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Resumo

Resumo

Esta dissertagdo apresenta o estudo quimico da lignina de madeira moida
(LMM) e dos polifendis da madeira de Aroeira-Preta (4stronium urundeuva),
cultivada no cerrado do Tridngulo Mineiro.

Inicialmente a madeira moida passou por um processo de extragdo com
os solventes benzeno, etanolVbenzeno 2:1, igua, NaOH 0,1 N, cloroformio e
acetona/agua 9:1 para isolar a lignina. A LMM assim obtida foi submetida a
analise dos grupos funcionais por via umida (determinacdo de grupos
metoxilicos, hidroxilas fendlicas e alifaticas, liga¢Ges a-O-4 e B-O-4, carbonilas,
oxidagdo com nitrobenzeno, férmula minima), por métodos espectroscopicos
(como ultravioleta, infravermelho com transformada de Fourier e ressonancias
magnéticas protdnica e de carbono 13) e cromatograficos (como cromatografia
de permeagdo em gel e a cromatografia liquida de alta eficiéncia), possibilitando
assim a quantificagfio e caracterizagio desses grupos.

Além disso, fez-se um estudo quantitativo dos teores de celulose,
hemiceluloses e extrativos, complementando o estudo da madeira.

O estudo dos polifencis foi feito com base em extratos acetona-aquoso e
metanol-aquoso. Com estes, foram determinados os teores de fendis totais e
proantocianidinas.

O estudo acima permitiu concluir que a Aroeira-Preta € uma madeira
com alto teor de extrativos, alto teor de hidroxilas fenélicas conjugadas e
possivelmente sua LMM estd condensada com os extrativos polifendlicos.

Apesar das dificuldades de anilise do material vegetal proposto, o
trabalho mostrou uma série de informagSes quimicas que certamente

contribuirdo para um melhor aproveitamento dos recursos naturais brasileiros.




Abstract

Abstract

This work is based upon milled wood lignin (MWL) and phenolic
compounds of the wood from Aroeira-Preta (Astronium urundeuva) harvested in
the cerrado (savannah) in Tridngulo Mineiro.

At first, the milled wood lignin was extracted with solvents (benzene,
ethanol/benzene 2:1, sodium hydroxide 0,1 N, chloroform, and acethone/water
9:1) in order to isolate the lignin. The obtained MWL was analyzed by wet assays
to find out the functional groups (as methoxylic group determination), phenolic
and aliphatic hydroxyls, a-O-4 and B-O-4 linkages, carbonyls, oxidation using
nitrobenzene, minimum formula); by spectroscopic methods (as ultraviolet,
Fourier Transformed Infrared and *C and 'H Nuclear Magnetic Resonance) and
chromatographic (as Gel Permeation Chromatography and High Performance
Liquid Chromatography) that did the quantification and characterization of these
groups possible.

Besides, a quantitative study upon celluloses, hemicelluloses and
extractives were made, fulfilling the study of this wood.

The phenolic study was based on acetone/water and methanol/water
extracts. The total phenols and proanthocyanidins levels were evaluated with these
extracts.

This study concludes that this wood has a high extractive level, high
conjugated phenolics hydroxyls level and possibly its MWL is condensed with
polyphenolic extractives.

Although many problems have arisen in the study of the proposed vegetal
material, this work has much chemical information that certainly will contribute

for a better management of brazilian natural resources.

xiv



Capitulo 1 Introdugdo

1 - Introdugédo

A madeira é um material de composi¢do quimica bastante variavel. Estas
variagdes podem ser encontradas dentro de uma mesma espécie e, até mesmo,
dentro de uma mesma arvore [1].

Todas as madeiras possuem trés constituintes macromoleculares que
formam sua parede celular: celulose, hemiceluloses e lignina [1, 2]. Além desses,
encontram-se também (em menor propor¢do) os chamados “constituintes
menores” ou “componentes secundarios”, que possuem baixa massa molecular e
incluem compostos inorganicos e orgénicos de diversas fun¢des quimicas. Esses
estdio mais intimamente relacionados a espécie de madeira e dela depende o tipo e
a quantidade [1, 2, 3].

A celulose ¢ um componente mais ou menos uniforme para todas as
madeiras, ao passo que a composi¢io e as proporgdes de lignina e hemiceluloses
das angiospermas (madeiras duras, porosas ou folhosas) sdo diferentes das
gimnospermas (madeiras moles, resinosas ou coniferas) [1, 2].

A composigdo quimica aproximada das madeiras é mostrada na tabela 1.1
[3].

Tabela 1.1: Composi¢do quimica

aproximada dos constituintes das madeiras [3]

Componente composi¢do (%o)
Celulose 50
Hemiceluloses 20
Lignina 15a35
Constituintes menores Até 10

1.1 - Celulose

A celulose € o principal componente da parede celular. E um
polissacarideo linear formado por um tunico tipo de unidade de agiicar

(monossacarideo): a B-D-Glucose, cuja estrutura representativa ¢ mostrada na
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figura 1.1. Estas unidades se unem através de ligagdes glicosidicas B-(1—4) para

<63H20H H 6
LN H 1 HO 5 .0
H H ; H
OH |3 2 H H
H OH H
(a) (b)

Figura 1.1: Estruturas representativas da -D-Glucose:

conformagdo de Haworth (a) e conformacfo de cadeira (b)

dar origem ao polimero celulose (figura 1.2). As moléculas de celulose sfo
lineares e tém forte tendéncia de formar ligagdes de hidrogénio intramoleculares e
intermoleculares. O primeiro tipo € responsavel por certa rigidez das cadeias
unitdrias de celulose ¢ o segundo tipo propicia a formacdo da fibra vegetal,
mostrada no esquema da figura 1.3. Pode-se ver que as moléculas de celulose se
unem para formar as microfibrilas, as microfibrilas se unem para formar as
fibrilas, as quais unidas formam a fibra de celulose [3].

As microfibrilas possuem regides cristalinas (altamente ordenadas) e
regides amorfas (pouco ordenadas). Na regido cristalina, a fibra tem maior
resisténcia a tragdo, ao alongamento e a solvatagdo. Na regifio amorfa, a fibra
alcanca sua maior flexibilidade [3].

A celulose se distingue analiticamente dos extrativos pela sua
insolubilidade em &4gua e solventes organicos, das hemiceluloses pela sua
insolubilidade em solugdes alcalinas aquosas e da lignina pela sua relativa
resisténcia a agentes oxidantes e susceptibilidade & hidrélise por acidos {1, 2].

Para que a celulose possa ser isolada das plantas ela deve ser separada dos
extrativos, da lignina e dos outros compostos ndo celuldsicos. Nos métodos
comumente usados para o isolamento e determinagdo da celulose, os outros
constituintes da madeira sio removidos o mais completamente possivel por

técnicas de extragdo ou solubilizagdo, deixando um residuo que € constituido
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praticamente por celulose pura. A etapa mais importante é a remogio da lignina,

sendo, portanto,

o isolamento da celulose um processo primariamente de

deslignificagdo.
CH,OH H OH CH,OH
H O\OH o N H O oH
OH H 1 + 4 OH 1T + 4 OH H
H oH CH,OH H  on
"H,0

oH
H  OH H  OH
o H H 0 H
OH OH
oH H
A o o H o 0—R
W OH
HO n Ho

Figura 1.2: Formagdo de moléculas de celulose pela

unido de n unidades $-D-glucose [3].
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Figura 1.3:

Esquema proposto para formagéo da fibra de celulose [3].
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1.2 — Hemiceluloses (polioses)

Sédo polissacarideos heterogéneos formados de forma diferente da celulose.
Apesar disso, as hemiceluloses possuem a mesma fung¢fio estrutural na parede
celular que a celulose. Sdo relativamente faceis de serem hidrolisadas por 4cidos
aos seus componentes monoméricos, a saber: B-D-xilopiranose, B-D-
manopiranose, [-D-glicopiranose, B-D-arabinopiranose, B-D-galactopiranose,
acido a~D-glucurdnico, 4&cido B-D-galacturénico, e acido o-D-4-O-

metilglucur6nico, como mostrado na figura 1.4 [1].

H OH
H OCH
o H Hr O\OH
HO H KoH H P
H OH HO e H
H OH
B-D-Xilopiranose B-D-Manopiranose B-D-Glicopiranose
H COOH
H OOH H 4——O0H
HO ¥ H H Nt HO N H
OH H H OH H OH

B-D-Arabinopiranose pB-D-Galactopiranose  Acido-B-D-Glicurdnico

COOH COOH
HO OOH H OH
oi' H Ko H
H H H,CON " OH
H OH H OH
Acido-B-D-Galacturénico Acido-a-D-4-O-Metil
Glicurénico

Figura 1.4: Agticares que compdem as hemiceluloses.
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Algumas das unidades de agicar possuem apenas cinco atomos de
carbono, sendo, portanto, denominadas pentoses; outras, porém, possuem seis
atomos de carbono, sendo, entdo denominadas hexoses, gerando assim,
pentosanas (polimeros formados pela condensagdio de pentoses) e hexosanas
(polimeros formados pela condensagdo de hexoses) [1].

Um polissacarideo que quando hidrolisado leva tanto a unidades de
arabinose como de galactose, estando esta Gltima em maior quantidade, ¢é
denominado arabinogalactana; outro que leva a arabinose, ao acido glucurdnico e
principalmente & xilose ¢ denominado arabinoglucuronoxilana e assim por diante
[1].

As hemiceluloses s3o polimeros nos quais participam pelo menos dois
tipos de unidades de agicar [3]. Isoladas das madeiras, as hemiceluloses se
apresentam como misturas complexas de polissacarideos, sendo os mais
importantes:  glucuronoxilanas,  arabinoglucuronoxilanas,  glucomananas,
arabinogalactanas e galactoglucomananas. Portanto, o termo hemiceluloses néo
designa um composto quimico definido, mas sim uma classe de componentes
polissacaridicos presentes em vegetais fibrosos, possuindo cada componente
propriedades peculiares. Como no caso da celulose e da lignina, o teor ¢ a
propor¢do dos diferentes componentes encontrados nas hemiceluloses de madeira
variam grandemente com a espécie e, provavelmente, também de arvore para
arvore [3].

A tabela 1.2 apresenta a proporgido aproximada das hemiceluloses em

madeiras duras (folhosas).

Tabela 1.2: Teores relativos das hemiceluloses em folhosas [3].

Hemiceluloses Ocorréncia
4-0-metil-glucuronoxilana 20-35%
Arabinoglucuronoxilana Tragos

Glucomanana 2-5%
Galactoglucomanana 2-5%

Arabinogalactana 1-2%
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As cadeias de hemiceluloses sdo bem menores do que as de celulose. As
hemiceluloses possuem grupos laterais e sdo ramificadas em alguns casos.

As hemiceluloses sio diferenciadas da celulose pela facilidade relativa a
hidrélise por 4cidos diluidos € pela solubilidade em solugdes alcalinas aquosas.
Entretanto, a interface entre celulose e hemiceluloses € dificil de ser determinada
experimentalmente. Embora a maior por¢do das hemiceluloses seja prontamente
hidrolisada e dissolvida por acidos diluidos, a hidrélise completé s6 € possivel
com sérios ataques 4 celulose. A maior parte das hemiceluloses pode ser extraida
por tratamento com solugdes alcalinas aquosas (depois de removida a lignina),
mas a celulose tende a reter fortemente as unidades de xilose e manose. O
contetido desses agucares pode ser reduzido em niveis muito baixos através de
procedimentos exaustivos de extragfio, mas somente as custas da dissolu¢do de
uma por¢do da celulose {4].

Com relagdo aos extrativos, as hemiceluloses sdo diferenciadas pelo fato
de serem insoliiveis em solventes orginicos neutros e, na sua grande maioria,
insoliveis em 4agua. Entdo, para se evitar possiveis contaminagbes durante o
isolamento das hemiceluloses, utiliza-se a madeira previamente extraida com

solventes organicos {4].
1.3 - Lignina
1.3.1 - Aspectos Gerais

A palavra lignina vem do latim “/ignum” e quer dizer madeira. Ela ¢ uma
substancia amorfa, de natureza aromatica e muito complexa, que constitui parte
das paredes celulares e da lamela média de vegetais [4].

Atualmente, sabe-se que a lignina é o segundo material mais abundante no
reino vegetal (vem depois da celulose), s6 nio estando presente em vegetais
primitivos como fungos, algas e liquens ndo lignificados. Basicamente, sua fungéo

¢ dar resisténcia mecénica (rigidez a parede celular) e protegdo contra a agfo de
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microorganismos [1, 3, 5]. Atua como um agente permanente de ligagdo entre as
células, gerando uma estrutura resistente ao impacto, compressio e dobra.

Por volta de 1838, Payen realizou experimentos tratando diferentes tipos
de madeiras com acido nitrico. Concluiu que todas tinham uma substincia de
composicdo semelhante & do amido. Este material foi denominado celulose.

Contudo, foi observado que o conteudo de carbono das madeiras era bem maior

"que o do amido; Payen denominou de “material incrustante” a substincia

responsavel por esta diferenga [1, 6]. Foi Schultz em 1857 quem deu o nome de
lignina a esse material incrustante (4, 6].

Erdman, em 1866, chegou & conclusdo de que os constituintes nfo
celuldsicos da madeira eram aromaticos, através da observagdo de que o catecol e
o 4cido protocatecdico sdo obtidos da fusdo alcalina da madeira [4, 6].

Em 1874, Tiemann e Harrmann isolaram a coniferina do cambium de
Picea abi’es, sugerindo que poderia estar vinculada a estrutura da lignina [4].

Em 1890, Benedikt ¢ Bamberger determinaram a presenga de grupos
metoxila na madeira. Como nfio estavam presentes na celulose, eles inferiram que
esses grupos poderiam estar associados & lignina, apesar da mesma ainda nfo ter
sido isolada naquele tempo [4].

Atribui-se a Klason o primeiro método para isolar ligninas. Em 1907, ele
obteve lignina removendo polissacarideos por reagdo com acido sulfurico 70 % [5,
6]. O produto era lignina isolada, porém, de constitui¢do quimica muito diferente
da lignina “in natura” ou protolignina, devido as condi¢Ges drésticas de reagdo.

Atualmente existem varios métodos de isolamento de ligninas, entre os
quais pode-se citar: diretamente do vegetal, por reagfio quimica, por extragdo com
solvente apos moagem e pela a¢do de microorganismos [7]. A lignina chamada de
Lignina de Madeira Moida (LMM) ou do inglés Milled Wood Lignin (MWL) [2] é
a que mais se aproxima da protolignina (lignina genuinamente presente nos

vegetais) e serd esta a utilizada neste trabalho.
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1.3.2 — Precursores da lignina

Em 1939, Freudenberg identificou a vanilina como produto de oxidagfo de
madeiras moles com nitrobenzeno. Creighton e colaboradores, em 1944,
identificaram, além da vanilina, o siringaldeido como produto de oxidagdo de
madeiras duras. Da oxidagdo de gramineas foi identificado um terceiro
componente, o p-hidroxibenzaldeido, que pode estar também presente em
madeiras moles e duras, porém em quantidades pequenas [6]. Dessa forma, a
partir do estudo da oxidagdio com nitrobenzeno de madeiras duras, moles e
gramineas e as suas respectivas ligninas, estabeleceu-se que os alcoois p-
cumarilico, coniferilico e sinapilico sdo os precursores nativos de ligninas (figura
1.5).

Klason propds, baseado em muitos trabalhos, que a lignina era uma
substancia macromolecular a qual possuia como unidades basicas, dimeros do
alcool coniferilico [8].

Em seus estudos, Freudenberg propds que a lignina seria uma
macromolécula vegetal constituida de unidades arilpropandides, denominadas Cs.
A macromolécula de lignina tem estrutura tridimensional ramificada e suas
unidades de repeti¢io ndo sdo regulares ou ordenadas. Vem dai a dificuldade
encontrada no estudo de ligninas. Além da irregularidade na repeticio das
unidades fenilpropandides, a lignina pode sofrer modificages durante seu
isolamento das paredes celulares [2, 5, 8]. Entdo, apesar do longo tempo em que

vém sendo estudadas, trazem muitas dividas que devem ser esclarecidas.

1.3.3 — Caracterizagio e estrutura de ligninas

E possivel, através da quantificagio dos aldeidos formados na reagdo de
oxidagdo com nitrobenzeno, ter-se uma indicagdo da abundancia relativa das
unidades Cs nas ligninas, a saber: p-hidroxifenilpropano, guaiacilpropano e

siringilpropano [9, 10] (figura 1.6).
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CH,OH CH,0H CH,OH
CH CH CH
CH CH CH

H;CO OCH; H OCH;
OH OH OH
(@) (b) (c)

Figura 1.5: Alcoois precursores de ligninas: (a) 4lcool p-cumarilico,

(b) élcool sinapilico, (c) alcool coniferilico.
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Figura 1.6: Unidades basicas de Cg em ligninas: (h) p-hidroxifenilpropano,

(g) guaiacilpropano e (s) siringilpropano.

A andlise dos produtos de rea¢Ges de hidrélise, oxidagdo com nitrobenzeno
e etandlise foram os principais responsaveis pela elucidagdo das substédncias
arilpropandides, que sdo as estruturas basicas de ligninas [5]. As principais
estruturas encontradas em ligninas sdo mostradas na figura 1.7.

As madeiras duras ou angiospermas s3o geralmente formadas por unidades
guaiacil- e siringilpropandides, enquanto que madeiras moles ou gimnospermas

sdo principalmente formadas por unidades guaiacilpropanéides.
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Sabe-se ainda que a estrutura das ligninas pode ser diferente dependendo
de sua localizagdo no vegetal, contribuindo para isso fatores topoquimicos que
influenciam na sua formagéo [2].

Sdo varios os tipos de ligagbes quimicas existentes nas ligninas. A tabela
1.3 mostra os tipos de ligagdes associadas aos respectivos esquemas de estrutura

[9], apresentados na figura 1.7.

Tabela 1.3: Liga¢des encontradas nas

estruturas de ligninas.

Tipo de ligacdo Exemplo de
entre mondmeros estrutura (figura 1.7)
B-O-4’ I
B-O-4° I
o-0-4’ I
B-5° IV
a,B,y - Cs \
5-5 VI
4-0-5’ VII
B-1° VIII
B-p’ IX
o-f3 a-éster (X)
Y-y’ y-éster (XI)

1.3.4 - Mecanismo biossintético proposto para formag¢do da macromolécula de

lignina

Um novo desenvolvimento em quimica da lignina foi iniciado por Erdman
que estudava a dimerizacdo oxidativa de fendis, especialmente do ponto de vista
da biogénese de alguns produtos naturais [6]. J4 era sabido de trabalhos anteriores

que oxidantes cOmoO cloreto de ferro III poderiam remover um dtomo de
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Figura 1.7: Algumas subestruturas presentes em ligninas.
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hidrogénio de um fenol, produzindo entdo um radical livre que se estabiliza pelo
acoplamento com outro radical dando um éter difenilico ou bifenilico. Erdman
esperava que, tendo nas posi¢des orto ou para uma cadeia lateral com uma dupla
ligagdo conjugada com o anel, o fenol fosse capaz de se acoplar através do atomo
de carbono f.

No final dos anos 30, a oxidagdo de dlcoois coniferilicos na presenga de
cloreto de ferro III foi investigada por Freudenberg [6]. Foi obtido como resultado
um produto amorfo cujo tratamento com élcali quente seguido por metilagéo e
oxidagdo na presenga de permanganato dava como produtos os dcido 3,4-
dimetoxi-benzéico e 3,4-dimetoxi-1,5-benzodidico (figura 1.8). Os mesmos
4cidos foram obtidos oxidando o desidrodiisoeugenol e a lignina. Isto sugeria a
possibilidade de que lignina fosse formada pela desidrogenagio do dlcool
coniferilico € compostos relacionados, de acordo com a hipétese de Erdman.

Em 1936, Freudenberg [6] j& havia aquecido lignina de Picea abies com
solugdo aquosa de hidroxido de potdssio (70 %), promovendo clivagens
hidroliticas das ligagdes etéreas e em seqiiéncia protegendo, através de reagdo de
metilagio, os grupos fendlicos liberados. A oxidagdo com permanganato do
produto metilado, em pH entre 6 e 7, originou como produtos o &cido 3.4-
dimetoxi-benzoico, em rendimento de 8 % com relagio & lignina, e menores
quantidades de 4cido 3,4-dimetoxi-1,5-benzodidico e 4cido 5,5'-difenil-3,4,4'-
trimetoxi-1,1'-benzodibico (figura 1.8). A formagio do 4cido 3,4-dimetoxi-1,5-
benzodidico dava grande suporte a possibilidade de ocorréncia de estruturas
condensadas y-5' e P-5' na lignina. Comparativamente, o alto rendimento na
formagdo do 4cido 3,4-dimetoxi-benzdico indicava que ligagies etéreas ndo
ciclicas entre uma hidroxila presente na cadeia lateral e um grupo fendlico de
unidades Cy adjacentes eram também de grande ocorréncia.

A desidrogenagdo do dlcool coniferilico (figura 1.5) com ar na presenca de
enzima oxidase de origem fiingica, ou com peroxidase ¢ peréxido de hidrogénio
[6] dava um polimero que mostrava certas similaridades com a lignina de
Bjorkman de Picea abies. Se a reaglo fosse interrompida antes que o polimero
comegasse a precipitar, uma mistura de produtos diméricos, triméricos e

oligoméricos era obtida, sendo possivel isolar cerca de 30 compostos e determinar
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COOH COOH

OCH; HOOC OCH;

OCH; OCH;
(1) o (2)
COOH COOH

SIS

OCH;  OCH,
(3)

Figura 1.8: Estruturas do 4cido 3,4-dimetoxi-benzéico (1), 4cido 3,4-dimetdxi-
1,5-benzodidico (2) e dcido 3,5'-difenil-3,4,4'-trimetoxi-1,1“benzodidico 3)

suas estruturas. A figura 1.9 mostra os principais produtos que foram encontrados,

Como indicado pela figura 1.9, muitos dos dilignéis e oligolignois, que
poderiam ser isolados do sistema de desidrogenagdo, continham cadeias laterajs
insaturadas. Poderia-se portanto assumir que a formagfio da lignina envolvia
posteriores desidrogenagbes desses dilignéis seguidas de acoplamentos dos
radicais que se formavam, dando origem a ligagdes etéreas difenilicas ou alquil-
arilicas. Se as ligninas fossem na verdade formadas de acordo com este principio,
seria de se esperar que ela contivesse um maior nimero de cadeias laterais
insaturadas. Entretanto, a soma de unidades terminais do tipo dlcool coniferilico e
coniferaldeido na lignina de Bj6rkman de Piceq gbies & limitada (figura 1. 10).

O nimero limitado de grupos finais insaturados é de importancia para o
entendimento dos principios que prevalecem na formagdio de ligninas por
polimerizagdo desidrogenativa do dlcool coniferilico e dos 4lcoois cinamilicos
mostrados na figura 1.5.

A desidrogenagio enzimatica é uma reagdo de transferéncia de um elétron
resultando na formagdo de radicais fenéxi estabilizados por ressondncia, como

mostrado na figura 1.11. A estabilizacdo final dos radicais ocorre pelo
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Figura 1.9: Produtos resultantes da reagdo parcial de

desidrogenagdo do élcool coniferilico.
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Figura 1.10: Grupos finais do tipo 4lcool coniferilico (1) e
coniferaldeido (2).R = cadeia de lignina
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acoplamento a um outro radical em qualquer uma das posigdes do elétron
desemparelhado dado pelas estruturas de ressondncia a, ¢, d e e. Produtos

originarios da estrutura de ressondncia b nfio foram encontrados.

H, COH ('JHZOH (lez OH CH,0H CIIHEOH lCHZOH
I |
HC HC c|H HC HC. HC
1] ‘ 1 11
CH CH , CH CH CH
H CH
- - - -«
OCH; OCH, \ OCH, OCHs OCH,
OH 0. OcH; - 4 0 o}
L (a) (b) (¢) (d) (e)
_

Figura 1.11: Desidrogenagio do 4lcool coniferilico e estruturas

de ressonincia resultantes.

A formagdio da molécula de lignina comeg¢a com a dimerizagdo dos
radicais para dar um dos diligndis mostrados na figura 1.9 (muitos outros dilignois
podem também ser formados). O continuo crescimento da molécula ocorre
predominantemente pelo acoplamento de radicais e polimerizagfo. Na célula
lignificante existe uma baixa concentragio estaciondria do mondmero, alcool
coniferilico. Portanto, uma dimeriza¢dio dos radicais do mondmero seria menos
favorecida do que seus acoplamentos com radicais fenéxi formados pela
desidrogenagdo de grupos finais fenélicos de diligndis ou polimeros maiores, que
sio mais estdveis. O processo € ilustrado por dois exemplos nas figuras 1.12 e
1.13. Na figura 1.12, um radical de a&lcool coniferilico em sua forma de
ressonancia d € ligado por um acoplamento B-O-4 a um radical de grupo final a. O
resultado deste acoplamento serda um intermedidrio quinonametideo (1). Esses
intermedidrios sdo muito reativos e reagem, por exemplo, pela adicdo de uma

molécula de 4gua para dar uma estrutura guaiacilglicerol-B-aril éter (2).
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Figura 1.12: Polimerizag¢do para formagdo da

macromolécula de lignina.
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Essa seqiiéncia de reagdes € uma das mais freqiientes na sintese biologica
de macromoléculas de lignina. O modo de acoplamento f-O-4 foi predito em um
estagio primario por Erdman e Leopold [6].

