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RESUMO

Neste trabalho foram utilizadas amostras de madeira de Pinus elliottii var.
elliiottii provenientes de duas regides a 50% da altura comercial, uma composta por
madeira de n6 e outro livre de n6. O objetivo foi a identificacdo e comparagdo das
ligacGes presentes na molécula de lignina utilizando o método da aciddlise como pré-
tratamento e a ressonancia magnética nuclear de C para a caracterizacdo das moléculas
presentes na amostra. A aciddlise é o refluxo a 90°C de uma mistura de dioxano-agua
(9:1, v/v) e acido cloridrico (HCI) 0,2M que é capaz de causar a clivagem seletiva de
aril glicerol- B-aril éter e alguns outros tipos de ligacdes éter labeis solubilizar a lignina,
realizando a quebra de suas ligacdes, dentre elas a mais facil de ser rompida é a f-O-4.
Os sinais gerados pela ressonancia magnética nuclear permitiram identificar as ligacGes
B-1, B-O-4 ¢ B-5 no material composto por no, enquanto o material sem n6 ndo revelou
sinais da ligacao B-O-4 ou OCHs. Com base nos dados da literatura e com 0s espectros
gerados pela ressonancia magnética nuclear, pdde ser proposto um modelo de algumas
estruturas presentes na molécula da lignina fragmentada pela aciddlise.

Palavras chave: Acidolise, dioxano, *3C, lignina, nds
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ABSTRACT

In this study, we used samples of wood of Pinus elliottii var. elliiottii from two
regions of 50% of the commercial time, one composed of knot wood and other non-
knot. The objective was the identification and comparison of lignin bonds present in the
molecule using acidolysis method as pretreatment and 3C nuclear magnetic resonance
for the characterization of molecules present in the sample. The acidolysis is refluxed at
90 ° C in a mixture of dioxane-water 9: 1 (v/ v) and hydrochloric acid ( HCI) 0.2M that
is able to cause selective cleavage of aryl glycerol B-aryl ether and some other types of
labile ether linkages solubilize the lignin, performing the breaking of connections
among them easier to be broken is the -O-4. The signals generated by nuclear magnetic
resonance allowed the identification of B-1, B-O-4 and B-5 linkages in the composite
material per knot, while non-knot material didn’t reveal signs of OCHs or B-O-4
binding. Based on literature data and spectra generated by nuclear magnetic resonance,
it was proposed a model of some structures present in the molecule of the fragmented
lignin by acidolysis.

Keywords: Acidolysis, dioxane, 13C, lignin, knots
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1. INTRODUCAO

A formacao de nds faz parte da fisiologia e do desenvolvimento natural da arvore, seja
por caracteristicas genéticas ou por fatores ambientais que induzem a ramificacdo. No
entanto, em espécies florestais de interesse comercial, a presenca de nds representa um
problema por ocasionar reducdo de resisténcia mecénica de pecas e aumento de consumo de
reagentes quimicos para a remocéo da lignina presente em sua estrutura, que é mais abundante
e complexa do que em madeira livre de nés (AMARAL, 2014).

Dentre as espécies florestais comerciais em que a presenca de nos representa maior
prejuizo econbmico, as espécies do género Pinus sdo as mais frequentes. Este género pertence
a familia Pinaceae, grupo das gimnospermas, e engloba mais de 100 espécies com grande
potencial a ser explorado (EMBRAPA, 2011).

No Brasil, ocupam 1,59 milhGes de hectares, concentrando-se principalmente no
Parana (42 %), Santa Catarina (34 %) e S&o Paulo (20%) (IBA, 2015), sendo a espécie Pinus
elliotti uma das mais utilizadas comercialmente, representando até 58 % dos plantios
florestais de algumas regibes do pais (RIO GRANDE DO SUL, 2013). Sua madeira,
originalmente destinada a producdo de celulose, também atende a producdo de madeira
serrada, de ldminas de madeira, de painéis dos tipos aglomerados, compensados, MDF, OSB e
a extracdo de resina (PALERMO et al., 2013; CADEMARTORI et al., 2012, EMBRAPA,
2011).

Na industria de celulose a elevada quantidade de lignina presente no n6 promove uma
blindagem mais rigida na celulose. Como resultado, polpas celuldsicas produzidas a partir de
espécies com elevado teor de nds sdo mais escuras, consomem mais reagentes quimicos,
necessitam passar por processos de refino e produzem papel de menor qualidade; o que reduz
a produtividade e ocasiona custo adicional a producdo da pasta celulésica. A solucdo para esse
problema tem sido identificar a presenca do n6 nas toras através de equipamentos especificos
como scanners e retira-los antes do processo de polpacdo (HOLMBOM, 2003); o que
representa aumento de custos.

A andlise quimica da lignina, por exemplo, a lignina residual de polpas kraft, fornece
importantes informacdes da sua reatividade frente aos reagentes utilizados nos processos de
branqueamento (VENTORIM et al., 2014),. Estudando quimicamente a lignina presente no
no, é possivel supor que, através de pré-tratamentos ou reagentes quimicos especificos seria
possivel quebrar a molécula de lignina e acessar a celulose, evitando desta forma a
necessidade de eliminar o né da cadeia produtiva de industrias de pasta celulésica e reduzir,
consequentemente, 0s custos com reagentes nos processos de branqueamento das polpas.

