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RESUMO

A indtstria da cajucultura ¢ um setor voltado para a producao de recursos, principalmente
derivados do cajueiro. O Brasil, em particular a regido Nordeste, ¢ um dos maiores produtores
de caju do mundo, com estados como Ceard, Piaui, Rio Grande do Norte e Bahia liderando a
producdo. Um problema relevante para o setor atualmente € a expansao das areas agricolas, que
tem impactos negativos na biodiversidade do solo, sendo outro agravante o baixo valor
agregado aos coprodutos, como a casca da castanha e o bagago do caju, que sdo subutilizados
ou apenas utilizados como suplementos para ragdo animal ou na geragdo de energia pela
queima. No entanto, varios estudos tém sido realizados para explorar possiveis aplicagdes
desses coprodutos. Alguns deles focam na utilizagdo da celulose e hemicelulose presentes no
bagaco do caju para a produgdo de xilitol e etanol. Outros estudos investigam o potencial da
casca da castanha na produgao de biodiesel, bem como o uso das folhas do cajueiro na producao
de filmes com propriedades antioxidantes e antimicrobianas. No entanto, a lignina, que constitui
a maior fracao do bagaco do caju (33% m/m), ainda enfrenta dificuldades em sua aplicacdo no
mercado. Embora seja amplamente disponivel e de facil extragdo, a lignina muitas vezes ¢
considerada um fator negativo em processos industriais, como a producao de biocombustiveis.
Neste contexto, o foco do presente trabalho € avaliar a utilizagdo da lignina do bagaco do caju
em aplicagdes biomédicas, especialmente na area dermatoldgica, por meio da verificagao das
potencialidades do material como agente antimicrobiano, o que a tornaria um material de alto
valor competitivo no mercado. Entdo, neste trabalho extraiu-se a lignina do bagago do caju e
avaliou-se suas propriedades antimicrobianas e hidroscopicas para a sintese de materiais
biomédicos, como curativos. O hidrogel formado com 3 % (m/v) apresentou um alto
intumescimento com retencao de liquido acima de 920 % e foram eficazes contra o crescimento
de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Além disso, foram desenvolvidas bandagens
usando uma camada de poliéster e hidrogel-lignina e verificou-se que estas possuem
propriedades hidroscopicas e atividade antimicrobiana em relacdo as bactérias E. coli e S.
aureus. Os materiais formulados ndo apresentaram efeitos citotoxicos em microcrusticeos
Artemia salina. Entdo, este trabalho teve como resultado a obten¢do de um material com lignina
de bagago de caju agregado, promotor de atividade antimicrobiana contra E. coli € S. aureus,
tendo baixo ou nenhum efeito citotoxico contra células eucariotas de 4. salina e com potencial

uso em aplicagdes biomédicas.

Palavras-chave: Cajucultura; Lignina; Hidrogéis; Materiais dermocosméticos.



ABSTRACT
The cashew industry is a sector focused on the production of resources, mainly derived from
the cashew tree. Brazil, particularly the Northeast region, is one of the world's largest producers
of cashew, with states such as Ceard, Piaui, Rio Grande do Norte, and Bahia leading the
production. A significant problem for the sector currently is the expansion of agricultural areas,
which has negative impacts on soil biodiversity. Another aggravating factor is the low added
value of by-products, such as cashew nut shells and cashew apple bagasse, which are
underutilized or only used as supplements for animal feed or for energy generation through
burning. However, several studies have been conducted to explore possible applications of these
by-products. Some of these studies focus on the use of cellulose and hemicellulose present in
cashew apple bagasse to produce xylitol and ethanol. Other studies investigate the potential of
cashew nut shells in biodiesel production, as well as the use of cashew tree leaves in the
production of films with antioxidant and antimicrobial properties. However, lignin, which
constitutes the largest fraction of cashew apple bagasse (33% m/m), still faces difficulties in its
application in the market. Although it is widely available and easily extracted, lignin is often
considered a negative factor in industrial processes, such as biofuel production. In this context,
the focus of this work is to evaluate the use of cashew apple bagasse lignin in biomedical
applications, especially in the dermatological field, by verifying the material's potential as an
antimicrobial agent, which would make it a highly competitive material in the market. Then, in
this work, lignin was extracted from cashew apple bagasse, and its antimicrobial and
hygroscopic properties were evaluated for the synthesis of biomedical materials, such as
dressings. The hydrogel formed with 3% (w/v) of lignin showed high swelling with liquid
retention above 920% and was effective against the growth of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. In addition, bandages using a layer of polyester and hydrogel-lignin
were developed and they showed hydroscopic properties and antimicrobial activity against E.
coli and S. aureus bacteria. The formulated materials did not show cytotoxic effects on Artemia
salina micro crustaceans. Then, this work resulted in obtaining a material with added cashew
apple bagasse lignin, a promoter of antimicrobial activity against E. coli and S. aureus, having
low or no cytotoxic effect against eukaryotic cells of A. salina and with potential use in

biomedical applications.

Keywords: Cashew industry; Lignin; Hydrogels; Dermocosmetic materials.
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1 INTRODUCAO

A inddstria da cajucultura € um setor voltado para mercadorias, cujo principal substrato
provém da producio agricola do cajueiro, sendo a principal espécie o Anacardium occidentale.
O Brasil ¢ um dos maiores produtores de caju no mundo, em especial o Nordeste, com os
estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte, os quais detém uma area somada de 392,8 mil
hectares, destinados ao plantio do cajueiro, sendo responsaveis por 92,2% da producao nacional
em 2022 (BRAINER; DE C, 2022). Entre seus produtos estdo a produ¢do de sucos de caju,
destinado ao mercado interno, e a castanha de caju, que ¢ um produto de exportagdo competitivo.
Porém, assim como outros setores de producdo, a industria do caju também sofre com gargalos
de baixo aproveitamento de seus coprodutos, como ¢ o caso do bagacgo do caju, que o Brasil no
ano de 2022 foi responsavel pela produ¢ao mundial de 81,5% da massa total (FAO, 2023).

Atualmente existem dois problemas relacionados ao crescimento do setor no Brasil, um
deles sendo a expansdo de terras agrarias, que afeta de forma negativa a biodiversidade de
micronutrientes, microrganismos € fungos presentes no solo (REGE; LEE, 2023). O segundo
fator ¢ o baixo valor agregado as etapas de aproveitamento dos coprodutos da extracao do suco
e castanha de caju, sendo eles a casca da castanha (CC) e o bagaco do caju (BC), os quais nao
sdo empregados em processos que lhes conferem valor de mercado, sendo usados como
suplementos para racdo animal (MOREIRA et al., 2018) ou podendo ser aplicado na geragao
de energia pela queima (SANTOS et al., 2019).

Para prospeccdo de possiveis aplicagdes, alguns autores (REIS et al., 2017; DE
ALBUQUERQUE et al., 2023; DE ALBUQUERQUE et al., 2015), abordaram sobre a
caracterizagao do bagaco de caju estimando sua composicao, o qual foi fracionado em celulose
(16 - 18% m/m), hemicelulose (12,8 - 19,2% m/m) e lignina (33,4 - 43,3% m/m). Visando o
aproveitamento dessas fragdes, pesquisas estdo sendo desenvolvidas para avaliar o potencial
uso do bagaco de caju na producdo de xilitol, etanol e hidrogénio (ROCHA et al., 2011;
CORREIA et al., 2013; SILVA et al., 2018). Além disso, para o aproveitamento completo dos
recursos disponibilizados na produg¢do, estudos também tem feito verificagdes do potencial do
uso do CC na producao de biodiesel (ADEKANBI; OLUGASA, 2022), assim também como a
verificacdo da aplicacdo das folhas de cajueiro na producdo de filmes com atividade
antioxidante e antimicrobiana (NADIRA et al., 2022).

