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RESUMO

A lignina tem sido sugerida como uma candidata promissora para aplicagdes
cosmeéticas devido ao seu notavel potencial para absorver os raios ultravioleta e a sua
atividade antioxidante distinta. Como subproduto gerado a partir do licor negro, a
lignina Kraft pode ser reaproveitada, sendo uma oportunidade para o alinhamento de
questdes ambientais junto a economia para as empresas que a geram. Este estudo
teve como objetivo avaliar o desempenho da lignina Kraft, gerada por empresa de
papel e celulose, das espécies de eucalipto e pinho, e, a partir da realizacdo das
analises, foi proposta sua utilizacdo em outros produtos, como na area cosmeética.
Para entender o potencial bioativo da lignina realizou-se ensaio exploratério das
diferentes solubilidades do material com variagdo de proporcdo em relacdo ao
solvente, tipos de solventes, tempo de extracado e temperatura. O teor de compostos
fendlicos foi realizado por meio do método de Folin-Ciocalteu. O solvente que
solubilizou maior concentragdo de fendlicos foi o etilenoglicol, por um periodo de
extracdo de 120 minutos, a 40° e em proporgdo de 0,2g de lignina em 10 ml de
solvente, atingindo 339 mgEAG/g lignina. Além do ensaio de FC, a lignina foi analisada
através do Microscépio Eletronico de Varredura com Espectroscopia por Energia
Dispersiva (MEV-EDS) para determinagcdo da sua morfologia e composi¢céao
elementar, apresentado estruturas irregulares com particulas esféricas. A sua
composi¢ao evidenciou quantidades elevadas de carbono e oxigénio em sua estrutura
e menos de 1% de enxofre. Os ensaios evidenciaram uma lignina que possui uma
composicao fendlica elevada e baixa quantidade de impurezas, o que favorece o seu
estudo para a utilizagdo como principio ativo em cosméticos.

Palavras-chave: lignina Kraft; licor negro; solubilidade; cosmético; atividade
antioxidante.



ABSTRACT

Lignin has been suggested as a promising candidate for cosmetic applications due to
its remarkable potential to absorb ultraviolet rays and its distinct antioxidant activity. As
a by-product generated from black liquor, Kraft lignin can be reused, providing an
opportunity for the companies that generate it to align environmental issues with the
economy. This study aimed to evaluate the performance of Kraft lignin, generated by
a pulp and paper company, from eucalyptus and pine species, and, based on the
analysis, its use in other products was proposed, such as in the cosmetics area. In
order to understand the bioactive potential of lignin, an exploratory test was carried out
on the different solubilities of the material with variation in proportion in relation to the
solvent, types of solvents, extraction time and temperature. The content of phenolic
compounds was performed using the Folin-Ciocalteu method. The solvent that
solubilized the highest concentration of phenolics was ethylene glycol, for an extraction
period of 120 minutes, at 40° and in a proportion of 0.2g of lignin in 10 ml of solvent,
reaching 339 mgEAG/g lignin. In addition to the FC test, the lignin was analyzed using
the Scanning Electron Microscope with Energy Dispersive Spectroscopy (SEM-EDS)
to determine its morphology and elemental composition, showing irregular structures
with spherical particles. Its composition showed high amounts of carbon and oxygen
in its structure and less than 1% of sulfur. The tests showed a lignin that has a high
phenolic composition and low amount of impurities, which favors its study for use as
an active ingredient in cosmetics.

Keywords: Kraft lignin; black liquor; solubility; cosmetic; antioxidant activity.
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1 INTRODUGAO

A lignina é o segundo biopolimero mais abundante da crosta terrestre e
o principal componente na biomassa lignocelulésica (MELRO et. al 2018). E
composto por unidades de fenilpropano, incluindo alcool p-cumarilico, alcool
coniferilico e alcool sinapilico, formando uma estrutura complexa e heterogénea
(ANTUNES, 2023).

A variedade de grupos funcionais na estrutura da lignina fornece uma
ampla gama de propriedades com aplicagdo em diferentes campos. Suas
vantagens como alta estabilidade térmica, biodegradabilidade e atividade
antioxidante, em conjunto com a alta demanda por produtos fabricados a partir
de fontes renovaveis e sustentaveis, impulsiona a aplicagdo da lignina como
matéria-prima de produtos com alto valor agregado (MELRO et. al 2018). No
entanto, a produgéo de produtos derivados de lignina de alto valor ainda € um
desafio devido a complexa estrutura da lignina, polidispersidade, natureza
recalcitrante, dependéncia do tipo de biomassa, entre outros (ANTUNES, 2023).

Estudos recentes elucidam a importéancia da lignina para biomedicina e
aplicacbes biotecnoldgicas, materiais, energia e cosméticas. Temos, por
exemplo, a aplicacdo da lignina como carreador de substancias ativas em
biomedicina, para sistemas de administracdo de farmacos e regeneragédo de
tecidos, bem como para controle de liberagao, devido a sua baixa solubilidade,
quimica responsiva ao pH, efeito de bloqueio de UV e alta estabilidade
(ANTUNES,2023). Sua baixa solubilidade pode ser explicada pela sua estrutura
complexa e altamente reticulada (WATKINS, 2015).