O estudo quimico dos nds dessa espécie através de aciddlise, além de favorecer a
busca de solucBes para minimizar prejuizos econémicos devido da presenca de nés, pode
facilitar a compreensdo da estrutura da lignina que é mais abundante e mais complexa nos nés
do que a lignina encontrada em qualquer outra regido da arvore, o que configura um grande
problema para indudstrias do segmento celuldsico (LACHENAL, 2004).



Além da questdo dos prejuizos econdmicos que a presenca do n6 pode acarretar, que
por si, ja justifica pesquisas no ambito da quimica com este elemento; outro aspecto de
elevada relevancia é o fato de estudos demonstrarem que compostos quimicos presentes no
no, incluindo a lignina, podem representar um recurso valioso, com potencial de utilizacdo em
alimentos, produtos farmacéuticos e biocidas naturais (PHELAN et al., 2009; HOLMBOM et
al., 2003). A atividade antimicrobianados 6leos essenciais do género Pinus, por exemplo, ja
foi estudada por vérios autores (CANILLAC; MONREY, 1996; LIS-BALCHIN et al., 1998).

Em vista destes fatores, este trabalho tem por objetivo a caracterizacdo estrutural do
produto da aciddlise obtido a partir de amostras de madeira da regido do né para identificacdo
dos tipos de ligacdes da macromolécula de lignina presentes na madeira de nos de Pinus
elliiottii var, elliiottii, comparando, a partir do mesmo método, com as ligacbes da
macromolécula de lignina presentes na madeira livre de nés.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. NO

O no6 pode ser definido como o ponto de interse¢do onde o ramo (ou galho) se conecta
com o tronco (BUKSNOWITZ et al., 2010). A formacdo do no6 se da a partir de uma gema
lateral ligada a medula, que deixa de sofrer influéncia do horménio auxina. Esse horménio é
produzido pela gema apical e tem efeito inibitdrio de crescimento em gemas laterais.

A medida que a arvore cresce, o &pice caulinar e a gema apical se afastam das gemas
laterais e libera os mecanismos de desenvolvimento da gema lateral que, consequentemente,
inicia o desenvolvimento do galho. Com o aumento do perimetro do tronco, o ramo da
madeira assume a forma de um cone - 0 n6 — que continua o seu desenvolvimento, porém
mais lentamente, dentro do tronco. Cada né é, portanto, uma parte de um ramo que se
desenvolveu a partir da medula (HOADLEY, 2000).

Os anéis de crescimento do nd, assim como no tronco principal, sdo concéntricos e
representam sistemas independentes dos anéis de crescimento do tronco principal. S&o
formados principalmente por fibras de compressédo que sdo morfologicamente distintas das
fibras de madeira normais (SHIGO, 1985). A madeira com né tem teor de umidade
significativamente mais baixo e a densidade pode representar o dobro da densidade observada
na madeira livre de né (SAHLBERG, 1995).

Em algumas situacdes, como por restri¢des nutricionais ou fisicas causadas por ramos
superiores ou pouca incidéncia de luz, por exemplo, o ramo pode morrer. Neste caso, 0 ramo
permanece na superficie do tronco com seu cambio incapaz de adicionar mais perimetros.

Assim, subsequentes anéis de crescimento sdo adicionados a haste principal e
simplesmente cerca a circunferéncia do ramo morto, que pode comecam a apodrecer

2



(RODRIGUEZ, 2009). Quando isto acontece, 0 nd presente nas pegas oriundas de troncos
com nds mortos ocasionam a depreciacdo da qualidade do produto de madeira, principalmente
no que tange a utilizacdo estrutural das pecas. Por esse motivo, 0os mercados de produtos
florestais desenvolveram classificacbes de qualidade de madeira para diferentes tipos e
sanidades de nos encontrados nas pecas de madeira (NBR 12.297/ABNT 1991; NBR
12.551/ABPM 2001).

Na utilizacdo da madeira para a producdo de celulose, o né representa aumento dos
custos de producdo e reducgédo da qualidade do produto final. Foi verificado que, estudando a
influéncia das fibras de nos sobre as propriedades termomecanicas da polpa de Picea abies, 0s
lencos de papel produzidos a partir de polpa com fibras de nds apresentaram menor
resisténcia, menor absorcdo de luz, e propriedades da superficie inferiores aos lencos
produzidos com polpa livres de fibras de nés (SAHLBERG, 1995). Estes efeitos estariam
relacionados as propriedades morfoldgicas e, principalmente, a composic¢ao quimica do no; no
entanto, a auséncia de estudos referentes a tais propriedades inviabilizou maior detalhamento
do estudo (AMARAL, 2014)

Outros autores também relatam a importancia de se estudar quimicamente o né de
madeira pelo potencial que eles apresentam de fornecer novos produtos de interesse
econdmico, seja na industria farmacéutica, alimenticia (HOLMBOM et al., 2003) ou quimica.
THOMPSON (2000) e ZERN e FERNANDEZ (2005) verificaram que compostos fenolicos
oriundos de extratos de nos apresentam propriedades bioldgicas medicinais importantes,
incluindo agdo anti-tumoral, anti-oxidante e efeitos cardioprotetores. PIETARINEN et al.,
2006 estudando extratos de n6 de madeira de Pinus banksiana (Lamb.) e Pinus sitchensis
(Bong.) observaram que o0s extratos de noOs dessa espécie exercem efeitos especificos
imunoldgicos, citoprotetores e imunomoduladores em células intestinais humanas; enquanto
que LINDBERG et al., (2004) observaram que os estilbenos presentes em extratos de nos de
P. silvestris sdo responsaveis pelos efeitos anti-bacterianos, acdo anti-microbiana e as
propriedades citotoxicas dessa espécie. Em estudo com extratos de nds de duas espécies de
pinus, potenciais efeitos protetores anti-oxidante, inducdo de leséo celular e danos no DNA
foram avaliados por PHELAN et al., 2009.