No entanto a lignina, que constitui a maior fracdo do BC, encontra dificuldades em sua

aplicagdo no mercado, muitas vezes sendo visto como um fator da biomassa que contribui
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negativamente em processos industriais, como € no caso da produgdo de biocombustiveis
(PADILHA et al., 2021). Contrariamente a isso, a lignina se demonstra um recurso de interesse
para o desenvolvimento de biorrefinarias visto sua ampla disponibilidade (DE
ALBUQUERQUE etal., 2019) e simples extracao (DE FRANCA SERPA et al., 2020). As quais
sdo alternativas vidveis para ajudar na transicdo energética dos combustiveis fosseis para a 2.*
(BAJWA et al., 2019) geracdo de biocombustiveis, tendo trabalhos ainda mais ousados que
remetem a 4.* geracdo de biocombustiveis, com o processamento da lignina modificada em vivo
por técnicas de engenharia genética, projetada para o uso em combustiveis verdes
(RAGAUSKAS et al., 2014).

Anualmente sdo produzidos 100 milhdes de toneladas de lignina em média no mundo
(BAJWA et al., 2019). Por ser um polimero complexo de dificil degradacdo e por ser produzido
em alta escala, torna-se uma necessidade a obtencdo de processos que usem a biomassa vegetal
de forma eficiente, a aproveita essa parte da biomassa que € tao subutilizada. Por conta disso o
presente trabalho teve como foco direcionar a utilizacdo da lignina do BC, para aplicacdes
biomédicas, principalmente para a drea dermatoldgica. Visto que foram documentados, sobre a
lignina, suas capacidades antimicrobianas e antioxidantes (LU; GU; SHI, 2022), que somada
as suas capacidades mecanicas protetoras e hidratantes (ZHANG et al., 2019), podem vir a gerar
um material de alto valor competitivo no mercado. Para a concretizacao do objetivo do trabalho
propdem se em averiguar as potencialidades da lignina do BC quando incorporada ao hidrogel
(HG) e fixado a base de uma bandagem, sendo importante ser feito a verificacdo de algumas de
suas propriedades de inchamento e atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas em func¢do do teor de lignina embutido no HG, ja que sdo comumente usados
no tratamento de lesdes cutianeas ao servirem de carregadores das moléculas que contém os
principios bioativos (SHEN et al., 2023). Isso no intuito de entender os efeitos da lignina sobre
a formulag¢do de produtos voltados para a prevencao de infe¢des por via cutanea. Também, com
o desenvolvimento deste trabalho esperou-se contribuir com um maior conhecimento sobre a
lignina e fomentar a busca por solucdes que possam potencializar o aproveitamento do BC,

transformando-o em um recurso valioso e agregando valor a cadeia produtiva.



16

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Geral

Extrair a lignina do bagaco de caju, um subproduto agroindustrial, e avaliar seu potencial

antimicrobiano e hidroscépico, visando possiveis aplicacdes na producao de curativos.

2.2 Objetivos especifico
O trabalho tem os seguintes objetivos especificos:

e Extrair a lignina do bagago de caju.

e Verificar as propriedades antimicrobianas da lignina.

e Avaliar a ecotoxicidade da lignina.

e Formular o hidrogel (HG) com lignina.

e Avaliar a capacidade hidroscopica do HG com lignina.

e Verificar a atividade antimicrobiana do HG com lignina.

e Formular a bandagem com o HG com lignina.

e Determinar a capacidade hidroscopica do HG com lignina fixado a bandagem.

e Verificar a atividade antimicrobiana da bandagem com HG de lignina.
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3 FUNDAMENTOS

3.1 Agroindustria do Caju

O cajueiro ¢ uma planta tipica da regido Nordeste do Brasil, sendo amplamente
distribuida, alguns estudos apontando uma possivel origem na Africa, porém, existem estudos
que apontam sobre seu surgimento ter ocorrido no nordeste brasileiro como uma das “novas
arvores frutiferas do novo mundo” (NAIR, 2021), cuja produgdo ocorre atualmente em 33
paises localizados nas regides tropicais (REGE; LEE, 2023), sendo os que possuem maiores
extensdes de terra a costa do Marfim, India, Tanzania, Benim e Indonésia que juntas
representando 71% da area cultivada global (FAOSTAT, 2022). No entanto, boa parte das
industrias asiaticas e africanas baseadas no insumo provindos do cajueiro, eram desconhecidas
até o século XX, que foi o periodo que o comércio internacional voltou sua aten¢do para o
consumo da castanha do caju (NAIR, 2021). Esse crescimento no comércio estava atrelado a
uma alimentacao saudavel com 6timos indicadores de vitaminas, incluindo a melhoria da saude
na velhice e um afrodisiaco natural (MASSARI, 1994), considerado um alimento versatil com
diversos beneficios a saide humana, relatados até o tempo atual (AKOMOLAFE; ASOWATA-
AYODELE, 2022).

Por mais que o cajueiro seja uma cultura tipica do Brasil, o setor industrial de comércio
e producdo nacional so6 foi desenvolvido na década de 60, para o aproveitamento dos solos
semiaridos do Nordeste, por meio do desenvolvimento de politicas voltadas para o
desenvolvimento agrario da exportacdo da castanha de caju (ALENCAR; ESPINDOLA;
CARNEIRO, 2018), motivado pelo crescimento da demanda internacional do século XX.
Porém, a industria do caju ndo se resume a producdo proveniente do pedinculo (pseudofruto)
e castanha (fruto) e conforme pesquisas vem surgindo, ndo sé na otimizagdo de processos, mas
também no aproveitamento do que antes era visto como residuo, tem-se o surgimento de
produtos de carater distintos que compdem o mercado movimentado pela produgdo do cajueiro.

A cajucultura € um setor em expansdo que pode encontrar um ganho do seu mercado ao
aderir a modelos de producdo de auto rendimento, como € o caso das biorrefinarias, que sdo
uma instalacdo industrial que utilizam biomassa como matéria-prima para produzir uma
variedade de produtos, como as biorrefinarias de petréleo que utilizam suas fragdes para
producdo de plésticos, combustiveis e 6leos lubrificantes, aproveitando de forma otimizada os
subprodutos gerados no decorrer da cadeia produtiva, agregando valor ao processo produtivo e

minimizando efeitos colaterais da produgdo, como o descarte de residuos, além de contribuir
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para a geragao de empregos nas novas linhas de produg@o e aumentar a lucro provindo do setor.
Sendo a industria cajucultura um setor voltado para produ¢do de sucos, para o consumo
nacional, e a castanha, que muitas vezes como produto de exportagdo, ¢ benéfico se pensar
sobre estratégias para diversificagdo do uso de seus subprodutos, comecando com as fragdes
que o compoem.

A castanha (ADEKANBI; OLUGASA, 2022) e pedinculo (ROCHA et al., 2011), sdo
alvos da produc¢ao industrial da cajucultura, sendo o ultimo citado a por¢do onde se extrai o
suco do caju, sobrando o bagago da polpa que pode ser utilizado na alimentagao animal ou
humana (VAN WALRAVEN; STARK, 2023), porém, ainda sendo subutilizados e agregando
pouco valor a cadeia produtiva. Por conta disso estudos voltados para o aproveitamento da
biomassa do caju tém trabalhado em cima das fragdes que compdem o BC, como a celulose.

