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RESUMO

Na parede celular das plantas superiores, as fibras de celulose estdo embebidas em uma
matriz extremamente rigida, composta majoritariamente por hemiceluloses e lignina.
Portanto, para hidrolisar a celulose e as hemiceluloses, ¢ preciso despolimerizar, solubilizar
ou remover a lignina presente nos materiais lignocelulésicos. Dos métodos de pré-tratamento
propostos na literatura, a explosdo a vapor tem se revelado como um dos mais promissores
para o fracionamento da madeira em seus tr€s componentes principais, paralelamente a um
aumento significativo da suceptibilidade da celulose a sacarificagdo acida ou enzimatica.
Neste estudo, conforme ja demonstrado para outros tipos de fitobiomassa, o pré-tratamento a
vapor de cavacos de Eucalyptus grandis se mostrou bastante eficiente na separagio dos trés
principais componentes estruturais da madeira, celulose, hemicelulose e lignina, assim como
na recuperagéo de cada um deles em bom rendimento.

Os cavacos de E. grandis foram inicialmente impregnados com H,SO, diluido (0,25 a
0,5%, m/v) e posteriormente pré-tratados a temperaturas de 200-210°C e tempos de residéncia
de 2 a 5 min no reator. Maiores tempos de residéncia dentro do reator, particularmente sob
condi¢bes mais drasticas do pré-tratamento (maiores severidades), resultaram em uma maior
quantidade de glucose liberada da frag@o hidrossoliivel, menor recuperagdo de hemicelulose
hidrolisada e altos rendimentos de recuperagdo de lignina. O melhor rendimento de
recuperagdo da xilose (aproximadamente 70%) foi obtido apds pré-tratamento dos cavacos
impregnados com H,SO4 a 0,5% por 2 min a 210°C.

A extragdo alcalina, ainda que realizada & temperatura ambiente pelo tempo de apenas
uma hora, resultou em rendimentos de recuperagio bastante expressivos, da ordem de 80 a
90% em relagdo ao peso seco da fragdo insoluvel em 4gua. Todas as fragdes ligninicas
isoladas apresentaram baixo teor de carboidratos, o que simplificou a analise quimica devido

as possiveis interferéncias que contaminantes deste tipo poderiam exercer.
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O pré-tratamento seguido de lavagem alcalina resultou na obtengdo de ligninas com
diferentes propriedades quimicas dependendo da condigdo de pré-tratamento utilizado. O
aumento da severidade do pré-tratamento a 200°C acarretou uma diminui¢do no teor de
hidroxilas (totais, alifaticas e aromaticas) presente nas ligninas isoladas, enquanto que, para
pré-tratamentos efetuados a 210°C, o efeito foi reverso. A andlise multivariada dos dados de
FTIR indicou que a maior diferenciagdo quimica dentre as ligninas isoladas correspondeu a
quantidade de liga¢6es condensadas (menor quantidade de CH aromético) por unidade C9.
Com efeito, a temperatura méaxima de degradacdo térmica das ligninas isoladas decresceu com
o aumento do grau de severidade do pré-tratamento, enquanto que a massa molecular aparente
decresceu rapidamente com o aumento da severidade até um valor limite (log Ro igual a
3,78), a partir do qual foi observado um aumento que esteve provavelmente associado a
reagdes de condensagao.

De uma forma geral, estas diferengas foram interpretadas como conseqii€ncia de reagdes
de hidrélise e de condensag@o que ocorreram durante o pré-tratamento, cuja caracterizagéo

foi possivel através de andlises quimicas, fisico-quimicas e espectroscopicas.



ABSTRACT

Pretreatment of lignocellulosic materials is essential for their efficient conversion
because of the various physical and chemical barriers which greatly inhibit the accessibility of
the substrate to chemical and biological catalysts. One pretreatment method that several
workers have used to enhance the conversion of lignocellulosics is high pressure steaming,
with or without rapid decompression (explosion). Acid-impregnated chips of E. grandis were
steam-treated over a range of temperatures and residence times into the steam gun to evaluate
the effect of pretreatment on the recovery yield of wood components (carbohydrates and
lignin) and the chemical properties of the lignin component found within the wood chips.

Steam explosion of Eucalyptus grandis has been carried out under various
pretreatment conditions (200-210°C, 2-5 min) after impregnation of the wood chips with 0.25
and 0.5% (m/m) dilute H,SO,. Acid-catalysed steam treatment allowed good yields of
hemicellulose recovery (mostly as xylose) in the water-soluble fraction, as well as a relatively
high susceptibility to hydrolysis of the water-insoluble fraction. Formation of dehydration by-
products (furfural and hydroxymethylfurfural) and water-soluble chromophores (lignin-
carbohydrate complexes) was monitored in the water soluble fraction by UV spectroscopy
and their concentration increased with pretreatment severity. Klason lignin of steam-treated
substrates also varied according to pretreatment severity.

Longer residence times into the steam gun seemed to impair more drastic pretreatment
conditions (greater severities) to the wood chips. This was apparent from the greater amount
of glucose released in the water-solubles, lower hemicellulose recovery and lignin yields
beyond 100% when pretreatment was carried out for longer residence times of 5 min. The
best possible xylose recovery yield (nearly 70%) was obtained after pretreating 0,5% H,SO4-
impregnated wood chips for 2 min at 210°C.

The effect of alkali washing on the chemical composition of steam-treated substrates
and the physical characterization of the alkali-soluble lignin obtained at each pretreatment
condition were also assessed in this study. FTIR spectroscopy allowed a direct observation of
the pretreatment effect on the chemical composition of the wood chips, particularly after the
alkali washing step. Klason lignin of steam-treated and alkali-washed substrates varied
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accordingly to pretreatment severity. Higher pretreatment temperatures and residence times
resulted in a more extensive depolymerization of lignin. This was apparent from their analysis
by differential scanning calorimetry, were a gradual decrease in the temperature required for
lignin fragmentation was observed. On the other hand, lignin condensation also occurred at
higher residence times in the steam gun and this was shown to be greater than the effect
derived from increasing the pretreatment temperature.

A considerable increase in the susceptibility of the water-insoluble fraction to alkali
extraction was observed towards higher pretreatment severities, with the best lignin yield
obtained after alkali-washing of 0.5% H,SO4-impregnated wood chips that had been steam-
treated for 2 min at 210°C. Therefore, alkali-washing resulted in steam-treated substrates with
higher cellulose content, thus increasing their theoretical yield to fermentable sugars through
saccharification and/or fermentation. On the other hand, the lignin component obtained after
steam explosion and mild alkali-washing is still suitable for conversion to chemical products.
Therefore, aside from maximum hydrolysis yield and xylan recovery, pretreatment
optimization should include lignin recovery in an active form to evaluate its probable use as a

raw material for industrial applications.
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1. INTRODUCAO

A biomassa vegetal é a mais abundante fonte organica na Terra e a quantidade
total de madeira hoje disponivel na biosfera esta estimada em 1,8x10'? toneladas, o que
aproximadamente corresponde a quantidade também estimada de depdsitos fosseis
(Wilke, 1975). Além disso, a fitobiomassa € um recurso renovavel, porque resulta da
fixacdo da energia solar através da fotossintese. Algumas estimativas sugerem que a
producdo anual de biomassa, a nivel mundial, seja de 7,4x10'° ton/ano, o que
‘corresponde a quase dez vezes o consumo anual de 6leo ou cinco vezes 0 consumo
anual de madeira (Hall, 1979). Desta forma, a biomassa tem importancia estratégica
como fonte renovavel de energia e insumos quimicos, particularmente devido a escassez
de energia em que nos encontramos atualmente.

Ainda no inicio da década de 80, varios autores consideravam improvavel que a
biomassa viesse a substituir totalmente os derivados de petréleo. No entanto, de la para
ca, varios estudos tém demonstrado a possibilidade de se utilizar uma grande variedade
de materiais lignocelulésicos, tais como residuos agricolas (bagaco de cana de agucar,
cascas de cereais) e residuos florestais, para a producdo de energia € insumos quimicos
(Goldstein, 1981a,b; Foody e Foody, 1991; Ramos, 1992; Silva, 1995).

Um exemplo destes estudos refere-se ao emprego do etanol como combustivel
automotivo, o qual € baseado na utilizagdo de recursos renovaveis como a cana-de-
acucar. Mais recentemente, a conversdo de residuos celulosicos, derivados da industria
madereira ou de atividades agro-industriais, tem sido proposta como uma alternativa a
produgdo de etanol (Wright ef al., 1987). O interesse nesta area ¢ justificado pela
abundancia de materiais lignoceluldsicos disponiveis no mundo inteiro. Entretanto, a

oportunidade de utilizarmos materiais lignocelulésicos como substrato para produgio de



biomoléculas de interesse comercial ¢ comprometida pelo fato de que os polissacarideos
de origem vegetal ndo sdo passiveis de uma sacarificacéo eficiente, a menos que sejam
submetidos a um pré-tratamento para que estes possam ser hidrolisados a seus agucares
componentes.

A biomassa vegetal € majoritariamente constituida por polissacarideos (celulose e
hemicelulose) e um polimero fendlico (lignina), que por sua vez constituem a parede
celular de plantas superiores e podem ser convertidos a alimentos, ragdes, combustiveis
liquidos e matérias-primas para a industria quimica. No final da década de 70, as
industrias quimicas de sacarificacdo de madeira (Parisi, 1989), preparacéo de ragdo para
gado (Guenter e Forsberg, 1972) e de insumos quimicos (biorefinarias) (Myerly ef al.,
1981) j& promoviam o desenvolvimento de tecnologia para conversdo dos materiais
lignoceluldsicos. Como a forte associagdo entre celulose, hemiceluloses e lignina
sempre dificultou o aproveitamento destas matérias-primas, a deslignificagdo passou a
representar um dos passos mais importantes para a viabilidade de um processo industrial

baseado na conversdo de biomassa.

1.1 A Estrutura da Madeira

A dificuldade de se converter os materiais lignocelulésicos em insumos quimicos
se deve a suas caracteristicas morfologicas e estruturais. Os materiais lignoceluldsicos
sdo compostos de microfibrilas de celulose envolvidas em uma matriz amorfa de
hemicelulose e lignina. Esta matriz amorfa age como uma barreira natural ao ataque de
microorganismos e/ou enzimas (Fengel e Wegener, 1989). As caracteristicas estruturais
dos materiais lignocelulésicos e seus trés componentes principais, celulose,

hemiceluloses e lignina, serdo apresentados a seguir.
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1.1.1 Celulose

A celulose ¢ a substancia natural de maior importédncia na natureza por constituir a
base estrutural da parede celular de plantas. Desta forma, considerando-se que os
vegetais correspondem a maior parte dos organismos vivos existentes na crosta terrestre,
a celulose representa o polimero de maior ocorréncia natural, com uma disponibilidade
total da ordem de 20 a 30 x 10'° toneladas (Fengel e Wegener, 1989).

A celulose encontra-se presente nas mais variadas formas de vida terrestre, desde
vegetais superiores a organismos primitivos tais como as bactérias. Entretanto, a
quantidade de celulose encontrada nestes organismos varia significativamente, desde os
95 a 99% do algoddo e os 80 a 85% da fibra de rami até a faixa dos 20 a 25% de varios
tipos de bactérias, protozodrios e algas-marinhas (Young, 1986). Dentre os organismos
aerdbicos e anaerobicos capazes de sintetizar celulose extracelular, sdo dignas de
mencdo os do género Acetobacter spp. (A. xylinum e A. pasteurianus estunensis) € as
espécies Valonia ventricosa e Sarcina ventriculi.

Sem sombra de duvidas, a madeira constitui a maior fonte de celulose na natureza.
Nela, a celulose encontra-se em proporgdes da ordem de 45%, tanto em madeiras moles
(gimnospermas ou coniferas) quanto em madeiras duras (angiospermas ou folhosas)
(Fengel e Wegener, 1989). No entanto, a separagdo e extrac;ﬁd da celulose existente na
madeira € complicada pela sua intima associagdo com hemicelulose e lignina, razéo pela
qual processos como aqueles utilizados na indistria papeleira necessitam de condigdes
operacionais bastante drasticas, necessarias e suficientes para produzir fibras com
qualidade apropriada & confecgdo do papel e outros produtos.

A celulose ¢ um homopolissacarideo linear composto por unidades de D-



técnicas de hidrdlise acida, metilacdo e degradagdo parcial ainda no inicio do século
(décadas de 20 e 30). Tal estrutura priméria confere a celulose caracteristicas e
propriedades bastante peculiares, que podem ser facilmente justificadas pela analise
conformacional das unidades que compdem o homopolimero e pelo tipo de ligagdo
glicosidica envolvida em sua constituigdo (Fengel e Wegener, 1989; Solomons, 1996).
Apesar de constituida apeﬁas por unidades de glucose, estudos mais elaborados da
estrutura deste homopolimero demonstraram que a celobiose (O-4-B-D-glucopiranosil-

B-D-glucopiranose) é o seu verdadeiro elemento estrutural (Sarko, 1986). Isto se deve

ao fato de que a estereoquimica da ligagcdo P(1-4) exige que cada nova unidade de
glucose sofra uma rotagdo de 180° em torno de seu eixo longitudinal, fazendo com que
o elemento basico de simetria da celulose se repita a cada segunda unidade de glucose

substituida ao longo da molécula (Figura 1).

CH,0H OH
HO o o OH
HO o o}
OH CH,O0H
GLUCOSE CELOBIOSE

Figura 1. Elementos estruturais da celulose.

Uma importante caracteristica da molécula de celulose é a diferenciagdo que
existe entre 0s seus grupamentos terminais, a exemplo de quaisquer outros
polissacarideos existentes na natureza. Em uma das extremidades, encontra-se o
grupamento hidroxilico do carbono C-4 e as propriedades quimicas desta hidroxila
alcodlica conferem a este terminal 0 nome de terminal nao redutor da molécula. Em

contrapartida, na outra extremidade da molécula encontra-se o seu terminal redutor e



nele pode-se observar a mutarrotagio (Figura 2), fendmeno bastante conhecido que
caracteriza esta classe de compostos organicos (Baker ¢ Engel, 1992; Solomons, 1996).
Genericamente, o carbono que possui propriedades redutoras em um carboidrato ¢
denominado de carbono anomeérico e o principio de anomericidade ou mutarrotagéo €
caracterizado pela abertura e fechamento do anel hemiacetdlico em meio aquoso,
gerando dois isdmeros de posicdo em C-1 (epimeros), ou seja, ha possibilidade de haver
substituigdes hidroxilicas axiais e equatoriais em C-1, gerando respectivamente, as
formas anoméricas alfa e beta. E importante salientar que, devido a sua maior
reatividade, reagdes ndo enzimaticas de degradagdo ou depolimerizagdo ocorrem
comumente a partir do terminal redutor da molécula (Fengel e Wegener, 1989;

Solomons, 1996).

CH,OH CH,OH CH,OH
HO
HO 0] +H,0 OH - H,0 HO O
HO ~—
HO OH -HO +H,0 Ho
OH OH CHO OH
Andmero Beta Forma Aberta (Aldose) Andmero Alfa

Figura 2. Mutarrotacio

Sabe-se que a B-D-glucose (peso molecular de 180 unidades de massa atomica,
u.m.a.) € o carboidrato ou poli-hidroxialdeido mais estavel que se encontra na natureza.
Isto se deve basicamente ao fato de que todas as hidroxilas existentes no anel
hemiacetalico assumem uma posi¢do equatorial ao plano do anel (Figura 3), condiggo
esta de muito maior estabilidade conformacional que a posi¢do axial cuja orientagdo
perpendicular ao plano do anel gera tensdes comumente interpretadas como fatores de

instabilidade conformacional (Solomons, 1996). Com a orientagdo equatorial das



hidroxilas, disfribuidas lateralmente a uma conformag&o piranosidica do anel em cadeira
do tipo *C;, a molécula da B-D-glucopiranose adquire uma disposigio quasi-planar que,
ligada a outras unidades 3-D-glucopiranosidicas por liga¢cdes do tipo (1-4), permite a
obtencdo de oligébmeros (ou oligossacarideos) lineares capazes de alinharem-se uns aos
outros formando estruturas organizadas estabilizadas por pontes de hidrogénio inter e
intramoleculares (Figura 4). Quanto maior a extensdo do oligdbmero, medida através de
seu grau de polimerizagéo (m'lméro de unidades anidroglucopiranosidicas existentes na
molécula), maior a estabilidade do agregado formado cuja estrutura supramolecular
confere ao seu interior uma caracteristica bastante hidrofébica, enquanto que a
superficie do agregado caracteriza-se por um carater hidrofilico pronunciado.
Termodinamicamente, existe um limite para o crescimento e organizagdo deste
agregado molecular para-cristalino, a partir do qual a organizagdo € perdida e as
moléculas passam a adquirir um direcionamento randémico. A estas regides de menor
organizacdo estrutural da-se o nome de regides émorfas e o processo gradual de
conversdo da celulose cristalina a celulose amorfa é denominado de amorfogénese ou

mercerizacdo (Fengel e Wegener, 1989).

