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RESUMO

O isolamento de nanocristais de celulose (CNCs) de fibras vegetais ¢ uma alternativa promissora para sua
aplicagdo como refor¢o em matrizes poliméricas. A caracterizagdo dos CNCs ¢ fundamental para a confiabi-
lidade da técnica, além de determinar as aplicagdes possiveis a partir de cada tipo de fibra. A partir da técnica
de microscopia de for¢a atomica, um estudo da morfologia e distribuicdo dos CNCs de semente de manga,
vagem de algaroba, pseudocaule da bananeira e fibra do mesocarpo de dendé foi realizado neste trabalho. Os
CNCs foram obtidos via reagdo hidrolitica com acido sulfirico em concentra¢des que variaram de acordo
com a fonte da fibra. Os resultados obtidos revelaram dimensdes variando de 300 a 500 nm em comprimento
e 4 a 16 nm em didmetro. A apresentacdo morfologica em forma de agulha demonstrou que o isolamento das
fibras de celulose em CNCs foi efetiva. A razdo de aspecto associada a formacao cilindrica em agulha dos
CNC:s isolados evidenciou o alto potencial das fontes de dendé e de vagem de algaroba para o refor¢o de bio-
nanocompositos.
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ABSTRACT

The isolation of vegetables fiber in cellulose nanocrystals (CNCs) comprises a promising alternative for ap-
plication as reinforcement in polymer matrices. The characterization of the CNCs is essential to evaluate the
reliability of this technique and to determine the possible applications from each vegetable fiber type. There-
fore it is proposed here a study with atomic force microscopy technique to analyze the morphology and dis-
tribution of CNCs from mango seed, mesquite pods, banana pseudostem and fiber palm mesocarp. CNCs
were obtained by acid hydrolysis with sulfuric acid in concentrations that varied according to the fiber
sources. The results showed dimensions ranging from 300 to 500 nm in length and 4 to 16 nm in diameter.
The morphology obtained needle-like show that the isolation of cellulose fibers to CNCs was. The aspect
ratio related to the cylindrical needle organization of the isolated CNCs indicate the high potential of the
palm mesocarp and mesquite pods as reinforcement on bionanocomposites.
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1. INTRODUGAO

Nos tltimos anos, atengdo especial tem sido voltada ao estabelecimento de novos usos de produtos e subpro-
dutos agropecudrios em substitui¢do aos recursos fosseis. Nesse contexto, destaca-se a biomassa constituida
por fibras vegetais, que sdo estruturas organizadas em multicamadas, constituidas por microfibrilas de celulo-
se, envolvidas por uma matriz amorfa, composta geralmente por lignina e hemicelulose.

A busca por novas fontes, visando o uso de subprodutos agropecudrios chama a atencao para o fato de
milhdes de toneladas da biomassa de manga (Mangifera indica L) e banana (Musa spp.) serem produzidas a
titulo de residuo, no Brasil [1]. A algaroba (Prosopis juliflora (Sw) DC) possui um grande potencial de gera-
¢do de renda, principalmente na regido semiarida do Brasil, na qual sua producdo atinge cerca de 2 a 8 tone-
ladas por hectare ao ano; atualmente, ¢ utilizada como forragem para alimentacdo animal, agregando pouco
valor a esse produto [2]. O dendé (Elaeis guineensis Jacq.), cultivado no nordeste brasileiro, ¢ uma fonte rica
em celulose, cujo produto residual da extragdo do 6leo (engaco) ¢ constituido por 100% de fibra, o qual ¢é
descartado ap6s o processamento [3,4]. O aproveitamento de tais fibras lignoceluldsicas ¢ promissor no sen-
tido de agregar maior valor a estes residuos agropecuarios.

Dentre as pesquisas voltadas para novos usos de materiais lignoceluldsicos, destaca-se o aproveita-
mento de fibras vegetais para a obten¢ao de nanocelulose. A nanocelulose apresenta caracteristicas mecani-
cas excepcionais, que a credenciam como um elemento de reforgo ideal para materiais avangados denomina-
dos nanocompdsitos. Além disso, sua incorporagdo em matrizes poliméricas pode acrescentar vantagens de-
sejaveis, como maior estabilidade térmica e melhoria das propriedades de barreira, mesmo quando em baixas
concentragoes.

