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RESUMO

O fruto do agai (Euterpe Olerdcea) ¢ um produto amplamente comercializado no Brasil,
principalmente na regido amazdnica, que gera uma grande quantidade de residuo, a utilizacao
desse tipo biomassa lignoceluldsica para geracdo de produtos com maior valor agregado se
apresenta como uma alternativa sustentavel. Nesse contexto, este trabalho teve como intuito
avaliar o potencial da biomassa lignoceltlosica do fruto do acai na extracdo de derivados de
alto valor agregado como nanocristais de celulose (NCCs) e lignina, principalmente. Para isto,
realizou-se um pré-tratamento da fibra do acai para a retirada de extrativos orgéanicos e
componentes estruturais como lignina, hemicelulose e carboidratos de baixo peso molecular, e
em seguida empregou-se o método da hidrdlise acida com 41 % da mistura 4cido sulftrico e
acido cloridrico (1:1) para extracdo dos nanocristais. Um planejamento estatistico foi proposto
para avaliar as melhores condi¢des de producao dos NCCs, no qual se avaliaram as varidveis:
temperatura, tempo, e faixa granulométrica de fibra. Os resultados de espetroscopia na regiao
do infravermelho mostraram bandas caracteristicas de lignina, hemicelulose e carboidratos
presentes na fibra do agai e, que a intensidade dessas bandas foi diminuindo da fibra
deslignificada para fibra branqueada, indicando que houve a extracdo desses componentes
nessas etapas. A andlise da lignina por Ressonancia Magnética Nuclear com Correlagao
Quéntica Unica Heteronuclear (HSQC *C - 'H) indicou que ela é rica nas subestruturas
precursoras com forte presenca do radical metoxilo, 4cido p-cumarico e algumas ligagdes -
0O-4’, o que sugere a aplicacdo desta lignina para a produc¢do de commodity chemicals. O
maior rendimento de NCCs obtido foi de 11% para hidrolise na condicdo T=45°C, t= 120 min
e granulometria de (125 - 250) um. A cristalinidade foi calculada pela técnica de DRX e
apresentou um valor de 45%. Assim, verificou-se que ¢ possivel a obten¢do desse material
nanocristalino a partir da fibra do agai, porém sua extracdo ainda enfrenta desafios como o

baixo rendimento e a alta quantidade de dgua gasta no processo.

Palavras-chave: Biomassa lignoceluldsica. Fibra de agai. NCCs. Lignina.
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ABSTRACT

The use of lignocellulosic biomass for cellulose-based products generation has been widely
studied, as it represents a sustainable alternative that uses a low-cost feedstock to generate
higher value-added products. Agai berry is a widely traded product throughout Brazil,
specially in the Amazon region. From its consumption is generated a huge amount of waste
that is not collected properly the most of time, which causes environmental problems. In this
context, this work aimed to evaluate the potential of the lignocellulosic biomass from Acai
fruits (Euterpe Olerdcea) to produce cellulosic nanocrystals (CNCs) and lignin. A pre-
treatment of acai fibers was applied to remove extractives and components including lignin,
hemicellulose and low molecular weight carbohydrates, after that, the acid hydrolysis method
with 41% of the sulfuric acid and hydrochloric acid mixture (1:1) was carried out for
extraction of nanocrystals. An experimental design was proposed to analyze the best
extraction conditions of the CNCs, considering the variables: temperature, time, and particle
size range of the fiber. The infrared spectroscopy results showed characteristic peaks of
lignin, hemicellulose and carbohydrates present in the fiber. The intensity of these peaks
decreased from the delignified fiber to the bleached fiber, which pointed out that these
components were efficiently removed from these steps. A 2D NMR lignin analysis indicated
that it is rich in precursor substructures with a strong presence of radical methoxy, p-cumaric
acid and some b-O-4’ bonds. The lignin is therefore a potential precursor to the production of
chemical commodities. . The highest yield of NCCs was 11%, at hydrolysis condition of 45
°C, 120 min and (125-250) um. The crystallinity was calculated by the XRD technique and
presented a value of 45%. Thus, it was found that it is possible to obtain this nanocrystalline
material from the agai fiber, but its extraction still faces challenges such as the low yield and

the high amount of water spent in the process.

Keywords: Lignocellulosic biomass. Acai fiber. NCCs. Lignin.
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1 INTRODUCAO

Os nanocristais de celulose sdo materiais de escala nanométrica formados pela parte
cristalina da cadeia de celulose, que possuem Otimas propriedades mecanicas, Oticas e
térmicas. Pereira et al. (2014) relataram que essas caracteristicas contribuem para a utilizagdo
desse material como nano particulas de refor¢o em nanocompdsitos e chamam a atencao de
industrias de diferentes ramos, como a de embalagens, agricultura, alimenticia,
automobilistica, aeronautica, entre outras, revelando seu potencial econdmico em
crescimento.

A lignina € um hetereopolimero de estrutura complexa e amorfa presente na madeira,
em gramineas € na maioria dos residuos agroindustriais que possui alta resisténcia térmica,
quimica e biolégica. Antes tratada como um residuo indesejavel da industria de papel e
celulose, a lignina tem recebido bastante atengdo por parte da biorrefinaria para obtencao de
produtos que substituam os insumos provenientes da cadeia petroquimica.

A comercializa¢ao do fruto do agai (Euterpe Oleracéa) teve um grande aumento nos
ultimos vinte anos devido ao seu alto valor nutricional, por ter propriedades antioxidantes e
ser rico na chamada “gordura boa”. Segundo dados da SEDAP (2017), no estado do Para a
producdo de frutos alcangou 1.273.568 milhdes de toneladas. Um relatério da Companhia
Nacional de Abastecimento (Conab) de 2019 destaca o estado do Para como maior produtor
mundial da fruta, seguido do Amazonas, e revela a consolidacio do Maranhdo como um dos
maiores produtores ocupando terceiro lugar no ranking nacional.

A extracdo da polpa do acai gera uma biomassa residual que constitui 85% do fruto,
assim, observa-se a necessidade do estudo do aproveitamento e tratamento desse residuo
biologico na geragdo de produtos com valor agregado. A fibra do agai estd localizada no
mesocarpo, em contato com a polpa, e, portanto ¢ um subproduto de sua extracao. Pessoa et
al. (2010) caracterizou a fibra de agai e determinou sua composi¢@o lignolelulosica com 33%
de lignina Klason, 33% de celulose, 37% de hemicelulose, 7% de extrativos soluveis em dgua
e 1% de extrativos orgénicos, sendo assim um material com alto potencial para extracdo de
nanocristais de celulose (NCC) e lignina.

A obtencdo de produtos biodegradaveis oriundos de fontes renovaveis e de baixo
custo ¢ de grande interesse da sociedade em geral, que visa substituir o uso de produtos
derivados do petroleo. Assim, o presente trabalho possui alta relevancia por avaliar o

potencial de uma matéria-prima de baixo custo e de facil acessibilidade para obtengdo de



materiais de maior valor agregado, como os NCCs e lignina.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial da fibra do acai para produzir derivados lignoceluldsicos (lignina

e nanocristais de celulose)

2.1 Objetivos especificos

e Estudar e estabelecer uma metodologia experimental apropriada, em escala
laboratorial para a preparacao das fibras da semente do acai e para a extragao
dos derivados lignocelulosicos;

e Realizar ensaios preparativos da matéria prima, lavagem, remog¢do da fibra,
moenda, e distribuicdo granulométrica visando a posterior quantificagdo dos
rendimentos dos produtos a serem extraidos;

e Realizar a extracao dos derivados da fibra: extrativos, lignina ¢ NCCs;

e Realizar a caracterizacao fisico-quimica dos produtos gerados;

e Definir as melhores condi¢des de extracao, em fungdo dos NCCs produzidos,
por ser este derivado o que oferece o maior desafio tecnologico para a
extracao;

e Avaliar o potencial que tem a fibra de acai para a produgdo eficiente de

NCCs.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomassa

Biomassa ¢ toda matéria organica oriunda direta ou indiretamente do processo de
fotossintese e seus derivados como florestas, culturas e residuos agricolas, ou proveniente de
rejeitos industriais e urbanos (CLAUDEMIRO, 2013). Essa matéria tem sido considerada a
unica fonte sustentavel de carbono na terra, sendo um promissor substituto do petroleo para
aplicacdes petroquimicas e na producao de combustiveis (ISIKGOR e BECER, 2015).

De acordo com Tursi (2019) a biomassa pode ser classificada de acordo com sua
origem em quatro tipos: biomassa da madeira, biomassa herbacea, biomassa aquatica,
biomassa de residuos animais € humanos, € mistura de biomassas.

I- Biomassa da madeira: proveniente de recursos florestais como lenha, residuos de
arvores e raizes, subprodutos gerados do processamento da madeira da industria
moveleira e de papel e celulose (SILVA et al., 2009).

I1- Biomassa herbacea: consiste basicamente de residuos agroindustriais como o
bagaco da cana-de-agucar, a palha de arroz, a palha e o sabugo do milho, resto
de cultura de soja e outros subprodutos (CORTEZ, LORA e GOMEZ, 2008).