OH
CH,OH
HO o _OH_ o
HO ‘
OH CHyO
OH OH
OH
Substituintes Equatoriais Substituintes Axiais

Figura 3. Substituintes em anéis piranosidicos.



o s
%M@:\/ %W%M

CH‘»GH CHa0H

/ﬁw \@\mw TR LT

2-6 nm
i 7
FIBRILA
ELEMENTAR
& e vabova 70 X
MICROFIBRILA \v&'?_b A‘#QVA\VA &

XS
‘s'/‘\ /.'w'/ ‘V&W"‘\.‘s'f w't\

10-30nm 'z,mx Mv*vxéA my
V’wm'olw‘wsm

FIBRA DE CELULOSE (Camada S-2)

Organizagéo estrutural gerada pela associagdo de microfibrilas que,
por sua vez, encontram-se associadas uma as outras por uma matriz
amorfa

Espessura aproximada até o lamen: 4 - 5 um
Comprimento da fibra para papel: 1 -4 mm

Figura 4. Organizagdo estrutural da celulose, conforme modelo proposto

por Ramos, L. P. (contribuicéo pessoal).



1.1.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses (polioses), juntamente com a celulose, sdo os principais
polissacarideos encontrados na parede celular vegetal. No entanto, a proposi¢do de uma
definicdo concreta para o termo hemicelulose € uma tarefa relativamente dificil,
levando-se em consideracdo a sua complexidade, diversidade de constituintes
monomeéricos e polidispersdo ao longo de sua grande variedade dentre os vegetais
superiores. Dessa maneira, as hemiceluloses podem ser consideradas mais
caracteristicamente como uma familia de polissacarideos presentes na parede celular
vegetal.

O termo hemicelulose foi primeiramente utilizado por E. Schulze em 1891 para
designar polissacarideos precursores da celulose. No entanto, sabe-se atualmeﬁte que
isto ndo € verdadeiro e que as rotas envolvidas na biossintese desses dois
polissacarideos s@o distintas (Fengel e Wegener, 1989; Sjostrom, 1992). Outra
alternativa foi considerar as hemiceluloses como aqueles polissacarideos isolados da
fitobiomassa por extragdo alcalina. Isto acabou apresentando pouca sustenta¢do ja que
também a agua quente pode solubilizar polissacarideos tidos como hemiceluloses.
Atualmente, as hemiceluloses sdo genericamente definidas como polissacarideos néo-
amilaceos e n#o-celuldsicos que podem ser extraidos da parede celular dos vegetais
superiores (Fengel e Wegener, 1989; Sjostrom, 1992).

As hemiceluloses sdo polissacarideos que apresentam algumas caracteristicas
peculiares. Na sua composi¢do monomeérica, podem estar presentes unidades distintas
de pentoses (3-D-xilose, a-L-arabinose nas suas formas furanosidicas ou piranosidicas),
hexoses (B-D-glucose, P-D-manose e a-D-galactose), acidos urdnicos (acido [-D-

glucurdnico, acido o-D-4-O-metilglucurdénico e 4cido o-D-galacturdnico), além de



deoxi-agucares (a-L-ramnose e o-L-fucose) (Fengel e Wegernier, 1989; Sjostrom, 1992).
Na Figura 5, sdo apresentadas as férmulas estruturais desses agticares.

Os diferentes arranjos, possibilitados pela presenga de diferentes unidades
monoméricas com varias hidroxilas passiveis de serem esterificadas, permite com que a
cadeia principal dos polissacarideos apresente ramificagdes. Assim sendo, dentre os
varios tipos de polissacarideos isolados como hemiceluloses, encontramos
heteropolimeros ramificados tais como as arabinogalactanas (arabinose, galactose) e as
glucuronoarabinoxilanas (dcido glucurdnico, arabinose, xilose). Outra caracteristica
interessante dessas unidades monomeéricas € que, em muitos casos, ocorre a presenca de
grupamentos acetil nas posi¢des C,, C;3 ou C; e C; do anel hemiacetalico. Em face dessa
diversidade estrutural, as oportunidades de formagdo de pontes de hidrogénio entre
cadeias de hemiceluloses sdo relativamente restritas, dificultando a formagdo de regides
com alto grau de ordenamento, a exemplo do que ocorre com homopolimeros lineares
como a celulose. Por outro lado, as hemiceluloses apresentam associagdo covalente com
outro importante componente da parede celular vegetal, a lignina, € isto se da através de
algumas de suas unidades estruturais.

Comparadas a celulose, as hemiceluloses apresentam grau de polimerizagdo
bastante inferior, que normalmente ndo ultrapassa as 200 unidades. As variagdes
observadas no grau de polimerizagdo das hemiceluloses depende muito do
polissacarideo em si e também da forma de isolamento utilizada, ja que ndo € possivel

estuda-lo adequadamente em seu estado natural na parede celular das plantas.
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COOH
H,CO 5 0
2
HO—%
OH "
OH
acido a - D - gluco acido4-O-metil-a-D- acido « - D - galacto-
piranosidico glucopiranosidico piranosidico

Figura 5. Representacio das formulas estruturais das unidades

monomeéricas encontradas nas hemiceluloses.
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As hemiceluloses sdo suscetiveis a hidrdlise 4acida ou basica, sendo esta
caracteristica aproveitada para o desenvolvimento de aplicagdes onde as hemiceluloses
devam ser solubilizadas ou removidas do material original. Os mais tradicionalmente
utilizados tém sido os acidos sulfurico, cloridrico e fosférico (Deschamps ef al., 1996).
Entretanto, outros tipos de pré-tratamento, baseados na hidrdlise alcalina parcial das
hemiceluloses, tém sido propostos. Vale lembrar que a utilizagdo de alcali (NaOH), no
chamado processo kraft, é ainda a forma mais utilizada na obtengdo de polpa de
celulose junto a industria de papel.

E grande a diversidade de formas com que os polissacarideos das hemiceluloses
podem se apresentar, considerando-se a espécie vegetal, o tecido e a camada em que se
encontram na célula vegetal. Em fungdo disto, os valores relativos a participagdo das
hemiceluloses na composi¢do dos vegetais sdo bastante variados. Em termos gerais, as
hemiceluloses participam nas madeiras em 20 a 30% da composigéo total, enquanto nas
gramineas estes valores podem variar de 20 a 40% (Sjostrom, 1992).

Ainda em termos de diversidade de espécies, também as chamadas madeiras
moles (coniferas ou gimnospermas) diferem das madeiras duras (folhosas ou
angiospermas dicotiledénias) em relagdo ao componente hemiceluldsico. As
hemiceluloses caracteristicas das madeiras moles sdo as O-acetil-galactoglucomananas,
as  arabino-4-O-metilglucuronoxilanas  (heteroxilanas) e, eventualmente, as
arabinogalactanas (Fengel e Wegener, 1989; Sjostrom,1992; Terashima et al., 1993). As
galactoglucomananas representam cerca de 20% das hemiceluloses nas madeiras moles.
Sua cadeia principal estd formada por unidades de D-glucopiranose associadas por
ligagdes B(1-4) a unidades de D-manopiranose. As unidades de galactose se associam a
cadeia principal através de ligagdes a(1-6), enquanto algumas hexoses apresentam a

hidroxila de C, ou C; substituidas por grupamentos acetil, conforme representado na
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Figura 6. As xilanas compdem cerca de 5 a 10% das hemiceluloses das madeiras moles,
cuja cadeia principal estd formada por unidades de B-D-(1-4)-xilopiranose. Esta cadeia
apresenta-se parcialmente substituida por unidades de 4cido 4-O-metil-o-D-glucurdnico
¢ unidades de a-L-arabinofuranose, conforme pode ser observado na Figura 7. As
arabinogalactanas sdo componentes minoritarios, soliveis em agua, apresentando como
cadeia principal as unidades de D-galactopiranose unidas por ligagdes do tipo B(1-3).
Esta cadeia apresenta-se parcialmente substituida em Cg por unidades de [-D-
galactopiranose ou L-arabinose, nas formas o e/ou  em conformacio furanosidica ou

piranosidica, como apresentados na Figura 8.

1

CH,OH
1 2 0 RO e
CH0H o RO ANR? OR R /P°
~ B o_4
e) 4 0 OR N
~& o RO k CH,OH
HO OH 1 6 HZO
1
HO 07
H,OH
oy O

—» 4-B-D-Glc p-+—> 4-B-D-Man p -+—> 4-3-D-Man p -1—> 4-3-D-Man p -1—>
6 2,3

T T

1 Ac
a-D-Gal p

Figura 6. Representacdo estrutural das galactoglucomananas com suas
respectivas unidades monoméricas: [-D-glucopiranose (Glcp); B-D-
manopiranose (Manp); B-D-galactopiranose (Galp). R=CH;CO (acetil) ou
H. Fonte: Sjostrom, (1992).
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Figura 7. Representagdo da estrutura das arabinoglucuroxilanas com suas
respectivas unidades monoméricas: f-D-xilopiranose (Xylp); acido 4-O-
metil-a-D-glucopiranosil urénico (GlcpA); o-L-arabinofuranose (Araf).

Fonte: Sjoéstrém, (1992).
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1 1 1 1 1
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B 2alp B sap B 23l a Y

A A A A

1 1 1 !
B-D-Galp B-D-Galp B-D-Galp B-L-Arap

Figura 8. Representacdo da estrutura das arabinogalactanas com suas
respectivas unidades monoméricas: [-D-galactopiranose (Galp), P-L-
arabinopiranose (Arap) e a-L-arabinofuranose (Araf). R pode ser B-D-
galactopiranose (Galp) ou, menos freqlientemente, «-L-arabinofuranose

(Araf) e 4cido B-D-glucopiranosil urénico (GlcpA). Fonte: Sjostrom, (1992).

Nas madeiras duras, as hemiceluloses se caracterizam pela presenga das xilanas,

cujo principal representante sdo as O-acetil-4-O-metil-B-D-glucuronoxilanas (Fengel e
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Wegener, 1989; Sjostrom, 1992). A substituicdo em C, ou C; das unidades de xilose por

grupamentos (O-acetil € a principal caracteristica que diferencia as xilanas de madeiras

duras daquelas encontradas em madeiras moles. A quantidade de grupamentos O-acetil

nessa estrutura € consideravel, chegando a cerca de sete para cada dez unidades de

xilose. O segundo substituinte em C, das unidades da cadeia principal € o acido 4-O-

metil-a-D-glucurénico, aparecendo em uma unidade para cada dez de xilose. A

participa¢do desta xilana na composi¢do de madeiras duras pode alcangar até 30% do

peso seco (Sjostrom, 1992). Uma representacdo esquematica para este polissacarideo

estd apresentada na Figura 9.

0
H,OH
/ 2
° HOH,C s\
5O H.OH OH OH
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~—> 4-p-D-Galp-+> 4-p-D-Galp-—>4-8-D-Galp-1—1>4-8-D - Galp-1,—>
6

T 17

1
B-D-GalpA

Figura 9. Representagio da estrutura de galactanas com suas respectivas

unidades monoméricas: [-D-galactopiranose (Galp) e 4acido p-D-

glucopiranosil urénico (GlcpA). Fonte: Sjostrom, (1992).

O segundo componente das hemiceluloses encontradas em madeiras duras €

denominado de glucomananas, que participam em cerca de 2 a 5% do peso seco do
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material. A cadeia principal estd formada por unidades de D-glucopiranose e D-
manopiranose unidas por ligaggo do tipo f(1-4).

As hemiceluloses das gramineas apresentam basicamente os mesmos tipos de
polissacarideos descritos anteriormente, diferindo obviamente em composigdo
percentual e peculiariedades estruturais de acordo com a espécie ou parte da planta que
esta sendo estudada.

Além da diversidade de arranjos que os diferentes componentes monomericos
podem assumir, as hemiceluloses interagem diretamente com a lignina. A lignificago
da parede celular ¢ um processo natural que se acentua com o amadurecimento

fisiologico da planta, garantindo maior rigidez e sustentacdo ao vegetal.

1.1.3 Lignina

A palavra lignina vem do latim /ignum, que significa madeira. Foi introduzida por
Schultz, em 1857, para designar o material que hoje se sabe ser o segundo mais
abundante do reino vegetal, logo depois da celulose. A lignina sé ndo esta presente em
vegetais primitivos como fungos, algas e liquens ndo lignificados. Além da protegdo
contra a agdo de microorganismos, a lignina € também responsavel pela resisténcia
mecénica e pelo transporte de nutrientes, 4gua e metabolitos em plantas vasculares.
Estudos associados a caracterizagdo deste polimero vém despertando interesse desde os
trabalhos de Anselme Payen, em 1838, e, principalmente, apds o desenvolvimento dos
processos de polpacdo da madeira iniciados em 1860, pois o conhecimento de sua
estrutura quimica é de fundamental importancia para a evolugdo dos processos de
polpagdo e de branqueamento da polpa. Desde entdo, diferentes estudos foram
desenvolvidos para elucidar sua constituigdo quimica, biossintese e distribui¢do nos

vegetais (Pilé-Veloso ef al., 1993).
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Sendo um constituinte cuja abundincia na madeira pode atingir até 30%,
dependendo da espécie vegetal, as ligninas s@o obtidas em larga escala como
subproduto da industria de polpacdo. No entanto, seu aproveitamento ainda ¢ limitado
ao uso como fonte de energia em alto-fornos e vérios laboratorios vém desenvolvendo
alternativas para dar-lhe um aproveitamento mais nobre.

A lignina corresponde a uma rede polimérica tridimensional formada por varias
unidades fenilpropandides interligadas aleatoriamente por ligagdes carbono-carbono
e/ou éter. As unidades monomeéricas que podem compor a molécula de lignina sdo
mostradas na Figura 10. A molécula base ou bloco construtivo da lignina ¢ a unidade
fenil-propano. Assim, a formula minima Cy passou a ser amplamente utilizada na
literatura cientifica para expressar o resultado de sua analise elementar na forma de, por

exemplo, CoHyOy.

CH,O0H CH,OH CHZOH
T " w
CH CH CH

OCH; H,CO OCHj
OH OH OH
1 2 3

Figura 10. Estrutura dos 4lcoois precursores da lignina: 1- élcool p-

cumarilico; 2- dlcool coniferilico; e 3- dlcool sinapilico.

A estrutura da lignina ¢ bastante complexa e possui vdrios tipos de ligagdes
quimicas (Figura 11). As principais ligagdes e a frequéncia com que ocorrem na

estrutura da lignina de faia estdo representadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Tipos e frequéncia das liga¢des existentes na lignina de faia
(madeira dura) em numero de ligagdes por 100 unidades Co (Pild-Veloso

etal., 1993).

Ligacao Frequéncia N° da unidade na Figura 11
B-O-4 65 4/5,2/9, 10/11, 23/24
o-0-4 4,7 1/2,3/4, 8/9, 13/14
B-5 6 14/15, 24/25
B-1 15 2/3,7/8,11/12, 18/19
5-5 2,3 9/10
4-0-5 1,5 5'/6'
B-B 5,5 9/10'
B 1,COH
mcon CH 1,CoH
—cn 1,COH HC—
co¢ 6} HIC/O\CHQ CHO co
S N OCR HC—— CH CH H,COH (7
H, COH (57 ] 3 1 HE— CH A5
—cB |nco~p 0 e | | . OcH
o ) i — | 5 / H, COH i HC o
L. —° H,CO™N7"OCH, [ ¢ | He—1 :
~ ocu, P:COB | o SNocH, d
O S e SR s e B g
) \ "/ O——CH
o— i “Hocg, H,COH,_ H,COH m K
| “41  me{n o—cH Y ocw, o0—
Y H, COB . “ocm, B-Con® o, HE o H,CO_~_OCH, m
(Y He—6 ] s 2] 23
cho/i\/\OCH CHO 1,/]1\‘ /\li N H,C0 " OCH,
| n COH H,-COH H,0C " OCH, ocH, “:-$/ gg on
H,-COH o.._ CH HC——~ 0 o} HE .
HCJ'>>0—‘ cH ¢ HOCH, — CH-CO HC\\O/CH:
— f‘ H OCH; m (10\ 1, COH 0-——Ch, 121
" A u,cow H,COH c—@ﬁ@m H,C0 " OCH,
7 1 ) %H
H,CO"~7"OCH, o (t_.C: | ocu, "{ °
bn HOCH, — CH-CHO ‘ n/ls\l 0]
— —_ /16\| HyCOH “YocH,  HCOTNTTT B H2 COH H, con
‘ B T—cn, | w0 e 0 2
! RE cn | o—au HOCH, — CH- CHO Nﬂ:
lCH2 ICH2 : 17\ 64\ 25°
o™ /10’1 i H,CO” """ 0CH, OCH, \/\OCHJ
sco/l\/l\ LN s ‘ on
._(!) 6——- 105 L

Figura 11. Modelo estrutural da lignina de faia (Nimz, 1974, citado por
Fengel and Wegener, 1989).

0.1
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As ligninas presentes nos vegetais diferem entre si pelo grau de metoxilag¢ao dos
monomeros e pelo grau de ligagdo carbono-carbono entre os mesmos (Goldstein,
1981a). Nas coniferas (madeiras moles, como por exemplo o Pinus spp) ocorre a
predominéncia do &lcool coniferilico, enquanto que nas folhosas (madeiras duras,
como por exemplo o Eucalyptus spp), encontram-se também unidades de alcool
sinapilico em teor equivalente (Higuchi, 1985, 1990). Baseado nesta diferenca, a lignina
de coniferas € freqlientemente denominada de lignina guaiacila (tipo G), enquanto que
a de folhosas é denominada de lignina guaiacil-siringila (tipo GS). Devido a
importancia do grupamento metoxilico, o uso da férmula minima como CoHO,(OCH3),
passou a ser também bastante comum na literatura.

