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RESUMO

SILVA, Bruno Couto da. Ozonolysis of Lignocelulosic Biomass (sugarcane bagasse)
seeking reduction of lignin content and p-coumaric acid. 2013. 70 f. Dissertation (Master
Science in Environmental and Forestry Science). Instituto de Florestas. Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2013.

Esta pesquisa teve como objetivo a reducdo dos teores de lignina e &cido p-cumarico por
ozonolise utilizando bagaco de cana-de-aclcar visando obter um material com menor
propriedade de recalcitrancia. O oz6nio foi produzido por um ozonizador alimentado por
oxigénio de pureza medicinal. A reacdo ocorreu em uma coluna de vidro com fluxo continuo
de ozbnio de 400 mg/h. A padronizacdo do fluxo de ozénio foi realizada por iodometria.
Como amostra, foi utilizado o bagaco de cana (Saccharum spp), variedade rb867515 pré-
extraido com etanol PA. O bagaco foi previamente moido, tendo seus teores de lignina e acido
p-cumarico determinados pelo método de Klason (24 %) e por CLAE (96,91 pg/ml) ,
respectivamente. Foram realizadas analises por infravermelho (FTIR) no modo transmitancia
da amostra controle e dos produtos de reacdo em condi¢fes neutras, basicas e acidas,
revelando que as reagbes promoveram trasnformagdes da biomassa relacionadas as
caracteristicas estruturais originais da lignina controle. Os sinais observados foram
quantificados por método de linha base, utilizando o sinal 1500 cm™ como padréo interno.
Foram registrados espectros de RMN ** CP/MAS no estado sélido das amostras controle
assim como dos produtos de ozonolise. Para as analise do teor de &cido p-cumarico das
amostras, foi utilizado método para a determinacdo de &cidos fenolicos da parede celular
conforme descrito na literatura especifica. A determinacdo do teor de acido p-cumaérico foi
realizada por CLAE usando padrdo do mesmo &cido de marca FLUKA apds tracada a curva
de calibracdo. Foram encontrados 96,91ug/ml para amostra controle, nos produtos de
ozonolise em condicdo neutra 6h (4,9 pg/ml), basico 2h (7.5 pg/ml) e acido 4h (9.5 pg/ml).
Houve perda expressiva de lignina, determinadas através do método de Klason, tendo reduzido
de 24% da amostra controle para produtos de ozonolise 7,55% (2 h); 8,72% (4 h) e 13,78% (6
h) em condicdes neutras, de 11,70% (2 h); 13.83% (4 h) e 9.35% (6 h) e 6.67% (2 h), 6,67%
(4 h) e 13,04% (6 h) em meio acido. Os resultados mostraram que o processo de ozondlise
reduziu o teor de lignina e a concentracdo acido p-cumarico na biomassa, permitindo, propor
que houve mudanca da caracteristica estrutural de lignina da amostra com estrutura etérica
para uma estrutura condensada, indicando que a recalcitrancia original foi significativamente
reduzida, observadas as caracteristicas finais do material. Ndo foram determinadas as perdas de
celulose e hemicelulose. Os espectros de RMN **C ndo mostraram variacdes significativas
desses constituintes.

Palavras chave: Parede celular, 0zonio, infravermelho, Celulose, RMN 3C
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ABSTRACT

SILVA, Bruno Couto da. Ozonolysis of Lignocelulosic Biomass (sugarcane bagasse)
seeking reduction of lignin content and p-coumaric acid. 2013. 70 f. Dissertation (Master
Science in Environmental and Forestry Science). Instituto de Florestas. Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2013.

This research aimed to reduce lignin and p-coumaric acid content through ozonolysis using
sugarcane bagasse to obtain a material with lower recalcitrance. Ozone was produced by an
ozone generator with medical purity oxygen. The reaction occurred in a glass column with
continuous ozone flow at 400 mg / h. The standardization of the ozone flow was performed by
iodometry. As a sample, it was used sugarcane bagasse (Saccharum spp), variety rb867515
pre-extracted with ethanol PA. The bagasse was previously ground, and lignin and p-coumaric
acid determined by the Klason method (24%) and HPLC (96 mg / ml), respectively. Infrared
(FTIR) transmittance mode analyses of control sample, and the reaction products under
neutral, basic and acidic pH revealed that the reactions promoted biomass transformations
related to structural characteristics of the original lignin content. The observed infrared signals
were quantitated by baseline correction using the signal 1500 cm™ as internal standard. Spectra
were recorded *C NMR CP / MAS solid samples as well as control of the ozonolysis
products. For the analysis of p-coumaric acid content, it was used a method for the
determination of phenolic acids in the cell wall described in specific literature. The
determination of p-coumaric acid was performed by HPLC using standard from FLUKA, inc.
to obtain calibration curve. It was found 96.ug/ml on control sample, whereas in neutral
condition 6h was found 4.9 mg / ml, in basic 2h was found 7.5 mg / ml and in 4h acid was
found 9.5 g / ml. There was a significant loss of lignin, as determined by the Klason method,
reducing the original 24% lignin of the control sample to 7.55% (2 h), 8.72% (4 h) and
13.78% (6 h) under neutral conditions, 11.70% (2 h), 13.83% (4 h) and 9:35% (6 h) and
6.67% (2 h) 6.67% (4 h) and 13.04% (6 h) in acidic pH. These results showed that the process
of ozonolysis reduced the lignin content and p-coumaric acid concentration in the biomass
allowing the change of the proposed structural characteristic of lignin etheric structure for a
condensed structure, indicating that the original recalcitrance was significantly reduced the
observed characteristics final material. There were some losses of cellulose and hemicellulose.
The analyzes showed no changes in these constituents.

Key words: Cell wall, ozone, infrared, Cellulose, **C NMR
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1. INTRODUCAO

A composigdo quimica da parede celular é basicamente formada por lignina, celulose e
hemicelulose, as quais estdo fortemente associadas por ligagdes cruzadas formando um sistema
multimolecular de alta complexidade, provendo resisténcia quimica e fisica a parede celular. A
lignina, por exemplo, possui o papel de proteger a celulose. A degradacdo da celulose por
tratamento &cido para viabilizacdo da producdo de etanol, por exemplo, é diminuida pela
protecdo que a lignina exerce sobre as estruturas celuldsicas. 1sso € devido a propriedade
acido-resistente da lignina, impedindo a acdo hidrolitica sobre a celulose. Assim, se faz
necessario o uso de tecnologias de forma melhor aproveitar os carboidratos oriundos da
celulose e da hemicelulose. Uma alternativa para contornar o efeito negativo da lignina frente
ao processo de hidrélise é a prévia remocdo da lignina e substancias associadas, processo que
pode ser realizado via oxidacdo. Essas substancias associadas séo de baixa massa molecular e
se enquadram na classe dos &cidos p-hidroxicindmicos e se conectam formando o complexo
lignina-fenol-hemicelulose (SAWAI et al., 1983), corroborando com a baixa digestibilidade
enzimatica da parede celular.

O uso de biomassa vegetal tem despertado um grande interesse na area da bioenergia
como fonte de matéria-prima devido ao alto teor de policarboidratos (FARRELL et al., 2006).
Esses materiais de origem lignocelulésica, principalmente os residuos agricolas e florestais, séo
fontes de matéria-prima barata e abundante para a producdo de biocombustiveis (GARCIA-
CUBERO, 2010).

A producdo e utilizacdo de etanol atrairam atencdo mundial como forma de amenizar o
aquecimento global e aperfeicoar a producdo energética. Porém, as matérias-primas para
producdo de etanol devem ser obtidas de partes ndo comestiveis de culturas alimenticias, a fim
de evitar a competicao direta entre o etanol e as mesmas (SAKAI et al., 2007). Desde 2007, o
etanol, também conhecido como bioetanol, vem sendo produzido a partir de agucar ou de
amido obtidos a partir de frutos e grdos (GOLDEMBERG et al., 2008;UNICA, 2008).

A conversdo de biomassa lignoceluldsica em etanol € um processo de trés etapas que
envolvem pré-tratamentos seguido por hidrolise de polissacarideos a simples aclcares seguidos
por fermentacdo e depois o etanol. Para expandir o potencial de utilizacdo da biomassa
lignoceluldsica como matéria-prima para producéo de etanol, consideravel progresso tem sido
obtido quanto as tecnologias de pré-tratamentos, de forma a superar as barreiras estruturais a
fim de obter novos tipos de biomassa para um desempenho desejado em uma dada aplicacédo
(WYMAN et al., 2005).

O primeiro passo para que haja conversdo bioquimica da biomassa vegetal para a
producdo do etanol tem sido o pré-tratamento termoquimico para aumentar a taxa de catalise
enzimatica e microbiana; ao mesmo tempo deve-se compreender a composicao e arquitetura
das paredes celulares para considerar os efeitos fisico-quimicos do pré-tratamento, que
resultam numa reducdo da recalcitrancia nativa da parede celular. (CHUNDAWAT et al.,
2011).

Devido as condi¢cdes normalmente extremas que sdo empregadas nos pré-tratamentos
térmicos e quimicos, novas substancias sdo formadas. Elas podem atuar como inibidoras
potenciais tanto da hidrélise enzimatica, quanto da fermentacdo. Os tipos de substancias
toxicas e suas concentracfes em hidrolisados lignocelulésicos dependem tanto da matéria-
prima, quanto das condi¢Ges operacionais empregadas no pré-tratamento.

Existe atualmente uma gama de tecnologias que incluem tratamentos quimicos, fisicos e
bioldgicos que objetivam a deslignificacdo da biomassa lignocelulosica. Dentre elas, as que
utilizam pré-tratamento quimicos sdo consideradas como sendo as de maior potencial (SOUSA
et al., 2009). Entre os agentes oxidantes quimicos, 0 0zénio é o que possui maior reatividade



sobre as substancias com grupos funcionais com alta densidade eletronica, incluindo aqui as
ligacOes de alcenos, tais como aquelas amplamente presentes em lignina.

O tratamento do material lignocelulésico de madeira com o0z6nio foi proposto pela
primeira vez como um agente de branqueamento em 1871 (BALOUSEK, 1979). Devido a
consideravel quantidade de lignina presente em materiais lignocelulosicos, ocorre um efeito de
embarreiramento frente ao ataque microbiano, impedindo a penetracdo das enzimas nas
paredes celulares das fibras. A presenca de celulose cristalina pode também restringir a
hidrélise (VIDAL & MOLINIER, 1988).