Ao invés de agua, um grupo hidroxil fendlico pode se adicionar a estrutura
1 (figura 1.12). Neste caso, uma estrutura guaiacilglicerol-a,B-diaril éter se
formara. grupos benzil (ou o-) benzil aril éter como indicado nesta estrutura
foram achados por Freudenberg e Nimz [6] em oligoligndis, tal como o tetralignol
(figura 1.9) formado pela desidrogenagdo do dlcool coniferilico in vitro. Sua
formag#io constitui um adicional, nfio desidrogenativo, modo de crescimento das
moléculas de lignina.

No segundo exemplo ( figura 1.13 ), um grupo fendlico final do tipo
guaiacilglicerol-B-aril éter (1) é desidrogenado e ao radical que se forma (2), na
sua estrutura de ressonéncia (3), é adicionado um radical proveniente do alcool
coniferilico. O produto (4) de acoplamento B-5, na sua forma tautomérica (5),
sofre um fechamento de anel intramolecular com a formagdo de um sistema
fenilcumarénico (6).

Adicdes desidrogenativas continuas dos radicais monoméricos aos grupos
fenolicos finais, somente por acoplamento 3-O-4 ou B-5 de acordo com as figuras
1.12 e 1.13, iriam resultar em seqiiéncias de formatos lineares. Um tipo adicional
de ligages monoméricas é o modo de acoplamento B-1. Além do mais,
acoplamentos 5,5 dando estruturas difenilicas e acoplamentos 4-O-5 resultando
em ligagBes etéreas diarilicas sdo importantes reagdes de crescimento, sendo a
causa do aparecimento de ramificagSes na macromolécula.

Acoplamento difenil éter ou diaril éter sdo provavelmente preferenciais
entre dois radicais de grupos terminais do que entre um radical de grupo terminal
e radical monomérico. A possibilidade de qualquer um destes dois tipos de
reagdes de acoplamento ocorrer, em relagdo a estrutura e potencial de oxidagéo
dos reagentes envolvidos, foi estudada em modelos experimentais [6].
RamificagBes no polimero sio também ocasionadas por formagdes adicionais de

estruturas benzil aril éter.
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Figura 1.13: Polimeriza¢o para formagdo da lignina a partir de grupo final

fenolico do tipo guaiacilglicerol-B-aril éter.
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1.3.5 - Lignina de madeira moida (LMM)

Diferentes métodos tém sido usados para isolar ligninas de madeiras.
Apenas trés deles, entretanto, demonstraram ser capazes de fornecer
essencialmente uma lignina nfio muito modificada em sua estrutura quimica. O
primeiro deles consiste na extragdo com solventes orgénicos e a lignina entdo
obtida é denominada lignina de Brauns [11]. O segundo utiliza-se de uma
moagem preliminar seguida por extragdo com solventes, sendo a lignina obtida
denominada de lignina de madeira moida [11]. A por¢do de lignina soltvel
poderia ser aumentada se a madeira finamente moida fosse tratada com enzimas
hidroliticas para remog¢do dos polissacarideos. Isto consiste a base do terceiro
método de isolamento e a lignina assim obtida é denominada lignina enzimatica
[12].

Espera-se que a moagem da madeira cause mudangas na lignina em
extensdes ndo muito bem conhecidas, como por exemplo, um ligeiro aumento no
conteido de grupos carbonilas [12]. O rendimento na obtengdo da LMM
representa cerca de 25% da lignina de Klason.

Foi sugerido que a lignina de madeira moida tem origem na lamela média
ou ao menos que a lignina desta regifio morfologica ¢ representativa nas amostras
obtidas pelo método de isolamento. Muitas outras hipdteses e problemas
relacionados a origem morfolégica da LMM surgiram. Entretanto, a LMM parece
ser representativa da lignina in sifu, mesmo quando obtida sob baixos rendimentos
[2, 5].

As figuras 1.14 e 1.15 apresentam estruturas propostas para representar
fragmentos de ligninas de madeiras mole e dura, respectivamente. Tratam-se
apenas de propostas para fragmentos onde aparecem as principais subestruturas da
macromolécula, uma vez que as massas moleculares das ligninas sdo bastante
elevadas, indicando que a molécula in situ apresenta uma quantidade maior de

unidades Cy do que a lignina isolada.
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1.4 — Constituintes menores

Os constituintes menores podem ser considerados como constituintes nfo
estruturais da madeira, quase exclusivamente compreendido por compostos
extracelulares e de baixa massa molecular. Esses constituintes podem ser
divididos em duas classes [3].

A primeira engloba materiais que podem ser chamados também de
extrativos, por serem extraiveis (solitveis) em solventes orgénicos neutros, agua
ou volatilizados a vapor. Os extrativos compreendem um grande numero de
compostos, tanto lipofilicos quanto hidrofilicos [3].

A segunda classe engloba materiais que nfio sdo extraiveis com os agentes
mencionados, como por exemplo compostos inorganicos, substdncias pécticas e
proteinas [3].

Os constituintes menores sdo freqiientemente o0s responsdveis por
determinadas caracteristicas da planta como cor, cheiro, resisténcia natural ao
apodrecimento, sabor e propriedades abrasivas. Sua composi¢do ¢ quantidade
dependem de diversos fatores como espécie, idade da planta e regido de

ocorréncia [1, 3].
1.4.1 — Extrativos

Podem ser classificados em varios grupos de acordo com suas
caracteristicas estruturais, embora seja comum a ocorréncia de sobreposicdo na
classificagdo.

Uma das classes de extrativos ¢ chamada resina. Este termo, entretanto,
caracteriza mais a condigfio fisica do que designa compostos quiticos. Chama-se
resina uma série de compostos diferentes que inibem a cristalizagdo. Podem ser
componentes da resina: terpenos, lignanas, estilbenos, flavondides e outros
aromaticos [1, 2, 13].

Além desses, outros compostos que podem estar presentes nos extrativos
sdo: gorduras, ceras, acidos graxos, dlcoois e hidrocarbonetos de alta massa

molecular.
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Assim, como ja foi dito, o tipo de extrativo encontrado em madeiras
depende da espécie e até mesmo das condi¢des do exemplar estudado. Entretanto,
é possivel citar os tipos de extrativos mais comuns para angiospermas e

gimnospermas, agrupando-os.
1.4.1.1 — Resina

A resina ¢ constituida por terpenos e por diversos tipos de compostos

fenolicos.

a) Terpenos: Podem ser considerados como multiplos da unidade de
isopreno (2-metil-butadieno) e sdo um grupo de compostos largamente encontrado
no reino vegetal (figura 1.16). A tabela 1.4 mostra o nimero de atomos de

carbono relacionado ao numero de unidades de isopreno e ao prefixo usado em

sua nomenclatura.

L Qo TP

isopreno  monoterpeno  sesquiterpeno diterpeno triterpeno

Figura 1.16: Estrutura bésica de vérios terpenos [2].

Para as angiospermas, ¢ comum encontrar alguns monoterpenos e
triterpenos. Grande parte dos triterpenos possuem uma estrutura esterano € por
isso sdo chamados esterdides. Alguns exemplos sdo mostrados na figura 1.17,
sendo que os diterpenos e sesquiterpenos sdo raros.

Muitas madeiras duras de clima tropical contém glicosideos de triterpenos
e esterdides que produzem solugdes espumosas em 4dgua e sdo chamados de
saponinos. As agliconas dos saponinos s3o chamadas sapogeninos. Os
sapogeninos triterpendides sdo compostos pentaciclicos onde os esterdides

sapogeninicos contém um anel de 5 membros na maioria dos casos [2].
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Tabela 1.4: Classificagdo dos terpenos

Prefixo Hemi Mono  Sesqui Di Sester Tri Tetra Poli
N° de atomos de carbono 5 10 15 20 25 30 40 >40
Nomero de unidades de
1 2 3 4 5 6 8 >8
isopreno (CsHsg)
HO HO
Campesterol Sitosterol

Figura 1.17 Exemplos de esterodides e triterpendides na madeira.

b) Compostos fendlicos: Compreendem desde fenois simples (figura 1.18) até

sistemas de fendis mais complexos, como por exemplo: lignanas (figura 1.19),
estilbenos (figura 1.20), flavonoides (figura 1.21), quinonas (figura 1.22) e taninos
(item 1.4.1.1.1).

(PHO
(&H
CH CHO
H;C OCH; HsCO OCH; @OCH:,
OH OH OH
Sinapaldeido Siringaldeido Guaiacol
('IOOH ﬁHz
9H ('ZH CHs
CH CH,
OCH3 OCHjs OH
OH OH Cresol
Acido Fenlico Eugenol

Figura 1.18: Exemplos de fenois simples.
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e Lignanas: Sdo formadas pelo acoplamento oxidativo de 2 unidades

fenilpropano (C¢C3). Exemplos sdo apresentados na figura 1.19.

OH
HCO FgCO\[j:j/OCH3

H--C~ "CH,
! HC ———CH
-é—-C—H
@ @Lm
OCH; 3 3
Plnoresmol Siringaresinol

Figura 1.19: Exemplos de lignanas

e Estilbenos: Sdo derivados do 1,2~ difeniletileno, possuindo ligagéo dupla

conjugada no sistema. Exemplo: pinosilvina (figura 1.20)

OH
HO

CH=CH

O

Estilbeno

Figura 1.20: Exemplo de estilbeno: pinosilvina

¢ Flavonoéides: Compostos tipicos com esqueleto carbdnico do tipo CsC3Ce.
Os flavondides podem ser derivados da flavona, que ¢ interpretada com 2-
fenil-benzopirona. Seus derivados que contém anel pirano hidratado sdo
chamados flavanas. Também sdo derivados da estrutura basica flavona as
flavanonas e as isoflavanonas. Estruturas contendo um anel pirona aberto

sio chamadas chalconas e estes com anel furanona sdo chamados auronas
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(tabela 1.5). Encontram-se em vdrias madeiras representantes da maioria
desses derivados das flavonas. Alguns flavondides sfio responsdveis pela
determinagdo da cor da respectiva madeira, como por exemplo, fisetina,
morina e santal. A maioria dos extrativos das madeiras ditas ‘“coloridas”
(como as vermelhas, azuis e amarelas) sio flavonoides e compostos correlatos.
Somente flavondides do tipo flavan-3-ol e flavan-3,4-diol participam da
formagdo de taninos condensados, os quais consistem de 3 a 8 unidades
formadoras (flavonoides) [1, 2]. A catequina ¢ um exemplo de flavonoide

importante, por ser precursora de taninos condensados. Exemplos sdo

mostrados pela figura 1.21

OH

OH
HO o) O HO ‘ o O
¢ o

OH O

OH O

Crisina (5, 7-dihidroxiflavanona) Taxifolin (3, 5,7, 3', 4'-pentahidroxiflavanona)
OH
OH HO 0
oY
OH OH O O OH
OH
Catequina Genisteina (5, 7, 4' - trihidroxiisoflavanona)

Figura 1.21 - Exemplos de flavonéides (extrativos fendlicos)

o Quinonas: Compostos aromaticos com duas carbonilas, usualmente uma

oposta a outra no anel (figura 1.22).

0] (0] o]
O OO0 OO ’
CHj OH

fe) 0

2,6-dimetoxibenzoquinona Tectoquinona Lapachol

Figura 1.22: Exemplos de quinonas presentes nos extrativos.
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Tabela 1.5: Flavondides isolados de varias espécies de madeira [2].

. Posig¢do
Estrutura basica Nome Ocorréncia
OH
3,7,3’ 4 Fisetina Acdcia, Rhus, Schinopsis
3,5,7,4° Kaempferol Afzelia
3,7,3°,4°,5° Robinetina Acdcia, Robinia,Schinopsis
3,57, .4 Quercetina Acdcia, Aesculus, Quercus
3,5,7,2°.4 Morina Chlorophora
3,7,3' 4 Fisetinidol Acdcia
3473 4 Molisacacidina Acdcia, Gleditsia
3,57, 4 Catequina Acdcia, Schinopsis
3,453 4 Leucocianidina Schinopsis
7,34 Butina Acdcia
3,734 Fustina Acdcia, Schinopsis
54°(7) Prunetina Prunus, Pterocarpus
5,3°,4°,(N Santal Pterocarpus,Santalum
342’4 Buteina Acdcia, Pseudosindora
3,4,2°,3’ 4’ Okanina Cyclicodiscus
alfa, 3,42’ 4’ Pentahidroxi-chalcona Peltogyne, tetrachylobium
6,34’ Sulferetina Pseudosindora
7 2 3 6,3°,4°,(4) Rengasina Melanorroea, Pseudosindora
’ @:C H’@ 2,6,3°4 Tetrahidroxi- Schinopsis
y X e benzilcumaranona
Aurona 2,6,3°,(4) Metoxi-trihidroxi- Schinopsis

Benzilcumaranona
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1.4.1.1.1 - Taninos

O termo “tanino” foi o nome dado a infusdo de cascas de arvores como o
carvalho e a castanheira, na qual as peles de animais eram tratadas para a obtengéio
de couros maleaveis e de grande durabilidade.

Os taninos foram inicialmente identificados pelo seu sabor adstringente e
pela sua capacidade de precipitar proteinas soliveis. Eles sdo encontrados em
muitas plantas usadas pelo homem na forma de ervas medicinais, na alimentagéo e
na fabricagio de bebidas. Nas plantas, os taninos podem ser encontrados em
raizes, flores, frutos, folhas e na madeira. Eles contribuem para o sabor
adstringente em comidas e bebidas, como aquele sentido ao se consumir o vinho
tinto, chas e frutas verdes. Haslam [14] descreve os métodos de obtencdo e
caracterizagdo de varios compostos fendlicos de plantas. Alguns investigadores
provaram que 0s taninos servem para proteger as plantas contra os herbivoros e
doengas patogénicas [15, 16, 17].

Uma defini¢do usada nos dias de hoje foi dada por Haslam [14], segundo a
qual o termo polifenéis designa os metabélitos secundédrios de natureza
polifendlica extraidos de plantas, também chamados de taninos vegetais, ¢ que
foram classificados em dois grupos principais: as proantocianidinas e os
poliésteres baseados no 4cido galico e no 4cido hexaidréxidifénico e seus
derivados. Mais recentemente, os grupos foram renomeados para taninos
condensados e taninos hidrolisaveis, respectivamente, por suas caracteristicas. Os
taninos condensados possuem massa molecular aproximada de 20.000 u.,
enquanto os taninos hidrolisiveis possuem massa em torno de 3000 u..

Markham [18] comenta que muitos taninos sio derivados de flavonéides e
que os flavondides constituem um dos maiores grupos de fendis existentes na
natureza.

Percebe-se por parte dos autores consultados, uma indefinicdo que mistura
os conceitos de taninos com compostos fenélicos e polifendlicos, que sdo tratados

em sua maioria como sindnimos.
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HO

Taninos hidrolisaveis [19, 20]: Sdo ésteres do acido galico e seus dimeros
(4cido digalico ou hexaidroxidifénico e eldgico) com monossacarideos,
principalmente a glucose. Normalmente, os taninos hidrolisaveis sdo
divididos em galotaninos (produzem 4acido galico apds hidrdlise) e
elagitaninos (produzem acido eldgico apds hidrélise). Esse tipo de tanino
ndo é muito comum em madeiras, se comparado aos taninos condensados.

A figura 1.23 mostra os 4cidos presentes nos taninos hidrolisaveis.

COOH o]
O OH
NeSe®
OH HO ©
o)
Acido galico Acido hexaidroxidifénico Acido elagico

Figura 1.23: Acidos presentes nos taninos hidrolisaveis

Taninos condensados (ou proantocianidinas) [19, 20]: Sdo polimeros dos
flavonéides (figura 3.24) e sdo largamente difundidos no reino vegetal. A
estrutura destes é formada pela ligagdo de uma série de mondmeros
baseados na unidade flavan-3-ol (figura 3.24) ou por um derivado desta.
Esta ligagdo ocorre normalmente entre os Carbono 4 de uma estrutura e 8
da outra (figura 3.25). Variagbes podem ocorrer através do diferente
nimero de mondmeros ligados, da posi¢do de ocorréncia das ligagées, do
padrio de oxigenagdo nos anéis A e B da unidade flavan-3-ol e da

estereoquimica dos substituintes do anel C.
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. Flavan-3-ol
Flavonoéide

Figura 1.24: Estrutura e numeragdo convencionada de uma

unidade flavondide e flavan-3-ol

Procianidina

Figura 1.25: Exemplo de ligagio C4-C8 na formagfo de proantocianidinas
1.4.1.1.2 — Obtengéo dos extrativos polifendlicos

A andlise dos polifen6is de madeiras envolve a extragdo dos mesmos
seguida de ensaios quali- e quantitativos para determinacio de seus constituintes.

A extragdo é um processo que tem por objetivo retirar da madeira alguns
de seus constituintes (chamados extratos ou extrativos). Essa extragdo se da

basicamente através da solubilizagdo desses constituintes usando diferentes

solventes [21, 22].
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Sdo poucos os estudos acerca dos melhores solventes para extrair os

extrativos polifendlicos (taninos) de plantas. Ainda assim, os estudos existentes

ndio sdo concordantes.
Em literatura [21, 22], descreve-se como os melhores solventes para

extragdo de taninos as misturas: metanol-agua, metanol-acido e acetona-agua.
Apesar da descrigdo, essas recomendagdes ndo sdo baseadas em estudos
estimativos da eficacia da extragdo. Estes estudos também ndo trazem
recomendagdes acerca da influéncia da temperatura ¢ da exposi¢fo a luz. Quanto
ao tempo de extragdo, também ndio hd consenso, visto que as extragdes podem
durar desde alguns minutos até vérios dias. Para o primeiro caso espera-se que
haja uma menor modificagdo estrutural (degrada¢do quimica), enquanto que, para
o segundo, deve haver um incremento no rendimento da extragdo.

Porém, sua utilizagio ainda € questiondvel para a extragdo de taninos
hidrolizaveis [23, 24] e taninos condensados, cujo rendimento € considerado baixo
para algumas espécies de plantas [25-27].

Para alguns autores, o metanol ¢ utilizado de maneira satisfatéria para a
obtengiio de polifendis monoméricos e poliméricos da madeira de Eucalyptus e
outras espécies arboreas [28, 29].

Por outro lado, a mistura acetona-agua tem sido utilizada com mais
freqiiéncia para obtengdio tanto de taninos condensados quanto hidrolisaveis da
madeira [30]. No entanto, essa mistura ndo apresenta bons rendimentos de
extragio para todas as plantas e a estabilidade dos taninos condensados nessa
mistura é questionével [21].

A 4gua, quando misturada a solventes orgdnicos aumenta o rendimento de
extragdo dos polifenéis a0 mesmo tempo que facilita sua degradagdo depois da
extragio [24, 31]. Devido a estas dificuldades e a falta de estudos sistematicos, o
teor de Agua na mistura acetona-agua tem sido praticamente arbitraria.

Trabathos mais recentes [21, 22] tém concluido que a acetona aquosa €
superior ao metanol aquoso para extrair taninos condensados e fendis totais,
embora a estabilidade dos taninos condensados seja menor na acetona aquosa e

seja também afetada pela temperatura e pelo tempo de exposicdo & luz.
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1.4.1.1.3 — Analise dos fenois totais

a — Método Folin-Ciocalteau [32]

O método utilizado para esta determinagdo estd baseado nos estudos de
Singleton e Rossi [33]. Eles estudaram as caracteristicas dos reagentes de Folin-
Denis e Folin-Ciocalteau, modificando este ultimo para que se tornasse mais
sensivel e seletivo frente aos fendis.

O reagente de Folin-Ciocalteu ¢ uma solu¢io amarela constituida de uma
mistura dos acidos fosfomolibdico e fosfowolfranico.

A reagfio que ocorre é uma oxido-redugdo. Os fendis sdo oxidados e os
dcidos sdo reduzidos, dando lugar a formagdo de um complexo de cor azul e de
natureza ainda ndo esclarecida. Sabe-se que a reagdo ¢ uma reducdo parcial do
estado de valéncia +6 a +5, tanto para o Molibdénio quanto para 0 Wolfrinio. A
reducfo ao mais baixo estado de valéncia destruiria o complexo formado.

Na reagdo usa-se excesso do reagente Folin-Ciocalteau. Essa necessidade
ocorre porque em meio alcalino tanto o reagente quanto o complexo formado sdo

instaveis. O pH alcalino € requerido porque nessas condi¢des os fendis sdo

oxidados rapidamente.
b — Método Azul da Prissia Modificado [34]

O método para determinacdo de fendis totais conhecido como “Azul da
Prussia” foi proposto por Price ¢ Butler [35]. Segundo seus estudos, a mistura
entre as solugdes de ferricianeto de potassio {K3;Fe(CN)g¢} e de cloreto férrico
{FeCl;} em HCI 0,1 N possibilita a determinagfio do teor de fendis totais em
plantas. Neste método, a cor obtida na solugdo seria proporcional a quantidade de
polifen6is presentes.

Em 1980, o método sofreu a modificagdo proposta por Budini et al [36].
Até entdo, o método era usado por ser facil, rapido e econdmico, embora
apresentasse duas desvantagens: a formagdo de um precipitado apds curto tempo

de incubagdo e o aumento da densidade de cor com o tempo.
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Em 1992, Graham [37] desenvolveu um reagente estabilizante para a
reacdo. Este estabilizante eliminou as desvantagens do método. Foram utilizados
dois reagentes combinados para impedir tanto o aumento na densidade de cor
quanto a formagdio de precipitados. Para o primeiro caso, utilizou-se o 4cido
fosforico, que é um quelante estavel para o ferro. Para o segundo, utilizou a goma
arabica, um hidrocoloide de protegdo.

Os polifenois (PF) reagem com os ions ferricianeto {Fe(CN)s Y e sdo
oxidados, enquanto que os fons ferricianeto sdo reduzidos aos ions ferrocianeto
{Fe(CN)s }. Os fons ferrocianeto reagem entdo com os ions férrico {Fe3+} para
formar o complexo ferrocianeto férrico {Fes[Fe(CN)g]s}, o qual € conhecido
como Azul da Prussia (AP).

A reagiio redox usa excesso de fons férrico e pode ser resumida a seguir

[38, 39]:

PF + 2Fe(CN)¢> — PF + 2Fe(CN)s"

ion ferricianeto oxidado ion ferrocianeto

3Fe(CN)s" + 4Fe’ —  FeyFe(CN)gl3
ion ferrocianeto ion férrico ferrocianeto férrico
Azul da Prussia

A oxidag¢do dos PF envolve reagdes quimicas complexas [40-43] onde o
cloreto férrico age como um oxidante que transfere um elétron. A remogdo de um
atomo de hidrogénio do grupo hidroxila fendlico deve ser o primeiro passo da
reagio. Isso resulta na formagdo do radical fenoxil mesomérico {ArO’}o qual
deve dimerizar ou reagir com outros radicais para formar, em ordem decrescente
de importédncia, novas ligagbes C-C, C-O e O-O. A formagdo de radicais
intermedidrios resulta em uma mistura contendo vérios tetrahidroxibifenis e

quinonas, como o esbogado abaixo para o catecol (figura 1.26) [40, 42]:
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Figura 1.26: Esbogo para a reagdo de oxidagéo que ocorre

no ensaio do Azul da Prussia [34].

catecol

1.4.1.1.4 - Determinagﬁo de Proantocianidinas

a — Pelo Método da Vanilina

O método de quantificagdo de taninos através da rea¢fio com a vanilina foi
originalmente descrito em 1971 por Burns {44]. Esse método jé foi largamente
utilizado e sua principal vantagem é a especificidade para uma estreita faixa de
flavondides e dihidrochalconas que possuam ligagdo simples na posigdo 2,3 e
grupos hidroxila livres orientados na posi¢do meta no anel B. Outros métodos
para determinagdo de proantocianidinas detectam qualquer fenol, como por
exemplo, o Azul da Prussia, o Folin-Denis e o Folin-Ciocalteau.

A reagdo com a vanilina envolve um aldeido aromatico (vanilina) com um
anel de flavondides meta-substituido, dando como produto um aduto vermelho.

Nessa reagdo, esquematizada na figura 1.27, a condensag¢do ndo supde a ruptura

do polimero.
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Figura 1.27: Reagéio de condensacdo com a vanilina.

O meio da reagdo ¢ diverso segundo os métodos distintos que se acham
descritos. O preferido tem sido H,SO4 70 % ao invés da mistura metanol-4cido
cloridrico e metanol-cido acético. No caso do metanol-dcido cloridrico, sabe-se
que ele resulta em rendimentos inferiores ao obtido com H,SO4 e ainda a curva

obtida nesse meio ¢ linear, o que ndo foi observado com metanol-acido cloridrico

[44].
b — Método butanol-acido

A técnica em que se basela este experimento é a investigacio da
composi¢do de polimeros de proantocianidinas através do estudo dos produtos da
sua degradagdo oxidativa.