A lignina também esta ligada a carboidratos presentes nos vegetais. Complexos
poliméricos de lignina-carboidratos (ou glico-lignina) foram isolados e alguns ja
caracterizados (Higuchi, 1985, 1990). Por outro lado, o rompimento dessas liga¢des é
especialmente importante nos processos de separacio da lignina dos polissacarideos da
madeira. Como as reag¢Oes envolvidas néo sdo suficientemente seletivas, € facil entender
que a lignina (ou glico-lignina) obtida apresenta alta polidispersidade e nunca
correspondera a molécula originalmente presente no vegetal. A molécula de lignina
nativa se da o nome de protolignina.

A interagdo do componente ligninico com xilanas e glucomananas se da
principalmente através de ligagdes do tipo éster benzilico, éter benzilico (ambas estaveis
em 4lcali) e fenil glicosidicas (Fengel e Wegener, 1989). Tem sido genericamente aceito
que a arabinose e o 4cido 4-O-metilglucurénico nas xilanas, e a galactose nas

galactoglucomananas, sdo os elementos de ligagdo das hemiceluloses com a lignina

(Fengel e Wegener, 1989).
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A interagdo da lignina com hemiceluloses € tida como barreira para a degradagao
da parede celular, seja por processos quimicos ou enzimaticos (Fengel e Wegener, 1989;
Sjostrom, 1992; Ralph e Helm, 1993; Hatfield, 1993). O isolamento do 4cido diferulico
tem levado a hipdtese de que sua possivel associagdo com polissacarideos poderia se
constituir em um importante elemento de limitag@io para a digestdo da parede celular
vegetal (Hartley et al., 1990). Portanto, sempre que se pensar em processos que visem o
isolamento e aproveitamento das hemiceluloses, deve-se ter em mente que sua
associag@o com a lignina constitui-se em uma importante barreira.

Atualmente, a lignina estd sendo usada em uma grande variedade de aplicagdes
industriais, como combustivel sélido para caldeiras, resinas fendlicas, poliésteres,
espumas de poliuretano e isolantes, dispersantes e surfactantes, além de material
precursor para a obtengdo de compostos fendlicos de baixa massa molecular (vanilina,

catecois, etc) (Glasser, 1981; Gandini, 1992).

1.1.3.1. Estrutura quimica das moléculas de lignina

Investigagbes mais antigas (Higushi, 1958, citado por Argyropoulos et al., 1997),
somadas aos mais recentes resultados de Harkin e Obst (Harkin ef al., 1973, citados por
Argyropoulos et al., 1997), tém mostrado que a polimerizagdo desidrogenativa de
monomeros de lignina em plantas é causada por uma classe de enzimas chamadas de
peroxidases. Essas enzimas s3o capazes de extrair um préton da hidroxila fendlica das
moléculas do precursor, criando radicais livres que sdo estabilizados por ressonéncia.
Portanto, a rea¢do de desidrogenacdo envolve perdxido de hidrogé€nio como o substrato
aceptor de elétrons para a peroxidase. Além disso, sugere-se que radicais super6xidos
sejam formados via reducdo do oxigénio pela NAD (nicotinamida adenina

dinucleotideo) (Gross et al., 1977, citados por Argyropoulos et al., 1997). Exemplos



20

desses radicais, com base no modelo do élcool coniferilico, sdo apresentadas na Figura

12 (Fengel and Wegener, 1989; Argyropoulos ef al., 1997).

(IZHzOH (IZHzOH ([:HzOH (;:HzOH CHOH
ﬁH ﬁH ﬁH ﬁH -éH
CH CH CH CH (IZH

.(H‘ +g) ’

— -~ - -
Peroxidase
OCH; OCH;

r ! OCH, OCH, OCH,

Figura 12. Formas de ressonancia do radical fenoxi derivado do alcool

coniferilico.

Apdés a oxidagdo dos alcoois monoméricos para radicais fendxi, a rota
biossintética da lignina muda drasticamente, pois as rea¢des passam a ndo ser mais
sujeitas ao controle enzimatico mas sim, a um processo de polimerizagdo randdmica
(Argyropoulos et al., 1997).

O maior triunfo na quimica de lignina foi o sucesso de Freudenberg em
providenciar evidéncias experimentais para a teoria da polimerizagdo desidrogenativa
iniciada por enzimas. Isto se tornou possivel pela polimerizag¢do do dlcool coniferilico a
um polimero de lignina conhecido como DHP usando lacases e outras enzimas
oxidativas produzidas pelo fungo Psalliota campestris (Dean et al., 1994, citados por
Argyropoulos ef al., 1997). Novas tentativas para sintetizar a lignina DHP, usando o
sistema peroxidase/H,O,, foram realizados com sucesso por Freudenberg e Sarkanen
(Freudenberg et al., 1968, 1982 e Sarkanen, 1971, citados por Argyropoulos et al.,
1997). Quando a polimerizagdo in vitro foi interrompida, estruturas de dimeros e
oligdmeros intermediarios foram isolados e estruturalmente caracterizados como

modelos de lignina (Nimz, 1974 e Freudenberg et al., 1964, citados por Argyropoulos et
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al., 1997). Estes e outros experimentos, envolvendo o alcool sinapilico, sugerem um
mecanismo casual para a polimerizag¢do dos radicais fenéxi.

O processo de polimerizagdo procede com o acoplamento radicalar das diferentes
formas estabilizadas por ressondncia. Entre os produtos, quinonas altamente reativas
(Figura 13) sdo formadas as quais reagem pela adi¢do de varios nucleofilos. Reagdes de
troca de radicais livres, como a abstragdo do hidrogénio de outras moléculas, também
sdo possiveis neste modelo (Freudenberg et al., 1955, 1963, citados por Argyropoulos et
al., 1997).

A reatividade de cada radical e a probabilidade de uma forma mesomérica formar
uma ligagdo em particular depende de sua densidade eletrénica e de consideragdes
estéricas. Célculos de densidade eletrénica em modelos estruturais de lignina guaiacilica
(Martensson e Karlson, 1969, citados por Argyropoulos ef al., 1997) tém mostrado que
a densidade eletronica é mais alta em sitios especificos dentro da unidade fenilpropano.
Estes sitios reativos (Figura 12) correspondem as posi¢des C; ¢ Cs da unidade
fenilpropano, o oxigénio fenéxi e o carbono . Como o oxigénio fendxi e o carbono
B sdo as espécies mais reativas da unidade Co, hd uma grande abundéncia de ligagoes f-

0O-4 tanto em ligninas de madeiras moles (50%) quanto de madeiras duras (60%).
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HiCO CH=CH-CH,OH
HOHZ?
H?‘,— 0
a | coniferilic HC~
com alcool conife 3 0 CH= CH— CH,0H
CH30
(‘:HZOH HLCO
o~ OCH;
HC-0 CH=CH~CH,OH o
CH
Estruturas o - éter e 3 - éter
’ | HsCO
H0 _ HORp
> Hfl—o CH=CH= CH,OH
HC~0OH
Quinonemetideo
OCH,
OH

Estruturas -0 -4

HyCO
HOHZF
H("}— 0O CH=CH-CHOH
HC—-0

N o o
OCH; OHm
OH OH

H H
Ligacgao lignina-carboidrato

Glucose

Figura 13. Reag¢des de adi¢do em quinonas levando & formagio de vérias

unidades intermedidrias e tipos de ligagGes em lignina.

O primeiro dimero de lignol a ser isolado e identificado foi uma estrutura fenil
cumaranica analoga a do alcool desidrodiconiferilico. Esta estrutura, a qual compreende
aproximadamente 10% das unidades de lignina, é formada pelo acoplamento de dois
radicais livres do 4lcool coniferilico localizados nas posigdes Cs e Cp da unidade Cy
(Estruturas 2 e 4 na Figura 12), levando a um dimero de quinonemetideo. Este

acoplamento, seguido pela aromatizagéo do anel, permite a formagdo de uma ligag3o a-
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0-4 (Figura 14). A ligagdo Cp-Cs assim formada € geralmente muito estavel frente a
condi¢des de polpagdo, contanto que seu grupo fenolico esteja eterificado.

Outro modelo de ligagdo que ocorre em lignina é a chamada unidade
diarilpropano ou estrutura -1 (Figura 15). Estas estruturas correspondem a
aproximadamente 5-10% do total de unidades fenilpropano e podem ser consideradas

relativamente estaveis frente a condi¢des de polpagéo alcalina.

CH,OH CHOH
CH CH
1 1
CH CH
HOH,C HOH,C
Hl > HI
{ H\» OCH3 I OCH3
HC o HlC——O
> OCH;, OCHs
OH

Figura 14. Ligacao entre interunidades (Cg - Cs) na lignina (fenilcumarana).

R
HZICOH
H|C OH
HCOH
OCH;
R OCH;
OH
R=Hou OCH3

Figura 15. Ligagdo entre interunidades (Cp - C;) na lignina.

Ligagdes éter e éster também sdo comuns na lignina. Com respeito as ligagdes

éter, varios tipos tém sido identificados na estrutura, a saber: diaril éteres, éteres alquil-
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benzilicos ndo ciclicos, éteres B-O-4 arilicos e éteres difenilicos. Eteres diarilicos sdo
gerados pela combinag@o de um O-quinonemetideo (Estrutura 2 na Figura 12) com um
radical fenoxi (Freudenberg ef al., 1964 e Adler et al., 1977, citados por Argyropoulos
et al., 1997). Eles compreendem somente 6% das unidades fenilpropanoéides na lignina
de abeto. Esteres alquil-benzilicos nfo ciclicos, geralmente presentes em pequenas
quantidades na lignina (2-3%), tém sido citados pelo seu efeito benéfico durante a
polpacdo. Entretanto, tentativas recentes para detecta-los na lignina de madeira moida,
usando avan¢adas técnicas de RMN, t€m sido improdutivas. A combinagédo de Cg com
um radical fendxi (Figura 13) resulta na formagéo de ligacdes B-O-4, que compreendem
30-50% das ligacGes existentes na macromolécula de lignina. Estruturas que éontém
o, B éteres ndo sdo frequentes e geralmente correspondem a menos de 1% das ligagdes
da lignina. Entretanto, tentativas recentes usando técnicas avancadas de NMR tém
questionado estes valores (Argyropoulos et al., 1997).

Um outro tipo de estrutura de lignina contendo dois grupos éter é o pinoresinol,
presente em menos de 5% das unidades fenilpropano. Esta estrutura é formada pelo
acoplamento B—P de dois radicais de &lcool coniferilico seguido do fechamento do anel,

como ilustrado na Figura 16.

o OCH; OCH,
OCHs
R
A _} O

CH,OH
HC- Hzf CH Hzf/ CH
i oH | !
CH / - 5 HC CH - cH
. (I;H |

HC
| | I
HCH \O’CHZ HO_ o Ctt
CH,0H “H
CHy0
CH;0 CH;0
o _— L _ O
radicais do alcool coniferilico
pinoresinol

Figura 16. Formacgéo de ligagdo pinoresinélica em lignina.
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Estruturas benzilicas, analogas ao alcool benzilico também sido comuns na
molécula de lignina. Estas compreendem mais de 30% das unidades fenilpropano e sdo
formados pela adicdo de uma molécula de dgua ao quinonemetideo. Como os éteres
alifaticos, as estruturas benzilicas também sdo benéficas durante a polpagdo alcalina,
visto que elas facilitam a clivagem dos residuos de éter arilglicerol-f-arilico sob
condigdes alcalinas com a formacg#o do intermediario epdxido ou estruturas epissulfeto.

Estruturas bifenil e diarilmetano, que unem cada duas unidades aromaticas
através das posigdes Cs-Cs (5-57) ou C4-Cs (a-5), contém ligagSes carbono-carbono as
quais sdo estaveis frente a condigdes de polpagdo. Embora as unidades 5-5° bifenil
estejam presentes na madeira original, as unidades diarilmetano sdo formadas pela
condensagdo de dois anéis aromaticos durante a polpagdo alcalina e/ou kraft (Figura
17). Como tal, sua importéncia se torna significante em técnicas preparativas de lignina.
A frequéncia de ocorréncia destas estruturas condensadas ¢ obviamente alta em polpas
de madeiras moles, ja que a lignina presente é quase que exclusivamente composta por
unidades guaiacilicas, isto €, com uma posi¢éo livre no carbono Cs. Além das ligagdes
5-5’ e a-5’, as ligagdes B-5°, a-6’, B-6’, B-1°, B-p’, a-f e y-y’ também sdo muito

importantes porque elas sdo estaveis frente a polpagéo e ao pré-tratamento da madeira.

Cl}HZOH CH,OH
CH CH
Il il
CH CH

CH30 OCH,
OH OH

Figura 17. Ligagdo 5-5° em lignina.
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Recentemente, o grupo de Brunow anunciou a descoberta de um outro modelo de
ligacéo presente nas ligninas de madeira mole (Brunow, 1995, citado por Argyropoulos
et al., 1997). Esta liga¢do envolve a formagZo de o, P éteres nas estruturas bifenilas 5-

5°. A nova parte octagonal foi identificada como a da dibenzodioxocina da Figura 18.

R=CH,OH, CH:

HO Oo—

Figura 18. Dibenzenodioxocina presente em lignina de madeira mole.

Baseado nestes inumeros detalhes estruturais, uma variedade de modelos de
lignina tém sido propostos por uma variedade de investigadores. Entre os mais citados
estdo o de Freudenberg, Brauns, Erdtman, Adler, Forss e Fremer (Argyropoulos et al.,
1997). Entre os modelos propostos para a lignina de madeira mole, a de Freudenberg

ainda é a mais citada.

1.1.3.2.Andlise estrutural de ligninas
Segundo Pilo-Veloso et al. (1993), o estudo quimico de ligninas evoluiu a partir
da andlise dos produtos de suas reagdes de hidrolise, oxidagdo com nitrobenzeno e

etanodlise, que permitiram identificar substdncias do tipo arilpropandides como suas



27

unidades estrutﬁrais basicas.. A partir desta constatag@o, o grande desafio foi determinar
como estas unidades encontram-se quimicamente ligadas na macromolécula das
ligninas. Essa questdo envolveu uma série de estudos de degradagdo oxidativa, de
reacOes hidroliticas e de sintese de substdncias modelo. A andlise destes produtos
possibilitou elucidar os principais tipos de subestruturas das ligninas, os quais foram
apresentados na sua maioria no item 1.1.3.1. Para essa andlise, muito contribuiu o
desenvolvimento da ressonédncia magnética nuclear (RMN) e sua aplicagio ao estudo de
ligninas, principalmente a RMN do carbono-13.

Existem diferentes tipos de preparacdo de ligninas. Nenhum deles permite obté-las
como se encontram no vegetal, pois ha sempre uma interferéncia do procedimento de
isolamento quimico sobre a estrutura das ligninas in situ (protoligninas). Um bom
método de isolamento deve eliminar os extrativos presentes na madeira e ser o mais
brando possivel, para evitar altera¢bes drasticas na natureza quimica da lignina. Essas
sdo condi¢bes importantes quando se quer desenvolver seu estudo estrutural. Ha trés
procedimentos basicos para preparacdo de ligninas: por extragdo, por isolamento como
residuo e como derivados soluveis ap6s funcionalizagéo.

Os parametros mais usuais empregados para verificar a representatividade de uma
lignina s&o0 o teor de grupos metoxilicos e a percentagem de carbono, que devem se
situar numa faixa normalmente encontrada para alguns dos tipos ja conhecidos de
ligninas. Em seguida, tem-se a determinacdo da férmula elementar por unidade Co.
Devido & possibilidade de haver carboidratos como contaminantes ou ainda como
constituintes do complexo lignina-carboidrato, devem-se corrigir os dados obtidos da
analise elementar em relagdo ao teor de carboidratos analisados na amostra,

particularmente se este for superior a 5%.
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As razdes molares entre os constituintes basicos das ligninas (guaiacil-, siringil- e
4-hidroxifenilpropanéides) dependem da espécie vegetal que thes deu origem. Por outro
lado, como pode ser verificado na Figura 10 (pagina 16), ha uma variagdo no namero de
gruposb metoxilicos presentes nesses constituintes. Sendo assim, desenvolveu-se a
metodologia de tomar o contetdo desses grupos como um parametro de referéncia na
caracterizacio de uma lignina e de apresenta-lo explicitamente na sua formula
elementar por unidade Co. Isso torna a determinac@o do teor de metoxila uma etapa de
essencial importancia na analise estrutural de Jigninas, o que € feito quimicamente pelo
método de Zeisel modificado. Métodos fisicos de analise sdo também empregados para
analise de metoxilas, utilizando-se rotineiramente a espectroscopia no infravermelho
(IV) e de RMN (Pil6-Veloso ef al., 1993).

As diferentes unidades monoméricas das ligninas encontram-se entrelacadas por
diversas ligagbes quimicas carbono-carbono e etéreas. E possivel quantificar essas
ligacdes por estudos quimicos e fisicos, os quais englobam diferentes métodos
analiticos: (a) reagdes de degradagdo oxidativa com nitrobenzeno ou com permanganato
de potassio-periodato de sodio e estudos dos produtos por cromatografia gasosa e
deteccdo de massas; (b) determinagdo de grupos funcionais, como hidroxilas totais,
hidroxilas alifdticas, hidroxilas fendlicas, éteres a-O-4 e (3-O-4 e carbonilas; (c)
identificagdo de subestruturas por ressondncia magnética nuclear de hidrogénio, de
carbono-13 (ISC) e de fosforo-31 (SIP); e (d) acetilagdo e analise da distribui¢do de
massas molares por cromatografia de permeagdo em gel.