Segundo modelo estrutural proposto por BATTISTA & SMITH (1962) [5], cada microfibrila de celu-
lose pode ser considerada como uma corrente contendo repeticdes de unidades de celulose (cristalitos), liga-
dos por dominios amorfos. As regides amorfas agem como defeitos estruturais e, quando submetidas a ataque
acido, sdo responsaveis pela quebra transversal das microfibrilas em pequenos monocristais [6].

Os monocristais tem sido foco no desenvolvimento de bionanocompdsitos (compoésitos de matriz po-
limérica reforgados com fibras vegetais de dimensdes nanométricas) [7,8], uma vez que as fibras obtidas a
partir de residuos, tendo sido no passado material de descarte, possuem a qualidade de aumentar o potencial
de reciclagem do bionanocompoésito [9] em contraposi¢do com as fibras convencionais de vidro ou carbono
[10,11]. Assim, a obteng@o de matéria-prima fibrosa celuldsica com potencial uso para reforco em bionano-
compositos pode ser uma alternativa viavel e sustentavel para os residuos de engago de dendé, manga, alga-
roba ¢ banana. As fibras celulosicas sdo amplamente utilizadas na confecgdo de bionanocompdsitos devido a
sua elevada resisténcia, e baixa densidade, produzindo compositos resistentes e leves [9]. A celulose que é
processada para a confecgdo de bionanocompdsitos, quando submetida a hidrdlise acida, se converte com
facilidade em nanocristais de celulose (CNCs, Cellulose Nanocrystals) [12,13]. A transformagdo das fibras
destes residuos em nanocristais envolve um processo que precisa ser posteriormente caracterizado fisico-
quimicamente e, principalmente, morfologicamente. O conhecimento sobre as medidas de comprimento (L) e
diametro (D) dos CNCs ¢ de grande importancia, uma vez que determinam a razdo de aspecto (L/D); uma
elevada razdo de aspecto indica maior potencial de resisténcia ao bionanocompdsito [14]. CNCs apresentam
uma razdo de aspecto que pode variar de 1 a 100, sendo que quanto mais proximo de 100, considera-se uma
alta razdo de aspecto [15]. Outros fatores de interesse envolvem suas propriedades intrinsecas, como a area
superficial maior, elevado modulo de elasticidade, baixa densidade para sua aplicabilidade em diversos meios,
como industrias de embalagens, automotivas e demais areas [16,17,18,19,20].

Atualmente, a caracterizagdo morfologica dos CNCs ¢ realizada com a microscopia eletronica de var-
redura (MEV) [21] e transmissdo (MET) [22], a difra¢do de raios-X (XRD, x-ray diffraction) [23] e mais
recentemente, a AFM (Atomic Force Microscopy) [24]. No entanto, a analise por XRD ndo resulta em pa-
droes morfologicos da estrutura e apenas o MEV convencional ndo apresenta resolugdo suficiente para carac-
terizar morfologicamente as nanofibras, sendo necessario recorrer a equipamentos de MEV de alta resolugdo
como o MEV-FEG (FEG, Field Emission Gun). O MET, por sua vez, requer alto vacuo, além do preparo da
amostra [25]. A AFM ¢ uma ferramenta investigativa em escala atdbmica a qual confere alta resolugdo nas
dimensdes x, y e z, além de ndo alterar a morfologia nem as propriedades fisico-quimicas das amostras duran-
te a analise [26, 27]. E possivel caracterizar o material de interesse com uma quantidade infima de amostra.
Embora a resolugdo das medidas realizadas em AFM sofra influéncia da geometria da ponta, segundo o mo-
delo de Zenhausern et al. (1992) [28], resultando em artefato conhecido como convolugio da ponta [29], para
0s casos em que a terminagdo da ponta interage com amostras circulares esse artefato pode ser corrigido, con-
forme proposto pelo modelo de WANG & CHEN (2007) [30], expresso por:
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W2 =16R R, (1)

na qual W (widht) representa a largura da imagem da amostra; R, (radius tip), o raio da ponta e R; (ra-
dius sample), o raio da amostra. A correcdo das medidas realizada pela equagdo 1 permite obter a morfologia
com maior acuracia [30], sendo possivel conhecer as dimensdes dos CNCs com precisdo e, consequentemen-
te, o potencial de resisténcia que pode conferir ao bionanocomposito.