Além disso, a lignina tem atraido o interesse devido as suas
propriedades antioxidantes e bloqueadoras de UV (ATUNES, 2023). As
propriedades de eliminacdo de radicais livres da lignina s&o principalmente
atribuidas a existéncia de grupos hidroxila fendlicos livres e substituicdo de orto
metoxila em anéis aromaticos em sua estrutura enquanto os grupos cromaoforos
UV (fendlicos, grupos hidroxila, dupla ligagbes e grupos carbonila) s&o
responsaveis por sua capacidade de absorgdo nas regides UV/visivel. A
aplicacao de lignina como bloqueador solar é considerada vantajosa néo apenas

por sua capacidade de melhorar o valor do fator de prote¢ao solar (SPF) em
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formulagdes, mas também por conferir fotoestabilidade a filtros UV
convencionais (ANTUNES, 2023).

Apesar do potencial econbmico e sustentavel desse polimero, o
entendimento fisico ainda € escasso em comparagcdao a outros devido a sua
complexidade (SUN, 2016). Sua baixa solubilidade é uma das principais
dificuldades na sua aplicabilidade. Segundo Melro (2018) a extragdo e
purificagdo da lignina afetam o comportamento da dissolugdao. O comportamento
fisico e quimico da lignina é fortemente dependente da planta originaria e do
meétodo utilizado na extragdo (WATKINS, 2015). Para se obter a celulose pura,
0 processo de separagao da biomassa lignocelulésica é extremamente
prejudicial e degradante para a lignina, a qual s6 pode ser usada como produto
de baixo valor (MELRO, 2018). No entanto, nos ultimos anos, ha estudos
direcionados para simplificar os métodos de isolamento visando preservar a
estrutura original da lignina e torna-los mais sustentaveis (RADOTIC, 2016).

Atualmente a lignina tem sua maior parte destinada a queima em
caldeiras de recuperagao nas fabricas para geragao de energia, e apenas de 1-
2% é destinado a produgdo de produtos com valor agregado (MELRO, 2018).
Uma de suas grandes fontes é a industria de papel e celulose, que gera um
grande volume de subprodutos e residuos, incluindo o licor negro que tem em
sua composi¢ao a lignina. Esse setor € um dos que mais crescem no atual
cenario brasileiro, colocando o pais como um dos principais exportadores desses
produtos no mundo. Sé em 2017 foi registrado um aumento de 25,5% em relagéo
ao ano anterior do valor negociado dos produtos no Brasil (SUPRIVIX, 2019). As
projecdes mundiais para 2030 sdo de uma produgéo de papel de 482 milhdes de
toneladas em volume (SILVA, 2016).

Com o crescente desenvolvimento do setor, as fabricas de papel e
celulose precisam adaptar-se ao novo contexto de producao sustentavel para se
adequar as tendéncias de mercado. O nivel de competitividade mundial entre as
empresas ultrapassa os conceitos apenas de produc¢ao e economia. Atualmente,
0 encontro desses dois conceitos com as demandas ambientais € uma questao
a ser enfrentada, técnicas convencionais devem ser atualizadas e aprimoradas
para um melhor manejo do uso de agua, terra, energia e demais recursos, além

do tratamento e reaproveitamento dos residuos que o processo possa gerar.
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Também a busca de alternativas naturais seguras e sustentaveis aos
ingredientes sintéticos para produtos cosméticos é uma preocupagao que tem
crescido em funcao de impactos ambientais associados e risco a saude humana.
O potencial cosmético da lignina decorre de sua estrutura unica e complexa.
Diversos grupos funcionais na molécula de lignina, como hidroxilas fendlicas e
alifaticas, tém um efeito benéfico nas propriedades da pele, como propriedades
fotoprotetoras, antienvelhecimento e clareadoras. A aplicagao da lignina Kraft é
bastante explorada, principalmente, como filtro solar natural na tentativa de
substituir os protetores fisicos e quimicos. Em termos de potencial biologico, a
atividade antioxidante aparece como uma das mais promissoras, além da
capacidade da lignina de proteger da radiagédo UV, o que podem ser passos
significativos no seu uso como um ingrediente cosmético.

Diante das possiveis empregabilidades da lignina, o objetivo do presente
trabalho foi caracterizar esse composto, que foi cedido de uma empresa de papel
e celulose do Parana, visando sua aplicagao na area cosmética. As propriedades
da composigéo da lignina Kraft devem ser analisadas em cada unidade das
empresas que a produzem, devido as suas variagcbes como na producdo do
papel, extracdo e mesmo a variagao das espécies vegetais utilizadas. Deste
modo, a justificativa do ensaio da-se pelas particularidades das espécies
vegetais a serem definidas, bem como o processo Kraft no entendimento da
morfologia, composi¢gdo quimica, solubilizagdo e a concentragdo de compostos

fendlicos.
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2 DESENVOLVIMENTO

Para dar embasamento ao presente trabalho, o referencial tedrico
abordou caracteristicas e modo de obtencédo da lignina Kraft. Posteriormente,
breve descricdo sobre as analises que foram realizadas para sua caracterizacao

e os resultados obtidos.