III- Biomassa aquatica: incluem macroalgas, microalgas e plantas aquaticas,
constituidas por diferentes tipos de carboidratos em combinacdo com varias
proteinas, lipidios e material inorganico (de WILD, 2015).

IV-  Biomassa de residuos animais ¢ humanos: 0ssos, esterco, pelos e outros residuos
provenientes da criacdo de bovinos, suinos e aves; além de esterco e cabelo

humano (VASSILEV et al. 2012).

Segundo Zhou (2011) ¢ caracterizada como biomassa lignoceluldsica toda matéria
que possui como principais componentes estruturais os carboidratos poliméricos celulose,
hemicelulose e lignina. Assim, as principais fontes desse material sdo a biomassa proveniente
da madeira e a biomassa herbacea, pois a estrutura da parede celular das plantas ¢ composta
basicamente desses trés carboidratos poliméricos.

Dependendo da fonte do material lignocelulosico esses polimeros sdo organizados
em estruturas tridimensionais complexas e ndo uniformes que podem apresentar grande

variagdo em sua composicao relativa (ISIKGOR e BECER, 2015).



Nessa matriz, a celulose ¢ o principal componente estrutural e ¢ responsavel por
agregar rigidez ao material e, as propriedades mecanicas dependem da quantidade desse
constituinte (KHALIL et al., 2014). A hemicelulose compde uma parte amorfa da estrutura
que envolve as microfibras de celulose e age como um compatibilizante natural da celulose e
da lignina (KALIA et al., 2011). A lignina ¢ um componente amorfo e com caracteristicas
hidrofobica e hidrofilica que age como protetor das fibras de celulose contra ataque acido ou
biolégico, também ¢ responsavel pela retencao de dgua na célula (MAJEED et al., 2013). A

Figura 1 apresenta como est4 organizada essa estrutura na parede celular das plantas e fibras.

Figura 1- Estrutura dos componentes estruturais celulose, hemicelulose e lignina na parede

celular das plantas e fibras.

hemicellulose

cellulose

Fonte: Tursi (2019)

A biomassa lignocelulosica tem sido estudada por diversos autores com o intuito de
utilizar uma fonte renovavel e de baixo custo para gerar materiais de maior valor agregado,
como os materiais a base de celulose, que possam substituir os produtos provenientes do
petréleo (MISHRA, KHARKAR e PETHE, 2019).

Alguns residuos agroindistriais com diferentes porcentagens de celulose e lignina
foram usados para extrair a parte cristalina da celulose denominada de nanocristais de
celulose (NCCs) como: fibras de coco, palha de milho, talo de algodao, casca de arroz, fibra

de sisal, kenaf, palha de trigo, bagaco de cana-de-agticar e outros (BRINCHI et al., 2013).

3.2 Biomassa residual do fruto do acai (Euterpe Olerdcea)

O acai (Euterpe Olerdcea) ¢ uma espécie tipica da regido da varzea amazonica e seu
fruto ¢ popularmente consumido na forma de suco por possuir grande valor energético, alta

concentragdo de fibra alimentar e excelentes propriedades antioxidantes (YUYAMA et al.,



2011).

Os frutos do agai sdo quase redondos, com didmetro variando entre um e dois
centimetros e uma epiderme externa lisa. O pericarpo tem cerca de 1 mm de espessura, o
mesocarpo ¢ formado por camadas internas que correspondem a regido onde se encontra a
polpa, e o endocarpo possui um tecido vascular formado por um rede monostélica que forma
uma camada de fibra bem embalada, parcialmente destacavel durante o processamento de
frutas e que esta em contato direto com a polpa (PESSOA et al., 2010)

Durante o processo de despolpacao ¢ gerada uma grande quantidade de residuos que
sdo constituidos basicamente pelo caroco coberto por fibras lignoceluldsicas. Segundo Pessoa
et al. (2010) aproximadamente 85% do peso da fruta sdo residuos.

Buffalino et. al (2018) relataram que essa biomassa ¢ acumulada em grandes
depositos e deixados perto dos estabelecimentos comerciais, causando poluicdo da terra e da
agua, além de problemas devido ao odor ofensivo gerado pela sua decomposicao.

Com o intuito de melhorar a qualidade de vida da populacao residente desses locais
diversas pesquisas tém sido realizadas para avaliar o potencial dessa biomassa, tanto na
producdo de energia (BUFFALINO et al, 2018), quanto na utilizagdo da fibra
lignocelulosica como reforco em compositos com matrizes poliméricas (CASTRO et
al.,2010; MARTINS et al., 2008). No entanto, ndo foram encontradas pesquisas relacionadas
a extracdo dos derivados lignoceluldsicos como lignina e produtos a base de celulose, como

nanocristais de celulose (NCCs), nanofibras (NFC) ou a celulose microfibrilada (CMF).

3.3 Celulose e NCCs

Presente na madeira, no algoddo, no cdnhamo e outras agrofibras, a celulose ¢ o
polimero natural de maior ocorréncia na terra e atua como um importante componente
estrutural da parede celular das plantas (KARGARZADEH et al., 2018). Representada pela
formula CgH;9Os, sua estrutura molecular ¢ formada por unidades repetidas da [-p-
glucopyranose que sdo ligadas covalentemente pelo grupo acetal e pelo grupo hidroxila dos
atomos de carbono das extremidades da cadeia (B-1,4-glucan) (KLEMM et al., 2005).

De acordo com Habibi, Lucia e Rojas (2010) todos os anéis da B-p-glucopyranose
assumem a conformagdo do tipo cadeira, onde as hidroxilas estdo posicionadas na posi¢do
equatorial e os 4&tomos de hidrogénio estdo orientados na posi¢do axial, sendo essa estrutura

estabilizada por interagdes intramoleculares do tipo ponte de hidrogénio, conforme Figura 2.



Figura 2- Estrutura molecular da celulose (n= grau de polimerizagao)
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Fonte: Klemm et al. (2005)

Segundo Janoobi et al. (2015) a celulose ¢ formada por unidades nanométricas de
fibras elementares que se sofrem tor¢des e se agrupam em microfibras de estrutura helicoidal
constituidas de regides amorfas e dominios cristalinos fortemente ligados pelas interagdes
inter e intramolecular de ponte de hidrogénio.

Devido aos diferentes tipos de estrutura nanofibrilar formados, as nanoceluloses
obtidas pela desintegracao da cadeia de celulose podem ser classificadas como nanocristais de
celulose (NCCs) ou nanofibras de celulose (NFCs) (XIE et al., 2018). Os NCCs, também
conhecidos como nanowhiskers, sdo materiais altamente cristalinos de 10-20 nm de largura e
centenas de nandmetros de comprimento, enquanto as nanofibras sdo componentes formados
por regides amorfas e estruturas cristalinas de largura maior ou igual aos NCCs, porém com
muitos micrometros de comprimento (XU et al., 2013).

Os cristais de celulose podem apresentar uma ampla variagdo em sua conformagao
devido as diferentes e complexas conexdes criadas pelas ligagdes de hidrogénio, sendo
formadas, assim, pelo menos quatro estruturas polimorfas denominadas celulose I, II, Il e IV
(HABIBI, LUCIA, ROJAS, 2010).

Conforme Moon et al. (2011) a celulose I ¢ o tipo de estrutura cristalina sintetizada
naturalmente pelas plantas, bactérias, algas e outros organismos, e ¢ constituida ainda de duas
estruturas polimorfas a la (triclinica) e If (monoclinica) que variam em sua proporcionalidade
dependendo da sua fonte de origem.

No entanto, Klemm et al. (2005) relataram que essa estrutura ¢ menos estavel e pode
se converter em celulose tipo II (monoclinica) quando submetida ao tratamento com soluc¢ao
de hidroxido de sodio (mercerizacdo) ou pela dissolugdo da celulose I em um solvente,
seguida por uma etapa de precipita¢do, evidenciando a influencia dos tipos de tratamentos na

estrutura dos NCCs.



3.4 Obtencao dos NCCs

Xie et al. (2018) relataram que o primeiro método usado para a extracao dos
nanocristais de celulose foi a hidrolise dcida com acido cloridrico e &cido sulfurico feito por
Nickerson and Habrle em 1947, desde entdo, esse método tem sido amplamente utilizado por
formar suspensdes mais estaveis.

Outros métodos foram estudados e aprimorados, como a hidrolise enzimatica, a
degradacdo oxidativa, o0 método com liquidos i0nicos e a hidrolise subcritica, porém, apesar
de trazerem beneficios ambientais, apresentam alto custo (XIE et al., 2018)

Durante a reagdo das fibras de celulose com acidos fortes a parte amorfa da cadeia
de celulose ¢ quebrada e a parte cristalina permanece intacta e pode ser isolada em particulas
na forma de bastao. Os acidos mais comumente usados sao H,SO,4, HCI, acido oxalico, HBr,
H;3;PO4 e HNO3; (KARGARZADEH et al., 2018).