No aspecto da composicdo quimica, o contetido de compostos em um né de madeira
pode ser varias centenas de vezes maior que na madeira adjacente. Este conteido pode variar
ndo sO entre espécies, como entre n6s na mesma arvore (PHELAN et al., 2009). Em relacdo a
lignina, em comparacdo com a madeira, o tecido do né apresenta aumento do teor de lignina
com o aumento do angulo de microfibrilas (SHIGO, 1985; BUKSNOWITZ et al., 2010).

Ligninas sdo encontradas principalmente nos nés dentro do tronco diminuindo sua
concentracdo a medida que sua localizagdo se projeta para fora, nos ramos; com
concentragdes variando mesmo entre nds da mesma arvore. (WILLFOR et al., 2003a). Em um
estudo de mais de 30 nds provenientes de sete arvores de abeto da Noruega, WILLFOR et al.
(2003a) encontraram teor de lignina de 6% a 24%. Eles verificaram que 0s nds contém muito
mais ligninas do que a madeira do tronco comum, podendo chegar a 100 vezes a quantidade
observada no cerne do caule adjacente.



2.2. METODOS DE ANALISE DE LIGNINA

Existem diversos métodos para a identificacdo das estruturas de ligninas na madeira.
De acordo com VENTORIM et al., 2014, os principais sdo o nitrobenzeno, o 6xido de cobre
(CuO) e a acidolise. O método de nitrobenzeno caracteriza ligninas condensadas, enquanto o
método de CuO ¢é utilizado para caracterizar ligninas ndo-condensadas. Ja a aciddlise
convencional é a técnica mais agressiva para as ligagdes f-O-4 (LACHENAL, 2004), uma das
ligagGes de maior destaque no estudo da lignina.

O isolamento da lignina, por outro lado, é feito principalmente pela hidrélise
enzimatica, em que se usa enzimas a base de celulose e a hidrélise acida, onde uma solugéo de
acido cloridrico em dioxano-4gua € usada; ou ainda, uma combinagdo dos dois métodos
(ARGYROPOULOS et al., 2002). No entanto, nenhum método fornece uma andlise
inteiramente confidvel, devido as modificagdes ocorridas na estrutura da lignina durante seu
isolamento; por isso é importante realizar mais analises para confirmar os resultados
(VENTORIM et al., 2014).

2.3. ACIDOLISE

A aciddlise € um método que caracteriza a clivagem das estruturas f-O-4 da lignina
(BRUNOW et al., 1993), uma das ligagOes de maior interesse na producéo de celulose. Essas
estruturas sdo mais faceis de serem rompidas, possibilitando fazer a determinacdo dos
fragmentos formados de liga¢des B-O-4 ndo condensadas da lignina. A técnica de aciddlise
em dioxano-agua 82:18(v/v) com 0,1 N HCI sob refluxo é reconhecida como uma das técnicas
mais comuns de andlise de lignina (GELLERSTEDT, 1994a).

A técnica permite pequenas alteracbes na metodologia e € suficientemente
representativa (LACHENAL, 2004). Em seu trabalho, LUNDQUIST e ERICSSON (1970)
alteraram a concentracdo das solugdes, a acidolise utilizou dioxano-agua 9:1 (v/v) na presencga
de HCI de 0,005 a 0,2M, diferente do mencionado anteriormente, portanto a concentracéo das
solucdes esta diretamente relacionada aos resultados, assim como cada material podera reagir
de forma diferente a concentracao estabelecida.

A acidolise também pode ter resultados satisfatorios para a quantificacdo e
caracterizagdo da lignina. Um método de aciddlise enzimatica para preparagdo de lignina
proposta por WU e ARGYROPOULOS (2003) foi aplicado para isolar a lignina de fibras de
procedéncia ndo madeireira. (WU e ARGRYROPOULOS, 2003; WANG e WU, 2006).

Segundo LIN e DENCE (1992), a aciddlise € um método que degrada também a
hemicelulose, que € uma das macromoléculas que compdem a madeira e que esta situada na
camada que fica entre a celulose e a lignina. A uniéo entre a lignina e a hemicelulose forma o
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complexo lignina-carboidrato (FIGURA 1). Na literatura € mostrado que a acidolise aquosa
de madeira primeiramente causa a solubilizacdo da reacdo de hemicelulose (HAHN-
HAGERDAL, 2006; ARGYROPOULOS, 1994).

Madeiras de folhosas possuem uma nitida resisténcia a hidrolise acida que pode ser
devida a estrutura mais compactada da madeira (LI, 2010); as coniferas, por outro lado, tém
menor resisténcia a hidrolise acida.

0]
O  CcH,OH

OCH4 OH O —XIL—XIL—XIL 2 -
H CO OHHO
H 3 OH o

|
MAN—GLI—MAN

C
CH,OH
1 2
o_
R R—O
R—O 0 OH
OH
OH
HaCO
OH ° 5
HaCO
OH

|
XIL ——XIL—XIL

Figura 1: Tipos de ligacdo do complexo lignina-carboidrato descritas por Abreu (1994). A:
Ligacdo éster ( RCOOR) benzilica ; B: Ligacdo éter ( ROR) fendlica ; C: Ligacdo éter em
gama ; D: Ligacdo eter benzilica; R: Fenil propano R*: Carboidrato .