A quantifica¢do de grupos funcionais proporciona um conhecimento mais
detalhado da macromolécula da lignina, fornecendo bases logicas para a proposi¢do de

fragmentos de estrutura, como o apresentado na Figura 11 (pagina 17).
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1.2 Pré-tratamento de fitobiomassa

Na parede celular das plantas superiores, as fibras de celulose estdo embebidas em
uma matriz extremamente rigida. Portanto, para hidrolisar a celulose ¢ as hemiceluloses,
¢ preciso despolimerizar, solubilizar ou remover a lignina presente nos materiais
lignoceluldsicos sem comprometer a sua estrutura quimica.

Varios métodos de pré-tratamento tém sido proposto na literatura para este fim,
muitos deles classificados como fisicos (Chang er al., 1981), quimicos (Millet er al.,
1976), biologicos (Horton et al., 1980) e/ou uma combinagéo destes métodos (Millet er
al., Schell et al., 1991; Ramos, 1992). Nestes processos, os substratos devem estar
sempre na forma de cavacos, pd, cascas ou palhas e a escolha do melhor método
depende do grau de separagio requerido, do fim a que ele se proponha e principalmente
do tipo de material com que se esteja trabalhando. O sucesso de cada método estara
entdo relacionado a quantidade de material recuperado apds a etapa do pré-tratamento e,
em alguns casos, ao grau de aumento na eficiéncia com que a celulose € hidrolisada
(Saddler et al., 1982 ; Grethlein, 1985).

Varios métodos quimicos tém sido propostos na literatura para hidrolisar a
madeira, tais como tratamentos quimicos em meio béasico, que tendem a extrair e
solubilizar as hemiceluloses e a lignina, e tratamentos quimicos em meio acido, que
hidrolisam e solubilizam oé polissacarideos da parede celular (Wayman, 1988; Wood e
Saddler, 1988; Parisi, 1989). Embora a hidrélise acida tenha sido desenvolvida em
escala comercial com alto rendimento em agtcares (Brennan et al., 1986; Wright e
Power, 1985; Parisi, 1989), este processo envolve um alto custo de investimento e alto
impacto ambiental, devido ao alto consumo de produtos quimicos causticos e/ou

corrosivos e alto custo de recuperagdo dos produtos de hidrélise.
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O uso de pré-tratamentos fisicos, tais como moagem e radiagdo, possuem a
desvantagem do alto consumo de energia. No entanto, Furch e Silla (1990) conseguiram
um perfil de Vhidr(')lise bastante melhorado através de um processo simultdneo de
sacarificacdo e moagem.

Os pré-tratamentos bioldgicos sdo mais especificos e causam degradagdo parcial
do material lignoceluldsico. Um exemplo € o tratamento da palha de algoddo com
fungos da podriddo branca, onde o teor de lignina é reduzido em até 65% (Silva, 1995).
Ferraz e colaboradores (1994), estudando o processo de degradagdo da lignina via
processos biologicos, verificaram que o processo da degradagdo ¢ muito lento, mas sua
aplica¢do em conjunto com outros métodos quimicos e fisicos pode vir a ser de grande
interesse comercial.

Pré-tratamentos que combinam métodos fisicos e quimicos tém sido
demonstrados na literatura como sendo os mais eficientes. Pré-tratamentos com &cido
diluido (Nguyen er al., 1998), pelo processo de percolagdo (Torget e Hsu, 1994) e com
agua quente (Walsum et al, 1996), tem sido comumente usados na conversdo da
biomassa para a producdo de etanol e outros insumos quimicos. Dentre as varias
alternativas até hoje estudadas, o uso do pré-tratamento a vapor tem sido proposto como

um dos mais promissores (Excoffier et al., 1991; Ramos, 1992; Silva, 1995).

1.3 Pré-tratamento por explosdo a vapor

Dos métodos de pré-tratamento propostos na literatura, a explosdo a vapor tem se
revelado como um dos mais promissores para o fracionamento da madeira em seus trés
componentes principais, paralelamente a um aumento significativo da suceptibilidade da
celulose & sacarificagdo acida ou enzimdtica. O processo de explosdo a vapor foi

primeiramente introduzido por Mason em 1928 (Mason, 1928) para desfibrar descartes
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e residuos da industria madeireira para a produ¢do de papeldo. Em 1932, Babcock
mostrou que este processo podia ser usado como um pré-tratamento para produzir
acucares fermentesciveis e alcool a partir de madeira (Babcock, 1932). Ja em 1953,
Asplund produziu polpas pelo processo de explosdo a vapor que apresentavam boas
propriedades para a fabricacdo de papel, trabalhando a temperaturas que variaram de
100 a 160°C (Asplund, 1953). Desde entdo, surgiram outros processos similares a estes,
tais como os processos Jotech (Delong, 1985), Stake (Bender, 1979; Brown, 1980) e
Siropulper (Mamers ¢ Rowney, 1979; Puri e Mamers, 1983), todos j& utilizados
comercialmente para a conversdo de biomassa em produtos quimicos, energia € racéo
animal. Assim, o objetivo do pré-tratamento a vapor foi por muitos anos associado a
redugdo da quantidade de enzima necessdria para a hidrélise dos polissacarideos da
madeira em seus agticares monoméricos (Foody e Foody, 1991). Esta afirmagédo vem de
encontro aos inimeros trabalhos publicados que envolvem o pré-tratamento a vapor
seguido de hidrolise enzimatica da celulose como procedimento para a ébtengéo de
etanol, através da fermentacdo dos agucares (pentoses e hexoses) presentes no
hidrolisado (Excoffier et al., 1991; Ramos, 1992; Sawada et al., 1995; Vignon et al.,
1995).

O pré-tratamento a vapor baseia-se no aquecimento dos cavacos de madeira a
altas temperaturas e pressdo, seguido de ruptura mecénica dos materiais pré-tratados por
um processo de descarga violenta (explosdo) em um tanque de coleta, ou mesmo pela
despressurizacdo lenta do reator até a pressdo atmosférica (sem explosdo). A estrutura
da parede celular da planta é radicalmente modificada durante o processo (Ramos,
1992), tornando as hemiceluloses parcialmente hidrolisadas e facilmente removiveis por

extracdo aquosa. A fra¢do insolivel em dgua permanece composta de celulose e lignina



32

parcialmente modificada, sendo que a maior parte desta lignina pode ser entdo extraida
com alcali, etanol ou dioxano.

A viabilidade do pré-tratamento a vapor envolve nio somente o aumento da
susceptibilidade do substrato & hidrélise mas também a facilidade ¢ a eficiéncia com que
os trés constituintes majoritarios da madeira, celulose, hemiceluloses e lignina, sdo
fracionados. Varios autores salientam que a acessibilidade de enzimas ao substrato ¢
gradualmente aumentada com o aumento da severidade das condigdes de pre-
tratamento. Entretanto, sob condi¢des de pré-tratamento excessivamente drésticas, ha
altos niveis de desidratagdo de agucares liberados a partir das hemiceluloses e
modificagdo estrutural da lignina (Saddler er al., 1982; Ramos et al., 1992b). Desta
forma, condi¢des otimizadas devem resultar em bons substratos para a hidrolise
enzimatica sem que haja degradag@io excessiva dos agucares liberados por hidrélise
acida a partir das hemiceluloses.

O pré-tratamento a vapor tem sido otimizado para varios tipos de madeiras duras,
madeiras moles e residuos agricolas (gramineas) (Dekker e Wallis, 1983; Saddler et al.,
1982; Ramos ef al, 1992ab; Silva, 1995). Na otimizacdo do processo de pré-
tratamento, as varidveis como temperatura (pressdo), tempo de residéncia no reator e
concentra¢do do catalisador adicionado s3o cuidadosamente estudadas a fim de produzir
o melhor substrato para conversdo, paralelamente a melhor recuperagdo de agucares
fermentesciveis no extrato aquoso.

Espécies de madeiras duras de répido crescimento ou incremento florestal t€ém
sido sujeridas como provaveis matérias-primas para 0s processos de bioconversdo
futuros (Ramos, 1992). Estas espécies, como o Populus tremuloides, hibridos de poplar
e Fucalyptus spp., t€m sido estudadas principalmente devido a alta permeabilidade que

apresentam ao vapor saturado e outros aditivos quimicos. O mesmo autor ainda sugere



que os residuos derivados de madeiras duras sdo mais suscetiveis ao vapor a alta pressdo
quando comparados aos residuos de madeiras moles ¢ que, desta forma, estas espécies
requerem condigdes menos drasticas para um pré-tratamento eficiente.

A facilidade em pré-tratar madeiras duras esta parcialmente relacionada ao fato
das mesmas possuirem um elevado teor de grupamentos O-acetilicos, associados a
presen¢a de heteroxilanas em sua estrutura. A hidrolise gradual destes substituintes
libera 4cido acético que, juntamente com outros acidos formados durante o pré-
tratamento (4cido levulinico, dcido férmico, dentre outros), catalisam a ruptura das
ligacdes do complexo lignina-carboidrato. Por outro lado, as hemiceluloses de madeira
mole sdo compostas basicamente de glucomananas (hexosanas) e estes compostos s@o
mais resistentes a hidrélise acida do que as xilanas de madeira dura. Por esta razio, as
madeiras moles requerem altas temperaturas de pré-tratamento e tempos maiores de
reacdo (Fengel e Wegener, 1989).

Varios autores tém demonstrado que as propriedades desfavoraveis das madeiras
moles sdo minimizadas pela introdugdo de um catalisador 4cido antes do pré-tratamento
a vapor (Lomax et al., 1994; Ramos, 1992). Assim, as madeiras moles sdo as mais
beneficiadas com este recurso, embora o uso de catalisadores acidos seja também
empregado com sucesso na otimizagdo do pré-tratamento de madeiras duras e
gramineas (Ramos, 1992; Excoffier et al., 1991; Sawada et al., 1994).

Wyman (1994), estudando o pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos por
explosdo a vapor, apresentou algumas vantagens deste pré-tratamento, entre elas a de
que o substrato pode ser totalmente hidrolisado por enzimas celuloliticas a glucose e de
que as hemiceluloses podem ser completamente convertidas em combustiveis liquidos.

O uso de catalisadores no pré-tratamento a vapor aumenta a seletividade das

reacdes de hidrdlise dos polissacarideos, propicia a redugdo da temperatura € do tempo
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de pré-tratamento e consegiientemente melhora o rendimento de sacarificagdo. A
recuperagdo dos agticares das hemiceluloses pode portanto ser parcialmente atribuido a
maior estabilidade das pentoses em solugdes acidas, com estabilidade méxima na faixa
de pH de 2,5 a 3,5 (Parajo et al., 1995a).

Excoffier et al. (1991), conseguiu recuperar 70% das hemiceluloses de madeira de
alamo na forma de xilose, em pré-tratamentos a vapor catalisados com H;SO4 a
temperaturas de 217°C por 2 min e, quando as condi¢bes de pré-tratamento foram
aumentadas para 225°C, foi possivel obter um rendimento de 70% em glucose apds 24h
de hidrélise enzimética.

O uso de catalisador acido durante o pré-tratamento a vapor causa um substancial
decréscimo no grau de polimerizagdo (DP) da celulose (Miller et al., 1989). Varios
autores (Vignon et al., 1995; Sawada et al., 1995) t€ém postulado redugdes no grau de
polimerizagdo durante a hidrdlise acida de materiais celuldsicos como, por exemplo
algodio.

Uma grande variedade de catalisadores acidos encontram-se reportados na
literatura, como o acido sulfurico (H,SO4) (Excoffier ef al., 1991; Brownell e Saddler,
1984; San Martin et al., 1995), o diéxido de enxofre (SO,) (Lomax et al., 1994; Ramos
et al., 1992a), o acido fosférico (H3POy4) (Deschamps et al., 1996) e acido nitrico
(HNO3) (Saddler et al., 1982). Entretanto, existem também alguns trabalhos que
empregam a impregnacdo alcalina, utilizando NaOH (Fox et al., 1989; Schultz er al.,

1984) e NH; (Holzapple et al., 1991).

1.3.1. Reac¢des de Materiais Lignocelulosicos durante a Explosio a Vapor.
Os materiais lignoceluldsicos, quando submetidos a altas pressdes de vapor por

um determinado periodo de tempo, sofrem um processo que é comumente descrito
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como auto-hidrélise (Excoffier er al, 1991). Essas rea¢des ocorrem em temperaturas
superiores a temperatura de amolecimento da lignina e das polioses. Ao longo do
processo, as ligagdes que asseguram a coes@o da biomassa sdo fragilizadas € em parte
quebradas, de forma que, no momento da descompressdo, o material é desfibrado e
reduzido a particulas menores. Isto explica 0 aumento da susceptibilidade do material ao
ataque de enzimas e reagentes quimicos (Barnet ef al., 1989).

A hidroélise ocorre sobre todos os componentes da biomassa, porém as pentosanas
sd0 as mais susceptiveis a este tipo de reacdo (Brownell e Saddler, 1984). Sob a agdo da
temperatura e da pressdo de vapor, os grupos acetil presentes nas polioses sdo
hidrolisados a acido acético (Figura 19). O acido liberado catalisa a ruptura das ligagdes
do complexo lignina-carboidrato, provocando a solubilizagdo de grande parte das
polioses e de uma pequena fragdo de lignina (Bouchard ef al., 1990 e 1991). No estagio
inicial do pré-tratamento, as polioses sdo hidrolisadas a oligdbmeros e mondmeros,
principalmente a xilose no caso de madeiras duras e gramineas. A celulose permanece
praticamente intacta, embora sofra redugdo no seu grau de polimerizagdo, com a
formagdo de oligdmeros, celobiose e alguma glucose livre (Bamnet et al, 1989;
Marchessault e St-Pierre, 1980; Silva 1995).

O aumento da severidade do pré-tratamento (aumento da temperatura e/ou do
tempo de residéncia do material no reator) favorece as reagdes de hidrdlise da celulose e
das polioses (Figura 19), provoca o inicio das reagdes de desidratagdo das pentoses e
hexoses, com a formagdo de furfural (Figura 20) e hidroximetilfurfural (Brownell et al.,
1986; Brownell e Saddler, 1984, Silva, 1995) e aumenta as rea¢des de condensagdo dos
taninos e outras subestruturas que compdem os extraiveis (Lomax ef al., 1994). O pré-

tratamento a vapor também favorece a hidrolise das liga¢des mais termolabeis da



lignina, principalmente as ligagdes B-O-4 (Figura 21), levando & formagédo de novas

ligacdes e a fragmentagdo de partes do polimero ligninico (Tanahashi, 1990).
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OBJETIVO



2. OBJETIVO

A lignina € um dos mais valiosos e abundantes recursos renovaveis existentes na
natureza. Entretanto, este polimero geralmente sofre severas modificagdes quimicas
durante o isolamento e estas mudangas influem dramaticamente em suas aplicagdes
industriais. Portanto, o procedimento de isolamento deve evitar reagdes de condensagio
e fragmentagdo que podem ocorrer durante o processo. Neste trabalho, a explosdo a
vapor seguida por extragdo alcalina foi investigada como método para recuperagdo da
lignina de Eucalyptus grandis em alto rendimento. O trabalho termina por apresentar
uma metodologia integrada para a caracterizagdo fisico-quimica das fragdes isoladas,
com o intuito de contribuir a elucida¢do do mecanismo de degradagdo da lignina a partir

do processo de explosdo a vapor.
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3. MATERIAIS E METODOS

A seguir, na Figura 22, encontra-se o diagrama de blocos representativo das

principais etapas realizadas para a obtengio da lignina.

Cavacos

IMPREGNACAO ACIDA

T
VAPOR A ALTA PRESSAO

MATERIAL PRE-TRATADO

I
LAVAGEM COM AGUA
|

Y v

INSOLUVEL EM AGUA | | SOLUVEL EM AGUA
(EPV-IA) (EPV-SA)
T
EXTRACA 0I ALCALINA

INSOLUVEL EM ALCALI SOLUVEL EM ALCALI
(EPV-1A0H) (EPV-SAOH)

Figura 22. Diagrama de blocos para o procedimento de obtenc¢do da

lignina.

3.1 Preparacio dos cavacos de E. grandis para o pré-tratamento

Aproximadamente 4 kg de cavacos industriais derivados de E. grandis de 7 a 10
anos (Klabin Fabricante de Papel e Celulose Ltda., Telémaco Borba, PR), com uma
umidade tipica de 10-15% (m/m), foram divididos em duas partes. Uma parte dos

cavacos foi tratada com uma solug@o a 0,25% (m/v) de H,SO;4 e outra em uma solugdo
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a 0,5% (m/v) em dessecadores sob pressdo reduzida por aproximadamente 12 horas a
temperatura ambiente. O excesso da solugdo de H,SO, foi descartada. Os cavacos
impregnados adquiriram aproximadamente 50% (m/m) de umidade, o que equivale a
0,087g e 0,175g de H,SO,4 por 100g de cavaco, respectivamente. Apos a impregnagao,
os cavacos foram divididos em lotes para o pré-tratamento, sendo que cada lote continha

aproximadamente 350g em relag@o ao peso seco dos cavacos.

3.2 Pré-tratamento dos cavacos por explosio a vapor

Os cavacos de E. grandis foram tratados a vapor utilizando um reator de 5L,
localizado nas Usinas Piloto do Setor de Tecnologia da UFPR (Ramos ef al., 1995). As
condi¢des utilizadas para a obteng@o de cada substrato, assim como o codigo associado
a cada uma delas, estdo indicadas na Tabela 2. Nesta mesma tabela, encontra-se
tabulado o grau de severidade (Ro ou log Ro) para cada condi¢do de pré-tratamento,

cuja determinagdo foi realizada de acordo com a Equacgdo 1 (Overend e Chomet, 1987).