Essa barreira quimica mostra-se altamente complexa com ligagdes cruzadas em um
conjunto de unidades moleculares etereficadas e/ou condensadas (CHEN et al., 1997). As
ligacOes eterificadas do tipo éter B-arilica tém sido reveladas como uma das principais ligaces
a serem primeiramente destruidas na presenca de ozénio, valendo-se de modelos similares as
ligninas (BALOUSEK, 1979), favorecendo a manutenc¢do de uma estrutura relativamente mais
condensada. Entre essas ligacdes estdo ligaces (éter e éster) em conectividades entre lignina e
a parede celular através de &cidos p-hidroxicindmicos, principalmente o &cido p-cumarico e
feralico, que funcionam como ancora na regido de fronteira e/ou até mesmo na regido central
molecular da lignina. A ligacdo entre lignina e acido p-cumarico, por exemplo, é uma
caracteristica predominante em monocotiledoneas. Esses &cidos estdo ligados ao nucleo
molecular da lignina através dos carbonos C-a, C-f ¢ C-6 da cadeia lateral das unidades
estruturais da lignina (I'YAMA, 1994). Tal fato pode ser explicado sobre o contexto que a
formacdo da lignina tem o é&cido p-cumarico como centro de nucleacdo para iniciar a
polimerizacdo na parede celular (JUNG & VOGEL 1992; RALPH et al. 1994)).

Um dos metodos oxidativos mais eficaz é o tratamento da biomassa com ozonio. O
0z6nio é uma molécula triatdmica altamente oxidante, e a lignina uma substancia com elevada
atividade antioxidante. Preferencialmente as reacbes com oz6nio sdo especificas para olefinas
(NUNES et al., 2000). Uma das maiores vantagens do uso de 0zOnio como agente
deslignificante é devido ao fato de que a degradacdo € muito maior sobre a lignina, com leves
ataques sobre a hemicelulose e poucas alteracdes a celulose (SUN & CHENG, 2002).

Existem muitos trabalhos cientificos que buscam elucidar os mecanismos da ozondlise
de materiais lignocelul6sicos, porém poucos tentam compreender o efeito do acido p-cumarico
na recalcitrancia da parede celular (LAM et al., 2003).

Diferenca na configuracdo eletrénica entre lignina e carboidrato, principalmente as
ligacOes duplas e centros doadores de elétrons presentes na lignina, permitem que o 0zdnio
haja de forma seletiva, visto que o 0z6nio reage 105 vezes mais rapido sobre a lignina do que
com carboidratos (MAIA & COLODETTE, 2003). O ozdnio ataca as liga¢6es duplas, gerando
substancias sollveis de baixa massa molecular, como alguns acidos organicos, alterando o pH
do meio reacional de 6,5 a 2. (CONTRERAS IGLESIAS, 2003). A maioria das referéncias
para pre-tratamento com o0zonio estdo relacionadas com a pasta de celulosica para o
branqueamento e tratamentos de agua (CHANDRAKANTH et al., 1995; HENG et al., 2007;
KLEISER & FRIMMEL, 2000). No entanto, a utilizacdo do ozbnio como agente
deslignificante para acessibilidade enzimatica ainda merece investigacdes mais profundas.

Este trabalho tem como objetivo verificar o nivel de alteracdo da biomassa da cana-de-agucar
apos tratamento com oz6nio, tendo como alvo a degradacdo da lignina e a diminuicao da
concentracdo dos acidos p-cumarico para reduzir a recalcitrancia e aumentar a acessibilidade
enzimatica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Materiais Lignocelulésicos

A parede celular ¢ um compartimento da célula que merece uma especifica area da
ciéncia para compreendé-la melhor. Isso porque a composi¢do quimica e a formacdo das
substancias na parede celular ainda € um tema de varias pesquisas no mundo todo. Os estudos
sobre as ligacOes cruzadas entre substancias da parede celular ainda carecem de resultados
mais concretos. Essas substancias conhecidas como celulose, hemicelulose, lignina, proteinas e
outras substancias como os acidos p-hidroxicinamicos, intrigam os cientistas e 0s motivam a
simularem modelos e propostas estruturais sobre essa formacdo (BELGACEM & GANDINI,

2008). A Figura 1 retrata a macro, micro e molecular organizagdo de um tecido de cana-de-
acucar.
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Figura 1. Desconstrucdo de plantas em combustiveis e produtos quimicos, através de uma rota
bioquimica ou termoquimica (CHUNDAWAT et al., 2011).

Um desses modelos propostos indica que a lignina na regido de fronteira forma
complexo com carboidratos e isso representa de forma simples a orientacdo e disposicdo desse
modelo com relagdo ao papel como a lignina exerce a funcdo de protetor da parede celular. A
Figura 2 mostra os sitios de nucleacdo ou ligacbes entre lignina-carboidratos em um
seguimento ilustrativos de um modelo que apos tratamento para remoc¢édo da lignina conduz a
um produto final com acessibilidade melhorada.

Parede celular nativa Parede celular pré-tratada

-.&. .

)

CLC
Clivagem

Aumento ds Descistalizacdo
porosidade da celulose
Solubilizagio

Lignina
da Hemicelulose

Coslescids

Figura 2. Aspectos gerais da organizacdo morfoldgica e quimica da parede celular antes e
apos tratamento (CHUNDAWAT et al., 2011).



Complexo lignina-carboidrato (CLC)

1

L HO .0

M Lignina nioc- )

central I' \\\ -
o,

. IJW

=

Ligacdes comuns de
= - .
| ester clivadas

Ok durante tratamentos
termogquimicos

Figura 3. Tipos de ligacdes entre acidos p-hidroxicinamicos e hemicelulose (CHUNDAWAT
et al., 2011).

Outros detalhes remetem-nos a figura anterior sobre a formagéo de ligagdes entre a
lignina e os &cidos p-hidréxicinamicos que conectam a lignina a parede celular, assumindo
diferentes tipos de ligacOes, éter e éster em decorréncia da acilagdo que ora pressupde a
formacédo da lignina, principalmente em monocotiledoneas (YU et al., 2005). Essa ligacdo da
lignina com a parede celular através dos acidos p-hidroxicindmicos leva-nos a uma propriedade
singular das monocotiledéneas e principalmente do bagaco de cana, conhecida como
recalcitrancia da parede celular. Essa propriedade tem sido alvo de estudos na area dos
biocombustiveis, pelo fato de que isso afeta a digestibilidade enzimatica, provocando perdas
em rendimento assim como maior custo na producdo do bioetanol.

2.2 Oz6nio como agente deslignificante

Como mencionado na introducdo a necessidade de pré-tratamento € um caminho a
seguir até que os métodos modernos superem a necessidade de pré-tratamentos. Um dos
métodos mais promissores é a ozondlise.

O ozbnio é uma molécula instavel formado por adicdo de um dtomo de oxigénio da
molécula de oxigénio diatdmica. Entre as substancias habitualmente utilizadas na conservacao
de alimentos destaca-se 0 0zdnio. Ele € o segundo mais poderoso oxidante (2,07 mV), depois
de flior (GUZEL-SEYDIM et al., 2004). Tal caracteristica faz com que o 0z06nio, seja um
agente anti-microbiano forte com ampla aplicabilidade na industria alimentar, e um dos mais
potentes desinfetantes. Este absorve radiacdo UV na faixa de 220-290 nm. E uma molécula
com angulo de ligacio de 116,8° e distancia interplanar de 1,278 A. Seu ponto de fusdo é -
193°C, e seu ponto de ebulicdo € de -112 °C. A solubilidade de o0z6nio em solu¢bes aquosas é
14 mmol/L™ a 20 °C, sendo mais soltvel, porém, em solucdo organica. A &gua tem sido
considerada um bom solvente (HORVATH, 1984).

Tal caracteristica faz com que o o0zdnio tenha intensa capacidade oxidante, o que o
torna adequado a processos de branqueamento e pré-tratamento de madeira (MILLAR et al.,
2003).

O ozdnio foi proposto pela primeira vez como agente branqueador para madeira na
década de 70 por Balousek (1979). Pode ser explosivo em concentracdes elevadas, mas é
relativamente estdvel em baixas temperaturas, o que é atribuido a estabilizacdo pela



deslocalizagdo dos elétrons como ilustrado pelas estruturas de ressonancia mostrada na Figura
3.
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Figura 4. Processo de formagéo do 0z6nio e suas estruturas canonicas.

O ozonio é uma molécula altamente instavel em agua e sua decomposicdo na mesma
produz o radical HO, também altamente instavel (ANGLADA, 2012). O mecanismo se da
conforme segue modelo abaixo:

O, + HO- — 0,” + HO, (1)
HO, = 0O, + H' (pK, =4.8) (2)
O; + HOO — O; + HO (3)
0O; + HO™ — O, + HO,” (4)
O; + 0,7 — 03 + O, (3)
H,0, = HO,  + H" (pK, = 11.6) (6)
O; + HO,- — HO +0,” + O, (7)
0,- + H* = HO, (8)
HO; — O, + HO (9)
O; + HO — 0O, + HO, (10)

Figura 5. Reagdo de uma molécula de ozénio em contato com agua (ANGLADA, 2012).



Devido esta reatividade e instabilidade, o ozonio tem que ser gerado in situ (ITRC,
2001(ISCO-1)). Isto é geralmente feito por um fluxo de oxigénio através de um campo
elétrico, fendmeno conhecido por efeito corona (FRIDMAN, 2008).

A decomposicdo do ozbdnio depende, além da temperatura, do pH do meio, e pode ser
acelerado pelo aumento da concentracdo de anions HO'. A adicdo de peroxido de hidrogénio
(H,0,/HO,) favorece o processo e, consequentemente, a producdo de um maior nimero de
radicais HO" (ANGLADA, 2012).

Uma das vantagens da aplicacdo de ozdnio é que ele pode ser gerado no local, e ndo
necessita de recipientes de armazenamento, ao contréario de outros produtos quimicos. Além
disso, 0 ozbnio é altamente reativo e inespecifico a um grupo de microrganismos, e produz
oxigénio como o produto final da sua clivagem (NOVAK & YUAN, 2007).