A degradagfio oxidativa das proantocianidinas, que as transforma em
antocianidinas, tem sido feita por aquecimento do polimero em n-butanol/acido
cloridrico (95:5 v/v). Este método foi descrito originalmente por Swain e Hillis
[45] e a reagdo € esquematizada na figura 1.28 [46].

O procedimento proposto por Swain e Hillis [45] tem alguns
inconvenientes. Pesquisadores [46] tém relatado a dificuldade em reproduzir os
rendimentos em antocianidinas e também a dificuldade para relacionar o
rendimento em antocianidinas com a concentragfo inicial de proantocianidinas.
Assim, algumas modifica¢bes tém sido sugeridas, sendo que a mais aceita ¢ a
proposta por Porter et al. [46]. Tendo realizado um estudo sobre o mecanismo da

reagiio, estes autores conservaram o meio da reagdo proposto inicialmente, mas

35



Capitulo 1 Introdugado

introduziram ligeiras modificagbes que tém permitido aumentar tanto a
reprodutibilidade quando o rendimento da reagdo.

A hidrélise de proantocianidinas em antocianidinas ¢ produzida por auto-
oxidagdio seguida da ruptura das ligag3es interflavénicas, catalisada por 4cido. O
rendimento de antocianidinas ¢ muito afetado pela presenga de tragos de ions de
metais de transi¢do e também depende da concentragio de dgua na mistura de

reagfo. E conveniente, entdo, adicionar sais de ferro no meio reacional.

Figura 1.28: Reagéo de hidrélise das proantocianidinas.

1.4.1.1.5 — Determinagéo de 3-deoxi-proantocianidinas [47]

As 3-deoxi-proantocianidinas sio polimeros compreendidos por
monomeros 3-deoxi-flavans (figura 1.29). As 3-deoxi-proantocianidinas se
convertem em 3-deoxi-antocianidinas (apigenidina, Amax 485 nm e luteolinidina,
Amax 495 nm) (figura 1.30) através de quebra oxidativa. As 3-deoxi-antocianidinas

sdo liberadas por tratamento brando em alcool acidificado e sdo destruidas com

aquecimento.
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flavan

Figura 1.29: Estrutura geral de 3-deoxi-flavans [48]

Apigenidina

Luteolinidina

Figura 1.30: Estrutura da apigenidina e da luteolinidina {49}

1.4.1.2 - Triglicerideos, ceras e seus componentes

Triglicerideos s3o definidos como ésteres de acidos carboxilicos (dcidos
graxos) com glicerol, enquanto que ceras so ésteres de 4cidos graxos com dlcoois
de alta massa molecular. Triglicerideos (gorduras ou 6leos) e ceras sio extraiveis

da madeira com solventes orgénicos (éter de petroleo, acetona, éter dietilico, etc.)

[31.
Nos extrativos de folhosas pode-se ainda encontrar aminodcidos, aglicares

solaveis e alcaléides.

1.4.2 - Ndo —extrativos

S0 compostos inorganicos e pectinas.
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1.5 - A Aroeira-Preta (Astronium urundeuva). Classificagdo botéanica, descrigfio

morfolégica, usos e caracteristicas gerais da espécie estudada.

O termo Aroeira tem sido usado, historicamente, para designar plantas
classificadas em trés géneros da familia Anacardiaceae: lithea, schinus e
astronium, de lenho muito duro, com algumas aplicagdes medicinais e conhecidas
pelas reagdes alérgicas que provocam [50].

O género Astronium se subdivide em cerca de dez espécies distribuidas
desde o México até a Argentina, sendo muito importante no Brasil [51].

A Aroeira-Preta ¢ também conhecida popularmente como Aroeira,
Aroeira-do-Sertdo, Aroeira-da-Serra, Aroeira-do-Campo, Aroeira-Legitima,
Urundetiva, Urindeuva ou Arindetiva no Brasil; Urundel e Urundey na Argentina,
Urundey-mi, Urundey-pitd ou Urundey-Yba no Paraguai e Cuchi na Bolivia, além
de Pau-Zebra, Chibatan, Gibatdo, Ubatan e Ubatfo [50-53].

O nome Aroeira € citado por Moraes e Freitas [52] como sendo uma
“corrutela” de araras e da terminag@o eira, significando “arvore da arara”, por ser
essa a planta onde a ave preferencialmente pousa e vive. J4 o nome Urundeuva,
que tem origem na lingua guarani, significa “incorruptivel na dgua”.

Sua designagdo botanica é Astronium urundeuva (Fr. All) Engl. e possui
ainda os sindnimos Astronium juglandifolium griseb. e Myracrodruon urundeuva
(Fr. AlL) [50, 53]. A figura 1.31 mostra duas folhagens de Aroeira-Preta [53, 54].

E encontrada no México central, Coldmbia, Venezuela, Trinidad, Guiana
Inglesa, Equador, Bolivia, Argentina, Paraguai e em quase todos os estados
brasileiros, mas, principalmente, no oeste dos estados da Bahia, Minas Gerais e
SHo Paulo, sul dos Estados do Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goids, além de
Parang, Santa Catarina, Espirito Santo e Rio de Janeiro [53, 55, 56].

Esta presente em formagdes secas e abertas e também em formagGes muito

Gmidas e fechadas, como a caatinga, o cerrado e florestas pluviais com até 2000

mm anuais de chuva [51].
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(a) (b)
Figura 1.31: (a) Astronium urundeuva, segundo Pio Corréa [54]; (b) Folhagem de

Aroeira-Preta procedente do municipio de Guapd, GO, [55).

Niao é muito exigente ao meio, desde que os solos sejam de origem
calcarea. Nos dominios dos afloramentos calcireos podem ser encontrados
macicos de Aroeira-Preta [57].

Seu porte varia de acordo com a regido em que se encontra. E uma arvore

pequena (5 m x 15 cm) no cerrado e caatinga e grande (30 m x 100 cm) na floresta

pluvial, com fuste reto e ramos pendentes [50, 57].
Sua casca € castanho-escura, subdividida em placas escamiformes nos

troncos mais idosos; nas arvores mais jovens a casca & integra, cinzenta e coberta
de lenticelas grosseiras (figura 1.32) [51].

As folhas da Aroeira-Preta possuem de 7-15 foliolos oblongos ou ovados,
largos, com épice arredondado ou curtamente acuminado, a base orbicular e um
pouco obliqua, subcoridceas, com nervagio delicada, ciliados, em ambas as faces

mais ou menos providos de pelos, levemente serreado-crenados [57].
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Figura 1.32: Tronco de 4stronium urundeuva em Paraopeba (MG) [51}].

A inflorescéncia € muito congesta nas pontas dos ramos desfolhados,
racemosa, com cerca de 10-15 cm e pouco pilosa; as flores formam pequenos
fasciculos inseridos ao longo dos eixos dos racemos.

As flores sdo pequenas, vermelthas, hermafroditas masculinas, com pelos
brancacentos, dispostos em grandes paniculas terminais. Fruto globoso,
pequenino, 3-4 mm de didmetro, tipo drupa globoso-oval.

Possui sépalas crescentes, com didmetro de 2 a 2,5 cm, calice duas ou mais
vezes maior que ele, glabro, as vezes apresentando vestigios dos cilios nas pétalas
[51, 57].

A madeira de Aroeira-Preta (cerne) é de cor bege-rosada ou pardo-
avermelhada-clara quando fresca. Caso contrario, sua cor varia de pardo-
avermelhada até muito escura, podendo apresentar manchas alongadas e escuras.

Sua superficie € lisa, compacta e brilhante e seu sabor adstringente [51].
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Possui alburno de cor amarelo-rosado ou pardo-amarelado, o qual é

facilmente atacado pelos insetos (figura 1.33) [58].

Figura 1.33: Corte em tronco de Aroeira-Preta, mostrando casca,

alburno e cerne [58].

Tida como madeira de lei, muito pesada, dura, elastica, imune a cupins,
recebe excelente polimento. Quando seca, ¢ dificil de ser trabalhada [51, 53, 55].

Estudos realizados pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT),
demonstraram que a Aroeira-Preta é “melhor que o concreto” no que diz respeito
a resisténcia: enquanto lcm’ de concreto suporta uma carga de 250 Kgf, a
Aroeira-Preta agiienta 696 Kgf. Isso quer dizer que um pedago de Aroeira-Preta
do tamanho de uma caixa de fosforos suporta 6 toneladas de carga sem se
deformar [58].

Nio ha ensaios cientificos acerca da sua durabilidade, caracteristica tida

como mais importante que a resisténcia e a dureza. Entretanto, mesmo em contato
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com solo e umidade, diz-se popularmente que a aroeira “dura a vida toda e mais
cem anos®, o que pode ser visto em velhas casas com esteios de Aroeira-Preta —
perfeitos — com mais de 200 anos [58].

A caracteristica de durabilidade € encontrada em apenas 1 a 5% das
madeiras e apenas cerca de 1% sdo muito durdveis. De acordo com testes
realizados pelo IPT ela foi classificada como duravel, ou seja, foi inclusa no
fechadissimo grupo das madeiras chamadas imputresciveis [58].

Em testes comparativos de durabilidade, um rolete de Aroeira-Preta nio
teve perda de massa apés oito meses em caixa previamente contaminada com
fungos, ao passo que um rolete de pinus, no mesmo tempo vira p6 em 60% de sua
consisténcia [58]. Seus caracteres anatémicos estdo sumariamente descritos na

tabela 1.6 [56], enquanto que a figura 1.34 mostra os seus cortes transversal e

tangencial.

Figura 1.34: Fotomicrografias: (a) corte tangencial — 50x; (b) corte

transversal ~ 10x; (c) corte transversal — 50x [56].
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Tabela 1.6: Caracteres anatdmicos da Aroeira-Preta [56].

Parénquima axial

Indistinto mesmo sob lente;

Parénquima paratraqueal

Muito escasso, constituido de algumas células em contato

com OS vasos;

Parénquima marginal

Ocasionalmente presente;

Poros/vasos

Pouco visiveis a olho nu, com distribuicdo uniforme;
numerosos a muito numerosos; solitarios e geminados;
pequenos a médios; geralmente obstruidos totalmente por

tilos brilhantes;

Raios

No topo, finos, numerosos, irregularmente afastados,
visiveis sob lente. Na face tangencial, pouco visiveis

mesmo sob lente, irregularmente dispostos, sem contraste

na face radial;

Fibras

Com paredes muito espessas, pontuagdes muito simples,

ou com aréolas aparentes, pouco distintas;

Canais secretores

Esparsos, pequenos, em alguns raios, que aparecem na

face tangencial como pontos pretos;

Camadas de crescimento

Ocasionalmente presentes, caracterizadas por fibras de
paredes achatadas e mais espessas ou pelas linhas

tangenciais do parénquima marginal.

A tabela 1.7 mostra as propriedades fisicas da Aroeira-Preta, com amostra

obtida no municipio de Sdo Joaquim da Barra, extremo nordeste do estado de Séo

Paulo, bem como do norte do Estado do Parana [56].
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Tabela 1.7: Dados das propriedades fisicas e mecanicas

medidas para Aroeira-Preta [56].

Propriedades fisicas Classificago
Massa especifica aparente (densidade) a 15% de umidade (g/cm”) 1,19 Muito pesada
Radial 3.8 Médi
Contragdes (%) ; 12
Tangencial 7.2 Baixa
(do p.s.f. até 0% de i
Volumétrica 12,6 Média
umidade) i -
Coeficiente de retrabilidade volumétrica 0,54 médio
Propriedades Mecanicas Classificago
Limite de Madeira verde 696 Alto
resisténcia Madeira a 15% de umidade "
2
(kg f/cmz) Alto
Coeficiente de influéncia
. 24 Baixo
da umidade (%)
Compressdo axial Limite de proporcionalidade
. ) 468 Alto
Madeira verde (kgf/cm®)
Coeficiente de qualidade 6/100 a 15% de
. 7,1 Médio
umidade
Moédulo de elasticidade 109900
20
Madeira verde (kgf/cm?) Alto
Limite de resisténcia Madeira verde
1.351 Alto
(kgflem?)
Madeira a 15% de
. 1.601 Alto
umidade
Flexdo estatica Relacfio L/F — madeira verde 37 Alta
Limite de proporcionalidade
. 2 643 Alto
Madeira verde (kgf/cm®)
Moédulo de elasticidade 149.0
.000
Madeira verde (kgf/cm?) Alto
‘ Trabalho absorvido (Kgf.m) 3,75 Médio
Chogue (madeira Coeficiente de resisténcia R 0,61 Médio
ar
seca ao ar) Cota dinamica R/D* 0,42 Baixa
Cisalhamento (madeira verde) Kgf 188 Alto
Dureza Janka (madeira verde) Kgf 1.126 Alta
Tragdo normal as fibras — Kgf/cm” 120 Alta
Fendilhamento — madeira verde Kgf/cm® 12,6 Alto
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As qualidades citadas da Aroeira-Preta tém relagiio com sua alta densidade
(tabela 1.7). Neste caso, a alta densidade da Aroeira-Preta tem a ver com a
espessura da parede celular, que chega a 90% do espago (contra 30 % em
madeiras médias ou 10 % em madeiras leves), restando apenas 10 % para luz,
ainda bastante obstruida por membranas, depésitos de esséneias Ou resinas, e
outras particulas, tudo muito comprimido, de forma a nfio haver mesmo espaco
vazio [58].

No item retratibilidade (tabela 1.7), apesar do valor 3,8 ser considerado
médio, ele é muito significativo para uma madeira tio pesada. A retratibilidade
mostra quanto a madeira se contrai com a perda de 4gua (passagem de verde até
seca). Normalmente, madeiras densas possuem alto indice retratil e quanto melhor
a madeira, menor a retratibilidade. Para uma densidade de 1,19 g/em’® a
retratibilidade deveria estar entre 7,5 e 7,7, valores bem maiores que o mensurado
[58].

Além das propriedades mecanicas que formam uma barreira fisica de
protegdo, existe também uma barreira quimica, formada por substincias
produzidas pela propria arvore, denominados extrativos, os quais possuem efeito
fungicida e inseticida. Essas substdncias se formam principalmente no processo de
transformagdo do alburno em cerne, e assim, residem no cerne [52, 58]. Por isso, é
o cerne da Aroeira-Preta que € resistente aos diversos tipos de desgaste (quimico,
biologico, fisico). Entdo, € necessario aos exploradores dessa madeira fazerem
uma “lapidag¢do” do mourdo, deixando somente o cerne vermelho. Caso isso nfio
seja feito € o tronco da madeira abatida seja deixado no solo da mata, ela fica
sujeita a uma coleobroca (Coleoptero brasiliensis = Hamaticherus leicordarire )
capaz de perfura-1a [57, 59].

Devido a todas essas caracteristicas ela ¢ muito usada em cercas, currais,
andaimes, construgdes civis, obras hidraulicas, moendas de engenho, armagoes de
pontes, postes, dormentes de primeira classe, mourdes, esteios, estacas,
marcenaria ¢ carpintaria. Esta madeira ndo fende facilmente e oferece bonita
superficie ao envernizamento [50-59]. Além desses usos, também ¢ descrita como

planta apicola, e sua casca (rica em taninos) pode ser usada no curtimento de peles

de animais na industria de couros.
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Suas folhas quando maduras sdo utilizadas na alimentagéio do gado nos
sertdes nordestinos [52] ¢ € considerada boa para reabilitagdo de 4reas
mineradoras de bauxita, arborizagéo de estradas, parques, avenidas e pragas [52].

Pode ser usada para produgdo de alcool, coque e carvio. Segundo
Nogueira [52], a lenha ¢ de boa qualidade, mas a madeira tem dificuldades ao
queimar, sendo que o fogo quando em pastagens, raramente mata as espécies
existentes. Seu poder calorifico € de 4.852 Kcal/Kg.

Na medicina popular possui vérios outros usos, como: casca com
propriedades balsdmicas, tOnica, anti-hemorrgica, nas metrorragias, vias
respiratrias e urindrias, anti-diarréica, anti-inflamatéria e cicatrizante, contra
Ulceras e alergias. A resina amarelo-clara ¢ medicamento de larga aplicagdo entre
0s sertanejos, como tonico nos casos onde se usam as cascas [52, 53, 58, 60, 61].

Muitos estudos tém sido efetuados no sentido de comprovar
cientificamente a eficdcia da Aroeira-Preta em suas muitas utilidades na medicina
popular, e os resultados tém confirmado suas diversas aplicagdes [62].

Menezes, Rao e colaboradores [63] avaliaram o efeito protetor da casca de
Aroeira-Preta em lesdo hepdtica induzida por tetracloreto de carbono. Concluiram
ser eficaz porque nio houve necrose dos tecidos estudados e muito pouco
infiltrado inflamatério nas segdes de figado dos ratos tratados [63]. Esses mesmos
autores concluiram que o extrato destanificado (por poliamida) possui
propriedades anti-histaminica e anti-bradicinina [64].

O extrato alcodlico foi estudado em sua possivel acio anti-inflamatéria,
Foi tido como eficaz, visto que os ratos tratados com esse extrato ndo tiveram as
areas estudadas necrosadas [65].

O extrato aquoso da casca da Aroeira-Preta foi considerado efetivo em
atividade anti-diarréica e contra ulceragdes gastrointestinais. [66, 67].

Na tentativa de isolamento do principio ativo da Aroeira-Preta foj
verificada a presenga de 80 % de taninos no extrato hidroalcéolico, acentuada

atividade no extrato destanificado por poliamida, no extrato acetato de etila e em

fragGes deste extrato separada em CCD-preparativa [68].
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Estudos de Rao e colaboradores [69] reforcam o dito da medicina popular
acerca dos efeitos benéficos da Aroeira-Preta contra desordens gastricas,

Existem varios estudos relatando condi¢des ideais de armazenagem de
sementes, plantio, preparo do solo, taxas de crescimento, recuperacio florestal da
espécie nativa, mas mesmo com todos esses estudos e com tantas qualidades e
usos, a Aroeira-Preta estd listada pelo IBAMA como uma espécie em risco de
extingdo [61, 70-76].

Apesar da riqueza da madeira em questdo, nfo foi possivel encontrar na
literatura estudos quimicos a respeito da Aroeira-Preta, principalmente a respeito
da sua lignina, seus extrativos polifendlicos e da possivel ligagéo das propriedades

acima mencionadas com a sua constituicdo quimica.
Portanto, o objetivo desse trabalho ¢ o estudo quimico da lignina e dos

polifenois da Aroeira-Preta.
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2 - Procedimentos Experimentais

2.1 - Obtengdo e preparo da madeira de Aroeira-Preta

Para os ensaios realizados neste trabalho, foi utilizado um tronco seco de
madeira de aproximadamente 30 anos. Dele foram retirados casca e alburno,
ficando apenas o cerne de cor avermelhada para o estudo. Do tronco foram
cortados filetes de madeira para armazenagem e posterior preparo para uso. A
armazenagem foi feita em presenga de ar e em temperatura ambiente, Os filetes
foram transformados em cavacos com a utiliza¢do de uma serra elétrica.

Os cavacos foram introduzidos em moinho de bolas de porcelana com o

objetivo de transforma-los em serragem e pé. Eles permaneceram no moinho por

20 dias, durante 6 horas por dia em média.
A serragem obtida no moinho de bolas foi peneirada de modo a ser

classificada segundo seu tamanho. O intervalo de granulometria obtido para o
estudo da madeira foi: 32 < serragem < 100 mesh (malhas/polegada).

A determinagdo do teor de umidade é um passo prévio para todos os
procedimentos experimentais, visto que, para andlises quantitativas, é necessario

sempre descontar o teor de agua que € pesado junto as amostras de madeira

analisadas.
2.2 -Equipamentos utilizados:

2.2.1 - Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (IVTF)

Os espectrometros usados foram da marca Shimadzu, modelo FTIR 8101 do

IQ/UFU e modelo FTIR Mattson Instruments da UFMG.

2.2.2 - Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)
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Os espectros de RMN BC e RMN 'H foram obtidos em um espectrometro
Bruker que se encontra na UFMG, operando a 400 MHz para hidrogénio e 100

MHz para carbono.

2.2.3 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foi utilizado um cromatdgrafo Hewlett-Packard modelo 1050 M, com
sistema de bombeio quaternrio, injetor automético, detector de fotodiodos modelo
1040 M e estagdo de tratamento de dados. O detector foi programado para receber
informagéo do canal de uso geral a 325nm (com uma largura de banda de 150 nm, o
que permite captar espectros de todos compostos que apresentam absor¢fio no UV)

e de canais especificos a 280 + 2 nm, caracteristico de catequinas,
proantocianidinas, flavanonas e diidroflavondides. A coluna empregada foi do tipo

Hypersil ODS, de 5 pm de didmetro de particula.

2.2.4 - Ressondncia magnética nuclear do carbono-13 no estado sélido (RMN Bey

A RMN do BC com polarizagdo cruzada e rotagdo em torno do angulo
mégico foi realizada num aparelho da firma Bruker & freqiiéncia de 75,4 MHz,
pulso de Sps, intervalo entre pulsos de 1,4 s, tempo de contato de 200 a 2500 us,

velocidade de rotagdo no dngulo magico de 4466 Hz e 1095 pulsos.

2.2.5 - Microanélise:

As andlises elementares foram realizadas em analisador de elementos da
Perkin-Elmer modelo 2400 CHN da série II do Instituto de Quimica da USP — Sio

Paulo, onde foram determinados os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio das

amostras.
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2.3 - Metodologias

2.3.1 — A analise dos principais componentes

2.3.1.1 — Determinagdo da umidade

A determinacdo da umidade foi feita em balanga propria, da marca Quimis

(Moisture Determination Balance F D — modelo 600).
7.3.1.2 — Processo de extragdo ¢ purificagdo da lignina

O processo de obtencdo de lignina de madeira moida deu-se de acordo
com a adaptagdo feita por Morais [77]. 100,000 g de madeira de aroeira-preta
previamente preparada (item 2.1) passou por rota extrativa solido/liquido, em
extrator soxhlet, com a seguinte seqiiéncia de solventes: benzeno, etanol-benzeno
2:1, agua. A madeira foi entdo colocada em béquer para sofrer extragdo com
NaOH 0,1 N a frio. Neutralizou-se com acido acético 0,1 N. Filtrou-se a madeira e
Javou-se com agua destilada até pH neutro. Passou entdo por nova extragdo com
cloroformio ¢ acetona-agua 9:1, v/v obtendo-se assim a LMMpra. Essa lignina
bruta foi purificada por dissolugdo com NaOH 0,1 N, neutralizagiio com &cido
acético 0,1 N, filtragdo e lavagem com dgua destilada até pH neutro, secagem a 70
°C, nova lavagem com cloroférmio e secagem. A lignina ap6s purificagio foi
utilizada nos ensaios descritos a seguir. Devido ao baixissimo rendimento desse
tipo de lignina, varias extragdes como esta foram feitas para obtengéo de amostra
suficiente para os ensaios realizados.

A madeira que passou por €ssa extracio com solventes foi chamada “

madeira livre de extrativos” e também foi utilizada para diversos procedimentos

descritos a seguir.

2.3.1.3 — Obtengdo do extrato metanolico
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Colocou-se em um béquer de 1000 mL 50g de aroeira-preta (< 60 mesh) e
300 mL de metanol. Deixou-se sob agitagio durante 24 horas 4 temperatura
ambiente. Apds esse tempo filtrou-se o extrato metandlico. Esse extrato foi entéo

evaporado em rotaevaporador a 40 °C e em seguida secado em estufa a 48 °C por 12

horas.
2.3.1.4 — Obtengdo da holocelulose

5,00 gramas da madeira, livre de extrativos e seca, foram colocados em um
baliio e adicionou-se 100 mL de dgua destilada. O baldo foi posto em banho-maria,
sendo a temperatura do banho controlada a 75 °C. Adicionou-se entdo 0,5 mL de
Acido acético e 0,75 g de clorito de sédio, nesta ordem. Esperou-se 1 hora para que
a reacdo se completasse, adicionando-se outra vez 0,5 mL de 4cido acético € 0,75 g
de clorito de sédio, seguidos de uma hora de espera paraa reagdo. Esse processo foi
repetido por mais duas vezes. A mistura foi entfio resfriada a 10 °C, filtrada em
funil de placa porosa previamente tarado e lavada com agua destilada a 5 °C até
que o residuo fibroso apresentasse uma coloragiio esbranquicada. O cadinho
contendo o residuo fibroso foi entdo seco em estufa a 105 °C por um tempo minimo
de 6 horas, resfriado em dessecador e pesado para se quantificar o rendimento da
holocelulose. O mesmo procedimento foi executado com a madeira moida bruta.

