrer a taxas bastante preocupantes em termos de sustentabilidade
(Angulo et al., 2001). Deste modo, o estabelecimento de solucGes técnicas e economicamente
viaveis para a reducdo, reutilizacdo ou reciclagem dos residuos gerados € uma das prioridades
de investigagéo e desenvolvimento para o setor industrial, de acordo com o Plano Nacional de
Gestdo de Residuos (PNGR 2030). Existe uma hierarquia preferencial para a gestao de residuos,
na qual posteriormente a prevencdo, surge a reducdo, a reutilizacdo e a reciclagem, a
recuperacdo energética e, finalmente, a deposicdo apropriada dos residuos (APA, Plano
Nacional de Gestéo de Residuos 2030, 2020).

Neste contexto, surge um conceito inovador: a economia circular. A economia circular é um
modelo de desenvolvimento sustentavel, baseada no principio de “fechar o ciclo de vida” dos
produtos, permitindo melhorar a gestdo, tanto de recursos, como de residuos. Um dos seus
objetivos é promover relagcdes entre empresas de modo que uma possa utilizar os residuos de
outra como subproduto no seu processo produtivo (eco.nomia, 2022).

A industria da pasta e papel é uma das mais fortes marcas de Portugal no mercado europeu e
no mundo, responsavel por 1,2 % do PIB nacional, cerca de 4,5 % do PIB industrial e 4,3 % de
todas as exportacdes portuguesas de mercadorias. Este setor assume-se assim, como um dos
mais importantes para a economia nacional (CELPA, 2020). As principais empresas nacionais,
neste ramo, sdo o Grupo Portucel Soporcel e a Altri, sendo que a Gltima se dedica apenas a
producéo e venda de pasta (Pereira, 2016).

Desta forma, a importancia da implementacao e desenvolvimento da economia circular no setor
da pasta, papel e cartdo nacional é fundamental para um crescimento economico sustentavel.
Um dos subprodutos da industria papeleira, o licor negro, € um recurso com grande potencial
de recuperacdo de biopolimeros de valor acrescentado, como a lenhina e polissacarideos. A
lenhina representa uma abundante fonte renovavel, permitindo a producdo de uma gama
alargada de produtos de valor acrescentado, apresentando diversas aplicagdes em numerosos
campos, tais como: energia e refinaria; aditivos de cimento; fibras de carbono; carvéo ativado;
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resinas fendlicas; entre outros. Estas aplicaces tém vindo a ser estudadas nas ultimas décadas,
no entanto, a valorizagdo da lenhina ainda € um desafio na industria devido a sua inerente
variabilidade, heterogeneidade, cor e baixa reatividade (Ferreira, 2019).

Neste sentido, o desenvolvimento de nanoparticulas a partir da lenhina constitui uma alternativa
que tem sido explorada recentemente para varias aplicacfes, como protecdo UV; pesticidas;
fertilizantes; produtos farmacéuticos; adsorcdo de metais pesados; atividades antioxidantes e
antibacterianas; etc. Estes produtos em escala nano contribuem para uniformizar a forma e as
dimensGes das particulas a partir da formacao controlada de agregados macromoleculares com
dispersdo de tamanhos definida, controlando assim, uma das varidveis que limita a aplicacdo
industrial da lenhina como matéria-prima (Figueiredo et al., 2018).

A producdo de nanoparticulas de lenhina a partir de um subproduto abundante na industria
papeleira (licor negro) é um exemplo de promocdo da economia circular, de forma a
proporcionar a viabilidade técnica e econdémica da lenhina. A compreensdo dos processos de
formacdo das nanoparticulas, a sua caracterizacdo e a aplicacao pratica dos produtos fornecem
informacBes importantes para a substituicdo gradual de matérias-primas fosseis por fontes
renovaveis.

1.2 Objetivos

O objetivo geral da presente dissertacdo consiste na producdo de nanoparticulas a partir de
lenhina isolada do licor negro e na sua caracterizacdo quanto as suas propriedades e, desta
forma, comprovar a sua viabilidade na aplicacdo em produtos de valor acrescentado,
promovendo assim a economia circular na valorizacao de subprodutos da industria papeleira.

Os objetivos especificos sao:
- Andlise da gestdo e valorizacdo de residuos, reforcando a importancia da economia circular;
- Andlise da indUstria papeleira em Portugal no que concerne a gestdo de recursos e de residuos;

- A revisdo do estado da arte sobre os métodos de sintese de nanoparticulas de lenhina, bem
como as suas diversas aplicacoes;

- Preparacéo e caracterizacdo de nanoparticulas através de técnicas apropriadas;

- Determinacdo das condicdes 6timas de sintese de nanoparticulas de lenhina para o caso de
estudo;

- Analise de possiveis aplicacdes das nanoparticulas de lenhina preparadas.
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1.3 Estrutura da dissertacao

O presente trabalho esta dividido em seis capitulos. O primeiro, inclui a introducéo, onde é
apresentada a motivacao e o enquadramento do tema, bem como os objetivos e estrutura da
dissertacéo.

No segundo capitulo, abordam-se os fundamentos tedricos associados ao tema, nomeadamente
a hierarquia preferencial de gestdo de residuos para alcancar as metas definidas pelo PNGR
2030; as principais diferencas entre os modelos de economia linear e economia circular; a
importancia da economia circular na inddstria da pasta e papel; € descrito o processo kraft; as
caracteristicas do licor negro; a estrutura e composicao quimica da madeira e, por ultimo, é
dado destaque a lenhina, abordando os seus diferentes tipos e formas de valorizacao.

O terceiro capitulo consiste num levantamento de varios estudos publicados na literatura
relacionados com 0s processos de sintese de nanoparticulas de lenhina e as suas possiveis
aplicacdes. Sdo abordados os métodos self-assembly; troca de solvente; precipitacdo &cida;
polimerizagdo; ultrassom; reticulacdo e o método baseado em CO> como anti-solvente. Quanto
a aplicacdo das nanoparticulas, sdo referidas aplicacdes farmacéuticas e agricolas; como
absorventes de radiacdo UV; em nanocompostos hibridos; como agentes antioxidantes, e outras
aplicagdes, como por exemplo, agentes antibacterianos; adsorventes para remover ides de
metais pesados e agentes anticorrosivos.

No quarto capitulo sdo apresentados todos o0s materiais, equipamentos utilizados e
procedimentos experimentais adotados em todas as etapas do trabalho. Inicialmente, foram
preparadas nanoparticulas de lenhina a partir de alguns procedimentos experimentais de self-
assembly e precipitacdo &cida, segundo a literatura. Posteriormente, foi elaborado um
procedimento experimental para otimizacdo das nanoparticulas, e analisado o efeito da adi¢do
de surfatante nas nanoparticulas. As nanoparticulas sintetizadas foram caracterizadas através
da técnica SEM e TEM; DLS; método DPPH; testes de atividade antibacteriana e medido o
potencial zeta.

No quinto capitulo, encontram-se os resultados experimentais e respetiva discussdo, obtidos ao
longo dos varios ensaios efetuados. Sdo analisados os resultados do tamanho, morfologia das
nanoparticulas e conteudo fendlico, a fim de comparar a capacidade antioxidante das mesmas.
E feita uma analise estatistica da otimizag&o das propriedades das nanoparticulas e apresentadas
as condicBes 6timas. E discutido o efeito da presenca de surfatante no tamanho e na estabilidade
das nanoparticulas e, por fim, avaliada a respetiva atividade antibacteriana.

Por fim, no sexto capitulo s&o apontadas as principais conclusdes e algumas sugestfes para
futuros trabalhos.
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2 Fundamentos tedricos

2.1 Gestéo e valorizacao de residuos

O uso intensivo de recursos naturais tem sido, desde sempre, efetuado sem preocupagdes com
possiveis impactes ambientais e sem analisar possibilidades de reutilizacdo de produtos e
materiais. Um dos grandes problemas da atualidade a nivel ambiental é o descarte de varios
tipos de residuos, sem qualquer separacao ou gestdo. Estes residuos poderdo acabar em aterros
sanitarios, incineradoras, ou até mesmo descartados sem qualquer regra. Ocorre, assim, uma
perda de recursos que poderiam ser reaproveitados, reciclados, e incorporados no processo
produtivo.

Os objetivos estratégicos do Plano Nacional de Gestdo de Residuos (PNGR) para 2030
consistem na prevencdo da producdo de residuos ao nivel da quantidade e perigosidade; na
promocdo da eficiéncia na utilizacdo de recursos, contribuindo para uma economia circular e
na reducdo dos impactes ambientais negativos, através de uma gestdo de residuos integrada e
sustentavel (APA, Plano Nacional de Gestdo de Residuos 2030, 2020).

Deste modo, a gestdo adequada de residuos rege-se por uma hierarquia que se encontra
esquematizada na Figura 2.1, onde a prevencdo da geracao de residuos, seguida da sua reducéo,
reutilizacdo e reciclagem séo as estratégias fundamentais para o alcance das metas descritas. A
eliminacdo em aterro, a seguir a valorizacdo energética, serd a hipotese menos vantajosa como
destino final dos residuos, devido a perda do valor potencial de alguns elementos e pela
ocupacdo de grandes areas. No entanto, este ainda € o destino mais utilizado para os residuos
solidos (apds o encerramento crescente de lixeiras).

AN /
\ /— Reducio
BeutiliZACH)  —— \ /

Valorizacio energética

Prevencio

Reciclagem

Eliminacio

Figura 2.1 — Hierarquia preferencial de gestdo de residuos sélidos.
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Alguns residuos séo recursos importantes com valor, tanto ambiental como econémico, dado
que podem ser utilizados como fonte de matéria-prima em varios cenarios, permitindo assim, o
desenvolvimento de novos materiais ou produtos, em vez de serem obtidos através de outras
matérias-primas, que culminariam em maiores custos.

2.2 Economia circular

O conceito de economia circular surge como uma alternativa ao modelo da economia linear,
utilizado desde a Revoluc¢do industrial, que tem como principio o descarte de produtos depois
de utilizados. De acordo com este modelo, todos os produtos tém um ciclo linear, iniciado com
a extracdo de matérias-primas, seguida da producdo, distribuicdo e consumo dos produtos e,
por fim, o seu descarte como residuos. Neste modelo ndo existe qualquer previsdo de
reutilizagéo ou reciclagem dos produtos, como esquematizado na Figura 2.2 (eco.nomia, 2022).

{ Matérias-primas } [Produgéo} {Distribuigéo} [Consumo} [ Residuos}

Figura 2.2 — Representacdo esquematica do modelo de economia linear.

Esta visdo de modelo econdmico nédo € sustentavel, visto que, tanto os recursos naturais, como
as fontes energéticas ndo sdo ilimitadas, podendo esgotar-se rapidamente com o aumento
populacional e aumento da procura, além das consequéncias negativas ao nivel do meio
ambiente. Estas desvantagens tornam, portanto, a economia linear num modelo nédo viavel.

A economia circular € um conceito estratégico que se baseia na reducdo, reutilizagéo,
recuperacdo e reciclagem de materiais e energia, sendo vista como um conceito base de
promogéo da dissociagao entre o crescimento econémico e 0 aumento no consumo de recursos.

A economia circular ultrapassa o &mbito e foco estrito das a¢des de gestdo de residuos, visando
uma agdo mais ampla, focada na manutencdo do valor de produtos e materiais durante o maior
periodo possivel no ciclo econdémico. Visa assim, o desenvolvimento de novos produtos e
servigos economicamente viaveis e ecologicamente eficientes.

Joana Queirds Correia Marques



Economia Circular na Valorizagdo dos Subprodutos da Indistria Papeleira
FUNDAMENTOS TEORICOS

Cada etapa deste modelo contém principios base especificos. Comegando na fase do design,
esta defende o desenho ou redesenho de produtos mais duradouros e cuja concegédo utilize
menos recursos, sendo projetados para Vvarios ciclos de vida. Na fase da producéo, sdo adotados
processos de produgdo mais limpa, limitando a utilizacdo de substancias toxicas. S&o também
identificadas outras aplicacfes para subprodutos. Na distribuicdo, é importante existir uma
organizacao de logistica para partilha de redes de distribuicdo, escolhas mais sustentaveis de
modos de transporte, bem como a reducdo do embalamento. Uma melhoria da eficiéncia
energética, maximizacdo do tempo Util dos produtos e otimizacdo da reparacdo e reutilizacéo
podem ser alcangadas na fase de utilizagdo. Por Gltimo, a fase de eliminac&o/reentrada no ciclo,
é focada no upcycling (processo de reconversdo de residuos em novos materiais ou produtos de
maior valor acrescentado) ou no downcycling (processo de reconversao de residuos em novos
materiais ou produtos de menor qualidade ou funcionalidade reduzida). As principais fases do
modelo de economia circular encontram-se esquematizadas na Figura 2.3.

A economia circular possibilita, assim, mdltiplas estratégias que podem ser combinadas na
criacdo de valor, nomeadamente: novos modelos de negdcio e desmaterializacéo; design e eco-
concegdo; producdo “limpa” / eco-eficiéncia; extensdo do ciclo de vida; reutilizagéo,
remanufatura e recondicionamento; simbioses industriais (urbanas, locais, regionais) e
valorizacéo de subprodutos e residuos (eco.nomia, 2022).

Matérias-primas

Design
Residuos ) Producio;
Reciclagem
€ Remanufatura
Reparacio; o
p. i ¢ Distribuigio
Reutilizagio
Consumo

Figura 2.3 — Representacéo esquematica do modelo de economia circular.
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2.2.1 Importancia da economia circular na indistria da pasta e papel

A industria da pasta e papel é uma das mais fortes marcas de Portugal no mercado europeu e
no mundo, responsavel por 1,2 % do PIB nacional, cerca de 4,5 % do PIB industrial e 4,3 % de
todas as exportacOes portuguesas de mercadorias. Assume-se, assim, como um dos setores mais
importantes para a economia nacional (CELPA, 2020).

Este setor industrial apresenta problemas ambientais, devido a grande quantidade de residuos
produzidos: aproximadamente 48 ton de residuos por cada 100 ton de pasta produzida. Neste
sentido, surge o interesse por uma das industrias que mais residuos produz a nivel nacional e
na sua potencial reintegracédo no sistema (Oliveira, 2009).

Os residuos solidos produzidos pelas industrias da pasta e papel que utilizam o processo kraft,
tal como apresentados na Figura 2.4, consistem em: residuos resultantes do processamento da
madeira; lamas do tratamento de efluentes (lamas primérias e secundarias), lamas inorganicas
(grits, dregs do licor verde); cinzas, escdrias, poeiras e outros residuos de caldeiras resultantes
da queima de biomassa; residuos da triagem de papel recuperado e da producdo de pasta de
papel a partir de papel recuperado e outros residuos sélidos. Destes, 0os mais significativos séo
as lamas provenientes do tratamento de efluentes (Oliveira, 2009). Esta industria ndo produz
residuos perigosos.

Madeira e descasque de madeira Wl Triagem de papel recuperado e producao de pasta de papel a partir de papel recuperado
Lamas B Cinzas, escérias, poeiras e outros residucs de caldeiras Outros residuos sélidos
1200
1000 —- 1 -
800 —
600 i

400 — —

200 — —

20m 2012 203 2014 2015 2016

]
[=]

2018 2019 2020

Figura 2.4 — Producgéo de residuos sélidos no processo industrial ao longo dos anos. Fonte:
(CELPA, 2020).
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A quantidade e composicao dos residuos gerados apresentam um elevado potencial de poluicdo
ambiental, para as regides vizinhas e, apesar de uma taxa de valorizago relativamente alta, 0s
custos de gestdo associados séo ainda elevados, sendo que a deposi¢gdo em aterro se encontra
cada vez mais regulamentada.

Nos ultimos anos, tém vindo a ser elaborados projetos de valorizacdo interna e externa de
reducdo da producédo de residuos, assim como, trabalhando na sua classificacéo e utilizacéo
como subprodutos, numa oOtica de circularidade. As unidades industriais possuem aterros
préprios controlados e monitorizados, para uma deposicao segura dos residuos e dispde de
mecanismos para a sua separagao por tipo, o que permite o tratamento, reciclagem, reutilizacdo
ou valorizacdo energética de parte dos residuos produzidos, tentando reduzir assim, a
necessidade de deposicao em aterro (CELPA, 2020).