Em alta temperatura ou pH elevado, a quebra de ozdnio forma uma gama de radicais
livres (CSEFALVAY et al.,, 2007). E amplamente utilizado na industria (por exemplo, na
producéo de papel e tecido e de processamento de alimentos e de armazenagem), enquanto 0s
seus efeitos germicidas sdo bem conhecidos e tém sido utilizados em uma gama de processos
de esterilizagdo como no tratamento de esgoto (RICE et al., 1981; GOTTSCHALK et al.,
2000; MTUI, 2001; LAPOLLI et al., 2003).

A alta reatividade do ozénio € atribuida a configuracdo de elétrons da molécula
(BELTRAN, 2005). Como um agente eletrofilo, 0 0zénio ndo tem elétrons em um orbital de
sua molécula. Por sua vez, a quebra da molécula de ozdnio em presenca de agua é afetada por
fatores como pH e temperatura. (NOVAK & YUAN, 2007; ERSHOV & MOROZOV, 2009).

2.3. Degradacéo da parede celular com o0zonio

Dependendo da composicdo da lignina a ozondlise pode se comportar de forma
diferenciada, entendendo que a variacdo composicional pode gerar moléculas com estruturas
diferentes. As ligninas de angiospermas (eudicotiledéneas) sdo menos complexas e possuem
alta atividade antioxidante (PEREIRA et at., 2012). As ligninas dos tipos S, G, H, GS, HG e
HGS podem apresentar formas estruturais complexas, assim como concentracdes variaveis de
ligacdes B-O-4 (éter alquil-arilica) (ABREU et al.,1999). Essa ligacdo é majoritaria em ligninas
e pode ser facilmente degradada por oxidacdo. A solubilizacdo da lignina pode ser uma
resposta a oxidacdo com formacédo de produtos de baixa massa molecular (MOHAN et al.,
2006). O ozonio tem demonstrado ser um agente eficiente para a deslignificacdo de materiais
lignoceluldsicos. A Figura 5 detalha a acdo do ozonio sobre o tecido lignoceluldsico em um
procedimento para obtencao de bioetanol.
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Figura 6. Transformacdo do material lignocelulésico em etanol iniciado por ozonolise, seguido
por hidrélise enzimética e sacarificacdo/fermentacéo.



O uso do ozonio como agente de deslignificagdo pode seguir o mecanismo de Criegee
1975, onde o ataque do oz6nio a lignina é fundamentado na combinacdo da molécula de
0zdnio com as ligagdes duplas do anel aromatico da lignina, formando um “ozonideo”, o qual
se cliva em dois fragmentos: uma substancia carbonilada e uma substancia denominada
“zwiterion” (GODSAY, 1985). A reacdo do ozonio sobre a ligagdo dupla presente na lignina
elimina a sua caracteristica de aromaticidade (Figura 6), diminuindo sua absorcdo de luz na
faixa visivel do espectro eletromagnético (Da SILVA & Da SILVA, 2002). Alguma forma do
mecanismo zwitterion syn-anti, que na verdade ¢ uma modificagdo do mecanismo “Criegee”
(BALOUSEK,1979) para dar conta da estereosseletividade exibida durante ozonolise - é
explicacdo mais amplamente aceita para a ozondlise de olefinas. De acordo com este
mecanismo, 0 0zonio reage com uma ligacdo dupla carbono-carbono via cicloadicdo 1,3-
dipolar para formar um intermediario 1,2,3-trioxolano. Dados recentes indicam que 0s
isdmeros syn e anti podem estar em equilibrio, proporcionando assim um fator adicional que
influencia a estereoquimica de ozondlise de olefinas. Existem trés rotas que podem ser
sequidas, dependendo das condi¢cbes de reacdo: Rota 1 - um ozonideo "final" pode ser
produzido por outra cicloadi¢cdo. Rota 2 - zwitterion pode reagir com uma “participacdo de
solvente” para formar um hidroperoxido intermediario. Esta parece ser a via dominante quando
empregado solventes proticos. Rota 3 - dimerizagdo e polimerizacdo podem ocorrer para
formar diperoxidos e perdxidos poliméricos. Este caminho é o mais provavel em solventes ndo
proticos quando o produto é uma cetona. Intermediarios podem se decompor posteriormente
para formar produtos de oxidagcdo mais estaveis, tais como acidos, ésteres, aldeidos e cetonas.
Ozondlise de fenois em solucdo aquosa tem contribuido para elucidacdo do mecanismo e
formacédo de diversos produtos (MVULA & SONNTAG, 2003) Assim, reacdes com modelos
de lignina to tipo (éter alquil-arilico) tem sido proposto (Figura 6).

Figura 7. Alguns produtos formados por ozondlise de um modelo éter-B-arilico via
substituicdo eletrofilica (BALOUSEK 1979).

2.4. Conectividade lignina-acido p-cumarico

A estrutura da parede celular é formada por uma trama de macromoléculas tdo
adensadas que a remoc¢do de um Unico elemento da parede se torna tarefa ardua e complexa.
Isso se deve ao fato de que muitas ligagcbes quimicas incluindo aqui ligacGes covalentes,
ligacdes de hidrogénio e forcas de Van Der Wals, sdo altamente resistentes (FENGEL &
WEGENER, 1984). Ligninas sdo heteropolimeros fendlicos originados do acoplamento
oxidativo de trés alcoois p-hidroxicinamilicos (alc6ois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico),
em reacBes mediadas por peroxidase (ROS BARCELO, 1997). A reacdo de acoplamento
produz um heteropolimero Gticamente inativo.



A lignina tem sido considerada como o principal fator limitante da digestibilidade da
parede celular, embora o mecanismo pelo qual este controle seja exercido ainda ndo esté claro.
O teor de lignina ndo é sempre um bom medidor da degradabilidade, portanto outros fatores
também podem influenciar a degradacdo da parede celular. Muitas vezes, o teor de lignina ndo
estd diretamente relacionado a degradabilidade, tendo em conta a fraca correlacdo entre essas
variaveis em determinadas amostras (JUNG & BUXTON, 1994). Recentemente as ligacdes
cruzadas entre os constituintes da parede celular tém emergido como um dos principais fatores
da recalcitrancia. A ligagdo cruzada entre os componentes da parede celular provavelmente
possui uma influéncia marcada sobre as propriedades da parede, tais como acessibilidade,
extensibilidade, aderéncia, plasticidade e digestibilidade (HATFIELD et al., 1999). Acidos p-
hidroxicindmicos, principalmente os &cidos p-cumarico e o ferdlico (Figura 8), podem ser
ligados covalentemente a carboidratos através de ligacdes éter ou éster-hemicelulose
(ARGILLIER et al., 1996). Além disso, esses &cidos podem estar covalentemente ligados a
lignina através de ligacdes do tipo éster e ou éter. A concentracdo de acido p-cumarico e a
propor¢do do mesmo, assim como do &cido ferulico foram descritos como tendo um efeito
negativo sobre a digestibilidade da parede celular (GABRIELSEN et al. 1990; LANGLAIS et
al. 1991).

COOH COOH

= %

OCH,4
OH OH

Figura 8. Estruturas moleculares dos acidos p-cumarico e ferulico, respectivamente.

Todavia, a definicdo da parede celular em relacdo aos seus constituintes deve ser como
composicdo interativa de varias conectividades envolvendo moléculas simples de natureza
fendlica. Essa conectividade pode envolver como descrita anteriormente as ligac6es de éster e
ou éter associando orientacdo molecular por diferentes grupos funcionais. Os &cidos p-
hidroxicindmicos podem se ligar a lignina via ligagdes éter sobre os carbonos Ca, Cj e Cy ou
sobre o oxigénio fendlico da lignina, assim como ligado a parede celular na forma éterica e/ou
éster do carbono Cy (SHE et al., 2011). A Figura destaca essas ligagdes como possiveis entre
a lignina e a parede célula.
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Figura 9. Modelo de conectividade entre lignina e parede celular.

2.5. Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho constitui uma das ferramentas analiticas mais
importantes em laboratorios voltados para pesquisas na area da quimica e afins. A energia
denominada infravermelho corresponde a regido do espectro eletromagnético na faixa de
nimero de ondas que varia de 14290 a 200 cm™. A regido que apresenta nimero de ondas
entre 4000-400 cm™ é chamada infravermelho médio (PAVIA et al., 2010).

Assim como ocorre em outros tipos de absorcdo de energia, as moléculas, quando
absorvem radiacdo no infravermelho, sdo excitadas para atingir um estado de maior energia.
No processo de absorcdo em determinada frequéncias de radiacdo no infravermelho equivalem
as frequéncias vibracionais naturais da molécula em questdo, e a energia absorvida serve para
aumentar a amplitude dos movimentos vibracionais das ligacdes na molécula. Contudo, nem
todas as ligacGes em uma molécula sdo capazes de absorver energia no infravermelho, mesmo
que a frequéncia da radiacdo seja exatamente igual & do movimento vibracional.

Apenas as ligacdes que tem um momento de dipolo que muda como uma funcdo do
tempo é capaz de vibrar ao absorver radiacdo no infravermelho. Ligacfes simétricas, como as
do H; ou Cl,, ndo absorvem radiacdo no infravermelho. Para transferir energia, una ligacdo
deve apresentar um dipolo elétrico que mude na mesma frequéncia da radiacdo que esta sendo
introduzida. O dipolo elétrico oscilante da ligacdo pode, entdo, acoplar-se com o campo
eletromagnético da radiacdo incidente, que varia de forma senoidal. Assim, uma ligacdo
simétrica que tenha grupos idénticos ou praticamente idénticos em cada ponta ndo absorvera
no infravermelho (BARBOSA et al., 2008).

Atualmente os equipamentos com dispositivos computacionais equipados com
interferograma e Transformada de Fourier, permitem espectros mais preciso e mais rapidos
podendo ajustar com diferentes métodos de registros de espectros. Os espectros podem ser
obtidos através de trés técnicas operacionais: Transmitancia, Reflectancia Difusa (RD) e
Reflectancia Total Atenuada (ATR). No caso da lignina, a faixa dos espectros no
infravermelho médio esta entre 3500 cm™ e 400 cm™. Nesse contexto, Lin & Dence (1992)
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descrevem sucintamente as absorgdes de grupos funcionais e ligagdes em lignina assim como
substancias correlatas e madeira de forma geral.