Os acidos atacam preferencialmente a parte amorfa da cadeia de celulose devido a
habilidade de liberar no meio reacional fons H', que promovem a protonacgdo dos atomos de
oxigénio das ligacdes glicosidicas das moléculas, como essas ligacdes sdo mais fortes na
parte cristalina devido ao alto grau de organizacdo e a estrutura hierarquica das nanofibras
unidas aos nanocristais, os ions nao conseguem penetrar nessa parte da cadeia inicialmente
(MENG et al., (2015).

No entanto, as condi¢des da hidrolise acida sdo essenciais para a eficiéncia na
obtencdo dos NCCs. Kargarzadeh et al. (2012) relataram que as caracteristicas dos
nanocristais dependem da fonte da qual foram extraidos e das condi¢cdes da reacdo como
temperatura, tempo e concentracdo do acido. Esses mesmos autores verificaram que para
condicdes de temperaturas mais baixas, ¢ necessario um tempo maior de hidrélise para
alcancar a eficiéncia esperada da reacao.

Rosa et al. (2010) avaliaram o efeito do tempo na hidrolise 4cida com H,SO4 para
extracdo de NCC da fibra de coco e verificaram que tempos de reagdo mais prolongados
podem dissolver ndo somente a parte amorfa da cadeia de celulose, mas atacar também a
parte cristalina, causando diminui¢do no grau de cristalinidade do material.

De acordo com Pereira et al. (2014) as condicdes reacionais e o tipo de acido
utilizados influenciam fortemente a morfologia e as dimensdes dos NCCs. Eles relatam que o
uso do acido cloridrico implica uma limitada dispersdo em solu¢do aquosa, pois as particulas
tendem a se agregar por meio da extensa possibilidade de ligagdes de hidrogénio.

O uso de acido sulftrico envolve a esterificacdo dos grupos hidroxila gerando a



adicdo grupos sulfatos (carga negativa) na superficie dos nanocristais de celulose, o que traz
como beneficio uma estabiliza¢do anidnica e previne a agregacdo dos NCCs, mas por outro
lado, diminui a estabilidade térmica e pode causar a degradacdo do material (LU e HSIEH,

2010).

3.5 Lignina

De acordo com del Rio et al. (2015), a lignina ¢ um heteropolimero aromatico
complexo, formado pelo acoplamento de trés fitoquimicos principais: alcool p-cumarilico,
alcool coniferilico e o alcool sinapilico. Estes fitoquimicos, chamados de monolignol se
diferenciam entre si pelo grau de metoxilacido, isto ¢, pela maior ou menor presenca de
grupos metoxilos na sua estrutura molecular. Os radicais metoxilos sdo do tipo éter que se
formam pela unido de um grupo metilo (CH3-) a um oxigénio (O) formando o radical —O—
CH3 através da reagdo de metoxilacdo. A Figura 3 apresenta as estruturas destes trés
“mondmeros” precursores da lignina.

Na estrutura da lignina, estas unidades precursoras se interligam formando unidades
estruturais superiores, dentre as quais, podem ser destacar trés delas: a p-Hidroxifenila (H), a
Siringila (S) e a Guaiacila (G). A interligagdo entre as estruturas precursoras se da entre
unidades idénticas, (da forma como se controle um homopolimero), desta forma, a ligacao
entre as estruturas do Alcool p-cumarilico origina a p-hidroxifelina, por outro lado, da
interligacao do alcool coniferilico origina a Guaiacila e por fim, a Siringila ¢ formada pela
juncao das unidades do alcool sinapilico.

Na sequéncia, as unidades (H), (G) e (S) sdo interligadas por pelo menos sete tipos
de ligacdes, nas quais predomina a denominada [-O-4’. A figura 4 apresenta duas unidades
de Guaiacila interligadas pela ligacao B-O-4".

Sabe-se que a composi¢cdo da lignina varia entre os tipos de plantas, e ainda, para uma

mesma planta a composi¢do muda nos diversos tecidos e camadas desta:

e Em madeiras duras (Eucalipto): a lignina é rica em estruturas Siringila (S),
seguida de estruturas de Guaiacila (G);
e Em madeiras suaves ou brandas (coniferas): a lignina € rica em estruturas de

Guaiacila (G) e em menor propor¢do de p-Hidroxifenila (H);



e Em gramineas (Cana-de-acucar, palhas): predominam as trés unidades

estruturais, sendo a p-Hidroxifenila (H) presente em menor proporg¢ao.

Figura 3- Fitoquimicos precursores a), b) e ¢) unidades estruturais e d), e) e f) constitutivas da

lignina
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Fonte: Proprio Autor

Figura 4- Arranjo das ligagdes -O-4" na estrutura molecular da lignina
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Fonte: Adaptado de Menezes (2018)

Menezes, 2016 e del Rio et. al (2015) também destaca a presenca significativa de

unidades dos 4cidos hidroxicindmicos, cujos principais representantes sdo os acidos p-
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cumarico (PCA) e o ferulico (FA). Estes acidos estdo formados por um anel aromatico, um
grupo alifatico e um 4acido carboxilico no extremo. A Figura 5 apresenta a configuragdo

estrutural destes dois tipos de acidos

Figura 5- Estruturas dos acidos p-cumarico e ferulico presentes nas ligninas das gramineas.

. T Tome
0
OH L":_‘/
PCA FA
Acido p-cumirico Acido ferilico

Fonte : Adaptado do del Rio et. al (2015)

Por ser resistente a degrada¢ao quimica e bioldgica, a presenca da lignina pode
dificultar o tratamento do material lignoceluldsico. O isolamento da lignina pode ser feito de
trés maneiras de acordo com Saliba et al. (2001):

a) como residuo - E o método de Klason, no qual pela hidrolise acida, os
polissacarideos sao removidos e a lignina ¢ liberada como residuo.

b) como derivado - Neste método, o vegetal, ao ser tratado com determinados
reagentes, forma produtos soliiveis que serdo separados.

¢) como extrativo - A lignina ¢ obtida pela extracdo com solventes organicos a
partir do vegetal finamente moido. Nesse método a estrutura da lignina natural ¢ mais
preservada.

De acordo com Quinelato (2016) no isolamento da lignina pela reacdo com
hidroxido de so6dio (NaOH) esse composto ¢ obtido como um derivado e durante esse
processo pode ocorrer a quebra nas ligagdes de éter entre as unidades de fenilpropano,

formando grupos fenolicos responsaveis por sua solubilizagao.

3.6 Hemicelulose

A hemicelulose ¢ o segundo polimero de maior abundancia na terra e possui uma
estrutura amorfa, formada por cadeias aleatoriamente distribuidas, composta por

heteropolimeros formados por monossacarideos com 5 ou 6 atomos de carbono; pentoses
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(xilose, arabinose), hexoses (manose, glicose, galactose) e agucares acetilados (ISIKGOR e
BECER, 2015).

De acordo com Kumar e Wyman (2009), as hemiceluloses apresentam maior
facilidade de quebra por hidrolise, pois ndo possuem a capacidade de ser agregar e sdao

bastante soluveis em solu¢do alcalina.

3.7 Extrativos

Os extrativos presentes no material lignoceluldsico consistem de alguns sais,
acucares e polissacarideos (soliveis em agua); acidos ou ésteres graxos; alcoois de cadeia
longa; ceras; resinas; esteroides; e outros compostos organicos (terpendides, acidos graxos,
flavondides, esteroides e outros aromaticos) que geralmente ndo possuem fungdes estruturais
na parede celular, mas sdo responsaveis pelas caracteristicas organolépticas como cor e
cheiro, ou pela protecao da célula vegetal de ataques biologicos e sdo agrupados conforme
sua estrutura quimica e polaridade (OLIVEIRA, 2014; PINO et al., 2007).

A presenga desses componentes pode variar tanto quantitativamente quanto
qualitativamente, com porcentagem na faixa de 2 — 5% em materiais provenientes da
madeira, alcancando até 15 % em algumas espécies tropicais (ZHANG et al., 2007).

De acordo com Sun e Sun (2001) os extrativos organicos (ou lipofilicos) causam
alguns problemas de deposi¢ao no processo de polpagao e as ceras e os ésteres sao dificeis de
hidrolisar sob condigdes alcalinas. Segundo Meng et al. (2015) a remogao desses extrativos ¢
uma etapa importante do pré-tratamento da biomassa lignocelulosica para a extragcdo de
NCCs, visto que esses compostos impedem o contato da solugdo alcalina com as fibras de
celulose e podem até reduzir a eficiéncia dos tratamentos quimicos subsequentes.