A celulose, um dos componentes da fracdo do caju, tém sido amplamente utilizadas na
produgdo de biomateriais com sucesso, porém, outros materiais provindos da biomassa vegetal
ainda tém lutado por espago de valorizacdo, mas tendem a ter seus usos envolvidos com
aplicagdes de baixo valor, por conta da falta de um processo produtivo atrelado ao
processamento para lhe atribuir valor, o faz ser uma alternativa atraente para o capital. No
intuito disso deve-se pensar sobre a aplicacdo da lignina em aplicagdes de cadeia industrial, no
caso, aplicagdes voltadas para formulagdes de hidrogéis bactericidas, mas a sua baixa
solubilidade (LIU et al., 2022) tem sido um dos principais desafios para sua aplicacdo. Nesse
sentido ¢ necessario desenvolver tecnologias que possibilitem a utilizagao efetiva da lignina

(REIS et al., 2017).

3.2 Lignina
A lignina é um polimero fendlico amorfo complexo, no qual € ramificado e reticulado

com celulose e hemicelulose, desempenhando um papel essencial na estrutura e rigidez dos
tecidos vegetais (RAGAUSKAS et al., 2014). Nos dtltimos anos, houve um aumento
significativo no interesse e na pesquisa sobre a lignina, impulsionado pela busca de alternativas
sustentdveis para produtos quimicos e materiais derivados de fontes fdsseis (DE
ALBUQUERQUE et al., 2019), o que a torna uma alternativa sustentdvel para producio de
bioplésticos e polimeros de uso comercial (ZHOU et al., 2021).

A lignina € um grupo de polimeros arométicos complexos que faz parte da parede celular
vegetal, sendo formada principalmente de trés 4-hidroxifenilpropandides tipicos conhecidos

como monolignols (ou seja, p-cumaril, coniferil e sinapil alcoois) que diferem no grau de
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metoxilacdo do anel aromadtico (SUN, 2020). Estudos ja tem destacado sobre possiveis
aplicagdes na inddstria como agente antimicrobiano (XU et al., 2021), porém, ainda ¢
necessario ter em mente que a fonte que provém a lignina pode impactar em sua estrutura, o
que por consequéncia pode afetar seu valor de uso.

A extragdo de lignina geralmente envolve o uso de processos fisico-quimicos, como pré-
tratamento alcalino ou 4cido, seguido de isolamento e purificacio. Esses métodos sao utilizados
para separar a lignina das outras fracdes da biomassa, como celulose e hemicelulose, a fim de
obter um produto de alta pureza (DE FRANCA SERPA et al., 2020; FAN et al., 2023). No
entanto, o processo de extracdo deve se atentar as caracteristicas da biomassa que vai ser
submetida ao processo de extracdo, geralmente sendo destinado ao aproveito de residuos da
industria agraria, porém, existe uma grande diversidade de recursos, com pesquisas que
estudam composi¢des contendo 5% (fibra de bananeira) até 45% (fibra de coco) m/m de lignina
(SANTOS et al., 2012), que além de teores diferentes podem apresentar modificacdes
estruturais tnicas a cadeia lignocelulésica, os quais podem configurar em modifica¢des em sua
aplicabilidade, se fazendo importante, estudos voltados para a prospeccdo das atividades da
lignina extraida do bagaco de caju.

Na ultima década os estudos voltados a encontra aplicacdes no uso da fracdo de lignina
tem aumentado (YU; KIM, 2020), tendo alguns voltados suas atencdes para a atividade
antimicrobiana da lignina (Tabela 1), tendo muitos trabalhos que apontam suas potencialidades
na aplicagdo em biomateriais, como para criacdo de suportes para imobilizacdo enzimdtica
(SERPA et al., 2021), podendo ser utilizado na fabricacdo de aerogéis supercondutores (LIN et
al., 2023), nanocompositos (ARYA et al., 2023; SERPA et al., 2021), capsulas transportadoras
de medicamentos (CHAUDHARY; SINHA, 2023) e curativos mais robusto (YU; KIM, 2020).

Tabela 1 - Estudos que avaliaram o uso de lignina de diferentes fontes como agente antimicrobiano.

Fonte da lignina Microrganismo Referéncias
Bambu Escherichia coli, Salmonella, YUN et al., 2021
Streptococcus e Staphylococcus
aureus
Licor negro S. aureus, Listeria ALZAGAMEEM et al., 2019
monocytogenes e E. coli
Lenha macia S. aureus, E. coli e Candida ANGHEL et al., 2022
albicans
Kraft S. aureus DOMINGUEZ-ROBLES et al.,
2022

Fonte: Elaborado pelo autor
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Ao ser comparada com outros materiais disponiveis atualmente, a lignina apresenta
vantagens tecnoldgicas evidentes. Além de ser amplamente encontrada na natureza,
principalmente em materiais lignocelulésicos (ANUSHIKHA; GAIKWAD, 2023) como, por
exemplo, bagaco de cana de acticar (ANTUNES et al., 2022) e bagaco de caju (DE FRANCA
SERPA et al., 2020). A lignina é geralmente biocompativel, ndo citotéxica e biodegradavel (DE
ALBUQUERQUE et al., 2019). Desenvolvendo a possibilidade para futuras aplicagdes em

matérias inteligentes voltados para a saide humana.

3.3 Hidrogéis

Os hidrogéis sdo redes de cadeias poliméricas que podem armazenar mais de 90% de
agua cujo grau de reticulacao determina sua estabilidade mecanica e quimica (LOO et al., 2021;
JOSE et al., 2023). Essas cadeias poliméricas podem ser formadas por ligacdes covalentes
(polimerizacao ou condensag¢do), reacdes i0nicas (géis de alginato de calcio) e interagdes fisicas
(por resfriamento, como agarose) (LOZINSKY et al., 2003). Os hidrogéis tém ganhado
destaque por conta de sua versatilidade e aplicagdes, com aplicagdes na area biomédica, com
Hidrogéis que aceleram o processo de cicatrizagdo (SHEN et al., 2023), ecoldgica, ao ser
empregado como adsorvente de contaminantes aquosos (PARK et al., 2023) e engenharia, com
uso na fabricacdo de sensores mecanicos de deformacao (HU et al., 2023).

A sintese de hidrogéis pode-se dar a partir de polissacarideos naturais, como a celulose
da palha de arroz (SOLIEMAN et al., 2023), ou sintéticos, 4dcido polildtico (PLA) (DE
ALBUQUERQUE et al., 2021). Os hidrogéis naturais sdo obtidos a partir de biopolimeros a
base de proteinas (coldgeno, gelatina, elastina) (RIGOGLIUSO et al., 2020) ou a base de
carboidratos, como alginato, quitina, elastina e celulose (TYEB et al., 2018). Especialmente por
questdes de sustentabilidade, os obtidos de fontes naturais sdo preferidos aos sintéticos, por
apresentarem vantagens adicionais de biocompatibilidade e biodegradabilidade (ANSAR et al.,
2022), além da biodisponibilidade da matéria-prima, podendo-se até utilizar celulose para
producdo de hidrogéis a um baixo custo (KASI et al., 2023).