2.6. Espectroscopia de RMN de **C

A Ressonancia Magnética é uma das técnicas espectroscoscopicas mais importante da
quimica organica. Ela é caracterizada por submeter um ndcleo com spin a um campo
magnético. Para isso deve-se observar que apenas 0s &tomos com massa ou nimero atémico
impares entram em ressonancia. Assim o atomo de **C, que como is6topo do **C ocorre na
natureza apenas com a abundancia de 1,1 %. Isso significa que em comparagdo com o
hidrogénio seu campo magnético deve ser 4 vezes maior para registrar sua ocorréncia, por
saber que a constante magnetogirica do carbono € 4 vezes menor do que a do hidrogénio. Os
estados energéticos dos spins do **C é +1/2 e -1/2, em um campo magnético sendo o primeiro
alinhado ao campo e o segundo oposto ao campo magnético externo (PAVIA et al., 2010). No
esquema abaixo pode de forma simplificada entender mecanismo de absorcdo de energia dos
spins do atomo de **C em um campo magnético M, (Figura 8). Atualmente os espectrdmetros
sdo conhecidos como RMN-FT pulsados, que facilita a absor¢do, tendo em vista que a
transformada de Fourier tem sido utilizado gragas a sofisticacdo dos softwares computacionais.

Bo

_E/'_l/z contra o campo
x +1/2 afavor do campo

E

’ : +1/2
Sem Campo Alinhamento
Figura 10. Estado energético de um nucleo de hidrogénio na auséncia e presenca de um
campo magnético externo sob um campo magnético os nicleos de *C precessam nas suas
respectivas fases de spin +1/2 e -1/2 (PAVIA et al., 2010).

A ressonancia de *C atualmente se apresenta com varias tecnologias de obtencdo de
espectros. Essas tecnologias levam a espectros unidimensionais desacoplados e DEPT, assim
como espectros bidimensionais, como 0s espectros nonoacoplados e heteroacoplados, como
HETCOR- (Correlacdo de Deslocamento Quimico Heteronuclear, HMQC e HSQC-Correlacdo
Heteronuclear de Multiplos Quanta e Correlacdo Heteronoclear de Unico Quantum
respectivamente), entre outras técnicas.

Entretanto tais ferramentas se aplicam em espectros registrados de amostras no estado
liquido, comuns para substancias de baixa massa molecular com solubilidade 6tima em
solventes principalmente organicos neutros e na maioria deuterados. Neste casso, a maioria de
substancias encaradas como extrativos sdo aptas para registro espectral utilizando solvente, o
gue para materiais insolliiveis como a madeira torna-se dificil o registro dos espectros. Com o
advento da técnica CP/MAS (Polarizacdo Cruzada e Angulo Magico de Spin) foram criadas
condicOes satisfatdrias para andlise de madeiras, lignina, celulose, e outros materiais de
interesse.

2.6.1. Polarizagéo cruzada

A polarizagdo cruzada pode ser alcancada por sequéncia de pulsos interrompida para
hidrogénio que permite a transferéncia de magnetizacdo de um nucleo mais abundante como o
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de hidrogénio para um nlcleo mais escasso como no caso do *C, sem o qual a relagéo sinal
ruido ndo permitiria a observacdo dos sinais, influenciando no tempo de decaimento (T1), ou
seja, transferéncia. (KOLODZIEJSKI & KLINOWSKI, 2002). Uma sequencia como a descrita
na Figura 9 pode ser interpretada como sequencias de pulsos de modo a manter o travamento
de spin do hidrogénio durante a transferéncia de magnetizacdo, isso acontece enguanto a
magnetizacdo do proton permanece com spin travado e um segundo transmissor de radio
frequéncia é ligado na frequéncia do **C por um tempo de contato tc.

I '

13C Transmissdo

DLI

13C Receptor

Figura 11. Acima o travamento de spin (spin locking) no sistema coordenada rotatorio e

abaixo sequéncia geral de pulsos para RMN CP/MAS (LIN & DENCE, 1992) .

Nota: td-tempo de atraso de pulso; tp-tempo para rearranjo da magnetizacdo; ti-tempo com transmissor
desligado; ta-tempo de magnetizacdo do proton-Traco vertical significa intensidade da Radio Frequencia (RF) e
a linha horizontal tempo do pulso, DLI-Decaimento livre de indugéo.

2.6.2 MAS-Angulo Mégico de Spin

A diferenca entre uma amostra solida e uma liquida depende da extensdo e do tipo de
movimento molecular o que vai interferir em diversas interagdes entre spins. Supondo dois
spins de protons em fase onde cada um experimenta 0 campo magnético do outro isso gera um
acoplamento direto conhecido como acoplamento dipolo-dipolo.

Uma equacéo simplificada representando este fendmeno esta descrita a seguir, onde:
3 cos2¢-1=0
Cos p=(1/2)"
@= 54.74°-54°44

Este angulo é entdo chamado angulo magico que permite as amostras anisotropicas
como os materiais lignocelulosico a terem seus espectros registrados numa relacdo boa entre
sinal e ruido. A figura seguinte define melhor a equagdo supracitada onde ocorre a interagdo
dipolar internuclear (Figura 10).
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Figura 12. Acima o travamento de spin (spin locking) no sistema coordenada rotatério e
abaixo sequéncia geral de pulsos para RMN CP/MAS Interacdo dipolo-dipolo de um par de
spin (PAVIA et al., 2010).

Arotacédo do tubo é uma técnica que melhora os sinais restringindo o aparecimento de

sinais de bandas laterais de spin. Isso permite aproximar uma amostra anisotroprica das
amostras isotropicas. A Figura 11 detalha um rotor de dngulo magico.

BO
N\
Capsula J

Unidade de ar

Rotor
Unidade de U

Estator/rolamento de ar e bobin de
RF

Figura 13. Diagrama do girador do angulo méagico.

2.7. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma técnica cromatografica que permite
separacdo e, se combinada com outras técnicas, a identificacdo de diversos tipos de
substancias. Para cada tipo de substancia analisada, devido a propriedades muitas vezes
diferentes, utiliza-se um tipo diferente de técnica. As técnicas em CLAE, assim como em todos
0s outros tipos de cromatografia basea-se na diferenca de polaridade entre as fases movel e
estacionaria.

Um exemplo de sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia se encontra
conforme Figura 14.
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Figura 14. Esquema de um sistema de CLAE (RANKE, 2007).

A cromatografia como método analitico somente surgiu no inicio do século passado,
podendo considerar o ano de 1900 como marco inicial das analises cromatogréficas.

Desde a época de David Talbolt Day e Mikhail Tswett (pioneiros da técnica) muito
processos foram sendo criados, outros reformulados, outros tendo seu principio de
funcionamento aperfei¢oado.

Dentre as diversas modalidades de CLAE, os métodos mais difundidos por sua
aplicabilidade sdo as de fase normal e as de fase reversa.

O sistema de cromatografia em fase reversa consiste de uma fase estacionaria de menor
polaridade e uma fase movel de maior polaridade, enquanto que em sistemas de fase normal
ocorre o inverso. Isso permite uso de fases menos toxicas e de menor custo, como metanol e
agua; tipos diversos de fases estacionarias; rapido equilibrio da coluna apés a mudanca da fase
movel; facil emprego de eluicdo por gradiente; maior rapidez em analises e boa
reprodutibilidade dos tempos de retencdo (COLLINS et al., 2002). Além disso, sdo muito
aplicadas a separacdo de solutos de diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades
quimicas em um fluxo liquido (SILVA, 2007).

Basicamente, um sistema de CLAE é constituido por cromatégrafo composto de
bomba, coluna cromatografica, detector e registrador (DEGANI et al., 1998; PERES, 2002).

Na CLAE a fase movel deve ser um solvente que dissolva a amostra sem que qualquer
interacdo quimica ocorra entre ambas. A fase estaciondria precisa ser compativel com o
detector, tendo polaridade adequada para permitir separacdo adequada dos componentes da
amostra. A coluna cromatogréafica, por sua vez, deve ser confeccionada de material inerte,
resistente altas pressdes. Os detectores, por sua vez, devem apresentar ampla faixa de
aplicacdo, por exemplo, detectores espectrais (PERES, 2002
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material

Para realizacdo das analises, foi utilizado bagaco de cana-de-agucar (Saccharum spp) da
variedade rb867515, doado pelo Campus Dr. Leonel Miranda da UFRRJ. As analises foram
conduzidas no laboratério de Quimica da Madeira do Instituto de Florestas e na Central de
Ressonancia Magnética do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas, ambos
da UFRRJ.

3.1 Preparo das amostras livres de extrativo

A amostra foi pré-tratada com agua quente para eliminar o excesso de aglcar de forma
a garantir sua integridade quimica e morfologia durante o armazenamento. Para preparo das
amostras livres de extrativos, a amostra foi moida e peneirada, sendo utilizado material retido
em peneira de 20 mesh (SLUITER et al., 2008). Este material foi entdo submetido & extracéo
em aparelho tipo sohxlet por 24h com etanol e depois com agua bidesionisada quente. Nesta
extracdo, foi usado etanol de grau PA. A extracgéo foi realizada de acordo com Sluiter (2008).
Em seguida, este material foi extraido utilizando agua bidesionisada quente em um Becher de
500 ml. A cada hora, foi realizada troca de agua, como forma de eliminar os acucares liberados
no meio.

3.2 Ozondlise

O material pré-extraido passou por um teste de absorcao de agua para definir o melhor
tempo de maior absor¢do de agua, em seguida o material foi entdo colocado em um
ozonizador adaptado de um coluna de vidro, conforme mostrado na Figura 15.

Figura 15. Reag&o de ozonolise conduzida em uma coluna de vidro.
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Nela foi introduzida o 0zonio produzido pelo ozonizador da marca ClearWater, modelo
PRO 400 (Figura 16). O 0z6nio em excesso foi eliminado em uma solugéo de KI durante todo
0 processo de ozondlise (Figura 15). A producdo de ozonio foi calculada conforme American
Water Works Association (1985). Este método consiste em uma série de célculos baseados em
iodometria, isto é, quantificacdo indireta de iodo presente em uma solucao.