No entanto, alguns metabolitos secunddrios, que podem estar presentes nos
extrativos organicos, como os certos tipos de terpenos e flavonoides sdo compostos
biologicamente ativos e atuam no combate ao colesterol ruim, doengas cardiovasculares,

diabetes e cancer (VIZZOTO, KROLOW ¢ WEBER, 2010).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

A biomassa residual do processo de extragdo da polpa do agai foi doada pelo
comercial Puro Agai localizado na cidade de S3o Luis-Ma. O fruto recebido para a
comercializa¢do passa por uma lavagem inicial para retirada da sujeira e desinfecgdo com
uma solucao diluida de hipoclorito de sédio, em seguida, o material ¢ direcionado a maquina
de despolpacgdo, apds esse processo € gerado um residuo composto pelo caroco e pela fibra.
Aproximadamente 3 Kg desse material residual foram previamente lavados para retirar o
residuo da polpa e em seguida foram armazenados na geladeira a uma temperatura de 15°C. A
fibra foi separada do carogo manualmente para posterior tratamento. A Figura 6 mostra o

processo de obtengdo dessa biomassa.

Figura 6- Procedimento realizado para a obtencao da biomassa do fruto do agai.

B

Residuo da despolpagdo

Fibra retirada do carogo

Fonte: Proprio Autor (2019)

4.2 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Materiais e Engenharia de Processos
(LaMEP) e no Laboratorio de Processos do Departamento de Engenharia Quimica, ambos
localizados na Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), no campus do Bacanga, na

cidade de Sdo Luis-Ma.
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4.3 Solventes e Reagentes

A relagdo e as caracteristicas dos solventes e reagentes utilizados no pré-tratamento e

na etapa de hidrdlise estdo dispostos no quadro 1.

Quadro 1: Relacdo dos solventes e reagentes utilizados

Solvente/Reagente Marca Especificacdes
Etanol P.A. SCIAVICCO 95%
Ciclohexano P.A. ISOFAR 99%
Hidroxido de Sédio (NaOH) P.A.

(Micropérolas) ISOFAR %

Hipoclorito de S6édio (NaOCl) P.A. ISOFAR 4-6%
Acido Acético Glacial P.A. SCIAVICCO 99,7%
Acido Nitrico (HNO3) P.A. QUIMEX 65%
Acido Sulfiirico (H2SO4) ISOFAR 96 %
Acido Cloridrico (HCI) QUIMEX 37%

4.4 Métodos e procedimentos experimentais

O procedimento experimental realizado no tratamento da fibra do acai para a
extracao dos componentes de interesse, lignina ¢ NCCs, consistiu basicamente nas etapas de
pré-tratamento, hidrolise acida e purificacdo. No pré-tratamento foram realizadas as etapas de
moagem, lavagem, extracdo dos componentes organossoliveis, deslignificagdo alcalina e
branqueamento. A lignina obtida da deslignificagdo alcalina passou pelas etapas de
precipitacdo, centrifugacdo e secagem. Ja a fibra pré-tratada foi submetida a hidrolise acida.
Por fim, a purificacdo dos nanocristais envolveu as etapas de lavagem, centrifugagdo, didlise,
ultrassonificagdo e liofilizagdo. A Figura 7 mostra o fluxograma do processo.

A moagem do material lignoceltlosico foi realizada primeiramente em um moinho
de martelos (Marca TECNAL, modelo TE-330), onde 126 g de fibra foram alimentadas e
trituradas durante 10 min, em seguida o material foi direcionado a um pulverizador a fim de
se obter um tamanho mais uniforme e deixd-lo mais suscetivel ao tratamento quimico. A
classificagdo granulométrica foi feita em um conjunto de peneiras vibratorias Tyler na ordem
crescente de 35, 60, 120 e 270 mesh. O material foi dividido em trés faixas granulométricas:

35um < @ < 125pum , 125um < @ < 250pm e 250pm < @ < 500um.
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Figura 7- Fluxograma do processo de extracdo da lignina e dos CNCs da fibra de agai.
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Fonte: Proprio Autor (2019)

Em seguida, o material foi lavado com agua destilada para retirar as impurezas
presentes nas amostras. Para cada 5 g do material foram utilizados 800 mL de agua. A
lavagem foi feita em tanques encamisados com capacidade de 1L, com agitagdo mecanica
constante, a 70°C, durante 2 h conforme (Pessoa et al., 2010). Apos a lavagem, o material foi
seco a 70° C em uma estufa até se obter massa constante.

A extragdo dos componentes organossoluveis foi realizada em um conjunto de
Extratores Soxhlet da marca TECNAL durante cinco horas usando uma solugdo de
ciclohexano/etanol (1:1), conforme a TAPPI 204 cm-97 (Pessoa et al., 2010).

Na etapa de deslignificacdo alcalina, uma quantidade conhecida de fibra foi dispersa
em uma solu¢do de NaOH 2% p/v na proporcao de 1:7. Apds a homogeneizagdo, a mistura
foi cozida em uma autoclave (marca Digitale, modelo SF 350) por dois ciclos de 127° C e 40
min cada (ROSA et al.,, 2010; JONOOBI et al., 2009). Posteriormente, adicionou-se agua
destilada para parar a reacdo e evitar a degradagdo da fibra. A fibra foi separada da solugdo
por sedimentacdo e lavada com dgua destilada até se obter o pH neutro. A lignina presente no
sobrenadante foi precipitada pela adicdo de 1-2 mL de HCI 37% e separada da solug¢do por

centrifugacdo em uma macro centrifuga da marca Benfer . A lignina foi submetida a secagem
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em uma estufa da marca LimaTec a 70°C por 24 h e quantificada por pesagem em uma
balanc¢a analitica da EVEN.

A fibra resultante da deslignificagdo foi submetida a uma etapa de branqueamento
para remoc¢ao de lignina, hemicelulose e carboidratos remanescentes. O material foi disperso
em uma solu¢do de NaOCl 1% p/v, contendo 8 gotas de acido acético glacial, a uma
proporcao 1:30 g/mL de solucdo. A mistura foi agitada em intervalos regulares durante 1 hora
a 70°C, a fibra foi filtrada e lavada com agua destilada. Em seguida, realizou-se um
tratamento com uma solugdo 0,05 N de &cido nitrico por 1 hora a 70°C. Por fim, a fibra foi
lavada extensivamente com agua destilada até¢ o pH neutro ser obtido (ROSA et al., 2010).
Para contabilizar os carboidratos remanescentes, o filtrado foi centrifugado e o precipitado
obtido foi seco a 70°C por 24 h e pesado em uma balanca analitica.

As fibras pré-tratadas foram submetidas a hidrolise acida em uma solucdo 41% de
H,SO4 e HCI (1:1) na proporg¢ado de 1:20 g/mL de solucdo (MENG et al., 2015; TEIXEIRA et
al., 2010). Os experimentos foram realizados em um sistema experimental composto por dois
reatores encamisados, um banho maria (marca TECNAL, modelo TE-054) e dois agitadores
mecanicos sob temperatura e pressao constantes. A figura 3 mostra o sistema experimental
usado.

O material hidrolisado foi lavado e centrifugado repetidas vezes até obtengao de um
pH em entre 5 ¢ 6. Em seguida, a suspensao e o precipitado foram submetidos a uma dialise
por 3 dias em membranas de celulose regenerada (12-14 Da) da marca INLAB (33 x 21 mm),
a fim de retirar grupos sulfatos que ndo reagiram, sais e alguns agucares soliveis (MENG et
al., 2015; TEIXEIRA et al., 2010). A suspensao final foi colocada em um banho ultrassom
por 20 min para obter uma boa dispersdo dos nanocristais. Por fim, a suspensao foi liofilizada
em um liofilizador K105 da LIOTOP e os nanocristais foram contabilizados mediante

pesagem com o auxilio de uma balanca analitica.
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Figura 8- Sistema experimental utilizado na reagdo de hidrdlise acida para extracdo de

nanocristais de celulose.

Fonte: Proprio Autor (2019)

4.5 Técnicas de Caracterizacao

4.5.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A CLAE um tipo de cromatografia liquida que conta com um sistema composto por
um reservatorio de fase movel, uma bomba, um medidor de pressdo, uma valvula para
amostragem, uma coluna, um detector e um registrador. As colunas empregadas nesse tipo de
cromatografia contam com particulas de tamanho iguais ou menores que 10 um, o que confere
a essa técnica alta resolu¢do, pois a diminuicdo do tamanho da particula diminui a
profundidade dos poros e faz com que a amostra saia mais rapidamente (COLLINS, 2010).

Como a cromatografia ¢ uma técnica de separag@o e ndo de identificagdo, geralmente
ela vem acoplada a detectores que vdo ajudar a caracterizar o composto separado. Os
detectores por absorbancia no ultravioleta e no visivel (UV-Vis) usam o principio de
absorbancia da luz por parte da amostra ao passar através dela qualquer radiagdo
eletromagnética, em um dado comprimento de onda (COLLINS, 2010).

A energia caracteristica de uma transicdo e o comprimento de onda da radiagdo
absorvida sdo propriedades de grupos de atomos chamados de cromoforos, assim, se a
substancia a ser identificada possuir um cromoforo serd possivel ter informagdes sobre quais
grupos funcionais a constitui (PAVIA et al., 2010)

Para determinar as classes de compostos presentes nos extrativos organicos extraidos

da fibra do acai foi utilizado um equipamento de CLAE-DAD (marca Shimadzu, modelo L-20
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AT) com uma coluna C18 (150 x 4,6 mm) com particulas de 4 um de didmetro e porosidade
de 100 A, aclopado a um detetor UV/Vis (marca Shimadzu, modelo- 20 A). A fase movel
utilizada foi dgua/metanol com um método cromatografico exploratorio de 5 a 100% de
metanol em 40 min e isocratico 100% de metanol de 40 a 50 min. O volume de inje¢do foi de

10 pL com concentracdo de 10 mg/ pL.