Na Figura 2.5 observam-se os varios destinos dos residuos solidos produzidos ao longo dos
anos.

Aterro Valorizacdo energética M Agricultura e compostagem

Valorizacao por outras industrias B Outros destinos

1050 -
900
-~ B 0 N
s00 -
450 — By B m R B 3
00 m @ = = B
150 — —
o]

20M 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Figura 2.5 — Destino dos residuos solidos produzidos ao longo dos anos. Fonte: (CELPA,
2020).

2.3 Processo kraft

O processo kraft € o mais utilizado na producdo de pastas quimicas, sendo que o papel
produzido a partir destas apresenta maior resisténcia em termos fisico-quimicos. Neste processo
a madeira pode ser introduzida com a casca e, para além disso, contém um ciclo de recuperacgéo
de quimicos. Existem dois ciclos, como esquematizado na Figura 2.6.
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2.3.1 Ciclo da pasta

Este ciclo inicia-se com a rece¢do da madeira na fabrica, onde o principal objetivo é o corte dos
toros em aparas e 0 seu descasque para 0s reagentes quimicos penetrarem melhor. Para um
cozimento melhorado, as aparas sdo crivadas para serem obtidas dimensdes semelhantes
(Carvalho, 1999) (Vakkilainnen e Tran, 2015).

O cozimento tem como objetivo a degradacdo dos constituintes ndo celulésicos da madeira,
principalmente a lenhina. As aparas s&o introduzidas num digestor, sofrendo um cozimento com
licor branco (sulfureto de sddio e hidroxido de s6dio) a condi¢des de pressao e temperatura
elevadas. Aqui, a lenhina € libertada da celulose e dissolvida no licor branco, enquanto as
aparas, ja sem grande parte da lenhina, continuam o trajeto ao longo do digestor. A lenhina
misturada com o licor branco € retirada a meio, designando-se agora por licor negro, dada a cor
escura que apresenta devido a dissolucao de lenhina. Assim que o contetdo de lenhina residual
desejado é alcancado, a pasta € retirada e o ciclo repete-se (Bajpai, 2018) (Bajpai, 2010)
(Vakkilainnen e Tran, 2015).

Ap0s o cozimento, o licor negro resultante segue para um ciclo de recuperacdo, sendo que na
base do digestor é adicionado licor de lavagem frio, circulando em contracorrente em relacdo
as aparas para uma melhor eficiéncia. Esta € uma etapa muito importante, porque caso nao haja
uma boa remoc¢do dos restos de sélidos dissolvidos na pasta, a fase de branqueamento sera
afetada, levando ao aumento dos pregos dos processos da producdo do papel (Bajpai, 2018)
(Bajpai, 2010) (Vakkilainnen e Tran, 2015).

A pasta castanha resultante é entdo branqueada, para que o papel atinja os padrdes de brancura
exigidos. Posteriormente, a pasta € drenada para eliminar a agua em excesso, prensada e seca.
No fim, é cortada e embalada, estando pronta para utilizacao no fabrico de papel (Bajpai, 2018)
(Bajpai, 2010) (Vakkilainnen e Tran, 2015).

2.3.2 Ciclo de recuperacéo do licor negro

O processo de recuperagdo quimica é uma parte complexa e muito importante em termos
ambientais, sendo um componente crucial no processo de pasta, dado que recupera 0s quimicos
usados no licor de cozimento para reutiliza-los, impedindo que sejam descarregados no meio
ambiente.

Os quimicos inorganicos presentes no licor negro fraco sdo recuperados e recirculados para o
processo, sendo que os organicos dissolvidos sdo utilizados como combustivel na producdo de
vapor e eletricidade. O licor negro fraco vindo do digestor € concentrado em evaporadores para
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que possa ser queimado eficazmente na caldeira de recuperacdo, onde tem o papel de
combustivel. A parte inorganica que é formada nesta combustéo, frequentemente designada por
smelt, é dissolvida em &gua, formando o licor verde.

Este é enviado para caustificacdo, resultando hidroxido de sodio da reacdo de carbonato de
calcio com hidréxido de calcio. O carbonato de calcio precipitado, a lama de cal, é separado do
resto através de um clarificador, sofrendo uma calcinacdo de seguida, para poder retornar ao
processo como agente de caustificacdo do licor verde (Reis et al., 2012).

Deste modo, o licor branco é regenerado, contendo grande parte dos reagentes quimicos
utilizados no cozimento, podendo retornar como alimentagéo no digestor.

Madeira
Forno de .
cal 7 Digestor
/ \ \ Pasta
Licor branco Lavagem [~
Tama de cal

Cal
} { \ Licor negro
- fraco
\ Caustificacdo
Evaporadores

k .
Licor verde | Caldeira de .
N Licor negro
Smelt | recuperagao / f
; orte

I

AEU&

Figura 2.6 — Processo kraft. Adaptado de: (Vakkilainnen e Tran, 2015).

2.4 Licor negro

O licor negro é um liquido bastante viscoso, sendo que quanto maior a quantidade de lenhina e
hemiceluloses envolvidas, maior a sua viscosidade, ja que estes dois componentes
correspondem a maior fragdo da composicéo do licor negro (Bajpai, 2015). Obtido a partir do
digestor e lavagem da pasta no processo kraft, apresenta-se como uma solucdo aquosa
constituida por residuos organicos como a lenhina; polissacarideos; &cidos carboxilicos;
extrativos e alguns quimicos usados no processo, estando representado no Quadro 2.1 a
constituicdo tipica de um licor negro kraft. As propriedades quimicas do licor negro estdo
diretamente relacionadas com estes componentes.
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Quadro 2.1 - Compostos tipicos presentes no licor negro kraft (Kevlich et al., 2017).

Composto Solidos totais (%)
Lenhina 25-54
Hemiceluloses parcialmente degradadas 0,1-9
Hemiceluloses bastante degradadas 23-35
(acidos carboxilicos)
Extrativos 0.3-6.7
Inorgdnicos 14-33
Carbonato de sodio 6.6-12.3
Hidroxido de sodio 1.3-24
Tiossulfato de sodio 0,5-4.1
Sulfato de sadio 0,9-83
Cloreto de sodio 0.5
Dhioxido de silicio 0,207

O licor negro é o principal subproduto da industria da pasta e papel, e ndo um residuo, ja que
pode ser recirculado no processo industrial (APA, 2022). No entanto, este pode ser valorizado
de outras formas. Ao ser valorizado um dos componentes do licor negro, o proprio é valorizado,
sendo que o objetivo da presente dissertagdo consiste na valorizagdo da lenhina, através da
aplicacdo das suas nanoparticulas, promovendo assim uma economia circular nesta industria.

Para isto, a lenhina tem de ser isolada do licor negro, constituindo uma fase complexa, devido
a estrutura da lenhina. Deste modo, € importante que 0s processos deste isolamento estejam
incorporados nesta indUstria, para que se torne uma hipotese viavel e industrialmente atrativa.

No que diz respeito aos processos de isolamento da lenhina kraft, o mais utilizado é o
LignoBoost, em que o licor negro é acidificado e sdo formadas particulas de lenhina que podem
ser posteriormente separadas atraveés de filtracdo. O método € iniciado com a diminuicdo do pH
do licor até 9, através da adicao de didxido de carbono. De seguida, este € lavado e filtrado com
uma solucdo de acido sulfdrico de pH aproximadamente 2, precipitando assim a lenhina. A
lama resultante é filtrada novamente e lavada, estando pronta a ser utilizada (Ferreira, 2019).

2.5 Estrutura e composicdo quimica da madeira

A madeira pode ser utilizada como matéria-prima em varios contextos, devido a diversificagdo
da sua estrutura celular. Uma das suas aplicacdes é na producdo de pasta e papel, em que
consoante o tipo de &rvore, a madeira apresentara diferentes caracteristicas e composigdes, que
por sua vez ira afetar a qualidade e caracteristicas da pasta obtida no final (Lisboa, 2008).
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No setor de producdo da pasta e papel, as fibras frequentemente utilizadas provém de arvores
designadas por Gimnospérmicas e Angiospérmicas Dicotiledoneas, cujo nome também podera
ser resinosas (ou softwoods) e folhosas (ou hardwoods), respetivamente. As fibras das resinosas
séo apelidadas de fibras longas e as das folhosas de fibras curtas. Cada um destes tipos de fibras
fornece caracteristicas diferentes ao papel, sendo que o das longas apresenta uma maior
resisténcia mecanica, apesar de uma menor aptidao a impresséo e suavidade.

A espécie de arvore folhosa E. globulus, do género Eucalyptus é a principal matéria-prima nesta
industria a nivel nacional. A madeira da espécie E. globulus possui elevadas propriedades em
termos de papel, gracas a qualidade e quantidade de fibras no seu tronco. Na Figura 2.7
apresenta-se a sec¢do transversal de um tronco de uma arvore, em que se podem observar seis
tipos de componentes: medula, cerne, borne, cdmbio, floema e ritidoma (Ferreira, 2000).

Borne

Ritidoma Floema Cambio

Figura 2.7 — Secgdo transversal de um tronco de arvore com os seus diversos tecidos.
Adaptado de: (Burger e Richter, 1991).

Os constituintes da madeira estdo divididos por compostos de baixo peso molecular e elevado
peso molecular. Os compostos de baixo peso molecular sdo substancias organicas (extrativos)
e inorganicas (cinzas), e dos compostos de elevado peso molecular fazem parte os
polissacarideos (hemiceluloses e celulose) e a lenhina (Carvalho, 1999) (Ferreira, 2000). O
Quadro 2.2 mostra a composicao quimica da madeira das espécies folhosas, resinosas e da E.
globulus, com o objetivo de analisar as suas diferencas, sendo que as caracteristicas da E.
globulus sdo de maior interesse para este trabalho.
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Quadro 2.2 - Composi¢do quimica da madeira das espécies folhosas, resinosas e da E.
globulus (Pereira, 1988).

Componente Folhosas Resinosas E. globulus
(% m/m) (%% m/m) (% m/m)
Celulose 42-49 41-46 47-58
Hemiceluloses 23-34 25-32 14-22
Lenhina 20-26 26-31 20-24
Extrativos 3-8 10-25 1-3
Cinzas 0,2-0,8 0,2-0.4 0,3-1

Os compostos de baixo peso molecular incluem organicos e inorganicos, cuja quantidade
depende da localizagdo na parede celular, idade, origem e espécie. A quantidade de compostos
organicos é determinada com base na sua solubilidade em solventes orgénicos, dai serem
denominados de extrativos. As pastas com maior teor destes compostos apresentam baixos
rendimentos, apresentando a caracteristica de serem sollveis em licores e exigirem um maior
consumo de reagentes. Quanto aos compostos inorganicos, estes normalmente sao designados
por “cinzas” e constituem apenas 1% da madeira. Os sulfatos, fosfatos, oxalatos, carbonatos,
silicatos de célcio, potassio e magnésio fazem parte destes (Carvalho, 1999).

A celulose constitui a estrutura elementar das células das plantas e, para além de ser o
componente natural mais importante em todas as plantas, € também o que se apresenta em maior
guantidade na madeira (Lisboa, 2008). A celulose é um homopolimero linear e ndo ramificado,
sendo que o seu grau de cristalinidade influencia as propriedades quimicas e fisicas das fibras,
e por sua vez, a pasta e o papel resultante (Carvalho, 1999) (Ferreira, 2000).

As hemiceluloses pertencem aos componentes estruturais das paredes das células das plantas,
onde sdo associadas a proteinas e compostos fendlicos. As hemiceluloses sdo macromoléculas
que tém funcdo de controlo da agregacdo da celulose. Estas estdo ligadas entre si através de
ligacBes glicosidicas, diferenciando-se da celulose devido as suas unidades, a sua estrutura
amorfa e cadeias curtas normalmente ramificadas (Carvalho, 1999).

Por ultimo, o composto de elevado peso molecular de maior interesse para a presente
dissertacdo é a lenhina e, como tal, no tépico seguinte serdo abordadas especificamente as suas
caracteristicas, tipos e formas de valorizacéo.
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2.6 Lenhina

A lenhina, a seguir a celulose é o componente mais importante e abundante das plantas. Confere
rigidez aos tecidos das plantas, protegendo-as de ataques quimicos ou bacterianos; transporta
agua e minerais e é responsavel pela coesdo das fibras na madeira. A sua composic¢ao na madeira
pode variar entre 20-40% dependendo da espécie, tipo e principalmente do processo de
extracdo. A lenhina é considerada uma macromolécula altamente ramificada, amorfa,
parcialmente hidrofébica, com um elevado peso molecular e uma estrutura tridimensional
complexa, ainda por clarificar na sua totalidade. Ndo obstante, a lenhina consiste em unidades
provenientes do fenilpropano, que estabelecem entre si ligacBes covalentes de forma
aparentemente aleatdria e complexa, ou seja, resulta da polimerizacao de trés precursores: p-
alcool cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico, cuja representacdo esquematica se
encontra representada na Figura 2.8 (Simdes, 2021).

¥ CH,OH GH,0H GH,OH
BCH ﬁH |C.H
|
o CH TH (l: H
2 1 - o
6.~ 2 2 N
<[| ] 3 |\ A = [ ,_-_-;]
4 [ OCH, H,CO T OCH,
OH OH OH
p-Alcool cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Figura 2.8 — Precursores da lenhina. Adaptado de: (Lisboa, 2008).

A composi¢do quimica da lenhina varia consoante a espécie; o tecido dentro da mesma espécie;
localizacdo na parede celular e idade das células, apresentando diferentes proporcfes de
unidades cumarila (p-alcool cumarilico), guaiacila (alcool coniferilico) e siringila (alcool
sinapilico). A natureza destes mondmeros e a combinagdo entre eles resulta numa grande
variedade de grupos funcionais, possibilitando diferentes desenvolvimentos de tecnologias para
aproveitamento da lenhina (Simdes, 2021).

Apesar da sua natural abundancia, a lenhina faz parte de um dos subprodutos da industria da
pasta e papel, sendo que todos os anos, cerca de 50 milhdes de toneladas de lenhina sdo geradas
nesta industria. No entanto, a maioria € descartada como residuo ou usada como combustivel
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para produzir calor e eletricidade, causando problemas ambientais e desperdicio de recursos.
Apenas 2% da lenhina produzida é isolada e efetivamente usada em diversos produtos de valor
acrescentado. Teoricamente, a lenhina deveria ser considerada uma grande fonte de matéria-
prima para varios materiais e utilizada em diversos campos, devido a sua aromaticidade, grupos
funcionais reativos, excelente resisténcia a oxidagdo e radiacdo UV, elevada estabilidade
térmica, biodegradabilidade e baixos custos. Porém, apenas uma pequena porcao é utilizada,
devido a grande complexidade da sua estrutura molecular; complexidade do seu isolamento,
purificacdo, modificagdes quimicas e caracterizacdo, o que resulta numa maior dificuldade da
sua aplicagdo em produtos de valor acrescentado. De qualquer maneira, € imperativo a
investigacdo de novos métodos e aplica¢fes da lenhina recuperada dos licores da indUstria de
pasta e papel, visto que proporciona beneficios ambientais e econdmicos (Tang et al., 2020).

Diferentes processos de separacao/extracdo ddo origem a lenhinas com diferentes propriedades,
tais como solubilidade; peso molecular e grupos funcionais, que, por sua vez irdo afetar a
preparacdo e a aplicacdo de nanoparticulas. Atualmente, existem cinco tratamentos para
separacdo da lenhina: sulfito; kraft; organossolve; soda e hidrdlise enzimatica. As lenhinas
industriais kraft, soda e lenhinho-sulfonatos sdo produzidas em grandes escalas comerciais a
partir dos métodos LignoBoost, LignoForce e Howard. J& as lenhinas organossolve e de
hidrélise apenas sdo produzidas em pequenas escalas laboratoriais (Tang et al., 2020). De
seguida descrevem-se os diferentes tipos de lenhina; as suas principais propriedades e as
diversas formas de valorizacdo, sendo que estas informacgdes se encontram resumidas no
Quadro 2.3.