2.1 Revisao de Literatura
2.1.1Lignina

O segundo componente encontrado em maior quantidade em um vegetal
€ a lignina, ficando somente atras da celulose. Sua importancia é atribuida a
rigidez proporcionada nas células e tecidos das plantas. E, além de fungéo
fisiologica, € apresentada como uma barreira de defesa, protegendo a mesma
de microrganismos infecciosos, insetos, assim como fatores ambientais que
possam prejudicar esse vegetal. Classificada como um polimero fendlico possui
uma estrutura molecular complexa de constitui¢ao irregular que é o que confere

rigidez a planta, como pode ser visualizado na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura quimica da lignina

Fonte: Bes (2015)
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Na industria de papel e celulose a lignina é retirada por esse mesmo
motivo, a rigidez agregada ao vegetal, pois os produtos almejados devem possuir
maleabilidade, como papel. Assim, buscam-se diversos métodos para a extracao
desse composto da madeira, até mesmo ha o interesse e desenvolvimento de
manipulagéo genética de arvores para produzir menos lignina ou um tipo variante
que possa ser extraida com maior facilidade e menores custos. Para as
empresas, esse composto ainda ndo tem tanto valor econémico apods retirado,
sua utilizagao se da apenas na sua queima para produgao de energia na prépria
fabrica. Porém, pesquisas atuais mostram possibilidades de um destino na
utilizacdo em bioprodutos, como copolimeros, solventes, resinas, farmacos, fibra
de carbono, entre outros destinos que possam agregar valor para esse
subproduto (BES, 2015).

2.1.2 Licor Negro

O licor negro € um residuo da industria de papel, obtido através do
processo quimico Kraft que tem como principio o cozimento da madeira com
componentes quimicos, como hidroxido de sodio e sulfeto de sédio, que
promovem a separacao da celulose do restante da madeira, nisso tem-se a
dissolugao da lignina e a liberagao das fibras. A lignina removida fica dissolvida
no licor negro. Atualmente o licor & caracterizado como subproduto pelas
empresas pelo seu alto valor energético, € empregado nas caldeiras do
procedimento para gerar vapor superaquecido para o processo que é utilizado
na geragao de energia térmica e elétrica, deste modo eliminando as descargas
para 0 meio ambiente, mas em contrapartida, contribuindo para descargas
atmosféricas que necessitam de tratamento.

No licor negro podem ser encontrados materiais solidos, matéria
organica e compostos de sodio provenientes do processo de cozimento
(ANDREUCCETTI, 2010), por esse fator, parte dele pode ter seu retorno para o
processo na industria e outra pode seguir para recuperagdo que utiliza
novamente os residuos quimicos contidos no licor. Para o reaproveitamento do
licor € necessario separar a lignina contida nele o que pode ser realizada
facilmente através de dois métodos: filtragao e precipitagdo, sendo o segundo o
mais utilizado até os dias atuais (JONSON & WALBERG, 2009). Normalmente a
precipitacao € realizada em dois processos de acidificacdo. No primeiro, o licor
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negro € acidificado com dioxido de carbono, obtendo como resultado 75% da
lignina. No segundo processo, a lignina é suspensa em agua e purificada com a
adicao de acido sulfurico, que aumenta o conteudo de enxofre. Depois dos dois
procedimentos, € feita uma filtragdo para separar a lignina. A partir disso, tem-
se lignina, agua e compostos volateis, que podem ser retirados por meio de
secagem, mas que ainda nao sao eliminados por completo.

Jonsson e Walberg (2009) conduziram um estudo de recuperagao da
lignina Kraft por ultrafiltragdo, que tem como vantagens em relagcdo a
precipitacdo a flexibilidade, podendo ser realizada em qualquer etapa do
processo, e a possibilidade de separar a lignina sem alterar o pH ou a

temperatura.

2.1.3 Solventes na industria cosmeética

De acordo com Martins e seus colaboradores (2013)

A solubilidade de uma substéncia organica esta diretamente
relacionada com a estrutura molecular, especialmente com a
polaridade das ligagbes e da espécie quimica como um todo (momento
de dipolo). Geralmente, os compostos apolares ou fracamente polares
sao soluveis em solventes apolares ou de baixa polaridade, enquanto
que compostos de alta polaridade sao soluveis em solventes também
polares (MARTINS, 2013).

O processo de solubilizagdo se estabelece quando se deseja solubilizar
uma substancia em outra, a partir de uma determinada quantidade de soluto que
seja possivel dissolver-se completamente no solvente. Logo, € um termo
quantitativo e uma propriedade fisica que revela o comportamento de
substancias quimicas. No conceito de solubilizagdo total, a lignina é quase
totalmente insoluvel em solventes organicos comuns, porém é possivel sua
extragcdo com pouca degradagéao a partir de solugdes de acidos minerais e bases
aquosas quentes (SILVA, 2009). Nos procedimentos de solubilizagdo € possivel
determinar solventes e métodos em que a lignina consiga ser mais bem
solubilizada, a fim de um uso de recursos aprimorado, por exemplo, quando é
realizada sua extragdo no processo Kraft. Assim como quando utilizada em
composicdes de produtos onde sua incorporagao espera-se ser completa, como
resinas, copolimeros, bioprodutos, entre outros, os quais resquicios soélidos, ou

seja, nao solubilizados, podem n&o ser desejados.
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A industria cosmética e farmacéutica sdo setores em que mais se
utilizam solventes em suas formulagdes. Sé a industria cosmética chega a utilizar
por ano 246 mil toneladas de solventes na Europa (BENAZZOUZ, 2014). Seu
uso nessa area tem como objetivo dissolver componentes, assim como extrair,
transportar, separar, dar textura a produtos, entre outros fins que possam ser
utilizados, apresentando caracteristica aquosa ou ndo. Os mais utilizados na
area cosmética sao os solventes organicos, que majoritariamente tém sua
origem na industria petroquimica, como glicois (por exemplo, o polietileno glicol)
e glicerina (BOM, 2019). Estudos recentes mostram sua possibilidade de
substituicdo por solventes considerados “mais verdes”. Um exemplo de solvente
mais sustentavel ao polietilenoglicol, derivado do petréleo, é o 1,3-propanodiol,
um glicol resultado da biofermentac&o do agucar do milho (BOM, 2019). Porém,
ainda faltam analises de todo processo e seu rendimento como solvente “verde”
para realmente serem considerados como tal. Ha, também, estudos para a
utilizacdo de solventes eutéticos em substituicdo, estes nomeados como
promissores da industria farmacéutica (TORREGROSA-CRESPO, 2019). Mas,
ainda assim, os derivados petroquimicos seguem como favorecidos na lista de
principais solventes, por conhecimento de suas caracteristicas e aplicabilidades.