Pesquisadores tem voltado sua aplicacdo para o uso na saide, como o tratamento de
transtornos alimentares (YANG et al.,, 2023), como exemplo estd sua aplicagdo como
regeneradores teciduais (GONZALEZ-ULLOA et al., 2023) e uma funcionalidade promissora
e aplicdvel a esse material seria a atividade antimicrobiana, o que em teoria poderia ser
alcangado com a adi¢@o de moléculas com principio bioativo bactericida.

Com o objetivo de melhorar e/ou aumentar as propriedades dos hidrogéis, algumas
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estratégias tém sido estudadas e desenvolvidas, como a adi¢do de compostos funcionais a sua
composi¢do (JOSE et al., 2023), sendo a lignina um dos compostos que tem sido estudado (XU
et al., 2021) com um agente antimicrobiano. Tendo até mesmo estratégias voltadas a pensar na
formacao das estruturas de reticulagao do gel, a fim de torna sua estrutura mais ou menos porosa,
podendo conferir caracteristicas mecanicas adaptaveis a necessidades de uso (como
flexibilidade e higroscopicidade) (GUO et al., 2021). A epicloridrina ¢ um desses agentes
reticulante utilizados, o qual possui a capacidade de induzir a formacao de poros no material,
resultando em aumentos nas propriedades de deformagao, resisténcia e intumescimento (SHEN
et al., 2016). Essas propriedades conferem ao material uma adaptabilidade ao formato do corpo,

permitindo diversas aplicagdes em curativos (GUO et al., 2021).
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4 MATERIAL E METODOS

O BC foi fornecido pela Britvic Ebba, uma empresa de processamento de suco de frutas
no estado do Ceara (Brasil). Um acido (H2SO4) e uma base (NaOH) foram adquiridos com a
empresa Dinamica (localizada em Sao Paulo, Brasil). Epicloridrina foi adquirido com a empresa
Sigma-Aldrich®. Todos os demais reagentes utilizados possuiam qualidade analitica e eram
disponiveis comercialmente. Para os testes se usou o Software R, juntamente do pacote

“ExpDes.pt”, com graficos gerados no “Origen”.

4.1 Tratamento do bagaco de caju e extragao da lignina
Inicialmente, o BC foi lavado e submetido a um processo de secagem em estufa por 24

horas. Apds a secagem, o material foi triturado e separado de acordo com sua granulometria
(0,17 até 0,84 mm) por meio de uma peneira de espessamento definido (ROCHA et al. 2014).
Em seguida, o BC passou por um pré-tratamento utilizando uma solu¢ao de H>2SO4 a 0,6 mol/L.
O material foi aquecido a 121 °C durante 30 minutos em uma autoclave, conforme a
metodologia descrita por Rocha et al. (2014). Apds o processo, a fracdo solida foi separada da
fracdo liquida por filtragdo.

A fracdo sélida resultante do pré-tratamento dcido foi submetida a um tratamento
adicional com uma solugdo de NaOH a 4% (m/v). Apds, as fracOes solidas e liquidas foram
separadas por filtracdo e a fracdo liquida escura obtida foi utilizada para a recuperacdo da
lignina através de um método de precipitacdao por acidificacdo. O pH da fragcdo liquida foi
ajustado para pH 2 usando uma solu¢do de H2SO4 a 72% (v/v) e deixada em repouso por 12 h.
Ap0s, a lignina precipitada foi separada por centrifugacido a uma velocidade de 5000 rpm por
15 minutos. Posteriormente, o material solido foi submetido a trés lavagens com dgua destilada.
Finalmente, a lignina foi seca em estufa a 60 °C por um periodo de 24 horas. Essa etapa de
secagem foi fundamental para garantir a estabilidade e preservacao das propriedades da lignina
obtida (DE FRANCA SERPA et al. 2020).

De forma ilustrativa, a Figura 1 apresenta o fluxograma para a obtencdo da lignina

seguindo uma abordagem simplificada.
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Figura 1 - Processo esquematico para preparagdo e tratamento do bagaco de caju e extragdo da lignina.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 Acao antimicrobiano da lignina

O experimento foi planejado para avaliar a atividade contra dois microrganismos, sendo
um exemplar de uma gram-positiva (Staphylococcus aureus) e o outro de uma gram-negativa
(Escherichia coli), realizando-se os testes em duplicata com tubos contendo 9 mL de agua salina
(0,9 % m/v NaCl) e adicionado a lignina (0, 3 e 5% m/v). Os in6culos das bactérias S. aureus e
E. coli foram preparados usando 50 mL de meio contendo 0,15 e 0,25 gramas de estrato de
carne e peptona bacteriana respectivamente, sendo feita previamente a esterilizagao de todos os
meios e utensilios em autoclave a 121 °C por 30 min.

Foram entdo transferidos 1 mL das solu¢des do indculo para os meios isotonicos
contendo as concentracdes de lignina. As culturas foram incubadas a 37 °C e agitacdo constante
de 150 rpm por 24 h. Apds esse periodo, a carga microbiana dos tubos foi diluida na ordem de
10, sendo transferido 0,1 mL dessa dilui¢io para placas contendo meio para contagem
(composto por 5 g/L triptona; 1 g/L glicose; 2,5 g/L extrato de leveduras e 15 g/L agar).
Posteriormente a inoculacdo, as placas foram incubadas em estufa e mantidas a 37 °C por 48

horas, sendo feito a feita quantificagdo da contagem da unidade formadora de colonia (UFC).
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A Figura 2 apresenta um esquema ilustrativo dos ensaios realizados para avaliar a

atividade antimicrobiana.

Figura 2 - Processo esquematico para teste da agdo antimicrobiana da lignina.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os experimentos foram feitos em duplicata, tanto para E. coli quanto para S. aureus,
sendo o experimento conduzido como Fatorial 2K, onde os dois fatores analisados foram a
concentragdo de lignina, espécie e o efeito dos fatores e suas interferéncias sobre a contagem
de UFCs. Os resultados foram verificados quanto a normalidade e feito andlise de variancia

(ANOVA).

4.3 Avaliacido da ecotoxicidade da lignina

O teste de ecotoxicidade foi feito com o uso de Artemia salina, um microcrustaceo de
agua salgada, sendo um organismo modelo utilizado em vdrios testes de ecotoxicidade
(OKUMU et al., 2021; JEYAVANI et al., 2022; SHOKRY et al., 2021). Foram separados 0,2 g
de cistos de Artemias salinas e colocadas em meio de dgua do mar, cuja composi¢do esta
apresentada na Tabela 2. Entdo, os cistos foram incubados a 27 °C, com agita¢do promovida

pelo sistema de aeracdo, com iluminacao constante por todo o periodo (48 horas).



25

Tabela 2 - Composi¢@o da dgua do mar 4gua marinha formulada sinteticamente.

Elementos Quimicos Concentracao (g/L)
NaCl 15,15
MgCl,; 6H,0 2,18
MgSO4 7H20 2,85
CaCl 0,65
NaHCO;s 0,116
KCl 0,414

Fonte: QUINTELA, 2018

Apds o periodo de incubacdo dos cistos, 1 mL do meio, contendo 10 Artemias salinas
de vida livre (Artemias apos a eclosdao), foram passados para placas de Petri (3,7 cm de
diametro), posteriormente adicionou-se 1 mL da solugdo de lignina (0,1; 0,01; 0,001 g/100 mL),
além também da existéncia do controle que foi passado apenas mais 1 mL de agua do mar. Logo,
foram contados os numeros de A. salinas mortas (consideradas as inertes), nos periodos de 24
h e 48 h. Com isso foi verificado o efeito da concentracdo de lignina sobre o niimero de
mortalidade do microcrustidceo e verificado se houve diferenca significativa comparada ao
controle.