Tabela 2. Condi¢des utilizadas no pré-tratamento a vapor de £. grandis.

Codigo log Ro Temperatura | Tempo no Reator | Concentragdo
(°C) (min) Acida (%)
02A 3,49 200 3,5 0,25
03A 3,64 200 5 0,25
01IB 3,24 200 2 0,5
02B 3,49 200 3,5 0,5
03B 3,64 200 5 0,5
11A 3,54 210 2 0,25
12A 3,78 210 3,5 0,25
13A 3,94 210 5 0,25
11B 3.54 210 2 0.5
12B 3,78 210 3,5 0,5
13B 3,94 210 5 0,5




t [Towp - 100014 75
Ro= fexp dt
0

Equacido 1. Calculo para determinagio do grau de severidade com base na
temperatura ¢ no tempo de pré-tratamento, onde Texp € a temperatura

experimental.

O pré-tratamento a vapor foi realizado colocando-se os cavacos no interior do
reator €, apds tratamento sob uma dada temperatura e tempo de:residéncia, 0 material
foi descarregado do reator por uma rapida despressurizagdo (explosdo) para dentro de
um ciclone, de onde foi recuperado por lavagem com dgua. O material tratado a vapor
(EPV) foi entdo extraido duas vezes a temperatura ambiente com &gua a uma
concentragdo de solidos de 5% (m/m). A fragéo insoluvel em agua foi chamada de EPV-
KIA e armazenada a 4°C com um teor de umidade de 65-70%, enquanto que a fragéo
solavel em agua foi chamada de EPV-SA. Os rendimentos de recuperagdo da fragio
EPV-IA foram determinhados gravimetricamente em relagdo ao peso seco de cavaco nido
tratado,. enquanto que os rendimentos de recuperagio da fragdo EPV-SA foram
dertvados de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Vide 4.7).

Para verificagdo da reprodutibilidade do pré-tratamento a vapor, as condigdes
relativas ao codigo 12B foram realizadas em triplicatas, revelando um desvio padrdo
relativo (DPR) ndo superior a 5% em relago aos rendimentos de cada fragdo isolada
(EPV-IA e EPV-SA). Este resultado justificou a ndo realizacdo de experimentos em

duplicatas para o restante das condigoes testadas.
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3.3 Determinacao do peso seco dos cavacos e materiais pré-tratados

Aproximadamente 5g de material umido (cavaco ou material pré-tratado) foram
colocados em um pesa filtro previamente pesado. Este material foi colocado em estufa a
105°C por 2 horas para a eliminacdo da umidade. Apos este periodo, o material foi

esfriado em dessecador, pesado € o peso seco foi calculado pela Equagao 2:

MAs

u

PS = x100

Equacao 2. Calculo para a determinacdo do peso seco (PS) dos cavacos e
materiais pré-tratados. MAs = massa de amostra seca, MAu = massa de

amostra umida.

34 Extracao alcalina

Apos a lavagem com dagua, os materiais tratados a vapor foram extraidos duas
vezes com alcali diluido a uma concentragdo de solidos de 5% (m/v). Aproximadamente
50g de material, em relagdo ao peso seco, foram tratados com 950mL de uma solugio
de NaOH 0,4% (m/v) por 1 hora com agitag@o a temperatura ambiente. Apds 1 hora, os
residuos foram filtrados, suspensos novamente em agua e neutralizados com acido
acético até pH 6-7. Em seguida, os materiais fibrosos foram lavados exaustivamente
com agua para eliminagdo dos sais formados e armazenados a 4°C com um teor de
umidade de 60-70%. A fracdo insoluvel em alcali foi chamada de EPV-IAqy € o
rendimento de recuperagdo foi determinado gravimetricamente em relagdo ao peso seco

do maternial tratado a vapor.
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3.5 Obtencao da lignina por precipitacao acida do extrato alcalino

A lignina soluvel em alcali foi obtida do licor de extrag@o alcalina através de uma
precipitacdo acida. O licor for acidificado a pH 2 com H,SO, sob agitagdo constante a
temperatura ambiente. O material insoluvel foi1 recuperado por centrifugagdo e lavado
com agua at¢ a eliminagdo dos carboidratos em solug¢do, cujo monitoramento foi
realizado pelo método do fenol-sulfurico. Apos lavagem com agua, as ligninas foram

secas em estufa a 50°C, moidas em moinho de facas e reservadas para analise.

3.6 Analise de carboidratos pelo método fenol-sulfirico

Em aproximadamente 100 uL de solug@o (hidrolisados ou 4guas de lavagem de
substratos ou de lignina), adicionaram-se 400 uL. de agua, 500 uL de fenol a 5% (p/v) e
2,5 mL de H,SO,. A solugdo final for analisada por espectrofotometria a 490 nm,
usando como padrdes varias solugdes de concentragdo conhecida de glucose (curva de
calibra¢do). As analises foram realizadas em duplicatas revelando um desvio padrio

relativo (DPR) em tormo de 2%.

3.7 Determinacio da lignina de Klason em materiais lignocelulésicos

A analise quimica dos cavacos € materiais pré-tratados foram realizados por uma
modificacdo do método padrdo TAPPI T22 o0s-74 para a lignina insoluvel em acido
(lignina de Klason). Apds o tratamento de aproximadamente 1g de madeira moida (40
mesh) com 15 mL de H,SO, 72% (m/m), agua destilada foi adicionada até a
concentra¢do de 3% (m/m) em acido e a suspensdo foi tratada por 70 min em autoclave
a 121°C. A lignina insolivel em acido foi medida gravimetricamente € o teor em
carboidratos foi determinado por CLAE nos hidrolisados de Klason (Irick et a/, 1988).

As analises foram realizadas em duplicatas revelando um DPR em torno de 2%.



46

3.8 Analise cromatografica de hidrolisados de Klason e extratos aquosos

Os hidrolisados de Klason e extratos aquosos foram analisados por CLAE em um
sistema Shimadzu, modélo LC10AD, provido de um amostrador automatico SIL10A e
detector modelo RID10A para indice de refragdo. As analises dos solivels em agua e
dos hidrolisados de Klason foram realizadas a 65°C em uma coluna HPX-87H (Bio-
Rad), com fase movel H.SO, 8 mM a uma vazdo de 0,6 mL/min.

Os componentes presentes nos hidrolisados foram quantificados por padronizagio
externa, com base em curvas de calibragdo construidas para cada componente
monitorado, celobiose, glucose, xilose, arabinose e acido acético, € expressos em
relagd@o ao peso seco da amostra. Todas as analises cromatograficas foram realizadas em
duplicatas revelando um DPR inferior a 1%.

A hidrolise das pentosanas, ocorrida durante o pré-tratamento a vapor, foi
determinada pela analise da fragdo EPV-SA por CLAE como descrita acima (Irick er al,
1988). O rendimento de recuperagéo da fragdo EPV-SA foi determinado pela somatoria
dos componentes identificados por CLAE e expresso em termos de g/100g de madeira

seca.

3.9 Analise dos extratos aquosos por espectrometria no ultravioleta

A andlise por espectrometria no ultravioleta (UV) das fragées EPV-SA foram
realizadas com varredura entre os comprimentos de onda de 190 a 400 nm. Os espectros
foram gerados em um espectrofotometro modelo HP 8452A (Hewlett-Packard). Para as
absorbancias verificadas a 205 e 280 nm, célculos quantitativos foram efetuados
considerando-se absortividades de 110 e 13,5 L/cm.mol para cromoforos liberados em

solugdo, respectivamente (Fengel e Wegener, 1989).
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3.10  Analise de cinzas dos substratos e das ligninas

Pesou-se aproximadamente 1g de cada material pré-tratado e/ou lignina, obtidos
sob cada condi¢do de pré-tratamento, em cadinhos de porcelana previamente calcinados
e pesados. Os cadinhos foram queimados em bico de Bunsen e posteriormente
calcinados em mufla a 700°C por 2 horas. Apos este periodo, os cadinhos foram
retirados da mufla e colocados em um dessecador por 2 horas. Entdo, os cadinhos frios

foram pesados e os teores de cinza foram determinados pela Equagéo 3:

%Cinzas = MAf x 100

MAi

Equacgio 3. Calculo para a determinagdo do teor de cinzas dos substratos e
ligninas. MAf = massa de amostra apds calcinagdo; MAI1 = massa inicial

de amostra seca.

3.11 Analise das frég:ﬁes insolaveis por FTIR

Os substratos tratados a vapor foram também analisados por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Cada fra¢do, EPV-IA, EPV-IAqn,
EPV-SAoy e fragdes ligninicas acetiladas (vide 4.11), foi compactada em pastilha de
KBr (3 mg em 150 mg de KBr) sob 10 ton por 3 min e analisada usando um
espectrofotdmetro Bomem FTIR MB-100 na regido de 500 a 4000 cm™, com uma

~ -1 . ~ .
resolucdo de 4 cm’™, 64 varreduras e apodizagdo triangular.

3.12 Analise multivariada dos dados de FTIR das fracoes insoluveis
As analises de regressdo multivariada, aplicadas aos dados obtidos das fragdes
insoltveis em agua e ligninas soluveis em alcali por FTIR, foram obtidas utilizando os

softwares BIOTEC e FAEN da FAENQUIL (Lorena, SP).
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3.13 Acetilagdo das ligninas obtidas apds a precipitacido dcida do licor
alcalino

Para aumentar a solubilidade em solventes organicos, as ligninas foram
previamente acetiladas através do meétodo descrito por Chen (Chen, 1992).
Aproximadamente 200 mg do material extraido com alcali foram tratados com 2 mL de
uma mistura de anidrido acético/piridina 1:1 (V/V) durante uma noite a temperatura
ambiente. Apos este periodo, foram adicionados 25 mL de etanol para a destrui¢do do
excesso de anidrido acético e 25 mL de tolueno para elimina¢do da piridina por co-
evaporagdo. Apds evaporagdo dos solventes, a lignina acetilada fo1 isolada e seca em

P,0Os sob vacuo.

3.14 Determinacgao do teor de metoxilas das ligninas

O teor de metoxilas das ligninas acetiladas foi determinado através do método de
Zeisel modificado (Zakis, 1994). Apos o tratamento de aproximadamente 8 mg do
material acetilado com 4cido iodidrico 47% (0,25 mL) a 125 °C por 30 min, CHCl; (0,9
mL) e agua (1 mL) foram adicionados a mistura inicial. O teor de metoxila foi
determinado por cromatografia gasosa (CG) usando 0,1 mL de iodopropano como
padrdo interno. Os cromatogramas foram obtidos em cromatoégrafo CG modelo 35/37
(CG Analitica Ltda.) utilizando uma coluna CG 2193 (1,5 m x 1/8” de didmetro interno)
contento 30% Carbowax 1500 em Chromosorb W. As analises cromatograficas foram
realizadas em duplicata a 78°C com fluxo de N> a 30 mL/min e detec¢do por ionizagdo
de chama. Todas as analises foram realizadas em duplicatas revelando um DPR em

torno de 1%.
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3.15  Determinacio do teor de hidroxilas totais das ligninas

O teor de hidroxilas totais das ligninas foi determinado em duplicata através do
método descrito por Bamet et al. (Zakis, 1994). Aproximadamente 30 mg do material
ndo acetilado foi tratado com 0,25 mL de uma solugdo de piridina/anidrido acético 10:3
(v/v) & 65 °C por uma noite. Apds este periodo, 15 mL de acetona e 15 mL de agua
deionizada foram adicionados a mistura inicial. O teor de hidroxila foi determinado por
titulagdo potenciométrica do acido acético residual contra o branco utilizando como
padrdao NaOH 0,IN. Todas as analises foram realizadas em duplicatas revelando um
DPR em torno de 2%.

Os teores de hidroxila foram calculadas através da Equag@o 4 utilizando como

composto modelo a vanilina:

(Vb—Va)x N x1,7x Fator
P

%OH =

Equacio 4. Calculo para a determinagdo do teor de hidroxilas totais das
ligninas. Vb = volume de NaOH gasto para titular o branco; Va = volume
de NaOH gasto para titular a amostra; N = Normalidade do NaOH; Fator
= % OH tedrico / % OH experimental do composto modelo; P = peso da

amostra (g).

3.16 Analise espectroscépica das ligninas acetiladas por RMN 'H

A analise espectroscopica de cada lignina isolada for determinada por
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) apds per-acetilagdo com
anidrido acético em piridina (Gierer ef al., 1980; Chen, 1992). Os espectros de RMN
foram obtidos no Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa
(UEM) em Espectrometro Varian de 300 MHz, modelo Gemini 2000, usando como

solvente cloroformio deuterado com pureza superior a 99% (m/m).
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3.17 Determinacio das férmulas C, das ligninas

A formula Cy de cada lignina isolada foi inicialmente obtida através de analise
elementar (CHN), realizada em Analisador Perkin-Elmer modelo 240C do Laboratorio
Analitico da Copel (Curitiba, PR). O teor de oxigénio foi portanto obtido pela diferenca
entre o resultado da andlise em CHN e a quantidade de lignina utilizada no ensaio.
Posteriormente, as formulas C9 foram ajustadas de acordo com os teores de metoxilas e
de hidroxilas totais presente em cada fracdo ligninica isolada. A razdo entre hidroxilas
alifaticas e hidroxilas aromaticas também foi expressa na formula Cy das ligninas
através da integracdo dos espectros de RMN 'H dos materiais acetilados. Tal relacio foi
fundamentada nas atribuigcdes (a) da regido de 2,28-1,70 ppm a ressondncia do
hidrogénio de acetatos alifaticos e (b) da regido de 2,60-2,28 ppm a ressondncia do

hidrogénio de acetatos aromaticos.

3.18 Analise termica das ligninas

As propriedades térmicas das ligninas foram determinadas por andlise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria diferencial de varredura (DSC), em um
termoanalisador (TGA) Netzsch STA 409EP. Aproximadamente 3 mg de cada lignina
foram colocadas em um éadinho de oxido de aluminio (Al,O;) e aquecidas de 20 a

950°C a 5°C/min.

3.19 Distribuicio em massas moleculares das ligninas
A distribuigido em massa molecular aparente das ligninas acetiladas foi
determinada por Cromatografia de Permeagdo em Gel (CPG). Estas analises foram

obtidas em cromatografo Shimadzu, modelo LC10AD, provido de um detector modelo
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SPDI10A para espectr_oscopia no ultravioleta. As analises das ligninas foram realizadas a
45°C em quatro colunas de exclusdo molecular dispostas em série (Proget TSK G1000-
HXL, G3000-HXL, G4000-HXL e G6000-HXL, da Supelco), tendo THF
(tetrahidrofurano) como fase moével a uma vazao de 1 mL/min. A massa molecular
aparente das ligninas, que teve a massa do grupamento acetil descontado, fo1 calculada a
partir dos volumes de reten¢do das ligninas utilizando o software de cromatografia de
permeagio em gel para o sistema cromatografico CLASS-LC10 (Shimadzu). A equagdo
abaixo, gerada a partir da analise de padrdes de poliestireno monodispersos de massa
molar entre 2500 e 1800000 (20 padrdes ao todo), descreve o perfil da curva de

calibragdo obtida, cuja regressdo presentou uma dispersdo maxima de 0,05.

log M = -0,00226987.x° + 0,07113776.x* — 0,84671797.x + 7,17672984
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4. RESULTADOS

De um modo geral, o pré-tratamento a vapor se mostrou bastante eficiente na
separacdo dos trés principais componentes da madeira, celulose, hemicelulose e lignina,

assim como na recuperagdo de cada um deles em bom rendimento.

4.1. Pré-tratamento a vapor de E. grandis

Os rendimentos obtidos apos o pré-tratamento a vapor dos cavacos de £. grandis
sdo encontrados na Figura 23, onde a fragéo soluvel em dgua foi chamada de EPV-SA e
a insoluvel em agua de EPV-IA. Os rendimentos de recuperagao total decresceram com
o aumento do tempo de pré-tratamento para ambas as temperaturas testadas, 200 e
210°C. Os maiores rendimentos de recuperacdo total da madeira foram de 94,87% para
o pré-tratamento realizado a 200°C por 3,5 min usando H,SO, a 0,25% (codigo 02A,
log Ro = 3,49) e de 99,74% para o pré-tratamento a 210°C por 3,5 min % usando acido
a 0,25% (codigo 12A, log Ro =3,78).

Os rendimentos de recuperagdo da fragido EPV-IA também decresceram com o
aumento do tempo de pré-tratamento em ambas as temperaturas. Este comportamento
foi particularmente devido a hidrdlise das hemiceluloses e recuperagdo de
monossacarideos (pentoses € hexoses) na fragdo aquosa, conforme demonstrado pela
analise cromatografica dos hidrolisados (Figura 24). Por outro lado, observou-se que,
com o aumento da drasticidade do pré-tratamento, houve um aumento na absorbincia
do extrato aquoso a 280 nm, principalmente em tempos mais longos de pré-tratamento.
Tal observagdo foi atribuida ao actimulo de produtos de hidrélise (fenois, complexos
lignina-carboidrato de baixa massa molecular, etc.) e de desidratacdo (furfural e

hidroximetilfurfural) das ligninas e das hemiceluloses, respectivamente.
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Figura 23. Rendimentos de recuperagdo dos materiais pré-tratados. 1A,
insoltivel em agua; SA, solivel em dgua; A280, compostos soltveis em
dgua que absorvem no comprimento de onda de 280nm; TOTAL,
[A+AS+A280 (ver legendas na Tabela 2, pagina 40).