Os solventes utilizados para solubilizar a lignina podem ser organicos,
Liquidos l6nicos (IL’s) ou Solventes Eutéticos (MELRO, 2018). De acordo com
Melro (2018), os solventes que apresentam polaridade média sdo capazes de
solubilizar quantidades consideraveis de lignina e ao comprimento da cadeia de
alcool presente no solvente. Sua solubilidade em solventes orgéanicos é bastante
variavel pois depende de fatores como estrutura quimica, peso molecular, e a
presenga de por¢des hidrofilicas na molécula de lignina (SHUKRY, 2008).

Desta forma, os solventes organicos que apresentam melhor
desempenho na solubilizagdo da lignina, em comparagao com outros alcoois
simples, sao etilenoglicol e glicerol, sendo capazes de dissolver 310 g/kg e 250
g/kg de lignina, respectivamente (MELRO, 2018). Além desses, o acido formico,
1-metilimidazol e piridina também apresentam bom desempenho na
solubilizagdo da lignina, mas as condigdes para que iSSO ocorra sSao mais
extremas (MELRO, 2018).

Os Liquidos lénicos apresentam grande potencial para substituir os

solventes orgénicos por apresentarem baixa toxicidade relativa e alta
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estabilidade térmica (MELRO, 2018). Dentre eles, o metilsulfato de 1,3-
dimetilimidazol e o acetato de piridinio solubilizam quantidades consideraveis de
lignina em temperatura ambiente (MELRO, 2018).

Considerados como “solventes verdes”, os solventes eutéticos
Profundos (SED’s), surgiram como uma alternativa sustentavel e acessivel. S&o
formadas a partir de uma mistura contendo um aceptor e um doador de ligagao
de hidrogénio e comumente encontrados na forma sélida. De acordo com Soares

(2017), o SED que melhor solubilizou a lignina foi o acido propidnico: ureia (2:1).

2.1.4 Utilizagao da lignina em cosméticos

Industrialmente a lignina passou a ser incorporada em produtos por ter
sua estrutura com grupos funcionais que sao absorventes da radiagao
ultravioleta (UV) (LEE, 2018). Para a industria cosmética € uma alternativa a sua
utilizacdo em cosméticos, que tem por finalidade a protecéo solar. Uma pesquisa
realizada por Zhang (2019) comprova a aplicagao da lignina em protetor solar de
FPS 15 onde o mesmo obteve um aumento de protecdo de 15,3 para 75,2
quando foi incorporada em quantidade de 8% do total, obtendo satisfatoria
estabilidade sob irradiacdo UV. Logo, € uma substéncia que tem grande
potencial substituindo ativos sintéticos nessa area. Além do seu potencial de
coloragéo, podendo ser empregada em outros produtos cosmeéticos, como cor
de sombras, bases, até mesmo em protetores solares que possuam cor.

A lignina pode ser usada para produzir produtos de alto valor agregado
devido a sua estrutura quimica distinta e as suas propriedades de interesse
industrial, como resisténcia a absorgéo de raios UV, alta rigidez e propriedades
antioxidantes (BEISL, 2017). Beisl e seus colaboradores (2017) afirmam que,
além das estruturas quimicas complexas da lignina, muitas vezes, a variedade
de tecnologias utilizadas na obtengao da lignina pode resultar em um aumento
da complexidade combinado com uma redugdo da homogeneidade, o que
resulta em obstaculos a serem enfrentados para a valorizagdo da lignina. Porém,
a lignina enriquecida com grupos multifuncionais parece ser promissora para
uma variedade de aplicagdes. Assim, a preparagao de lignina pode fornecer uma
nova maneira de obter-se um alto valor agregado. Na area de farmacos, ha

aplicagdes potenciais para melhorar a barreira UV, propriedades antibacterianas,
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antioxidantes, anticancerigenas, antibidticas e reforgo de polimeros (QUIAN,
2016).

2.1.5Compostos fendlicos e o método de Folin-Ciocalteu

O segundo grupo de compostos organicos mais comumente
encontrados nas plantas sdo os compostos fendlicos, que esta logo atras da
celulose. Desempenham uma variedade de funcbes para as plantas, e podem
fornecer suporte estrutural e proteger as plantas da radiagao ultravioleta (UV),
fatores bidtico ou abidtico, organismos patogénicos, herbivoros, entre outras
fungdes (ROSA, 2019). Por meio de suas fungdes antioxidantes, os compostos
fendlicos protegem contra doengas nao transmissiveis persistentes por meio da
inibicdo enzimatica, modificacdo da expressao génica, fosforilacdo de proteinas
e outros processos celulares (ROSA, 2019). As ligninas sdo nao-flavonoides
formadas por duas unidades fenilpropanoides, amplamente distribuidas.

