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Obtencado de micro e nanocelulose a partir de biomassa lignocelulosica
de residuo do inga-cipé (Inga edulis Mart.) via tratamento quimico

Obtaining micro and nanocellulose from lignocellulosic biomass of inga-cip6 (Inga
edulis Mart.) residue via chemical treatment
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RESUMO

A busca por novos materiais sustentaveis ocasiona um aumento gradativo de estudos direcionados a
utilizacdo de matéria-prima renovavel, visando gerar produtos ndo agressivos ao meio ambiente, mantendo
sua qualidade e desempenho. Os frutos do inga-cipé geram residuos que sdo 6timas fontes de biomassa
lignocelul6sica. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi obter micro e nanocelulose cristalina a partir
da biomassa lignocelulosica da casca do fruto do inga-cip6 via tratamento quimico, assim como realizar
sua caracterizago fisico-quimica e morfolégica. As cascas foram submetidas a uma extragdo sequencial de
hemicelulose e lignina, seguindo da sintese de micro e nanocelulose por hidrélise acida. O material obtido
foi caracterizacdo através de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e microscopia eletronica
de transmissdo (MET). Através das andlises de FTIR foi possivel constatar a presenca dos grupos funcionais
tipicos de celulose. As imagens provenientes do MET, auxiliaram a visualizacéo de micro e nanocelulose
cristalina, que poderdo ser utilizadas na geracdo de novos materiais com melhor valor agregado.
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ABSTRACT

The search for new sustainable materials causes a gradual increase in studies aimed at the use of renewable
raw materials, aiming to generate non-harmful products for the environment, maintaining their quality and
performance. The fruits of the inga-vine generate residues that are excellent sources of lignocellulosic
biomass. In this sense, the objective of this work was to obtain crystalline micro and nanocellulose from
the lignocellulosic biomass of the shell of the ingéa-cip6 fruit via chemical treatment, as well as to carry out
its physical-chemical and morphological characterization. The peels were submitted to a sequential
extraction of hemicellulose and lignin, followed by the synthesis of micro and nanocellulose by acid
hydrolysis. The material obtained was characterized by Fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR)
and transmission electron microscopy (TEM). Through the FTIR analysis, it was possible to verify the
presence of the typical functional groups of cellulose. The images from the TEM helped the visualization
of crystalline micro and nanocellulose, which could be used in the generation of new materials with better
value added.
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INTRODUCAO

O bioma Amazonia ostenta a maior biodiversidade no mundo, tanto em fauna
quanto em flora (BRASIL, 2021). Dentro de sua vasta biodiversidade, encontra-se o Inga-
cip6 (Inga edulis Mart.) uma arvore frutifera perene, pertencente a familia Fabaceae
(Leguminoseae). Esta espécie pode ser encontrada em diversos biomas do Brasil, como
Mata Atlantica, Caatinga, Cerrado e Amazonia, sendo o estado do Amazonas o principal
produtor nacional (FREITAS et al., 2018; PIREDA et al., 2018). A arvore de Inga-cipo,
em sua fase adulta, possui uma altura de 15 a 40 m, com o didmetro de tronco de 30 a 60
cm e uma copa densa. Seu fruto é constituido por casca (vagem), sementes e polpa, sendo
a casca 0 componente majoritario, uma vez que constitui cerca de 53% de sua massa
(FALCAO; CLEMENT, 2000). Ele possui uma coloracdo esverdeada e um formato
cilindrico e geralmente contém cerca de 8 a 15 sementes envolvidas por um arilo
algodonoso branco, macio e adocicado, sendo essa a parte comestivel (FREITAS et al.,
2018).

As vagens oriundas dos frutos de 1. edulis sdo fonte de biomassa lignoceluldsica
(BLC). Sabe-se que a BLC é a maior fonte de carbono renovével. Estima-se que sejam
gerados cerca de 181,5 bilhdes de toneladas do material seco anualmente que pode ser
proveniente de residuos agricolas e florestais, sendo que esses apresentam menor teor de
lignina em relagéo aos florestais (CHEN et al., 2022; DU et al., 2022; HAQ et al., 2021).
Essa biomassa é constituida principalmente por trés polimeros: celulose (25-50%),
hemicelulose (8-50%) e lignina (10-35%), além de outros extrativos como pectina e
glicoproteinas em quantidades menores (BIMESTRE et al., 2022; BISWAL et al., 2022;
Ll etal., 2022).