Adiciona-se na coluna de ozonizacdo um volume de 500 ml de solucdo de iodeto de
potassio 2% (KI) o 0z6nio tem a capacidade de liberar o iodo, onde:

O3+2K| + Hzo _>|2+02+2KOH

No processo de ozonizacdo a solugdo de KI, rapidamente, torna-se alcalina. Apos a
ozonizagdo, a solucdo de Kl ozonizada é acidificada com &cido sulfdrico 1N. Através da
acidificacdo, faz-se com que o iodo seja liberado. O iodo liberado é titulado com solucédo
padrdo de tiossulfato de sodio (Na,S,03) usando solucdo de amido como indicador. Na coluna
lavadora de gases contendo 500 ml de solucdo de KI 2% (KI) o ozbnio é borbulhado por 5
minutos. Logo apos, coleta-se 200 ml de solucéo de Kl ozonizada da coluna de ozonizagao,
fixando-os com 4 ml de solugédo de acido sulfurico 1N; Apds fixacdo, titulou-se a amostra da
coluna de ozonizacdo com Na,S,03 0,0243N, até que ocorresse mudanga de coloragédo para
amarelo-palha; A partir dai, adicionou-se 2ml de solugdo de amido na amostra da coluna de
ozonizacgdo, tornando a amostra azulada. A mudanca de coloracéo foi o indicativo que houve
iodo reduzido na solucao. Adicionou-se Na,S,0; 0,0243N até que a cor azulada desaparecesse
por completo, tornando a solugéo transparente. Tomou-se o volume total de Na,S,;0; 0,0243N
gasto.

Obtendo-se todos estes dados, foi realizado o calculo para obtencdo da produtividade do
ozonizador. A formula utilizada foi:

P N, x4, x V,, x 24000 x 60
columa V. xtx1000

amosira

Onde:

Peolna = producéo de ozdnio dentro da coluna de ozonizagéo, (g O3/h);

N, = normalidade do tiossulfato de sodio, (0,0243);

AVt =vf-vb

vf = volume de tiossulfato consumido na titulacdo da amostra (ml);

vb = volume de tiossulfato consumido na titulacdo do branco (ml);

Vi = volume da solucéo de iodeto de potéassio 2% (KI) ozonizada, (500 ml);
Vamostra = VOlume da amostra coletada para a titulagéo, (200 mL);

t = tempo de aplicacdo do 0zdnio na coluna de ozonizacdo, (5 minutos);
24000, 60, 1000 = fatores de conversdo para obtencdo da producao em g/h.
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Figura 16. Ozonizador utilizado no experimento.

As reacdes de ozondlise foram realizadas com o material (bagaco de cana) em
condicGes de pH 4.0, 6.5 e 8.0 por tempo de 2, 4 e 6 h cada, de modo que foram realizados 9
tratamentos. Inicialmente o material foi submetido a moagem em um moinho de facas do tipo
Willey e em seguida homogeneizado. Para controle do pH, foram utilizadas solu¢des de NaOH
1% e acido acético 1% v/m, respectivamente, para reducdo do tamanho, e em seguida, em
moinho de bolas, para completa pulverizacdo do material. Para as analises subsequentes tanto
o material controle quanto os produtos de ozondlises foram submetidos a moagem em um
moinho de bolas giratdrio.

3.3 Analise por RMN *C

O po6 do bagaco de cana com extrativo e livre de extrativos foram moidos em um
moinho de bola giratorio. Com o material pulverizado foram feitas analises por ressonancia
magnética nuclear de carbono 13 (RMN **C) CP/MAS no estado s6lido. O aparelho utilizado
foi um Bruker 400 MHz (BRUKE AVANCE 2)(Figura 17), dotado de rotor de 4 mm. A
técnica utilizada foi CP/MAS, giro de 8000 Hz com polarizacdo cruzada.
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Figura 17. Espectrometro de RMN de Hidrogénio e de *C. Ao fundo, rotor eletromagnético,
usado em conjunto com o aparelho.

3.4. Analise espectroscopica no infravermelho

Do mesmo material (moido em moinho de bolas), e tratados com ozdnio em diferentes
condicgdes foi utilizado 1 mg, em seguida homogeneizado em 100 mg de Brometo de potassio
(KBr). Com esse material foram confeccionadas pastilhas de KBr para registros dos espectros
no espectrémetro de Infravermelho por Transformada de Fourier, em um espectrometro
(VARIAN 640-IR FT-IR spectrometer). O aparelho (Figura 18) operou em modo de
trasmitancia com resolugdo de 4 cm ™, 128 varredura, amplitude espectral de 4000 & 400 cm™,
atenuaco 7. A relacdo comparativa dos sinais dos espectros em 1634, 1600, 1250 e 1330 cm™
foi feita pela razdo entre a intensidade do sinal alvo e a intensidade do sinal em 1500 cm™,
utilizado como sinal padrdo por nao sofrer alteracdo da intensidade causado pelos substituintes
do anel aromatico.
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Figura 18. Espectrémetro de infravermelho acoplado a um microscopio, responsavel pelo
registro dos espectros.

3.5. Isolamento do acido p-cumarico das amostras lignocelulosicas

Para identificar a presenca de acido p-cumarico nas amostras lignoceluldsicas, foi
utilizada a metodologia conforme Deschamps & Ramos (2012). Foi utilizado 50 mg de bagaco
de cana livre de extrativos e acucares e tratado com NaOH 1% e com material oriundo de
ozonolise (TAPPI, 1979). A partir dos mateirais lignocelulésicos anteriomentes descritos cada
um foi extraido com 5 ml de NaOH 1M em um tubo de ensaio por 24 horas e encubado a
20°C. Em seguida, o material foi filtrado com auxilio de um funil de placa sinterizada e lavado
com agua bidesionizada, sendo o filtrado acidificado para o pH 2,5 com adi¢do de uma solucao
de HCI (1:1). O volume final foi completatado com agua ate atingir 10 ml. Apds uma noite na
incubadora o material foi centrifugado (13.000 rpm) por 5 minutos, sendo deixado em
congelador até o momento da analise. Para as injecfes no cromatdgrafo, as amostras foram
descongeladas e novamente centrifugadas sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente.

3.6. Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para analise por CLAE, utilizou-se uma amostra de acido p-cumarico (marca Fluka)
como padrdo, através do qual foi realizada uma curva de calibracdo. Este foi dissolvido em
metanol para preparo de solucdo estoque na concentracdo de 100 pg/ml, que por sua vez, foi
diluida em cinco concentracGes diferentes para a montagem da curva de calibracéo.

O cromatdgrafo Shimadzu HPLC, (Figura 19) é composto por duas bombas LC-20A,
DAD (detector de arranjo de diodos) SPD-M20A (Shimadzu), forno da coluna CTO-20A
(Shimadzu) e sistema da controladora DGU-20A;. A esse sistema foi acoplada uma coluna
C18 (250 x 4,6 mm, 5 um). A fase movel foi composta por metanol-acido férmico 0,8% e
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agua na proporcdo de 6:4, eluicdo isocratica. A razdo de fluxo foi mantida em 1mL/min e o
volume de injegdo 20pL. O comprimento de onda para detecgédo foi fixado em 326 nm e a
temperatura da coluna foi mantida em 35°C.

DGU20A) (2

Figura 19. Sistema de CLAE da marca shimadzu.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Produtividade do ozonizador

Para o calculo da produtividade de ozdnio, foram realizadas duas repetices. Os dados
obtidos foram inclusos na Tabela 1.

Tabela 1. Producdo de ozdnio em mg/h:

Primeira titulagdo Na,$,0, | Segunda Titulagdo Na,$,0, | Diferenca P otuna
A 30.24 4.03 26.21 0.41
B 31.44 5.12 26.32 0.41

4.2. RMN *C CP/MAS

Os espectros das amostras do material lignoceluldésico assumem caracteristicas
peculiares e de facil reconhecimento em decorréncia da sua composi¢do multipla formada pela
celulose, hemicelulose e lignina. Apos pré-tratamento com solvente (etanol) as amostras foram
submetidas a0 RMN **C.
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Os espectros CP/MAS do material lignoceluldsico com e sem extrativos e submetidos a
ozonolise foram interpretados segundo as regides entre 0 e 200 ppm para facilitar as anélises
comparativa (Figura 20).
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Figura 20. Espectro CP/MAS do bagaco de cana com extrativos e com delimitacdo da regido
de deslocamento quimico.

Na regido entre 0 a 50 ppm foi possivel observar provavel pico caracteristico de
suberina que é comum em monocotiledoneas com ocorréncia entre 30 e 33 ppm (caracteristico
de carbonos metilénicos em grande quantidade), em 110-160 ppm (aromaticos e alcenos), e
172 ppm (carboxilicos). O sinal em torno de 50-56ppm e entre 105 e 160 ppm, séo
caracteristicos de presenca de acido ferulico e/ou de acido p-cumarico também encontrados na
parede celular. Tais atribuicdes mostram que nos espectros de RMN **C CP/MAS do bagaco
de cana-de-acucar do material ndo extraido apresenta sinais equivalentes, principalmente em
29-33 ppm relativamente intenso, revelando a presenca de carbonos (-CH-)n, caracteristico da
cadeia alifatica das suberinas. Os espectros de RMN CP/MAS do bagaco de cana-de-acucar
pré-extraido com etanol/agua ndo apresentaram sinais caracteristicos de suberina, mostrando
se tratar de uma composicao baseada na celulose, hemicelulose e lignina.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos da lignina sdo relativamente complexos,
entretanto, pode-se atribuir alguns sinais de espectros de alguns modelos utilizados para
determinacdo estrutural da lignina (Figura 21), principalmente dos monolignois como 0s
alcoois p-hidroxinamilicos, p-hidroxicinamaldeidos e &cidos p-hidroxicindmicos (Tabela 2).
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. Tabela 2. Deslocamento quimico calculado de carbonos de precursores da lignina.