A Figura 3 apresenta o esquema do ensaio realizado para avaliar a ecotoxicidade da

lignina

Figura 3 - Processo esquematico para o teste de ecotoxicidade da lignina contra Artemia salina.
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4.4 Producio dos hidrogéis
Os hidroggéis foi preparado por meio da mistura de 0,4 g de agarose em 20 mL de agua

destilada, a mistura foi entdo levada para a chapa aquecedora e ficou em agitagdo (magnética)
constante até atingir a temperatura de 85 °C. Apos, ¢ adicionado o agente reticulantes, 1 mL de
epicloridrina para promover a reticulagdo do hidrogel, sendo a propor¢do de epicloridrina e
meio adicionada conforme outros trabalhos que fizeram uso do material e estipularam um valor
otimo para promocao do hidrogel entorno dessa faixa (SHEN et al., 2016). Apds essas etapas o
HG controle ainda em fase liquida foi adicionada em placas de Petri (3,7 cm de raio), logo em
seguida, deixados a temperatura ambiente (aproximadamente 29 °C) para firmamento do HG.

Foram escolhidas duas proporc¢des de lignina por 100 mL de solucdo: 3% e 5%. Essas
proporcdes foram selecionadas baseando-se em estudos prévios realizados no proprio grupo de
pesquisa (Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos, GPBio). Na
formulagdo dos hidrogéis de lignina, inicialmente uma solu¢cdo de NaOH foi preparada na
concentragdo de 45 g/L, a qual foi empregada na solubilizacdo da lignina em 4gua destilada,
sendo usado 3 mL e 5 mL da solucdo de NaOH para as condi¢des de 3% e 5% de lignina,
respectivamente, completando as solugdes com agua destilada at¢ 20 mL de solugdo. Em
seguida, adicionou-se 0,4 g de agarose em cada uma das solugdes, para proporcionar uma
consisténcia gelatinosa ao HG de lignina.

As solugdes foram aquecidas em uma chapa aquecedora a uma temperatura de 85 °C
com agita¢do constante. O aquecimento e a agitagao foram mantidos até que a agarose estivesse
completamente dissolvida. Apds, o material foi retirado do aquecimento, mantendo-se a
agitacdo constante. Em seguida, adicionou-se 1 mL de epicloridrina a cada solugdo, sendo este
procedimento realizado na camara de exaustdo. A epicloridrina foi adicionada para promover a
reticulacdo do hidrogel de agar-lignina, permitindo assim, a formagdo de um HG menos
quebradi¢o e por consequéncia mais maledvel. Apds a adi¢do da epicloridrina, as solugdes
foram despejadas em placas de Petri (3,7 cm de raio) e deixados a 25 °C para firmacgao do
hidrogel, posteriormente sendo feita a devida embalagem com filme plastico e armazenamento

na geladeira (15 °C).

4.5 Teste de intumescimento do HG

Nos experimentos de intumescimento foram preparados 14 pellets do HG de 37 mm de
raio para cada concentracdo de lignina avaliada (0%, 3% e 5% m/v), conduzindo-as em

duplicata. Os pellets foram colocados em contato com 4gua destilada de acordo com o tempo
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de retirada, 2, 5, 10, 15, 30, 60 e 120 min, respectivamente. Feito dessa forma para evitar o erro
provocado por diferencas de segundos em um tempo de 2 minutos, o que no final geraria um
ruido relativamente alto.

Os hidrogéis foram pesados no momento inicial e nos tempos pré-determinados, sendo
feita a verificagdo da capacidade de intumescimento com base na massa imida capitada em

relacdo a massa do hidrogel de lignina, conforme apresentado na Equagao 1.

Grau (massa umida — massa inicial)
de = x 100 % 01)

. . massa inicial
intumescimento

4.6 Formulac¢ao da bandagem

Para a produgdo da bandagem foi usada a mesma metodologia descrita na Secdo 4.4
com a diferenca que agora foi utilizado como base um recorte circular de tecido de poliéster
comercial, para suporte do HG (Figura 4). O tecido foi usado para forrar a placa de Petri de 1,7
cm de raio, onde a mistura de agar, lignina, epicloridrina, hidréxido de sodio e dgua destilada ¢
adicionada para firma¢do do HG. No experimento em questao, foram pesados de 3% e 5% de
lignina (g/100 mL) e solubilizados em 3 mL e 5 mL da solugdo de NaOH na concentragdo de
45 g/L, respectivamente, completando cada uma delas com a devida quantidade de agua
destilada para obter 20 mL de solugdo. Em seguida, 0,4 g de dgar foram adicionados, seguindo
o que foi descrito no Topico 4.4. Apds a adicdo da epicloridrina (1 mL para 20 mL de solugao),
foi pipetado 2 mL da solugdo e adicionado em placas de Petri (3,4 cm de diametro), o qual, foi
previamente forrado com tecido de poliéster de mesmo formato que a placa. O conjunto entdo
foi mantido a 29 °C para a solidificagdo do hidrogel de agarose (Figura 4). Em seguida, foram

devidamente embalados com filme pléstico e armazenado na geladeira, para posterior analises.
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Figura 4 - Processo esquematico para preparagdo das bandagens com hidrogel contendo lignina.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.7 Teste da capacidade hidroscopica da bandagem

O experimento foi conduzido como um estudo longitudinal em um delineamento
inteiramente casualizado, sem blocagens. Os tecidos foram recortados em formato circular, de
mesmo formato dos hidrogies, suportar aos mesmos. Os tempos selecionados para o estudo fora
10, 20, 30, 60, 90 e 120 minutos. Optou-se por evitar tempos inferiores a 5 minutos devido ao
alto erro relativo na diferenca entre os tempos de retirada e pesagem.

Nesse contexto, o estudo longitudinal foi adotado para minimizar erros anteriores
observados na expressdo dos resultados e os tempos escolhidos foram cuidadosamente
selecionados para evitar problemas relacionados ao tempo de retirada e pesagem, considerando
o erro relativo envolvido nesse aspecto.

As bandagens produzidas, conforme apresentado no Toépico 4.6, foram pesados os
tecidos e as bandagens (HG + tecido), isso no intuito de determinar o seu grau de
intumescimento com base na massa do HG. A Figura 5 representa os discos dos hidrogéis com

lignina mais o tecido de poliéster (bandagens) usados nos testes de intumescimento.
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Figura 5 - Discos dos hidrogéis com lignina mais o tecido de poliéster (bandagens) usados nos testes de
intumescimento.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Entdo, pesou as bandagens nos tempos definidos, sendo feita também um ensaio apenas
contendo o tecido (sem o gel), para ser utilizado posteriormente para retirar o efeito de
intumescimento do tecido do teste. Posteriormente os resultados foram tratados para a
determinagdo do grau de intumescimento como descrito na Equacdo 2, com a diferenca que

antes se tratou a massa umida retirando o efeito ocasionado pelo intumescimento de agua pela

bandagem.
Grau
Mbu — Mtu) — (IMbs — IM
de _K w = (mos = m)l 609 (02)
. . Mbs — Mts
intumescimento
Sendo:

mps — massa bandagem seca.
mys — massa tecido seco.
mpy — massa bandagem umida.

myg, — massa tecido umida.
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4.8 Teste de acido antimicrobiana da bandagem

A atividade antimicrobiana dos hidrogéis a base de lignina foi investigada através da
técnica de difusdo em agar, conforme esquema ilustrativo descrito na Figura 6, utilizando discos
com um didmetro de 8 mm dos HGs produzidos sem lignina, como controle, € com 3% e 5%
m/v de lignina. Para os curativos obtidos, foi realizado o contato direto com as placas inoculadas
com os microrganismos testados. Placas de Petri contendo 15 mL de agar Muller Hilton foram
inoculadas com E. coli ou S. aureus usando um swab estéril, na densidade celular.