2.6.1 Tipos de lenhina

a) Lenhina Soda

A lenhina soda é produzida a partir do processo de pasta soda, normalmente usado no
tratamento de plantas herbaceas como a palha de trigo, o bagaco da cana-de-agucar e o linho.
Este processo consiste na adicdo de uma solucéo aquosa de hidroxido de sédio de 13-16 (%
m/m) e antraquinona (como catalisador), a temperaturas de 140-170 °C. O peso molecular da
lenhina obtida varia entre 1000 e 3000 g/mol. A lenhina soda possui um grande contetdo de
acido carboxilico, o que dificulta a sua recuperacéo através de centrifugacéo ou filtragdo. Por
outro lado, esta ndo contém azoto na sua composicdo, 0 que € vantajoso para aplicacdes em
produtos de valor acrescentado, como bioplasticos ou compostos (Tang et al., 2020).
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b) Lenhina de hidrdlise

A lenhina de hidrolise é obtida a partir de um processo de hidrélise, em que celulases e
hemicelulases degradam a celulose e a hemicelulose na biomassa, deixando a lenhina como um
residuo solido insollvel. Tem as vantagens de ndo produzir efeitos prejudiciais ao ambiente e
ser de baixo custo. Os produtos de lenhina obtidos apresentam baixa solubilidade em agua e em
alguns solventes organicos, no entanto é a lenhina que apresenta a estrutura mais idéntica a
nativa. A lenhina de hidrolise pode ser aplicada industrialmente como dispersantes,
aglutinantes, adsorventes e para producao de diversos quimicos (Tang et al., 2020).

c) Lenhina Organossolve

A lenhina organossolve é obtida por tratamento da biomassa usando solventes organicos como
agentes de deslenhificagéo. Neste processo, os solventes mais usados (acetona, etanol, metanol,
THF, dioxano, etilenoglicol e &cidos organicos) sdao misturados com agua, a temperaturas de
170-190°C. A lenhina formada tem o menor peso molecular comparada com 0s outros tipos de
lenhinas; € livre de azoto e a estrutura nativa da lenhina € preservada. No entanto, a lenhina
organossolve € dificil de produzir em larga escala, visto que provoca a corrosao do equipamento
e, para além disso, envolve custos maiores em termos de solventes (Tang et al., 2020).

d) Lenhino-sulfonatos

Os lenhinho-sulfonatos séo obtidos a partir do processo de pasta ao sulfito, que envolve reagoes
entre lenhina e sais de sulfito ou acidos sulfurosos com sédio, magnésio ou célcio como contra-
ifes, a 120-180 °C, em condicdes de pH neutro, acido ou basico, por 1-5 horas. A adicdo de
grupos hidrofilicos como os carboxilicos e fen6licos aumentam imenso a solubilidade em &gua.
Para além disso, esta lenhina contém grupos hidrofébicos, portanto, é considerada um surfatante
anionico. Devido a sua solubilidade favoravel e alguma atividade superficial, tem vindo a ser
utilizada em diversos campos comerciais como dispersante, podendo assim ser utilizada como
fonte de matéria-prima. Por outro lado, tem as desvantagens da alteracéo da estrutura da lenhina
e a baixa pureza ap0s isolamento, com grande quantidade de cinzas (Tang et al., 2020).

16
Joana Queirds Correia Marques



Economia Circular na Valorizagdo dos Subprodutos da Indistria Papeleira
FUNDAMENTOS TEORICOS

e) Lenhina Kraft

A lenhina kraft é obtida a partir do processo de pasta kraft, pelo qual aproximadamente 85%
da lenhina industrial é produzida. Este processo realiza-se em condicGes de pH e temperatura
elevados. Primeiro, a lenhina é tratada com hidroxido de sédio e sulfureto de sodio, a
temperaturas por volta dos 170 °C e valores de pH de 13-14, permitindo a sua solubilizacéo.
Depois, a lenhina é separada da solugéo alcalina por precipitacao acida, até valores de pH de 5-
7,5. A lenhina kraft exibe uma grande pureza, no entanto apresenta uma fraca solubilidade em
agua, sendo apenas dissolvida sob condicdes alcalinas, 0 que a torna num material inativo, salvo
se quimicamente modificada. Atualmente, esta lenhina é usada em varios dispersantes
industriais e como biocombustiveis e bioquimicos (Tang et al., 2020).

A tecnologia LignoBoost foi desenvolvida para isolar lenhina de melhor qualidade a partir do
licor negro. Este processo tem a vantagem de produzir lenhina de alta pureza, no entanto, o grau
de contaminacédo depende das condicdes utilizadas no processo de producédo (Pavaneli, 2020).

2.6.2 Valorizagdo dalenhina

a) Lenhina como fonte de combustivel

Devido a sua complexidade, a lenhina necessita de ser despolimerizada, através de métodos
enzimaticos, térmicos ou de degradacdo catalitica, para promover o seu potencial quimico total
(Chuck et al., 2013). Assim, permitird a sua utilizagdo como combustivel, aditivos de
combustivel ou precursores quimicos. A indlstria da pasta e papel utiliza a lenhina como fonte
de combustivel, através da combustdo do licor produzido, para produzir eletricidade. No
entanto, esta combustdo gera também grandes quantidades de carbono, por isso, como
alternativa mais sustentavel, a lenhina podera ser convertida em combustivel a partir de
gaseificacdo, gerando syngas, ou pir6lise (Namane, 2016) (Ralph et al., 2007).

b) Lenhina como adsorvente de quimicos

Recentemente, a remocdo de poluentes tem vindo a ser uma das principais discussdes no
controlo dos impactes ambientais. A lenhina em estado bruto tem vindo a ser utilizada, com
sucesso, como um adsorvente de metais pesados (Guo et al., 2008a). Esta contém sitios ativos
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de adsorcdo, contendo grupos fendlicos e grupos carboxilicos, sendo que o primeiro tem uma
grande afinidade para i6es metélicos (Guo et al., 2008b).

c) Lenhina como fonte de materiais

A lenhina pode ser valorizada ao ser aplicada em diversos materiais, tais como um reforco de
materiais de borracha, devido a sua baixa densidade. Num estudo, a lenhina foi modificada em
nanoparticulas, e a co-precipitacdo destas e latex resultou, com sucesso, na preparacdo de
nanocompostos de lenhina/borracha (Setua et al., 2004).

Outros exemplos sdo a aplicacdo da lenhina em termoplésticos e a sua conversdo em fibras de
carbono, este ultimo através de reagdes térmicas, de hidrogendlise, etc. (Gosselink et al., 2004).

d) Lenhina como fonte de carvéao ativado

O carvdo ativado é considerado o adsorvente mais antigo, devido a sua estrutura bastante
porosa, possuindo uma grande area superficial interna. Como adsorvente, o carvao ativado tem
sido usado, maioritariamente, na remoc¢éo de diversos contaminantes organicos e inorganicos
(Mouréo et al., 2006).

A lenhina é um excelente precursor do carvao ativado, visto que esta é a maior fonte de
formacdo de carvdo durante o processo de producdo de carvdo ativado. E conhecido que o
desenvolvimento e ampliacdo de microporos no carvao ativado é favorecido com a utilizacao
de lenhina (Rodriguez-Mirasol et al., 1993).

No Quadro 2.3 abaixo representado, as abreviaturas para as lenhinas correspondem a: LS -
Lenhina soda; LK — Lenhina Kraft; LH — Lenhina da hidrélise; LOS — Lenhina organossolve;
L-S — Lenhino-sulfonatos.
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Quadro 2.3 - Tipos de lenhinas técnicas, caracteristicas e respetivas aplica¢fes (Tang et al.,
2020) (Ferreira, 2019) (Simoes, 2021).

Tipo de lenhina*
Parametro LS LK LH LOS L-S
Nivel de Muito alto Alto Baixo Alto Médio
pureza
Solubilidade Solventes Solventes Parcialmente  Solventes Agua
alcalinos organicose  emsolventes  orgénicos
alcalinos organicos
Humidade (%) 2,5-5 3-6 4-9 7,5 5,8
Cinzas (%) 0,7-2,3 0,5-3,0 1,0-3,0 1,7 4,0-9,3
Hidratos de 1,5-3,0 1,0-2,3 10,0-22,4 1-3 -
carbono (%)

Azoto (%) 0,2 0,05 0,5-14 0-0,3 0,02
Enxofre (%) 0 1,0-3,0 0-1,0 0 3,5-8,0
2eso molecular ~ 1000-3000 1500-5000 5000-10000 500-5000  1000-50000

(g/mol)
Vantagens Né&o contém Grande Produz Grande Boa
azoto; grande pureza lenhina com pureza; solubilidade
pureza estrutura baixa em agua
idéntica a quantidade
nativa; baixo de azoto;
custo; sem preserva a
prejuizos estrutura
ambientais nativa da
lenhina
Desvantagens Dificil de Solubilidade  Solubilidade Dificil de  Alteracdo da
recuperar fraca muito fraca produzir estrutura da
através de em larga lenhina;
centrifugagéo escala baixa pureza
ou filtracdo apos
isolamento
Aplicacdes Fibras de Betume; Energia; Carvéo Refinaria;
carbono; refinaria; refinaria ativado; aditivos de
vanilina; aditivos de resinas cimento
derivados do cimento; fendlicas;
fenol biofuel; fibras de
carvéo carbono;
ativado; vaniling;
resinas derivados
fendlicas; do fenol
fibras de
carbono;
vanilina;
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2.6.3 Nanoparticulas de lenhina

Nanoparticulas sdo definidas como particulas de qualquer forma, que apresentem diametros até
100 nm, podendo ser estendido para particulas até 500 nm que apresentem propriedades que as
diferenciem do material macroscopico. Podem ser compostas por materiais biodegradaveis ou
ndo, com variacdo de tamanhos dependente do material de origem e do método de obtencéo
(Vertetal., 2012).

O desenvolvimento de nanoparticulas a partir da lenhina é uma alternativa que tem vindo a ser
alvo de varios estudos recentemente. A aplicacdo destas particulas em escala nano apresentam
vantagens em relagdo a utilizagdo apenas da lenhina em varios campos, nomeadamente:
protecdo UV; pesticidas; fertilizantes; produtos farmacéuticos; adsorcdo de metais pesados;
atividades antioxidantes e antibacterianas; etc. (Figueiredo et al., 2018).

Como referido anteriormente, a valorizacao da lenhina constitui um desafio na inddstria, devido
a sua variabilidade, heterogeneidade, cor e baixa reatividade. Desta forma, a sua producéo em
escala nano contribui para uniformizar a forma e as dimensdes das particulas, a partir da
formagéo controlada de agregados macromoleculares com dispersdo de tamanhos definida,
controlando assim uma das variaveis que limita a aplicacdo industrial da lenhina como matéria-
prima.

Assim, a producdo de nanoparticulas de lenhina a partir de um subproduto abundante na
industria papeleira (licor negro) é um exemplo de promoc¢édo da economia circular, de forma a
proporcionar a viabilidade técnica e econdmica da lenhina. A compreensdo dos processos de
formacdo das nanoparticulas, a sua caracterizacdo e a aplicacao pratica dos produtos fornecem
informacBes importantes para a substituicdo gradual de matérias-primas fosseis por fontes
renovaveis.
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3 Estado da arte

3.1 Métodos de preparacao de nanoparticulas de lenhina

Estudos recentes sobre nanoparticulas de lenhina comprovam a sua preparacao a partir de varios
métodos: self-assembly; troca de solvente através de membranas de dialise; precipitagdo acida;
polimerizacgdo; ultrassom; reticulacdo e precipitacdo na presenca de CO, como anti-solvente.

3.1.1 Método Self-assembly

O método de self-assembly baseia-se na auto-associacao dos constituintes da lenhina, formando
espontaneamente estruturas organizadas. As estratégias para a sua utilizacdo geralmente
envolvem mudancas nas propriedades hidrofébicas da lenhina, resultado de alteracGes fisicas
ou quimicas, como mudancas de temperatura, de forca idnica ou o uso de anti-solventes, o que
leva & agregacdo da lenhina. A medida que um solvente no qual a lenhina ndo se dissolve
(normalmente &gua) € adicionado a uma solucéo de lenhina, a hidrofobicidade das particulas de
lenhina aumenta, devido ao fortalecimento das interacdes moleculares, resultando numa maior
agregacdo e, reduzindo assim, o tamanho das particulas para a escala nano. Na literatura séo
encontrados diferentes tipos de preparacdes via self-assembly, originando nanoparticulas com
diferentes caracteristicas.

Segundo (Qian et al., 2014a), o método self-assembly foi usado para produzir esferas coloidais
uniformes a partir de lenhina alcalina quimicamente modificada por acetilacdo. Apds a
acetilacdo, a lenhina foi dissolvida em THF (Tetrahidrofurano), e comprovou-se que as esferas
coloidais foram obtidas a partir da gradual associacdo hidrofobica das moléculas da lenhina
acetilada, induzida pela adicdo continua de &gua a solucdo. O processo de agregacdo das
moléculas teve inicio quando foi atingido o valor de 44% de volume de agua para uma
concentracdo de lenhina em THF de 1,0 mg/mL, tendo terminado aquando de um volume de
agua de 67%. Esferas com diametros de 110 nm foram obtidas apds evaporagdo rotativa para
eliminar o excesso de THF. (Qian et al., 2015), comprovaram também que, com o método self-
assembly, micelas invertidas de lenhina com diametros de 120 nm foram facilmente sintetizadas
quando a adicdo gradual de ciclohexano atingiu os 7% em volume numa solugdo com
concentragdo de 1 mg/mL de lenhina alcalina em dioxano. Estas foram posteriormente
separadas recorrendo a vacuo. O esquema deste processo esta representado na Figura 3.1
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Figura 3.1 — Preparacéo de nanoparticulas de lenhina via self-assembly com a adicao de
ciclohexano. Adaptado de: (Qian et al., 2015).

(Richter et al., 2016), prepararam, via self-assembly, nanoparticulas de lenhina estaveis e com
diametros uniformes de 80 nm, a partir de uma solucdo de lenhina organossolve em acetona,
com concentracdo de 5 mg/mL. A 1 mL desta solucdo foi adicionada gota-a-gota 9,2 mL de
agua, 0 que causou a sobressaturacao da lenhina, resultando na fase de separacdo da lenhina na
forma de nanoparticulas esféricas.

Com o intuito de analisar o efeito que o pH na separacdo da lenhina do licor negro, tem no
tamanho e morfologia das nanoparticulas, (Yan et al., 2020) reportaram um método self-
assembly de facil execucdo. Foram preparadas trés amostras de lenhina kraft com pH de 6, 4 e
2 pela adicédo de acido sulfurico ao licor negro. Posteriormente, foi acrescentado THF, de modo
gue a concentracdo das solucgdes fosse de 2 mg/mL. De seguida, adicionou-se dgua ultrapura a
uma velocidade de 3 mL/min, de modo a formar nanoparticulas esféricas de cada tipo de
lenhina. No fim, as suspensfes de nanoparticulas foram colocadas em membranas de dialise e
imersas em agua destilada (substituida periodicamente), para remover o excesso de THF. Os
resultados mostraram que com menores valores de pH, se observa uma diminuicdo do tamanho
das nanoparticulas, com diametros de aproximadamente 630 nm, 333 nm e 114 nm da amostra
mais alcalina para a mais acida, respetivamente. Quanto a morfologia, as amostras com pH 6 e
4 mostraram configuracdes esféricas ocas, mas na amostra de pH 2 visualizaram-se
configuracBes esféricas sélidas. Isto é causado pela diminuicdo do contetdo fendlico, pelas
grandes interagdes 7 - & entre as particulas e relagdes hidrofobicas.

Quanto a lenhinho-sulfonatos, foram realizados alguns estudos de preparacéo de nanoparticulas
a partir deste tipo de lenhina, no entanto, devido as suas grandes propriedades hidrofilicas, é
dificil formar estruturas com morfologia normal. Deste modo, (Tang et al., 2017) propuseram
um método self-assembly para tentar eliminar este inconveniente, em que foi adicionado o
surfatante cationico CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) com o intuito de causar
modificagdes hidrofobicas nas moléculas de lenhina. Isso acontece, porque como as moléculas
deste tipo de lenhina sdo carregadas negativamente, o CTAB ira fixar-se a sua superficie através
de atragOes eletrostaticas, formando uma “barreira”, e aumentando assim as propriedades
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hidrofébicas. O método consistiu em adicionar uma solucdo de lenhinho-sulfonatos a uma
solugéo de CTAB. De seguida, a solugéo foi dissolvida em etanol para preparar solucdes de 1
mg/mL, e posteriormente foi adicionada agua a uma taxa de 20 pL/s até o volume desta na
solucdo atingir os 90 %. Os resultados mostraram nanoesferas coloidais de diametros
aproximadamente de 500 nm. Um esquema deste processo esta representado na Figura 3.2.