4.5.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (1V)

A Espectroscopia na Regido do Infravermelho ¢ um tipo de espectroscopia
vibracional amplamente utilizada pela possibilidade de trabalhar com amostras em estado
solido amorfo ou cristalino, solu¢des aquosas, solventes organicos, filmes e membranas
(FORATO, 2010). Essa técnica utiliza o principio de absorcao de energia, onde as moléculas
sdo excitadas para atingir um estado de energia maior. A radiagdo na regido do infravermelho
corresponde a faixa que engloba frequéncias vibracionais de estiramento e dobramento de
ligacdes quimicas, assim, os padrdes de absor¢do, ou espectro infravermelho, fornecem
informagdes sobre os tipos de ligagcdes e sobre a estrutura da molécula, permitindo identificar
as moléculas presentes em um determinado composto (PAVIA et al., 2010).

Para analisar a composi¢do da fibra in natura, da fibra apods a deslignificacao alcalina,
da fibra apos o branqueamento, bem como a lignina e os carboidratos obtidos no pré-
tratamento utilizou-se um equipamento de infravermelho da marca Shimadzu, modelo IR-
Prestige-2. As amostras foram preparadas com pastilhas de KBr e a analise ocorreu com uma

resolucdo de 4 cm-1 e um range de varredura de 650 a 4000 cm-1.

453 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) COM CORRELACAO
QUANTICA UNICA HETERONUCLEAR (HSQOC °C — 'H)- HSQC- RMN

Constitui uma das técnicas avancgadas de espectroscopia, a qual permite verificar e
estudar as estruturas presentes nas ligninas derivadas seja da madeira como das gramineas.
Através da técnica € possivel identificar as correlagdes entre os niicleos envolvidos que estdo
distantes por uma ligagdo quimica. Desta forma, um experimento HSQC *C — 'H indica a
qual carbono estd ligado cada um dos hidrogénios da molécula organica (Laboratério de

Ressonadncia Magnética Nuclear -IQ/UNICAMP, 2019). Por ser um experimento em duas
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dimensdes os sinais individuais (picos) de °C e 'H sdo cruzados, resultando em espectros de
areas (2D-RMN) que mostram as coordenadas d¢ (no eixo y) e Op (no eixo x) onde as
vibragdes atomicas foram detectadas, Esta combinagdo de sinais é chamada de Correlacoes.

Nas ligninas, os espectros 2D- RMN podem ser divididos em até trés regides:

e Regido alifatica C-C (com coordenadas o¢/dpy entre 5-50 e¢ 0,5 — 3,0
respectivamente);

e Regiao alifatica oxigenada C-O (com coordenadas 8¢/dy entre 50-95 e 2,75 —
6,0 respectivamente)

e Regido aromatica (com coordenadas O¢/0py entre 95-145 e 6,0 — 8,5

respectivamente)

De acordo com Menezes et al. (2016) e del Rio et al. (2015), a regido alifatica
oxigenada € a mais importante para as ligninas porque ¢ onde sdo visualizados as principais
ligacdes e estruturas como a PB-O-4’, B-B’, B-5 e a-0O-4’, assim com as subestruturas -O-
4’, grupo metoxilo, aquil-aril éter, fenilcumaran, tetrahidrofurano, resinol e carboidratos (se
houver). Estas ligagdes e subestruturas estao associadas a presenga das unidades poliméricas
(S) e (G) principalmente. A Figura 9 apresenta um espectro 2D- RMN tipico definido pela
técnica HSQC- RMN para uma lignina proveniente de madeira (IBARRA et al. 2007), nela
pode ser observado, na regido alifatica a presenca da correlacdo acetila (correlagdo S¢/0y
20/1,9) grupos metoxilos na regido alifatica oxigenada (correlagdo oc/0y 55,6/3,73) e
unidades de Siringila (correlagao d¢/0y 103,8/6,69).

Os ensaios espectros 2D- RMN foram gerados seguindo o protocolo do Laboratdrio
Nacional de Biociéncias (LNBio) do Centro Nacional de Pesquisas em Energia e Materiais
(CNPEM) (Menezes et al. 2016). A lignina foi dissolvida em DMSO-deuterado até uma
concentragcdo de 50 mg/mL e depois, um volume de 0,6 mL foi depositado no tubo para RMN
de 5 mm do equipamento Agilent DD2 MHz com sonda de ressonancia tripla e z-gradiente
inverso. As condi¢des técnicas para a geracao dos espectros seguiram o protocolo a seguir:

e Foi selecionado o programa HSQC adiabatic pulse program (gHSQCad) para a

geracdo dos mapas de contorno, com amplitude espectral de 800 Hz (0 — 16 ppm) e

25000 Hz (0 — 200 ppm) para as dimensdes 'H e "°C respectivamente;

e O software NMRPipe foi usado para processar os dados do 2D HSQC;
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e Previamente a transformagdo de Fourier, os dados em 2D foram zerados para obter a
matriz de 4K x 1 K pontos;

e Foi aplicada uma correcdo da linha base polinomial

e Finalmente, os sinais cruzados e as correlagdes resultantes foram assignadas por
comparagdo com a literatura, usando os trabalhos de Ralph et al. (2004) e del Rio et
al. (2015) para correlagdes registradas em ligninas provenientes da madeira, do

bagaco de cana-de-acticar e da palha de cana-de-agucar

Figura 9- Espectro 2D- RMN definido pela técnica HSQC- RMN para uma lignina

proveniente de madeira
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Fonte: Ibarra et al. (2007)

4.5.4 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

Ao incidir um feixe de raios X em um cristal, 0 mesmo interage com os atomos
presentes, originando o fendmeno de difracdo. A difracdo de raios X ocorre segundo a Lei de
Bragg (Equagdo 1), a qual estabelece a relagdo entre o angulo de difrag¢do e a distancia entre

os planos que a originaram, caracteristicos para cada fase cristalina (SILVA et al., 2011).

nA=2d senf (D)
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n: nimero inteiro
A: comprimento de onda dos raios X incidentes
d: distancia interplanar
0: angulo de difracao

A andlise de difragdo de raios X foi realizada em um difratometro da marca Bruker,
modelo D8 ADVANCE, operando a 45 kV. Os dados foram adquiridos com uma variagao do
angulo 2 6 de 5° a 40°.

4.6 Analise estatistica

Um planejamento experimental composto de ponto central do tipo 2° + 1 ponto
central foi feito através do software STATISTICA. As variaveis avaliadas foram a
temperatura, o tempo de hidrdlise e o tamanho da fibra. Na Tabela 1 o sinal de (+) indica o
nivel maximo da variavel, o sinal de (-) representa o nivel minimo e o (0) refere-se ao ponto
central. Assim, a temperatura variou de 45 a 85°C, com ponto central em 65°C, o tempo
variou de 60 a 120 min, sendo 90 min a condi¢do do ponto central e o tamanho da fibra foi
avaliado em um nivel méaximo para a faixa de 250-500 um, nivel minimo na faixa de 35-125
um e o ponto central na faixa de 125-250 um. As condigdes de temperatura e tempo do
experimento 2 foram as melhores condi¢des de extracdo obtidas por Rosa et al. (2010), por

isso foram repetidas com o objetivo de avaliar a influéncia da granulometria da fibra.

Tabela 1- Planejamento fatorial tipo 2% + 1 ponto central para a hidrolise acida da fibra do

acai.
Experimento Temperatura (°C) Tempo (min) Tamanho da fibra (pm)

1 (-) 45 (-) 60 (+) 250-500

2a (-) 45 (+) 120 (-) 35-125
2b (-) 45 (+) 120 (0) 125-250

2c (-) 45 (+) 120 (+) 250-500

3 (+) 85 (-) 60 (-) 35-125

4 (+) 85 (+) 120 (+) 250-500

5 (0)65 (0)90 (0)125-250
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacdo da porcentagem de fibra na biomassa residual da despolpagdo do
fruto de agai foi feita através de um teste onde a massa de fibra retirada de cada 100 g do
material foi contabilizada com o auxilio de uma balanga analitica. Foram feitas cinco medidas
e verificou-se que a porcentagem média de fibra lignoceluldsica presente no carogo foi 4,3%.
Os resultados do pré-tratamento e da hidrolise acida desse material serdo discutidos nos

topicos a seguir.

5.1 Extracao dos componentes organossoliveis

A extragdo dos componentes organossoluveis indicou a presenca de extrativos de cor
amarelada como mostra a Figura 10. Para determinar a porcentagem desses componentes na
massa tratada seguiu-se o procedimento da norma TAPPI T-204 cm-97. Esse método ¢ capaz
de extrair carboidratos de baixo peso molecular, sais, polifenois, ceras e hidrocarbonetos nao

volateis.