As placas que contém os microrganismos inoculados e os discos foram incubadas a 37
°C por 24 horas. As experiéncias foram realizadas em triplicata e os meios resultantes foram
utilizados como resultado do estudo, para a verificacdo da atividade por meio da andlise da
formacdo do halo de inibicao e se os resultados corroboram com os obtidos pelo uso apenas do

HG de lignina.

Figura 6 - Processo esquematico para o teste de agdo antimicrobiana da bandagem com hidrogel contendo
lignina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Extracao da lignina

O BC ¢ um subproduto gerado em larga escala na industria agricola brasileira durante o
processamento de sucos e améndoas, com isso, sendo a lignina uma das maiores fragdes do BC,
ela vem despertando interesse tecnologico devido a sua rentabilidade e possibilidade de
aproveitamento da parte da biomassa que antes era subaproveitada, pois, estd presente em
quantidades compardveis ou até mesmo superiores a outras biomassas vegetais.

A lignina, por mais que tenha espago no mercado, encontra-se em um estado de
subutilizagdo com um baixo uso da biomassa lignoceluldsica utilizdvel em processos de alto
valor agregado, sendo em sua maioria destinada a queima ou alimentag@o animal. O processo
em condigdes de laboratorio foi bem-sucedido, assim como consta na Figura 7 sendo possivel
a extragdo da fracdo de lignina que compdem o BC, em valores proximos ao que foram relatados
por De Albuquerque et al., 2015, com médias de rendimento proximas dos 27 g de lignina por

100 g de BC.

Figura 7 - Etapas para extragdo da lignina

Fonte: Elaborado pelo autor

No entanto, embora a lignina presente no BC apresente potencialidades, a sua extracao
e utilizacdo efetiva enfrentam alguns desafios e problemas que devem ser considerados. Sendo

a extragdo da lignina do BC um processo laborioso que requer técnicas especificas e eficientes,
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que podem ser dificeis de dimensionar para uma produ¢do em escala industrial. Além disso, a
lignina estd intimamente associada as fibras vegetais e a outros componentes da parede celular,
o que dificulta sua separag@o. Tendo o processo de purificacdo da lignina, provinda do BC,
muitos subprodutos, como hemicelulose, celulose e extrativos, que em um processo otimizado

devem ser aproveitados como matéria-prima para outros produtos.

5.2 Acio antimicrobiana da lignina

Estudos recentes investigaram a presen¢a de lignina em materiais lignoceluldsicos, e
sua atividade antimicrobiana (Tabela 1). Os resultados demonstraram que a lignina encontrada
nesses materiais apresenta propriedades antimicrobianas efetivas (Figura 8), o que a torna uma

opgdo promissora para aplicagdes biomédicas.

Figura 8 - Contagem de UFC em placas para os ensaios de atividade antimicrobiana da lignina usando as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Controle bl 3% Lignina - —

Escherichia
coli

Staphylococcus
aurens

Fonte: Elaborado pelo autor

Por meio da analise da Figura 8 € possivel destacar a sua agdo bactericida contra as duas
espécies testadas, E. coli e S. aureus, ocorrendo uma redu¢do severa na contagem de UFCs que
foi correlacionada inversamente ao aumento da concentragao de lignina, com casos de redugdo
total no nimero de contagem, como foi o caso da S. aureus na condig¢@o de 5 % (m/v) de lignina

(Tabela 3).
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A escolha das espécies de microrganismos se deveu a necessidade de se ter
representantes dos grupos das gram positivas (S. aureus) e negativas (E. coli). Além disso,
outros fatores contribuiram para essa selecdo. Ambas as espécies tém potencial para causar
problemas de satde em seres humanos. A E. coli, especialmente as cepas produtoras das Shigas
toxinas, pode desencadear a sindrome hemolitica-urémica, uma condicdo que resulta em
complica¢des neuroldgicas em 25% dos casos e sequelas renais cronicas em 50% dos
sobreviventes. Por outro lado, o S. aureus, um microrganismo comumente presente na pele,
pode causar inflamacao dos foliculos capilares (foliculite). Quando essa bactéria entra na
corrente sanguinea, pode levar ao desenvolvimento de inflamagdo generalizada (sepse) e
endocardite, o que demonstra a importancia social do estudo dessas bactérias.

Outros autores como Ren et al. (2022) exploraram as propriedades antimicrobianas da
lignina e sua aplicacdo na cicatrizacdo de feridas. O estudo revelou que a lignina possui acao

antimicrobiana contra diversos patdogenos comumente associados a infecgdes de feridas.

Tabela 3 - Atividade microbiana da lignina medido por efeito na contagem de UFCs para Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

Concentraco de Total de colonias de E. coli Total de colonias de S. aureus

% Lgi’(;gfnm (UFC/mL) (UFC/mL)
0 (controle) 1x10%2 4x100%
3 9x10°° 4x103Y
5 2x103¢ 0¢

Fonte: Elaborado pelo autor

Alguns estudos feitos ja alertaram sobre essa atividade (LIU et al. 2022) da lignina,
explorando a atividade antimicrobiana da lignina em preparagdes que combatem um amplo
espectro de microrganismos. Porém, ¢ de muita valia que os mesmos resultados também possam
ser alcancados da lignina extraida do BC, ja que um temor era que a fracdo extraida do BC
pode-se ter modificagdes estruturais que ndo expressariam essa atividade, isso por conta da

diversidade estrutural da lignina dentre as espécies vegetais (SUN, 2020).

5.3 Ecotoxicidade da lignina

Se faz importante entender se o que confere agdo antimicrobiana compartilha de alguma
forma caracteristicas com um principio de toxicidade. Entdo, avaliou-se a ecotoxicidade da

lignina contra Artemias salinas, determinando os efeitos do tempo, da concentragdo de lignina
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e seus efeitos associados, e os resultados estdo apresentados na Tabela 4. Os resultados
mostraram que nao houve significancia quanto ao teor de lignina (p > 0,05) ou ao efeito de
interacdo lignina e tempo sobre o numero de Artemias salinas mortas, sendo o Unico fator
significativo o tempo (p < 0,05).

Os resultados obtidos demonstraram que a exposi¢do das Artemias salinas a diferentes
concentragdes de lignina ndo resultou em efeitos adversos significativos. Nao foram observadas
alteracdes na taxa de sobrevivéncia, nem no crescimento ou no desenvolvimento das Artemias
quando comparadas com o grupo controle. Esses achados sugerem que a lignina nao apresenta

ecotoxicidade aguda ou cronica para esse organismo-teste.

Tabela 4 - Contagem de UFC em placas para os ensaios de atividade antimicrobiana da lignina usando as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Condigao M¢dia de Artemias
g/100mL vivas apoés
24h 48h
0 (Controle) Qb 8,33b°
0,001 102 9,33b
0,01 102 9,66°
0,1 102 7,66°

Fonte: Elaborado pelo autor

Com a lignina extraida do bagaco de caju, verificado que ela tem acdo antimicrobiana e
baixa toxicidade, foi formulado os hidrogéis usando diferentes concentra¢des de lignina e as

imagens dos hidrogéis estdo apresentadas na Figura 9.
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Figura 9 - Hidrogéis de agarose com controle (A), 3% lignina (B) e 5% lignina (C).