.-'\gua
& =
|
Self-assembly
| ————
Solugdo de lenhina’ Nanoesfera: de
CTAE em etanol lenhina dispersas

Figura 3.2 - Preparacédo de nanoparticulas de lenhina via self-assembly com a adi¢&o de &gua.
Adaptado de: (Tang et al., 2017).

3.1.2 Meétodo de troca de solvente com recurso a membranas de didlise

Os métodos que envolvem a troca de solvente através de didlise caracterizam-se pela sua
simplicidade e pela ndo utilizacdo de demasiados quimicos. Estes consistem na introducdo da
solucdo numa membrana de dialise imersa em &gua e na substituicdo gradual do solvente onde
a lenhina esta dissolvida, pela &gua em excesso que rodeia a membrana, dando origem a auto-
agregacdo das moléculas da lenhina, formando nanoparticulas dispersas em agua. Isto ocorre
porque o solvente (solivel em &gua) ird misturar-se com a 4gua e a lenhina, como € hidrofobica,
ird apenas ficar dispersa na agua.

(Lievonen et al., 2016) prepararam nanoparticulas esféricas, a partir de um processo que
consistiu em dissolver lenhina kraft em THF com varias concentragdes (0,1; 1; 2; 5e 10 mg/ml),
para analisar a influéncia no tamanho das particulas. De seguida, as soluc¢des foram filtradas e
introduzidas em membranas de dialise, que foram imersas em &agua destilada (substituida
periodicamente durante 24 horas). As nanoparticulas foram formadas durante o processo de
diélise, com didmetros na gama dos 200-500 nm, apresentando 0 minimo para a concentracao
de 1 mg/mL e o maximo para 5 mg/mL. Esta preparacdo esta esquematizada na Figura 3.3.
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(Lintinen et al., 2016) sintetizaram nanoparticulas com propriedades metalicas a partir de
lenhina kraft, onde foram preparadas solucdes de Fe(OiPr)s em THF, Fe(OiPr), em THF e
solucBes de lenhina em THF. Estas solugdes foram misturadas segundo varias proporcoes e,
apos reacgdes de hidrdlise, colocadas numa membrana de diélise e imersas em agua para a troca
de solvente. Foram obtidas nanoparticulas sélidas com propriedades metalicas e com didmetros
na gama dos 10-30 nm, e outras de forma esférica com didmetros na ordem dos 50-400 nm.

Outros estudos de sintese de nanoparticulas de lenhina recorrendo a troca de solvente atraves
de dialise com agua foram elaborados por (Figueiredo et al., 2017) e por (Zikeli et al., 2019).
Neste Gltimo, as nanoparticulas formadas serviram para um tratamento na superficie de
madeira, usando uma técnica de revestimento por imersao.

Troca de solvente Nanoparticulas de
atraveés de lenhina formadas
membrana de numa dispersao
dialise aquosa
—-rvt-f S
KA

Particulas

de lenhina
dispersas
em dgua

Lenhina
dissolvida THF em

Agua 3
= em THF agua

Figura 3.3 — Preparacédo de nanoparticulas de lenhina por de troca de solvente através de
membranas de dialise. Adaptado de: (Lievonen et al., 2016).

3.1.3 Meétodo de precipitacdo acida

Os métodos de precipitacdo acida consistem na mudanca do pH da solucéo inicial para valores
mais baixos, 0 que provoca a precipitacdo das nanoparticulas.

O tamanho das particulas € influenciado pela concentracéo inicial da lenhina, pelo tipo de
solvente utilizado, pela velocidade de adicdo de acido e pelo tipo de &cido a ser utilizado, como
concluido por (Frangville et al., 2012). Aqui, foram levados a cabo dois procedimentos de
precipitacdo &cida com diferentes caracteristicas. No primeiro, a uma solucdo de lenhina
alcalina em etilenoglicol, foi adicionado acido cloridrico (0,025 M) a uma velocidade de 0,04
mL/min e a solugdo foi sujeita a dialise durante trés dias. Esta preparacdo deu origem a
nanoparticulas estaveis com diametros de 100 nm para as condi¢6es Otimas de preparacéo. No
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segundo procedimento, uma solugéo de lenhina alcalina dissolvida numa solucdo aquosa de pH
11,44, com a concentragdo de 83 mg/mL foi colocada em contacto com &cido nitrico (0,025 M)
até um pH de 1,97. Isto levou a precipitacdo de nanoparticulas de lenhina, com uma média de
tamanhos de 86 nm.

Outros estudos foram realizados segundo metodologias similares a de (Frangville et al., 2012)
com base na precipitacdo acida, introduzindo outras variaveis a sua preparacao, como a adi¢do
de um surfatante, ilustrado na Figura 3.4 (Pang et al., 2017).

[
pH 11 ! pH 2.5
Lenhina 1“_;‘;_"  Self-assembly Acidificacio * ¢
S — 5 — ~_ G~
beo
Surfatante * ’

-

Micela de lenhina misturada Nanoparticula de lenhina
com surfatante

Figura 3.4 — Preparacdo de nanoparticulas de lenhina por precipitacdo &cida. Adaptado de:
(Pang et al., 2017).

O mesmo procedimento, elaborado por (Rahman et al., 2018), foi aplicado com diferentes
solventes: agua; etilenoglicol e 6leo de castor, a partir dos quais se obtiveram nanoparticulas
esféricas de lenhina, com tamanhos de aproximadamente 100 nm; 20-30 nm e 15-20 nm,
respetivamente. A lenhina de palha de arroz foi dissolvida em cada um dos solventes, na
concentracdo de 20 % (m/m). De seguida, 20 mL de &cido cloridrico (1 M) foi adicionado
lentamente a mistura numa atmosfera de azoto, tendo permanecido sob agitacdo durante 4
horas, a 50 °C. No fim, as nanoparticulas sintetizadas foram lavadas com agua e etanol até o
pH de 7 ser atingido.

3.1.4 Método de polimerizagéo

Os métodos de polimerizacgdo, ao contrario dos métodos ja referidos neste capitulo, apresentam
uma dificil execugdo, em que sdo envolvidos muitos quimicos, pelo que ndo sdo métodos muito
vantajosos. Os métodos de polimerizagdo consistem na ligacdo de monomeros através de
reacOes quimicas que levam a formacéo de polimeros.
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No estudo apresentado por (Barakat et al., 2007), foram sintetizadas nanoparticulas de
didmetros aproximadamente entre 25-70 nm, a partir de um polimero sintético da lenhina, o
“arabinoxylan dehydrogenation polymer”. Neste processo foram polimerizados élcool
coniferilico e alcool sinapilico (precursores da lenhina) na presenca de heteroxilanas para
preparar as nanoparticulas do “arabinoxylan dehydrogenation polymer”.

(Qian et al., 2014b), desenvolveram um método de polimerizacdo, no qual foram obtidas
nanoparticulas com didmetros entre os 237 nm e 0s 404 nm. O método consistiu em modificar
qguimicamente a lenhina alcalina através da polimerizacao radicalar por transferéncia de atomos,
ao inserir 2-(dietil-amino)etil metacrilato na lenhina, por diversas reacdes quimicas.

3.1.5 Meétodo de ultrassom

Apesar das desvantagens que grandes distribui¢es de tamanhos de nanoparticulas acarretam,
0 método de ultrassom, assim como outros tratamentos mecanicos, continuam a ser dos mais
utilizados para reduzir o tamanho das particulas para a escala nano, devido a sua simplicidade.

Um exemplo de preparacdo de nanoparticulas de lenhina por ultrassom foi apresentado por
(Gilca et al., 2015), onde foi utilizado dois tipos de lenhina: lenhina de palha de trigo e lenhina
obtida a partir de relva. Suspensdes aquosas com concentracdo de lenhina de 0,7% foram
sonicadas por 60 minutos, a uma poténcia de 600 W, até a obtencdo de uma dispersao
homogénea de particulas em escala nano. Depois de secagem, observaram-se particulas com
tamanhos entre os 10-50 nm, apesar de apresentarem morfologias ligeiramente irregulares.

Uma tentativa de melhoramento das propriedades de protetores solares foi apresentada por
(Zhou et al., 2020), ao prepararam nanocapsulas de lenhina incorporada em dopamina, a partir
de um procedimento experimental que se baseou, inicialmente, na sua dissolu¢cdo numa solugéo
alcalina até uma concentragcdo de 10 % (m/m). Uma mistura de metoxicinamato de octilo
(OMC) com avobenzona (BMDM) e polisorbato 80 foram adicionados a solucao e esta mistura
foi sonicada por 3 minutos, a uma poténcia de 600 W. As nanocapsulas esféricas, com diametros
na gama dos 180-243 nm, foram obtidas apds 30 minutos de centrifugacéo e 3 lavagens.

3.1.6 Método de reticulacao

Os métodos de reticulacdo ocorrem quando cadeias poliméricas lineares ou ramificadas séo
interligadas por ligagdes covalentes, ou seja, ligacdes entre moléculas lineares que produzem
polimeros tridimensionais com alta massa molar.
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(Yiamsawas et al., 2014), desenvolveu um processo de reticulagdo para preparacdo de
nanoparticulas de lenhina com lenhina alcalina e lenhinho-sulfonatos. O método consistiu em
dissolver, previamente, a lenhina em solu¢bes aquosas de cloreto de sodio, sendo
posteriormente misturada com ciclohexano que continha o surfatante polirricinoleato de
poliglicerol (PGPR). Seguiu-se uma etapa de sonicacéo, e a reacdo de reticulagdo ocorreu ao
adicionar, gota-a-gota, uma solucéo de diisocianato de tolueno (TDI) em ciclohexano. Depois
da emulsdo preparada ter repousado durante a noite, a temperatura ambiente, as nanocépsulas
de lenhina foram formadas com sucesso. As particulas de formas ocas e irregulares obtidas por
este processo apresentaram tamanhos de 150-200 nm, tanto para a lenhina alcalina, como para
lenhinho-sulfonatos.

Outra perspetiva de reticulacdo encontra-se descrita no estudo realizado por (Li et al., 2015),
em que o0 agente de reticulacdo neste caso foi epicloridrina. Para a sintese de esferas com
tamanho aproximado de 20,7 nm, comegou-se por misturar 5 mL de uma solu¢édo de lenhino-
sulfonatos com concentracdo de 10 mg/mL, 1 mL de epicloridrina e 20 mL de hidréxido de
sodio (0,2 M) numa solucéo de alginato de sédio (NaCHQO) com concentracédo de 2,0 % (m/v).
A mistura foi agitada durante 12 horas, a 60 °C. Depois da reacdo de reticulacéo ter terminado,
a mistura foi envolvida numa solucéo de cloreto de calcio (0,1 M), a 80 °C, para congelamento
total das esferas, durante a noite. Por fim, as nanoparticulas de lenhina esféricas foram obtidas
através de filtracdo, lavagem e secagem. A preparacao esta esquematizada na Figura 3.5.

/), - Epicloridrina

NaCHO .: Ca?+ e A
_ [
Vv\A L A Aav D
Reticulagdo Solidificagao L@
Lenhino-sulfonatos

Figura 3.5 — Exemplo de preparacdo de nanoparticulas de lenhina por reticulacdo. Adaptado
de: (Lietal., 2015).

3.1.7 Meétodo baseado em CO,como anti-solvente

A utilizacdo de CO2 como um anti-solvente para produzir nanoparticulas tem atraido especial
interesse, devido as suas vantagens, como a sua abundancia; baixo custo; ndo é toxico; nédo é
inflamavel e ndo apresenta grande solubilidade para macromoléculas (Beisl et al., 2017). Um
esquema deste processo encontra-se na Figura 3.6 abaixo representada.
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Figura 3.6 — Preparacdo de nanoparticulas de lenhina por precipitacdo na presenca de CO>
como anti-solvente. Adaptado de: (Beisl et al., 2017).

No estudo desenvolvido por (Lu, et al., 2012), o procedimento experimental iniciou-se com o
preenchimento da cdmara de precipitagdo com CO; a um caudal de 8,0 kg/h, para uma presséo
de 30 MPa, a 35 °C. Lenhina organossolve foi totalmente dissolvida em acetona, tendo esta
alcancado uma concentracdo de 0,5 mg/mL. De seguida, a solucdo foi introduzida na camara
através de uma bomba peristaltica, a uma velocidade de 6,5 mL/min. Quando a solucdo foi
totalmente introduzida na cadmara de precipitacdo, a bomba peristaltica foi parada. O CO;
continuou a ser injetado para dentro da camara por mais 30 minutos para remover totalmente
0s residuos organicos do solvente. Finalmente, quando a pressdo da camara diminuiu
gradualmente até a pressao atmosférica, as nanoparticulas de lenhina foram retiradas. Este
procedimento originou particulas esféricas, com tamanhos de aproximadamente 144 nm.

Um outro procedimento experimental em que o CO: foi utilizado como anti-solvente foi
apresentado por (Myint et al., 2016). Neste, entre outras variaveis, foi também avaliada a
influéncia da concentracdo de lenhina no tamanho das nanoparticulas sintetizadas, portanto,
foram preparadas solugdes de lenhina com concentracgdes entre 5,3 e 15 % (m/m) ao dissolver
a lenhina alcalina em dimetilformamida (DMF). Estas foram sonicadas por 30 minutos a
temperatura ambiente. O CO- foi introduzido no precipitador através de uma bomba, até serem
atingidas condicOes de pressédo e temperatura estaveis, e s6 depois é que a solucdo de lenhina
foi pulverizada no precipitador. As nanoparticulas de forma quase esférica e com tamanhos na
gama dos 38-54,5 nm, foram obtidas no papel de filtro, enquanto o CO> continuou a ser injetado
no precipitador por mais 30 minutos para remover qualquer quantidade de solvente ainda retido
nas nanoparticulas. Por fim, a presséo do precipitador e do filtro foi reduzida.
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3.2 Aplicacdes das nanoparticulas de lenhina

3.2.1 Aplicacdes farmacéuticas e agricolas

Um grande namero de estudos cientificos demonstra que as nanoparticulas de lenhina tém
capacidade para encapsular diferentes compostos que podem ser Uteis para varias aplicacdes
farmacéuticas e em atividades agricolas.

(Qian et al., 2014a), sintetizaram esferas coloidais com a lenhina acetilada misturada em THF,
a partir de um método self-assembly, em que se demonstrou a aplicabilidade destas particulas
no encapsulamento de pesticidas, formando assim complexos mais sollveis e, eventualmente,
mais estaveis quimicamente, garantindo uma reducdo dos efeitos dos pesticidas no meio
ambiente. Demonstrou-se também potenciais aplicacdes a niveis farmacéuticos.

(Deng et al., 2016), utilizaram as particulas ocas de lenhina que obtiveram pelo método self-
assembly para encapsular o pesticida avermectina (AVM). Os resultados mostraram que estas
esferas ocas coloidais tém uma forte eficiéncia no encapsulamento deste pesticida, com o valor
de 61,49 % (m/m). Esta cépsula, devido as suas propriedades de protecdo UV, poderéa evitar a
fotodegradacgé@o do pesticida. Outra vantagem desta aplicacéo foi a libertacdo controlada da
AVM, no qual, ao fim de 120 horas, a quantidade cumulativa de AVM libertada foi de 84 %.
Um estudo idéntico realizado por (Li et al., 2017a), mas com outro tipo de lenhina e solvente,
demostrou igualmente uma forte eficiéncia do encapsulamento de avermectina, com o valor de
62,58 %. Aqui, apos 70 horas, a quantidade cumulativa de AVM libertada foi de 49,96 %.

As particulas sintetizadas por (Figueiredo et al., 2017), sdo candidatas a aplicacdo na terapia e
diagnostico do cancro, bem como na utilizacdo em imagens de ressonancia magnética, devido
ao seu comportamento superparamagnético, baixa citotoxicidade e boa interacdo celular
demonstrados.