Figura 10- Extracdo dos extrativos organicos no extrator SOXHLET com uma mistura

etanol/ciclohexano (1:1).
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Fonte: Préprio Autor

Os testes com amostras de aproximadamente 5 g foram realizados em triplicata com

as trés faixas granulométricas como mostra a Tabela 2.
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Tabela 2- Porcentagem média de extrativos organicos de diferentes faixas granulométricas

Faixa Granulométrica Porcentagem média de extrativos (%) Desvio padrao
250-500 pm 1,34 +0,12
125- 250 um 1,36 +0,07
35-125 um 1,95 +0,17

Os valores de porcentagem média obtidos na triplicata apresentaram desvio padrdao
baixo e estdo proximos da porcentagem de extrativos organicos extraidos da fibra de acai
reportado por Pessoa et al. (2010) que foi de 1 %. E possivel observar uma tendéncia de
aumento na quantidade de extrativos obtidos com a diminui¢ao do comprimento da fibra. Esse
comportamento pode ser explicado pelo fato de que a redug¢do do tamanho da fibra causa um
aumento da superficie de contado do material com a mistura de solventes utilizados na
extracdao, aumentando a eficiéncia do processo.

O cromatograma mostrado na Figura 11 obtido pela técnica de CLAE revela a
presenca de trés compostos de alta polaridade que sairam entre 2 ¢ 12 min de corrida e trés

compostos de média polaridade com tempo de elui¢ao entre 25 e 40 min.

Figura 11- Cromatograma dos extrativos organicos da fibra do agai com detec¢ao UV/Vis,
fase movel agua/metanol com gradiente de 5 a 100 % de metanol em 40 min e 100% de

metanol de 40 a 50 min.
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5.2 Avaliacao do Pré-tratamento: Deslignificacdo Alcalina e Branqueamento

A fibra de acai foi pré-tratada com o objetivo de retirar a lignina e a hemicelulose,
pois esses componentes estruturais da fibra lignocelulosica podem dificultar o ataque acido e
reduzir a eficiéncia da hidrélise. A Figura 12 mostra o aspecto do material apos as etapas de
deslignificagdo alcalina e de branqueamento, bem como os subprodutos gerados nessas
etapas.

Foi possivel observar um clareamento significativo da fibra durante as etapas do pre-
tratamento, esse aspecto pode ser um indicativo de que aconteceu a remoc¢ao da lignina, pois
esse componente possui como caracteristica a coloragdo marrom. Verificou-se que a maior
parte da lignina foi retirada na deslignificagdo alcalina com solucdo 2% de NaOH para o
tratamento de 1,5 g de fibra, enquanto na etapa do branqueamento foi obtido um residuo
branco. Porém, percebeu-se que ao aumentar a quantidade de material tratado, mantendo a
mesma proporcao de 1:30 g/mL de solugdo, foi possivel retirar parte da lignina remanescente
do tratamento alcalino no branqueamento, o que leva a constatar que a etapa do
branqueamento ¢ de grande importancia no tratamento da fibra lignocelulosica do acgai, tanto
para a obtencao de lignina quanto para a extracdo de nanocristais de celulose, pois de acordo
com o que foi reportado por Rosa et al. (2010) a remoc¢ao da lignina deixa as microfibras de

celulose mais expostas ao ataque acido.

Figura 12- Aspecto da fibra de agai apds cada etapa do pré-tratamento, lignina retirada na

deslignificagdo alcalina e carboidratos retirados no branqueamento.
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Fonte: Préprio Autor



24

Com o objetivo de quantificar a lignina insoluvel presente na fibra do acai, a
deslignificagdo alcalina foi realizada com amostras de 1,5 g de fibras provenientes da extragao
no SOXHLET em triplicata para as trés faixas granulométricas obtidas. O resultado esta

disposto na Tabela 3.

Tabela 3- Quantidade de lignina insolivel em meio acido na fibra de acai de acordo com as

faixas granulométricas estudadas.

Faixa Granulométrica (um) Massa média de lignina (g) Desvio Porcentagem (%)

250-500 0.3305 +0,030 22.03
125-250 0.2725 +0,087 18.17
35-125 0.2694 +0,018 17.96

Os resultados mostram que a porcentagem de lignina insolavel variou entre 17 e
22%, com maior valor de desvio para a amostra de 125- 250 pm. Mesquita (2013) reportou
uma porcentagem de 30,35% de lignina Kraft insoltivel e Martins et al. (2008) encontrou 33%
de lignina para a fibra do acai (Euterpe Olerdcea).

A diferenca dos valores obtidos neste trabalho com relacdo aqueles reportados na
literatura pode estar relacionada com o método de extragdo usado, pois neste estudo a lignina
foi gerada como um derivado do processo de extragdo dos nanocristais de celulose e nao
como um residuo da hidrolise acida. Nao foi verificada a influencia da diminuicdo da
granulometria na eficiéncia da extracao.

Para confirmar a eficacia do tratamento alcalino e do branqueamento na remogao da
lignina e de outros componentes estruturais como hemicelulose e carboidratos de menor peso
molecular foram feitas andlises de espectroscopia na regido do infravermelho. A Figura 13
mostra o espectro obtido.

O espectro de infravermelho mostra a presenca bandas largas proximas a 3500 cm’
correspondentes ao estiramento da ligagdo C-O presente na cadeia de celulose, apresentando
maior intensidade para as fibras provenientes do tratamento alcalino e do branqueamento, e
bandas na regido de 2900 cm’ correspondentes ao estiramento C-H que pode indicar a
presenca de grupos alifaticos de metila (CH3) e metileno (CH,) (MERLINI, et al., 2012).

Bandas de absor¢do também sio observadas na regiio de 1726 - 1647 cm” que
correspondem ao estiramento da ligacdo C=0 caracteristico de grupos acetila da hemicelulose

e da ligacdo éster do grupo carboxila dos acidos ferulico e p-cumarico da lignina (JONOOBI
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et al., 2009; ALEMDAR e SAIN, 2008). No entanto, a intensidade desses picos ¢ menos

pronunciada para a fibra do branqueamento e ndo estd presente na fibra proveniente do

tratamento alcalino.

Figura 13- Espectro de infravermelho da fibra de agai in natura (FN), apds o tratamento
alcalino (FA) e ap0ds o branqueamento (FB)
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Fonte: Proprio Autor (2019)

Em seguida, aparecem as bandas na regiio de 1609 cm” e 1509 cm’ que
representam a vibragdo da ligagdo C=C do anel aromatico caracteristico da lignina (ROSA et
al., 2010). A intensidade dessa banda ¢ maior para a fibra do tratamento alcalino do que para a
fibra proveniente do branqueamento, sendo um indicio de que houve a remocao desse
componente apds a etapa do branqueamento.

As bandas de absor¢io na regido de 1431 cm” e 1363 cm™ correspondem a
deformacao da ligacdo C-H presentes na celulose e na lignina (ROSA et al., 2010).

A absorbincia na regido de 1380- 1320 cm’ esta relacionada as vibragdes de
dobramento dos grupos C-H e C-O do anel aromatico dos polissacarideos (JONOOBI et al.,
2009)

As bandas na regido 1242- 1250 cm™ estfio associados ao estiramento do grupo arila
presente na lignina (MENG et al., 2015), enquanto a banda dos picos 1160 ¢ 1128 cm™

indicaria um C-O-C alongamento assimétrico em celulose e hemicelulose (OLIVEIRA,
2014).
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A banda préxima a 1040 cm™ indicam as vibragdes de estiramento C-O-C tipicos dos
materiais celulose, hemicelulose e da lignina (GEHLEN, 2014).

Dessa forma, ¢ possivel confirmar a presenca dos componentes estruturais da
celulose, hemicelulose, lignina e polissacarideos na fibra de acai. Ao comparar os espectros
da fibra apds o tratamento alcalino (FA) e apds o branqueamento (FB) observa-se uma
redu¢do na intensidade das bandas caracteristicas da hemicelulose e da lignina, assim ¢
possivel inferir que houve realmente a remocdo desses componentes em decorréncia dos
tratamentos realizados, o que esta de acordo com o aspecto visual verificado na Figura 2.

No entanto, o espectro da fibra in natura (FN) mostrou menor intensidade nas bandas
de absor¢do desses componentes, o que pode ser justificado pela sobreposi¢ao dos sinais, que
gera interferéncia e dificulta a detec¢do do equipamento.

Também foram gerados os espectros de IV para os materiais retirados no tratamento

alcalino e no branqueamento conforme mostra a Figura 14.

Figura 14- Espectro da lignina (LG) obtida apds o tratamento alcalino e do residuo do

branqueamento (RB)
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Para a andlise do espectro da lignina, obtida da fibra do agai pelo tratamento alcalino
com NaOH foi tomada como referéncia as informagdes obtidas dos espectros da lignina do
bagago da cana-de-agucar extraida com NaOH por Quinelato (2016). Também, das ligninas
resultantes da hidrolise enzimatica do bagaco de cana-de-acucar por Menezes (2018) e da

lignina da fibra de sisal extraidas pelo método aciddlise por Dirceu (2006).
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E possivel observar uma banda de absorcdo larga proxima a 3400 cm™ referente as
vibragdes de estiramento ou deformagdo axial do grupo O-H das ligagdes de hidrogénio intra
e intermolecular no espectro da lignina e do residuo do branqueamento, porém essa banda de
absor¢ao ¢ mais intensa e larga no espectro da lignina.