Alguns compostos fendlicos ndo aparecem livremente nos tecidos
vegetais, os quais sdo polimeros compostos por taninos e ligninas. As ligninas
sdo polimeros complexos com alta resisténcia mecanica e rigidez. A hidrélise
alcalina das ligninas libera uma ampla gama de derivados dos acidos benzadico
e cinamico (SOARES, 2002). Ao agir tanto na fase de iniciagdo quanto na
propagacdo do processo oxidativo, os antioxidantes fendlicos atuam como
sequestradores de radicais e ocasionalmente como quelantes de metais. Devido
aressonancia do anel aromatico apresentada por estas substancias, os produtos
intermediarios produzidos pela acdo destes antioxidantes sao relativamente
estaveis. Como resultado, os compostos fendlicos e alguns de seus derivados
funcionam bem para impedir uma oxidagdo lipidica; no entanto, devido
principalmente a sua toxicidade, poucos sdo usados em alimentos (SOARES,
2002). Os sequestradores de radicais livres, como butil-hidroxi-anisol (BHA), o
butil-hidroxi-tolueno (BHT), o tércio-butil-hidroxiquinona (TBHQ), o tri-hidroxi-
butilfenona (THBP) e o propil galato s&o alguns dos compostos mais comuns
usados nesse contexto (SOARES, 2002).

A atividade antioxidante da lignina é atribuida principalmente a acao de
eliminagcdo de suas estruturas fendlicas sobre os radicais livres reativos
contendo oxigénio. Existem varios métodos antioxidantes para avaliar a
atividade antioxidante (ANTUNES, 2023). O meétodo Folin-Ciocalteu é
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amplamente utilizado para determinar o conteudo total de fendlicos em produtos
naturais (CHEN, 2014). Este método é um ensaio comum no estudo sobre
antioxidantes fendlicos, pois foi demonstrado que o conteudo fendlico e a
capacidade antioxidante de produtos naturais estdo correlacionados.

Um estudo realizado por Rumpf (2023) evidencia que quatro ensaios séo
apropriados para determinar a capacidade antioxidante de polimeros complexos
como ligninas, o 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), 3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico (ABTS), método de reducdo do ferro (FRAP) e o método de Folin-
Ciocalteu (RUMPF, 2023). Também, nesse trabalho as ligninas de e Paulownia
tomentosa e Silphium perfoliatum foram estudadas pela primeira vez quanto a
sua capacidade antioxidante, a primeira se refere a uma espécie de madeira e a
segunda de graminea, mostrando que as ligninas de madeira possuem maiores
valores de capacidade antioxidante equivalente e de teor de fendis totais do que
as ligninas de gramineas. Todos os quatro ensaios combinados mostram que
todas as ligninas de madeiras possuem boas capacidades antioxidantes e,

portanto, sdo candidatas para futuras investigacées (RUMPF, 2023).

2.1.6 Microscopia Eletrénica de Varredura com Espectroscopia por Energia
Dispersiva

A microscopia eletronica de varredura (MEV), também conhecida como
Scanning Electron Microscopy (SEM), tem sido amplamente utilizada para
caracterizar materiais. As imagens fornecidas pelo MEV sao virtuais porque o
que € mostrado no monitor do dispositivo é a transcodificagdo da energia emitida
pelos elétrons de um filamento capilar de tungsténio por meio da aplicagéo de
uma diferenga de potencial (ANDRADE, 2010).

Assim como outros microscopios, o microscopio eletrénico de varredura
(MEV) torna visivel para o olho humano o que n&o € possivel de analisar por seu
tamanho reduzido. E um instrumento que pode fornecer informagées sobre a
morfologia, estruturas superficiais ou abaixo da superficie. Quando acoplado a
outros instrumentos pode até mesmo identificar elementos quimicos de uma
amostra. As imagens obtidas tém alta profundidade de foco, s&o tridimensionais
e de alta resolugéo (MILEO, 2015).

Seu principio de funcionamento tem como um feixe de elétrons que varre

a superficie da amostra e sua interagdo com o material analisado gera diversos
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tipos de sinal que sao utilizados para a formacdo de imagens ou analise da
composi¢cao da amostra.

Andrade (2010), em seu estudo com lignina Kraft, observou grande
heterogeneidade nas dimensbes e formatos difusos das microparticulas de
lignina obtidas. Essas irregularidades e espagos vazios conferem alta
porosidade e area superficial que sdo provaveis para um processo de adsorcao
(OLIVEIRA, 2017). Ainda segundo Oliveira (2017), uma estrutura superficial com
muitos defeitos em sua superficie busca a estabilidade, assim interagdes
quimicas e fisicas podem ocorrer. Na analise de solubilidade, a interagdo dessa
area superficial porosa deve ser levada em consideragao, ja que a caracteristica
adsorvente seria um obstaculo a ser avaliado para a escolha de solventes.

A técnica de espectroscopia por energia dispersiva, Energy Dispersive
X-ray Detector (EDS ou EDX), foi usada para realizar uma analise elementar das
amostras de ligninas. Os elétrons mais externos dos atomos e os ions
constituintes de um material sdo excitados quando um feixe de elétrons entra em
contato com eles, causando uma mudancga nos niveis de energia do material. A
energia que adquiriram € liberada em comprimento de onda do espectro de raios-
x quando voltam para sua posic¢ao inicial. A energia associada a esse elétron &
medida por um detector instalado na camara de vacuo do MEV. Como as
energias dos elétrons do atomo sao diferentes, é possivel identificar quais
elementos quimicos estdo presentes no ponto de incidéncia do feixe ou em uma
area especifica, analisando os espectros gerados por meio de programas
computacionais (ANDRADE, 2010).