Neste trabalho, caracterizamos ineditamente CNCs de pseudocaule da bananeira (Musa spp.), vagem
de algaroba (P. juliflora (Sw) DC), dendé (E. guineensis Jacq.) e manga (M. indica L), utilizando AFM para
determinar sua morfologia (comprimento, diametro e razdo de aspecto), a fim de conhecer seu potencial co-
mo reforco na confeccdo de bionanocompositos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Preparo dos CNCs

As fibras de pseudocaule de bananeira (Musa spp.), de cultivar Pacovan, foram obtidas de uma plantagdo de
bananas no Campo Experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, situado na cidade de Paraipaba, CE.
As fibras de manga da variedade Tommy Atkins (M. indica L) extraidas dos tegumentos fibrosos, oriundos do
caroco de manga, foram adquiridas no mercado em Fortaleza, CE. As fibras de vagem de algaroba (P. Juli-
flora (Sw) DC) foram cedidas pela Embrapa Algodao, situada em Campina Grande, PB. As fibras de dendé
(E. guineensis Jacq.) foram cedidas pela Embrapa Amazonia Oriental (CPATU), provenientes de usinas ex-
tratoras de dendé no municipio de Tailandia, PA.

Os protocolos de isolamento dos CNCs, de acordo com cada fonte, sdo descritos a seguir:

Pseudocaule da Bananeira (PCB). As fibras foram manualmente fracionadas, cortadas por partes e se-
cas em estufa com uma circulag¢do de ar de 60°C por dois dias. Em seguida foram trituradas em moinho de
facas Willey (Fortinox Star, FT680) ¢ submetidas ao processo de branqueamento em meio alcalino, no qual
as fibras foram imersas em hidréxido de sédio (NaOH) 10% m/v, na propor¢do de 1:20 (fibra:solugdo), a
80°C por 5 min, sob agitagdo. Subsequentemente, foi adicionado peréxido de hidrogénio (H,0,) 30% v/v
numa proporcdo de 1:4 (fibra:solugdo), mantendo a temperatura de 80 °C, sob agitagdo por 30 min. A etapa
de branqueamento com H,0, foi repetida, evidenciando que este processo promove a dissolugdo de gorduras,
minerais, parte da hemicelulose ¢ quebra da lignina, entre outros croméforos, tornando a fibra mais clara.
Posteriormente, as fibras foram submetidas a hidrdlise acida, utilizando acido sulfurico (H,SOy4) 64% m/v,
durante 1h10 min, sob uma temperatura de 45°C, numa razio 4cido-fibra de 12,5 mL.g"' para obtencio dos
CNCs conforme proposto por Sébe et al. (2012) [17]. Manga (NM). Primeiramente, os tegumentos foram
secos em estufa a 50°C. Em seguida, cortados ¢ triturados em moinho de facas Willey com malha de 30 mesh.
As fibras passaram por um pré-tratamento alcalino e, posteriormente, pelo branqueamento numa mistura da
solucdo de NaOH 10% m/v na propor¢do de 1:20 (fibras:solugao) e reagente H,O, 30% m/v na proporgdo de
1:6 (fibras:reagente), durante 3h a temperatura entre 70-80°C, sob agitacdo mecénica vigorosa. Para a obten-
¢do dos CNCs, a hidroélise acida foi realizada com H,SO,4 52% m/v, por duas horas, com temperatura de 45°C,
na razdo acido-fibra 20 mL.g"' [31]. Vagem de Algaroba (VAlg). As fibras das vagens foram trituradas em
moinho de facas Willey com malha de 60 mesh. Posteriormente, foi realizado pré-tratamento com solugdo de
acido acético (CH;COOH), agua e acido cloridrico (HCI), na proporgdo de 93:7:0,3 v/v/v, seguido de dois
branqueamentos: um ocorreu na propor¢do 1:10 m/v (fibra-solugdo) com uma solugdo de NaOH 5% m/v, e
outro de igual proporg¢do de fibra com uma solugdo de H,O, 10% m/v, sob agitacdo a 50°C por 1h30 min.
Apos, a hidrolise 4cida foi realizada com H,SO, 60% v/v, & 50°C por 1h, com razdo acido-fibra 20 mL.g™" [2].
Dendé (ND). As fibras de dendé brutas passaram pelo processo de moagem e peneiramento, com malha supe-
rior a 35 mesh. Posteriormente, foram submetidas a etapa de branqueamento com H,0, 30% v/v e, em segui-
da, com NaOH 10% m/v, ambas a 70°C durante 3h30 min. Apds o branqueamento, ocorreu o processo de
hidrolise acida com H,SO,4 60% m/v, a 45°C durante 45 minutos na razao acido-fibra 20 mL.g'].