ESTRUTURAS

HO

FENILPROPANOIDICAS C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C9
9
CH,OH
128,82 127,81 115,70 157,03 115,70 128,81 129,77 127,07 62,81
HO™ 4 3
CH,OH
129,31 109,38 147,57 146,26 115,23 120,05 130,20 127,19 62,92
HO'
OCH,
CH,OH
HaCO
128,20 103,93 147,95 135,50 147,95 103,94 130,43 127,58 56,22
HO
OCHg
CHO
/@j 126,04 131,14 116,36 160,87 116,36 131,14 153,57 126,06 193,80
HO
CHO
126,60 111 150,01 147,99 115,65 124,19 153,63 126,36 193,75
HO
OCH,4
CHO
H4,CO
125,39 106,61 148,16 139,21 148,16 106,61 125,39 126,71 193,59
HO
OCHj
COOH
/@)/ 126,10 130,44 116,19 160,01 116,19 130,44 145,32 115,50 168,58
HO
COOH
126,31 111,25 148,17 149,40 115,73 123,07 145,05 115,63 168,24
HO
OCHg
COOH
H4CO
125,39 106,44 148,45 138,74 148,45 106,44 145,86 116,18 168,62

OCH,3

Os deslocamentos quimicos sofrem alteragdes em decorréncia das ligagdes formadas
entre as unidades estruturais do tipo condensadas e eterificadas, 1sso ocorre em diferentes

grupos botanicos, assim como em células, camadas celulares e entre camadas das lamelas.

Como exemplo de estrutura condensadas estdo as estruturas com ligages constituidas
fortemente entre Carbono-Carbono, enquanto as ligacGes eterificadas envolvem a participagdo
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de um atomos de oxigénio que conectam unidades ou ligndis terminais.

Os espectros desses materiais ozonolizados foram submetidos a espectroscopia de *C
CP/MAS. O espectro da amostra natural (ndo extraida) mostrou algumas diferencas esperadas
por se tratar de um material com varias substancias, além dos componentes estruturais da
parede celular, interferindo na precisdo da interpretacdo, embora aparentemente pouca
diferenca foi observada na regido aromatica e na regido alifatica entre 20 a 40 ppm. O sinal em
torno de 170 ppm também mostrou-se acrescido em intensidade talvez por apresentar varias
substancias que contém éster alifatico, embora a modalidade da técnica utilizada no registro do
espectro ndo permita avaliacdo quantitativa. No espectro do material controle (livre de extrato
etanolico) pode se observar o perfil do sinal entre 160 e 180 ppm, segundo Lin & Dence
(1992), as absorcBes em 163-180 ppm (grupo carboxilico de lignina), 173 ppm (CO;) em
grupos acetilicos de hemiceluloses ou 165-167 ppm de (:C=0) em Ar- COOH, ou 162 ppm
(C-4) em Ar-COOH e 163-180 ppm (grupo carboxilico de lignina). Também foi observado que
este material possui lignina com S3/5e, G4e mais do que S3/5f, G3 em 152-142 ppm (LIN &
DENCE, 1992; WIKBERG, 2004). A absorcao de éster alifatico cai em campo mais baixo do
que em ésteres ou acidos conjugados como € o caso do acido p-cumarico. Ha percepcao de
que o tratamento com 0zonio durante 2 horas pouco se alterou nas condi¢cGes de andlise,
ocorrendo uma mudanca mais expressiva no tratamento de 6 horas. Os sinais entre 140 a 172
ppm se apresentam com melhor definicdo espectral. Outras mudancas ndo foram percebidas,
até mesmo entre a celulose e hemicelulose (Anexo 7.3.1 - 7.3.11.)

As amostras submetidas ao tratamento de 6 h em meio alcalino revelaram modificacdes
nos sinais entre 172-152 ppm, mostrando a supressdo de um ombro que justifica presenca de
acido cumarico. Foi observado também o desaparecimento de um ombro em 168 ppm. Outras
modificacdes foram observadas em 148 ppm (S3/5f, G3)

A Tabela 3 apresenta deslocamentos quimicos CP/MAS das amostras tratadas em meio
alcalino e em meio acido.
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Tabela 3. Atribuicdo dos deslocamentos quimicos (LIN & DENCE 1992; RESENDE et al.
2011; WIKBERG, 2004).

Deslocamento Atribuicdo Amostra com extrato Amostra sem extrato

guimico em ppm

173 COO- de grupo acetilico de Presente Presente

hemiceluloses
165-167 C=0 alfa em Ar- COOH Ausente Ausente
163-180 Grupo carboxilico de lignina Ndo observado N4o observado
162 C-4 em Ar-COOH Ausente Ausente
153 S 3/5e, G 4e Presente Presente
148 S 3/5f, G 3 Presente Presente
146 G 4f Presente Presente
136 S 1/4e, Gle Presente Presente
133 S 1/4f, G1f Presente Presente
120 G6 Presente Presente
116 G5 Presente Presente
112 G2 Presente Presente
105 C-1 de celulose Presente Presente
102 C-1 de hemiceluloses Presente Presente
89 C-4 de celulose cristalina Presente Presente
84 C-4 celulose amorfa Presente Presente
72-75 C-2/C-3/C-5 de celulose Presente Presente
65 C-6 de cellulose cristalina Presente Presente
62 C-6 de cellulose amorfa Presente Presente
56 OCHjs de lignina Presente Presente
29-33 -(CH2)n- suberina Presente Ausente
21 -CH; de grupo acetilico de Presente Ausente
henicelulose

O formato do sinal entre 120 e 160 ppm, atribuido S3/5e, G4e/S 3/5f, G3/G4f , e
mostrou que o sinal com centro em 150 ppm e 130 ppm séo relacionados as essas atribuicdes.
A intensidade maior do sinal em 56 ppm revelou a condi¢éo de cadeia lateral do tipo S3/5e, G4
e que é mais intensa em todos espectros, entretanto nos tratamentos alcalino e acido nos pH 8
e 4, respectivamente foram modificados (LIN & DENCE, 1992).

OH

H3CO CH,0H

)
H4CO
H4CO F

p-O4

COH

Figura 21. Exemplos de estrutura etérica (éter p-alrilica) e estrutura condensada furanica-
furénica.

4.3. Infravermelho

Os espectros no infravermelho registrados das amostras controle (Figura 22) e tratadas
com ozonio foram registrados no modo transmitancia, entretanto os resultados foram
significativos mesmo se tratando de madeira com relacdo as alteracGes observadas nos
tratamentos. O espectro da amostra controle revelou sinais caracteristicos de presenca de
hemicelulose, celulose e principalmente lignina, foco da analise. Essas absor¢des foram
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descritas segundo Lin e Dence (1992). As intensidades relativas comparativas entre sinais
foram baseados na raz&o da intensidade do sinal alvo pela intensidade do sinal em 1500 cm™ de
cada espectro. Os espectros foram todos normalizados. A Tabela 4 mostra as absorc¢des
relativas a amostra controle.
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Figura 22. Espectro no infravermelho da amostra controle.

Tabela 4. Atribuicdo dos principais sinais da lignina do espectro no infravermelho
(amostra controle (LIN & DENCE, 1992)).
1

cm Atribuicdes
3420 Estiramento de O-H
2925 Estiramento de C-H de grupos metilicos e metilénicos
1737 Estiramento de C=0 de grupos éster de carboidratos
1634 Estiramento de C=0 em cetonas ou aldeidos conjugados
Vibragéo do esqueleto aromatico com estiramento de C=0, S > G, G
1575 -
condensado > eterificado.
1513 Vibragdo do anel aromético
1461 Deformacdo assimétrica de —CH; e CH,
1378 Estiramento de CH e CHj5 alifatico exceto OCHj,
1324 Vibragéo do anel siringilico com contribuicdo do estiramento de C=0 de
estrutura condensada
1254 Vibragdo do anel guaiacilico com contribuicdo do estiramento de C=0
1159 Estiramento de C=0 de éster conjugado tipico de lignina HGS

Foi observado que a reacdo foi eficaz nas ultimas horas de tratamento neutro. Os
espectros revelaram as transformac6es que levaram as mudancas na estrutura da lignina apds,
2, 4 e 6 h tornando-a provavelmente uma lignina residual de estrutura mais condensada. O
sinal em 1735 cm-1, sinal residual correspondente a estiramento de *C=0O de éster
principalmente de hemicelulose e do acido p-hidroxicindmico mudou pouco nas primeiras duas
horas de reacdo, porém nas 2 e 6 horas modificou bastante, tendo em vista que, em 4 e 6 horas
o sinal residual reduziu intensamente, significando que grande parte foi degradada apds
ozondlise. O sinal em 1634 cm™ que corresponde ao estiramento de *C=O em cetonas ou
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aldeidos conjugado, mudou intensamente somente nas duas ultimas horas. O sinal em 1604 cm
' indicou que houve mudanca na estrutura da lignina residual, sendo considerada mais
condensada do que a lignina original apos 4 e 6 horas de reagdo. O sinal em 1356 cm™ que
corresponde a respiragio do anel siringilico, e o sinal em 1256 cm™ modificaram de intensidade
em 2, 4 e 6 horas de reagdo, porém em 4 e 6 horas manteve-se 0 mesmo nivel de intensidade
de ambas os sinais, significando que a ozonolise em meio neutro apds 2 e 6 horas manteve-se
sem alteracdo no que diz respeito aos teores de metoxila residual. Em 2 horas houve uma
perda pequena de metoxila tendo em vista maior intensidade do sinal. Portanto somente apds 4
horas a reacdo foi significativa. A reacdo em 6 horas ndo foi significativamente diferente da
reacdo em 4 horas (Figura 25).
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Figura 23. Espectros no infravermelho das amostras tratadas em meio neutro.
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Figura 24. Valores relativos de intensidades dos sinais dos espectros das amostras tratadas em
meio neutro.