2.2 Metodologia

Esta secdo tem como propédsito a definicdo das etapas que foram
seguidas na realizacdo das analises estabelecidas nos objetivos especificos,

servindo de base para o estudo.

2.2.1Descricao do processo de obtencdo da amostra

Foram realizadas as analises com amostra de lignina Kraft cedida por
uma empresa de fabricagdo de papel, com conhecimento que sua obtencao
ocorreu a partir de cinco tipos diferentes de licor negro (Euca A, Euca B, Pinho
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A, Pinho B e Pinho C). O licor passou pelo processo de precipitagdo para
separagao da lignina, similar a revisdo de Jonson e Walberg (2009) abordada.
Em primeiro momento tem o aquecimento do licor negro em 60°C e, em seguida,
seu ajuste de pH para 9,0 com acido sulfurico (H2SO4). Apos essa etapa, essa
mistura acidificada é deixada em repouso por 10 minutos e bombeada para uma
prensa de filtro. A torta obtida da prensa é dispersada em agua a 60°C e tem seu
pH ajustado novamente com H2SOs4 para 2,0. Depois dessa segunda
acidificagdo, a torta de lignina é lavada com agua acida. Antes da sua retirada
da prensa, € seca com ar comprimido entre 50 e 60% de secagem, seguindo
para um fogao a 60°C para secar até 95%. Ao final é preciso moer a lignina para

obter um pé homogéneo como mostrado pela Figura 2.

Figura 2 - Amostra de lignina cedida por empresa de produc¢ao de papel e celulose do
Parana.

Fonte: Autoria prépria (2019)
2.2.2MEV-EDS

No MEV a morfologia a ser analisada sera de estrutura irregular, como
propde Lopes (2018), as imagens em escala de 100, 50, 2 e 1 ym evidenciam a
superficie do material com grande profundidade de foco. Para o ensaio ser
possivel de visualizagdo é necessario a secagem completa da amostra, a qual
foi submetida em estufa a 60 °C um dia antes da realizagdo do ensaio. O intuito
da realizacdo do MEV foi detectar se havia presenca em grande escala de
enxofre na lignina e se suas caracteristicas de superficie facilitariam ou ndo a

sua solubilidade.
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O equipamento utilizado foi um MEV Vega3 Tescan com fonte de
elétrons de filamento de tungsténio acoplado com o EDS da Oxford Intrumentos

com foco em nanoanalises.

2.2.3 Solubilidade da Lignina

De acordo com Melro (2018) os solventes organicos como etilenoglicol
e glicerol sdo os que apresentam melhor desempenho na solubilizagdo da
lignina, sendo capazes de dissolver 310 g/kg e 250 g/kg de lignina,
respectivamente, quando submetido a vortex por 10 minutos e a temperatura de
20°C. A partir do estudo de Melro (2018) foram selecionados para as analises
trés tipos de solventes mais comumente utilizados na area cosmeética. As
condicbes foram estabelecidas para testes em temperaturas de 40 e 55°C,
variando o tempo entre 60 e 120 minutos no banho ultrassénico. As amostras
foram divididas em duas propor¢des todas para 10 mL de cada solvente, 1:10 e
1:50, como demonstra a Figura 3. No total foram 24 combinagdes, que em

seguida foram submetidas por 20 minutos na centrifuga a 20°C e 5000 rpm.

Figura 3 - Matriz de determinagédo das amostras de lignina, em fungéo da proporg¢ao vs
solvente vs tempo vs temperatura.

Proporc¢ao (g/ml)
1:10 1:50 1:10 1:50
1 2 13 14 60
metanol
7 8 19 20 120 =
(0] E
£ | glicerina 3 4 15 16 60 E
. . (@]
5 | bidestilada | g 10 21 22 120 =
ot ]
5 6 17 18 60 -
etilenoglicol
11 12 23 24 120
40 40 55 55
Temperatura (°C)

Fonte: Autoria prépria (2023)

2.2.4 Método de Folin-Ciocalteu

A determinagdo dos compostos fendlicos totais da lignina Kraft se deu

pelo método Folin-Ciocalteu como descrito por Granato & Nunes (2016). Para o
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preparo das solugdes foram utilizadas trés solugdes, a primeira de carbonato de
sédio 10%, de 1:10 (mL/mL) de amostra de carbonato em agua destilada, a
segunda de acido galico 200 mg/L, com 5 mg de acido galico monoidratado,
diluido em 5mL de etanol em um baldo de 25 ml completo com agua destilada.
E, a ultima solugéo de Folin-Ciocalteu 0,25 N, 1:2 (mL/mL) de reagente 2 N de
Folin em agua destilada.

O método tem como preparo a adicdo de 150 pL da amostra extraida a
2400 uL de agua destilada e 150 pL de Folin-Ciocalteu 0,25 N, com um repouso
de trés minutos, adiciona-se 300 uL da solugdo de carbonato de sodio 10% e
seguindo para agitacdo em vortex. Depois, as solu¢gdes permanecem em
temperatura a 25°C por sessenta minutos em ambiente escuro, na sequéncia é
realizada a leitura no espectrofotdmetro em 725 nm. E, o resultado é expresso
em mg de acido galico equivalentes por litro de amostra.

Todas as amostras com extrato, apds realizada a solubilidade, foram
diluidas em 1:10 (pL/mL). E, para o método de Folin-Ciocalteu, a fim de adequar
a curva analitica ao material, foram utilizadas duas diluicdes a partir das solugdes
de amostras 1:10 (uL/mL), uma de 150 pL de solugdo de amostra com extrato,
como descrito acima, e outra de 30 uL em 120 uL de agua.