2.2. Caracterizagao morfolégica por AFM

A morfologia dos CNCs foi caracterizada em microscopio de forga atdmica (modelo Veeco Multimode), do
Laboratério Multidisciplinar de Nanoneurobiofisica (LMN) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar),
Campus Sorocaba, através do software (Nanoscope 7.30, Veeco 2009). Foram utilizados cantileveres de ni-
treto de silicio (SiNi, Silicon Nitride) curto, no modo contato, com 1kHz de frequéncia de ressonancia e cons-
tante de mola entre 0,15-0,30 N/m e raio da ponta de 100 nm. A umidade relativa do ar foi mantida numa
média de 35%. Para a determinacdo do comprimento, didmetro e razdo de aspecto dos CNCs por AFM, as
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amostras foram diluidas com agua ultrapura (Milli-Q®) & concentragio de 0,5 g.L"'. Para as anélises dos
CNCs isolados, foram pipetados 200uL das suspensdes aquosas ja diluidas sobre uma superficie de mica
muscovita recém-clivada (amostra atomicamente plana) e as amostras foram secas em temperatura ambiente.
Foram realizadas quatro medidas obtidas de cada CNC e foi determinada a média e o desvio-padrdo. As me-
didas de comprimento e didmetro obtidas por AFM foram coletadas e analisadas com o Software WSxM 5.0
develop 6.5 [32].

A razdo de aspecto foi calculada com a equagdo 2,
L
RA =— 2)
D
na qual, RA ¢ a razéo de aspecto, L é o comprimento do CNC ¢ D ¢ o didmetro do CNC.

A fim de corrigir o artefato de convolug@o da ponta, foi realizado o calculo com a equacgdo 1 proposto
pelo modelo de WANG & CHEN (2007) [30], desta maneira foi possivel obter medidas fidedignas que me-
lhor caracterizaram morfologicamente os CNCs.

3. RESULTADOS

A Figura 1 apresenta as suspensdes de CNCs obtidas apds hidrolise acida de cada fibra estudada. A hidrolise
acida cliva a regido amorfa e preserva os dominios cristalinos da celulose.

Figura 1: Suspensdes de CNCs de pseudocaule de banabeira (PCB), manga (NM), vagem de algaroba (VAlg) e dendé
(ND), obtidas ap6s hidrélise acida.

As suspensdes concentradas de CNCs foram analisadas por AFM com imagens topograficas, a fim de
determinar as concentragdes a serem diluidas para a visualizagdo de fibras isoladas para prosseguir com a
caracterizagio.

A partir da analise das suspensodes de diferentes concentragdes de CNCs por AFM, a concentragdo de
0,5 g.L"' foi ideal para a visualizagio de CNCs isolados. A identificagdo dos cristais isolados evidenciou a
estrutura tipica em forma de agulha, conforme apresentado na Figura 2, tal morfologia ¢ encontrada em ou-
tras fontes renovaveis fibrosas [33, 34].