Na regido de 2900 cm™ é registrada a vibragio C-H do grupo metoxilo caracteristico
da lignina, no entanto esse pico ndo esta presente no espectro do residuo do branqueamento.

Em seguida, aparecem as bandas na regido entre 1700 ¢ 1647 cm™ que ¢ atribuida a
deformacgdo axial do C=0O das cetonas ndo conjugadas presentes tanto na lignina devido a
presenga do grupo carboxila dos acidos ferulico e p-cumarico, quanto na hemicelulose.

As bandas de absor¢do na regiio proxima a 1500 cm™ representam as vibragdes do
esqueleto aromatico da lignina influenciada por estiramento C=0. Ja a banda de absor¢do na
regido de 1467 cm™ é atribuida a deformagéo assimétrica do grupo C-H do grupo metoxilo.

Na regido proxima a 1370 cm™ aparecem as bandas referentes a deformacdo angular
do grupo C-H presentes na celulose, na hemicelulose e na lignina.

A banda de absor¢io em torno de 1200 cm™ se encontra a vibracdo O-H e por volta
de 1100 cm™ obtém-se a vibragdo C-O-C devido a deformacio assimétrica deste grupo na
celulose.

O espectro do residuo do branqueamento apresenta uma banda de absorcao larga na
regido de 975 cm™ o que segundo Meng et al. (2015) ¢ atribuido as ligagdes glicosidicas que
sdo simétricas nos polissacarideos, e representam as ligagdes entre as unidades de glucose na
celulose. Esse pico aparece bem menos pronunciado no espectro da lignina.

Por fim, em 1030 cm™, e 830 cm™ sdo as bandas dos grupos C-H e C-O alifaticos em
éteres e do C-H fora do plano das unidades de p-hidroxifenila, respectivamente.

Assim, € possivel inferir que o espectro do material retirado no tratamento alcalino
apresenta a maioria das bandas correspondentes a lignina e que algumas diferengas
significativas no espectro do residuo do branqueamento levam a concluir que o material pode
ser constituido em sua maioria por polissacarideos e celulose, pois algumas bandas
caracteristicas da lignina ndo estdo presentes ou aparecem com menor intensidade. No
entanto, se mostra necessdria uma andalise mais rigorosa do material mediante o uso de

técnicas mais sensiveis como o RMN.
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5.3 Caracterizacao da lignina por RMN 2D

A Figura 15 apresenta o espectro completo (com as regides alifatica, alifatica
oxigenada e aromatica) da lignina gerada da fibra do carogo do agai. O espectro demonstra a
presenca de estruturas significativas nas trés regides espectrais da lignina. As setas, em verde,
identificam as areas de alta significAncia resultantes do cruzamento dos sinais (areas
positivas).

Como era o esperado, as regides aromatica e alifatica oxigenada evidenciaram um
maior nimero de estruturas. Um agrupamento menor de unidades estruturais também sao
presentes na regido alifatica (entre dc¢/0y 10 - 30/0,5 a 1,0), no entanto, ndo puderam ser
atribuidas a nenhum grupo previamente identificado nas referéncias bibliograficas
consultadas. De acordo com Menezes et al. (2016) nesta regido ¢ possivel identificar, nas
ligninas derivadas do bagaco de cana-de-agucar brasileiro, uma correlagdo na altura de oy =
1,25 ppm, correspondente a subestruturas que contém carbonos alifaticos saturados na cadeia
lateral do tipo CH; e CHs. Estas subestruturas ndo foram evidentes na amostra de lignina da
fibora de acai em estudo, devido a baixa extensao delas e ao limite de deteccdo do
equipamento.

As Figuras 16 e 17 apresentam de forma ampliada das regides alifatica, oxigenada e
aromatica respetivamente. Na regido alifatica oxigenada pode-se distinguir a forte presenga do
grupo metoxilo (correlacdo d¢/0y 59,82/3,75), que como registrado previamente, este grupo
faz parte das estruturas dos alcoois coniferilico e sinapilico, (precursores da Guaicila (G) e da
Seringila (S) respectivamente) e também, do acido feralico (FA). Adicionalmente, as
coordenadas 0¢/du (59,33/3,37) e dc/ou (74,09/3,27) registraram respectivamente a presenca
de ligacdes B-0O-4" e correlagdes Xs3. As ligagdes X3 correspondem a sinais de carboidratos
provenientes do xilano, ja as ligacdes B-0O-4" sdo caracteristicas da interligacdo entre
estruturas de Guaiacila e Seringila. Embora unidades de Guaiacila e de Seringila ndo foram
detectadas, a presenga do grupo metoxila sugere a presenga delas, mas em um estado de
agregacao menor, ndo existindo uma forte ligagdo entre elas. Isto também sugere que a lignina
formada tenha também um baixo peso molecular, ou qual implicaria em um menor poder
recalcitrante (menor rigidez da fibra e menor resisténcia mecanica) da lignina na fibra do
carocgo de acai. Estudos complementares usando a Cromatografia de Permeacao em Gel GPC

e a Py-GC/MS (Pirdlise acoplado a Cromatografia gasosa e espectrometria de massas) para
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determinar o peso molecular e quantificar em massa cada uma destas unidades
respectivamente permitirdo reafirmar esta teoria.

Na regido aromatica pode ser identificada a presenga de unidades do acido p-
cumarico, tanto na correlacdo PCA2,6 como PCA3,5, (coordenadas d¢/dy 115,21/6,9 ¢ 8¢/du
131,47/7,77 respectivamente) e ainda a presenga do alcool cinamilico acilado na coordenada
d¢c/0y 131,49/6,85. A presenga do acido p-cumarico ja tinha sido registrada na analise de
infravermelho, onde o pico na regido de 1700-1647 cmconfirmou a presenca do grupo
funcional desse 4cido.

O 4cido p-cumadrico ¢ um hidroxilo derivado do acido cinamilico. Este se encontra
abundantemente em gramineas e plantas comestiveis e suas propriedades como antioxidante,
anti-inflamatorio e antimicrobial tém sido reportadas. del Rio (2015) confirmou uma forte
presenca deste dcido nos espectros 2D-RMN HMBC das ligninas tanto do bagaco de cana-de-

acucar como da palha da mesma planta.

Figura 15- Espectro 2D- RMN completo gerado pela técnica HSQC- RMN para a lignina
obtida da fibra do caroco de agai. Em verde, as setas identificando as unidades estruturais com

sinais positivos (areas positivas).
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Figura 16- Espectro 2D- RMN ampliado da regido alifatica oxigenada gerado pela técnica
HSQC- RMN para a lignina obtida da fibra do carogo de acai. (1) C/H em metoxilo; (2)
Correlacao Ay: Cy/Hy em subestruturas normais B-0-4’, y-hidroxiladas; (3) correlacao

X3: C3/H; em B-D-xilopiranose.
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Figura 17. Espectro 2D- RMN ampliado da regido aromatica gerado pela técnica HSQC-
RMN para a lignina obtida da fibra do carogo de agai. (4) PCA2,6: C»/H, e C¢/H¢ no acido
p-Cumarico; (5) PCA3,5: Ci3/H; e Cs/Hs no acido p-Cumarico; (6) Correlacao Ia:
Co/Ha grupos terminais (I’) e y-alcool cinamilico acilado
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Da analise comparativa, considerando os espectros das ligninas do bagago de cana-
de acucar e da palha da cana-de-agtcar (del Rio, 2015) pode-se afirmar que os espectros
obtidos para a lignina da fibra do caroco do agai tem uma composicdo particular que nao
segue a tendéncias de nenhuma das duas referéncias tomadas, visto que, por um lado a lignina
do bagaco de cana-de-agucar ¢ rica em unidades de Siringila (S) e por outro lado, a lignina da
palha ¢ rica em unidades de Guaiacila (G). A lignina em estudo resultou rica nas subestruturas
precursoras destas unidades (com forte presenga do radical metoxilo, 4cido p-cumarico e
algumas ligacdes B-O-4’).

Nesta pesquisa, a natureza da fibra do caroco do agai foi assumida como de uma
graminea, desta forma, os espectros 2D- RMN da lignina do bagaco de cana-de-acticar e da
palha da mesma planta, amplamente estudados e registrados foram tomados de referéncia por
serem da mesma familia, no entanto, sabe-se que termos composicionais, a lignina em estudo
¢ mais proxima da fibra do coco.