Ao contréario do tratamento neutro, a reacdo em meio basico foi significativas nos duas
primeiras horas, observando que o sinal residual em 1735 cm™ teve sua intensidade bastante
reduzida levando provavelmente a um contetudo de grupamento éster a pequena concentracdo
na biomassa apds as primeiras horas de tratamento, e a um intensidade mais alta em 6 horas de
tratamento, a qual provavelmente conduziu a degradacdo da lignina principalmente destruindo
a fracdo aromatica. O sinal residual em 1636 cm™ que corresponde cetona e/ou aldeido
conjugados também revelou uma diminuicdo substancial nas 4 horas iniciais do tratamento,
enquanto em 6 horas esse mesmo sinal apresentou-se com alta intensidade revelando alta
concentragdo. O sinal em 1605 cm™ apresentou-se variavel em 2 horas, 4 horas e 6 horas,
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mostrando que a lignina antes eterificada em 2 horas passou a ser condensada em 4 horas e
voltou ser etereficada em 6 horas de tratamento. Em 2 e 4 horas o tratamento com 0z6nio
evidenciou preferéncias por unidades siringilicas pelos sinais residuais menos intensos em 1326
cm™, ao contrario de 6 horas onde o sinal mostrou-se bastante intenso. Em 1251 cm™ os sinais
correspondentes a respiracdo do anel guaiacilico foi alterado para um intensidade menor nos
tratamentos 2 e 4 horas e sensivelmente maior em 6 horas (Figura 26).
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Figura 25. Espectros no infravermelho das amostras tratadas em meio bésico.
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Figura 26. Valores relativos das intensidades dos sinais dos espectros das amostras tratadas
em meio bésico.

Em meio &cido a reacdo ozondlise com relacdo ao sinal residual em 1735 cm™ mostrou
gue em 2 e 4 horas houve perda de grupamento éster relativamente semelhantes e intensamente
em 6 horas, enquanto da mesma forma do tratamento neutro a lignina tornou-se mais
condensada, provavelmente liberando os terminais cumarilicos, evidenciados pelo sinal em
1605cm™. A perda de grupos éster conjugados e unidades estruturais com carbonilas ceténicas
e aldeidicas foram afetadas fortemente a partir de 2 horas, mantendo-se constante também
durante 6 horas. Houve também provavel atuacdo do ozonio nas unidades siringilicas em 2, 4 e
6 horas, de forma alternada com base na absorco residual em 1326 cm™, enquanto houve uma
diminuigdo progressiva nas unidades guaicilicas no decorrer do tempo, chegando ao minimo
apds 6 horas de tratamento observado pelo residual sinal em 1251 cm™.
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Figura 27. Espectros no infravermelho das amostras tratadas em meio acido.
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Figura 29. Valores relativos de intensidades dos sinais dos espectros das amostras tratadas em
meio &cido.

4.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A determinacdo do acido p-cumarico foi realizada através da Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). As comparacdes foram feitas com base na determinacdo da
concentracdo do &cido p-cumarico da amostra controle que revelou um valor de 96,91 mg/ml
(Figura 30)
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Figura 30. Cromatograma da amostra controle do bagaco de cana

Os resultados levaram a observar algumas mudangas nos cromatogramas de cada
amostra tratada com ozénio. Utilizando-se 0o metodo que emprega, metanol-agua &cido
formico (GEETHA et al., 2011), foi possivel realizar uma andlise quantitativa, atraves do uso
de um padréo do &cido p-cumarico (Fluka) com tempo de retencéo de 4,59 min. Vale destacar
a queda brusca da concentragdo original de 96 pg/ml da amostra controle em relagdo as
concentragdes obtidas apds os tratamentos, respectivamente, em condi¢do neutra 6h (4,9
pg/ml), bésica 2h (7.5 pg/ml) e acida 4h (9.5 pg/ml)(Figura 31). Foi observado nos
cromatogramas das amostras tratadas com o0zonio o surgimento de novos picos revelando a
formacdo de subprodutos em decorréncia de reacGes secundarias durante o processo de
ozonolise o que coaduna com os resultados experimentais de Andreozzi (1994), confirmando a
formacdo de outras substancias nas amostras. N&o foi observada a presenca de acido ferulico,
apesar da observacdo de Deschamps et al. (2011). Tal fato pode também ser atribuido ao
ajuste sinal/ruido que possivelmente suprimiu os picos de menores intensidades.
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Figura 31. Cromatograma mostrando as concentracdes do &cido p-cumarico residuais nas
amostras tratadas com 0zonio em diferentes condicfes de pH e tempo de reacéo.

Nos tratamentos em condi¢cdes neutras houve uma perda significativa de acido p-
cumarico e em seguida em 4 horas houve uma diminuicdo menor de acido p-cumarico seguido
de 6 horas, que revelou entre todos os tratamentos a maior concentracdo de acido p-cumarico
degradado durante a ozonolise. Em condigdes basicas ap0s 2 horas de reacdo, o &cido p-
cumarico foi significativamente degradado; entretanto, nos passos posteriores houve
diminuicdo do &cido p-cumérico degradado e em 6 horas a quantidade foi menor ainda
promovendo um alto teor de acido p-cumarico residual na amostra analisada. Em condic6es
acidas nas duas horas iniciais houve diminuicdo de é&cido p-cumarico, porém ndo
significativamente como em 4 horas e em seguida aumentando em 6 horas. Esta evidente que
ha uma variacdo extrema entre cada tratamento e dentro dos proprios tratamentos. E possivel
observar que o comportamento das amostras nas reacdes deve-se claramente as condicdes de
pH. As variacdes alternadas de &cido p-cumarico residual ndo permitiram qualquer especulacao
sobre 0 mecanismo de acdo do ozbdnio, tendo em vista tratar-se de uma composicdo
multimolecular com ingredientes quimicamente heterogéneos com alta propriedade de
anisotropia e composicdo anatdémica distintas, incluindo aqui a presenca de tecidos das regifes
dos nos e entre nos, vasos condutores, tecido parenquimatoso fibras e fibrotraqueideos, entre
outros. Cada elemento possui composicdo diferente e com variacdo temporal durante a
deposicdo. Outro fator que deve ser considerado é o fato que a parede secundaria detém
grande quantidade de lignina e também alto teor de acidos p-hidroxicindmicos constituindo
barreiras para acdo de qualquer reagentes. E também relevante citar que a regido de fronteira
detém maior concentracdo de acido p-cumarico fazendo a conectividade entre lignina e a
parede celular em cana-de-acucar.
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4.5. Teor de Lignina

Os valores de teor de lignina (Método de Klason) em amostras tratadas com 0z6nio
revelaram, em comparacdo com o teor de lignina da amostra controle, uma reducédo
progressiva em todos os tratamentos. Sendo em meio bésico no contexto geral a condi¢do
mais favoravel, entretanto em condi¢do neutra a reagdo foi semelhante em termos de lignina
degradas em 6 horas, com o tratamento basico e tratamento neutro (Figura 32).
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Figura 32. Teor de lignina das amostras

Pode-se observar conforme a Figura acima que no meio neutro houve uma diminuigéo
do teor de lignina residual com perda de 7,55%; 8,72% e 13,78% em relacdo ao valor original,
de 24% para os tempos de 2, 4, e 6h, respectivamente. Quanto ao tratamento da amostra em
meio basico, as perdas na mesma ordem de tempo de reacdo foram de 11,70%; 13.83% e
9.35%, respectivamente. Em meio &cido, esses valores foram de 6.67%, 6,67% e 13,04%,
ainda seguindo a ordem dos tempos de reacdo. Neste contexto, podemos entdo observar que,
para o bagaco de cana, o tratamento mais eficiente foi o tratamento em meio neutro, devido
aos teores de lignina atingidos e ao fato de que houve uma tendéncia progressiva de
diminuicdo do teor de lignina. Quanto ao meio basico, houve uma tendéncia na perda de
lignina até 4h, observando-se um aumento do teor da lignina residual no periodo de 6h. Ja o
tratamento acido apresentou resultados similares aos tratamentos neutros, mantendo-se uma
deslignificacdo constante até 4h, quando ocorre uma queda em 6h. Os valores de teores
calculados mostrados na Figura 32 demonstra que nos tratamentos neutro e basico houve
degradacdes mais proeminentes, entretanto ha a necessidade de outros experimentos a serem
realizados em outras condi¢des de reacao de ozondlise.

33



5. CONCLUSAO

As analises das amostras tratadas com ozonio revelaram que o tratamento foi favoravel
a diminuicdo dos parametros que causam a recalcitrancia. Na condigdo neutra a concentracdo
do &cido p-cumarico residual foi a menor, assim como o teor de lignina em 6 horas. Neste
contexto, a reacdo de ozondlise provavelmente diminui a recalcitrdncia da parede celular,
portanto, a reacdo deve favorecer a digestibilidade enzimética. Essa rea¢do também levou a
formacdo de lignina residual menos condensada.

Na condicéo de pH é&cido a lignina residual foi mais condensada, mostrando a seletividade do
0zonio durante a reacdo. Neste caso, a lignina residual (condensada) resistiu a degradacdo com
eliminacdo de unidades terminais etéricas, levando a supor que a reacdo de ozondlise atingiu
preferencialmente a regido de fronteira entre lignina e a parede celular, inversamente da reacéo
em condicdo neutra. Em termos quantitativos todos o0s experimentos mostraram reducao
significativa do teor de lignina, sendo a condi¢do neutra de 6 horas aquela que apresentou
menor teor de lignina, muito embora, proxima as demais condi¢des de pH.

O emprego dessa metodologia permitird maior utilizagdo da biomassa lignocelulosica
para uso energético, principalmente para a producdo do bioetanol e para uso alimentar. Tal
fato devera contribuir para a maior acessibilidade enzimatica a parede célular, ao mesmo tempo
que a eliminacdo parcial da lignina devera conferir maior caracter de hidrofilicidade das
amostras.
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7. ANEXOS

7.1: Cromatogramas em CLAE
7.1.1: Curva de Calibragéo.