Fonte: Elaborado pelo autor

5.4 Capacidade de intumescimento do hidrogel de lignina

O grau de intumescimento ¢ uma propriedade importante para materiais que se
proponham no tratamento de feridas cutaneas, como arranhdes e queimaduras, sendo o
intumescimento do HG relacionado a mudanca de dimensdo das redes poliméricas e a
quantidade de dgua absorvida por grama de material. Quando o HG ¢ imerso em 4gua, seu
volume aumenta devido a osmose e a sua natureza hidrofilica.

A avaliagdo da capacidade de retencdo de agua de hidrogéis reticulados com
epicloridrina e contendo diferentes proporgdes de lignina (3% e 5% m/v) revelou um répido
inchago e alta capacidade de retengdo em comparacdo com o controle, como pode ser visto na
Figura 10. No HG formulado com 3% m/v obteve um grau de intumescimento médio que
atingiu aproximadamente 920 %, por outro lado, usando 5% m/v o grau de intumescimento
médio reduziu, alcancando valores maximos de 686% respectivamente, inferiores ao valor do
HG sem lignina (742 %). Estudos relatam que o aumento do intumescimento estd diretamente
relacionado a reticulagdo do HG (Chiani et al., 2023). Portanto, os resultados indicam que a
adi¢dao de lignina, na condi¢do de 3% m/v, aumentou a capacidade de inchamento, sendo
ocasionada pelo carater hidroscopico do polimero de lignina, em sua forma desagrupada,
causado pela presenca de grupos funcionais hidrofilicos como hidroxila (fendlico e alifatico),
metoxila, carbonila e carboxila em sua estrutura quimica (GORDOBIL et al., 2021). No
entanto, concentragdes mais altas de lignina podem levar ao aumento da hidrofobicidade,
devido a formacao de complexos, resultando em uma redu¢do acentuada na capacidade de

inchamento do HG, como observado na condi¢do de 5% (m/v) de lignina.


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/structure-composition
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Figura 10 - Grau de intumescimento por tempo do hidrogéis formulados com lignina em diferentes proporgdes:
(m) 0% (m/v), (®) 3 % (m/v) e (A) 5 % (m/v) de lignina.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Teoria alternativa que explique o motivo da perda de eficiéncia em condigdes mais
elevadas de lignina se deve as condi¢des de preparo dos hidrogéis. Algo interessante sobre a
producao dos hidrogéis de lignina € que para solubilizar a lignina, em agua, € preciso aumentar
o pH do meio, porém, esse aumento de pH ocasiona uma perda na formacao do hidrogel de
agarose, o que prejudica os hidrogéis com altas concentra¢des de lignina por conta do alto pH
associado ao processo de solubilizacdo. Porém, baixas concentracdes de lignina tendem a
desempenhar melhor que o controle, pois, a formacado do hidrogel ocorre em uma faixa de pH
aceitdvel tanto para a formacdo do hidrogel quanto para solubilizacdo de baixos teores deste
composto, o que pode indicar um efeito benéfico (aumento do grau de intumescimento)
relacionado a presenta da lignina no gel.

Testou-se entdo a teoria de que a condicdo de pH que estd diretamente relacionada
também ao processo de solubilizagdo da lignina poderia estar tendo efeito sobre o resultado
obtido do grau de intumescimento em condicdes elevadas de lignina, podendo explicar sua
perda de efetividade ndo por conta do efeito da lignina, mas sim por conta do pH associado
aquela condi¢do. Entdo, variou-se o pH na faixa nas condicoes de 11,47 até 13,21 (Figura 11),
sendo essa faixa escolhida por conta de esses pH terem sidos observados nos hidrogéis
produzidos com a incorporagcdo de lignina. Os hidrogéis em diferentes faixas de pH (sem
lignina) foram testados quanto a capacidade de inchamento, apresentando uma diminui¢do

significativa conforme o aumento do pH, corroborando com a teoria apresentada sobre a
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interferéncia do pH. Os testes apontaram ndo significancia para o teste de normalidade dos
residuos e homoscedasticidade das variancias (p > 0,05), o que nos permitiu aplicar o teste de
andlise multipla de varidncias (ANOVA) e destacar significancia (p < 0,05) dos efeitos entre as

diferentes faixas de pH em que os hidrogéis foram preparados.

Figura 11 - Efeito do pH sobre intumescimento do hidrogel de agarose sem a adigd@o de lignina. (m) pH 11,47, (e)
pH 12,28, (A) pH 12,62 ¢ (V) pH 13,21.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Algo interessante de se notar ¢ que segundo a analise, a condi¢do de pH 13,21
corresponde ao pH do hidrogel com 3% m/v de lignina (resultados apresentados na Figura 11),
sendo que ele apresenta uma severa diminui¢ao na capacidade de inchamento do hidrogel em
relacdo a condi¢do mais de pH (11,47), s6 que quando adicionado a lignina o hidrogel de 3%
m/v passa a desempenha melhor do que o proprio controle. Isso pode sugerir que a lignina
apresenta um efeito positivo ainda maior do que o esperado para o ganho de poder de
intumescimento de liquidos, s6 que ele ¢ amenizado pelo efeito negativo do pH sobra a
capacidade hidroscéopica do HG. Os resultados foram analisados quanto a normalidade e foram
significantes (p < 0,05), por conta disso foi empregado o teste de Scott-Knott, para analises
multiplas, que ndo pressupdem normalidade. O teste revelou alta significancia para todas as
faixas de pH (p <0,01), indicando que o pH tem um forte efeito sobre a taxa de intumescimento
do gel. Porém, além das capacidades de inchamento de um HG ¢ importante determinar outros

atributos que sejam convenientes em aplicagdes biomédicas.
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5.5 Bandagem

Foi formulado um curativo com base na lignina extraida do BC, visando sua utilizacao
como curativo funcional, com propriedades como inchamento e atividade antimicrobiana. As
concentragdes de lignina avaliadas (3% e 5% m/v) foram selecionadas com base em estudos
iniciais que indicaram efeitos antimicrobianos significativos e alto grau de intumescimento. Os
hidrogéis foram produzidos com sucesso e estao apresentados na Figura 12, ocorrendo a fixagao
do HG de lignina ao tecido, ndo sendo uma surpresa ja que em testes preliminares o hidrogel
demonstrou uma forte capacidade de aderéncia as superficies quando desidratado em contato
direto com ela, aderindo-se as superficies como vidros e materiais especificados como sendo
nao aderentes. O HG fixado demonstrou boa maleabilidade, a lignina aparenta ter manchado o
tecido da bandagem, mas apds, o firmamento da estrutura gelificada e secagem, ndo apresentou
transferéncia da lignina para as maos (testes visuais), por mais que quando em contato

prolongado com roupas ainda possa mancha-las.

Figura 12 - Protétipos de Bandagens de Lignina. (A) Hidrogel hidratado ¢ (B) Hidrogel ap6s desidratacdo na estufa.

Fonte: Elaborado pelo autor

Estudos na literatura t€m demonstrado a aplicacdo de biomateriais contendo hidrogéis
formulados com lignina na cicatrizacao de feridas. Por exemplo, Deng et al. (2020) avaliaram
a eficidcia de um HG contendo lignina em ratos infectados por S. aureus e compararam os

resultados com o tratamento realizado com gaze e curativos comerciais. Os resultados



39

mostraram que o HG de lignina potencializou a cicatriza¢do de feridas, superando os demais

dispositivos avaliados.