De forma idéntica, no estudo elaborado por (Dai et al., 2017), as nanoparticulas preparadas por
self-assembly podem ser apresentadas como um veiculo estadvel de farmacos. Em testes
citolégicos e em animais, estas particulas demonstraram bons efeitos contra o cancro e
melhorias na reducdo de tumores, apresentando também menos efeitos adversos que 0s
farmacos habituais, o que suporta a aplicacdo de nanoparticulas de lenhina como uma eficiente
forma de introdugdo de novos medicamentos.

(Li et al., 2017), prepararam micelas complexas dependentes do pH a partir de lenhina alcalina
e dodecilbenzenossulfonato de sédio (SDBS) em solventes verdes, para encapsular o
medicamento ibuprofeno através de interagdes hidrofobicas. A eficiéncia de encapsulamento
foi calculada em 74,44 % e testes in vitro demonstraram a sua dependéncia do pH e libertagédo
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controlada do ibuprofeno. Este estudo apresentou uma nova abordagem de producdo de novos
veiculos de medicamentos orais.

3.2.2 Absorventes UV

A lenhina tem um excelente potencial de absorcdo das radiagGes ultravioleta, devido a sua
grande resisténcia oxidativa, tal como demonstrado por diversos estudos cientificos.

Um desses estudos foi desenvolvido por (Qian et al., 2015), onde foram preparadas micelas
invertidas de lenhina via self-assembly. Quando a lenhina foi transformada em esferas coloidais
invertidas, as propriedades hidrofébicas aumentaram, o que resultou numa melhor mistura das
micelas em polietileno de alta densidade. Os materiais resultantes desta incorporacao
mostraram excelentes propriedades de absor¢do UV, por causa dos compostos fenolicos ainda
retidos nas particulas de lenhina. O mesmo estudo produziu também trés tipos de esferas
coloidais de lenhina normal com tamanhos diferentes e incorporou-as em cremes para a pele,
com o intuito de desenvolver protetores solares a base de lenhina. Os resultados indicaram que
0 desempenho dos cremes em termos de protecdo solar foi maior nos que continham esferas
coloidais de lenhina normal, e que o tamanho destas influencia o desempenho, que diminui para
particulas maiores. De forma semelhante, (Wang et al., 2018) preparou nanoparticulas de
lenhina ao, inicialmente, modificar a lenhina por um processo de acetilacdo, sendo que as
nanoparticulas foram formadas quando sujeitas a um processo de troca de solvente combinado
com ultrassom. Estas nanoparticulas foram adicionadas a cremes para a pele, tendo resultado
num melhoramento das propriedades de protecédo solar. Foi também demostrado que particulas
com tamanhos mais pequenos sao mais eficientes em termos de absorcéo UV.

Outra aplicacdo foi apresentada por (Zikeli et al., 2019), ao utilizar nanoparticulas de lenhina
para tratamento da superficie da madeira, através de uma técnica de revestimento por imerséo.
Os resultados mostraram que as nanoparticulas sintetizadas a partir de lenhina podiam aumentar
a resisténcia da madeira a radia¢des UV, pela presenca de compostos aromaticos.

3.2.3 Nanocompostos hibridos

Compostos hibridos sdo materiais que apresentam propriedades fisicas e quimicas diferentes
das exibidas pelos respetivos materiais individuais. As nanoparticulas de lenhina sao
frequentemente misturadas com polimeros como agentes de reforgo, o que faz com que o0s
copolimeros obtidos apresentem melhores propriedades mecanicas, térmicas e biocompativeis
do que os polimeros originais.
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(Chung et al., 2013) transformou lenhina num copolimero derivado de acido latico (PLA), ao
inserir moléculas de é&cido latico na lenhina, usando triazabiciclodeceno (TBD) como
catalisador e como forma de melhorar a sua miscibilidade noutros bioplésticos. O comprimento
da cadeia de PLA pode ser ajustada por tratamentos de acetilagdo prévios ou ao alterar as
quantidades de lenhina e das moléculas do &cido latico. Quando 10 % destes copolimeros foram
adicionados, tanto as propriedades de absor¢do UV, como as propriedades mecénicas dos
compostos de PLA foram melhoradas.

Outro exemplo de aplicacdo das nanoparticulas de lenhina foi desenvolvido por (Jiang et al.,
2013), onde as nanoparticulas preparadas por self-assembly foram misturadas com latex de
borracha natural, tendo resultado numa melhoria das propriedades mecanicas e da estabilidade
térmica deste novo composto.

(Gupta et al., 2015) adicionou 1,5 % (m/m) das nanoparticulas resultantes da precipitacdo acida
a bio poli(trimetileno tereftalato) (bio-PTT), e os resultados mostraram que a resisténcia a
tracdo, flexibilidade e forca de impacto melhoraram em 14,86 %; 14,89 % e 30,93 %,
respetivamente, e houve um aumento da temperatura de deflexdo térmica de 117,7 % em
comparagdo com o composto sem as nanoparticulas de lenhina. Isto indica um excelente efeito
das particulas de lenhina no melhoramento de propriedades mecanicas e resisténcia térmica do
bio-PTT. Este estudo mostrou também que o composto formado apresenta uma grande
capacidade de absorcédo de agua.

3.2.4 Agentes antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias moleculares ou nanomateriais que, quando adicionadas a
substancias oxidaveis, as protegem por reducdo ou inibicdo da auto-oxidacgdo (Valgimigli et al.,
2018).

Os grupos funcionais como os grupos metoxilos e os grupos fendlicos da lenhina sdo capazes
de acabar com a propagacdo de reacGes de oxidacdo, através da transferéncia de hidrogénio
(Figueiredo et al., 2018) (Gao e Fatehi, 2019). Desta forma, nanoparticulas de lenhina podem
ser introduzidas em diversos materiais com o objetivo de produzir produtos antioxidantes.

No estudo de (Lu et al., 2012), devido a crescente solubilidade em &gua, as nanoparticulas de
lenhina preparadas pelo método de CO> como anti-solvente, apresentaram grande atividade
antioxidante, ao exibirem uma grande capacidade de eliminagdo/inibicdo dos radicais
superdxido e DPPH.

Segundo os resultados de (Ge et al., 2014), as nanoparticulas sintetizadas por precipitacéo
apresentaram uma maior atividade contra radicais livres do que a amostra de controlo e, de

31
Joana Queirds Correia Marques



Economia Circular na Valorizagdo dos Subprodutos da Indistria Papeleira
ESTADO DA ARTE

acordo com o método de DPPH, o valor de IC50 diminuiu para as particulas de escala nano,
comparativamente as de escala micro, confirmando assim, uma maior atividade antioxidante
para particulas de lenhina em escala nano.

Uma outra abordagem encontra-se descrita no artigo desenvolvido por (Yearla e Padmasree,
2015). Neste, foram produzidos dois tipos de nanoparticulas de lenhina alcalina e de
nanoparticulas de lenhina em dioxano. Comparando os polimeros originais da lenhina alcalina
e da lenhina em dioxano, ambas as nanoparticulas preparadas a partir destes ttm maior atividade
antioxidante, de acordo com a analise da capacidade de eliminacédo de radicais livres. Para além
disso, verificou-se que as nanoparticulas de lenhina em dioxano apresentam maior protecao UV
para a bactéria Escherichia coli do que as nanoparticulas de lenhina alcalina. Tendo em conta
as boas propriedades antioxidantes e a prote¢cdo UV demonstrada, estas nanoparticulas poderdo
ser aplicadas nas industrias farmacéutica, alimentar e cosmética.

3.2.5 Outras aplica¢des

Para além das aplicacbes descritas anteriormente, as nanoparticulas de lenhina tém também
vindo a ser exploradas para outras aplicacGes industriais, como agentes antibacterianos;
adsorventes para remover ides de metais pesados e agentes anticorrosivos.

A presenca de compostos fendlicos influencia a atividade antibacteriana da lenhina, o que faz
com que esta possa ser utilizada como um agente antibacteriano. (Kim et al., 2013)
desenvolveram nanoparticulas combinando lenhino-sulfonatos com quitosana, cujo composto
obtido demonstrou maior poder antibacteriano do que nanoparticulas de quitosana sozinhas.

Por outro lado, a lenhina pode também atuar como um adsorvente para remover ides de metais
pesados e corantes. (Li et al., 2015) utilizaram as esferas porosas de lenhino-sulfonatos obtidas
para adsorver ides de chumbo. Estas esferas possuiam um volume total de poros de 0,416 cm®/g
e porosidade de 87,66 %, proporcionando assim caracteristicas para poderem ser aplicadas em
tratamentos de aguas residuais ricas em metais pesados.

Por fim, outra aplicagdo para nanoparticulas de lenhina foi estudada por (Rahman et al., 2018),
na qual foi avaliado o poder anticorrosivo de trés tipos de nanoparticulas de lenhina, via
precipitacdo acida em meios diferentes. Os resultados mostraram que os trés tipos de
nanoparticulas poderiam ser aplicados em matrizes de epoxi, formando nanocompostos para
revestimentos para proteger elementos de ago de corrosdo em ambientes salinos.

No Quadro 3.1 encontra-se o levantamento dos métodos de preparagéo de nanoparticulas acima
descritos, algumas caracteristicas e a respetiva aplicacao destas.
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Quadro 3.1 — Revisdo de algumas publicacdes relativas a diferentes métodos de preparacdo de nanoparticulas de lenhina e respetiva aplicagéo.

Método Lenhina Concentragdo Tamanho Forma Solvente Aplicacdo Ref?
(nm)
Self-assembly Kraft 1 mg/mL 110 Esferas THF Fonte de biomassa (Qianetal.,
coloidais 2014a)
Self-assembly Kraft 1 mg/mL 120 Micelas Ciclohexano Protecdo UV em (Qianetal.,
invertidas termopléasticos 2015)
Self-assembly ~ Organossolve 5 mg/mL 80 Esferas Acetona Pesticidas; (Richter et al.,
antibacterianos 2016)
Self-assembly Kraft 2 mg/mL 630 (pH 6); Esferas ocas THF Protecdo UV; (Yanetal.,
333 (pH 4); (pH 4 ¢ 6); adsorventes (esferas 2020)
114 (pH 2) Esferas sélidas s6lidas); medicamentos
(pH 2) (esferas ocas)
Self-assembly Lenhino- 1 mg/mL 500 Esferas Etanol Protecdo UV; pesticidas (Tang et al.,
sulfonatos coloidais 2017)
Troca de Kraft 0,1-10 mg/mL 200-500 Esferas THF Colas; compostos; (Lievonen et
solvente medicamentos; al., 2016)
antibactetrianos
Troca de Kraft 10-30 Pequenas THF Magnetismo; (Lintinen et
solvente particulas antibacterianos; al., 2016)
solidas cataliticos
Kraft 50-400 Esferas grandes
e uniformes
Precipitacao Kraft 5,6 mg/mL 100 Aglomerados Etilenoglicol Cosméticos e (Frangville et
acida Kraft 83 mg/mL 86 densos Agua alcalina adsorventes de metais al., 2012)
pesados
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Quadro 3.1 (conclusédo) — Revisao de algumas publicacGes relativas a diferentes metodos de preparacéo de nanoparticulas de lenhina e respetiva aplicacgéo.

Precipitacéo Lenhina de 20 % (m/m) 100 (4gua); Esferas Agua; etilenoglicol; Anti-corroséo (Rahman et
acida palha de arroz 20-30 6leo de castor al., 2018)
(SERSL) (etilenoglicol);
15-20 (6leo)
Polimerizagdo “Arabinoxylan 25-70 Esferas Alcool sinapilico; Produtos a base de (Barakat et al.,
- alcool coniferilico plantas; compostos 2007)
dehydrogenati biodegradaveis
on polymer”
Polimerizagéo Kraft 237-404 Surfatantes para (Qianetal.,
emulsdes de Pickering de 2014b)
CO4/N;
Ultrassom Lenhina de 0,7 % (m/m) 10-50 Esferas Agua Tratamentos de fibras (Gilcaet al.,
palha de trigo irregulares téxteis 2015)
Lenhina de
relva
Ultrassom Kraft 10 % (m/m) 180-243 Esferas Solugéo alcalina Protecdo UV (Zhou et al.,
2020)
Reticulagéo Lenhino- 150-200 Estruturas Ciclohexano Pesticidas; (Yiamsawas et
sulfonatos irregulares e medicamentos; al., 2014)
Kraft ocas fertilizantes
Reticulagéo Lenhino- 10 mg/mL 20,7 Esferas Agua destilada Adsorg¢do de metais (Lietal.,
sulfonatos pesados 2015)
CO; como organossolve 0,5 mg/mL 144 Esferas Acetona Industria farmacéutica e (Luetal.,
anti-solvente alimentar 2012)
CO, como Kraft 5,3-15 % (m/m) 38-54,5 Esferas DMF Cosméticos; (Myint et al.,
anti-solvente medicamentos 2016)
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4 Materiais e métodos

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes

No Quadro 4.1 apresentam-se todos os reagentes quimicos utilizados, com a respetiva férmula
quimica e fornecedor. E importante ter em considerac&o o0s riscos e seguranca de cada um.

Quadro 4.1 — Reagentes utilizados, formula quimica e respetivo fornecedor.

Nome Férmula quimica Fornecedor
Etanol C:HsO0H Honeywell
Etilenoglicol C2HsO2 -
Acido Cloridrico HC1 Honeywell
Hidréxido de sodio NaOH IMGS
Dodecilsulfato de sodio NaCiaHa5504 Sigma-Aldrich
Anilina CsHsINHz Acros Organics
Nitrito de sodio NalNO: Honeywell
Peroxado de hidrogénio H202 Labkem
Metanol CHa0H Sigma-Aldrich
Acido sulfirico H:804 Honeywell
Dodecilbenzenossulfonato C16H25503 Sigma-Aldrich
de Sédio
2.2-difenil-1-picrilhidrazil Ci1:H1zN506 TCI
(DPTPH)

41.2 Lenhinacomercial

Neste trabalho foi utilizada lenhina fornecida pelo RAIZ (Instituto da investigacdo da Floresta
e do Papel), isolada a partir do processo LignoBoost, com teor de cinzas inferior ou igual a 1%.

4.1.3 Membranas de didlise

As membranas de dialise utilizadas neste trabalho foram as do tipo SpectraPor® 1, com
didametro de 25,5 mm e corte molecular (cut-off) de 6-8 kDa, fornecidas pelo SpectrumLabs.
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4.2 Métodos de preparacdo de nanoparticulas de lenhina

4.2.1 Self-assembly

Foram realizados dois procedimentos experimentais com base no método self-assembly, de
acordo com a literatura, tendo sido feitas ligeiras alteragdes em algumas partes.

No primeiro processo, 1,226 g de lenhina foram adicionados a 50 mL de etanol e,
posteriormente, colocou-se a mistura em banho de ultrassons por 5 minutos para facilitar a sua
dissolugcdo. Com o objetivo de dissolver a maior quantidade de lenhina possivel, deixou-se em
repouso durante 72 horas. Os componentes insoliveis remanescentes foram separados por
centrifugacdo durante 15 minutos e a lenhina insolivel em etanol foi separada destes por
secagem na estufa a 60 °C durante dois dias, tendo sido posteriormente pesada (1,191 g). Por
outro lado, o sobrenadante obtido na centrifugacéo foi sujeito a evaporacao rotativa, para obter
a quantidade de lenhina solivel em etanol (0,041 g). O etanol recuperado nesta fase foi
guardado para futuras utilizagOes.

A lenhina soltvel foi adicionando etanol até a solugdo ficar com a concentracdo de 2,285
mg/mL. A partir desta, foram realizadas sucessivas dilui¢cbes e medidas as absorvancias num
espectrofotometro UV/Vis, sendo que a curva de calibracdo esta apresentada no Anexo A. De
seguida, a 3 mL da solucdo inicial foi adicionada dgua destilada, gota a gota, com a ajuda de
uma bomba peristaltica, até o conteldo desta na solucéo ter alcancado os 90%. Para estudar a
influéncia da velocidade de gotejamento da agua destilada no tamanho e morfologia de
nanoparticulas produzidas efetuaram-se trés ensaios com diferentes velocidades: 0,023 mL/s;
0,054 mL/s e 0,081 mL/s (Li et al., 2016).