A 200°C, os rendimentos da fragdo soluvel em agua foram aproximadamente
1guais em todas as condigbes testadas. Porém, a 210°C, observou-se um aumento no
rendimento da fragdo soluvel em agua com o aumento da drasticidade do pré-
tratamento, indicativo da remogdo das hemiceluloses e da hidrolise parcial de regides
mais acessiveis da celulose, além da formago e acimulo de compostos que absorvem
no comprimento de onda de 280nm (A280 da Figura 23). Assim, a recuperagdo da
frag@o insoluvel em agua a 200°C diminuiu de 76,76 para 54,08% e, a 210°C, de 79,3
para 53,68%, quando as condi¢des de pré-tratamento variaram da menor para a maior

drasticidade.
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Devido ao pH relativamente baixo utilizado para o pré-tratamento, em torno de 2,
ndo houve nenhuma evidéncia cromatografica da presenga de oligossacarideos nas
fracbes soluveis em agua (Figura 24). A maiorna dos agucares recuperados em solucio
foram monossacarideos, principalmente xilose e glucose (veja rendimentos na

recupera¢do mostrados na Figura 23).
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Figura 24. Cromatograma tipico da fracdo EPV-SA, correspondente as

condi¢des de pré-tratamento codificadas como 13B (d, desconhecidos).

Na Figura 24, foi observado que a quantidade de arabinose presente na fragio
EPV-SA foi muito inferior a aquela observada para glucose e xilose e que tal quantidade
correspondeu a uma parcela muito pequena da arabinose originalmente presente nos
cavacos, na forma de arabinoxilanas. Tal observagdo foi decorrente do maior grau de
desidrata¢do desta pentose, cuja estrutura furanosidica ¢ mais suscetivel a degradagio
por hidrélise 4cida.

A presenca de acido acético (Figura 24) na fragdo EPV-SA foi decorrente da

desacetilagdo das hemiceluloses presentes nos cavacos, enquanto que a formagdo de
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acido formico foi atribuida a reagdes de degradagdo da lignina, tais como a hidrolise
e/ou remogdo de cadeias latenais € a desmetoxilagdo de anéis aromdticos. Também
foram detectados alguns picos (d, Figura 24) que ndo puderam ser identificados na
analise cromatografica, mas que foram considerados negligiveis por estarem présentes
em quantidades muito inferiores aos demais.

A temperaturas de 210°C, pré-tratamentos caracterizados por longos tempos de
residéncia no reator mostraram-se prejudiciais para a recupera¢ao da xilose. Somente
25,82% da xilana presente nos cavacos de madeira foi recuperada como xilose na fracdo
EPV-SA quando o pré-tratamento foi realizado por 5 min a 210°C (Figura 25). Tais
perdas foram provavelmente associadas a conversdo de xilose a produtos tais como
furfural. As maiores recuperagdes de xilose foram de 57,85 e 68,76% para os pré-
tratamentos de cavacos impregnados com 0,5% H,SOy4 a 200°C por 3,5min % (cédigo
02B, log Ro = 3,49) e a 210°C por 2 min% (codigo 11A, log Ro = 3,54),
respectivamente.

A recuperacdo de xilose fo1 equivalente nos pré-tratamentos realizados a 200°C
em ambas as concentragdes acidas, mas quando os pré-tratamentos foram realizados a
210°C, a recuperagdo de xilose decresceu com o aumento do tempo de pré-tratamento.
Desta forma, pode-se concluir que, a0 aumentarmos a forga acida de 0,25 para 0,5% a
210°C, melhoramos as condi¢des de hidrolise das hemiceluloses obtendo-se um maior
rendimento, sendo que este diminuiu com o aumento do tempo de residéncia no reator
devido & reacdes de desidratagdo. Por outro lado, a 200 °C, a hidrélise das
hemiceluloses aparentemente restringiu-se a regides mais expostas de sua estrutura, ou
seja, mais acessiveis a acdo do catalisador.

Aumentando-se a severidade do tratamento, houve a liberagdo de maiores

quantidades de glucose nas fragdes soluveis em 4gua, sugerindo mais uma vez a
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hidrolise parcial de regides mais acessiveis da celulose (regides “amorfas”). Uma
despolimerizagdo consideravel da celulose foi observada em relagdo a maiores
severidades, atingindo 28% em condi¢des mais drasticas de pré-tratamento a 210°C por
5 min, com cavacos impregnados com H,SO4 a 0,5% % (codigo 13B, log Ro = 3,94)

(Figura 25, direita).
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Figura 25. Recuperagido de glucose (celulose) e xilose (xilana) na fragio
soluvel em agua (EPV-SA) apos o pré-tratamento a vapor de cavacos de £.

grandis impregnados com acido.

As Figuras 26 e 27 mostram 0s espectros de ultravioleta (UV) das fragdes soluveis
em agua obtidas a partir dos substratos pré-tratados. As absorcdes em 205 e 280nm
aumentaram com o aumento da drasticidade do pré-tratamento, sugerindo maiores
indices de hidrélise e solubilizagdo de compostos aromaticos derivados do componente
ligninico presente nos cavacos. Embora tal comportamento espectrométrico pudesse
também estar associado & ocorréncia de produtos de desidratagdo na fragdo soltvel em

agua, a analise cromatografica destas fragcdes indicou presenga apenas negligivel de
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furfural e hidroximetilfurfural em solu¢do, confirmando a expectativa de que o aumento
da absorgdo a 205/280 nm era devido a hidrélise de lignina e/ou complexos lignina-
carboidrato. A maior solubilizagdo ocorreu a 210°C por 5 min usando como catalisador

H,S0; a 0,5% (cddigo 13B, log Ro = 3,94), onde o rendimento foi de 11,37%.
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Figura 26. Espectros de ultravioleta da fragdo solavel em agua (EPV-SA).
Pré-tratamento com H,SO4 a 0,25%.

2,5 2,5
£10°C
2 2
o 2
15 215
«0 «D
fe} Ke]
[ [
o (o]
3 1 2
< <
0,5 0,5
0 ' 0
200 240 280 320 200 240 280 320
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 27. Espectros de ultravioleta da fragdo solivel em agua (EPV-SA).

Pré-tratamento com H,SO; a 0, 5%.
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4.2. Composi¢ao quimica das fracoes insoliveis em agua

O pré-tratamento a vapor sob alta pressdo teve grande influéncia sobre a
composi¢do quimica da fragdo insolivel em agua derivada de £. grandis (Tabela 3). O
conteudo de xilana do cavaco de madeira decresceu de 15% para menos de 2% quando
os cavacos impregnados com 0,5% (m/v) H,SO,4 foram pré-tratados a 200 e 210°C por
um tempo de residéncia de 5 min (pré-tratamentos codificados como 03B e 13B,
respectivamente). Estes resultados indicaram a grande eficiéncia do pré-tratamento a
vapor na hidrolise das hemiceluloses que, com base na composi¢do quimica do cavaco
original, caracterizou a hidrolise de mais de 90% da xilana de E. grandis quando o pré-
tratamento ocorreu sob as maiores condicdes de drasticidade. Com a remocgdo das
hemiceluloses pela lavagem com agua, o teor de lignina dos substratos aumentou em
relacdo ao teor de lignina do cavaco ndo tratado e, quanto mais drastica a condi¢cdo de
pré-tratamento utilizada, maior a quantidade de lignina nas fragdes EPV-IA. A forga
acida também contribuiu para o aumento do teor de lignina, onde a 0,5% de acido, o
aumento foi maior do que nas condigdes usadas com acido a 0,25%. Por outro lado, o
contrario foi observado com respeito ao conteiido de celulose. Estas modificagdes na
composi¢do quimica foram basicamente um resultado da remogdo das xilanas, embora
outros fatores também influenciaram o balango de massas, incluindo a hidrolise parcial
de regides mais acessiveis da celulose e a hidrolise e degradagdo da lignina. Esta
degradagéo fo1 observada no decréscimo do total recuperado de lignina e celulose com o
aumento do tempo de pré-tratamento e também foi observada nos espectros de
ultravioleta das fra¢des soluveis em agua, conforme demonstrado pelo aumento nas

absor¢oes a 205 e 280nm (Figuras 26 ¢ 27).
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4.3. Extracio alcalina de lignina apés o pré-tratamento
Um dos principais objetivos deste trabalho foi o de estudar as modificagdes
quimicas da lignina de E.grandis durante o pré-tratamento a vapor €, para este fim, a

extragdo alcalina foi selecionada como um método eficaz e economicamente viavel para

o isolamento da lignina em alto rendimento.

Tabela 3. Caracterizagdo quimica' das fragdes EPV-IA

Condigédo Glucana Xilana Lignina Cinzas Total
- 44 65 15,33 25,77 nd 85,75
02A 51,11 (87,87) 3,44 (17,22) 32,53 (96,90) 0,48 87,56
03A 54,31 (80,28) 2,91 (12,53) 34,63 (88,69) 0,36 92,21
01B 54,83 (86,43) 2,78 (12,76) 33,71 (92,06) 0,60 91,92
02B 53,50 (69,77) 3,08 (11,70) 37,83 (85,48) 0,20 9461
03B 52,09 (63,09) 2,09 (7,37) 40,52 (85,03) 0,17 94,87
11A 59,53 (105,73) 3,27 (16,92) 32,93 (101,33 0,29 96,02
12A 58,17(105,92) 291 (15,14) 33,22 (102,83) 0,32 94,62
13A 56,73 (95,33) 2,83 (13,85) 33,62 (97,89) 1,14 9432
11B 52,14 (82,75) 2,52 (11,65) 36,08 (99,21) 0,31 91,05
12B 4735 (69,48) 2,03 (8,68) 39,01 (99,18) 0,39 88,78
13B 46,83 (56,30) 1,51 (5,59) 45,17 (97,55) 0,46 93,97

nd = nido determinado

() = total recuperado com base na composi¢do quimica do cavaco original

1 , .
valores expressos em g/100g de matéria seca

Através do aumento da severidade do pré-tratamento, houve um aumento gradual
da quantidade de lignina soluvel em alcali recuperada apds a precipitagio acida,
indicando uma melhor remogdo do componente ligninico com o aumento do tempo de
pré-tratamento em ambas as temperaturas (Figura 28). Consequentemente, sob

condi¢des mais drasticas de pré-tratamento, a lignina sofreu fragmentacio e hidrolise
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parcial, levando a uma lignina modificada que pode ser removida por lavagem alcalina a

temperatura ambiente. -
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Figura 28 Rendimentos das extra¢des da lignina solivel em alcali obtidas
pelo método de explosdo a vapor em relagdo ao peso seco (esquerda) e ao

teor de lignina (direita) do material pré-tratado.

4.4. Rendimento de celulose, hemicelulose e lignina apds o pré-tratamento

Os valores em parénteses da Tabela 3 demonstraram que os indices de
recuperacdo de celulose (glucana), hemiceluloses (xilanas) e lignina diferiram para cada
pré-tratamento efetuado. A recuperago de celulose na fragdo EPV-IA sugeriu que o
aumento da severidade acarreta um maior grau de sua solubilizagdo, também observado
pelo aumento gradativo da concentrag@o de glucose na fragdo EPV-SA (vide Figura 25).

A recuperagdo de xilanas na fragdo EPV-IA também decresceu com o aumento da
severidade, correspondendo a uma variagdo total de 17,2 a 5,6% para pré-tratamentos
efetuados sob as condigdes codificadas como 02A e 13B, respectivamente. No caso da
condi¢do de maior severidade (13B), este valor significa que aproximadamente 95% da
hemicelulose foi hidrolisada durante o pré-tratamento, sendo que parte dos aglcares

liberados por hidrdlise foi recuperada na fragao EPV-SA (Figura 25).
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Finalmente, a recuperagio de lignina na fragio EPV-IA indicou que pré-
tratamentos realizados a 210°C acarretaram maior perda de lignina por reagles
hidroliticas. Por sua vez, todos os pré-tratamentos realizados a 210°C resultaram em
rendimentos de 100% com base na lignina presente no cavaco, sugerindo que, face a
inevitavel perda de massa a estas temperaturas, reagdes de condensagdo foram
responsaveis pela geracdo de materiais poliméricos que se comportam como lignina
durante o procedimento de Klason.

Alternativamente, o rendimento total de recuperagdo da lignina foi obtido através
da somatoria da massa recuperada na fragdo EPV-SAoy € da lignina de Klason presente
na fragdo EPV-IAon € expresso em relagdo a quantidade de lignina presente no cavaco
original. Foi observado, através dos rendimentos de recuperagdo obtidos apds pré-
tratamento a 200°C sob varios tempos de residéncia, que a lignina dos cavacos de
madeira sofreu uma despolimerizagdo 4cida parcial € que estas reagdes hidroliticas
resultaram na liberagdo de uma quantidade consideravel de fragmentos de lignina nas
fracdes soluveis em agua (vide absor¢do a 205 e 280nm nas Figuras 26 e 27). Nesta
temperatura, os niveis de solubilizagio e/ou perda da lignina estiveram em torno de 4 a
22% em relagdo a quantidade de lignina originalmente presente no cavaco (Figura 29A).
Em contraste, o pré-tratamento a 210°C produziu rendimentos de lignina maiores,
algumas vezes superior a 100%. Esta observagio pode ser mais uma vez justificada pelo
envolvimento de sub-produtos de lignina e hemicelulose em reagdes de condensacgio, os
quais produziram materiais poliméricos que foram medidos como lignina insolavel em

acido durante um procedimento normal para a determinagio de lignina de Klason.
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E importante ressaltar que os rendimentos totais de recuperagio de glucose
(glucanas) e de xilose (xilanas), calculados com base no teor de carboidratos nas fragdes
EPV-IA e EPV-SA, decresceram com o aumento do tempo de pré-tratamento em ambas
as temperaturas testadas (Figura 29B e 29C). A recuperacdo de glucose varioude 91,9 e
108,8% para 81,3 ¢ 84,3% a medida em que se aumentou a drasticidade do pre-
tratamento a 200 e 210°C, respectivamente, enquanto que a de xilose variou de 70,7 e
72,5% para 56,3 € 31,1% em relagdo as mesmas temperaturas de pré-tratamento. Este
decréscimo fo1 mais uma vez decorrente das reagdes de hidrolise e desidratagdo das

hemiceluloses, assim como da hidrolise parcial das regides mais acessiveis da celulose.

4.5. Caracterizacao fisico-quimica das ligninas soliveis em dlcali

O efeito da lavagem alcalina sobre os substratos pré-tratados foi facilmente
observado nos espectros de FTIR, através de uma consideravel diminuigdo na
intensidade de absorgdo nas regides de 1510-1517 e 1600-1620 cm™ (estiramento da
ligacdo C-C dos anéis aromaticos) (Figura 30) (Faix e Bottcher, 1993; Morais ef al,
1994). Por 1sso, como resultado desta lignina removida, intensidades de absor¢do nas
regides usualmente associadas a carboidratos (deformagdes axiais de C-O e C-O-C em
alcoois secundarios e ligagdes glicosidicas a 1050-1250 cm™') tornaram-se
predominantes no espectro de FTIR da fragdo EPV-IAou. Por outro lado, o espectro de
FTIR da frag@o soluvel em alcali (EPV-SAoy) demonstrou ser muito caracteristico de
ligninas t€cnicas (Morais ef al., 1994). Ainda que os espectros possam facilmente
demonstrar o curso do isolamento da lignina, ndo houve uma diferenga consideravel
entre os espectros obtidos sob diferentes condigdes de pré-tratamento, razdo pela qual os

dados apresentados na Figura 30 foram somente relatados para as fragdes obtidas apos
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tratamento dos cavacos impregnados a 210°C por 3,5 min usando acido a 0,5% (codigo
12B, log Ro = 3,78).

Entretanto, a analise multivariada dos espectros de FTIR permitiu uma melhor
observagido das diferencas espectrais existentes entre os diferentes materiais obtidos
(Figura 30), cujas variagdes, para cada um dos grandes grupos, estdo relacionadas com

as modificagbes quimicas que decorrem das diferentes condi¢des de pré-tratamento.

500 1.000 1500 2.000 2.500 3.000 3.500

Numero de Onda (cm™)

Figura 30. Espectro de FTIR das fra¢des derivadas de E. grandis por pré-
tratamento a vapor (condigdes codificadas como 12B). A. Cavavos ndo-
tratados; B. fragdo insoltvel em agua; C. fra¢do insoltvel em alcali; D.

fracdo soluvel em alcali (lignina).
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A partir da obtengdo da lignina de £. grandis, o estudo das modificagdes quimicas
da estrutura da lignina, ocorridas durante o seu processo de 1solamento, foi realizado
através de analises quimicas e espectroscopicas, tais como espectroscopia de RMN,
cromatografia de exclusdo, calorimetria de varredura diferencial (DSC), teor de
hidroxilas aromaticas e alifaticas e outros ja citados em Materiais € Métodos (item 3).

A anglise por RMN e a determinagdo dos teores de hidroxilas totais e de
metoxilas, exigiram solubilidade das ligninas em solventes organicos (THF, CHCl;,
piridina). Para atender a esta exigéncia, as ligninas entdo foram per-acetiladas em
mistura de piridina/anidrido acético. Os espectros de FTIR das ligninas acetiladas
demostraram uma grande diminui¢do de absor¢do na regido de 3400 a 3600 cm’
(estiramento O-H em hidroxilas), comparado com os espectro da lignina ndo acetilada
(Figura 30D, pagina 65), comprovando a grande eficiéncia obtida na reagdo de
acetilagdo (Figuras 31 € 32).