O teor de holocelulose na madeira € calculado através da equagdo 1:

100x H
P

onde: H = Peso da holocelulose absolutamente seca (a.s)emg

equagdo 1

%(holocelulose) =

P = Peso da serragem inicial (a.s.) em g
2.3.1.5 — Polissacarideos de facil e dificil hidrolise ( PFH ¢ PDH )

Foi usado o método de Kiesel-Semiganovski [78], que consiste no refluxo
de 4,00 g madeira moida (bruta e extraida) para 200 mL de HCI 2 % durante 3
horas. O residuo foi lavado a quente. A diferenga de peso correspondeu aos

carboidratos de facil hidrélise. Entdo, o residuo foi transferido para um béquer e a
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ele adicionou-se 40 mL de dcido sulfiirico 80 %. Houve repouso de 2,5 horas com
agitagdo periodica. A mistura foi transferida para um baldo onde completou-se o
volume para 1 L e o sistema foi deixado em refluxo por 3 horas. A mistura foi

filtrada e o residuo lavado e seco a 105 °C. A massa perdida é devida aos

polissacarideos de dificil hidrolise.

2.3.1.6 - Lignina de Klason

Para a obtengdio da lignina de Klason (ou lignina insoliivel em dcido) foi
seguido o procedimento da norma ABCP M10/71, com modificagdes na forma de
extragdo da madeira.

Utilizou-se para este ensaio amostra de madeira livre de extrativos e
amostra de madeira bruta. 4,00 g da madeira foram transferidos a um baldo e a
esta massa foram adicionados 15 mL de dcido sulfiirico (72 %), lentamente e sob
agitagio. A amostra foi entdio conservada durante 2 horas em um banho &
temperatura ambiente, agitando-a freqlientemente. Ao contetido do baldo foi ento
adicionado 560 mL de 4gua destilada, para diluir a solugfio do 4cido & 3 %. O
sistema foi entdo posto para fervura, sob refluxo, para que no ocorresse perda de
dgua por evaporagdo, e conseqlientemente, concentragdo da solugsio de 4cido. Ao
final da operagdo, o sistema foi deixado em repouso para sedimentagdo do
material insolivel, filtrado em cadinho com fundo poroso previamente tarado ¢
lavado com 500 mL de dgua destilada quente. Em seguida, foi seco em estufa a

105 °C, por 12 horas e, pesado para quantificagio do residuo insolavel,

denominado lignina de Klason.

2.3.1.7 - Lignina soltivel em 4cido

A lignina solivel é aquela que permanece no filtrado obtido no

procedimento para a determinagdo da lignina de Klason.
A partir de uma aliquota do filtrado, fez-se uma leitura em um aparelho

ultravioleta (UV). Pelos valores de absorvancia, em comprimentos de onda a 215
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e 280 nm, lidos no espectro entdo obtido, a concentragdo de uma amostra qualquer

¢ calculada segundo a equagdo 2 [5]:

A= ach; Equagdo 2

onde:
A = absorvéncia
b = caminho percorrido pela luz através da amostra (cm)

a = absortividade (L. g‘l.cm'l)

¢ = concentragdo (g/L)

substituindo-se dados de a e b, chegou-se a relagdo numero

Para ligninas,
3:
L= 4,53(4ys — Azso) N
300 Equagdo 3
onde

Cc. = Concentragdo de lignina [g/L]

Ans = Absorvancia a 215 nm
Argo = Absorvancia a 280 nm

7.3.1.8 — Cinzas da madeira.

Para a obtengdo do teor de cinzas da madeira moida de A. wrundeuva

utilizou-se a norma ABCP M11/77 sem modificagdes.

Cadinhos com tampas resistentes a altas temperaturas foram colocados em
uma mufla e aquecidos a 575 + 25 °C por uma hora. Apés esse periodo, foram
esfriados em dessecador e pesados com precisdo de 0,1 mg. Entdo, 5,00 g das
amostras de madeira absolutamente secas foram colocadas nos cadinhos e estes
foram tampados e levados a mufla aquecendo-se a mesma a temperatura de 575 °C
durante 1 hora, permitindo-se assim a incineragdo inicial. Mantendo a mufla a

temperatura de 575 °C, foram retiradas as tampas e deixaram-se as amostras

calcinando por 3 horas. Verificando-se a auséncia total de particulas de carviio nas
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cinzas, os cadinhos juntamente com as tampas foram retirados da mufla, esfriados
em dessecador at¢ a temperatura ambiente e pesados com precisdo de 0,1 mg. O

teor de cinzas foi calculado segundo a equagéo 4:

P
C= —Pf- x100 equagéo 4

onde:

C = Teor de cinzas (%)

P. = Peso das cinzas (g)

P = Peso da amostra sem umidade (g)

2.3.2 ~ Analise da lignina de madeira moida (LMM)

2.3.2.1 - Acetilagdo

Em um baldo foram colocados 0,100 mg de lignina, seca em estufa a 70 °C
por 12 horas, e 10 mL de mistura de anidrido acético:piridina (1:1, v/v). Em
seguida deixou-se a solugfio resultante sob refluxo a 50 °C por 24 horas. Ao final
deste tempo a solugfo foi diluida com 4gua até que houvesse a formacdo de
precipitado. O sistema foi entdo filtrado, e o precipitado obtido foi lavado
seguidamente com 4gua, solugdo de acido cloridrico diluida (10 %) e novamente

com dgua. O precipitado foi posto para secar em estufa a 70 °C, até peso

constante.

2.3.2.2 — Determinagdo de grupos metoxila

Por método quimico:

Cerca de 2 a 6 mg de amostra foram pesadas no baldo de reacdo. Adicionou-
se 0,1 g de fenol. Acrescentou-se & mistura 1,2 g de iodeto de potdssio e 2 mL de
acido fosférico. Lubrificou-se as juntas do baldo com o 4cido fosférico para evitar o

escapamento de gés, acoplando-se a elas o condensador, o tubo contendo Ascarite e
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o tubo de saida para gés, conectado a um frasco com solugdo de absorcio. A
solucdo de absorgdo ¢ composta por 200 mL de 4cido acético, 1 mL de bromo e 20
g de acetato de sodio. Aqueceu-se, entdo, o sistema de reagdo por 1 hora, a 200°C,
sob atmosfera inerte, produzida por fluxo de nitrogénio, que foi arrastando o iodeto
de metila formado. Apds esse tempo, desligou-se o aquecimento, transferindo-se o
contetdo dos frascos de absor¢do para um erlenmeyer de 150 mL, contendo 10 mL
de solugdo de acetato de sédio a 20%. Os frascos de absor¢dio foram, entio,
reunidos com a solug@o principal. Para remover o excesso de bromo da solugfio de
absorcio, foram adicionados 2 mL de 4cido férmico 2%, sob agitagdo, e o sistema
foi deixado em repouso por 5 minutos. Em seguida, adicionaram-se 5 mL de 4cido
sulfirico 10 % e 0,1 g de iodeto de potassio, agitando-se e deixando-se o frasco em
repouso por 10 minutos, no escuro. O iodo liberado foi titulado usando-se uma
microbureta (% 0,01) contendo solugdo de tiossulfato de sédio 0,02 N. Quase ao
final da titulagfio, quando a solugdo mostrou-se amarelo-clara, foram adicionados 2
mL de solugfio de amido (0,5 %). Uma prova em branco foi realizada nas mesmas

condigdes.
A percentagem de grupos metoxilicos ¢ determinada pela equagdo 5 [77].

%OCH, = (Vs -Vb)x517,06x f x N equagho 5
m

onde:

Vs = volume de tiossulfato de sodio gasto na titulagdo da amostra;

Vb= volume de tiossulfato de sédio gasto na titulagdo do branco;

S = fator de corregdo na padronizagio da solugfo de tiossulfato de sodio;
N = normalidade da solugfo de tiossulfato de sodio;

m = quantidade da amostra em mg.
Por infravermelho com transformada de Fourier:

A determinagdo da relagdo OCH3/Cy foi feita através da espectrometria no

IV, empregando a linha de base e calculando as razdes das absorbancias das bandas
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de absor¢des principais em relagdo a utilizada como padrdo-interno (AI/A 1508 cm-1).

conforme sugerido por Sarkanen e colaboradores [79, 80, 81].
Os valores das absorvéncias sdo calculados pela equagio niimero 6:
Ai = log I/l Equagio 6

Onde: 1= pico de absorgdo de determinada freqiiéncia
Ai = absorvancia de i
I = valor da transmiss@o no ponto maximo

Iy = valor da transmissdo de I até a linha de base

A partir de calculos aplicando a relagdo Ai/Ai/spen’, Sarkanen e
colaboradores propuseram a avaliagdo da presenga de grupos metoxila em ligninas

[79-81], como mostrado pela figura 2.1.
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Figura 2.1: Absorvéncias relativas (Ai/Ai;spoem™') de maximos

caracteristicos do espectro no IV em fungiio de OCH;/C,

O teor de metoxilas € calculado pela equagdo 7 [8]:
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dx2,584x%C
a+9

equacdo 7

%OCH3 =

onde: d = média do valor OCH;/Cs

2.3.2.3 ~ Reagdio de oximagdo (carbonilas totais).

Em baldo de 50,0 mL contendo 0,200 g de hidroxilamina e 15 mL de
piridina foram adicionados 0,200 g de LMM. A solugfio foi mantida em refluxo a
95 °C por 24 horas. Apds resfriamento, adicionou-se 15 mL de 4gua, o que levou
a formagdo de um precipitado. Esse foi filtrado e lavado com 15 mL de HCI 10 %,
em seguida com 4gua, até pH neutro. Finalmente foi deixado num dessecador por

3 dias, apds o que foi posto para secar em estufa, a 50 °C até peso constante.

O célculo € feito através da equagdo 8 [10]:

186,2(N, - N)
NC=0)= 94— A;l ) equagéio 8

onde:
N, = percentagem de nitrogénio ap6s a reagio de oximagio

N = percentagem de nitrogénio antes da reagéo

A partir do valor de carbonilas totais, pode-se calcular o seu teor por mol
de metoxilas (C=0O/OCHj), utilizando a equagfio 9 e também a quantidade molar
por unidade Cy (C=0/Cy), utilizando a equacdo 10.

_ _ 31x(0CH,) 3
(c=0/0CH,)= 28 (0CH.) equagiio 9
(C=0/C,)=(C=0/0CH;)x(n°OCH, /C,) equagfio 10
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onde: n°OCH;/Cy= quantidade molar de metoxilas/formula minima

2.3.2.4 — Determinagéo de grupos hidroxilicos

Iy

a) Hidroxilas fenolicas

e Hidroxilas fenolicas totais:

Utilizou-se o método condutivimétrico. 80,50 mg de LMM foram
solubilizadas em 30 mL de mistura acetona:etanol:igua 5:10:15 (v/v/v). Colocou-
se esta solugio em baldo de 2 bocas, em uma das quais introduziu-se o eletrodo do
condutivimetro. Ao baldo foi ainda conectada uma microbureta. Anotou-se o valor
inicial indicado no condutivimetro e, apds a adigdo de cada gota de hidroxido de
sodio, foram registrados os valores das respectivas condutincias. Antes de cada

leitura, a solugdo foi devidamente agitada e deixada estabilizar,
A percentagem de hidroxilas fenélicas totais pode ser determinada diretamente

pela equagdo nimero 11 [7, 10].

NxVx1700
m

%OH fendlicototal = Equagﬁo 11

onde:
N = normalidade da solugfo de hidréxido de sédio

V = volume de hidréxido de sodio em mililitros, gastos na titulagdo

m = massa da amostra em miligramas
Também € possivel expressar o total de hidroxilas fendlicas por unidade

fenilpropilica, através da equagdo n°® 12.

NxVxMM/C,

OH fendlicototal ICy = " Equagdo 12

onde N, V e m sfo os mesmos da equagdo 11 e MM/Cy é a massa molecular da

lignina por Cs.
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Outra forma de expressar o teor de hidroxilas como fun¢do de um mol de

grupos metoxilicos. Para isso utiliza-se a expressdo n° 13 [12].

Ol molsOH ) _ 31x(%OHfensotal) )
fendicorotal10CH, | "y A H, 17 % (% OCH, ) equacdo 13

e Hidroxilas fenolicas ndo-conjugadas (livres):

Dissolveu-se, em baldo volumétrico de 10,0 mL, 0,025 g de LMM em
solugdo tampdo de pH 12. Retirou-se uma aliquota de 2,0 mL e rediluiu-se a 50,0
mL com solugdo tampdo de pH 12. Retirou-se outra aliquota de 2,0 mL e esta foi
tratada com acido sulfiirico 0,1 N. A solugdo foi entdo diluida a 50,0 mL com
solugdo tampdo de pH 6. A partir dessas duas amostras (em pH 12 e em pH 6),

registrou-se o espectro diferencial de UV, sendo empregado como padrdo de

referéncia a solugdo de pH 6.

As solugdes foram preparadas da seguinte forma:
Tampdo de pH 6: 495 mL de fosfato de potdssio monobasico 0,2 N com 113

mL de NaOH 0,1 N, diluindo tudo para 2,0 L.
Tampdo pH 12: 12,4 g de 4cido bérico foram dissolvidas e diluidas para 2,0

L com solugdo de NaOH 0,1 N.
Os calculos sdo feitos com base nas equagdes abaixo:

1700
Aa Equagio 14

oH Jendlicondoconjugado = 4100 e

onde: Aa_, = absortividade no espectro diferencial da amostra a 300 nm, que no

caso da A. urundeuva foi igual a 0,447 L/g.cm.

A equagdio 15 fornece o contetido molar por Cs.

Aa_, xMM/C,

OH fendlicondocojugado/ Cy = 4100 Equa(;ﬁo 15
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e Grupos hidroxilicos fendlicos conjugados:

Foram obtidos por diferenga entre as hidroxilas fendlicas totais e as hidroxilas

fenolicas ndo-conjugadas (livres).

b) Hidroxilas totais

Devido 4 pouca reatividade da LMM acetilada da 4. wrundeuva, foi

utilizada a espectroscopia de ressonancia magnética de hidrogénio (RMN 'H) para

esta determinagdo.
Para estes espectros foi usada uma fregiiéncia de 400 MHz, usando CDCl;

como solvente; aquisi¢do de pulso a 0,1 s.

¢) Hidroxilas alifaticas:

Obtida pela diferenca entre o contetido total de hidroxilas e o teor de

hidroxilas fenélicas totais.

2.3.2.5 — Determinagdio de ligagdes a-O-4 e B-O-4

a) Hidrolise das ligagdes a-O-4 totais

A 0,200 g de LMM foram adicionados 10 mL de dcido acético 2 N. A
mistura foi mantida a 100 °C, com agitagdo, por 2 horas, em reator Parr. Apés
resfriamento, o precipitado foi filtrado, lavado até pH neutro e seco a 70 °C. Uma
massa exatamente conhecida foi entdo pesada e diluida na mistura acetona-etanol-

agua 5:10:15, (V/vIv). Essa mistura foi entdio titulada condutivimetricamente com

NaOH 0,1 N.

b — Determinagfio de ligagdes a-O-4 ¢ §-O-4 totais
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Colocou-se 0,200 g de LMM no reator Parr e adicionou-se 10 mL de NaOH
2 N. A reagdio permaneceu sob agitag@o, a 170 °C por 2 horas. Apds resfriamento,
adicionou-se HC1 3 N até que o pH da solugdo chegasse a 3,0. Entfo, o precipitado
formado foi filtrado e lavado com 4gua até pH neutro e posto em estufa para secar a
70 °C. Uma massa exatamente conhecida foi entdo pesada e diluida na mistura

acetona-etanol-dgua 5:10:15, (v/v/v). E a mistura titulada condutivimetricamente

com NaOH 0,52 N.

2.3.2.6 — Determinacdo relativa de unidades siringilicas e guaiacilicas

A percentagem de unidades guaiacilicas em relagdo as siringilicas pode ser

determinada pela equagdo niimero 16.
%G =100x (2 - n*OCH, / C,) Equacio 16
2.3.2.7 - Distribui¢dio de massas moleculares da LMM acetilada

A estimativa da distribuicdo de massas moleculares relativas foi feita
através da analise em cromatografia por permeacdo de gel (CPG). Uma solugdo da
amostra da lignina acetilada (1 mg/mL de THF) foi injetada em um cromatégrafo
WATERS ASSOCIATES CPG, equipado com trés colunas PL-gel (10 um; 30 cm
de comprimento; 7.8 “d. i.”; 500 & + 10° A + 10* A) conectadas em série a uma
bomba CLAE (WATERS M45), de modo a aumentar a porosidade. A detecc¢io foi
feita a 254 nm, utilizando para isso um detector ultravioleta (MOD. 440/010 —
WATERS ASSOCIATES). As colunas foram calibradas usando padrdes de
poliestireno na faixa de 106 a 450.000 u.. A taxa de vazdo de THF (grau CLAE)
foi 1 mL/min, sendo a carga da amostra de 1,0 e 1,5 mg/mL. Os resultados foram
processados em um médulo de dados da WATERS ASSOCIATES.
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2.3.2.8 - Reagio de oxidagdo da LMM com nitrobenzeno

Para a oxidacdo da LMM com nitrobenzeno foi utilizado um reator Parr de
300 mL. Foram colocados 0,025 g de lignina, 9 mL de solugdo de NaOH 2,5 N e
1 mL de nitrobenzeno no reator, que foi fechado e deixado a 170 °C durante 3
horas para que a reagdo ocorresse. Ao final desse tempo, a mistura oxidada foi
submetida a uma extra¢do continua com cloroférmio durante 3 horas, a fim de
eliminar o excesso de nitrobenzeno. Em seguida, utilizando-se de uma solugiio de
HCl 3,0 N, a mistura foi acidificada a pH 3 — 4 e, novamente, submetida a
extragdo continua com cloroférmio por 20 horas. Do extrato cloroférmico,
evaporou-se o solvente e o residuo obtido foi dissolvido em 16 mL de
diclorometano. 3 mL da solugdo assim obtida foram transferidos a um vidrinho de
reagio de capacidade de 5 ml, e a este foi adicionado 1 mL de BSTFA
(Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) como agente sililante. Para que a reagfio se
processasse, o frasco foi fechado e mantido a 70 °C por 1 hora.Os produtos foram
identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), empregando as seguintes condi¢des: Coluna: DB5; Comprimento: 30 m;
Diametro; 0,25 mm; Gés de arraste: He (22,9 mL/min); Temperatura do forno: 60
°C; Temperatura de injegdo: 200 °C; Temperatura da interface: 270 °C; Pressdo da
coluna: 10,1 psi. Programa de temperatura do forno: 60 °C (1 min); 60 — 250 °C
(5 °C/min); 255°C (10 min), 260 °C (1 min).

Amostras padrdes de vanilina, siringaldeido e p-hidroxibenzaldeido foram

injetadas sob as mesmas condi¢des de injecdo dos produtos de oxidagdo.

2.3.2.9 - Determinagdo da formula minima

A fim de ter a formula minima da LMM em termos das unidades C3Cg ou Cy

é preciso ter o conhecimento das percentagens de C, H, O e de grupos metoxila

(OCH;), presentes na lignina.

2.3.2.10 — Analise da LMM por métodos espectroscopicos
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As analises feitas com a LMM seguiram o protocolo descrito nos itens 2.2.1

a224.
2.3.3 — Analise dos polifenéis

2.3.3.1 — Obtengdo dos extrativos polifen6licos

a) Metanol-agua 8:2 (v/v)

10,000 g da madeira moida de A. urundeuva foram colocadas em um béquer
com 300 mL da mistura metanol-dgua 8:2 (v/v). A mistura foi deixada por 24 horas
em temperatura ambiente, com agitagdo e no escuro, quando foi filtrada. Do filtrado
obtido retirou-se uma aliquota de 10 mL para célculo de rendimento. Essa aliquota
foi levada a secura em béquer previamente tarado e sua massa foi pesada apés 18
horas em estufa a 105 °C. O restante do filtrado obtido foi evaporado a temperatura
igual ou inferior a 40 °C para eliminar o metanol. Todos os ensaios para

determinagdo de polifendis foram feitos com esta amostra (MAI) e com sua

duplicata obtida de forma semelhante (MA2).

b) Acetona-dgua 7:3 ( viv)

10,000 g de madeira moida foram colocadas em béquer com 300 mL da mistura
acetona-dgua 7:3 (v/v). A mistura foi deixada por 24 horas em temperatura
ambiente, com agitagdo e no escuro, quando foi filtrada. Do filtrado obtido retirou-
se uma aliquota de 10 mL para célculo de rendimento. Essa aliquota foi levada a
secura em béquer previamente tarado e sua massa foi pesada apés 18 horas em
estufa a 105 °C. O restante foi evaporado a temperatura inferior ou igual a 40 °C
para eliminar a acetona. Todos os ensaios para determinagdo de polifendis foram

feitos com esta amostra (AA1) e sua duplicata obtida da mesma forma (AA2).

2.3.3.2 — Determinacio do teor de fenois totais
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a) Pelo método do Azul da Prussia modificado.

Solugdes:

e  Goma ardbica 1%: Suspensdo de 1,0 g de goma ardbica em cerca de 80 mL de

dgua destilada levada ebuli¢iio por 25 minutos. A mistura foi filtrada a vacuo e

o filtrado levado ao volume de 100 mL. A solugdo foi guardada em refrigerador.
e Solugdo de ferricianeto de potéssio 0,016 M: Feita pela dissolugdo de 5,260 g de

o de potassio para 1,0 L de solugdo em agua destilada.

ferricianet
cloreto férrico 0,02 M em HC1 0,10 M: Utiliza-se 8,3 mL do é4cido

¢ Solugdo de
concentrado para 1,0 L de solugdo. Para o cloreto férrico utiliza-se 5,404 g de

FeCl;.6H,0 dissolvido em 1,0 L da solugdo de HC10,10 M.

¢ Solugdo de acido fosforico: Uma parte de dcido fosforico 85 % para duas partes

de 4gua destilada.

Procedimento:

Em 0,10 mL de amostra adicionaram-se 1,0 mL de K;Fe(CN)s 0,016 M e

1,0 mL de FeCl; em HCI 0,1 N. Agitou-se e deixou-se em temperatura ambiente

por 15 minutos. Adicionou-
tura ambiente por 2 minutos. Adicionou-se, entdo, 2,0 mL de goma ardbica

se 3,0 mL de solugdo de acido fosférico e deixou-se em

tempera
se a medida da absorvancia da solugdo a 700 nm.

e fez-
Com este procedimento foi obtida uma curva de calibragdo com 4cido galico

steriormente foram feitas as determinag¥es de fenois totais nas amostras (AA e

e po
se também um branco, o qual foi usado como referéncia para todas as

MA). Incluiu-

leituras no UV.

b — Pelo método Folin-Ciocalteau

Retirou-se 0,10 mL dos extratos brutos ( AA e MA ) e diluiu-se com dgua

até o volume de 50,0 mL. Desta solugéio retirou-se uma aliquota de 0,5 mL que foi

transferida para um tubo de ensaio. Adicionou-se 2,5 mL de uma solugéo aquosa do
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reagente de Folin-Ciocalteau a 10 % e 2,0 mL de carbonato de sédio a 7,5 %. A
mistura foi mantida por 5 minutos em banho-maria a 50 °C. Leu-se a absorbancia a

760 nm. Procedeu-se de forma semelhante com as solu¢des padrao de dcido galico

(1-50 microgramas/mL) e com o branco.

2.3.3.3 — Determinagdo de Proantocianidinas

a - Pelo método da vanilina

Em tubo de ensaio, colocou-se 1,0 mL de cada extrato bruto (MA e AA ) e
adicionou-se 2,0 mL de solugdo de vanilina em 4cido sulfirico a 70 % (n/m). A
mistura foi colocada em banho de dgua a 20 °C por um periodo de 15 minutos. Fez-

se a leitura da absorbancia a 500 nm.
O mesmo procedimento foi seguido para execu¢do da curva de calibragiio
b

utilizando como padriio a catequina, em faixa de concentragéo de 2,5 a 40 pg/mL.

b — Pelo método butanol-acido

Colocou-se em tubo de reagdo 0,5 mL de cada extrato bruto (MA e AA)
adicionou-se 1,0 mL de n-butanol-dcido cloridrico 95:5 (v/v ), 40 pL de reagente

férrico a 2% (m/v) (NHsFe(SO4)2.12H,0 em HC1 2 M). Fechou-se o tubo de reagéo
e este foi colocado em estufa a 95 °C por 1 hora. Terminado o prazo da reagfo, a

mistura foi levada a secura sob vécuo. O residuo foi entfio rediluido em metanol e

foi feita a leitura de sua absorvéncia feita a 550 nm.

2.3.3.4 — Determinagio de 3-deoxi-proantocianidinas.