Os CNCs de PCB (Figura 2 A), de NM (Figura 2 B), de ND (Figura 2 C) e de VAlg (Figura 2D) estdo
representadas em imagens topograficas em 2D obtidas por AFM, a partir das quais foi possivel estabelecer as
dimensdes de didmetro (D) e comprimento (L), como indicado pelo inserto (imagem em 3D) na Figura 2 E.
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Figura 2: Imagens topograficas em 2D realizadas com AFM em modo contato, na concentragio de 0,5 g.L™' de CNCs de
(A) bananeira, (B) manga, (C) dendé e (D) vagem de algaroba. (E) Inserto em 3D da ampliagdo indicada em C, represen-
tando as secgOes transversais utilizadas para a medida de didmetro e comprimento dos CNCs em cada amostra, no sof-
tware WSxM. (Barra de escala: 1 um).

As fibras de PCB, quando submetidas a hidrdlise acida com H,SO, na concentragdo de 64% m/v, por
70 min, resultaram em CNCs (Figura 2A) que apresentaram um comprimento médio (C) de (381£27) nm e
diametro médio (D) de (16+2) nm. CNCs provenientes de pseudocaule de bananeira foram caracterizados por
microscopia de sonda por varredura (STM, Scanning Tunneling Microscopy) ¢ MET por CHERIAN et al.
(2008) [35], que obtiveram valores de diametro de 15 nm (Tabela 1), semelhantes aos encontrados por AFM
neste trabalho

As fibras de NM, que reagiram a uma concentra¢do de 52% m/v de H,SO, por 120 min, resultaram
em CNCs (Figura 2B) com comprimento médio (C) de (490+£36) nm e didmetro médio (D) de (9£1) nm,
sendo esses resultados exclusivos a0 AFM. HENRIQUE et al. (2013) [36], caracterizaram CNCs de sementes
de manga por MET, obtendo um didmetro de (5+ 2) nm, semelhante ao didmetro encontrado neste estudo
(Tabela 1).

As dimensdes obtidas neste trabalho de mesocarpo de dendé hidrolisados a uma concentrag@o de 60%
m/v, durante 45 min, que resultaram em CNCs (Figura 2C) com comprimento médio (C) de (318+42) nm e
diametro médio (D) de (4+1) nm estdo apresentadas na Tabela 1, comparadas com o trabalho de SOUZA et
al. (2015) [37] que caracterizaram fibras de mesocarpo de dendé por MEV e MET, hidrolisados sob as mes-
mas condi¢des de concentragdo de H,SO, e temperatura, no entanto, sob maior tempo de exposi¢do ao H,SO,
(150 min). Tais variagdes nas condigdes podem ser responsaveis pela diferenga na medida do comprimento
dos CNCs [17].

As fibras de VAlg, que foram submetidos a hidrdlise de concentragdo de 60% v/v, resultaram em
CNCs com comprimento médio (C) de (319+23) nm e didmetro médio (D) de (3,8+0,7) nm (tabela 1). Esses
resultados s@o unicos pois ndo ha outro tipo de caracterizagdo de dimensdes deste CNC na literatura.
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Além das comparagdes com valores encontrados na literatura, por outras técnicas que ndo a AFM, a
Tabela 1 apresenta os valores de razdo de aspecto das medidas obtidas neste estudo.

A razdo de aspecto dos CNCs, por estar relacionada intrinsecamente com o tipo de fonte, condicdo e
preparagdo dos cristais em nanoescala. Pequenas quantidades de celulose podem favorecer um excelente efei-
to de refor¢o aos bionanocompositos, permitindo melhores desempenhos com menor quantidade do material
de reforgo, quando submetidos a algum estresse ou esfor¢o mecanico [38]. Quanto maior for a razdo de as-
pecto, melhor ¢ a potencialidade de reforco do CNC e estabilidade térmica do nanocomposito no qual foi
inserido [15]. Tendo em vista esta relagdo, é possivel classificar a ordem de potencial de refor¢o dos CNCs
aqui analisados, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1: Condigdes de isolamento de CNCs, caracteristicas morfologicas e ordenacdo decrescente do potencial de re-
for¢o dos CNCs, conforme respectiva razao de aspecto.