A curva analitica foi preparada com a solugdo-mae de Folin e as

diluicbes propostas na Tabela 1 abaixo, para a obtencédo da equacéao da reta.

Tabela 1 - Dados para a construgao de curva analitica do método Folin-Ciocalteu.

Solugao-mae (pL) Agua destilada (uL) Concentragao (mg/L)
0 150 0
30 120 40
45 105 60
60 90 80
75 75 100
90 60 120
105 45 140
120 30 160

Fonte: Adaptacédo Granato e Nunes (2016)
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Considerando a curva analitica e as proporgdes das diluigdes utilizadas
na amostra, temos a equacao 1, onde Abs sao os resultados de absorbancia de
cada amostra analisada de lignina e C a concentragao de compostos fendlicos
totais em acido galico.

c [gEAG] _ (Abs —0,0038
g 0,0041

)

2.3 Resultados
2.3.1Ensaio no MEV e os elementos quimicos da lignina por EDS

A partir dos resultados do ensaio no MEV, foi possivel analisar que a
lignina Kraft possui estrutura micrométrica, de morfologia irregular e particulas
esféricas, como é possivel evidenciar na Figura 4. Estas estruturas possuem
superficie relativamente lisa com muitas cavidades arredondadas. Ao analisar
estes aglomerados, foi possivel observar que estes sdo formados por particulas
que se encontram em escala nanométrica. Resultado semelhante descrito por
Lopes (2018) que ressaltou que esta é uma caracteristica de lignina Kraft,
possuir particulas esféricas em maior quantidade do que em outras ligninas.
Ainda segundo Lopes (2018), nas regides de degradacdao, em fungdo do
processo Kraft, esta lignina apresentou-se como um agregado de microesferas
compactas. Muitas destas “particulas levemente esféricas”, que formam este

aglomerado, chegam a ter menos de 1 ym de diametro.
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Figura 4 - Imagens do MEV, da esquerda para direita, de 50 pm, 20 ym e 5 ym da lignina
Kraft.
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Fonte: Autoria prépria (2021)

A analise de EDS (Figura 5) demonstrou que o enxofre residual é
praticamente nulo, a analise acusou uma contaminagao inferior a 1% nas
amostras analisadas. A EDS da lignina Kraft demonstrou que 67% do material
analisado é carbono (C), 32% oxigénio (O) e 0,9% é enxofre (S), apresentado na
Figura 6. Estes resultados confirmam a eficiéncia do processo Kraft, devido ao
baixo teor de enxofre residual encontrado em relacdo aos demais componentes
quimicos. Na amostra de lignina Kraft cedida pela empresa de papel e celulose,
€ possivel observar que somente C, O e S obtiveram resultados, nao foi
evidenciado a presenga de outros elementos, como sodio e aluminio,
comumente utilizados pelo processo, o que podem ter sido retirados para

reutilizacdo na industria.
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Figura 5 - Imagens retiradas a partir da ESD, a esquerda, imagem original de escala 100
um, a direita, elementos apresentados pela lignina de forma agrupada e, abaixo, os
elementos enxofre, oxigénio e carbono apresentados separadamente.
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100um

Fonte: Autoria prépria (2021)

Figura 6 - Grafico da composic¢ao quimica apresentada pela lignina Kraft em ensaio por
EDS.
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Fonte: Autoria prépria (2021)

O enxofre é um elemento utilizado desde a antiguidade na producgao de
produtos cosméticos e farmacéuticos, como o sabonete de enxofre para tratar
doencas na pele. Atualmente, ele é utilizado na area cosmética como principio
ativo antisséptico e queratolitico, explorado em aplicacbes de uso como
renovadores de pele (VICTORIA, 2023). Ativos renovadores podem causar

hipersensibilidade em determinados tipos de pele, o que reduziria a
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aplicabilidade do uso da lignina Kraft em produtos cosméticos em relagao a sua
quantidade de enxofre.

Porém, de acordo com o estudo de Lopes (2018), foi evidenciado que
quando o licor negro, do processo Kraft, passa por lavagens com agua destilada
quente e apos filtragdo a vacuo, sdo removidos contaminantes organicos e sais
inorganicos nele contidos, podendo reduzir a concentragao de enxofre de 1%
para até 0,2% na lignina. Essa redugao na concentragao do enxofre seria positiva

dependendo da finalidade da aplicagdo cosmética dessa lignina Kraft.

2.3.2 Concentracdo de Compostos Fendlicos Totais

Para a curva de calibragdo do ensaio de Folin, os resultados obtidos para
a lignina Kraft apresentaram valores de inclinagéo 0,0041 e de interceptagao da
curva em 0,0038, como apresentados pela Figura 7. No coeficiente angular foi
obtido um valor de 0,9993 e, mostrou-se bem préximo a 1, que € o desejado para
uma reta de regresséao linear. De acordo com o estudo de Rumpf (2023), o
meétodo de Folin-Ciocalteu apresentou uma das melhores correlagdes positivas
entre quatro ensaios testados para atividade antioxidante na lignina de madeira
(R2=0,99972). Similar ao valor encontrado para a curva analitica da lignina Kraft

utilizada no ensaio.