5.6 Grau de intumescimento da bandagem de lignina

Em curativos a taxa de captacdo de agua ou poder hidratante dos curativos sao uma
caracteristica importante que ajuda na aceleracdo da cicatrizacdo de feridas, com efeitos
benéficos ao desbridamento autolitico, reducdo da dor, ativa a sintese de colageno, facilita e
promove a migracao de queratindcitos sobre a superficie da ferida e suporta a presenga e fungao
de nutrientes, melhorando fatores de crescimento e outros mediadores soluveis no
microambiente da ferida (NUUTILA; ERIKSSON, 2021). Como resultado, observou-se uma
maior capacidade de intumescimento quando a lignina estava presente na concentragdo de 3 %
(m/v), indicando que essa concentragao ¢ suficiente para o desenvolvimento do biomaterial
proposto. Ao contrario dos hidrogéis a base de lignina, que alcancaram um intumescimento
superior a 1500% (Figura 13), os curativos compostos por HG e tecido (Figura 12), mostraram
uma taxa de intumescimento consideravelmente menor nas duas concentragdes de lignina

avaliadas, o que pode comprometer sua eficcia ao longo do tempo.

Figura 13 - Inchamento dos hidrogéis com lignina, em diferentes porcentagens fixados em bandagens: (m) 0 %
(m/v), (@) 3 % (m/v) ligninae (A) 5 % (m/v) de lignina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Foram feitas analises de varidncia que destacaram a significancia dos resultados dos
tratamentos para o controle, porém, apo6s o tempo de 30 min, assim como mostrado na Figura
13, as margens de intervalo de confianca dos hidrogéis de 3% e 5% (m/v) de lignina se sobrepde,
indicando a nao significancia (p > 0,05) entre os dois tratamentos no periodo analisado.
Possiveis explicagdes para os resultados podem vir do efeito promovido pelo aumento de pH
do meio que esta correlacionado ao processo de solubilizagdo da lignina, no meio do hidrogel,
porém, mais estudo sdo necessarios para poder determinar o porqué do efeito de interagao do

tecido com o hidrogel contribui para a diferenca entre os resultados iniciais e atual.

5.7 Acdao antimicrobiana da bandagem

A lignina, o principal polimero da biomassa vegetal do BC, possui propriedades
interessantes do ponto de vista bioldgico devido a presenca de grupos funcionais carboxila e
carbonila, o que lhe confere caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas. Essa propriedade
antimicrobiana da lignina tem sido explorada na producdo de embalagens ativas e hidrogéis.

A atividade antimicrobiana da lignina e do HG foi testada contra as bactérias E. coli e
S. aureus, patdgenos humanos comuns que causam infecc¢des e erupgdes cutaneas. Os resultados
indicaram um alto potencial antimicrobiano da lignina contra ambas as bactérias, com uma alta
taxa de letalidade a partir de concentracoes de 3 % e 5 % (m/v), respectivamente contra E. coli

e S. aureus, assim como pode ser visto na Figura 13.
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Figura 14 - Verificacdo da formagdo de halo de inibigdo, para Escherichia coli e Staphylococcus aureus, quando
em contato com a bandagem de lignina.

Escherichia coli Staphylococcus aureus

3% Lignina s 5% Lignina

Fonte: Elaborado pelo autor

Estudos indicam que o principio ativo da lignina, para a acdo antimicrobiana, ¢
ocasionado pelo ataque de grupos fenoélicos, presente na estrutura quimica da lignina, a parede
celular das células bacterianas, afetando o pH e desequilibrando a conversdao energética dos
microrganismos, inibindo seu crescimento (YANG et al., 2018). O que ajuda a entender os
resultados expostos na Tabela 5, na qual observa-se os valores das espessuras dos halos
formados de inibicdo. Foram testadas as mesmas condi¢cdes de lignina (3 e 5% m/v) em
comparag¢ao com um controle positivo (Azitromicina 0,5% m/v) e um negativo contendo apenas
o hidrogel sem lignina. Os resultados foram nao significativos (p > 0,05), quanto ao teste de
normalidade (Teste de Shapiro—Wilk), mas foram significativos quanto ao teste de
homoscedasticidade de variancias (p < 0,01). Por conta disso foi usado o teste de Duncan, o
qual nos ajudou a determinar que ouve significancia entre os efeitos obtidos. Pode se observar
que ouve um melhor desempenho da lignina contra a S. aureus, o que era esperado ja que o

microrganismo tem sua parede celular exposta, por ser uma gram-positiva.
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Tabela 5 - Espessura do halo de inibigdo (cm) contra dois grupos de microrganismos em diferentes condigdes.

Condig¢ao E. coli S. aureus
" Antibiotico 430 ' 46" '
0 ob v’
3 0° 0,87
> 0,14 1,23¢

Fonte: Elaborado pelo autor

Esses resultados reforcam o potencial da lignina como um material antimicrobiano
natural, que pode ser aplicado no desenvolvimento de produtos biomédicos, como hidroggéis,

para combater infecgdes de pele causadas por bactérias gram-positivas e gram-negativas.
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6 CONCLUSAO

A extragdo da lignina do bagago de caju demonstra a utilizagdo de um residuo
agroindustrial abundante como fonte de matéria-prima para a obten¢do desse composto. Essa
abordagem sustentavel ¢ extremamente benéfica, pois, reduz o desperdicio de recursos naturais
e proporciona uma alternativa economicamente viavel para a obtencao de lignina. Além disso,
a lignina ¢ conhecida por suas propriedades antimicrobianas, o que a torna um componente
promissor para o desenvolvimento de biomateriais com capacidade de combater infeccdes.

A efetividade da lignina contra a E. coli, uma bactéria comumente associada a infec¢des
intestinais e do trato urindrio, € particularmente relevante. Concentragdes superiores a 3 mg/100
mL de hidrogel demonstraram-se eficazes na inibicdo do crescimento dessa bactéria, o que
sugere a capacidade da lignina de atuar como um agente antimicrobiano. Além disso, a lignina
também apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus, uma bactéria responsavel por
infeccdes da pele e tecidos moles. A concentragdo de 5 mg/100 mL de hidrogel foi capaz de
combater essa bactéria, o que ressalta a versatilidade da lignina como agente antimicrobiano.

A incorporacdo da lignina ao HG ¢é uma estratégia promissora para a sintese de
biomateriais com propriedades antimicrobianas. O HG, com sua capacidade de reter 4gua e sua
estrutura porosa, oferece um ambiente favoravel para a liberagdo controlada de compostos
ativos, como a lignina, oferecendo vantagens possivelmente competitivas, que pode
proporcionar a criagdo de um material funcional a baixo custo de fabricagao.

Logo, a extracdo da lignina do bagagco de caju e sua incorporagdo em hidrogéis
revelaram-se promissoras para o desenvolvimento de biomateriais com propriedades
antimicrobianas. A efetividade da lignina contra E. coli e S. aureus destaca seu potencial como
agente terapéutico no combate a infec¢des. Além disso, essa abordagem sustentavel fortalece a
busca por processos mais ecologicos € economicamente vidveis na producdo de biomateriais.
Com pesquisas adicionais, € possivel explorar ainda mais as propriedades da lignina e aprimorar
sua aplicagdo em diferentes areas da medicina e biotecnologia, impulsionando avancgos

significativos no campo dos biomateriais sustentaveis e terapéuticos.
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