A celulose, um dos polimeros principais de BLC, é considerado o polimero
organico biodegradavel mais abundante no mundo: estima-se que sejam geradas
aproximadamente 10* a 10'? toneladas ao ano (CHU et al., 2020). A celulose em nano
escala tem sido cada vez mais utilizada como reforco em materiais, pois apresenta boas
propriedades mecanicas, rigidez e alta cristalinidade (BHAT et al., 2019; DONGRE;
SURYAWANSHI, 2021). Esse polimero é constituido por dimeros de glicose, cujos
mondmeros se ligam de forma linear com orientacdo de 180°, unidos por ligacGes
glicosidicas p-1-4 (LIU,Y et al., 2022; MOKHENA; JOHN, 2020; WU; HE, 2019);

A celulose pode ser classificada de duas formas: cristalina e ndo cristalina. A

celulose néo cristalina apresenta uma estrutura desorganizada que a torna mais suscetivel
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a degradacdo por reagentes quimicos e/ou enzimas, enquanto a cristalina possui
caracteristicas, como hidrofilicidade, grande éarea superficial e biodegrabilidade, que a
tornam mais atrativa para aplicagdes em biomateriais (WANG et al., 2021). Nesse
contexto, na incessante busca por novos materiais poliméricos que possuam alta
disponibilidade, baixo custo e facil degradacdo em comparacao aos polimeros derivados
do petrdleo faz com que a celulose e seus derivados sejam cada vez mais utilizados em
diversos ramos (KOUADRI; SATHA, 2018; MAHMUD; ROSENTRATER, 2019).

A celulose nanocristalina (NCC) apresenta diversas propriedades funcionais de
grande interesse industrial, como fortes propriedades mecéanicas, transparéncia,
biodegradabilidade e flexibilidade, que a destacam como fonte alternativa aos polimeros
comumente utilizados em industrias. A NCC é uma estrutura alongada como uma haste
de forma cilindrica similar a uma agulha. Seus cristais ttm um diametro de 5a 20 nm e
comprimento de 100 a 500 nm. Possui grande area de superficie (~150 m?/g), alto indice
de cristalinidade (>70%), alta resisténcia a tragdo (7500 MPa) e baixa densidade (~1,6
g/cm) (MIYASHIRO et al., 2020; NAZ et al., 2019; PRADHAN et al., 2022).

PIRES et al.(2022) extrairam micro e nanocelulose cristalina de trés biomassas
diferentes (cana gigante, kenaf e miscanthus) e as utilizaram como reforco em filmes de
quitosana, nas proporcdes de 1,5%, 2% e 2,5%, e observaram uma melhora consideravel
na resisténcia e rigidez dos filmes. ROSA et al.(2022) produziram uma bioresina com
adicdo de micro e nanocelulose cristalina, para utilizacdo em impressoras 3D. Eles
notaram que a incorporacdo da celulose cristalina em nanoescala proporciona elevacao
da resisténcia a tracdo e modulo de Young das pecas impressas, comprovando seu
potencial como agente de reforco. A nanocelulose cristalina também pode ser aplicada na
producdo de farmacos, conforme os estudos de Colturato e Goveia (2022). Esses autores
utilizaram nanocelulose cristalina extraida de linter de algoddo para a producdo de
membranas ricas em vitamina D3 com o objetivo de viabilizar a liberagdo transdérmica
da vitamina de forma sustentada.

Diante do exposto, 0 presente trabalho teve como objetivo a extracdo de micro e
nanocelulose cristalina de residuos da casca do fruto do Inga-cip6 utilizando hidrélise
acida, assim como realizar sua caracterizacdo fisico-quimica e morfologica através de
analises de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia Eletronica
de Transmissdo (MET).
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METODOLOGIA

Coleta e preparo da amostra

Frutos dei Ingé-cip6 foram adquiridos em feiras do municipio de Itacoatiara,
Amazonas, Brasil. Ap0s a retirada de sementes e arilos, usando metodologia adaptada de
Avinash et al. (2021), para obtencdo de pequenas particulas, as cascas dos frutos foram
lavadas com agua corrente (Figura 1A) e secadas em estufa a 60 + 2 °C durante 24 horas.
Ap0s a secagem, as cascas foram trituradas em moinho de facas do tipo Willey, resultando
em um pé (Figura 1B). O material triturado foi peneirado usando peneiras

granulométricas de malha de 60 mesh (250 um) (Figura 1C).