LACHENAL et al. (1998) verificaram que a acidélise ndo é um método de isolamento
de lignina, uma vez que as ligagdes £-O-4 sdo quebradas durante a reagéo, criando novas
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estruturas fenolicas (FIGURA 2) e reduzindo o tamanho da molécula de lignina. Diferente do
método de Klason que € capaz de isolar a lignina por degradar a celulose e hemicelulose, ndo
fazendo somente quebra de ligagdes especificas, que é a caracteristica da acidolise.

A lignina de madeira de folhosa possuindo uma alta razdo de unidades siringil/
guaiacil (S/G) invariavelmente mostra um alto contetido de ligagdes B-O-4, a qual é conhecida
por resultar em uma estrutura linear relativa (ABREU et al, 2009). Em contraste, ligninas de
coniferas, contendo principalmente unidades fendlicas guaiacil (G), é de baixo contetdo de
ligagdes B-O-4 com a maior abundancia de estruturas ramificadas, fazendo mais ligacoes
cruzadas (LI, 2010) visto que possui um maior contetdo de sitio ativos disponiveis para
ligagé&o.

Segundo GELLERSTEDT et al. (1994b), a maioria das ligagcdes presentes na lignina
sdo do tipo fenilpropano-p-arila-éter, que sdo fragmentadas durante o cozimento kraft em
quantidade maior que as unidades dos tipos condensadas.Consequentemente, assim como a
analise de RMN da fracdo sollvel acetato de etila revelou a presenca de 5-hidroximetilfurfural
(148.71 ppm), acetol (148.4 ppm), 2-metoxi-4-metilfenol (139.96 ppm), catecol (138.94
ppm), e acido acético (134.58 ppm), que sdo conhecidos por serem originados da reacdo de
acidolise de polissacarideos e lignina (PECINA, 1986; EHARA, 2005 ROMAN-LESHKOQV,
2007; SIEVERS, 2009; LI, 2008; BINDER, 2009.) porgue estas trocas quimicas coincidem
bem com aquelas de compostos identificados, anteriormente determinados (FU, 2007, 2008).

As reacdes de acidolise na presenca de outros catalisadores de cloreto de hidrogénio
(HCI) ja foi estudado ( Yasuda e Ota, 1987; KARLSSON et al., 1988). Sucessivos estudos de
degradacéo &cida da lignina forneceram conhecimento detalhado sobre as reacdes da lignina
durante tratamentos com acido (EDE e BRUNOW,1989). Estudos da aciddlise tém oferecido
evidéncia para a ocorréncia de elementos estruturais em ligninas de o -O-4, B-5, B-B, p-1,
gliceraldeido-2-arila-éter, 2 ariloxipropiofenone, cinamaldeido, acido cinamico, benzaldeido,
0 &cido benzoico, e tipos quinonoide (LIN e DENCE, 1992 )
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Figura 2: Fendis monoméricos formados durante processo de acidélise na clivagem da ligacédo
B —O-4 (LIN e DENCE, 1992).

A aciddlise provoca a clivagem seletiva de éteres p-arila-glicerol-arila e alguns outros
tipos de ligacOes de éter labil, e esta tem sido utilizada em varias ocasides, por exemplo, por
KIRK e ADLER (1970). O tratamento de acid6lise com reagente a 50 ° C (ADLER et al.,
1968) tem sido utilizado em quimica lignina para a hidrolise seletiva de éteres benzil arilo ndo
ciclicos.

2.4 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DO CARBONO 13 (RMN 3C)

A espectroscopia por meio da ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma ferramenta
analitica das mais valiosas para elucidar as estruturas moleculares dos componentes da parede
celular, incluindo a lignina (RALPH et al.,, 1994; RALPH,1998), pois possui uma alta
resolucéo e especificidade (DANIELLE, 1982; KANITSKAYA et al. 1993;. FUKAGAWA et



al.,, 1991;. RALPH et al., 1999). A RMN ¢é empregada tanto no estudo de ligninas extraidas
(LU e RALPH, 1995) quanto em ligninas sintetizadas em laboratorio (RALPH et al., 1995).

A espectroscopia de RMN tem sido grandemente utilizada em estudos de anélise
estrutural de ligninas (HIMMELSBACH e BARTON 11, 1980; HIMMELSBACH et al., 1983;
BARTON II, 1988; JUNG e HIMMELSBACH, 1989; SALIBA, 1998), isso se da devido a
sua capacidade de nos proporcionar a identificagdo de grupos funcionais. Os tipos de
ressonancia podem ser 2D, *H e 3C como ferramenta de analise (RALPH et al., 1999).

NIMZ (1976) apud MORAIS (1992), em estudos de lignina de madeira moida (LMM)
da Faia (Fagus silvatica), introduziu a RMN de 3C para auxiliar na caracterizacdo de
ligninas. A presenca de grupos metoxila em ligninas pode também ser avaliada por RMN de
13C, apresentando sinais de ressonancia do **C situados na regidio compreendida entre & = 55
a 57 (SALIBA, 2001). Esses sinais sdo extremamente importantes porque a metoxila compde
as unidades S e G da lignina.

A caracterizagdo da estrutura de lignina de madeira moida por RMN de **C inclui bola
de moagem, que permite tornar a lignina solivel em solventes como dimetil sulfoxido-D-6.
Foi confirmado que essa moagem anatomicamente destroi as paredes celulares de plantas
(FENGEL et al., 1978;. MAURER e FENGEL 1992; FUJIMOTO et al. 2005).