No segundo processo, 0,90 g de lenhina foram dissolvidos em 100 mL de uma solugdo de NaOH
(pH = 12) e a mistura foi aquecida até aos 90 °C numa placa de aquecimento e agitacdo a 100
rpm. Adicionou-se gota a gota 0,16 g de per6xido de hidrogénio (30%), tendo estado durante 1
hora no agitador. Neste momento, 0,37 g de anilina foram dissolvidos em &cido sulfarico, a
temperatura de 0 °C, para ser incorporada numa solucdo de 2,5 mL de nitrito de sodio (17,60
mmol), tendo estado sob agitacdo durante 1 hora. As duas misturas preparadas foram misturadas
durante 1 hora, a temperatura de 0 °C, e a rea¢do ocorreu quando o pH da solucéo foi ajustado
para 9,98 devido a juncdo de hidroxido de sodio (0,10 M). Os produtos foram precipitados ao
ajustar o pH até 2,70 aquando da adicdo de acido sulfurico (0,1 M). Por fim, os precipitados
foram sujeitos a uma lavagem com agua destilada por trés vezes na centrifuga, para remover 0s
iBes e as aminas aromaticas que nado reagiram (Deng et al., 2016).
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4.2.2 Precipitacdo 4cida

Foram realizados trés procedimentos experimentais com base no método da precipitacdo acida
de acordo com a literatura, tendo sido feitas ligeiras alteracfes em algumas etapas.

No primeiro processo, 2,5 g de lenhina foram adicionados a 50 mL de etilenoglicol, e sujeito a
agitacdo durante 1 hora para homogeneizar os componentes. Colocou-se a solugdo num bal&o
de 3 tubuladuras e aqueceu-se até a temperatura de 50 °C numa placa de aquecimento. De
seguida, 10 mL de &cido cloridrico foram adicionados gota a gota sob uma atmosfera de azoto
e a agitacdo continuou durante 4 horas a mesma temperatura. As nanoparticulas sintetizadas
foram sujeitas a dois ciclos de lavagens com recurso a centrifuga, primeiramente com etanol e
depois com agua até o pH destas alcancar o valor de 7 (Rahman et al., 2018).

Num segundo processo, 1,4 g de lenhina foram dissolvidas em 250 mL de etilenoglicol através
de agitacdo durante 6 horas a temperatura ambiente, a fim de obter uma solugdo com a
concentracdo de 2,8 % (m/m). Esta foi filtrada para remover as impurezas insoltveis da lenhina.
De seguida, uma solu¢édo de acido cloridrico (0,025 M) foi adicionada a 90 mL da solucao de
lenhina, a uma taxa de 0,5 mL/min até ser alcancado o pH de 2. O precipitado foi sujeito a trés
ciclos de lavagem com agua destilada através de centrifugacéo e, posteriormente, a parte sélida
foi colocada na estufa de secagem, tendo resultado em 0,0113 g (Gupta et al., 2015).

No terceiro processo de precipitacdo acida, 1 g de lenhina foi misturado com 100 mL de agua
destilada. Com a finalidade de aumentar o pH da solugédo para 11, adicionou-se hidréxido de
sodio (5 M), tendo ficado sob agitacdo durante a noite para dissolver o maximo possivel de
lenhina. Na manha seguinte, a solucdo foi filtrada para remover quaisquer impurezas. De
seguida, distribuiu-se a solucdo por 4 gobelés, e adicionou-se dodecilsulfato de sodio (SDS) em
guantidades que levam a concentrac@es deste na solucdo final de 0 mM; 4 mM; 8 mM e 12 mM,
respetivamente, deixando sob agitacdo por 30 minutos. Posteriormente, o pH das solucdes foi
ajustado até ao valor de 2,5 através da adi¢cdo de acido cloridrico (1 M). Depois destas terem
ficado durante a noite sob agitacdo para remover alguns sais inorganicos, como cloreto de sédio,
foram introduzidas em membranas de dialise e imersas em 5 L de agua destilada,
periodicamente substituida durante 5 dias (Pang et al., 2017).

Apos a realizacdo dos diferentes procedimentos acima descritos e depois de analisar algumas
propriedades das nanoparticulas obtidas, houve a necessidade da elaboragdo de um método
simples, rapido e que ndo envolvesse uma grande quantidade de reagentes. Este encontra-se
explicitado na sec¢do 4.3.1, tendo por base a precipitacdo acida como mecanismo de formacao
das nanoparticulas.
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4.3 Otimizacao das propriedades das nanoparticulas

O efeito da concentracdo de lenhina, do pH e da concentracéo de surfatante nas propriedades
das nanoparticulas foi estudado recorrendo ao software JMP® Pro 16 para determinar as
melhores condi¢c6es de operacao.

O efeito dos trés fatores (concentracdo de lenhina; pH e concentracdo de surfatante) no tamanho
e no conteudo fendlico das nanoparticulas foi analisado de acordo com o planeamento fatorial
completo de experiéncias (DOE) de trés fatores a 2 niveis (23 experiéncias), com duas
experiéncias adicionais, considerando os niveis dos fatores no ponto central, como apresentado
no Quadro 4.2. Realizaram-se, portanto, dez experiéncias em que se fizeram variar estes fatores,
como apresentado no Quadro 4.3. As concentrac@es de lenhina foram: 5 mg/mL; 20 mg/mL e
35 mg/mL. Os valores de pH foram: 2; 3,5 e 5. As concentracdes de surfatante foram calculadas
tendo por base as concentracdes de lenhina acima apresentadas: 1 % (m/v lenhina); 5,5 % (m/v
lenhina) e 10 % (m/v lenhina), respetivamente.

Quadro 4.2 — Fatores e niveis usados para a otimizacdo do planeamento experimental.

Niveis
Fatores
- 0 +1
Concentracio de lenhina 5 20 33
(mg/ml)
pH 2 3.5 5
Concentracio de surfatante 1 3.5 10

(%0 m/v lenhina)

4.3.1 Método experimental para otimizagdo das propriedades das nanoparticulas

Na primeira combinag&o de variaveis, 2,975 g de lenhina foram misturados durante 1 hora, a
35 °C, em 85 mL de &gua destilada, para se obter uma solugéo de lenhina com concentragdo de
35 mg/mL. Para dissolver a lenhina, adicionou-se hidréxido de sodio (5 M) até ser alcan¢ado o
pH de 11 e deixou-se sob agitagdo durante 30 minutos. A 20 mL desta solugdo foi adicionada
70 mg de dodecilbenzenossulfonato (o surfatante utilizado nos dez ensaios), para se obter uma
concentracdo de surfatante de 10% da concentracdo de lenhina. A adsorcdo do surfatante as
moléculas de lenhina causa uma menor dispersdo da lenhina formando, via self-assembly,
agregados moleculares compostos por estes dois elementos. Posteriormente, juntou-se acido
cloridrico (0,5 M) a uma taxa de 2 gotas por minuto até ao pH de 5, para precipitar os agregados
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formados. A reducédo de pH causa uma reducdo da repulsdo eletrostatica e, juntamente com as
interacbes hidrofébicas e forgas intermoleculares, conduz a contracdo destes agregados,
reduzindo o seu tamanho para nanoparticulas (Pang et al., 2017). Depois desta ter ficado sob
agitacdo durante 1 hora, foi introduzida numa membrana de diélise e imersa em 5 L de agua
destilada, periodicamente substituida durante 3 dias, com o intuito de remover o excesso de
quimicos e surfatante presentes na preparag&o.

Nas restantes nove experiéncias, o procedimento foi exatamente 0 mesmo, com as devidas
alteracbes a concentracdo de lenhina; pH e concentracdo de surfatante. As diferentes
combinagbes estdo apresentadas no Quadro 4.3 e um esquema do procedimento estd
representado na Figura 4.1.

Quadro 4.3 — Condicdes experimentais da preparacdo de nanoparticulas.

N° da Concentracio Concentraciode pH
experiéncia de lenhina surfatante
(mg/ml) (% m/v lenhina)
| 35 10 5
2 5 10
3 20 5.5 35
4 5 10 5
5 5 1 5
6 35 1 5
7 5 1 2
8 35 1 2
9 20 5.5 3.5
10 35 10 2
NaOH Surfatante HCL Dialise
Solugio . Lenh'ma Agrega}dos de Nanoparticulas Na&c'{):ﬁﬁglas
aquosa de dissolvida em lenhina + de lenhina em dispersas em
lenhina NaOH surfatante solugdo acida 4gua
pH 11 Precipitagio acida

Figura 4.1 — Procedimento experimental utilizado no estudo da otimizacéo das propriedades
das nanoparticulas.
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4.4 Efeito da adicdo de surfatante nas nanoparticulas

Com o intuito de avaliar efetivamente o beneficio da adicdo de surfatante no tamanho,
estabilidade e conteudo fendlico das nanoparticulas, foram realizados mais 6 ensaios para as
mesmas condi¢des experimentais de trés das experiéncias realizadas no ponto acima, em que
numa se adicionou surfatante, desta vez apos a dialise, e na outra ndo. Estas particularidades
estdo apresentadas no Quadro 4.4.

Quadro 4.4 — CondicGes experimentais para analise do efeito da presenca de surfatante.

N° da experiéncia Concentracao de Concentracio de pH
lenhina surfatante
(mg/ml) (% m/v lenhina)
1 35 10 5
la 35 0 5
3 20 5.5 3.5
Ja 20 0 3.5
4 5 10 5
4a 5 0 5

a- Experiéncias em que ndo ¢ adicionado surfatante.

4.5 Caracterizagcdo das nanoparticulas de lenhina

45.1 SEM (Microscopia eletrénica de varrimento)

A técnica SEM foi utilizada para observar as nanoparticulas preparadas, bem como a sua
morfologia. Para tal, foi necessario a aplicacdo de uma fina camada de ouro, evitando
contaminacdes exteriores e destruicdo das amostras aquando da analise. As imagens SEM do
equipamento analitico VEGA3 TESCAN, a uma velocidade de 20 kV, com uma ampliacdo de
50 kx e em condigdes de vacuo, foram obtidas no Departamento de Fisica da Universidade de
Coimbra. As imagens SEM do equipamento MAIA3 TESCAN, a uma velocidade de 3 kV e
ampliacBes de 6,15 kx e 13,8 kx foram obtidas na Mid Sweden University, na Suécia.
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45.2 TEM (Microscopia eletrénica de transmissao)

Como complemento a técnica SEM, foi também utilizada a técnica TEM, igualmente com o
intuito de observar as nanoparticulas preparadas e a sua morfologia. Aqui, 5 uLL de cada amostra
foram colocados em grelhas de cobre (300 mesh) e deixadas a adsorver. O excesso foi retirado
com papel de filtro. As amostras foram posteriormente visualizadas num microscopio
eletronico de transmissao - FEI Tecnai G2 Spirit BioTwim - a 100 kV, no AIBILI (Associacédo
para Investigacdo Biomédica em Luz e Imagem).

45.3 DLS (Dynamic Light Scattering)

O tamanho das nanoparticulas e a sua distribuicdo foram medidas a 25 °C, a partir do processo
DLS (Dynamic Light Scattering), num equipamento chamado Zetasizer, do tipo Nano ZS, cujo
fornecedor foi a Malvern Instruments. As amostras foram analisadas em cuvetes de quartzo,
sujeitas a acdo de um laser usado para iluminar as particulas. O tamanho das nanoparticulas foi
medido, relacionando-o com a taxa de intensidade de dispersdo de luz pelas particulas de cada
amostra, sendo que foram necessarias algumas dilui¢fes consoante a concentracao de cada uma,
proporcionando a reducdo da probabilidade de interacdo entre as nanoparticulas, devido a sua
tendéncia de floculacdo. Foram realizadas trés medicdes para cada amostra.

45.4 Potencial Zeta

O potencial zeta das nanoparticulas foi medido a 25 °C, no mesmo equipamento usado para
medir o seu tamanho, como descrito anteriormente. As amostras foram analisadas em cuvetes
especificas para medicbes de potencial zeta, com elétrodos de cargas diferentes em cada
extremidade. Foram realizadas trés medicgdes para cada amostra.

455 Método DPPH

A atividade antioxidante das amostras foi determinada a partir do método de reducdo de DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), um radical livre estavel. A determinacéo da atividade antioxidante
por este método baseia-se na reacdo que ocorre quando um atomo de azoto da molécula de
DPPH é reduzido ao receber um atomo de hidrogénio proveniente de um composto
antioxidante, que provoca a alteragao da sua cor de roxo para amarelo (Scherer e Godoy, 2008).

41
Joana Queirds Correia Marques



Economia Circular na Valorizagdo dos Subprodutos da Indistria Papeleira
MATERIAIS E METODOS

Na realizac&o deste método relacionou-se a atividade antioxidante das amostras com o respetivo
contetdo fenolico de cada uma, em termos de equivalentes de &cido galico, dado que quanto
maior for a % de DPPH reduzida, maior serd o conteido fendlico presente e, consequentemente,
maior a capacidade antioxidante das amostras em estudo (Scherer e Godoy, 2008).

Assim, 3,0 mg de DPPH foram transferidos para um baldo volumétrico de 20 mL e cheio até a
marca com metanol. De seguida, 0,15 mL de cada amostra foram misturados com 1,5 mL de
metanol e 0,5 mL da solugdo de DPPH (c = 0,15 mg/mL), agitadas vigorosamente e deixadas
em repouso e em ambiente escuro por 15 minutos. A absorvancia destas foi medida em cuvetes
de plastico, num espectrofotometro UV/Vis, a um comprimento de onda de 517 nm e o branco
utilizado foi metanol puro. Foram realizados trés testes para cada amostra.

A percentagem de reducdo de DPPH em cada solucdo foi calculada através da equacao (1).

A (controlo) — A (amostra)
A (controlo)

% DPPH = x 100 1)

Onde, A (amostra) é a absorvancia das solucdes preparadas anteriormente e A (controlo) é a
absorvéancia de solucdes preparadas ao mesmo tempo que as primeiras, com a diferenca de que
em vez de se ter adicionado a amostra, adicionou-se metanol na mesma quantidade (0,5 mL).

A concentracdo das amostras, em pmol/ml, foi determinada com recurso a curva de calibragédo
apresentada no Anexo A.

O contetdo fendlico total foi expresso em miligramas de equivalentes de acido galico por
mililitro de solucéo.

45.6 Testes de atividade antibacteriana

Com o objetivo de verificar se as amostras de nanoparticulas de lenhina tinham atividade
antibacteriana, realizaram-se dois ensaios de difusdo em disco e um em que as amostras foram
misturadas diretamente com as bactérias. Foram utilizadas trés bactérias: Escherichia coli
(Gram negativa); Staphylococcus aureus (Gram positiva) e Pseudomonas aeruginosa (Gram
negativa). Estes ensaios foram realizados na Faculdade de Farmécia da Universidade de
Coimbra.

No primeiro procedimento, replicaram-se as trés bactérias, para seguidamente inocular, com
suspensdes destas em agua destilada (0,5 McFarland), os meios de cultura preparados
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previamente com &gar Mueller-Hinton. Colocaram-se os discos de papel nas caixas de petri e,
sobre estes, 10 uL de cada amostra de nanoparticulas preparadas anteriormente pelo método
descrito em 4.3.1. As caixas foram deixadas em repouso durante a noite numa estufa a 37 °C.

O segundo procedimento realizou-se de forma idéntica ao primeiro, alterando apenas o tipo de
amostras. Neste foram analisadas quatro amostras em suspensdo em agua destilada: duas com
lenhina comercial em pd, com concentracfes de 5% e 10%, e duas com nanoparticulas
preparadas anteriormente na experiéncia n® 10 do método descrito em 4.3.1, com concentragdes
de 5% e 10% também. Estes 2 ultimos procedimentos serviram para avaliar os halos (area mais
clara que rodeia o disco e onde ndo existe crescimento bacteriano) formados em volta dos discos
de papel e, assim, avaliar o poder antibacteriano das amostras colocadas sobre estes.