Em tubo de ensaio foram misturados 0,1 mL de amostra (AA e MA), 10 mL
de butanol 4cido ou branco e 0,2 mL de sulfato férrico amoniacal a 2 % em HCI 2

N. O branco foi constituido de uma mistura de 15 mL de acido acético 0,1 N, 15

mL de metanol e 70 mL de n-butanol.
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A absorvancia de cada amostra com butanol-4cido foi comparada a

absorvdncia daquela amostra com o branco. Amostras contendo 3-deoxi-

proantocianidinas terdo absorvancia muito maior em butanol-dcido do que com o

branco.
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3 — Resultados e discussdes
3.1 — Composi¢éo da madeira

3.1.1 — Extrativos

Os extrativos compreendem uma grande diversidade de compostos. As
proporges exibem ampla variagdo e alguns desses componentes sdo encontrados
em quantidades significativas em apenas alguns géneros ou espécies. Entdo, as

madeiras sdo melhor definidas pela natureza e quantidade dos extrativos do que

pelas propor¢des dos componentes da parede celular [4],
Os resultados obtidos com a retirada dos extrativos da madeira de A,

urundeuva sdo mostrados na tabela 3.1. A madeira, apés passar pela extragfio com

solventes, foi denominada madeira extraida ou madeira livre de extrativos,

Tabela 3.1: Extrativos da 4. urundeuva

Extratos Percentagens (%)*

benzénico 3,5
etanol-benzeno 2:1 17,0

Aquoso 6,2
quino" 12,9
Cloroformio 0,7
Total 40,3
metanol’ 23,9

* em relagfio a massa inicial de madeira a.s.;** quino = residuo
obtido pela lavagem da madeira com NaOH 0,1N; # extragio isolada

3.1.2 - Holocelulose, polissacarideos de ficil e dificil hidrolise (PFH ¢ PDH)

Os métodos usados atualmente para determinagfio de holocelulose nio

podem ser considerados perfeitos, pois todos geram uma pequena perda de
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carboidratos (que sdo solubilizados) e retém parte da lignina que deveria ser
solubilizada (lignina residual).

Idealmente, a holocelulose ¢ definida como a porg¢éo total de polissacarideos
da madeira, isto €, a madeira livre de extrativos menos a lignina, e a soma lignina
mais holocelulose deveria ser igual a 100%. De maneira similar, a soma em uma
madeira néo extraida seria: holocelulose + lignina + cinzas + extrativos = 100 %,
Entretanto, essas somas ndo sdo muito precisas. Preparagies de holocelulose retém
pequenas quantidades de materiais diferentes dos carboidratos. Lignina residual oy
produtos de degradagdo da lignina permanecem e incrementam o teor de
holocelulose, principalmente quando a deslignificagdio total é evitada para
minimizar as perdas de polissacarideos. Pequenas quantidades de constituintes
inorgénicos também permanecem retidos na holocelulose [4].

Ritter e colaboradores foram os primeiros pesquisadores a conseguirem
isolar a celulose, pela remogdo da lignina. Eles utilizaram tratamentos alternados de
cloragfio e extragdo alcalina em solugdes alcodlicas. O produto obtido, constituido
por celulose e hemiceluloses originalmente presentes na madeira, foi chamado de

holocelulose [4].
A tabela 3.2 mostra os resultados obtidos na determinagdo da holocelulose e

polissacarideos de facil (hemiceluloses) e dificil hidrélise (celulose).

Tabela 3.2: Resultados obtidos para holocelulose, PFH ¢ PDH
Aroeira-Preta  Aroeira-Preta

bruta extraida
Polissacarideos de facil
hidrolise (PFH) (%) 16,6 23,0
Polissacarideos de dificil
hidrélise (PDH) (%) 27,8 42,6
Holocelulose (%) 61,7 73,4

Ao compararmos os valores obtidos para 4. urundeuva, pode-se concluir

que os valores estdo abaixo da média para madeiras duras de clima tropical (tabela

3.3).
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Tabela 3.3 Dados referentes a analise de madeiras de clima tropical

(valores em percentagens) {2, 7, 82].

2 g B o
Nome Nome cientifico ;% __§ ;‘;j % § g g_ 2 g
vuigar g 3 E & Sk % 5k
Obeche Triplochiton sceroxylon 712 478 20,1 21,3 12,6 42 1,8
Kefe Pterygotamacrocarpa 78,1 449 251 22,7 26 26 1,3
Afzélia Afzelia africana Smith - 358 - 28,0 9,1 53 19
Eucalipto Eucalyptus grandis’ 80,1 - - 28,5 . ) i
Eucalipto Eucalyptus grandis”” - 39,0 14,6 28,7 1.2 10,0 03
Eucalipto Eucalyptus grandis™" - 48,7 21,7 272 - . .

*(8 anos, incluindo a casca), ** (7 anos), *** (3 anos)

Apesar de muito dura, a Aroeira-Preta contém um baixo teor de celulose,

como pode ser visto pela comparagdo dos dados contidos nas tabelas 3.2 ¢ 3.3.
3.1.3 — Lignina insoluvel em 4cido (lignina de Klason)

O método mais usado para determinagdo da lignina total de um dado
vegetal se baseia na hidrélise da madeira com dcido sulfiirico 68 a 78 %. Através
dessa reagéo, 0s polissacarideos sdo hidrolisados e liberados da macromolécula de
lignina. Essa lignina total é também denominada de lignina de Klason (LK), ja
que estd sendo obtida pelo método originalmente proposto por Klason.

A maioria das espécies vegetais, principalmente as madeiras duras,
apresentam uma percentagem de lignina solivel em 4cido sulfiirico 72 % que pode
variar de 25-60 %, com relagdo ao conteudo total de lignina. A diluigdo com 4gua,
levando a concentragdo para 3 %, favorece a precipitagdo de grande parcela da
lignina. Mesmo assim, nem toda lignina ¢ precipitada e uma certa parte ainda
permanece como lignina soluvel [5].

Fatores interdependentes como concentragdo do 4cido, tempo de reagio e
temperatura afetam o rendimento e a composi¢do da lignina isolada.

Em madeiras duras, a quantidade de lignina isolavel por este procedimento

pode variar entre 19 a 28 %, em relagdo a quantidade de madeira utilizada
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inicialmente. A tabela 3.4 fornece dados relatados na literatura para diferentes

vegetais livres de extrativos (pré-extraidos) [2] e para 4. urundeuva.

Tabela 3.4: Valores encontrados para o teor de lignina

Klason na madeira de 4. urundeuva e outras espécies vegetais.

Espécie Vegetal % LK
A. wruundeuva (bruta) 43,6
A. uruundeuva (extraida) 28,1
Acacia mollissima 25,4
Robinia pseudoacacia 21,1
Uhmus americana 29,0
Eucalyptus regnans 17,7

No isolamento da lignina por hidrolise 4cida, outras substincias que sdo
insoltiveis, ou se tornam insoliiveis sob tratamento &cido, ou ainda que se
combinam com a lignina durante o tratamento 4cido, podem aparecer erroneamente
como lignina. Como exemplo, podem-se citar os produtos de degradagdo de
carboidratos e proteinas, alguns constituintes minerais, extrativos polifenélicos e
lignanas. Os taninos (materiais polifen()licos) podem se condensar com a lignina
durante o tratamento 4cido. O catecol e o écido tanico formam produtos insoltveis
com a lignina e a produgdo de “lignina artificial” ja foi demonstrada pela reagfio de
acticares com floroglucinol, pirocatecol e outros compostos fendlicos na presenga
de acidos [5].

Por causa de todos esses interferentes as pré-extragdes sdo recomendadas.
Deve ser reconhecido também que as pré-extragdes podem remover materiais que
poderiam ser considerados como lignina (por exemplo: a lignina nativa — Brauns
[11] - foi removida por extragdo com etanol).

Entretanto, a possibilidade de remover parte da lignina é compensada pela
possibilidade de erro de maior magnitude se os extrativos ndo forem removidos.
Isso pode ser bem exemplificado pelo valor de 43,6 % para LK da 4. uruundeuva
bruta, valor esse que ¢ bem maior que o obtido para madeira extraida. Como essa

madeira ¢ rica em extrativos e estes nfio foram previamente isolados neste ensaio,
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pode-se dizer que o valor acima obtido € representativo da LK + extrativos. Esse
resultado é ainda maior que o obtido por Morais [13] para o E. grandis do cerrado,
que chega a 40 % de LK + extrativos. Browning ja citava a dificuldade de analise
dos constituintes principais do E. regnans pela presenca de substincias
polifenélicas que penetravam nos vasos € células parenquiméticas e ocupavam
parcialmente as fibras daquela madeira [4]. Por este alto contetido, pode-se dizer
também que a madeira ¢ impropria para produgdo industrial de celulose. J4 o valor

de 28,1 % encontrado para madeira extraida estd dentro do esperado para madeiras

duras.

3.1.4 ~ Lignina solivel em dcido

“Lignina solivel” é o nome que se da aos residuos soliveis contidos no

filtrado da determinagdo da LK. Essas substincias sdo assim chamadas devido &

presenca de substéncias que caracterizam a lignina,
A presenca da lignina soluvel pode ser determinada através da leitura de

sua absorvancia em aparelho de espectrometria no ultravioleta. O espectro obtido
¢ muito semelhante a solugdes de lignina. A partir de uma aliquota do filtrado,
calculou-se o teor de lignina solivel, de acordo com o método descrito no item

2.3.1.7 deste trabalho. A tabela 3.5 apresenta os resultados calculados para a

lignina solivel.

Tabela 3.5: Resultados obtidos para o célculo do teor de

lignina soluvel na madeira de 4. uruundeuva.

Média das  Médiadas  Teor de lignina Porcen-

Absys Abs;go soluvel (g/L)  tagem*
A. urundeuva (bruta) 2,38 1,34 0,016 1,60
2,30 1,03 0,019 1,76

A. urundeuva (extraida)

* em relagdo ao teor inicial de madeira

Na literatura, encontra-se que o teor de lignina solivel para madeiras duras é
de 1- 4 %, perfazendo uma porgo significativa do total [5]. O valor encontrado

para a A. urundeuva esta dentro do intervalo descrito em literatura.
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3.1.5 — Cinzas na madeira

Os fons calcio, potdssio, magnésio, sulfato, fosfato, carbonato e silicato
estdo entre os principais componentes das cinzas da madeira.

Fez-se a determinagdo das cinzas na madeira da 4. wrundeuva por duas
vezes, obtendo-se um valor médio de 1,46 %. Esse valor € bastante elevado em
relagio ao teor de cinzas para madeiras descrito em literatura, que €, em média, 0,5
% [2]. Através deste resultado pode-se afirmar que esta madeira possui um elevado
teor de compostos inorganicos, ou foi de alguma forma contaminada, por exemplo,
durante o processo de moagem em moinho de bolas ou devido a longa exposigéo ao

tempo.
3.1.6 — Andlise por somatdria

Utilizando os dados ja descritos nos itens 3.1.1 a 3.1.4 pode-se fazer uma
andlise por somatéria, que representa uma avaliagdo dos dados experimentais cuja
interpretagdio pode ser de grande valor no julgamento da validade dos métodos

analiticos utilizados [4, 13].

Tabela 3.6; Analise por somatéria dos resultados obtidos na

extracio da madeira de A. urundeuva, em percentagem.

Madeira bruta® Madeira extraida®

Holocelulose + LK 105,3 101,5
Holocelulose + LK + extrativos"” 133,2 101,5
PFH + PDH + LK 88,0 937
PFH + PDH + LK + extrativos"” 115,9 93,7

(*) Refere-se a soma dos extrativos menos o quino (equivale a 27,9 %),
# para calculos de holocelulose, LK, PFH e PDH

Se todos os componentes da madeira fossem rigorosamente determinados,

ou seja, se nenhum for esquecido e se ndo houver sobreposig¢fio por causa da

deficiéncia dos métodos analiticos, a soma de todos os componentes deveria ser
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bem préxima de 100 %. Entretanto, valores de 100 % sdo considerados fortuitos
nesse tipo de andlise e totais entre 95 e 102 % ndo sdo incomuns, como mostrado na
tabela 3.3, onde a soma dos componentes da madeira varia entre 97,6 ¢ 108 % [4,
13].

A andlise por somatoria mostrada na primeira linha da tabela 3.6 revela
valores coerentes com o esperado. Isso porque ao considerar que a LK esta
condensada com polifendis, o valor de 105,3 % para a soma dos componentes da
madeira bruta estd dentro do erro previsto em literatura. Para a madeira livre de
extrativos, o valor para esta soma € ainda mais préximo de 100 %, evidenciando
que aqui ndo houve sobreposi¢do de resultados nem interferéncia dos extrativos da
madeira.

A segunda e a quarta linha da tabela apresentam valores bem maiores que
100 %, reforgando a suposi¢do de que a LK estaria condensada com polifendis.
Logo, os extrativos estariam sendo contados duas vezes.

J4 a terceira linha da tabela mostra que o método usado para determinagiio
de PFH e PDH ndo foi eficiente para a madeira bruta (principalmente).
Provavelmente, houve interferéncia dos extrativos e a reagfio nio foi completa, nio
permitindo boa quantificagdo. Por isso, o valor bem abaixo de 100 % para as somas
mostradas, o que néo representa a realidade [4, 13].

Os elevados valores obtidos para o teor de extrativos nfio sdo suficientes
para justificar a dureza e resisténcia da madeira a ataques mecanicos e biolégicos.
Isto porque pode-se citar exemplos de madeiras como Eucalyptus grandis que
possui aproximadamente 40 % de lignina mais extrativos e ¢ uma madeira de
degradagdio facil em clima tropical [13]. A grande resisténcia e durabilidade da 4.

urundeuva deve ser devida principalmente a estrutura da lignina ou mais

provavelmente a composi¢do dos polifenéis presentes.
3.2 — Resultados relativos 8 LMM

3.2.1 - Obtengdo da LMM
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O processo de obtengdo da lignina de madeira moida (LMM) constitui-se
basicamente da moagem da madeira em moinho de bolas seguida da remoc¢do dos
constituintes menores (extrativos) por meio da dissolugfio com solventes organicos
neutros. A remogdo dos extrativos € necessaria para obtengsio de uma LMM mais

pura [10). Foi obtido um teor de 0,42 % de LMM em relago ao teor inicial de

madeira absolutamente seca (a.s.).
3.2.2 — Analise elementar da LMM e do extrato aquoso

Os resultados obtidos com a microanalise sdo mostrados na tabela 3.7,

Tabela 3.7: Anélise elementar da LMM e do extrato aquoso da 4. wrundeuva,
%C %H %0Y %N
E. aquoso 50,78 5,40 43,41 0,41
LMM 59,50 438 3535 0,77

© Valores obtidos por diferenca

Esta andlise serd utilizada para célculos e consideragdes posteriores.

3.2.3 — Determinagdo de grupos metoxilicos

A lignina e seus derivados sdo caracterizados pelo teor de metoxilas e essa
determinagdo ¢é uma ferramenta de grande valor para o estudo da quimica da
lignina,

Um dos primeiros métodos para determinagio de grupos metoxilicos foi
desenvolvido por Zeisel. Posteriormente, Viebdck e colaboradores desenvolveram
um método mais eficiente, baseado na reagdio da amostra com 4cido iodidrico,
formando iodeto de metila. Apds o tempo de reagio, o produto € tratado com
solugdo de 4cido acético, acetato de sédio e bromo. Assim, o iodeto de metila
formado ¢ convertido em dcido i6dico pela oxidagdo com bromo, enquanto o sulfeto
de hidrogénio, se presente, € oxidado a dcido sulfiirico, nfo interferindo na analise

de grupos metoxilicos. O processo global est4 representado na figura 3.1.

74



Capitulo 3 Resultados e discussoes

ROCH; + HI —> ROH + CHjl

RSH + HIT —> H,S + RI

ICH; + HI — > CH3Br + IBr

IBr + 3H,0 + 2 Br, — > HIO; + 5 HBr
H,S + 4 HO + 4 B, ——> H;SO4 + 8 HBr

+

HIO; + 5Kl +5H ——» 3L +3 H0 + 5K

3 I + 6 Nag$03 —> 6 Nal + 3 Nap$;04

Figura 3.1: Equag3es representativas das reagdes que

ocorrem na determinagdo de grupos metoxilicos pelo método Viebdck.

O bromo remanescente no final da reacdo € reduzido pela adi¢do de 4cido
formico, produzindo acido bromidrico. Este é simultaneamente neutralizado pelo
acetato de sédio presente em solugéo de absorgdo. Finalmente, o iodo formado é
titulado com uma solugfio padronizada de tiossulfato de sddio, usando solugdio de

amido como indicador.
A determinagdo de grupos metoxilicos nesse trabalho foi realizada para os

extrato
encontrados nas titulagdes sio mostrados na tabela 3.8.

s aquoso, metandlico e LMM pelo método acima descrito. Os resultados

Tabela 3.8: percentagem de grupos metoxilicos

encontradas através do método Viebock.

Amostra % OCH;""
LMM 18,9
Extrato aquoso 3,9
Extrato metandlico 5,6

| * Valor médio das duplicatas
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Pela tabela 3.8 observa-se que os extratos apresentaram um baixo teor de
grupos metoxilicos, o que estd de acordo com a natureza polifenélica dessas fragdes

[14, 83].
A presenga de um teor maior de grupos metoxilicos para o extrato

metanélico sugere a presenca de um pouco de lignina.

O cdlculo do nimero de grupos metoxilicos para LMM foj feito também
usando o resultado da anélise por espectroscopia no infravermelho av.

No espectro de 1V, a presenca de picos de absorgio de metoxilas &
observada em algumas regides caracteristicas, as quais esto selecionadas na tabela
3.9.

A determinagdo de metoxilas pelo método IV se baseia nas absortividades
de vérios picos do espectro que sdo avaliadas a partir das linhas de base tragadas

arbitrariamente através dos minimos em cada banda de absor¢iio [77,79, 80, 81)].

Tabela 3.9: Absorg¢des de IV caracteristicas da

presenga de grupos metoxila em ligninas.

Freqtiéncia, o

redie Atribuicio
v (cm™)

2920-2820 Deformagdo axial C-H metilico

1470-1460 Deformagdo angular assimétrica de C-H de grupos metilicos

1330-1325 Respiragdo do anel siringila com deformacgo de C-O
1275-1270 Respiragdo do anel guaiacila com deformagcio de C-O

A figura 3.2 apresenta o espectro de IV da LMM, com as linhas de base

tragadas.
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Figura 3.2: Espectro de IV caracteristico da LMM

usado para o cdlculo do teor de metoxilas.

O pico méximo observado a 1508 cm™ corresponde ao pico que apresenta a
menor variagfio com a estrutura, funcionando como pico de referéncia. Assim. as
3

absorvancias dos outros maximos individuais 1600, 1460, 1430, 1335, 1275, 1225 ¢

1125 cm’™, sdo divididos pelo maximo 1508 cm™.
A tabela 3.10 apresenta os resultados dos calculos efetuados, bem como o

teor de metoxilas por Co para a LMM.

Tabela 3.10: Dados do espectro IV da LMM

e valores calculados para a relacfio OCH;/C,,.

om ! 1, I A Ai/Ai;; OCH,/C,
1508 43 23,5 0,26 3 -
1600 57 20 0,39 1,5 1,63
1460 33 235 0,15 0,60 1,21
1430 30 26,5 0,05 0,19 0,9
1335 30 260 0,06 0,23 1,20
1275 285 195 0,16 0,62 1,22
1225 29 17,5 022 0,85 1,24
1125 30 120 0,40 1,54 1,32
Média 1,25
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Com o valor médio para OCH;/Cy (1,25) e a porcentagem de carbono (% C

= 59,96) pode-se calcular o teor de metoxilas de acordo com a equagdo 7 (item

2.32.2)
Entéo:

%OQCH; ~ 19,0 %
O teor aproximadamente de 19,0 % esta de acordo com o valor encontrado

pelo método Viebdck (vide tabela 3.8) e com o valor normalmente encontrado para
ligninas de madeiras duras [5], que varia de 18,0 a 22,0 %. A tabela 3.11 compara

alguns valores da literatura para o teor de metoxilas de diferentes tipos de madeira.

Tabela 3.11: Teores de metoxilas para algumas

espécies de madeira [2].

LMM Tipo de madeira %OCH;
E. grandis dura 22,0
Picea abies mole 15,8
Fagus silvatica dura 21,4
E. regnans dura 22,9
E. tetrodonta dura 20,4
A. urundeuva dura 19,0

3.2.4 — Determinagio da formula minima da 4. urundeuva.

Freudenberg e Neish desenvolveram uma série de célculos que permitiram o
estudo de formulas minimas de ligninas. Por essa metodologia, os grupos metoxila
sio normalmente expressos como uma unidade separada dos demais dtomos de C,
H e O presentes no resto da macromolécula [2, 6]. A formula minima &

fundamentada na sua unidade fenilpropilica (Cy), e ¢ determinada conhecendo-se os

teores de C, H, O e OCHs.
A presenga de grupos metoxila isolados dos demais atomos de O, C e H se

justifica por estarem estes presentes em mais de 95 % das unidades monoméricas

que constituem a macromolécula (exceto para as gramineas).
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Na tabela 3.12 temos a analise elementar para a lignina em questdo, ja

descontado o valor para o nitrogénio e a tabela 3.8 apresenta a porcentagem de

OCHs.

Tabela 3.12: Andlise elementar para a LMM,

descontando o teor de nitrogénio

% % descontando o nitrogénio

Componente
C 59,50 59,96
H 4,38 4,41
N 0,77 -
0 35,35 35,62

Sabendo que a formula minima para a lignina pode ser considerada como

fungdo de sua unidade basica C3Cs ou Co, propde-se escrevé-la na forma da equagio

17:

{ Cx Hy O, (OCH3)a }n equagdo 17
onde nx=9

Entdo:

Para H: [ 276,6 (%H) — 27 (%OCHs) 1/ [ 2,584 (%C) - (%OCH;) ]
H=52

Para O: [ 17,46 (%0) — 9 (%OCH;3) 1/ [ 2,584 (%C) - (%OCH;) ]
0=33

Para OCH;: [9 (%OCH3) ] /[ 2,584 (%C) - (%OCHs) ]
OCH3 = 1,3
Entdo: CoHs2033(0OCHs)13
A unidade Cq da lignina de 4. urundeuva apresenta uma massa molecular de

206,3 u..
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Ao se observar os trés alcoois precursores de ligninas, nota-se que ao retirar
0s oxigénios do grupo metoxila de todos eles resta um teor de oxigénio igual a dois
atomos por unidade Cy. Entéio, quando se verifica a presenca de uma quantidade
maior que 2 oxigénios (que € o previsto teoricamente) [8], diz-se que tal excesso &
devido 4 moléculas de dgua adicionadas durante o processo de formagiio da
macromolécula de lignina.

Essas moléculas sdo adicionadas através de dlcoois benzilicos, carbonilas o
¢ subestruturas pinorresindlicas, entre outras. Para madeiras moles, a quantidade
adicionada ¢ cerca de 0,3 a 0,5 mols de dgua/Cs e, para madeiras duras, ¢ de 0,5a

0,9 mols de agua/Cy [84].
Entfo, rearranjando-se a formula minima da LMM da 4. wundeyva de

modo a isolar 2 oxigénios, obtém-se:

CyH; §02(H20)1,3(OCHz)s 3

Esta formula minima difere da f6rmula minima proposta por Freudenberg e
Neish. Segundo eles, uma lignina pura deve ter formula minima CoHs.
x02(H20)<1(OCHj3)y, onde x € menor ou igual a 1,5. A partir da formula minima
pode-se deduzir que o contelido de oxigénio € demasiadamente alto e o teor de
hidrogénio baixo. Isso significa que a LMM deve possuir contaminantes com um
alto teor de oxigénios e baixo de hidrogénios, provavelmente, polifendis.

Pode-se notar também através da formula obtida que o mimero de grupos
metoxilicos por unidade Cy € maior que 1. Isso permite concluir que, durante a
formagio da macromolécula de lignina, houve a participagso do alcool sinapilico
(que possui 2 mols de metoxila/Cy). Isso porque quando hé participagio apenas do
alcool coniferilico, o teor de metoxilas/Co deve ser igual a 1 e se o teor de metoxilas
for menor que 1, indica que houve a participagiio do 4lcool p-cumarilico. Essas
consideragSes indicam que a LMM da Aroeira-Preta € do tipo guaiacil-siringila,

com aproximadamente 30 % de unidades siringila.
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3.2.5 — Determinagéo de grupos carbonilicos

Os grupos carbonilicos (C=0) podem estar ou nio conjugados com o anel

aromdtico nas ligninas. Estes grupos, juntamente com grupos hidroxila fendlicos,

possibilitam a formagdo de sistemas conjugados que contribuem para a coloragdo,
nfo s6 da propria lignina, como também de polpas de celulose contaminadas com

lignina e resultantes dos processos sulfito, Kraft e organossolve[1, 85].

As carbonilas conjugadas estdo presentes na posi¢io o ou em subestruturas

cinamilicas, enquanto que as localizadas na posigdo B estdo sempre isoladas, A

figura 3.3 apresenta as principais subestruturas que contém carbonilas, tanto em

LMM quanto em ligninas técnicas [7].

CHyOH i GH0H
CH-R GH-R §=0
¢=0 c=0 CH-O-R A0 QAr
OCH \
R OCHs R4 3 Ry OCH, C OCHj,
OH 9 OR RN 0
—C— (b
(a) E: ® © @
CHO
c
R !I? it
Ry OCH, R1/@O CH3000H3 Ri OCHy
g o OR 0O OR,
—¢ ) )
R M (@
CHz0H

CHz0
R OCHj3 Ry

OH OCHjs

@ 0

Onde: R ¢ R, sdo cadeias de ligninas e R; = H ou OCH;,
Figura 3.3: Possiveis subestruturas - presentes em ligninas -

que contém carbonilas
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As subestruturas a, b, ¢, h, i e j sdo caracteristicas da LMM, enquanto as
ligninas técnicas contém unidades benzaldeidicas (e) e derivados de quinonas (d, fe
8)-

O conteudo total de carbonilas é determinado utilizando-se a reacdo de
oxima¢do e calculando a quantidade de nitrogénio adicionada apos esta reagfo.
Assim, a hidroxilamina reage com todos os tipos de carbonila presentes na

macromolécula de lignina. A figura 3.4 representa a reacgio que ocorre.