O meétodo pode determinar com precisdo as estruturas das sub-unidades monoméricas,
os grupos funcionais e o tipo de ligacBes quimicas presentes nas moléculas (BAPTISTA,
2006), permitindo elucidar as estruturas moleculares de varias substancias que ocorrem na
madeira (SOUZA et al., 2011).

E um método ndo destrutivo usado para analise qualitativa e quantitativa (ROBERT,
1992), que apresenta como principais vantagens a preparacdo muito simples e a facilidade de
obtencdo de dados das mais variadas formas e tamanhos (CIENFUEGOS e VAITSMAN,
2000).

O uso da RMN BC para a verificacdo estrutural de substancias da madeira, assim
como outras técnicas espectroscopicas avancadas, trouxe avancos significativos para a
compreensdo estrutural de substancias encontradas em plantas (AMARAL, 2014). Nos
espectros de RMN *3C da lignina, segundo NIMZ et al. (1984) é possivel identificar quatro
zonas principais distintas cujos sinais sdo atribuidos conforme descrigao abaixo:

200 — 165 ppm: grupos carbonilicos e carboxilicos;
165 — 100 ppm: carbonos aromaticos e olefinicos;
100 — 50 ppm: carbonos alifaticos ligados a atomos de oxigénio;

50 — 10 ppm: carbonos dos grupos -CH2e -CHs das cadeias alifaticas saturadas.



3. MATERIAL E METODO

3.1. OBTENCAO DA MADEIRA LIVRE DE EXRATIVOS

Foram estudadas cinco arvores de advindas de plantio comercial localizado a
47°04°39” de longitude oeste e 22°53'20" de latitude sul, na cidade de Agudos — SP. A
madeira da espécie Pinus elliottii foi identificada e tombada sob nos de registros 10191,
10192, 10193, 10194, 10195, na Xiloteca do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro.

De cada individuo foram retirados trés discos contendo ao menos um noé/galho.
Amostras das regides do no e regides livres de n6 foram retiradas dos discos. Dessas amostras
foram obtidos pequenos cavacos de madeira com o auxilio de um facdo. Com a utilizacéo de
um moinho de facas (FIGURA 3: A) do tipo Wiley 340 (Modelo TE 040), os cavacos foram
convertidos em serragem.

N

Figura 3: Equipamentos utilizados para a fase de extracdo da madeira. A: Moinho de facas; B:
Sistema Soxhlet de extragdo; C: Rota-vapor.

No processo de extracdo do material, foi empregado o aparelho tipo Soxhlet (FIGURA
3: B), utilizando-se, separadamente, 25g de madeira moida e homogénea das partes do disco
com e sem no. O material foi acondicionado em cartucho confeccionado com papel-filtro e
colocado dentro do tubo de extracdo. Os solventes foram colocados em baldo de 500 mL, na



ordem crescente de polaridade (ciclohexano; acetado de etila; metanol). O tempo de extracdo
para cada solvente foi de 24 horas ininterruptas (BROWNING, 1967).

Apdbs esse periodo, o extrato foi concentrado em rotavapor (FIGURA 3: C) e 0s
concentrados foram transferidos para um recipiente até a completa evaporacao do solvente em
temperatura ambiente. Ap6s a completa evaporacdo do metanol do material em estufa a
105°C (FIGURA 4: A), a madeira livre de extrativos foi levada para um moinho de bolas
(FIGURA 4: B) durante 24h até atingir a consisténcia de talco.

Figura 4: Equipamentos de secagem e maceragdo. A: Estufa; B: Moinho de bolas.

3.2. ACIDOLISE

A aciddlise foi feita utilizando o método descrito por LIN e DENCE (1992). A
madeira livre de extrativos foi pesada com o auxilio da balanga volumétrica de precisdo com
trés casas decimais, foi coletado 0,2g de amostra e transferido para um baldo volumétrico. Ao
baldo volumeétrico, contendo o material moido pesado, foram adicionados 80 mL de 0,2M de
HCI e 80mL de dioxano-agua 9:1 (v/v). A solucdo dentro do baldo foi agitada por uma barra
magnética e aquecida com o auxilio de uma manta de aquecimento e o baldo foi colocado
dentro de um recipiente de porcelana contendo glicerina. A temperatura foi elevada a 90°C
por quatro horas em uma estrutura composta por dois condensadores com uma bexiga
contendo nitrogénio gasoso para evitar oxidacdo do material (FIGURA 5: A e B).
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Figura 5: Sistema de refluxo utilizado para realizar a acidolise.

Apds quatros horas, o material foi resfriado e, a solucéo teve seu pH ajustado em 3,5
com 0,4N de NaHCO:s (bicarbonato de sodio) diluido em agua. Com auxilio de um medidor
de pH (FIGURA 6: A) e um agitador de barra magnética (FIGURA 6: B), a solucdo foi
ajustada. Concluido o ajustamento do pH, foi realizada a extragdo com 400mL de cloroférmio
dentro de um funil de separacdo, agitado por 30 segundos.

Figura 6: Equipamentos para ajuste de pH. A: Medidor de pH; B: Agitador de barra
magnética.
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A extracdo com cloroférmio foi feita por trés vezes, retirando o extrato do
cloroférmio que se depositava na parte inferior do funil (FIGURA 7: A). O extrato foi filtrado
utilizando outro funil de separacdo fazendo-o passar por uma camada de sulfato de sddio
anidrido e, posteriormente, uma camada de algodao e entdo o extrato foi recolhido em um
novo bal&o volumétrico.