Figura 7 - Curva analitica Folin-Ciocalteu para determinagdao de compostos fendlicos
totais.
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Fonte: Autoria prépria (2023)
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Os resultados da quantificagdo dos compostos fendlicos da lignina Kraft
nos diferentes tipos de concentragbes de lignina e solvente, tempo no
ultrassénico e temperatura estao discriminados na Figura 8. Avaliando os vinte
e quatro tipos de extratos quanto aos compostos fendlicos, observou-se que o
extrato em solvente na propor¢ao de 1:50, a 40°C e deixado por 120 minutos no
ultrassénico destacou-se apresentando um valor de 339,76 mgEAG/g, seguido
pela mesma proporg¢ao e temperatura, porém por 60 minutos, com um valor de
319,02 mgEAG/g. Os dois seguintes extratos seguiram a sequéncia dos dois
primeiros, com um valor maior apresentado no tempo de 120 minutos, seguido
do total para 60 minutos, porém a uma temperatura mais elevada de 55°C,
obtendo um valor respectivamente de 287,32 mgEAG/g e 264,76 mgEAG/g.
Avaliando os trés tipos de solventes, observou-se que o etilenoglicol apresentou
as maiores concentragdes totais de compostos fendlicos, seguido pelo metanol

e a glicerina, respectivamente.

Figura 8 - Compostos Fendlicos Totais da Lignina Kraft (ngEAG/g)
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Apesar das diferencgas claras entre todos os sistemas de solventes, a

lignina compartilha algumas caracteristicas com outras macromoléculas,
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principalmente em termos de propriedades de diregéo estrutural (MELRO, 2018).
Além disso, Melro (2018) observa que a dissolugao da lignina Kraft é facilitada
em pHs altos e baixos, em sistemas compostos por ions altamente assimétricos
e na presenga de moléculas de polaridade intermediaria, como alcoois e
etilenoglicol. E possivel verificar nos resultados obtidos a partir da determinacgéo
de compostos fendlicos totais a paridade ao trabalho realizado por Melro (2018),
o etilenoglicol abrange os quatros maiores valores citados anteriormente, com
maiores resultados na concentragdo mais baixa, de 0,2g de lignina para 10 ml
de solvente, onde a temperatura, também, seguiu o padréo de determinagao na
temperatura menos elevada, 40°C, somente o periodo de extragdo que os
maiores valores foram encontrados quando deixados por mais tempo.

Também, o extrato com metanol apresentou valores significantes de
compostos fendlicos totais, a diferenga em relagdo ao etilenoglicol, da-se pelo
tempo de extracdo onde o maior valor foi encontrado com apenas 60 minutos,
na concentracido de 1:50 e a 40°C. Os dois maiores valores encontrados para
extratos de etilenoglicol sdo o inverso dos maiores valores para metanol, assim
a melhor condicdo para etilenoglicol e metanol, sdo observados na concentragao
de 1:50, a2 40°C, porém, respectivamente, por 120 minutos e 60 minutos. A menor
performance entre os trés solventes analisados foi a glicerina, indicando um total
de compostos fendlicos até 10 vezes menor em relagao ao etilenoglicol. O que
sugere algum tipo de comportamento anfifilico que pode ser importante para
racionalizar a dissolugao de lignina (MELRO, 2018).

Correlacionando os compostos fendlicos a atividade antioxidante, a
polaridade do solvente utilizado, tempo e temperatura de extracdo séo fatores
que influenciam na extragdo dos compostos antioxidantes (FREIRE, 2013). A
partir dos dados obtidos, a utilizagao do solvente etilenoglicol para extragéo dos
compostos fendlicos da lignina Kraft seria o0 mais passivel de utilizagdo em um
cosmético como veiculo de maiores chances de obtencdo das propriedades da
lignina Kraft. Os compostos fendlicos possuem como estrutura anéis aromaticos
com hidroxilas substituindo parte dos hidrogénios, essas que séo responsaveis
por doar para o radical livre elétrons e hidrogénio. A atividade antioxidante da
lignina é atribuida principalmente a acdo de eliminacdo de suas estruturas

fendlicas sobre os radicais livres reativos contendo oxigénio (ANTUNES, 2022),
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nos quais grupos hidroxila fendlicos livres e substituicdo orto-metoxi em anéis

aromaticos sao essenciais (RUMPF, 2023).
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3 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, do MEV e EDS, pode-se
perceber que a lignina Kraft, oriunda de cinco tipos diferentes de licor negro
(Euca A, Euca B, Pinho A, Pinho B e Pinho C), apresentou estrutura irregular e
de particulas esféricas, com uma composi¢cao quimica de valor baixo em enxofre
e, elevado em oxigénio e carbono, caracterizando como promissor o processo
dessa industria de papel e celulose na extragao da lignina Kraft do licor negro,
em relagdo a nao apresentacdo de elementos quimicos que poderiam ser
prejudiciais a pele.

Comparando em diferentes solventes a capacidade de composicéo
fendlica da lignina Kraft, o etilenoglicol utilizado como solvente no estudo,
quando submetido a condi¢gdes proporcionais de lignina com solvente na
proporcao de 1:50, sob temperatura de 40°C, por um periodo de 120 minutos,
apresentou, pelo ensaio de Folin-Ciocalteu, o maior valor de compostos fendlicos
totais. Considerando que a polaridade, tempo de extracdo e temperatura do
solvente sdo fatores determinantes, o etilenoglicol obteve comportamento
satisfatério e alta capacidade de fendlicos, o que demonstra que a combinagao
dessa lignina Kraft com este solvente, € uma potencial candidata para futuras

investigacoes.
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