A forte detecgao do grupo metoxilo sugere que devem existir unidades de Guaiacila
(G) e de Siringila (S) formadas, pois os radicais metoxilo estdo ligados a estas unidades
(como registrado na Figura 3). O que pode ser afirmado com estes resultados preliminares ¢
que existe uma baixa extensao (ou ligacdo/ agregagdo) destas unidades na lignina o que
dificulta a deteccdo pelo equipamento. Adicionalmente, a baixa extensdo destas unidades
sugere que o tratamento desta lignina para a producao de commodity chemicals, como o acido

p-cuamarico e éteres seja facil e barato.

5.4 Obtencao dos nanocristais de celulose (NCCs)

Os NCCs foram obtidos pelo método de hidrolise acida utilizando uma mistura 33%
(1:1) de HCI/H,SO4. A Figura 18 mostra a suspensdo final apds a etapa de sonificacdo no
banho ultrassom.

A suspensdo mostrou uma boa dispersdo em meio aquoso o que pode ser explicado
pela presenca dos ions sulfato na superficie dos cristais, que criam uma carga negativa e
geram uma repulsdo eletrostética, evitando a agregacdo gerada pela carateristica hidrofilica
dos nanocristais (TEXEIRA et al., 2010).

Segundo Meng et al. (2015) o tratamento no banho de ultrassom gera o rompimento
das liga¢des de hidrogénio mais fracas no solidos agregados de NCCs e aumenta a dispersao
na suspensdo. Esse efeito foi mais pronunciado nas microfibras de celulose presentes no

precipitado, como pode ser observado na Figura 9, enquanto que ndo houve uma alteragao
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significativa na turbidez da suspensdo de NCCs que indicasse o espalhamento dessas
particulas. Seria necessario realizar a andlise do potencial Zeta para estimar a presenca de

cargas superficiais e confirmar o aumento da dispersao.

Figura 18- Suspensao final NCCs obtida da hidrélise acida da fibra de acai com HCI/H,SO4

(1:1), a 45°C durante 120 min, antes e depois da sonificagdo.

Suspensdo NCCs antes Suspensdo NCCs depois
da sonificagdo da sonificagdo

Fonte: Proprio Autor (2019)

Para obter os nanocristais em estado sélido para posterior caracterizacdo e
quantificacdo as suspensdes foram liofilizadas. Ao final do processo foi obtido um solido

branco, extremamente leve e com alta capacidade de agregacdo, conforme a Figura 19.

Figura 19- Nanocristais de celulose obtidos pela hidrélise acida da fibra do acai com

HCVH,SO4(1:1), a 45°C durante 120 min, apds a liofilizagao.

Fonte: Proprio Autor (2019)
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Foi avaliado o rendimento da extragdo dos NCCs e das microfibras de celulose para
amostras de aproximadamente 1,6 g das trés faixas granulométricas de fibra de acai utilizadas,
o resultado esté disposto na Tabela 4.

Esses valores de rendimento correspondem aos experimentos 2¢ e 2b do
planejamento experimental proposto neste trabalho, no qual as fibras provenientes do
branqueamento foram hidrolisadas sob as mesmas condi¢cdes experimentais de temperatura e
tempo, 45°C ¢ 120 min. E esperado em rendimento baixo na produgdo de NCCs provenientes
de fibras lignocelulosicas devido a alta porcentagem de lignina e hemicelulose nesses
materiais. Janoobi et al. (2011) relata que o rendimento da producao de NCCs para a fibra de

jute foide 10,4 %.

Tabela 4- Dados de rendimento de NCCs de acordo com a faixa granulométrica de fibra de

acai utilizada na hidrolise acida.

Faixa Granulométrica (um) Massa de NCCs (g) Rendimento de NCCs (%)

250-500 0,0417 2,26%
125-250 0,1966 11,65%
35-125 -k -*

Fonte: Proprio Autor (2019) (* ainda em analise)

Apesar de terem sido obtidas as suspensdes de NCCs para os 7 experimentos do
planejamento experimental, ainda ndo foi possivel obter as varidveis resposta necessarias para
avaliar a melhor condi¢ao de hidrolise, pois esta condicionada ao término da liofilizagao das
suspensoes geradas.

No entanto, ¢ valido destacar que nos experimentos realizados no nivel maximo de
temperatura, que corresponde a 85°C, foi possivel observar a degradacdo da fibra, que foi
praticamente carbonizada durante a reacdo. Dessa maneira, pode-se inferir que esse valor de
temperatura ndo ¢ uma boa condicdo para a hidrolise 4cida da fibra de agai. Assim, a melhor
condi¢do de sintese avaliada até agora ¢ a condi¢do do experimento 2b (T=45°C, tempo= 120
min e granulometria de 125-250 pm)

Os NCCs produzidos foram analisados pela técnica de Difracdo de Raios X (DRX)
com o objetivo de determinar o grau de cristalinidade, o difratograma esta exposto na Figura
20.
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O difratograma revelou picos de reflexdo para os valores de 20 = 15.8°, 22.5° ¢
34.6°. Esses valores estdo de acordo com os resultados obtidos por Rosa et al. (2010) e sao
atribuidos a estrutura cristalina da celulose. Segundo Teixeira et al. (2010) esses picos sdo
caracteristicos da celulose do tipo I.

O grau de cristalinidade foi calculado pela razdo da area cristalina, que corresponde
aos picos do difratograma, pela area total, constituida pela parte amorfa e cristalina do
material. O resultado demonstrou que a amostra de NCCs da fibra do acai possui 45% de

cristalinidade.

Figura 20- Difratograma dos NCCs obtidos pela hidrolise acida da fibra do agai a 45° C e 120
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5.5 Estimativa do gasto de agua destilada durante o processo de extracao dos derivados

lignocelulésicos da fibra do acai.

Apesar de que métodos usados no tratamento da fibra de acai se mostraram eficazes
na extracdo dos componentes de maior valor agregado, lignina e de NCCs, foi possivel notar o
alto consumo de agua destilada durante esse processo.

Com base nos volumes de dgua gastos para o tratamento de 1 g de fibra, observados
durante as etapas do processo de obtengdo dos NCCs, foi possivel calcular o volume total de
agua destilada que seria utilizada no tratamento de 1 Kg do material lignocelulosico. Assim,

verificou-se que o volume total a ser gasto no processo seria de aproximadamente 3,808 L,



35

sendo as etapas de dialise e branqueamento responsaveis pelos maiores volumes, 39,4 ¢

22,6% do volume total, respectivamente.

Tabela 5- Estimativa do volume de agua destilada gasto em cada etapa do processo de

obten¢ao dos derivados lignocelulésicos da fibra do agai (lignina e NCCs).

Volume de agua destilada gasto por Kg de
Etapa
material tratado em cada etapa (L)

Lavagem inicial 160

Extracao dos organossoluveis

Deslignificagdo alcalina 480
Branqueamento 860
Hidrolise acida 8

Lavagem e Centrifugacgao 800
Dialise 1500

Segundo Meng et al. (2015) a etapa de didlise pode ser substituida pela neutralizagao
com NaOH, porém a interacdo com essa base forte pode diminuir as propriedades térmicas
dos NCCs.

O alto consumo de agua destilada pelo processo pode apresentar desvantagens como
o aumento do custo de producao gerado pelo alto consumo de energia elétrica no uso do
destilador, por isso, o estudo comparativo de métodos alternativos, como o pedido de patente
BR 1120120139339 que promove um método de extragdo dos NCCs usando uma solugao
aquosa de persulfato inorgéanico para retirada dos compontes lignina, hemicelulose e outros

carboidratos em apenas uma etapa, se mostra pertinente.
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6 CONCLUSOES

O estudo realizado demonstrou que ¢ possivel obter nanocristais de celulose
utilizando o método classico da hidrélise acida da fibra do agai (Euterpe Olerdcea). Devido a
composi¢do quimica dessa biomassa lignocelulosica foi realizado um pré-tratamento de
deslignificagdo alcalina e branqueamento que permitiu a extragdo da lignina como um
derivado desse processo.

A técnica de RMN 2D revelou que a lignina obtida ndo apresenta as unidades
estruturais superiores, Hidroxifenila (H), a Siringila (S) e a Guaiacila (G), mas se mostrou rica
nas subestruturas precursoras destas unidades. A andlise do infravermelho confirmou esses
resultados, com picos de absorcao caracteristicos da estrutura do acido p-cumadrico, o que
sugere que a aplicagdo desta lignina para a produgao de commodity chemicals seja mais facil e
barata.

As informagdes das varidveis que mais influenciam na hidrolise acida para a
obtencdo dos nanocristais, de acordo com o planejamento experimental proposto, ainda estao
em andlise. No entanto, das condicdes avaliadas até agora, aquelas apresentadas pelo
experimento 2b (T=45°C, tempo= 120 min e granulometria de 125-250 um) foram as mais
satisfatorias.

O uso da biomassa lignocelulésica do fruto do agai para a obtengdo de nanocristais
de celulose s6 sera justificado, e atrativo do ponto de vista econdmico, se o produto gerado
apresentar as propriedades requeridas para seu uso em diferentes areas de como a area
biomédica, na liberacao de fA&rmacos, na fabricagdo de compositos, pois as etapas do processo

de extragdo demandam muito tempo e um alto consumo de agua destilada.
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