O extrato da acidolise foi concentrado utilizando um rota-vapor (FIGURA 3: C) e apds
a evaporacdo do cloroférmio foi recolhido em um recipiente de vidro o extrato concentrado.
Em seguida, o recipiente foi colocado para secar por evaporagdo na capela, sendo o processo
feito para regides da madeira com e sem no.

Figura 7: A: Funil de separacdo para extracdo com cloroférmio; B: Funil de separacdo em
conjunto com um funil preenchido com algodéo e sulfato de sédio anidrido

12



3.3. RMN C

Andlise de Ressonancia Magnética Nuclear do Carbono-13(RMN 3C) do produto da
acidolise foi realizado junto ao Laboratorio de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), em espectrémetro modelo DRX-500
operando a 125 MHz para o nicleo do *3C. Foram obtidos espectros RMN **C das regides de
nos a 50% da altura comercial. Para efeito de comparacdo também foram obtidos espectros de
RMN 13C da madeira livre de nds de regides as mesmas alturas.

O material foi submetido a analise de *C em estado liquido, diluido em cloroférmio
deuterado.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A FIGURA 8 contém os resultados dos espectros da regido com no e sem nd. Pode-se
observar uma diferenca no nimero de sinais em ambos 0s espectros, tendo o material com né
um maior namero de picos. A interpretacdo dos espectros foi feita baseado nos estudos de
LIN e DENCE (1992), WEN (2013) e AMARAL (2014)

13
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4.1. MATERIAL COM NO

O material com n6 demonstrou maior complexidade devido a um nimero maior de sinais no
espectro.

Tabela 1: Sinais de 3C obtidos na amostra A (com né presente).

No (ppm) Atribuicéo

1 20-38 CHs e — CH2 em cadeias alifaticas saturadas (AMARAL, 2014)

CHz em cadeia n-propila; grupo CHsz ou CH> em cadeia

2| 140-292 saturada; CHz em cadeia saturada alifatica (WEN, 2013)

3 55,96 Metoxila da lignina (AMARAL, 2014)

Ce da celulose cristalina; Cs da celulose ndo cristalina; Cs da

4 |61.83-61.95 hemicelulose; -OC,H> da lignina (AMARAL, 2014)

62.44 C, em unidade G tipo B-5, -1 (WEN, 2013)

63.67 C, em unidades G tipo B-O-4 com C,=O (WEN, 2013)

Cz, Cz e Cs de celulose e hemicelulose (AMARAL, 2014); C-y
7 71.06 em unidades G tipo B-O-4 com C,=0 (WEN, 2013); C, em j3-
O-4 G e S threo (LIN e DENCE, 1992)

8 111.08 | Czemunidades G (WEN, 2013); Cz em unidades G (LIN e
' DENCE, 1992)

Cs e Cg da lignina guaicilica (AMARAL, 2014); C3/Cs em

9 11407 penzoato de unidades H (LIN e DENCE, 1992)

10 120 3 Ces em unidades G eterificadas e ndo eterificadas (LIN e
' DENCE, 1992)

11 126.3 Cp em cinamaldeido (LIN e DENCE, 1992)

Cq. e Cg em Ar-CH=CH- CH20H, C>/Cs em unidades H; (WEN,

12 128.84 2013); C, e Cgem ARCH=CH- CH,OH (LIN e DENCE, 1992)

C1 em lignina guaiacilica (AMARAL, 2014); C1 em G pB-O-4

B 13963 leterificada (LIN e DENCE, 1992)

14| 1377  [CiemSB-B (LIN e DENCE, 1992)

15 138,46 -
Cs, S eterificada (WEN, 2013); C1em S B-O-4

Carboxila do éster de hemicelulose (AMARAL, 2014); C=0

16| 17198 lem RCOOR alifatico (LIN e DENCE, 1992)

17| 210-200 | n&o-conjugado C=0 em cetonas (LIN e DENCE, 1992)

CHEN (1988) também encontrou grupo metoxila (OCHs3) em seu trabalho com lignina
de piagava entre os picos 55-58 (ppm). Ha evidéncia de lignina do tipo G devido ao sinal
correspondente a metoxila.
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Pode ser identificado a unidade H (FIGURA 9: A), e a unidade G em uma ligacao -1
(FIGURA 9: B), que comp8em a lignina presente. Os sinais correspondentes as unidades S
podem ser devidos a falta de precisdo do espectro devido a amostra conter muitas substancias
e 0 pico gerado ndo ter grande intensidade.

CH,OH CH,0OH

A B
‘ OCHj4

OH OH

Figura 9: Sinais identificados nas moléculas presentes.A: Sinais identificados na
unidade H; B: Unidade G formando uma ligagao -1,

A acidolise ndo foi capaz de degradar toda a celulose e hemicelulose presente no
material, como pode ser visto na TABELA 1. Com base na TABELA 1, foi encontrado
ligagdes do tipo B-5 (FIGURA 10: A) e B-O-4 (FIGURA 10: B) em unidades G.

CH,OH

CH,OH

OCH3,
OH

Figura 10: Sinais encontrados na molécula presente. A: Ligagao -5 na unidade G; B:
Ligagéo B-O-4 com unidade G;

Foi identificado a presenga de cinamaldeido (FIGURA 11), LIN e DENCE (1992)
atribuem ao pico 126.3 (ppm; TABELA 1) essa fungéo orgéanica.