FONTE | H;SO, | TEMPE- | TEMPO | PRO- L(nm) | D (nm) )
DO CNC RATURA ; PORGAO L(nm);
(°C) (min) | Aci- RA (L/D) / POTEN- D(nm); RA
DO:FIBRA CIAL DE REFORGO DA LITE-
o RATURA
(mg.L")
Dendé 60% | 45 45 20 318442 | 4+l 64+18 (alto) 171+15;
(ND) | m/v 5,540.5.
3543
Vagem | 60% | 50 60 20 319:23 | 3.840,7 | 60+17 (alto) .
de v/iv
alga-
roba
(VAlg)
Manga 52% 45 120 20 490+36 9+1 38+11 (médio) - 5425 -
(NM) m/v
Bana- 64% 45 70 12,5 381427 16+2 19+4 (baixo) - 15;-
neira m/v
(PCB)

Assim, dos CNCs caracterizados neste trabalho, sdo mais indicados para o refor¢o de bionanocomp6-
sito os obtidos das fontes de dendé e de vagem de algaroba, que apresentam maior razdo de aspecto.

4. DISCUSSAO

Os valores das dimensdes dos CNCs obtidos neste estudo sdo proximos aos encontrados na literatura oriun-
dos de diferentes fontes renovaveis, como coco, palha de arroz, bagaco de cana-de-agticar, juta, abacaxi, en-
tre outros [39,40,41,42].

Os CNCs apresentaram dimensdes obtidas por AFM que se mantiveram consistentes diante de umida-
de relativa do ar, em média 35%, segundo proposto pelo estudo de THUNDAT et al. (1993) [43], no qual
apresentaram resultados da interferéncia da alta umidade relativa do ar sobre a resolugdo das imagens, sendo
ideal o controle da umidade abaixo dos 40%. E fisicamente improvavel que cristais de celulose fiquem mais
espessos mediante o aumento da umidade pois, devido as propriedades intrinsecas desse tipo de material,
fatores como a penetracao e a difusdo das moléculas de dgua ¢ dificultada nos nanocristais de celulose con-
forme demonstrado por LAHIJI et al. (2010) [33].

Diferentes biomassas lignocelulosicas possuem distintas caracteristicas tanto quantitativas quanto qua-
litativas de macromoléculas em sua composicdo. Atualmente, o algoddo ainda é a principal fonte de obtencdo
de nanocristais por apresentarem alto teor de celulose cuja extragdo ndo requer processo complexo de purifi-
cacdo. Porém, fibras de facil obten¢do como o sisal, rami, palha, juta, entre outras, com alto teor de celulose
assim como o algoddo necessitam de processos mais complexos de purificacdo [38]. A incorporagdo das fi-
bras as matrizes poliméricas conduz alteragdes aos dominios mecéanicos dos compositos, entretanto estes do-
minios sdo dependentes das caracteristicas dessas fontes renovaveis. Assim, as adigdes dessas fontes lignoce-
lulosicas desencadeiam um aumento ao modulo de armazenamento no intervalo de temperatura, devido a alta
rigidez que a fibra da ao compdsito [44].

Portanto, ¢ empirico otimizar o processo de obtengdo de nanocristais para cada biomassa analisada, o
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que leva a necessidade de diferentes tipos de branqueamento e condi¢des de hidrélise acida das suas polpas
celulosicas aliadas a caracterizagdo precisa por AFM para obtengdo das dimensdes, conforme apresentado
neste trabalho. Tais processos norteiam a escolha de fontes de fibras e tratamentos adequados para o reforgo
das matrizes poliméricas que atendam as necessidades de produgdo de bionanocompdsitos de alta performan-
ce e baixo custo.

5. CONCLUSOES

Este trabalho mostrou que os CNCs analisados e extraidos de distintas fontes renovaveis apresentaram alto
potencial de reforgo, com destaque para aqueles obtidos de dendé e de vagem de algaroba. Adicionalmente, a
AFM destacou-se como ferramenta chave para viabilizar a analise de alta resolu¢do da topografia dos CNCs,
permitindo uma avaliacdo precisa de dimensdes e efetiva caracterizacao.
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