N\ N\
/C::O + NH,OH.HCI ——>/C=NOH + H,0 + HC]
Figura 3.4: Reagdo de oximagfo da lignina

Os resultados obtidos através da andlise elementar da LMM oximada

encontram-se na tabela 3.13, donde chega-se a um valor de 3,5 % de carbonilas

totais.

Tabela 3.13: Analise elementar para LMM oximada,

%C %H  %0"  uN

54,8 4,7 37,3 3,2
® Valor obtido por diferenca

Calculando-se também o teor de carbonilas por mol de metoxila e por

unidade fenilpropilica, chegou-se ao seguinte resultado:

C=0/0OCH; = 0,32
C=0/Cy = 0,41

5,5 % da macromolécula da lignina da A. wrundeuva é constituida de
grupos carbonilicos, o que d4 uma quantidade molar de 0,41 por unidade Cs. Isso
significa que, em cada 100 unidades Cy, estdo presentes 41 grupos carbonilicos,

A quantidade molar total de carbonila/Cy tanto para madeiras duras quanto

madeiras moles é descrita como variando em torno de 0,2/Cy [77]. Conclufmos
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entdio, que para A. urundeuva o valor encontrado € bastante alto, chegando ao

dobro do normalmente encontrado. Esse teor é muito importante pois ha

suposi¢do de que a LMM est4 impregnada com polifenois e estes possuem grupos

carbonilicos em excesso.
3.2.6 — Determinagdo de grupos hidroxilicos

A presenga de grupos hidroxilicos pode ser determinada por alquilagdo

(formando éteres) ou por acilagio (formando ésteres). Uma parte dos grupos

hidroxilicos é fendlica e 08
tipo alifético podem ser formados por enolizagio dos grupos carboxilicos.

demais possuem caracteristicas alifaticas. Alguns do

Muitas das reagdes mais comuns da lignina envolvem ganho ou perda do
grupo hidroxilico e por isso é importante a sua determinagdo [4].
As hidroxilas fenolicas podem ser responsaveis pela cor residual presente na

polpa de celulose contaminada com lignina, resultante da polpagdo de madeiras.

Nesse caso, €ssas hidroxilas propiciam a formagdo de derivados de quinonas e

catecois. As hidroxilas fendlicas, juntamente com os dlcoois benzilicos, sdo

responsaveis pela solubilizagdo inicial de ligninas durante o processo Kraft [1].

Nos alcoois precursores de ligninas encontram-se uma hidroxila fendlica e uma

alifatica, estando esta Gltima ligada ao carbono y. Porém, os estudos de ligninas
indicam que as hidroxilas fenolicas estdo presentes em apenas 20 a 40% destes
monoémeros, evidenciando que a maioria foi eterificada durante o processo de

polimerizagdo.
3.2.6.1 — Hidroxilas fendlicas

A determinagdo de hidroxilas fendlicas foi feita pelo método da titulagdo
condutivimétrica, que oferece as vantagens de utilizar solventes aquosos neutros
(facilitando a dissolugéio da amostra) e de ter a medida do ponto de equivaléncia

facilitada. As reagdes envolvidas sdo de neutralizagdo das hidroxilas fenélicas, por

hidroxido de sédio.
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A figura 3.5 mostra o grafico obtido com a titulagdo. O ponto de intersecio

entre as duas retas indica o ponto de equivaléncia [7, 10]:

DETERMINAGAO de GRUPOS HIDROXILICOS FENOLICOS da LMM

1600
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1200 - _

&
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8 8
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3
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Figura 3.5: Grafico da titulagio condutivimétrica de hidroxilas

fendlicas para a LMM da 4. wrundeuva,

Entéo;
Para a LMM: % OH = [0,558.0,27.1700] / 80,5=32% (equagdio 11, item

2.3.2.4)

Calculando-se o teor de hidroxilas fendlicas por unidade fenilpropilica
chegou-se ao valor de 0,38 e o teor de hidroxilas fenélicas por mol de metoxilas é
igual a 0,31 (equagdes 12 e 13, item 2.3.2.4),

A percentagem de OH igual a 3,2 % para ligninas ¢ muito elevada, pois
normalmente ¢ menor que de 2 %. Isto indica que a lignina pode estar
contaminada com polifendis, ou que, durante o processo de isolamento da LMM,
um pouco das ligagdes a-O-4 ou B-O-4 foram hidrolizadas. Entretanto, o teor de
0,38 hidroxilas fenolicas por unidade fenilpropilica esta dentro da faixa
normalmente encontrada para ligninas, que fica entre 0,2 e 0,4 mol por unidade.
Apesar disso, alguns autores afirmam que a quantidade de hidroxilas fenélicas na

protolignina “in siti” € de aproximadamente 0,1 mol/Cy ¢ que a percentagem mais
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alta seria devida ao processo de moagem a que a madeira ¢ submetida
inicialmente e que resulta na hidrdlise de ligagdes a-O-4 e B-0-4[12, 86, 87].

E possivel estimar a quantidade de hidroxilas fendlicas nio conjugadas
através da espectrometria no ultravioleta (UV) [88]. Esta quantificagdo ¢ baseada
no fato das hidroxilas fenolicas apresentarem efeito batocrémico no UV, em
presenca de solugdo alcalina. O espectro resultante da subtracdio entre o espectro
do composto neutro e o ionizado € denominado espectro-diferenga. Para ligninas,
o espectro assim obtido exibe trés médximos de absorgdo: aproximadamente em
250, 300 e 350-400 nm. O méximo em 250 nm corresponde & superposicio de
bandas ¢ o maximo em 300 nm é caracteristico de fenolatos n3o conjugados. A

figura 3.6 mostra o espectro-diferenga obtido para a 4. wrundeuva.

1. 000
B

0, 000 ‘ : B

w20 500 100 o0

Figura 3.6: Espectro diferencial obtido para calculo do teor de

hidroxilas fendlicas ndo-conjugadas da LMM da A. wrundewva.

A determinagdo do teor de hidroxilas fendlicas ndo-conjugadas ¢ feita
utilizando-se a absortividade maxima no espectro diferenga, levando-se em conta
a lignina estudada em fungéio de valores médios para absortividade molar, obtidos
com a ajuda de espectros-diferenga de compostos-modelo (equagdo 14).

O nuimero de mols de hidroxilas fendlicas ndo-conjugadas por mol de
grupos metoxilicos ¢ fornecido pela equagdio 13. Utilizando os dados obtidos e as

equagdes 13, 14 e 15 foram determinados os resultados mostrados na tabela 3.14.
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Nesta tabela estdo incluidos também os resultados para hidroxilas fenélicas
conjugadas, os quais foram obtidos por diferenca entre o teor de hidroxilas

fenélicas totais e hidroxilas fendlicas ndo-conjugadas.

Tabela 3.14: Resultados obtidos na determinagéo
de hidroxilas fendlicas ndo-conjugadas.

% OH fendlico OH ,/Co OH ¢.,/OCH;

Tipo de hidroxila fenélica
OHg, total 3,20 0,38 0,31
OHg, ndo-conjugado 0,19 0,022 0,018
3,01 0,36 0,29

OHt., conjugado (por diferenga)

Em resumo, pode-se dizer que para cada 100 unidades fenilpropilicas, 38

possuem hidroxilas fendlicas, das quais aproximadamente 36 sdo conjugadas e 2

ndo o sdo.
O resultado de 36 unidades de OHgneiico conjugado pode ser devido a

imprecisio do método que emprega um limitado nimero de compostos-modelo.

Considerando que realmente a LMM da A. urundeuva possui 3,01 unidades de
OHgnsiico  conjugadas, duas possiveis subestruturas com hidroxilas fenélicas
conjugadas sdo apresentadas na figura 3.7.

c

¢c ¢ c ¢
Cc C

, ‘ c ¢
¢ ¢ ¢
OH OH
Figura 3.7: Duas subestruturas possiveis para as

hidroxilas fendlicas conjugadas da 4. urundeuva.

A presenga de polifen6is contaminando a LMM também justificaria a
presenca das hidroxilas fendlicas conjugadas, uma vez que esses polifendis se

constituem de anéis aromaticos muitas vezes condensados, tais como: 4cido

elagico, crisina, taxifolina, genisteina, etc. [1].
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3.2.6.2 — Hidroxilas alifaticas

Durante o processo de polimeriza¢do para formagdo da macromolécula de
lignina, a maior parte das hidroxilas aliféticas (provenientes de seus precursores
basicos que possuem OH alifaticos terminais ligados ao carbono Y) permanece
intacta, ao contrdrio do que ocorre com as hidroxilas fendlicas.

Isso significa que as hidroxilas alifiticas tém papel secunddrio na
polimerizagdo desidrogenativa de formacdo das ligninas. Entretanto, elas possuem
papel importante no que se refere as suas propriedades, como solubilidade e
propriedades adesivas [6, 8].

Além das hidroxilas dos carbonos y da cadeia alifitica das unidades
fenilpropilicas, existe também a presenca de hidroxilas ligadas aos carbonos o. Ja
os carbonos B ndo apresentam hidroxilas livres.

Existem autores que acreditam que as ligninas “in sjty” teriam
pouquissimas hidroxilas em carbonos o. Provavelmente, ha ligagSes benzil-
arilicas do tipo a-O-4 que sofreriam hidrélise durante a moagem da madeira,
resultando nas hidroxilas benzilicas livres.

Na maioria dos casos, a porcentagem de hidroxilas alifiticas & determinada
por diferenca entre o contelido total de hidroxilas e o total de hidroxilas fendlicas.
O teor de hidroxilas totais seria determinado pela reagdio de acetilagdo com
anidrido acético:piridina, seguida da hidrolise dos acetatos formados na lignina
acetilada e da titulagio com hidréxido de sodio padrio do acido formado.
Entretanto, através desse método ndo foi possivel obter resultado satisfatorio para
A. urundeuva. A hidrélise dos grupos acetilicos da LMM acetilada mostrou-se

muito dificil, devido a pouca solubilidade dessa durante a reacéo de hidrélise.

Entdo, utilizou-se o espectro de ressondncia magnética nuclear protdnica
acetilada (RMN 'H) para determinar tanto o teor de hidroxilas totais quanto o teor

de hidroxilas alifaticas.
A figura 3.8 mostra o espectro obtido.
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Figura 3.8: Espectro de RMN 'H para LMM acetilada.

Através da integragdo dos sinais referentes a acetatos aromaticos (2,6-2,1

5) e acetatos alifaticos (2,1-1,5 8) e usando também o teor de hidroxilas fendlicas

ja conhecido, chegou-se aos seguintes resultados:

%OHasigatico total = 48 %0
%OHiotal = 8,0 %

Utilizando a equagdo 13 € possivel calcular o teor de hidroxilas totais e

alifaticas por mol de metoxilas. O seguinte resultado foi encontrado:

OHitstico torat /OCH3 = 0,46
OHtoca] /OCH3 = 0,77

1 o .
Outras consideragdes acerca do espectro de RMN 'H serdo feitas

posteriormente.
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3.2.7 — Determinacdo das ligagSes a-O-4 e $-O-4

A major parte das ligagSes entre mondmeros de lignina sdo do tipo alquil-
arila (60-70%), mais especificamente chamadas de ligagdes a-O-4 e B-O-4. A
maioria dessas ligagdes so sdo hidrolisadas em condi¢des rigorosas de reagdo. Por
isso, o estudo de ligninas por degradagio quimica néo € muito ficil [6, 10, 89].

As ligagdes a-O-4 e B-O-4 sdo formadas através do acoplamento de radicais
especificos produzidos durante o processo de biopolimerizacdo desidrogenativa,
que leva a formagdo da macromolécula de lignina a partir dos alcoois precursores,
conforme a figura 1.12.

Miksche, em 1972 [90], conseguiu demonstrar com seus experimentos que
as ligagdes benzil-arilicas a-O-4, possuindo hidroxila fendlica livre no carbono 4
(C4), sdo seletivamente rompidas se submetidas a uma hidrélise com alcali diluido
(solugio de NaOH 0,1 M) a temperatura ambiente, durante 24 horas [89]. Ja no
caso do tratamento com dacido fraco (4cido acético 2 N), tanto as ligagSes
eterificadas como aquelas que possuem uma hidroxila livie no C; sdo
hidrolisadas. Assim, as porcentagens dessas ligagdes podem ser determinadas
medindo-se o aumento de hidroxilas fendlicas livres, resultante dos tratamentos

descritos acima.
As reagdes envolvidas nesse processo sdo esquematizadas na figura 3.9

R R
CH OR o CH OR
—_— OCHg
R{ OCH; +
H,CO Ry Ri OCH;3 Ry
OR OR OH
R
R CH OR'
CHO OR'
' Q ——Iio + ot
R1 oC H3 R1 oc H3 R1
H3CO Ry O OH
OR

Meio dcido: R’= cadeia de lignina; R = H ou cadeia de lignina; R, = H ou OCHj
Meio basico: R’= cadeia de lignina; R = H; R, = H ou OCH;

Figura 3.9: Hidrélise seletiva de ligagdes a-O-4

de ligninas em meio 4cido e bésico, respectivamente.
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Como mostrado na figura 3.9, em condi¢des acidas as subestruturas
contendo ligagdes o-O-4 sdo hidrolisadas formando novas hidroxilas fenolicas e
ions benzilicos estabilizados pela deslocalizagdo da carga positiva no anel
aromatico. Ja em condi¢des basicas (brandas), as subestruturas contento uma

hidroxila fenolica livre em C, s3o hidrolisadas, gerando derivados de quinonas e

também novas hidroxilas fenolicas.
A hidrolise com élcali em condig¢des severas (com solu¢do de NaOH 2 N a

170 °C) propicia o rompimento tanto das ligagdes a-O-4 quanto das B-0-4.
Neste trabalho foram realizadas as trés hidrolises descritas acima, mas

devido ao baixo rendimento da hidrélise alcalina branda, nio foi possivel obter

resultado acerca do teor de ligagdes a-O-4 com OH livre no C,,

As figuras 3.10 e 3.11 mostram os graficos obtidos com as titulagoes
condutivimétricas para determinacdo de ligagdes a-0-4 totais e a-0-4 ¢ B-0-4

totais, respectivamente.

conduténcia (ohms)

volume (mL)

Figura 3.10: Grafico da titulagdo condutivimétrica de hidroxilas

fenolicas, apos hidrolise acida da LMM da 4. urundeuva

200

#*
0"

hms)

i -200
‘ 2885 g SO
-400 3

conduiancia ol

-600

volume (mL)

Figura 3.11: Grafico da titulagdo condutivimétrica de hidroxilas

fenolicas, apos hidrolise alcalina severa da LMM da 4. urundeuva.
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A partir dos valores totais de hidroxilas tendlicas calculados antes e depois
das respectivas hidrolises mencionadas acima, obtém-se por diferenga as
percentagens de hidroxilas formadas para cada reagdo. Da mesma forma, sio
calculadas também as quantidades molares por Cy e as quantidades por mol de
metoxila. As relagbes utilizadas sdo as de mimero 11, 12 e 13, respectivamente.,

Os resultados obtidos estio relatados na tabela 3.135.

Tabela 3.15: Percentagens de hidroxilas fenélicas encontradas
apos diferentes tipos de hidrélise, para LMM da 4. urundeuva,
OH (a-0-4)/ OH (a-0-4

% OHgntott  OHgencg

C + B-0-4)/C,
Inicio 3,20 0,38 0,38 0,38
Ap0s hidrolise dcida 3,74 0,45 0,07 )
Apos hid. alcalina severa 10,54 1,27 - 0,82

Através desses resultados, de cada 100 unidades fenilpropilicas tem-se um
total de 7 unidades possuindo ligagdes a-O-4 e 82 unidades possuindo liga¢ses do
tipo o-O-4 + B-0O-4.

Na literatura [1, 2, 6], o teor de ligagdes a-O-4 para madeiras duras & de 6-
8 % e de ligagdes B-O-4 € de cerca de 60 %. Observa-se o teor elevado de
ligagdes p-O-4 para A. urundeuva, ao passo que as ligagdes a-O-4 estiio dentro do
descrito para madeiras duras.

A soma das hidroxilas fendlicas provenientes da hidrélise das ligagdes -
0-4 + B-O-4 e fendis livres somam 120/100 unidades C,. Isso sugere que ha
presenga de mais de uma hidroxila fenélica por anel aromatico, o que é evidente
em polifen6is. Portanto, € provavel que a LMM possua polifenéis que estdo
associados a ela ou por ligagdo ou por interagdo ou apenas como contaminante de
dificil separag3o.

Deve-se salientar que a associagdo lignina-carboidrato (hemiceluloses)
formando um complexo onde a lignina e as hemiceluloses estio ligados, ja ¢

bastante citado na literatura [1]. Alguns exemplos sdo mostrados na figura 3.12.
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Figura 3.12: Exemplos de associagdo entre ligninas e hemiceluloses.

3.2.8- Determinagdes relativas de unidades siringilicas e guaiacilicas.

O teor de grupos metoxilicos de uma lignina pode ser usado para analisar a
relagdo entre os teores de grupos guaiacilicos e siringilicos que a mesma possui.
Para isso, é necessario lembrar que para cada unidade uaiacilica, o nimero de
metoxilas € igual a um e, para cada unidade siringilica, 0 nimero de metoxilas é
igual a dois.

Como a quantidade molar de metoxilas por unidade fenilpropilica ¢ igual a
1,3 para A. urundeuva (item 3.2.4), substituindo-se esse valor na equacdo 16,
encontra-se um valor de 70 % de grupos guaiacilicos, em relagdo ao total destas
duas unidades (ou seja, entre 100 % de grupos guaiacilicos e siringilicos, 70 %
corresponde aos guaiacilicos e 30 % aos siringilicos).

A variabilidade nos teores de grupos guaiacilicos, siringilicos e p-

hidroxifenilicos € muito mais observada em madeiras duras do que em madeiras
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moles. O conteudo de grupos siringilicos de madeiras duras tipicas (ou seja,
ligninas Guaiacil-Siringil - GS) varia entre 20 e 60 % [2].

Isso significa que, para a LMM da 4. wundeuva, o teor encontrado estd
dentro do intervalo previsto na literatura, apesar de serem mais comuns teores em
torno de 50 % G e 50 % S para madeiras de Eucalyptus de clima tropical [77].

Esse resultado mostra que o teor de siringila ndo serve para classificar uma
madejra quanto a sua dureza. Se assim fosse, seria de esperar que a Aroeira
apresentasse um teor muito alto de grupos metoxilicos ¢, conseqiientemente,
unidades siringilicas. Portanto, a dureza dessa madeira deve estar associada a

outros fatores, entre eles a elevada porcentagem de extrativos polifenélicos,

3.2.9 - Distribuigfio de massas moleculares {77, 91]

Para compreender melhor as propriedades de ligninas, é necessério um

método apropriado para estimar sua massa molecular (MM) ou a distribuicdo de

massas moleculares [77, 91].
As distribuices de massas moleculares podem ser expressas de varias

formas, cada uma apresentando um significado fisico diferente. As principais sfo:
massa molecular média numérica (MM, ), média em peso (MM ,) e média em
peso Z (MM:).

Para a macromolécula de lignina de madeira moida da 4. urundeuva

acetilada, através da anélise de cromatografia por permeagiio de gel (CPG), obteve-

se o cromatograma mostrado na figura 3.13 e os resultados descritos na seqii€ncia.

MR Disgtirilut{an of PUREP44H. I

1R
g.a
a8
a.?
o
T 2.6
>
£ as
- A
g m.ag \
2.3
Q.E'i 2 3
g..i r I
— 1 |
o.a* T . . e
‘@ 3.8 4,8

~
[}
1y

2.2 2.0 1.8
Too (MW # Vireld

Figura 3.13: GPC da lignina de madeira moida da 4. urundeuva,
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MM . =1.763 .
MM, =2.181 u.

MM : =2.906 u.
Polidispersdo: 3,5
Mp = 1.765
Mw/Mn = 1,24
Mz/Mw = 1,33

O valor encontrado de 2.181 u. para MMw da LMM de 4. wrundeuva é bem
inferior ao relatado para outras espécies, onde varia entre 13.400 e 22.000 u. [77,
91].

O principal fator que pode ter contribuido para o baixo valor da MM para
LMM ¢€ a baixa solubilidade dessa lignina (mesmo acetilada) em THF. Assim, a
fragdo de LMM acetilada solivel pode ter dissolvido apenas os fragmentos
menores. Outra possibilidade ¢ que os polifendis que a constituem tenham

influenciado nesse resultado, pois so facilmente acetilaveis e por isso mais

soltveis.
3.2.10 — Oxidagdo da LMM com nitrobenzeno

A oxidagdo de ligninas com nitrobenzeno em solugdo alcalina foi
introduzida por Freudenberg e colaboradores em 1939, com o objetivo de se obter
mais evidéncias da natureza aromdtica da lignina, que j& havia sido estabelecida
pela oxidagio com permanganato de potdssio em 1936 pelos mesmos
pesquisadores [8, 12].

Na oxidagdo com nitrobenzeno, madeiras moles comuns e suas ligninas
levam 4 formagdo da vanilina como produto principal, numa faixa de 24-28 % de
rendimento. Além da vanilina, quantidades insignificantes de p-
hidroxibenzaldeido e siringaldeido podem ser obtidas. Para madeiras duras, ¢é

comum encontrar vanilina e siringaldeido como produtos principais. Para o caso
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de gramineas, os trés produtos citados acima sdo obtidos como produtos
principais.

A oxidagio com nitrobenzeno € importante tanto em termos de
caracterizacdo da lignina (fornece informagGes acerca das quantidades minimas e
das quantidades relativas de unidades ndo condensadas de p-hidroxifenil, guaiacil
e siringilpropano presentes na lignina) quanto em termos da taxonomia vascular

das plantas. Alguns produtos da oxidago da lignina so mostrados na figura 3.14.

CHO
@ (‘Cj\ocu3 H;,co’i\ocr-l3 CHofi‘OCH3
0CH, OCHa ?‘ocm @mm H,co’??LOCH3

CHs
¢-0 COOH COOH COOH
A HA‘\ :
jolEe T oA
B,00” 7 TOCHy Y7 TOCH;  H;607 7 TOCH, CHOT YT TOCH,
oH OH OH OH
. © 1 12
CHO COOH COOH
© Q
COOH” T "OCH;  OCHy OCH,
oH OCH; OCH;

13 1“*

Figura: 3.14: Produtos da oxidagao da lignina (1-p-hidroxibenzaldeido; 2- vanilina; 3-
siringaldeido; 4- 5-formilvanilina; 5- desidrovanilina; 6- guaiacol; 7- acetoguaiacona; 8-
siringol; 9- acetosiringona; 10- 4cido vanilico; 11- 4cido siringilico; 12~ cido 5-

formilvanilico; 13- 5-carboxivanilina; 14- 4cido desidrodiveratrico )

O mecanismo de reagfo para oxida¢do de ligninas com nitrobenzeno ainda
niio ¢ bem entendido. Por exemplo, estudos mostram que embora o nitrobenzeno
em solugdo alcalina tenha sido descrito como um oxidante que transfere dois
elétrons, investigagOes mais recentes relatam que o nitrobenzeno age transferindo

apenas um elétron [12].
A figura 3.15 mostra o cromatograma obtido com a oxidagio da LMM.
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Os tempos de retengdo para a vanilina, p-hidroxibenzaldeido, siringaldeido
e benzofenona (padrdo interno), quando injetados nas condices especificadas e
no programa utilizado nesse trabalho (item 2.3.2.7), estdo mostrados na tabela
3.16.
Tabela 3.16: Tempos de retengdo para os padrdes

da oxida¢do da LMM com os padrdes

Padrdes t. de retengdo(min )
p-hidroxibenzaldeido 31,050
Vanilina 41,967
Benzofenona 46,000
Siringaldeido 48,233
) 3 4 i 1 " -

Figura 3.15: Cromatograma dos produtos da oxida¢do da LMM

da A. urundeuva com nitrobenzeno.

A oxidagdo de madeiras moles produz como principal produto a vanilina.
Para madeiras duras (e suas ligninas) a vanilina e o siringaldeido constituem os

produtos principais ¢ em ambos os tipos de madeira quantidades menores de

outros produtos também sdo encontrados [12].
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Para A. urundeuva foram encontrados vanilina e siringaldeido (picos 3 ¢ 4
respectivamente) bem como diversos outros produtos que, ao contririo do que se
esperava, estavam em concentragdes maiores que os produtos principais.