==== Shimadzu LCsolution Calibration Curve ====

<Calibration Curve>

ID# i1

Name : Ac. Para cumarico
Quantitative Method : External Standard
Function : f(x)=7.25242e-006*x+0.659972

Rr1=0.9995290 Rr2=0.9990582
MeanRF:8.13137e-006 RFSD:6.79248e-007 RFRSD:8.35342

FitType : Linear
ZeroThrough : Not Through
WeightedRegression :None
Detector Name : PDA
Conc.
[*1071]
20 [ [ # [Conc(Ratio) Area |
I 2.000| 217087.5]
16 [ | 2147220]
o |2 | 6000| 722817.0|
1.2 \ ‘ | 717275.9]
O [ [ 8 10.000|  1263490.4 |
08/ || [ | 1244461.2|
: ‘ 4 | 14000] 1866119.7|
04 \ | | 1807053.7
. | 5 | 18000 2415338.1]
00! | 2410139.9]
0. 0.5 1.0 15 20 29

Area [*10"6)

7.1.2. Tratamento Controle:

Area |
217087 |
214722
722817
717276

1263490 |
1244461 |
1866120
1807054
2415338
2410140
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C:\LabSolutions\Data\Sinc do BrasiNTreinamento_100512\Ac. paracumarico\16-11-12\Cana01.lcd

mAU
4 8 PDA Muti 1
| f«
1 »
1000
1
| |
1
5001
g g% 58 g 8 2 &
0 e A [ N 8 5 A U, ANV (A S |
1 = = T
0.0 25 5.0 7.5
min
1 PDA Multi 1/322nm 4nm
PeakTable
PDA Ch1 322nm 4nm o )
| Peak# Ret. Time Area __ Height Arca % Cone.
L 1 2.150 8207 429 0.056 0.000
( 2 3.030 67010 8093 0.461 0.000
[ 3 3197 107564 18306 0.740 0.000
4 3319 149817 15368 1.030 0.000
s 3.908 405943 19017 2791 0.000
6 4263 59692 6178 0410 0.000
7 4.480 86848 10821 0.597 0.000
8 ~ 4.687 13272009 1398239 91.248 96.914
9 5.650 108217 4160 0.744 0.000
10 6.179] 42256 1373 0.291 0.000|
11 7.143 8595 355 0.059 0.000]
12 7.897 228857 18071 1.573 0.000|
| Tota 14545016 1500410 100.000] fi

7.1.3. Tratamento acido 2h

<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Sinc do BrasilTreinamento_100512\Ac. paracumarico\(08-02-13)II\Acida 2h01.Icd

mAU o - R -
8 PDA Mutti 1!
l<
J 11
i |
100-| [ 1
4 | {
4 / |
4 | | |
[ | \
50 [
‘ |
e 1
. g/ l \ ‘
{ g P
o ~ |
0+ - . - { } SN I — —
r - T T T T : — T ™ —_ T
0.0 25 5.0 75
min
1 PDA Muiti 1/322nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 322nm 4nm o . o
[ Peak# Ret. Time Area | Height | Area% |  Come. |
R 1 2427 3011 165 0.106 ~0.000]
2 0 3242 29989 __4000 _1.051 0.000]
3 3671 502878 —25575| 17622] 0,000,
_ 4] 4180 @ 2317754 137444|  81221| 17469
Total | 2853631 167183 100.000 ]

7.1.4. Tratamento 4cido 4h
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<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Sinc do Brasil\Treinamento_100512\Ac. paracumarico\(08-02-1 3)INAcida 4h01.lcd

mAU - o -
1 =
751
‘ \
|
|
M
50 [
| ||
| |
] 1
|
| " |
251 ‘
| g |
e NJ |
A ¥ 1 8
1 w
04— . ,'_‘{ -4 ‘;'»';Y;‘* = B
| A T T T T T S e
0.0 25 5.0 7.5
1 PDA Multi 1/322nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 322nm 4nm ) . )
| Ret. Time | Area Height | Area% | Cone. |
3210 26335 3429] 1632] 0.000|
3.660 359542 14504 2274 0.000]
— 4174 1219446 83317, 75547 9.504
5.658] 8834 811 0547 0,000
I 1614158 102062 100.000

7.1.5. Tratamento acido 6h

<Chromatogram>

PDA Multi 1|

min

C:\LabSolutions\Data\Sinc do BrasilTreinamento_100512\Ac. paracumarico\(08-02-1 3)INAcida 6h01.lcd
PDA Mutti 1!

mAU

150
100

50

1 PDA Multi 1/322nm 4nm

PDA Chl 322nm 4nm )
| Peak# Ret. Time | Area

1] 3234 31053

2] 3663 539986

I 3] 2565281
4 5434 2521]

Total 3138841

7.1.6. Tratamento Neutro 2h

&
i<
|
/1
|
|
g |
21
VAR 3
o | § )
 Zes = f e
M . 3 . .
50
PeakTable
Height Area®% |
3969 0989
22296 17.203
172487 | 81.727|
215] 0.080/
198968 | 100.000 |

75

Conc

0.000/
0.000|
19.264 |
0,000

min



<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Sinc do Brasil\Treinamento_100512\Ac. paracumarico\(08-02-13)I\Neutra 2h01.lcd

mAU - -
100 ] PDA Multi 1|

1

75
50-| ‘
25+
0 . - — - —.
e TR S PR PO A e S
0.0 25 5.0 75
min
1 PDA Multi 1/322nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 322nm 4nm ) —
| Peak# | Ret.Time |  Area Height |  Area% Cone.
L1 36| 24486  3257] 1181)  0.000]
B 2 3.660 586047 23648 28267 0.000]
| 3] 4182 1462688 96603, 70.551 11268
Total | 2073221 123508 ~100.000 -
7.1.7. Tratamento Neutro 4h:
<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\Sinc do Brasil\Treinamento_100512\Ac. paracumarico\(08-02-13)I\Neutra 4h01.lcd
mAU
] ] PDA Mutti 1
| I |
200 [l
] | Z
150 [
| [
1 |
100-| ‘ \
| |
{ |
50-| g |
{ el |
| g/ |
a § 3 { \ 3
o —4— —
0.0 25 5.0 75
min
1 PDA Multi 1/322nm 4nm
Peak Table
PDA Chl 322nm 4nm
| Peak# | Ret. Time Area Height l Area % [ Cone.
) [ 2432 4438 198 0.102 0.000
‘ 2| 3231 61212 ()553{ 1.406 0.000
| 3 3.659] 844744 34742 19.405 0.000
4] 4.179] 3440070 230935 79.023 25.609
5] 5.449 2792 269] 0.064] 0.000
Total ( 4353256 272697 100.000] }

7.1.8. Tratamento Neutro 6h:



<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Sinc do BrasilTreinamento_100512\Ac. paracumarico\(08-02-13)II\Neutra 6h01.lcd

mAU

7.5

8
1N
J I
30 ‘ l\
i
‘ i
| |
20+ § [
© f |
] \ | 1‘
| ‘\‘\' [
10— / | | |
o | |
g
| K \
/
o] . . S
0.0 25
1 PDA Multi 1/322nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 322nm 4nm . ——
[ Peak# | Ret Time | Area | Height
1 ~3252] 23636/ 3188
[ 2 705 396428 15939
] 203] 593408 36916
Total [ 1013a72] 56043

7.1.9. Tratamento basico 2h

<Chromatogram>

~ PDAMulti1|

C:\LabSolutions\Data\Sinc do Brasil\Treinamento_100512\Ac. paracumarico\(08-02-13)I\Baica 2h01.lcd

mAU

1 PDA Multi 1/322nm 4nm

PDA Chl 322nm 4nm

; Peak# | Ret. Time

’ 1] 3.230

L 2 3.38

| 3| 3.654]
[ } 3849
B =5 4.178)
’ Total

7.1.10. Tratamehto basico 4h

—

25267
33154
251873
66868
953317
1330478

c‘g
1h

|

||

\

|

\

|
I
|

[ |

J |
%% \

8

2\, P i\

W \\
= =
— —

5.0
PeakTable
‘Height Area% |

3121 1.899

6288 2492

13828 18.931

10979 5.026.

64031 | 71.652
98248 100,000

Cone.

0,000
0000

0.000|
0.000|
7.574]

PDA Mutti 1
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<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Sinc do Brasil\Treinamento_100512\Ac. paracumarico\(08-02-13)I\Basica 4h01.Icd

mAU . —
! S
100 ¥
| |
/'
. [
75+ | "
i |
] [
50 |
< B “ |
25 G|
| {
e &B/7 |
0+ —— T =B e SRR
f—r—p—————yr——r————————p——— — T T
0.0 25 5.0 75
1 PDA Multi 1/322nm 4nm
PeakTable
PDA Ch1 322nm 4nm )
Peak? | Ret. Time Area | Area% | Come. |
| 2.470 0.187 ~0.000!
2 3238 3 I 1.027 0.000
[ 3] 3676]  383115] 18.078| 0000/
4 4192 1710352 106612)  80.708] 13.064
Total 2119195 127886 100.000] ]

7.1.11. Tratamento basico 6h

<Chromatogram>

~PDA Muti 1!

C:\LabSolutions\Data\Sinc do Brasil\Treinamento_100512\Ac. paracumarico\(08-02-13)II\Basica 6h01.lcd

mAU
150 J
100
50
ol

0.0

1 PDA Multi 1/322nm 4nm

PDA Chl 322nm 4nm

| Peak# | Ret. Time |
1 2461 |

. 2] 3219]
‘ 3] 3.665
‘ 4 4.177|
5] 5.412]

'I'le_: |

7.2. Espectros em RMN 13C
7.2.1 Acida 2h

Area |
2821
39652
568034 |
2775144
1712
3387363 |

A
\“‘v
[
||
|
[ |
\
(
g |
e of | o
& \ \ N
5/ | <
i | —"
5.0 7:5
PeakTable
Height | Area% | Come. ]
165] 0.083] 0000
4704 L171] 0.000]
23659 16.769 0,000
180547 81.926 B 20.786
169] 0.051] 0.000]
209244 | 100.000 |

" PDA Multi 1!
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7.3: Infravermelho das amostras:

7.3.1. Tratamento acido 2h

24— .
ozondlise acida 2h smooth 7
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7.3.2. Tratamento acido 4h
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7.3.3 Tratamento acido 6h
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7.3.4. Tratamento basico 2h
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7.3.5. Tratamento bésico 4h

22—

Ozondlise basica 4h smooth 7
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7.3.6. Tratamento basico 6h
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7.3.5. Tratamento neutro 2h
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7.3.6. Tratamento neutro 4h

22= Ozondlise neutra 4h smooth 7
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7.3.7. Tratamento neutro 6h

22= Ozondlise neutra 6h smooth 7
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7.3.8. Material in natura
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Cana sem extracao
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7.3.9. Material livre de agucares

Cana com extracao
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