Figura 1. AlteracGes impostas ao material de partida para adequacéo a hidrélise acida. a)
Material in natura; b) Material triturado; ¢) Material peneirado

Fonte: Autores, 2022.

Pré-tratamento da amostra

O material peneirado foi submetido a uma extracdo sequencial de hemicelulose e
lignina, seguindo a metodologia de Bongao et al. (2018). Para tanto, 100 g do materiral
peneirado foi dispersado em 1 L de &gua destilada e aquecido a temperatura de 100 °C
durante 20 min, sob agitagdo mecanica. Em seguida, foi realizado tratamento alcalino, em
duplicata, utilizando hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol.L, durante 1 hora cada, & 80 °C,
sob agitacdo mecanica constante. Apos tratamento alcalino, a amostra foi lavada com
agua destilada quente e levada a estufa a 50 °C por 12 horas. Posteriormente, foi realizado
0 branqueamento com solugdo de hipoclorito de sodio (NaClO) na proporcéo de 1:20
(m/v —massa da amostra / volume de NaClO), a 70 °C sob agitagdo mecéanica por 1 hora.

As etapas de pré-tratamento estdo apresentadas na Figura 2.
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Figura 2. Etapas do pré-tratamento da casca do fruto do inga-cipd. A) Tratamento aquoso; B)
Tratamento alcalino; C) Branqueamento

Fonte: Autores, 2022.

Hidrolise acida

Adotando metodologia adaptada de Bongao et al. (2018), a celulose obtida atraves
do pré-tratamento foi submetida a hidrdlise &cida utilizando &cido sulfarico 64%, na
proporc¢do de 10 mL de solucdo &cida para cada 1 g de amostra (10:1). Para realizar esse
procedimento foi montado um sistema de banho de éleo com chapa magnética. As
condicdes de hidrolise foram variadas a fim de avaliar o efeito da temperatura e tempo de
hidrélise. Foram adotadas as temperaturas de 45 e 60 + 3 °C, com os tempos de 30, 45,
60 min. Ap6s a hidrolise, dobrou-se o volume com agua destilada para cessar a reacao.

Em seguida, a solucdo foi filtrada e centrifugada a 4000 rpm.

Caracterizacao

O material obtido nas hidrélises foi submetido a caracterizacao fisico-quimica e
morfologica.

Os grupos funcionais do material foram investigados aplicando FTIR (AGILENT,
Modelo: Cary 630) equipado com um dispositivo ATR (Refletancia Total Atunuada). As
amostras foram misturadas com KBr para produzir os comprimidos. Os espectros foram
registrados em uma faixa de varredura de 650 a 4000 cm™, com uma resolucdo de 8 cm™
e 128 varreduras.

O tamanho e forma da NCC foram examinados usando MET (JEOL, Modelo:
JEM 1400 Plus) a uma tensdo de aceleracdo de 120kV.

92



RESULTADOS E DISCUSSAO

Aspectos visual das amostras
As mudancas de aspecto fisico ocorridas durante cada etapa de tratamento da

casca do inga-cip6 estdo apresentadas na Figura 3.

Figura 3. Aspectos fisicos da casca do inga-cip6 durante as etapas de pré-tratamento A) in
natura B) Pés-tratamento alcalino C) P6s branqueamento D) Material seco p6s branqueamento

Fonte: Autores, 2022.