16



Figura 11: Cinamaldeido

4.2. MATERIAL SEM NO

Como pode ser observado na TABELA 2, o numero de sinais foi menor, com ligacao
B-1e B-5.

Tabela 2: Sinais de *3C obtidos na amostra B ( sem no).

No ppm Atribuicéo

CHjs e -CH2 em cadeias alifaticas saturadas (AMARAL,
1 ]22.69-38.71 2014)

Ce da celulose cristalina, da ndo cristalina da hemicelulose
2 6189 |ea0-0OC,H: da lignina; (AMARAL, 2014)

114.42 Cs e Ce da lignina guaiacilica. (AMARAL, 2014)

3
4 29.69 C em cadéias alifaticas; (WEN, 2013)
5 62.75 C, em unidades -5 e -1 do tipo G; (WEN, 2013)

Cs nas unidades G; (WEN, 2013); C-3/C-5 em benzoato de
6 11442 | nidades H (LIN e DENCE, 1992)

Cq«e Cp em Ar-CH=CH-CH:0OH ou C2/C¢ em unidade do
7| 12880 [tipo H. (WEN, 2013); C, e Cs em ARCH=CH-CH20H
(LIN e DENCE, 1992)
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‘ 8 ] 200.76 C=0 néo-conjugado em cetonas (LIN e DENCE, 1992) ‘

CH,OH

Figura 12: A Ligacdo B-1 com unidade G. B: Ligacdo -5 com unidade G e unidade H.

Ha evidéncias de unidades G (FIGURA 12: A e B) e auséncia da unidade H. A
aciddlise ndo degradou totalmente a celulose e a hemicelulose, assim como ocorreu no
material com n6. A presenca da hemicelulose e lignina corroboram para a existéncia de
complexos lignina-carboidratos na amostra analisada.

O espectro ndo revelou a existéncia de ligacGes B-O-4 nesta amostra, nem os sinais de
metoxila foram revelados pelo espectro, porém estdo implicitos, visto que ha presenca de
unidade do tipo G, que possui metoxila.

Somente ligagbes B-1(FIGURA 12: A) e B-5 (FIGURA 12: B) ocorreram foram
reveladas no espectro (TABELA 2).

Os resultados descritos por LIN e DENCE (1992) com AMARAL (2014) e WEN
(2013) com relacédo ao pico 114. Para LIN e DENCE (1992) o sinal é atribuido ao benzoato da
unidade H, enquanto AMARAL e WEN o atribuem a unidade G.

18



Figura 13: Benzoato de unidade H referente ao oitavo sinal.

AMARAL (2014) utilizou madeiras de Pinus ellitottii como objeto de estudo fazendo
ressonancia magnética nuclear do *C, comparando diferentes se¢des ao longo do tronco. A
atribuicdo dos sinais (TABELA 3) permite uma caracterizacdo da estrutura molecular do
material.

Tabela 3: Sinais indicando os deslocamentos quimicos (ppm) de &omos de carbono no
espectro RMN do 3C de nds de P. elliottii var. elliottii, observados por AMARAL, 2014

Base |Meio |Topo |Atribuicdes (adaptado de Baptista, 2006; Souza et al.
(ppm) | (PPM) | (PPm) | 2011)

1719 (171,6 |171,7 |Carboxila do éster de hemicelulose

149,7 |149,7 |149,8 |Cszda lignina guaiacilica

149,4 |149,7 |149,4 |Cszde lignina guaiacilica

1477211476 |- C1 e C4 de lignina guaiacilica

146,4 |146,4 |- C. da lignina guaiacilica

146,4 |146,3 |146,3 |Csde lignina guaiacilica

135,1 |135,3 |135 |Ciem lignina guaiacilica

133,1 (133 133 C1 em lignina guaiacilica

132,55|132,5 |132,49|C; da lignina guaiacilica

119,15|119,2 |119,2 |Ce da lignina guaiacilica

113,57 113,57 | 113,5 |Cs e Ce da lignina guaicilica

111,8 1119 [111,9 |Cazde lignina guaiacilica

104,47|104,39 104,47 | OCgH2 da lignina
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88,5 |88,51 [88,5 |C4dacelulose cristalina

84,1 |84 84 Cp em unidade guaiacilica

81,83 (81,83 (81,9 |C4dacelulose néo cristalina e

74,29 74,29 |74,31 |hemicelulose e -OCgH> da lignina

71,74 |71,76 |71,7 |Cz, Cse Csde celulose e hemicelulose

64,46 64,46 |64,39 |C2, Cse Csda celulose e C,H: da lignina
Ce da celulose cristalina; Ce da celulose néo cristalina;

61,79 61,79 |61,73 | Ce dahemicelulose; -OC,H da lignina

- 55,8 |- O- CHs

55,44 |55,44 |55,41 |Metoxilada lignina

20-38 |20-38 |20-38 |CHse— CH2em cadeias alifaticas saturadas

Na TABELA 4, os sinais dos espectros sdo referentes a uma comparacdo da lignina

acetilada e ndo acetilada, descritos por WEN (2013).