A tabela 3.17 relaciona os picos assinalados na figura 3.15 com os
produtos correspondentes a eles, segundo o banco de dados da biblioteca do

equipamento de CG/EM, o qual possui 140 mil espectros de massas de compostos

padrdes.
Tabela 3.17: Compostos encontrados no cromatograma dos
produtos da oxidagio da LMM com nitrobenzeno.
g 8 38 g¢€
8 2 & Composto 8 2 e =
"2 gk 2: s8¢
1 30,367 ? - -
2 30,742 p-hidroxibenzaldeido 70 1
3 41,833 Vanilina 82 2
4 48,100 Sirigaldeido 80 3
5 49,817 Acido vanilico - 10
6 53,308 ? - -
7 56,833 ? - -
8 57,283 - Acido siringilico 69 1
9 58,342  Acido 3,4-diidroxi-benzéico - ;
10 58,742 ?
11 62,150 ? -
12 62,842  Acido 3,4-diidroxi-benzéico - ;
13 64,567 Desidro-p-benzaldeido - -

Os resultados mostram que a A. wrundeuva ¢ uma madeira incomum e
pode ser considerada uma excegdo a regra, como os géneros Welwitschia,
Ephedra, Gnetum, Tetraclinis e Podocarpus, que sio madeiras moles e possuem
como produto principal de oxidagdo vanilina e siringaldeido [12]. Isso porque

além dos produtos esperados para oxidagdio da LMM da 4. urundeuva (vanilina e
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siringaldeido) foram encontrados vdrios outros picos, ¢ entre eles o referente ao p-
hidroxibenzaldeido que, nessas concentragdes, aparece em ligninas de gramineas.

Outros picos referentes a compostos que deveriam ter concentragfio inferior aos

picos dos produtos principais apareceram em altas concentragdes [2].

3.2.11 — Andlise da LMM e dos extrativos da madeira de 4. wundeuva por

métodos espectroscopicos e cromatograficos

O infravermelho com transformada de Fourier e as ressonincias magnéticas

nucelares estdo dentre os métodos fisicos mais aplicados ao estudo de ligninas [10,

92, 93].

3.2.11.1 - Infravermetho com transformada de Fourier

A principal utilizagdo da espectroscopia no IV estd relacionada a analise
qualitativa de grupos funcionais. Para este tipo de andlise, é relatado em literatura
que as ligninas possuem absorcdo caracteristica em torno de 1500 cm’
aproximadamente constante, fazendo com que essa banda seja usada como padréio
interno para a determinagdo empirica da quantidade de metoxilas presentes na
lignina.
J4 no caso do IVTF, por ser uma técnica mais moderna, possibilita a
determinagdo de outros grupos funcionais presentes em macromoléculas de
ligninas. A caracterizagdo desses grupos se faz principalmente por comparagiio com
dados tabelados [12, 92-98] resultantes do estudo de compostos-modelo e ligninas
com grupos funcionais ja bem caracterizados por métodos quimicos.

A tabela 3.18 mostra as principais atribuicGes referentes as bandas de

absorgfo no IV para ligninas [12, 92, 95, 97].
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Tabela 3.18: Atribui¢Ses para absorgdes de lignina no IV.

Madeiras Madeiras
5 Cor?;:?r];lslento de onil;r?zm") ATRIBUICOES
3400 3400 grupos hidroxilicos
3000 3000 C-H aromatico
2936 2936 C-H alifitico
2850 2850 C-H alifatico
1720-1700 1720-1690 C=0 ndo conjugada
1675-1660  1660-1650 C=0 conjugadas
i 1605 1600 C-C anéis aromaticos

1515-1510  1505-1510 C-C anéis aromaticos

1470-1460 1470-1460 C-H grupos metilicos

C-C anéis aromaticos

. 1430-1415
1430-1415 C-H grupos metilicos

C-O anéis aromaticos

- 1330-1325 L.
OH élcoois prim. e sec.
1270 1275 C-O anéis guaiacilicos
C-O anéis siringilicos
- 1240-1230 ) .
C-O anéis guaiacilicos
C-H anéis guaiacilicos
1140 1140-1120 e
C-H anéis siringilicos
C-0 alcoois secund.
1085 1085 , .
C-O éteres alquil-arila
C-0 éteres alquilico
C-O éteres alquil-arila
1035 1035-1030 s
C-O alcoois primérios
C-H anéis guaiacilicos
865-815 015-815 C-H arométicos
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A figura 3.16 mostra os espectros de IVTF para a LMM e para o extrato

metanélico e a figura 3.17 o espectro referente ao extrato aquoso.
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Figura 3.16: Espectros de IVTF para: (a) LMM e (b) extrato metandlico
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Figura 3.17: Espectro de IVTF para o extrato aquoso.

No espectro da LMM da A. urundeuva tem-se uma grande banda de
absorgdo a 3413,6 cm’! referente ao estiramento dos grupos hidroxila livres e, em
2940,3 cm’!, uma banda referente ao estiramento de ligagdes C-H de grupos

metilicos e metilénicos. A banda em 1716,3 cm’ é caracteristica de carbonilas ndo-

conjugadas.
As bandas a 1610,9 e 1502,0 cm’
carbonos do esqueleto aromético ¢ também a deformagdo axial de ligagdes C=0.

Em 1457.0 cm™, tem-se a banda referente a deformagfo angular assimétrica das

1 ~ .
sdo referentes ao estiramento dos

ligagdes C-H em grupos CH; e CHs.
A banda em 1380,4 cm™ refere-se ao estiramento de C-H alifitico em CH;.

A banda em 1263,1 cm’ ¢ referente & deformagiio de anéis guaiacilicos e

estiramento de C=0.

Em 1226,3 cm’ tem-se o estiramento de ligagdes C-O, C-C ¢ C=O e a
indicagdo de que os anéis guaiacilicos condensados existem em maior quantidade
que os anéis guaiacilicos eterificados.

A banda em 1166,5 cm™ é caracteristica de ligninas hidroxifenil-guaiacil-

siringilicas, 0 que reforga o resultado obtido na oxidagio da LMM com
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nitrobenzeno, onde foram obtidos picos referentes aos trés alcoois precursores da

lignina oxidados.
Em 1128,0 em’! apresenta-se a banda referente & deformacio de ligagdes C-

H de arométicos no plano, tipico de grupos siringilicos,
A banda em 1038,3 cm™ é devida & deformagfio de C-H aromatico no plano
e sua intensidade indica que os grupos guaiacilicos existem em maior quantidade

que os grupos siringilicos, refor¢ando a relagdo G/S obtida para essa madeira (item

3.2.8).
A banda em 1600 cm’ possui intensidade constante nas trés amostras

analisadas (figura 3.18). A banda em 1500 cm™ diminui sua intensidade & medida
que aumenta o teor de extrativos. Morais e Nascimento [99] citam que a relagdo
entre essas bandas pode ser utilizada para determinar o teor de extrativos nas
amostras. Quanto maior a relagfio entre as duas bandas, maior o contendo de
extrativos. Pelos espectros analisados, o extrato aquoso possui o maior contetido de
extrativos (relagio 1600/1500 cm™ = 2,3). O extrato metanélico possui essa mesma
relagdo igual a 1,5, indicando que possui uma quantidade de extrativos menor em
relagdo ao extrato aquoso. Esse resultado pode ser confirmado pelo teor de grupos
metoxilicos calculados para cada um desses extratos (tabela 3.8). O extrato aquoso,
por possuir maiores caracteristicas de extrativos polifendlicos, possui um teor de
grupos metoxilicos inferior ao calculado para o extrato metanélico.

O extrato metanol-aquoso apresenta um aumento do sinal de deformagio
axial de C-O (1288,0 cm™) e também do sinal referente ao estiramento das ligacdes
dos carbonos do anel aromaitico em relagio ao espectro da LMM. Isso & um
indicativo de que nesse extrato existe uma maior condensago dos anéis aromaticos,

ou seja, foram retirados da madeira polifendis.
Observagdo semelhante pode ser feita para o extrato aquoso, que ji &

caracteristico de um extrato polifendlico.
Desses trés espectros € possivel concluir que o espectro da LMM da

Aroeira-preta € representativo de sua lignina devido ao perfil da banda na regidio de
“impressdo digital”. Ja o espectro do extrato metanol-aquoso & caracteristico de

taninos, porém ainda um pouco contaminado com lignina. O espectro do extrato

aquoso ¢é caracteristico de taninos.
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39.11.2 — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

A espectroscopia de RMN 'H pode ser usada para caracterizagio e

classificagdo de ligninas € também para determinacdo de sua estrutura. Entdo, a
‘ ’

partir do espectro de RMN 'H é possivel obter um grande nimero de informagSes

acerca de ligninas. Um dos primeiros estudos através dessa técnica foi feito por

Ludwig [100]. Por

muitos sio os estudos €

ém, muitas foram as melhorias implementadas por Lundquist e
nvolvendo RMN 'H de ligninas atualmente [12, 92, 93].

A principal vantagem da utilizagdo do RMN 'H no estudo de ligninas esta

na possibilidade do caleulo, a partir do espectro, do nimero total de protons ligados

3 cadeias alifaticas ¢ a0S nticleos aromaticos. P
o de protons metoxilicos. Devido & dificuldade de solubilizagio de

ode-se, ainda, obter uma estimativa

do nimer
ntes usualmente mais empregados para obtengdio de espectros de

ligninas nos solve
e a sua acetilagdo. Uma vez acetilada a lignina, o derivado

RMN 'H, procede-s

obtido torna-se bastante sol
Os resultados de RMN 'H para LMM acetilada encontram-se na figura 3.18.

niio foram soliiveis o suficiente para fazer

vel nos solventes organicos.

Os extrativos, mesmo acetilados,
RMN 'H. Até mesmo 2 LMM acetilada mostrou-se pouco soluvel, o
>

o estudo de
patureza complexa tanto dos extrativos como da LMM obtida da

que demonstra &

madeira de 4. urundeuva.

Importantes informagdes podem ser obtidas a partir do espectro mostrado na

figura 3.18. Comparando-se 05 sinais referentes aos protons aromaticos de unidades

guaiacilicas (7,12 ¢ 6,90 5) com aquele referente aos prétons de unidades

siringflicas (6,53 5) nota-
resultado reafirma 0S dad

G/S, considerando 100 %
No intervalo de 6,20 a 4,50 & apresentam-se sinais de baixa intensidade,

se que 0O primeiro sinal € maior do que o segundo. Esse

os obtidos no espectro de IVTF e no célculo do teor de

dessas duas unidades.

referentes @ Ha © Hp de subestruturas como unidades B-O-4 pino e

siringoresindlicas (figura 3.19).
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Figura 3.18: Espectro de RMN 'H para LMM acetilada.
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Figura 3.19: (a)

CHOAC o @E
H-C—ORy Rs H-C—CH

R
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H,CO

OCHs
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(@ (b)

B-0-4, onde: Ry ou R; = grupo acetila ou cadeia de lignina;

R;=HouOCH;3 L = cadeia de lignina e (b) pino € siringorresinolica,

onde: R;eR;=Hou cadeia de lignina, R; = H ou cadeia de lignina.
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O sinal em 3,68 § ¢ referente aos prétons metoxilicos. Sua porcentagem de
18,2 % muito se aproxima do teor encontrado para esse grupo por ensaios quimicos
(19 %).

Em 2,19 3 encontra-se o sinal referente aos acetatos de OH arométicos e, em
1,87, 1,92 e 2,06 8, sinais referentes aos acetatos de OH alifiticos. Esse grupo de
sinais é o conjunto de maior intensidade em todo o espectro, excetuando-se o
solvente. Através de sua integracdo e utilizando o teor de OH fenélico total da

LMM, foi possivel determinar o teor de OH alifatico e também o contetido de OH

total (item 3.2.6).
A tabela 3.19 mostra um resumo dos deslocamentos atribuidos para a A.

urundeuva acetilada.

Tabela 3.19: Resumo das atribui¢des e porcentagens para os

vérios tipos de protons da A. urundeuva acetilada.

Deslocamentos (8) Atribui¢des %

Prétons aromaticos em unidades

7,12; 6,90 . 8,6
guaiacilicas
6,53 Prétons aromaticos em unidades siringflicas 5,5
6,32 Ho em unidades B-O-4 2,2
Ha em estruturas B-5 de fenil cumaranos,
5,93 2,9
Ha de subestruturas f-O-4
HB de -O-4 (forma eritro) Ho. em pino e
seringoresinolHP de B-O-4 (forma tréo)
4,09; 4,21; 4,34 Hy em vdrias subestruturas 2,7
3,68 Protons metoxilicos 18,2
Hp em subestruturas pino e 1
) siringorresinolicas ’
2,19 Acetatos aromdticos 18,58
1,87; 1,92; 2,06 Acetatos alifaticos 29,2
1,36; 1,26; 1,18;

Contaminantes alifaticos 5,4
0,81 :
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3.2.11.3 — Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 ( RMN C) em solugdo

Esta técnica permite a obtencdo de dados mais detalthados a respeito da
estrutura molecular das ligninas.

Os primeiros trabalhos usando esta técnica foram divulgados por Nimz e
Ludmann analisando a LMM da faia [89]. Nestes trabalhos foram usados
compostos-modelo de ligninas para auxiliar a atribuiciio dos deslocamentos para
esta madeira e para madeiras duras em geral.

A quantificagdo dos sinais de RMN “C foi introduzido por Robert e

Gagnaire em 1981 [101].
Estudos mais recentes tém contribuido com a elucidagiio de estruturas de

materiais lignoceluldsicos [12, 92 ,93]
Neste trabalho sera apresentado um estudo qualitativo de RMN °C.

A figura 3.20 apresenta o espectro de RMN *C obtido para a LMM. A

analise deste espectro se baseard na tabela 3.20 [12, 77].

“w«-‘«««ww««v‘« «««««

Figura 3.20: Espectro de RMN °C da LMM néio acetilada, em DMSO-d;.
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Os sinais entre 34,8 - 22,6 & indicam que ainda restam contaminantes, que

podem ser por exemplo, cadeias carbbnicas alifiticas longas.

Os picos médios estdo compreendidos entre 60,4 e 5598¢e1216e 120,9 3.
O primeiro grupo ¢ correspondente a grupos metoxila de siringila e guaiacila
eterificados ou ndo e C-y de ligagSes B-O-4 de siringilas ou guaiacilas eterificadas
ou ndo, nas formas eritro ou tréo. O segundo grupo pode ser atribuido a C-6 de
guaiacilas eterificados ou nio e C-6 de subestruturas bifenilicas, que sabidamente
sdo de dificil degradagio [5, 85, 101].

Outras atribuigdes de média intensidade sdo as de 132,2 §, correspondendo
aos C-1 de guaiacila e siringila nfio eterificados; 145,7 8, atribuido ao C-4 de
guaiacilas ndo eterificadas; ¢ 148,4 - 148,5 §, atribuido ao C-4 de guaiacilas

eterificadas, C-3 e C-5 de siringilas nfio eterificadas e C-3 de guaiacilas nio

eterificadas.
Os demais picos s3o de menor intensidade e seus deslocamentos sdo

atribuidos a C-a de -O-4 de siringila ou guaiacila na forma tréo e C-y de ligagdes
B-B de guaiacilas e siringilas eterificadas ou ndo. No intervalo de 112,2-115,2 §, os

deslocamentos sdo atribuidos a C-2 e C-5 de guaiacilas eterificadas e nio

eterificadas.
Entre 119,3 € 119,0 3, o deslocamento corresponde ao C-6 de guaiacilas

eterificadas ou ndo eterificadas.
A presenca de C-1 em siringilas eterificadas estg demonstrada pelo

deslocamento em 137,9 8. No intervalo 149,4-149,3 § estdo representados os C-3 de
guaiacilas eterificadas. Por fim, C-3 e C-5 de siringilas eterificadas ¢ C-3/C-5° de 5-
5’ estéio presentes pelo sinal de deslocamento em 152,1 §.

Os sinais a 121,6 - 121,0 8 podem corresponder, provavelmente, a C-6 de
subestruturas bifenilicas eterificadas ou nfio e que podem também de alguma forma
estar contribuindo para a maior resisténcia dessa madeira [5, 10, 85].

A presenga de taninos (polifenéis) na LMM ¢ confirmada pelo sinal de

média intensidade a 145 8. Normalmente, este sinal é fraco ou nem aparece em

espectros de ligninas.
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O espectro de RMN BC mostrou ainda que a lignina ndo possui carboidrato s
como contaminantes, o que pode ser comprovado pela auséncia do sinal entre 100 e
102 8.

Os sinais em torno de 121 & podem ser de C-6 de unidades bifentlicas (10,
85] ou, ainda, de C-2, C-5 e C-6 de procianidinas, o que indica que a LMM ainda
pode estar contaminada por extrativos polifendlicos [83].

O sinal de baixa intensidade a 104 3, devido aos C-2 e C-6 de unidades

siringilicas, mostra que a solubilizagio da LMM em DMSO niio foi boa.

Tabela 3.20: Atribuigdes dos sinais de RMN"C para LMM
de madeiras duras[12, 77].

Madeiras duras Astronium o
Atribui¢ges

(6 PC) urundeuva
193,6 - a-CO e y-CHO
191 - a-CHO
172 - -C=CHO de 4c. Carboxilicos alif.
169,6 - -C=CHO de grupos acetilicos de xilanas.
152,9 - C-a de Ar-CH=CH-CHO
152,9 - 152,2 152,1 C-3/C-5 de Se, C-3/C-5" DE 5-5°
149,4
149,5 - 149,2 149.3 C-3de Ge
148,5
147,7 - 146,5 148.4 C-4 de Ge, C-3/C-5 de Sne, C-3 de Gne
145,5 145,7 C-4 de Gne
C-4’de subestr. Fenilcumaranicas (B-5)
143.2 ) C-4/C-4de 5-5°
138 137,9 C-1 de Se
136,1 - C-4 de Se
1356 - 135,0 - C-1 de Ge, C-4 de Sne
132,2 132,2 C-1 de Gne, C-1 de Sne
C-0/C-B em Ar-CH=CH-CH,OH
130 - 128 - C-B em Ar-CH=CH-CHO

C-2/C-6 de Hne, -CH=CH- de olefinas
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121,6
- 21,6 Estruturas bifenilicas
121,4
121,0
119,3 - 119,0 gg: C-6 de Ge e Gne
114,0
115,8-114,6 113,9 C-5de Ge e Gne
113,2
112,2 - C-2 de Ge e Gne
C-2/C-6 de Se e Gne
106,8 - 103,5 ) C-2/C-6 de Se e Gne com a-C=0
101,9-101,6 - C-1 de xilanas
87 - 86,2 - C-p de B-O-4 de S (forma eritro)
84,6 -84 - C-B de B-0-4 de G (forma eritro)
76 - 73 - C-2/C-3/C-4 de xilanas
C-a de B-O-4 de S (forma eritro)
73,3724 ) C-cu de B-0-4 de G (forma eritro)
' C-a de B-O-4 de S ou G (forma Tréo)
71,6 7.2 C-ydeB-BdeGeS
C-y de B-0-4 de G com a-C=0
62.9-62.6 ) C-ydeB-5ep-1deGeS
60,5 .
60,3 56.2 C-y de B-O-4 de G ou S (formas eritro e tréo)
56 56,0 OCH3deGeS
55,9
54,2-53,8 - C-BdeB-deGeS
40,1 C-fdep-5deGeS
535 39,8222,6 C- (contaminante alifatico)
20,9 - -CH3 de grupos acetilicos de xilanas

Onde: Se, Ge = Unidades siringilicas e guaiacilicas eterificadas

Sne, Gne = Unidades siringilicas e guaiacilicas no eterificadas

S, G = Unidades siringflicas e guaiacilicas eterificadas ou nio.
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Foram obtidos também espectros para o extrato metandlico (figura 3.21) e

extrato aquoso (figura 3.22).
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Figura 3.21: Espectro de RMN *C para uma amostra de extrato metandlico, em

DMSO-de.
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Figura 3.22: Espectro de RMN "3C para uma amostra de extrato aquoso, em
DMSO-ds.
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Pelos espectros de RMN Be pode-se concluir que ambos contém,

fundamentalmente, polifenois.
O extrato aquoso foi pouco solavel e, por isso, 0 espectro néio est4 bom, Sua

andlise serd pormenorizada quando da anélise de RMN **C no estado sélido.

O extrato metandlico contém um pouco de lignina, que pode ser constatado
por vérios sinais de carbonos atribuidos aos deslocamentos quimicos de ligninas,
como, por exemplo, o sinal do carbono metoxilico a 56 §. Entretanto, sua
caracteristica mais importante € o deslocamento em 102,82 &. Este sinal é
caracteristico do carbono 8 do anel A de flavondides [102]. Este deslocamento
quimico indica que a hidroxilago do anel A € do tipo resorcinol, isto €, somente o
carbono 7 ¢ hidroxilado. Este fato leva a conclusdo de que as mais provaveis

unidades monoméricas formadoras das proantocianidinas sio o fisetidinol e o

robinetinidol (figura 3.23).

R1 = OH, R2 = H; Fisetinidol
R1 = OH, R2 = OH; Robinetidino}

Figura 3.23: Provaveis constituintes monoméricos das proantocianidinas

presentes no extrato metandlico.

No intuito de identificar qual dos mondmeros ou se ambos estariam
presentes no extrato metanolico, usaram-se os deslocamentos quimicos de RMN
B relatados em literatura [102, 103] para o anel B. A tabela 3.21 apresenta estes
deslocamentos e aqueles obtidos da figura 3.21. A analise da figura 3.23 mostra que

ambas subestruturas poderiam estar presentes nos taninos condensados da A

urundeuva.
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Tabela 3.21: Deslocamentos quimicos de RMN 13C para hidroxilagiio do anel B

Atomo de carbono

Anel B 1’ 2’ 3’ 4’ 5 6
3°,4’-di-hidroxi 131,5(132) 1157 (115) 144,83 (145) 144,8(145) 116,0(116) 120,7(120)
3’47 5°- tri-hidroxi ~ 131,5(132)  108,0(108)  145,5(146) 132,2°(133)  145,6 (146)  108,0 (108)

Os valores enire paréntesis s3o dados da literatura 102, 103] em (CDs),CO;
os demais valores s3o médias obtidas da figura 3.22; * nfio é média.

3.2.11.4- Ressonancia Magnética de Carbono 13 no estado sélido (RMN '*C-
solido).

A RMN BC no estado sélido ¢ uma técnica experimental com grande
potencial para caracterizagiio de materiais como a madeira. Muitos estudos tém sido

realizados, principalmente relacionados a lignina, a celulose e outros materiais de
dificil solubilizagdo [104-107].

Estes espectros sdo constituidos principalmente de bandas de absor¢do
largas ao invés de bandas finas normalmente encontradas nos espectros de absorgio
de RMN C em solugfio. As bandas largas sdo um reflexo da anisotropia do
deslocamento quimico que ndo € eliminada mesmo girando a amostra em altas
rotagdes, imitando o comportamento das moléculas em solugdo. Apesar disso, a
resolugfio obtida é suficiente para identificar vérios componentes na madeira. Isso ¢

exemplificado pela tabela 3.22.

Tabela 3.22: Deslocamentos € atribuicGes para RMN BC-solido de ligninas [104]

Des(lg_c;;rrlz)ntos Atribui¢des
180-220 Carbonos carbonilicos de aldeidos e cetonas
170-180 Grupos carboxilicos
120-160 Substituintes aromaticos da lignina
152-156 Carbonos aromaticos ligados a—-OCHj; e OH
105 C1 anomérico

60-100 Carbonos alifaticos ligados a oxigénio (C-O-C e C-OH)
55-60 Substituintes metoxilicos

20-30 Grupos metilicos e metilénicos
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Neste trabalho foram obtidos espectros de RMN *C - s6lido para madeira
de 4. urundeuva bruta, LMM, LK, holocelulose, extratos aquoso e metanélico e os

mesmos sdo mostrados nas figuras 3.24 a 3.28 e 3.30.
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Figura 3.24: RMN BC-solido para madeira 4. urundeuva bruta.

O espectro de RMN °C no estado sélido para a madeira de A. urundeuva
bruta mostra os deslocamentos dos principais grupos funcionais presentes. Na
regido de 210-160 & encontram-se sinais referentes a carbonilas de extrativos
(polifenois, 4cidos graxos, etc.) € ligninas. Entre 160 e 100 & encontram-se sinais de
carbonos sp” de ligninas e polifendis. Sinais de carbonos oxigenados do tipo sp> de
carboidratos, extrativos e ligninas sdo mostrados na regifo entre 90 ¢ 60 §. Os sinais

de grupos metoxila encontram-se por volta de 56 § e sinais inferiores a 56 & sfio de

carbonos sp’ ndo oxigenados.
Ja o espectro mostrado na figura 3.25 € mais representativo da LMM que o

espectro de RMN C em solugdo (figura 3.20). Aqui pode-se observar que o sinal a
104 & de C-2 e C-6 de unidades siringilicas (S) aparece significativamente (como
deveria ser). Também ¢ nitido o sinal em 153 8, devido a C-2 e C-6 de unidades §

eterificadas. Com relagfo as de unidades guaiacilicas (G), s3o claros os sinaisa 118
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e 115 5, referentes a C-6 e C-5, respectivamente. Os sinais em 77, 86 € 63 & sdo
devidos, respectivamente, a C-a, C-B e C-y em ligagSes B-aril-éter de cadeias
laterais. Carbonos metoxilicos em cadeias arométicas aparecem no sinal intenso a

55 5. Além disso, é visivel a contaminagdo da LMM por polifendis (sinal intenso

por volta de 145 3) e outros compostos ( sinais > 160 d).
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Figura 3.25: RMN"’C-s6lido para a LMM da 4. urundeuva.
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Figura 3.26: RMN 1B3C-s6lido para lignina de Klason da

madeira 4. urundeuva bruta.
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Analisando-se a figura 3.26, que mostra o espectro de RMN “°C no estado
solido da lignina de Klason da madeira de 4. urundeuva bruta, nota-se um sinal
intenso referente a metoxilas (54,9 8), o que ja era esperado por se tratar de lignina.
Nota-se também o grande sinal referente aos extrativos polifenolicos (143,5 &) que,
estando presente, indica que estes podem estar condensados com a lignina. Isso
explicaria o alto rendimento obtido para o ensaio que calculou o teor de LK.