Ap0s o tratamento alcalino (Figura 3B) observou-se um escurecimento da amostra
devido a solubilizacdo de parte da lignina e hemicelulose presentes no material in natura
(Figura 3A). Iniciou-se assim o processo de dissociacdo da biomassa lignocelulésica, por
meio da quebra de ligacGes lignina-hemicelulose-celulose (RAHMANI et al., 2022). A
solugdo de NaOH promove a clivagem de ligagdes dos éteres nos grupos fenol tipo a-aril
e B-aril e B-arilicos do tipo ndo fendlico, resultando em um aumento da hidrofilicidade da
lignina (PRAJAPATI; KANGO, 2022). O tratamento alcalino é muito utilizado nessa
etapa de deslignificacdo por trés fatores principais: (i) alta eficiéncia na remocdo de
lignina; (ii) remocao efetiva de grupos acetil e substituicdes urénicas da hemicelulose e
(iii) o baixo custo. Esse tratamento ocasiona uma reducéo da polimerizacdo e o aumento
da area superficial da biomassa lignocelulésica. Por outro lado, tem-se uma leve reducao
na cristalinidade da celulose (LUKAJTIS et al., 2018; STANLEY et al., 2022).

Nas Figura 3C e 3D pode-se observar amostras brancas, que foram obtidas ap6s
branqueamento e secagem, respectivamente. Aparentemente a realizacdo de um anico
branqueamento mostrou-se eficiente. Entretanto, durante a hidrolise acida, foi constatado
um novo escurecimento da amostra, que pode estar associado a presenca de lignina
residual no material, pois sendo ela insolivel em meio acido, precipita-se durante o
processo de hidrolise (TANG et al., 2020).
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Licor negro (subproduto)

O licor negro (Figura 4) é um sub-produto do tratamento alcalino de material
lignocelulosico e apresenta alto teor de lignina. Essa tem potencial para aplicacdo em
biocombustiveis e em outros produtos de maior valor agregado devido a presenca de
grupos funcionais em sua estrutura, tais como metoxi, fenolico, alcodlico, carbonil e
aldeido (FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2017; Jl et al., 2022).

Figura 4. Licor negro proveniente do tratamento alcalino

Fonte: Autores, 2022.

O licor negro proveniente do pré-tratamento de material lignocelulosico lenhoso
pode apresentar até 42% de lignina em sua composi¢cdo (MORYA et al.; 2022). Quando
submetido a um processo de acidificacdo, de modo a ajustar o pH para préximo de 3,
ocorre a precipitacdo de lignina. Entretanto, pode gerar a formacdo de sais que acaba
dificultado sua posterior separacao (LIU, X et al., 2022). No estudo de Curmi et al. (2022)
foi realizado a despolimerizacéo de lignina presente em um licor negro oriundo de cavaco
de madeira dura, por meio da gaseificacdo supercritica da agua, e extracdo de compostos
fendlicos da fase liquida do licor negro utilizando acetato de etila.

A lignina proveniente de biomassa tem sido amplamente utilizada em diversos
meios. Wang, Y et al. (2022) utilizaram nanofibras de carbono derivada de lignina
alcalina na producéo de eletrocatalisador livre de metal. Yi et al.; (2022) adicionaram
lignina a um hidrogel a base de carboximetil xilano e notaram que sua presenca melhorou
as propriedades mecénicas do hidrogel, como tensdo de compresséo e tenacidade.

Diante disso, vislumbra-se a possibilidade de utilizacdo do licor negro obtido no

presente trabalho em futuros estudos visando sua aplicagéo.
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Hidrodlise

A hidrélise acida resultou em solugdes turvas, o que pode acusar a presenca de
material micro e nano celulésico suspenso em solucdo. Segundo Salas et al. (2014),
solugbes com alta concentracdo de nanocelulose cristalina dispersas formam um
ordenamento helicoidal e, conforme sua caracterizacdo reoldgica, formam um cristal
liquido que assume propriedades de um fluido. A estrutura formada pelos cristais em
suspensdo pode ser mantida através da evaporacao lenta da agua, resultando em um filme
solido (AKATAN et al., 2022). Os filtrados pos hidrolise acida estdo apresentados na
Figura 5.

Figura 5. Solucdes hidrolisadas em diferentes tempos e temperaturas. A) 45 °C B) 60 °C

Fonte: Autores, 2022.

As solucGes coloidais foram centrifugadas a 4000 rpm, para a obtencdo dos
cristais suspensos, entretanto esse processo ndo foi eficaz em ambas temperaturas, pois
observou-se a sedimentacdo apenas nas soluc@es hidrolisadas a 45 °C (Figura 5A). Isso
pode ter ocorrido devido a influéncia da temperatura de hidrolise sob o tamanho do
material obtido, visto que temperaturas maiores tendem a diminuir o tamanho da celulose

cristalina, segundo Wang, L et al. (2022).