No terceiro e Ultimo procedimento, as amostras em analise foram suspensdes em agua destilada
das nanoparticulas preparadas anteriormente na experiéncia n°® 1 do método descrito em 4.3.1,
com as concentracdes de 5% e 10%. Fez-se a suspensdo da bactéria Staphylococcus aureus em
5 mL de agua destilada (0,5 McFarland). De seguida, foram retirados 1 mL de cada amostra e
misturados com 1 mL da suspensdo da bactéria. Seguiu-se a diluicdo, por trés vezes, destas
preparacdes e o0 indculo dos meios de cultura com Mueller-Hinton com as mesmas. As caixas
de petri foram deixadas em repouso numa estufa a 37 °C e analisadas ap0os 6 e 24 horas. Este
procedimento serviu para avaliar a evolucdo do crescimento das bactérias ao contactar com as
amostras em causa e, assim, avaliar o poder antibacteriano das mesmas.
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5 Resultados e discussao

5.1 Caracterizagdo das nanoparticulas preparadas

5.1.1 Morfologia das nanoparticulas através de SEM

As nanoparticulas preparadas pelos métodos self-assembly e precipitacdo acida foram
analisadas quanto a sua morfologia através da técnica de SEM, com a mesma ampliacéo.

a) Método Self-Assembly

A partir das imagens obtidas e apresentadas nas Figuras 5.1 a) a 5.1 ¢), para as nanoparticulas
preparadas pelo primeiro método da sec¢do 4.2.1, é possivel observar a presenga de particulas
aproximadamente esféricas, o que se traduz em bons resultados, visto que a formacédo de
particulas mais densas é benéfica para a sua posterior aplicacdo. A formacdo destas
nanoparticulas resulta das interacdes intermoleculares entre os anéis aromaticos da lenhina, que
sdo fortalecidas pela adicdo de &gua, ja que as moléculas de lenhina se caracterizam pela sua
hidrofobicidade, contribuindo assim, para a sua auto-associacao.
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Figura 5.1 — Anélise SEM de nanoparticulas preparadas por self-assembly pelo primeiro
método de 4.2.1: a) Velocidade de gotejamento de 0,023 mL/s; b) Velocidade de gotejamento
de 0,054 mL/s; c) Velocidade de gotejamento de 0,081 mL/s.

b) Método de Precipitacdo acida

A Figura 5.2 a) representa as particulas obtidas através do primeiro procedimento de 4.2.2, onde
se observa um grande aglomerado de particulas irregulares, com alguma tendéncia para a
formacdo esférica. A grande concentracdo da solugdo de lenhina nesta amostra pode
fundamentar este agregado. Na Figura 5.2 b), correspondente as nanoparticulas preparadas pelo
terceiro método de precipitacdo Acida, descrito na seccdo 4.2.2, ndo foi possivel observar
particulas. A amostra em causa diz respeito & que contém a concentracdo de SDS
(dodecilsulfato de sédio) de 0 mM, o que podera justificar este resultado, dado que maiores
concentragOes de surfatante originam particulas mais estaveis e de menores tamanhos, dado que
se adsorvem as moléculas da lenhina promovendo a sua contragcdo, formando pequenos
aglomerados.
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SEM HV: 200 kV WO 6.10 mm L VEGA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 KV WD: 6.07 mm gty VEGA3 TESCAN|
View field: 2.77 pm Det: SE 500 om View field: 2.7 pm Dot: SE 500 nm
SEM MAG: 50.0 kx VEGAD SBH TALL - University of Cotmbra SEM MAG: 50.0 kx VEGAS SBH TAIL - University of Coambra

Figura 5.2 — Analise SEM de nanoparticulas preparadas por precipitacdo acida através do: a)
primeiro procedimento de 4.2.2; b) terceiro procedimento de 4.2.2 com a concentracao de
SDS de 0 mM.

5.1.2 Morfologia das nanoparticulas através de TEM

As nanoparticulas preparadas pelos métodos self-assembly e precipitacdo &cida foram
analisadas quanto a sua morfologia através da técnica de TEM, com a mesma ampliagao.

a) Método Self-Assembly

Na Figura 5.3 esta representada a imagem obtida para a amostra sujeita a menor velocidade de
gotejamento de agua destilada, pertencente ao primeiro procedimento de self-assembly da
seccdo 4.2.1. A imagem tem alguma concordancia com a que foi obtida pela técnica SEM, como
a visualizagdo de algumas particulas esféricas.
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Figura 5.3 — Analise TEM de nanoparticulas preparadas por self-assembly pelo primeiro
método de 4.2.1, com velocidade de gotejamento de 0,023 mL/s.

b) Método de Precipitagdo acida

Nas imagens obtidas e representadas na Figura 5.4 ndo é possivel visualizar as particulas de
forma individualizada - apenas aglomerados destas - sendo que também n&o se observa uma
maior aglomeracao das particulas com a adi¢do de uma maior quantidade de surfatante, como
seria esperado. Provavelmente terd ocorrido alguma alteracdo, causada pelo tratamento das
amostras previamente a visualizacdo no equipamento, ou devido ao facto de estas terem sido
analisadas algum tempo depois da sua preparacéo.
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Figura 5.4 — Anélise TEM de nanoparticulas preparadas por precipitacdo acida atraves do: a)
terceiro procedimento em 4.2.2 com concentracdo de SDS de 0 mM; b) terceiro procedimento
em 4.2.2 com concentragdo de SDS de 12 mM; c) primeiro procedimento em 4.2.2.

5.1.3 Tamanho das nanoparticulas através de DLS

As nanoparticulas preparadas pelos meétodos self-assembly e precipitacdo &cida foram
analisadas quanto ao seu diametro através da técnica de DLS, sendo que a distribuicdo dos
tamanhos em funcéo da percentagem de intensidade se encontra representada nas Figuras 5.6 e
5.8, respetivamente.

a) Método Self-Assembly

Os resultados para as nanoparticulas produzidas pelo primeiro e segundo procedimento
experimental de self-assembly da seccéo 4.2.1 demonstram que o tamanho médio das particulas
variou entre 177 nm e 489 nm, correspondendo o primeiro valor ao tamanho médio das
particulas produzidas pelo segundo procedimento. A partir da Figura 5.5, é possivel concluir
gue, a medida que a velocidade de gotejamento da agua destilada aumenta, o diametro das
nanoparticulas diminui ligeiramente, dado que com maiores velocidades, o tempo de agregacao
das moléculas e crescimento das particulas € reduzido.

488.6
426,7 4439

o = =)

o S o

= < =
1 1

<

Tamanho das
nanoparticulas (nm)

0,023 0,054 0,081
Velocidade de gotejamento (mL/s)

Figura 5.5 — Tamanho das nanoparticulas em funcéo da velocidade de gotejamento de 4gua
destilada.
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A partir da Figura 5.6 a) é possivel observar que o primeiro procedimento gera particulas na
mesma gama de tamanhos e através do segundo sdo produzidas particulas com didmetros
diferentes, dado que a luz é dispersa com diferentes intensidades, como é possivel observar na
Figura 5.6 b).

Eﬂ Size Distribution by Intengity

Irtervslty (Percent)

10000

Size (d.nam)

— Record 171 Record 18:2 Record 15 3]

b) Size Distrivuton by Intensdy

Intensity {Percert)
s

01 1 1] 100 1000 10000

Sage (dunm)

Figura 5.6 — Andlise DLS da distribui¢do do tamanho das nanoparticulas preparadas por self-
assembly, através do: a) Primeiro procedimento de 4.2.1; b) Segundo procedimento de 4.2.1.

b) Método de Precipitagdo acida

Na Figura 5.7 observam-se os diferentes tamanhos das nanoparticulas preparadas pelo terceiro
procedimento de precipitacdo 4cida da secgdo 4.2.2., em que foram adicionadas diferentes
concentragdes de surfatante. O tamanho medio das particulas esta entre os valores 80 nm e 129
nm. A partir destes dados é possivel presenciar uma diminui¢do de tamanho com o aumento
das concentrages de surfatante, tal como previsto pela literatura, de onde se pode concluir que
a adicdo de surfatante traz beneficios a preparacdo de nanoparticulas, sendo que menores
particulas implica maior &rea superficial, propiciando uma melhor aplicacéo destas.
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Figura 5.7 — Tamanho das nanoparticulas em funcdo da concentracdo de SDS.

A partir da Figura 5.8, retira-se que as particulas formadas pelas experiéncias 1 (concentracdo
de SDS de 0 mM), 2 (concentragdo de SDS de 4 mM) e 4 (concentracdo de SDS de 12 mM)
apresentam tamanhos dentro da mesma gama, ao contrério das formadas pela experiéncia 3
(concentragdo de SDS de 8 mM), sendo resultado talvez de um erro na preparacéo.
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Figura 5.8 — Analise DLS da distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas preparadas por
precipitacdo acida através do terceiro procedimento em 4.2.2.
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5.1.4 Conteldo fendlico das nanoparticulas

O conteudo fenolico das amostras de nanoparticulas preparadas pelos métodos de self-assembly
e de precipitacdo &cida foi determinado com o intuito de o relacionar com a atividade
antioxidante destas, recorrendo ao método de reducdo de DPPH.

a) Método Self-Assembly

A partir da Figura 5.9, verifica-se que o contelido fendlico varia entre os valores de 2,97x10°
mgGAE/mL e 3,06x10°> mgGAE/mL e, que o maior contetido fendlico se encontra na amostra
sujeita @ menor velocidade de adi¢do de agua. Este resultado era esperado, dado que, como
explicado anteriormente, uma menor velocidade de adi¢do de agua, faz com que as particulas
de lenhina tenham mais tempo para se agregar, dando origem a maiores diametros, o que faz
com que esta amostra apresente uma maior concentracdo de lenhina, e consequentemente um
maior conteudo fendlico.

5,00E-05 1

4,00E-05 A

3,06X10'5 2.97=107 3,02)<10')-

3,00E-05 A
2,00E-05 A

1,00E-05 A

Contetdo fenolico total (mgGAE/mL)

0,00E+00 T T 1
0,023 0,054 0,081

Velocidade de gotejamento (mL/s)

Figura 5.9 — Conteudo fenolico total em funcéo da velocidade de gotejamento.
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b) Método de Precipitacdo acida

Na Figura 5.10, verifica-se que o conteldo fendlico varia entre os valores de 1,50x10°
mgGAE/mL e 3,00x10° mgGAE/mL e, que o maior contetido fendlico se encontra na amostra
com a concentracao de surfatante de 0 mM. Verifica-se uma diminuicdo do conteudo fendlico
com a adicao de surfatante, o que era esperado segundo a literatura, dado que a adsorcdo do
surfatante as moléculas da lenhina, provoca a sua agregacao, devido a forcas eletroestaticas,
logo, quanto maior a concentracdo deste composto, maiores sao as forcas intermoleculares, o
gue causa uma contracdo das nanoparticulas, formando agregados mais pequenos. Dado que 0s
compostos fendlicos sdo constituintes da lenhina, quanto menor for o tamanho das particulas,
menor serd o conteudo fenolico.

5,00E-05

4,00E-05

3,00%10°
3.00E-05

2,00E-05

1,00E-05

Contetido fenolico total (mgGAE/mL)

1,51%10 1,50=10¢ 1,50%10-6
0,00E+00 T T T 1
0 4 8 12

Concentragdo de surfatante (mM)

Figura 5.10 — Contetdo fendlico em funcéo da concentracdo de SDS.

5.2 Andlise estatistica da otimizacdo das propriedades das nanoparticulas

Na Figura 5.11 é possivel observar as nanoparticulas formadas pelo método experimental
descrito na seccdo 4.3.1, ap0s a fase de didlise.
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Figura 5.11 — Nanoparticulas formadas pelo método experimental descrito na sec¢do 4.3.1.

Tal como descrito anteriormente, com o0 objetivo de analisar quais as condicdes 6timas de
preparacdo de nanoparticulas para 0 método experimental presente na seccao 4.3.1, avaliou-se
a influéncia da concentracédo de lenhina, da concentracéo de surfatante e do pH no tamanho das
nanoparticulas e no contetdo fendlico das mesmas.

No Quadro 5.1 encontram-se 0s respetivos resultados das dez experiéncias realizadas, em que
se fizeram variar os trés fatores. O tamanho das particulas foi determinado a partir de DLS e 0
contetdo fendlico foi determinado a partir do método de reducdo de DPPH, cuja concentracao
reduzida foi posteriormente convertida em termos de contetdo fendlico total, em mgGAE/ml.

Analisando estes dados, retira-se que, em relacdo ao tamanho das particulas, para a mesma
concentracdo de lenhina e de surfatante, um aumento de pH traduz-se numa diminuigdo do
tamanho das particulas. Isto deve-se ao facto de a lenhina ser solivel em condices alcalinas.
A influéncia da concentracdo de surfatante ndo foi esclarecedora, dado que para 0S mesmos
valores de concentracdo de lenhina e de pH, um aumento da concentracdo de surfatante, em
alguns casos traduziu-se num aumento do tamanho das particulas e, noutros casos numa
diminuicdo. O mesmo se pode observar para a influéncia da variacdo da concentragdo de
lenhina, fixados os outros dois fatores. O menor tamanho de particulas verificou-se na
experiéncia n® 1, com o valor de 91,04 nm.

Quanto ao conteudo fendlico, verifica-se um aumento deste com 0 aumento da concentragdo de
lenhina, fixando a concentragdo de surfatante e o pH, que acontece porque 0S compostos
fendlicos fazem parte da composi¢do da lenhina, logo, quanto maior a concentragdo desta,
maior sera o conteudo fendlico. Para o caso em que se faz variar o pH é possivel observar um
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ligeiro aumento do conteudo fendlico, ainda que sem grande significancia. Por fim, para um
aumento da concentragdo de surfatante verifica-se um diminuto aumento do contetdo fendlico.

Sabendo que um maior teor em compostos fenolicos se traduz numa maior capacidade
antioxidante, na experiéncia n°® 1 foi onde se obteve maior capacidade antioxidante das
nanoparticulas, com 4,56x10° mgGAE/ml.

Quadro 5.1 — CondicGes experimentais da preparacdo de nanoparticulas e respetivo tamanho e
contetdo fendlico.

N°da Padrio Concentracio Concentraciode pH  Tamanho das Conteido
experiéncia de lenhina surfatante nanoparticulas  fenélico total
(mg/ml) (% m/v lenhina) (nm) (mgGAE/ml)

1 +++ 35 10 5 91.04 4,56%1073

2 -+ - 5 10 2 939,00 6,43x10+

3 000 20 5.5 35 1373,00 2,58x103

4 -+ 4+ 5 10 5 181,70 7,75x10*

5 --+ 5 1 5 97,31 7,13x10*

6 +-+ 35 1 5 149,73 4,02x1073

7 --- 5 1 2 2515.33 6,80=10

8 +-- 35 1 2 2048.,00 3,90=107

9 000 20 5.5 3.5 1347.,00 2,40x103

10 ++- 35 10 2 2515.,50 3,95x103

5.2.1 Efeito no contetudo fendlico

A Figura 5.12 representa um diagrama de Pareto. O objetivo de um diagrama de Pareto € avaliar
a importancia de cada variavel independente (fator) e as suas intera¢6es na variacao dos valores
das variaveis resposta, para um interavalo de confianca de 95% (Systems, 2022).

Neste trabalho, o diagrama de Pareto da Figura 5.12 foi utilizado para entender melhor a ordem
de importéncia dos fatores (concentracdo de lenhina; concentracdo de surfatante e pH) no
conteudo fendlico das nanaoparticulas de lenhina, e consequentemente, na sua capacidade
antioxidante. Com este, verifica-se que a concentracdao de lenhina é o fator que provoca um
maior efeito no conteudo fendlico, seguida do pH e, por Gltimo, a concentracao de surfatante.
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Source LogWorth PValue
Concentragdo de lenhina(5,33) s ¢ | 0,00004
pH(2.5) 1009 Cobob b 0085
Concentragdo de surfactante(1,10) 0,74 1] Cobob b [0,18020
Concentragdo de surfactante"pH 02 ] 019413
Concentragdo de lenhina*Concentragdo de surfactante 0,682 :| 0,20818
Concentragdo de lenhina"pH o620 | ¢ i i i o0 i o0 020818

Figura 5.12 — Efeito dos fatores e suas interaces no contetdo fendlico das nanoparticulas.