A reagdo de acetilagdo acarretou poucas mudangas na regido correspondente a
impressdo digital da lignina, de 1000 a 1500 cm™. No entanto houve o aparecimento de
duas bandas bem distintas na regido de 1740 e 1760 cm’, que correspondem ao
estiramento da ligacdo C=0 em acetatos aromaticos e alifaticos, respectivamente. A
relagdo entre estas duas bandas se diferenciaram para as diferentes condigdes de pré-
tratamento testadas, indicando que o pré-tratamento a vapor acarretou uma alteracdo
constderavel na distribuicdo de hidroxilas aromaticas e alifaticas na macromolécula de
lignina.

Entre os espectros das ligninas acetiladas, a atenuag@o das bandas associadas a
hidroxilas permitiu a observagdo de variagdes na regido compreendida entre 2800
em™ 3100 cm™, que correspondem as deformacgdes axiais C-H em grupamentos CHj,

CH, e CH aromatico. Estas variagdes sugeriram alteracdes na aromaticidade das
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Figura 31. FTIR das ligninas acetiladas obtida apds precipitagio 4acida.

Pré-tratamento a 200°C.
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Figura 32. FTIR das ligninas acetiladas obtida apos precipitagdo acida.

Pré-tratamento a 210°C.
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A andlise elementar das ligninas isoladas por extragéo alcalina demonstrou que o
aumento da severidade do pré-tratamento causou uma consideravel alteragdo na relagio
CH das fragbes (Tabela 4). No entanto, ndo foi possivel indicar uma tendéncia
generalizada para cada série de pré-tratamento efetuada, como por exemplo em fungdo
do aumento do tempo de reagdo (2 a 5 min) sob cada temperatura e forga acida utilizada
no pré-tratamento. As ligninas solaveis em 4lcali (fragdes EPV-SAoy) apresentaram-se
de constitui¢do distinta das ligninas usualmente preparadas a partir de madeira moida e,
de acordo com este método, poderiam ser coletivamente consideradas como ligninas
atipicas, oriundas de um processo termo-degradativo cujo efeito resultou em alteragdes
significativas na estrutura da lignina nativa.

Sabe-se que o teor de metoxilas representa uma importante caracteristica
estrutural das ligninas e que tais percentuais permitem classificar estas macromoléculas
em relagdo as suas naturezas guaiacilica e siringilica (lignina GS) (Fengel e Wegener,
1989). Tendo sido este trabalho realizado com E. grandis, a lignina isolada deste tipo de
angiosperma (madeira dura) deveria ter correspondido a um teor de metoxilas em torno
de 20-22%, caracterizando a ocorréncia de umdades aromaticas dimetoxiladas. No
entanto, a analise pelo método de Zeisel demonstrou, mediante um DPR de 1% em
relagdo ao peso seco das ligninas, que o teor de metoxilas jamais superou 14 pontos
percentuais (Tabela 4), o que sugere fortemente a classificagdo destas ligninas como
predominantemente guaiacilicas (lignina G). Como esta hipdtese se apresenta
contraditoria a natureza GS da lignina existente em £. grandis, estes resultados sugerem
a ocorréncia de consideraveis niveis de desmetoxilagdo das unidades aromaticas, ou
mesmo de um provavel comprometimento preferencial de unidades siringilicas durante
o pré-tratamento. Infelizmente, ndo foi possivel tragar nenhuma correlagdo direta entre o

teor de metoxilas das ligninas € a severidade utilizada no pré-tratamento que as gerou e,
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por questdes técnicas, a relagdo G:S das ligninas isoladas ndo pode ser determinada
neste estudo.

O refinamento da analise centesimal de cada lignina isolada foi posteriormente
baseado no teor de hidroxilas totais, obtido de acordo com o método descrito por Barnet
et al. (vide Zakis, 1994). Enquanto pré-tratamentos efetuados a 200°C resultaram em
uma diminui¢do gradativa dos teores de hidroxilas totais nas ligninas isoladas, um efeito
oposto foi observado para pré-tratamentos efetuados a 210°C e tais variagdes estiveram
mais intimamente relacionadas com o aumento do tempo de residéncia dos cavacos no
reator. Para pré-tratamentos realizados a 200°C, o teor de hidroxilas totais diminuiu de
6,38 (codigo 02A) para 5,39 (codigo 03A) e de 4,73 (codigo 01B) para 4,17 (codigo
03B) quando cavacos impregnados com H,SOs a 0,25 e 0,5% foram utilizados,
respectivamente. Por outro lado, quando cavacos impregnados com H,SO,; a 0,25 e
0,5% foram pré-tratados a 210°C, o teor de hidroxilas totais aumentou respectivamente
de 6,70 (codigo 12A) para 8,69 (codigo 13A) e de 4,11 (codigo 11B) para 6,08 (codigo
13B), conforme os dados da Tabela 4.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 33) das ligninas acetiladas, derivadas da
precipitagdo acida do extrato alcalino, foram muito uteis para a determinagio da relagdo
entre as hidroxilas alifaticas e aromaticas (OH,;/OH,,,) nas ligninas pré-tratadas a vapor
(Tabela 4). Esta relag@o fo1 determinada através da razdo entre a percentagem de OHy; e
a percentagem de OH,,, derivada das integracdes dos espectros de RMN de 'H nas
regides de 2,60-2,28 ppm e 2,28-1,70 ppm, que correspondem aos acetatos aromaticos e
alifaticos, respectivamente. Foi observado que, a medida em que se aumentou o tempo
de pré-tratamento, a relagdo OH,;/OH,,, diminuiu, exceto para os pré-tratamentos
efetuados por 2 a 5 min a 210°C usando H,SO, a 0,5% como catalisador (codigos 11B,

12B e 13B. Esta diminuig@o pode ter sido decorrente: (a) da hidrélise de ligagoes a-O-4
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e B-O-4 na estrutura das ligninas, (b) da remogdo de suas cadeias laterais, € (c) da

subsequente redugdo de suas distribuigdes em relagdo & massa molecular das

macromoléculas.

Tabela 4. Composicdo quimica das ligninas obtidas apds precipitagio acida.

c' | H | 0' [OCHs*[OH/’ | OH.yi' [ OHaro® [OHa1i/OHaro
LMM | 60,6 | 6,0 | 32,0 | 22,00 | 11,1 | 8,80 | 2,30 3,83
02 | 52,8 | 4,8 | 42,4 | 13,84 | 6,38 | 3,79 | 2,59 1,46
03% | 53,4 | 4,9 | 41,7 | 12,11 | 5,39 | 3,05 | 2,34 1,30
01B | 54,4 | 4.8 | 40,8 | 13,11 [ 4,73 | 2,75 | 1,98 1,39
02B | 54,2 | 4,9 | 40,9 | 11,44 | 420 | 2,43 | 1,77 1,37
03B | 53,9 | 4,7 | 41.4 | 12,70 | 4,17 | 2,34 | 1,83 1,28
11A | 50,9 | 4,7 | 44,4 | 12,17 | 6,70 | 4,07 | 2,63 1,55
12A | 51,9 | 4,8 | 46,0 | 11,58 | 7,77 | 4,56 | 3,21 1,42
I13A | 52,5 | 4,7 | 46,5 | 13,37 | 8,69 | 5,04 | 3,65 1,38
11B | S1,1 | 4,6 | 44,3 | 12,47 | 4,11 | 2,37 | 1,74 1,36
12B | 52,9 | 4,8 | 42,3 | 11,94 | 4,54 | 2,43 | 2,11 1,15
13B | 53,9 | 4,9 | 41,2 | 10,81 | 6,08 | 3,37 | 2,71 1,24

LMM = Lignina de madeira moida (Pilo-Veloso et al., 1993);
" Analise elementar (CHN) realizado pelo laboratdrio analitico da COPEL;

2 Teor de metoxila pelo método de Zeizel modificado (Zakis, 1994);

> Teor de hidroxila total pelo método de Barnet er al. (Zakis, 1994);

* Teor de hidroxilas alifaticas, aromaticas e relagdo OH,;/OH,,, determinado por

RMN-'H.

Conforme antecipado durante a discussdo sobre a analise centesimal, o calculo da

formula C9 também revelou que as ligninas isoladas da fragdo EPV-IA por extragio

alcalina representa uma classe distinta de ligninas e que suas respectivas estruturas

sugerem classificacdo como ligninas do tipo guaiacilica (Tabela 5). Tal evidéncia foi

também discutida quando da determinagdo do teor de metoxilas das ligninas isoladas.

Porém, a ndo caracterizag@o da relagdo GS (guaiacil:siringil) nestas ligninas ndo nos

permitiu precisar se o baixo teor de metoxilas foi decorrente de reagdes de
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desmetoxilacdo randomicas ou se unidades guaiacila (ou siringila) foram

preferencialmente degradadas durante o pré-tratamento.

Figura 33A. Extrato dos espectros de ressondncia magnética nuclear de
'H (RMN 'H) das ligninas acetiladas, relativo a regido atribuida ao
deslocamento quimico do hidrogénio de acetatos alifaticos e acetatos

aromaticos.



Figura 33B. Extrato dos espectros de ressonancia magnética nuclear de

'H (RMN 'H) das ligninas acetiladas, relativo a regido atribuida ao
deslocamento quimico do hidrogénio de acetatos alifaticos e acetatos

aromaticos.
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Tabela 5. Formula C9 das ligninas obtidas apos precipitagdo acida.

Lignina Formula C9

LMM CoH7,9002,73(OCH;3)1,50(OHati Jo.73(OHaro)o,19
02A CoHs 8003.94(OCHz)1 00(OHaii )o,50(OHaro)o,34
03A CoH7.4804 21(OCH3)0,87(OHaii )o,40( OHaro)o 31
01B CoHy7,0504,05(0OCH3)0.935( OHati )o,35( OHaro)o.26
02B CyH7,6204 22(0OCH3)0.80(OHaii Jo,51(OHaro)o.25
03B CyH7,0404.27(OCHs )0,90( OHaii )o,50(OHaro)o,24
11A CyH7,1504.64(OCHs3)0,96(OHati Jo,56(OHaro)o.36
12A CoH7,1504 28(0OCH3 )0 85( OHaii Jo.61(OHaro)o 43
13A CgHs 5303,96( OCH3)0.98( OHari )o,68(OHaro)o 49
11B CoH7,2804 67( OCH3)0,94( OHaii )0 33(0OHaro )0 24
12B CoH7.4804,46(OCH3)o,86( OHati Jo,32(OHaro )o.28
13B CoH7,5204,06(OCH3)0,76( OHati )o.43(OHaro)o 35

Com o objetivo de melhor visualizar o comportamento das OHy, OH,; € OH,o
durante o pré-tratamento, foram relacionados graficamente os teores de hidroxilas com
os tempos de residéncia no reator. Em pré-tratamentos a 200°C, os teores de hidroxilas
diminuiram com o aumento do tempo de residéncia no reator (Figura 34). No entanto,
com o aumento da temperatura de pré-tratamento de 200 para 210°C, os teores de
hidroxilas aumentaram com o aumento do tempo de pré-tratamento (Figura 34), uma
tendéncia oposta a observada anteriormente. Esta tendéncia esteve provavelmente
relacionada com a formagdo de novos grupamentos hidroxilicos, principalmente
aromaticos, através da adi¢do nucleofilica de 4gua no carbono remanescente da hidrélise
de ligagdes arnl-éter (a- e B-O-4) e/ou da perda ou hidrélise da cadeia lateral das
unidades C9 (fenilpropanoides).

O efeito das varias condigdes de pré-tratamento sobre a massa molecular da
lignina foi determinado por cromatografia de excluso (permeagdo em gel). A

distribuicio em massas moleculares de cada fragdo acetilada foi entdo monitorada
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(Figuras 35 e 36) e os resultados obtidos encontram-se apresentados na Tabela 6. A
200°C, observou-se um decréscimo na massa molecular média da lignina com o
aumento do tempo de pré-tratamento de cavacos impregnados com acido a 0,5%
(Tabela 6), provavelmente devido a reagdes de fragmentagéo com liberagdo de produtos
fenolicos. Conforme a Figura 35, tal comportamento foi também registrado nos perfis
de elui¢do obtidos por cromatografia de exlusdo, embora 0 mesmo ndo tenha sido

observado para pré-tratamentos a 200°C utilizando acido a 0,25%.

2
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Figura 34. Perfil do teor de hidroxilas das ligninas em funcdo do aumento
do tempo de pré-tratamento. Marcadores cheios, pré-tratamento a 200°C;
marcadores vazios, pré-tratamento a 210°C. Losangos, hidroxilas totais;

quadrados, hidroxilas alifaticas; circulos, hidroxilas aromaticas.

No pré-tratamento a 210°C sob ambas forgas acidas (0,25 e 0,5%), o perfil dos
cromatogramas de exclusdo foi praticamente o mesmo (Figura 36), exceto para a lignina
oriunda do pré-tratamento codificado domo 12B. Nesse caso, uma despolimerizagio

gradual da lignina foi observada ao aumentarmos o tempo de tratamento de 2 (codigo
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11B) para 3,5 min (cédigo 12B), mas, quando o material foi tratado por 5 min (codigo
13B), observou-se um ganho em massas moleculares maiores (Tabela 6) que pode estar
atribuido a reagdes de condensa¢do oriundas da formacdo de radicais livres e

combinagao destes durante o processo de pré-tratamento (Tanahashi, 1990).
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Figura 35. Perfil de elui¢do em cromatografia de permeagdo em gel das

ligninas acetiladas, obtidas apds precipitagdo acida do extrato alcalino

derivado de pré-tratamentos realizados a 200°C.

Resposta do Detector

Volume de Eluigéo (mL)

Figura 36. Perfil de elui¢do em cromatografia de permeagdo em gel das
ligninas acetiladas, obtidas apds precipitagdo acida do extrato alcalino

derivado de pré-tratamentos realizados a 210°C.
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Tabela 6. Massa molecular aparente e polidispersidade das ligninas

obtidas ap0s a precipitagdo acida da fragdo solivel em élcali (EPV-SAon).

Condicao Mw Mn Mw/Mn
02A 4386 1990 2,20
03A 5084 2194 2,32
01B 5850 2496 2,34
02B 4171 2140 1,95
03B 3758 1962 191
11A 4662 2384 1,96
12A 4027 2300 1,75
13A 4163 2335 1,78
11B 4410 2373 1,86
12B 3583 2136 1,68
13B 4321 2195 1,97

Com o objetivo de enriquecer a investigacido das propriedades das ligninas obtidas
apos pré-tratamento, e¢ de avaliar, mesmo que indiretamente, os seus graus de
condensagdo, as ligninas foram submetidas a analise térmica. Inicialmente, foi
observado que todos os eventos de perda de massa, caracterizados por analise
termogravimétrica  diferencial (DTG), foram acompanhados por reagdes de
transformagdo cuja detecgdo foi simultaneamente realizada por calorimetria de
varredura diferencial (DSC) (Figuras 37 e 38). Dada a natureza deste método analitico e
a heterogeneidade inerente ao material am analise, tais reagdes de transformacio
provavelmente envolveram uma grande variedade de fendmenos desde a perda de agua
(a temperaturas em torno de 100°C), cuja ocorréncia ndo foi registrada no grafico
devido ao baixo teor de umidade das amostras, até reagdes de cunho degradativo como
rearranjos estruturais, pirolise, condensagdo, hidrdlise e fragmentacdo. Porém, dada a
correspondéncia quase direta entre os dados de DTG e de DSC, a discussio apresentada

abaixo foi direcionada a ocorréncia de reagdes de fragmentacdo, embora outros
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fendomenos possam ter sido eventualmente envolvidos durante o processo de perda de
massa.

Os perfis de DSC das fragdes EPV-SAqy; derivadas do pré-tratamento a 200°C
(Figuras 37 e 38, a esquerda) indicaram que a fragmentacao da lignina ocorreu em duas
faixas distintas de temperatura. Isto foi mais aparente nas fragdes EPV-SAqy obtidas
apos tempos de residéncia mais longos dentro do reator (ver 03A e 03B nas Figuras 37 ¢
38, graficos a esquerda). Entretanto, ao aumentarmos a severidade do pré-tratamento
para 210°C (ver sequéncia 11A, 12A e 13A na Figura 37, grafico a direita), a lignina
registrou uma temperatura média de fragmentagdo de 4dO°C, com evidéncias de
menores indices de perda de massa na regido de 425-440°C. Portanto, o deslocamento
do perfil de fragmentaga@o foi uma clara indicagdo que a lignina sofreu hidrolise parcial
a medida que aumentou a severidade do pré-tratamento. De fato, este € um resultado
esperado pois quanto maior a fragmentagdo da lignina, mais alta a quantidade de
oligdbmeros liberada e estes oligdmeros, soluveis em alcali e de baixa massa molecular,
tém maior percentagem de ligagdes quimicas mais termoldbeis por unidades de
fenilpropano. Por outro lado, a redug@o na ocorréncia de fendmenos de transformagéo a
temperaturas superiores a 400°C sugere uma diminuig@o na contribui¢do percentual de
ligagbes quimicas mais recalcitrantes na estrutura da lignina, ou seja, uma redugdo do

grau de condensag¢éo das ligninas com o aumento da severidade.
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Figura 37. Calorimetria de varredura diferencial da fragdo solavel em

alcali (EPV-SAOH) derivada do pré-tratamento de cavacos de F.grandis

impregnados com acido a 0,25%.
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5. DISCUSSAO

As temperaturas utilizadas para o pré-tratamento foram escolhidas com base no
estudo comparativo desenvolvido por Saddler ez al. (1993), onde foi demonstrado que,
para pré-tratamentos a vapor efetuados sob catalise acida, a maior parte dos materiais
até hoje estudados apresentam boa resposta a faixa de temperatura de 200 a 210°C. Por
outro lado, o tempo de pré-tratamento foi limitado a 5 min devido ao aumento da
tendéncia a desidratagio dos carboidratos derivados das hemiceluloses, que
naturalmente ocorre com o aumento do tempo de residéncia no reator (Brownell e
Saddler, 1984; Saddler ef al., 1993), enquanto que a forca acida foi baseada nos estudos
desenvolvidos no National Renewable Energy Laboratory (Golden, CO, USA) para a
hidrolise de fitobiomassa utilizando 4cido sulfurico diluido (Schell ef al., 1991; Torget
et al., 1991, Torget e Hsu, 1994). Via de regra, a eficiéncia do pré-tratamento foi
avaliada em relagdo ao rendimento de agucares fermentesciveis no extrato aquoso, a
producédo de inibidores e/ou substancias tdxicas a processos fermentativos nesta mesma
fracao (Més-Hartree e Saddler, 1983), a recuperacdo de material fibroso na fragdo
insoluvel em agua e, finalmente, ao rendimento de extragdo alcalina da lignina a partir
deste mesmo material fibroso. Embora tais condi¢des tenham sido relativamente
satisfeitas, a heterogeneidade do processo em questdo ndo permitiu com que OS
rendimentos finais da fracdo aquosa fossem obtidos sob a mesma severidade na qual o

melhor rendimento de lignina no extrato alcalino foi obtido.