Tabela 4: Sinais de Ressonancia Magnética Nuclear comparados aos sinais obtidos a partir de
lignina acetilada e ndo acetilada ( WEN, 2013)

ppm | Atribuicgéo ppm | Atribuicio

166.5 | Cq emp-coumarato (PCE) 123.0 | Cs, FE ester

160.0 [Csem PCE 122.6 |Cye Cs em unidades Ar—C(=0)C-C
1447 |C7em PCE 119.4 | Ce em unidades G

130.3 |C2/Cs em PCE 118.4 | Ce em unidades G

125.1 |Ciem PCE 115.1 |Csem unidades G

116.0 |Cs/ Csem PCE 114.7 |Csem unidades G

115.0 |C8 em PCE 111.1 | C; em unidades G

152.5 | Cs/Cs, unidade S eterificada S 110.4 | Cz em unidades G

149.7 | Cs, unidade G eterificada 106.8 | C2/Ce, S com a-CO

148.4 | Cs, unidade G 104.3 | Ca/ Ce, unidades S

148.0 |Cs, unidade G 86.6 | C,em unidades G tipo B-5
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146.8 | C4, G eterificada 84.6 |Cpem tipo G de unidadef-O-4 (threo)
Cs em tipo Gde unidadesp-O-4
145.8 | Cs, néo eterificada G 83.8 (erythro)
145.0 | Cy, eterificada 5-5 724 |C,em B-B; C,, B-arila éter
C-oem tipo G de unidades B-O-4
143.3 | C4, ndo eterrificado 5-5 71.8 (erythro)
Csem tipo G de unidades B-O-4
138.2 | Cy4, S eterificada 71.2 (threo)
C, em unidades G tipo p-O-4 com o—
134.6 |Cy, S eterificada; Cy, G eterificada |63.2 |C=0
C1, S ndo- eterificada; C1, G néo-
133.4 |eterificada 62.8 | C,em unidade G tipop-5, B-1 units
132.4 | Cs, eterificada 5-5 60.2 | C, em unidades G tipo B-O-4
131.1 | Cy, ndo-eterificado 5-5 55.6 |Cem Ar- OCHs
129.3 |Cpem Ar-CH=CH-CHO 53.9 Cp em unidades B-p
128.0 |C,e Cgem Ar-CH=CH- CH.OH |53.4 |Cgem unidades -5 units
Grupo CHas, cetonas (conj) ou em
128.1 |C2/Cs, em unidades H 36.8 |alifatico
125.9 |-5/ Cs' em ndo-eterificado 5-5 29.2 | CH2em cadeia alifatica
Grupo CHsz ou CH; em cadeia
122.6 [Cie Csem Ar—C(=0)C-C 26.7 |saturada
125.9 |Cs, ndo eterificado 5-5 14.0 | C,Hsem cadeia n-propila

Lin e Dence (1992), em seu livro fazem analise do *C de lignina de madeira moida,
atribuindo aos sinais dos espectros (TABELA 5) suas func¢Ges organicas.

Tabela 5: Baseado nos estudos de LIN e DENCE ( 1992), também pode-se observar
asseguintes atribuigdes:

0 em 0 em
ppm Atribuicéo ppm Atribuicao
< . 128.3-
210-200 [ndo-conjugado C=0 em cetonas 1293 Cqe Cp em ARCH=CH-CH,OH
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194 C,HO em cinamaldeido 126.3 Cpgem cinamaldeido
191.6 C«HO em benzaldeido 121.5 C1 em benzoato de unidades H
171-173 |C=0 em RCOOR alifatico 0.3 | S0 em unidades G eterificadas &
ndo eterificadas
165-167 | C,=0 em ArCOOH 115 | Coem unidades G eterificadas e
ndo eterificadas
162 Cs em Ar-COOH 114.6 Cs / Cs em benzoato de unidades H
152.9 Cal C3' em eterificado unidades 5-5 |111.4 C. em unidades G
152.6 C. em cinamaldeido 110.9 C2 em G-G unidades de estilbenos
106.8-
152.1 C3/Csem S B-O-4 107 Ca2/ Ce em S com C,=0 ou C,=C
. - 104.5-
149.1 Cz unidade G eterificada \06.8 Cao/ Coem S em geral
147.4 C4 em unidade G eterificada \03.6 Co/ Cem B-B
147.1 C3/Cs em S B-O-4 ndo eterificada 87.2 Cpem S B-O-4 threo
146.9 Cz em G ndo eterificada 87.2 Cq em B-5
145.3 Cs em G B-O-4 ndo eterificada 86 Cp em B-O-4 erythro
143.4 C4/C_:4_ em unidades 5-5 nédo 853 Coem p-p
eterificadas
138 Ci1em S B-O-4 eterificada 84.5 Cp em G B-O-4threo
137.7 Ciem S B-B 83.5 Cp em G B-O-4 erythro
135.3 C1em G B-O-4 eterificada 80-82 | Cpe Cup-0O-4/ unidades C,-O-4
134 |SeemSpOdeterificadaendo g, I, em p-0-4Ge S erythro
eterificada
133 C1 em G B-O-4 ndo eterificada 71.8 Coem B-O-4 G e S erythro
1324  |C/Co emunidades -5, Crem S -4, o C.em B-O-4 G e S threo
O-4 ndo eterificada
131 Ca/ Cs em benzoato de unidades H 714 .Coem B-O-4 G e S threo
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5. CONCLUSAO

Houve diferencas significativas entre os sinais do material com nd e sem n6 em
relacdo a analise de 3C. No material sem n6 ndo houve ocorréncia de unidade H de ligagGes
B-O-4, isso indica que hd menor resisténcia a acidélise no material sem sé. O material com né
se mostrou mais resistente a acidolise, ndo sendo indicado para producéo de celulose.
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