A Figura 5.13 serviu para comparar os valores de contetdo fendlico previsto pelo modelo
matematico (2) com os valores experimentais obtidos e apresentados no Quadro 5.1. A
qualidade de ajuste é bastante satisfatoria, dado que existe uma boa concordancia entre os
valores experimentais e os valores previstos pelo modelo, como é possivel fundamentar pelo
valor de R? = 0,99801.

0,005
0,004

0,003

0,002

Conteddo fendlico Actual
[ ]

0,001

0,001 0,002 0,003 0,004 0,00
Contelddo fendlico Predicted RMSE=0,0001
R5g=0,99801 PValue=0,0004

Figura 5.13 — Regresséo linear entre os valores de conteudo fendlico previstos pelo modelo
matematico e os valores experimentais para as nanoparticulas preparadas.

O modelo matematico de previsdo € representado pela equagdo (2), onde CF é o conteudo
fendlico; CL é a concentracdo de lenhina e CS é a concentracao de surfatante.
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CL - 20

CF = 0,0024221 + 0,001702375 X (

0,000111875 x (”H‘3'5) + (CL‘Z") x ((“;55'5) x 0,000070625) +

) + 0,000076875 X (CS;SS'S) +

1,5 15
(=) ((””‘3'5) X 0,000070625) + (52) % ((””‘3'5) X 0,000073625> (2)

15 1,5 1,5

5.2.2 Efeito no tamanho das particulas

A semelhanca do contetdo fendlico, também para o tamanho das particulas foi analisada a
ordem de influéncia dos trés fatores, através de um diagrama de Pareto.

A Figura 5.14 demonstra que o pH é o fator com maior relevancia no tamanho das particulas,
seguido da concentracdo de surfatante e por ultimo da concentracdo de lenhina.

Source LogWaorth PValue
pH(2.3) WS i |00
Concentragdo de lenhina*Concentragdo de surfactante 057211 Dol | 026M5
Concentragdo de lenhina®pH 0326]] : Do b b | 047260
Concentrado de surfactante"pH [],321] 047713
Concentragso de surfactante(1,10) 0305 i | i i i i il | 0495
Concentragio de lenhina(5,35) 03010 ¢ ¢\ i i |050006

Figura 5.14 — Efeito dos fatores e suas interacdes no tamanho das nanoparticulas.

Na Figura 5.15, ao comparar os valores de tamanho das particulas previstos pelo modelo
matematico (3) com os valores experimentais obtidos e apresentados no Quadro 5.1, observa-
se que existe uma boa concordancia entre eles, a partir do valor de R? = 0,92. Existe uma
melhor concordancia entre os valores de contetdo fenolico do que entre os valores de tamanho
de particulas.
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Figura 5.15 — Regressdo linear entre os valores do tamanho previsto pelo modelo matematico
e os valores experimentais para as nanoparticulas preparadas.

O modelo de ajuste dos valores foi expressa a partir da equacéo (3), onde TP é o tamanho das
particulas; CL é a concentracdo de lenhina e CS é a concentracdo de surfatante.

CL - 20 CS—-5,5

TP = 1125,76 + 133,86625 X ( ) — 135,39125 x ( ) — 937,25625 x

(lejss,s) + (CL1—520) y ((054—’55,5) y 237’59375> + (054;555) % ((lejss,S) x

141,81625) (3)

5.2.3 Apresentacédo das condi¢cdes O0timas

Por altimo, através da fungdo “Desirability” do software JMP® Pro 16, foram apresentadas as
condicBes Otimas de preparacdo de nanoparticulas para o método em estudo e o0s
correspondentes valores de contetido fendlico e tamanho de particulas a que estas propriedades
dariam origem.

Estas informacdes encontram-se na Figura 5.16, de onde se retira que os valores desejaveis para
uma minimizacao do tamanho das nanoparticulas e uma maximizagéo do contetido fendlico sao
422,96 nm e 4,53x10° mgGAE/ml, respetivamente. Estes valores hipotéticos seriam
alcancados a partir de uma concentracdo de lenhina de 35 mg/mL, uma concentracdo de
surfatante de 10 % (m/v lenhina) e com um pH de 5.
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A partir destes gréficos é possivel constatar que o tamanho das particulas aumenta ligeiramente
com a concentragdo de lenhina e de surfatante e diminui drasticamente com o aumento do pH.
O conteudo fendlico e, portanto, a capacidade antioxidante das particulas aumenta
drasticamente com a concentracdo de lenhina e aumenta ligeiramente com a concentragéo de
surfatante e aumento do pH.

Tamanho das
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e

g

Centeddo fendlico

0,863673 05

Desirability

Dggf\l?mwommwmo u

wn
Noo
o

0,75

Concentragdo Concentragdo 3
de lenhina de surfactante pH Desirability

Figura 5.16 — CondicGes 6timas de preparacdo de nanoparticulas para 0 método em estudo e
correspondentes valores de conteudo fenolico e tamanho de particulas.

5.3 Efeito da adicdo de surfatante nas nanoparticulas

Com os resultados obtidos anteriormente, nao ficou suficientemente explicito se a adi¢do de
surfatante traria efetivamente grandes vantagens a preparacao de nanoparticulas de lenhina,
como descrito na literatura, visto que, por exemplo, nas experiéncias n° 5, 6, 7 e 8 a quantidade
adicionada foi bastante pouca.

Portanto, com o objetivo de analisar este aspeto, no Quadro 5.2 encontram-se o0s resultados do
tamanho e do contetdo fendlico das nanoparticulas preparadas através das mesmas condicoes
das experiéncias n° 1, 3 e 4, ja especificadas no Quadro 5.1 e das nanoparticulas preparadas
com a mesma concentracdo de lenhina e pH que as anteriores, com a diferenca de que a estas
ndo foi adicionado surfatante.
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Quadro 5.2 — CondicGes experimentais da preparacdo de nanoparticulas e respetivo tamanho e
contetdo fendlico.

N°da Concentracio Concentraciode pH  Tamanho das Conteudo
experiéncia de lenhina surfatante nanoparticulas  fendlico total
(mg/ml) (% m/v lenhina) (nm) (mgGAE/ml)

1 35 10 5 117,80 5,75%107

la 35 0 5 126,46 4,83x107

3 20 5,5 3,5 3631.33 3.87x107

3a 20 0 3,5 4041,00 3,61x1073

4 5 10 5 144,10 8,62x10™

4a 5 0 5 105,23 8,04x10*

a- Experiéncias em que ndo ¢ adicionado surfatante.

5.3.1 Tamanho das particulas pelo DLS

Na Figura 5.17 estdo representados os graficos da distribuicdo do tamanho das nanoparticulas
em funcdo da percentagem de intensidade, obtidos a partir da técnica de DLS.
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Figura 5.17 — Anélise DLS da distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas preparadas: a)
Experiéncia 1 e 1a; b) Experiéncia 3 e 3a; ¢) Experiéncia 4 e 4a.

A partir da analise do Quadro 5.2 e da Figura 5.17, conclui-se que a adicéo de surfatante ndo
produziu diferencas significativas, nem no tamanho, nem no contetdo fenolico das
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nanoparticulas produzidas, ao contrario do que seria esperado segundo a literatura, em que uma
maior quantidade de surfatante se traduziria numa diminuicéo dos didmetros das particulas.

5.3.2 Estabilidade das nanoparticulas pelo Potencial Zeta

Na Figura 5.18 apresentam-se os graficos do potencial zeta das nanoparticulas. Os graficos
abaixo representados indicam uma estabilidade coloidal moderada para os sistemas, visto que
valores reportados na literatura para nanoparticulas de lenhina variam entre -28 mV e -60 mV
(Pavaneli, 2020). O potencial negativo indica que a superficie das particulas é carregada
negativamente, possivelmente devido as cargas negativas dos grupos fenélicos da lenhina.

Em concordancia com o verificado para o tamanho das particulas, também a adicdo de
surfatante ndo produz efeitos significativos na sua estabilidade, analisando o potencial zeta.
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Figura 5.18 — Analise do potencial zeta das nanoparticulas preparadas: a) Experiéncia 1 e 1a;

b) Experiéncia 3 e 3a; c) Experiéncia 4 e 4a.
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5.3.3 Morfologia das nanoparticulas através de SEM

Uma outra prova de que a adicdo de surfatante ndo produziu efeitos nas nanoparticulas
sintetizadas por este método, encontra-se representada na Figura 5.19, onde se visualiza, através
da técnica SEM, que a forma das nanoparticulas se mantém inalterada com a introducdo de
surfatante, apresentando nas duas uma forma esfeérica.

ﬂ

SEM HV: 3.0 kV. WD: 4.24 mm | MAIA3 TESCAN| SEM HV: 3.0 kv WD: 4.25 mm MAIA3 TESCAN|
View field: 45.0 ym E View field: 200 ym | Det: In-Beam SE 5 ym
SEM MAG: 6.15 kx arolina Cos! SEM MAG: 13.8 kx Carolina Costa

Figura 5.19 - Analise SEM de nanoparticulas preparadas: a) Experiéncia 1; b) 1a.

5.4 Atividade antibacteriana

A partir do primeiro método de difusdo em disco descrito na secc¢do 4.5.6, apds 24 horas na
estufa, verificaram-se pequenos halos formados em volta dos discos das amostras
correspondentes as experiéncias 10 e 1 dos Quadros 5.1 e 5.2, respetivamente, em contacto com
a bactéria Staphylococcus aureus. Este resultado podera indicar alguma atividade antibacteriana
contra esta bactéria por parte destas amostras, ainda que muito diminuta.

Ao analisar os resultados do segundo procedimento descrito na sec¢do 4.5.6, verificou-se que
foram formados halos em todos os discos das amostras que foram colocadas em contacto com
a bactéria Staphylococcus aureus. Ainda que ndo tenha ocorrido uma difusdo uniforme, os halos
formados apresentam maiores diametros do que os formados pelo primeiro procedimento,
possivelmente devido as maiores concentragdes das suspensdes preparadas.
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A partir destes resultados, € possivel concluir que ocorreu alguma atividade contra bactérias de
Gram positivo, visto que apenas nas caixas que continham a bactéria Staphylococcus aureus
foram formados halos, ainda que pequenos.

Os resultados obtidos a partir do terceiro procedimento da seccdo 4.5.6, mostram que néo
existiu crescimento da bactéria Staphylococcus aureus, nem mesmo no momento inicial. O que
era esperado a partir deste ensaio era que, em caso de existéncia de atividade antibacteriana por
parte das suspensdes preparadas, ocorresse uma inibicdo gradual da bactéria ao longo das 24
horas, e ndo uma eliminacdo total. A explicacdo para este fendmeno podera passar pelo facto
de o pH das suspensdes ndo estar exatamente neutro, e este ter resultado na eliminacdo total da
bactéria, ou outra caracteristica das mesmas ndo evidenciada.

Na Figura 5.20 apresentam-se 0s resultados dos 3 procedimentos, respetivamente.

Figura 5.20 — Resultados da atividade antibacteriana dos procedimentos descritos em 4.5.6: a)
Primeiro procedimento; b) Segundo procedimento; ¢) Terceiro procedimento
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6 Conclusdes e sugestdes para futuros trabalhos

6.1 Conclusdes

Este trabalho iniciou-se com a sintese de nanoparticulas de lenhina através de alguns métodos
de self-assembly e precipitagdo &cida, tendo por base algumas preparacfes experimentais
descritas em artigos cientificos. Algumas preparacdes foram caracterizadas quanto a morfologia
das suas particulas, através das técnicas SEM e TEM; quanto ao tamanho das particulas, através
da técnica DLS e quanto ao contetudo fendlico presente nas mesmas, através do método de
reducdo de DPPH.

As nanoparticulas preparadas via self-assembly apresentaram, na sua maioria, formas esféricas,
sendo que os seus tamanhos médios variaram entre 0s 177 nm e 489 nm, o que permitiu concluir
que, & medida que a velocidade de gotejamento da dgua destilada aumenta, o didmetro das
nanoparticulas diminui ligeiramente, dado que com maiores velocidades, o tempo de agregacdo
das moléculas de lenhina, e o consequente crescimento das particulas é reduzido. Quanto ao
contetido fendlico presente nas nanoparticulas, este variou entre os valores 2,97x107
mgGAE/mL e 3,06x10° mgGAE/mL, correspondendo o ultimo a amostra sujeita a menor
velocidade de adicdo de agua.

A morfologia das nanoparticulas preparadas através de precipitacdo acida ndo foi possivel
observar com clareza, provavelmente devido ao facto de estas terem sido analisadas um tempo
depois da sua preparacao, o que levou a sua aglomeracao. No que diz respeito ao tamanho, estas
apresentaram valores de 80 nm a 129 nm, presenciando-se uma diminuicdo de tamanho com o
aumento da concentracdo de surfatante, dado que a adsor¢do deste as moléculas da lenhina,
provoca a sua agregacdo, causando uma contracdo das nanoparticulas, formando agregados
mais pequenos. O contetido fenolico variou entre 1,50x10° mgGAE/mL e 3,00x107°
mgGAE/mL, sendo que o maior valor corresponde a amostra em que ndo foi adicionado
surfatante, verificando-se uma diminuicdo do contetdo fendlico com a adicdo de surfatante.

Posteriormente, ao verificar que as propriedades das nanoparticulas eram de facil alteracdo,
apenas fazendo variar algumas caracteristicas da sua preparacdo, foram analisadas quais as
condigcdes Otimas de preparacdo para 0 método experimental presente na seccdo 4.3.1,
avaliando-se a influéncia da concentragéo de lenhina, da concentracdo de surfatante e do pH no
tamanho e no contetdo fenolico das nanoparticulas.

Recorrendo ao software JMP® Pro 16, verificou-se que a concentracao de lenhina é o fator que
provoca um maior efeito no contetdo fendlico, seguida do pH, e da concentracdo de surfatante.
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Por outro lado, o pH é o fator com maior relevancia no tamanho das particulas, seguido da
concentracdo de surfatante e por Gltimo da concentragdo de lenhina.

A partir da fungdo “Desirability” do JMP® Pro 16, retirou-se que os valores desejaveis para
uma minimizacao do tamanho das nanoparticulas e uma maximizacdo do contetido fendlico sao
422,96 nm e 4,53x10° mgGAE/ml, respetivamente. Estes valores hipotéticos seriam
alcancados a partir de uma concentracdo de lenhina de 35 mg/mL, uma concentracdo de
surfatante de 10 % (m/v lenhina) e com um pH de 5. Foi possivel constatar também que o
tamanho das particulas aumenta ligeiramente com a concentracdo de lenhina e de surfatante e
diminui drasticamente com o aumento do pH. O contetdo fendlico e, portanto, a capacidade
antioxidante das particulas aumenta drasticamente com a concentracdo de lenhina e aumenta
ligeiramente com a concentracdo de surfatante e aumento do pH.

A partir de um estudo posterior para analisar a efetiva contribuicdo de surfatantes nas
propriedades de nanoparticulas de lenhina, foi verificado que, para 0 método em estudo, estes
compostos quimicos ndo produzem efeitos significativos na morfologia, tamanho, contetido
fenolico e estabilidade das nanoparticulas.

Por altimo, foram realizados alguns testes para avaliar a existéncia de atividade antibacteriana
por parte das nanoparticulas de lenhina sintetizadas contra as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados demonstraram apenas a
ocorréncia de uma pequena atividade contra a bactéria Staphylococcus aureus.

6.2 Sugestdes para futuros trabalhos

Apos o desenvolvimento desta dissertacdo, existem aspetos e alternativas que deveriam ser
considerados no seguimento deste projeto, como por exemplo:

- Investigar mais métodos experimentais de sintese de nanoparticulas de lenhina, com foco na
otimizacdo das suas propriedades e na minimizacdo da utilizagdo de compostos quimicos
prejudiciais ao ambiente;

- Investigar mais areas onde estas nanoparticulas possam ser aplicadas, contribuindo para a
economia circular;

- Realizar estudos adicionais no que diz respeito a atividade antibacteriana das nanoparticulas
de lenhina, dado que neste trabalho os resultados ndo foram totalmente claros.
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ANEXO A — Curvas de calibracao
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Figura A.1 — Curva de calibracédo para testar a concentracédo de lenhina na solucéo de etanol
do primeiro procedimento de self-assembly da seccéo 4.2.1.
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Figura A.2 — Curva de calibracdo para a determinacdo da concentragdo das amostras.
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