As figuras 3.27 e 3.28 sdo referentes aos extrativos polifendlicos. Estes

espectros concordam com 0s de profisetinidinas e prorobinitinidinas na regido entre

60-160  [108] (vide tabelas 3.24 ¢ 3.26).
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Figura 3.27: RMN BC-sélido para o extrato metandlico da 4. urundeuva.
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Figura 3.28: RMN C - sélido para o extrato aquoso da A. urundeuva,

As estruturas da profisetinidina e da prorobinitinidina sio mostradas na

figura 3.29.

Figura 3.29: Estruturas da profisetinidina (PF) (se R = H Yeda
prorobinitinidina (PR) ( se R = OH )
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A tabela 3.23 apresenta os deslocamentos quimicos de RMN "*C-sélido de
flavonoides [102, 108] e a tabela 3.24 [83, 102, 108] mostra as principais

atribuicSes para os sinais mais intensos apresentados nas figuras 3.27 ¢ 3.28.

Tabela 3.23: Deslocamentos quimicos de RMN B¢ de flavonosides [102]

Sinais caracteristicos de padrdes de oxigena¢do do anel A

Numero do carbono
4a 5 6 7 8 8a
Resorcinol (7-OH) 117 130 110 158 103 156

Florogurcinol (5,7-diOH) 102 157 97 157 96 156
Pirrogalol (7,8-diOH) 115 123 110 144 132 146

Sinais caracteristicos de padrdes de oxigenag¢do no anel B
1 3 2, 3 ’ 4-, 5 o 6,
131 129 116 157 116 129

3’-hidroxi

3’,4’-dihidroxi 132 115 145 145 116 120
3°,4°,5°-trihidroxi 131 108 146 133 146 108

Sinais caracteristicos de padrdes de oxigenagio no anel C
2 3 4

Fisetinidol 82,2 68,1 32,6
Catequina 82 67,9 28,1
Epicatequina (b) 79,1 66,8 28,6
Epicatequina 79,4 66,9 29,1
Catequina-4c (a) 83,7 72,9 37,9
Epicatequina-4p (a) 76,6 72,6 36,5
Epicatequina-3-O-Glep (b) 78,2 73,3 24,2
Epicatequina-30-Galato 77,8 69,7 26,4
Catequina-4o.-ol 81,7 73,9 71,6
4B-Tiobenzil-epicatequina 74,4 70,3 42,9
Epicatequina-(2p-7,48-8) 99,7 66,1 29,6
Epicatequina (c) 80,8 67,3 28,6

(a) uma unidade flavan-3-ol 4-substituida ligada a outro flavondide em C-6 ou C-8.em acetona
ds. (c) As primeiras ressondncias s referem a unidade superior ¢ a segunda 3 unidade
inferior da estrutura.
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Tabela 3.24: Atribui¢des dos principais sinais dos espectros de RMN *C ~ sélido

dos extratos metanoélico e aquoso da A. urundeuva.

Atribuicdes Deslocamentos (3)

E. metandlico E. aquoso
Carbonilas de flavanonas, diidroflavonois, 199,88 201,08
cetonas e aldeidos 189,40 192,06
Carbonilas de ésteres e acidos carboxilicos 175,97 178,51
166,59
C5,C7¢C8a 154,86 -
C3’ ¢ C4’ de anéis B di-OH
C3’ ¢ C5’ de anéis B tri-OH 144,89 142,99
C5 de anel A mono-OH
C1’, C2’ e C6’ de anel B mono-OH 131,50 129,75
C1’ de anel B di e tri-OH
C4a anel A di-OH
C3’ e C5’ de anel B mono-OH 116,81 115,64
C2’ e C5° de anel B di-OH
C6 de anel A mono ou di-OH
C2’ e C6’ de anel B tri-OH 110,30 il
C8 de anel A mono-OH (7-OH) 103,81 103.24
? - 93,70
C2 anel C fisetinidol ou catequina 82,31 81,15
C3 anel C 72,44 73.14
Metoxilas 56,47 55.58
? - 4425
C4 anel C 41,95 3
C4 anel C 30,96 32,11

A andlise da tabela 3.24 leva & complementagdio e confirmacfio das

informagdes ja obtidas através da RMN 13C em solugdo. Portanto, além disso. a
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presenga do sinal em torno de 55 6 mostra que os grupos metoxilicos de ligninas

estdo ligados de alguma forma aos extrativos polifenolicos.
Finalmente, a figura 3.30 apresenta o espectro obtido para uma amostra de

holocelulose da madeira bruta.
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Figura 3.30: RMN 13C-sélido para holocelulose da madeira bruta.

Nesse espectro observa-se que o sinal de grupos metoxila em torno de 55 &
(ombro ao lado do sinal 59,16 d) e os sinais entre 115-120 § e 143-150 § (de
ligninas e polifendis) mostram que a holocelulose estéd contaminada, tal como foi
sugerido anteriormente. Os sinais no intervalo entre 100 e 60 3 sdo referentes aos

carbonos alifiticos das cadeias de celulose € hemiceluloses. Aparece também o

sinal intenso do C; anomérico, a 99,30 o.
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3.2.11.5 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia ( CLAE )

Os principios gerais da cromatografia liquida foram reportados por Tswett,
em 1903 [12], descrevendo a adsor¢do cromatogrifica para a separagdo de
pigmentos naturais. Desde entdo, muitos progressos tém sido feitos e sdo muitas as
técnicas empregadas em cromatografia liquida.

A CLAE € a técnica cromatografica mais rdpida, embora seja usada

principalmente para separag¢des analiticas (ndo-preparativas). Estudos feitos até hoje

permitem fécil analise, identificagdo e quantificacdo dos constituintes de uma

determinada amostra.
Neste trabalho foram estudadas as fragdes soliveis em agua e em éter etilico

do extrato metanol-aquoso da 4. urundeuva.
Os cromatogramas obtidos sdo mostrados nas figuras 3.31 e 3.32.
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Figura 3.31: Cromatograma obtido por CLAE para a fase aquosa da extracdo.,
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Figura 3.32 : Cromatograma obtido por CLAE par a fase

etérea obtida a partir do extrato aquoso.

A figura 3.31 apresenta o cromatograma de CLAE do extrato aquoso apos

m éter. Observa-se um pico referente ao 4cido gélico (1) ¢ uma banda

extragdo co
larga (2) que € composta por diferentes tipos de proantocianidinas {13, 83].

A figura 3.32 mostra o cromatograma de CLAE da fase etérea obtida a partir

quoso. O principal componente apresentado ¢ a fisetina (5). Além desse

do extrato a
ram identificados: 4cido gélico e elagico (1 e 3 respectivamente), e

composto fo
s menores de compostos apresentando espectros de UV caracteristicos

concentragde
de flavanonas (2), flavondis (7) e elagitaninos (6) [13, 83].
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3.3 — Anadlise dos polifendis da madeira

3.3.1 — Obtenc¢do dos extrativos polifendlicos

Devido as dificuldades de se definir um método ideal de extragdo de taninos
para as muitas espécies de plantas existentes, partiu-se de dois diferentes caminhos

de extragdo, sendo um em acetona aquosa e outro em metanol aquoso,

A tabela 3.25 traz os resultados médios obtidos com as extragdes.

Tabela 3.25: Rendimentos das extragdes dos polifenéis

Extrato Rendimento (%)
(AA)Acetona-agua 7:3 (v/v) 22.4
(MA)Metanol-agua 4:1 (v/v) 18,7

Pelos dados obtidos, conclui-se que para A. urundeuva hj diferenga de 3.7

% no rendimento da extragdo sob condi¢des semelhantes.
O rendimento obtido € bastante superior aos descritos para madeirag de
Eucalyptus (E. camaldulensis , E. globulus, E. rudis, E. grandis, [, urophila) que

variam entre 2,6 € 12,0 %, quando obtidos em metanol-aquoso [109-112] (figura

3.33).
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Figura 3.33: Grafico comparativo do rendimento da extragdo de

polifenodis em diferentes madeiras
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3.3.2 — Determinagdo de fenois totais
3.3.2.1 — Pelo método Folin-Ciocalteau

A curva de calibragdo obtida no experimento é mostrada na figura 3.34.
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Figura 3.34: Curva de calibragdo com 4cido galico

Utilizando a reta obtida na curva de calibragio e as absorvancias lidas para

cada amostra, foram obtidos os seguintes resultados:

AA: 43,8 mg fenois totais/g madeira a.s..

MA: 37,7 mg fendis totais/g madeira a.s..

Esse resultado mostra uma varia¢o de 6,1 % entre um resultado e outro,
sendo o extrato em acetona-agua o de maior rendimento para este ensaio.

Qutra forma de expressar os resultados obtidos ¢ como uma porcentagem do

teor de extrato bruto de polifendis, a saber:

AA: 19,1 % do extrato bruto so fenois totais.

MA: 20,2 % do extrato bruto sdo fenois totais.

Conde [109] e Cadahia [110] encontraram valores médios entre 59e175

mg/g para o teor de fendis totaisda madeira de 3 espécies de Eucalypius

123



Capitulo 3 Resultados e discussées

(E. camaldulensensis, E. globulus e E. rudis). Esses valores sio muito inferiores aos

encontrados para A. urundeuva.
Esses mesmos autores [111], estudando a composi¢io tanica da casca das

trés espécies de Eucalyptus supra citadas, encontraram valores para o teor de fenois

totais entre 2,5 e 91,6 mg/g.
Pode-se concluir, portanto, que a madeira de A. urundeuva possui um teor

de fenois totais bem superior ao encontrado para as espécies de Eucalyptus

estudadas.
Outra observagdo a ser feita € acerca da relagdo entre a porcentagem de

extrativos e o conteudo de fendis totais. Assim como para madeiras de Eucalyptus o

rendimento dos extrativos foi menor que para 4. urundeuva, o conteudo de fendis

totais seguiu 0 mesmo padrao.
3.3.2.2 — Método Azul da Prissia Modificado [34]

A curva obtida para calibrag@o do experimento est4 mostrada na figura 3.35

o o
O 35 O 3
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Absorvancia
@

y =0,0059x + 0,0028
R?=00875
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concentragdo de acido gélico em
microgramas/mL

[=)
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Figura 3.35: Curva de calibragdo para o ensaio de fenéis totais

em equivalentes de acido galico

Através da curva de calibragdo e das absorvancias lidas, foram obtidos 0s

seguintes teores de fenois totais:
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AA: 55,4 mg fenois totais/g madeira a.s..

MA: 42,6 mg fenois totais/g madeira a.s..
Com relagdo ao teor de extrato bruto:

AA: 24,7 % do extrato bruto sdo fendis totais.

MA: 22.8 % do extrato bruto sdo fendis totais.

Atraveés desse resultado conclui-se que o ensaio para determinagio de fenois
totais, pelo método do Azul da Prissia, produz maiores rendimentos tanto em AA

quanto em MA e a analise dos resultados € semelhante aquela feita para o método

Folin-Ciocalteau.
A figura 3.36 mostra uma comparagdo entre os dois métodos utilizados e

madeiras de Lucalyptus.

Onde: AP = Aroeira-Preta; AA = extrato em acetona-agua, MA = extrato metanol-agua.
Barras vermelhas: pelo método Azl da Prissia Modificado; Barras azuis: pelo método Folin-Ciocalteau em extrato metanol-

aquoso; Barra listrada: método Folin-Ciocalteau com extrato acctona-agua

Figura 3.36: Grafico comparativo teores de fenois totais pelos métodos Folin-

Ciocalteau € Azul da Prassia modificado. Rendimentos em porcentagem.
3.3.3 — Determinagdo de Proantocianidinas

3 3.3.1 — Método da vanilina
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Foi obtida uma curva de calibragdo com vanilina, nas mesmas condig¢des do

experimento, mostrada na figura 3.37.
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Figura 3.37: Curva de calibragdo com vanilina
O teor de proantocianidinas calculado para A. urundeuva foi o seguinte:

AA: 6,1 mg proantocianidinas/g madeira a.s..

MA: 31,2 mg proantocianidinas/g madeira a_s..
Em termos de porcentagem do extrato bruto de polifenois:

AA: 2,7 % do extrato bruto sdo proantocianidinas

MA: 16,7 % do extrato bruto sio proantocianidinas.

Ao contrario do obtido para o teor de fenois totais (onde foram obtidos
maiores rendimentos com o extrato AA), o teor de proantocianidinas foi maior no
extrato metanol-aquoso. Esta diferenga ¢ significativa. Conclui-se portanto que,
para esta espécie de madeira, as proantocianidinas devem sdo extraidas em metanol-
agua.

Na literatura [110] para madeiras de Fucalyptus tratadas com o mesmo
solvente (metanol-agua, nas mesmas condi¢des), os rendimentos variaram entre
0,72 e 6,58 mg/g. Esses valores sdo muito inferiores aos obtidos para A. urundeuva
e mostram mais uma vez sua riqueza em compostos fenolicos. Um grafico

comparativo € mostrado na figura 3.38.
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Onde: as barras de cor beje representam extratos em metanol-aquoso

¢ a vermelha em acetona-aquosa.

Figura 3.38: Grafico comparativo do teor de proantocianidinas

em diversas espécies de madeira.

3 3.3.2 — Método butanol-acido {113]

Neste experimento foi obtida a curva de calibragdo mostrada na figura 3.39.

y =0,0208x + 0,0332
R?=0,9796

-

Absorvancia
cooo -~
ovhRO®-=2NDN

e | 1
0 5 10 15 20

concentracao em microgramas de
delfinidina por mL

Figura 3.39: Curva de calibragdo com delfinidina para célculo do teor de

proantocianidinas pelo método butanol acido.

A curva de calibragdo mostrada € bifasica e consiste de duas retas, um
comportamento de reagao ja relatado por McFarlane [114], Stafford e Lester [115]
e Porter [108]. Isso cria um problema pois a relagdio de Lambert-Beer entre a
absorbancia e a concentragdo de cianidina, s6 pode ser aplicada em baixas faixas

de concentragdo (< 0,2).
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As leituras de absorvéncia foram feitas contra branco contendo todos os
reagentes, menos a amostra, que foi substituida por igual quantidade de agua.

As amostras brutas (AA e MA) tiveram absorvancia muita alta (> 2,5) no
comprimento de onda 550 nm, caracteristico das antocianidinas resultantes da

reacio. Foram feitas diluigSes que levaram ao desaparecimento do pico em 550 nm,

como mostrado na figura 3.40 para a amostra MA.

2.300
Abs
0.000 - PO e
200 300 400 500 600

Figura 3.40: cromatograma UV resultante da reag¢do do extrato

MA bruto diluido com BuOH/HCI;

Nio foi possivel dessa forma a quantificagdo das proantocianidinas através
desse experimento.

Apesar disso, tentou-se detectar através da mesma reacfio, os compostos
monoméricos constituintes da estrutura polimérica das proantocianidinas.

Mesmo sob as severas condi¢Oes de rea¢do as proantocianidinas do extrato

MA nio foram degradadas, como mostrado no cromatograma da figura 3.41.

10 20 30 a
Time / min

Figura 3.41: Cromatograma da mistura resultante da reagio do

extrato aquoso com n-butanol/HCI,
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Foram detectados apenas acido elagico (1), n-butilgalato (2) ( resultado do

acido galico e n-butanol ) e proantocianidinas (3).
3.3.4 — Determinagdo de 3-deoxi-proantocianidinas [47]

A figura 3.42 mostra 0s €Spectros resultantes da reagio para o extrato MA.

N

(@) 0000/
om 400 440 560 600 400 440
2000 ‘\\
(b) 0.0} '—\

nm 400 440 560 500 400 440

Figura 3.42: Espectros de UV obtidos na reagdo para
verificagdio de 3-deoxi-proantocianidinas
(a) amostra MA1 com butanol e amostra MA1 com branco respectivamente,

(b) amostra MA2 com butanol e amostra MA2 com branco respectivamente.

A tabela 3.26 mostra os resultados obtidos com as absorbéncias a 485 nm

(caracteristico de apigenidinas) e 495 nm (caracteristico de luteolinidinas).
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Tabela 3.26: Absorvancias relativas as amostras MAI e MA2,

no ensaio para determinagdo de 3-deoxi-proantocianidinas.

MA1 MA?2
Amostra + branco (contra ar) 0,207 0,180
Amostra + butanol-dcido (contra ar) 0,276 0,240
A =485 nm _ ’
Amostra com Butanol-dcido contra
0,073 0,058
amostra com branco
Amostra + branco (contra ar) 0,190 0,166
Amostra + butanol-acido (contra ar) 0,303 0,260
A =495 nm ) ’
Amostra com Butanol-acido contra
0,117 0,093
amostra com branco

A determinagio da existéncia de 3-deoxi-proantocianidinas ¢é feita

basicamente por comparagdo da amostra com branco em relagdio a amostra com

butanol-dcido. Para o comprimento de onda 485 nm, a diferenga entre a amostra

com branco e com butanol-dcido ndo foi significativa, o que permite concluir que

nessas amostras nfo ha presenca de apigedinidinas. J& em 495 nm, a diferenca de

absorvancia das amostras foi maior, o que leva a concluir que pode haver 3-deoxi-

proantocianidinas do tipo luteolinidinas.
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4 — Conclusdes

O resultado de 43,6 % para o calculo da LK da madeira bruta é muito alto e
indica que essa lignina esta condensada com polifendis. Entretanto, esse alto valor
ndo é raziio suficiente para justificar a dureza e a resisténcia da madeira a ataques
mecanicos e biolégicos. Isso porque existem madeiras como o E. grandis que
apesar de possuir aproximadamente 40 % de lignina + extrativos, é de ficil
degradagdo.

O resultado da anélise por somatéria foi de 101,5 % para a madeira livre de
extrativos. Para a madeira bruta, o valor de 105,3 % ¢ bem préximo do esperado,
considerando-se que a LK estd condensada com polifendis. A grande resisténcia e
durabilidade da A. wurundeuva deve ser devida principalmente & composicio dos
polifendis presentes.

Através do célculo da formula minima para 4. wrundeuva obteve-se o
primeiro sinal do alto teor de oxigénios presentes na lignina, mostrando mais uma
vez que esta deve possuir contaminantes oxigenados, provavelmente polifendis.
Também através da formula minima concluiu-se que o nimero de grupos metoxila
por Cy é maior que 1 (= 1,3 ). Com isso pode-se dizer que houve a participagiio do
alcool sinapilico durante a formagao da macromolécula de lignina.

A lignina obtida é do tipo guaiacil-siringila (G/S) com cerca de 30 % de
unidades siringilicas. O teor de siringilas foi relativamente baixo até mesmo quando
comparado com a madeira de E. grandis, que ¢ de 50 %. Portanto, o teor dessa

unidade também nfo ¢ indicativo de sua dureza.
Os ensaios para determinagfo de grupos carbonilicos resultou em 5,5 % de

carbonilas totais.

A determinagdo de hidroxilas fenélicas totais resultou em 3,2 %, valor
acima do previsto em literatura. Esta ¢ mais uma indicagio de que a LMM pode
estar contaminada com polifenéis. Outra possibilidade ¢ que tenha havido hidrélise
das ligagdes a-O-4 e $-04 durante a moagem da madeira.

As hidroxilas fenélicas sdo em sua grande maioria conjugadas (0,36 em 0,38

Oern/ C9) .
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Através do resultado da hidrélise das ligagdes a-O-4 ¢ 3-O-4 chegou-se a

uma importante conclusao. Se a soma de OH fendlico proveniente das ligagdes a-

0-4 ¢ p-0-4 + OH fendlico livre é igual a 120/100 Co, provavelmente houve

hidrolise de ~OCH3
evidente em polifendis). Portanto, o mais provavel € que a LMM

ou ha presenca de mais de uma hidroxila fendlica por anel

aromatico (o que €
possua polifendis associados a ela por ligagdo ou por interagdo (ligagdo de

hidrogénio), ou ain
A analise do cromatograma dos produtos da oxidagdo da LMM com

da, apenas como contaminante de dificil separagéo.

mostra o quanto essa madeira é rica em constituintes incomuns. Além
s esperados para esta oxidagdo (vanilina e siringaldeido), foram

ambém o p-hidroxibenzaldeido, acido vanilico, &cido siringilico, 4cido

nitrobenzeno
dos produto

encontrados t

3 4-diidroxi-benzoico € 0 desidro-p-benzaldeido, entre outros que nfo puderam ser
identificados.
No espectro de IVTF da LMM duas conclusdes importantes puderam ser

tiradas. O sinal em 1165, cm! ¢ caracteristico de ligninas hidroxifenil-guaiacil-
que reforga 0 resultado obtido com a oxidagio da LMM com

siringil, ©
nitrobenzeno, onde foram obtidos picos referentes aos 3 alcoois precursores da
lignina oxidados.

A intensidade relativa do sinal em 1038,3 cm’ indica que os grupos

guaiacilicos existem em maior quantidade que os siringilicos, reforgando a relagdo

G/S obtida para €ssa madeira.
O extrato metanol-aquoso ¢ constituido por polifendis, o que pode ser

observado p
C-0, que ind
A ressondncia magnética nuclear de hidrogénio possibilitou o calculo do

teor de hidr
idade de grupos guaiacilicos em relagdo aos siringflicos. Isso se dé pela

ol banda caracteristica a 1288,0 cm”, referente & deformagéo axial de

ica que nesse extrato hd maior condensagéo de anéis arométicos

oxilas alifaticas. No espectro de RMN 'H confirmou-se novamente a

maior quant
interpretagdo do sinal dos prétons guaiacilicos (7,12 e 6,90 &) maior que o de
siringilicos (6,53 3)-

Pelo sinal em 3,68 & (que possui uma porcentagem de 18,2 %) pode-se

reafirmar o teor de grupos metoxilicos anteriormente calculado por dois métodos
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O espectro de RMN "*C contribuiu com muitos detalhes a respeito da
estrutura molecular da LMM. Novamente, houve indicios de contaminagiio da
LMM por polifenois, o que pode ser notado pelo sinal em torno de 121 8, 0 qual
pode ser atribuido a C-2, C-5 e C-6 de procianidinas.

Os espectros de RMN C sélido reafirmam suposicdes feitas anteriormente,
As principais observagbes foram: observadas em relagdo aos sinais intensos
referentes aos extrativos polifendlicos, que se mostraram presentes mesmo em
amostras de lignina de Klason (LK); de madeira moida (LMM). Foram também
observados sinais referentes aos grupos G/S em 153,9 § e aos extrativos
polifendlicos em 143,2 8, indicando contaminagio.

Tanto o espectro para o extrato metandlico quanto o espectro para o extrato
aquoso mostraram baixo sinal a ~ 55 & (poucos grupos metoxilicos) e sinais

referentes a polifendis.
Todos os espectros de RMN C sélido levaram a um mesmo resultado: ha

contaminago na lignina por polifendis e vice-versa,

A CLAE através do auxilio de padrdes, possibilitou a identificacfio de varios
compostos presentes nos extratos polifenélicos, entre eles o 4cido galico, a fiseting e
procianidinas.

Tanto pelo método F olin-Ciocaltéu quanto pelo Azul da Prussia modificado,
o rendimento dos fendis totais foi maior com a extragio acetona-agua. Em relagio
aos extrativos obtidos, obteve-se um teor de 20 % de fenéis totais.

Os teores de fenois totais também foram altos se comparados a madeira de
espécies de Eucalyptus ¢ aproximaram-se mais dos teores obtidos com cascas de
vegetais.

Jé no caso das proantocianidinas, houve grande diferenca no rendimento dos
extratos acetona-dgua e metanol-dgua (25 %). O extrato em metanol-dgua teve
maior rendimento (31,2 mg/g madeira a.s.), valor este muito superior aos descritos
em literatura para o mesmo solvente (entre 0,72 e 6,58 mg/g).

Através desses resultados fica clara a riqueza dos polifenéis dessa madeira e

a possibilidade de um maior aprofundamento em seu estudo.
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Em sintese, o presente estudo possibilitou um bom conhecimento das
propriedades especificas da LMM da Astronium urundeuva e da quantifica¢do de
seus polifenéis. Contribui assim para a compreensdo mais profunda dessa madeira,

rara e rica, no que diz respeito a sua constituigdo quimica.
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