Microscopia eletronica de transmissao

O MET é uma técnica bastante conhecida e utilizada para analisar a morfologia
em escala nanométrica das NCCs, tanto em suspensdo quanto em estado solido. Na Figura
6A é possivel notar uma grande fibra de celulose junto a varios pontos pequenos em
formato de esferas. Essas pequenas esferas apresentam caracteristicas semelhantes a

lignina em nanoescala. Tang et al. (2020) citam varios métodos de extracdo de
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nanoparticulas de lignina e destacam que os métodos de auto-montagem e precipitacao
acida apresentam lignina em forma esférica em suas anélises de MET. Desse modo, 0
escurecimento da amostra durante a hidrélise acida pode estar ligado a presenca de
particulas de lignina em nanoescala, pois as mesmas podem ter precipitado em pH acido
e apareceram nas imagens do MET. Quando essas fibras sdo ampliadas (Figura 6B),
tornam-se visiveis inimeros feixes de celulose em nanoescala que apresentam um
formato alongado e fino como agulhas alinhadas lado a lado. A ligacao glicosidica -1-4

orientada em 180°, que é caracteristica da molécula de celulose, faz com que ocorra

organizacdo, algo que ja foi notado por outros pesquisadores como Chu et al. (2020) e
Sainorudin et al. (2022).

Figura 6. A) Imagem MET da fibra de celulose na escala de 2 um B) Ampliacéo de um feixe de
celulose da figura 2a na escala de 0,2 um

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

O espectro FTIR foi utilizado para observar os grupos funcionais presentes na
estrutura e demostrar se o material obtido apresentou bandas caracteristicas de
nanocelulose.

Na Figura 7 pode-se observar o espectro FTIR do material obtido atraves das
hidrélises. Uma banda larga na faixa de 3200 a 3500 cm™, corresponde a vibragio de
alongamento de O-H, enquanto a banda em torno de 2900 cm™ equivale ao estiramento
das ligagBes C-H tipicas de carbono sp® (SQUINCA et al., 2022). A banda que se encontra
entre 1650 e 1700 cm™ é atribuida a curvatura de grupos OH, provenientes de H.0
adsorvida em espacos vagos deixados pela remogéo de hemicelulose e lignina. Os sinais
em aproximadamente 1350 e 1400 cm™ sdo tipicos de flexdo das ligagGes C-H e

movimento de tesoura do grupo C-Hz (NAIR et al., 2019). As bandas na faixa de 1000 a
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1125 cm™, podem ser atribuidos a vibragdes das ligagdes C-O-C e estiramento das
ligagdes C-OH presentes no anel piranose e glicose, enquanto a Ultima banda que esta em
aproximadamente 900 cm™ é referente a vibragdo de balango da ligagdo C-H. A alta
intensidade desses picos demostra certa cristalinidade do material e pode ser devido as
ligagdes B-glicosidicas dos monémeros de glicose da celulose, mostrando assim que a
regido amorfa foi removida (CHENG et al., 2020; KHAN et al., 2021; ILYAS et al.,
2021). Portanto, a partir do FTIR é possivel afirmar que o material obtido apresenta
caracteristicas e grupos funcionais tipicos de celulose, semelhantes aqueles observados
por Rashid et al. (2022) ao extrair nanocelulose de residuos da casca de améndoa e por

Akatan et al. (2022) ao extrair micro e nanocelulose cristalina de residuo da semente de

girassol.
Figura 7. Andlise FTIR da amostra hidrolisada a 60 °C e 30 min
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Fonte: Autores, 2022.
CONCLUSOES

A partir do estudo realizado foi verificado que é possivel extrair micro e
nanocelulose cristalina da casca do fruto do inga-cipo via hidrdlise acida, o que pode ser
confirmado pelas imagens do MET. Os pré-tratamentos realizados antecedendo o
processo de hidrélise mostraram-se eficientes. Através da espectroscopia de FTIR pode-
se observar a presenca dos grupos funcionais caracteristicos de molécula de celulose. Por
fim, o licor negro, um subproduto gerado em grande quantidade durante o pré-tratamento,

pode ser reaproveitado em novos estudos para a obtengéo de lignina.
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