5.1. Eficiéncia obtida no pré-tratamento de cavacos de E. grandis
Os efeitos benéficos do uso de um catalisador acido durante a explosio a vapor de

materiais lignocelulésicos tem sido bem documentada na literatura. Assim, o uso de
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HNO; (Saddler es a/, 1982), SO, (Ramos et al, 1992a), H,SO, diluido (Torget er al,
1991) e H;PO, diluido (Dechamps er a/, 1996) tem sido relatado para aumentar a
recuperagdo total das fragdes pré-tratadas (incluindo agucares derivados das
hemiceluloses), assim como a susceptibilidade dos residuos insoluveis a hidrolise
enzimatica. Deve ser enfatizado que a impregnagdo acida também diminui a quantidade
de vapor requerido para o melhor pré-tratamento dos cavacos de madeira. Portanto,
pelas razées mencionadas acima, o pré-tratamento na auséncia de catalisador acido ndo
foi considerado neste estudo.

Os cavacos impregnados de £. grandis foram tratados a vapor sob uma variedade
de temperaturas e tempos de residéncia no reator para avaliar o efeito do pré-tratamento
sobre a recuperagdo de agucares no extrato aquoso e sobre a estrutura quimica da lignina
obtida apos extracdo alcalina. Houve uma diminui¢do gradual no rendimento das
fracdes tratadas a vapor a medida que condi¢des mais drasticas de pré-tratamento foram
testadas, indicativo da destruigdo parcial de carboidratos e outros componentes da
madeira e a subsequente perda parcial destes como produtos volateis (Figura 23, pagina
54).

Aumentando-se a severidade do tratamento, houve a liberacdo de maiores
quantidades de glucose nas fragdes soluveis em agua, mais uma vez indicando hidrolise
parcial de regides mais acessiveis da celulose. Estes resultados foram diferentes
daqueles obtidos anteriormente a partir de outras espécies de madeiras duras, incluindo
cavacos de E. viminalis (Ramos ef al, 1992a,b) e cavacos de E. grandis com 40 anos de
idade (Dekker ef al, 1987), demonstrando que a susceptibilidade ao pré-tratamento
depende do tipo ¢ idade da arvore, mesmo que entre arvores -pertencentes a0 mesmo

género.



De um modo geral, o aumento da drasticidade do pré-tratamento diminuiu o
rendimento de xilose e aumentou a recuperag@o de glucose na fragdo solavel em agua,
particularmente para pré-tratamentos efetuados a 210°C. No entanto, dos parametros de
severidade que controlam o pré-tratamento, o aumento do tempo de residéncia no reator
fo1 o0 que acarretou maiores perdas, particularmente no rendimento de xilose. Portanto, a
exposigdo prolongada de monossacarideos a altas temperaturas e pressdo ocasiona a
degradacio, fato que pode ser contornado pelo o aumento da forca acida. Melhorando as
condigdes de hidrolise das hemiceluloses e evitando tempos de residéncia muito
prolongados, as reagdes hidroliticas sdo favorecidas frente as reagdes de degradacgio
e/ou desidratac@o dos carboidratos, reduzindo as perdas.

Foi observado, através dos espectros de UV das fragdes EPV-SA, que a
intensidade de absor¢do a 280nm teve um aumento gradual com o aumento do tempo de
pré-tratamento. Esta absor¢do € oriunda dos compostos que foram gerados durante o
pré-tratamento através da desidratagdo das hemiceluloses e, principalmente, através da
despolimeriza¢do acida parcial da lignina. Segundo Tanahashi (1990), o pré-tratamento
a vapor gera a hidrolise das ligagdes 3-O-4 levando a formagéo de produtos secundarios

e de baixa massa molecular.

5.2. Avalia¢ao do efeito do pré-tratamento sobre as ligninas isoladas

Neste estudo, a lignina residual presente no material pré-tratado a vapor foi obtida
por extragdo alcalina. Para evitar que este isolamento acarretasse qualquer modifica¢do
estrutural, o processo de extragdo foi conduzido a temperatura ambiente, utilizando uma
solugdo alcalina diluida. A extragdo alcalina, ainda que realizada a temperatura
ambiente pelo tempo de apenas uma hora, resultou em rendimentos expressivos de

recuperacao da lignina em relac@o a fragdo insoluvel em agua. Neste aspecto, os dados
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da Figura 28 (pagina 61) revelam uma recuperagdo meédia de 80 a 90% para pre-
tratamentos realizados a 200 e 210°C. No entanto, € provavel que os rendimentos de
extragdo pudessem ser aumentados mediante um aumento da temperatura e€/ou da
concentracio da solu¢do alcalina, muito embora tais medidas inevitavelmente
conduziriam a incertezas quanto ao carater representativo das fra¢des isoladas. Por outro
lado, devido aos objetivos praticos deste trabalho, solventes de extragdo tais como 1,4-
dioxano aquoso n3o foram testados devido ao custo que tal extragdo agregaria ao
processo, quando comparado a extragao alcalina suave.

O efeito da lavagem alcalina sobre os substratos pré-tratados foi facilmente
observado nos espectros de FTIR. Por outro lado, os espectros de FTIR da fracdo
soluvel em élcali (EPV-SAou) demonstraram ser caracteristicos de ligninas técnicas
(Morais et al., 1994). Ainda que os espectros possam ter facilmente demonstrado o
curso do isolamento da lignina, nio houve uma diferenga consideravel entre os
espectros obtidos sob diferentes condigdes de pré-tratamento, razdo pela qual os dados
apresentados na Figura 30 (pagina 65) foram somente relatados para as fragdes obtidas
apds tratamento dos cavacos impregnados a 210°C por 3,5 min usando acido a 0,5%
(codigo 12B, log Ro 3,78). Entretanto, estas diferencas foram melhor observadas
através de uma analise multivariada dos espectros de FTIR (Figura 39), cujas variagdes,
para cada um dos grandes grupos, podem estar relacionadas com as modificagdes
quimicas que decorrem das diferentes condigdes de pré-tratamento.

Processos de calibragdo multivariada t€m sido utilizados com grande sucesso em
Quimica Analitica (Kateman, ef al, 1993), principalmente naqueles casos em que
precisa-se caracterizar uma mistura multicomponente, cuja informagdo analitica nio
apresenta seletividade adequada, isto ¢, quando n3o € possivel identificar os

componentes individuais de um sistema a partir da resposta instrumental.
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A analise de componentes principais (PCA) € basicamente uma técnica que
permite a redu¢do de dados, sem perda de informagdo. Neste caso particular, um sistema
multidimensional (matriz constituida pelos valores de transmitdncia em varios valores
de numero de onda) pode ser transformado num sistema de uns poucos eixos ortogonais
(componentes principais), capazes de explicar grande parte da variancia dos dados. As
novas coordenadas das amostras neste novo sistema de eixos sdo denominadas "scores”,
enquanto que o peso com que cada varidvel antiga influencia a definigio da nova
variavel é denomonada de "loadings" (Kateman, et a/., 1993). Graficando-se os "scores”
dos objetos em relag@o a cada componente principal, € possivel estudar a inter-relagdo
entre as medidas. Obviamente, amostras similares terdo um comportamento
espectroscopico similar, o que faz com que a sua relagdo com a nova componente
principal seja proxima. Nestes casos, as amostras (ou objetos) tendem a se agrupar.
Graficando-se os "loadings", € possivel determinar a contribui¢do de cada variavel
original no estabelecimento da correspondente componente principal. Altos valores de
"loadings" (positivos ou negativos) representam variaveis de importancia, enquanto que
valores préoximos de zero representam variaveis que pouco contribuem com a nova
componente principal.

Segundo Cotrim ef al. (1999), os estudos de analise de regressdo multivariada ddo
bons resultados para predizer as quantidades de celulose, hemicelulose e lignina em
madeira, assim como a quantidade de grupos funcionais na lignina baseado na absor¢io
em comprimentos ou numeros de onda especificos. Sendo assim, a dispersdo observada
para a fracdo EPV-IA na Figura 39 esta diretamente relacionada com a quantidade
relativa dos trés componentes principais do substrato celuldsico, enquanto que a

dispersdo em torno das ligninas isoladas estd relacionada com a quantidade de
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grupamentos quimicos que foram formados e/ou eliminados durante o pré-tratamento a

vapor.
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Figura 39. Analise multivariada dos dados obtidos por FTIR das fragdes
insoliiveis em agua (quadrados) e das ligninas soluveis em alcali

(asteriscos).

As diferengas quimicas existentes entre as ligninas soliveis em alcali foram
também observadas através do “loading” dos CP1 e CP2 derivados dos dados de FTIR
(Figura 40), onde observou-se que a diferenga quimica maior entre as ligninas estudadas
correspondeu ao comprimento de onda de 1150cm™. Como esta absor¢do ¢ atribuida &
deformagdo no plano da ligagdo C-H em anel aromatico, tal resultado sugere que o pré-
tratamento ocasionou uma sensivel alteragdo na quantidade de CH aromatico por
unidade C9, cuja ocorréncia estd diretamente ligada & quantidade de ligagdes
condensadas na macromolécula de lignina.

As ligninas derivadas de £. grandis foram acetiladas para que as analises de RMN
e CPG pudessem ser conduzidas. Porém, para verificar se a reagdo de acetila¢do tinha

sido bem sucedida, a regido de deformagdo axial de hidroxilas livres foi analisada no
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espectro de FTIR das ligninas acetiladas. Com efeito, a reagdo de acetilagdo acarretou
uma redugdo quase que total da banda de associagdo de hidroxilas livres, confirmando

sua eficiéncia e alto rendimento.
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Figura 40. Valores assumidos pelos componentes principais, CP1 ¢ CP2,

derivados da andlise multivariada dos dados de FTIR das ligninas isoladas.

Segundo Pil6-Veloso er al. (1993), a estrutura da lignina de madeira moida
(LMM) € considerada a mais proxima da proto-lignina existente nos cavacos.
Comparando a formula Cy das ligninas obtidas pelo pré-tratamento com a da LMM de
Eucalyptus grandis (Tabela 5, pagina 74), observou-se que os teores de metoxila e
hidroxila alifatica das ligninas explodidas a vapor sio menores que a da LMM,
mostrando uma grande modificagdo da estrutura da lignina pelo método de pré-
tratamento. Estas modificagdes podem ser derivadas de reagdes hidroliticas que levam
ao rompimento das ligagdes mais labeis da estrutura fendlica da lignina.

Relacionando os teores de hidroxila com os tempos de pré-tratamento, observou-
se que, em pré-tratamentos a 200°C, os teores de hidroxila diminuiram com o aumento

do tempo de pré-tratamento (Figura 35). Esta aparente tendéncia foi tentativamente
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atribuida a reagdes de hidrolise de ligagdes a- € $-O-4, que levaram a fragmentagdo €
solubilizacdo parcial da macromolécula de lignina e diminuiram assim a quantidade
relativa de hidroxilas na molécula (Figura 41). Porém, estas mudangas ndo puderam ser
consideradas significativas frente ao impacto acumulativo dos valores de DPR para cada
analise efetuada, desde calculos dos rendimentos de pré-tratamento até a determinagao

do teor de hidroxilas pelos métodos empregados neste trabalho.
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Figura 41. Fragmentag@o da lignina pela quebra da ligacdo $-O-4.

Segundo Tanahashi (1990), a maioria dos produtos de degradagio da lignina pelo
processo de explosdo a vapor, sdo formados a partir da quebra das ligagdes B-O-4
(Figura 42). Tais estudos foram concluidos com base em varios substratos modelo e
ligninas técnicas cuja estrutura foi considerada representativa para esta classe de
compostos organicos. Assim, frutos da degradacdo acida de modelos estruturais de
lignina, os compostos representados na Figura 42 podem ter sido igualmente

responsaveis pelo aumento da absorgdo de radiagdo ultravioleta pela fragdo solivel em
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agua, observada em fungdo do aumento da severidade do pré-tratamento (vide Figuras
26 € 27, pagina 59). Embora tais valores de absorbancia sejam indicativos valiosos da
presenga de sub-produtos de hidrdlise e desidratagio na fragdo (ou extrato) aquosa, cuja
determinacdo quantitativa pode ser efetuada com base em uma absortividade média de
13,5 L/cm.g (Fengel e Wegener, 1989), a diversidade estrutural observada dentre estes
sub-produtos compromete a interpretagdo direta dos dados quantitativos obtidos,
particularmente porque uma variagdo significativa € esperada para as suas respectivas

absortividades molares.
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Figura 42. Produtos de degradagdo dos éteres guaiacilglicerol- (R=H) e
siringilglicerol-B-guaiacil (R'=OCH;) resultantes da explosdo a vapor

(Tanahashi, 1990).
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O processo de explosdo a vapor também pode gerar a formagio de radicais livres
levando a formagéo de ligagdes mais condensadas como as do tipo B-B° (Figura 43),5-
5°, dentre outras (Tanahashi, 1990). Infelizmente, a formagdo destes tipos de ligacdo
ndo pode ser confirmada por RMN 13C devido 4 ma qualidade dos espectros obtidos. No
entanto, a presenga de tais ligagdes deve ter tido maior ocorréncia na lignina
remanescente do processo de extragio alcalina (lignina insoluvel em alcali), cuja
investigacdo ndo fez parte deste estudo. Por outro lado, a formagao destas ligacdes pode
ter sido parcialmente responsavel pela diminui¢do do teor de hidroxilas totais nas

ligninas isoladas a partir de condi¢des mais drasticas de pré-tratamento.
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Figura 43. Formacao de ligagdo 3—f' a partir de radicais livres formados

durante o pré-tratamento.

A despolimerizagio parcial da lignina pode também ser observada facilmente ao
relacionarmos os valores das massas moleculares aparente das ligninas com o grau de
severidade do pré-tratamento, representado pelo log Ro (Figura 44). Observou-se que, a
medida em que log Ro aumentou, a massa molecular aparente decresceu rapidamente
até que um valor de log Ro igual a 3,78 fosse atingido. Apds este valor, houve um

aumento na massa molecular aparente da lignina, que pode estar associado a reagdes de
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condensagdo oriundas dos radicais livres formados em pré-tratamentos sob maiores

severidades.
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Figura 44. Distribui¢do de massa molecular aparente em relagdo ao grau

de severidade (log Ro). Pré-tratamento a vapor de cavavos impregnados

com H,SO; a 0,25% (losangos abertos) € 0,5% (losangos fechados).

Conforme demonstrado anteriormente, 0 aumento da severidade do pré-tratamento
a 200°C acarretou uma diminui¢@o no teor de hidroxilas totais presente nas ligninas
isoladas (Figura 34, pagina 71). Nesta temperatura, a lignina aparentemente sofreu uma
despolimerizagdo parcial pela ruptura de ligagGes mais labeis, levando a hidrolise e
perda de cadeias laterais em mecanismo similar a uma reagdo de “peeling” (remogao de
regides ou camadas mais externas) que, de acordo com a natureza de seu mecanismo,
levou a uma comprovada diminui¢do de sua massa molecular aparente. Entretanto, esta
despolimerizagdo seletiva ocorreu até uma condig@o limite, a partir da qual houve uma
redugdo sensivel da disponibilidade de ligagdes labeis na superficie do agregado

amorfo, levando a um cerne macromolecular de maior estabilidade quimica. Tais
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circustincias foram portanto atingidas ao serem testadas condi¢cdes mais drasticas de
pré-tratamento, ou temperaturas de pré-tratamento da ordem de 210°C, quando a propria
massa molecular aparente da lignina ja ndo apresentou variagdes significativas, exceto
para o experimento 13B (log Ro = 3,94) onde um aumento deste pardmetro foi
observado. Tal aumento foi atribuido ao inicio de uma preponderancia relativa de
acoplamentos radicalares, a partir do que a lignina apresentaria um aumento gradativo
de sua massa molecular aparente em fung¢@o da maior drasticidade do pré-tratamento.
Infelizmente, drasticidades superiores a esta ndao foram testadas neste estudo.

Mas, como justificar o aumento do teor de hidroxilas totais a medida que houve
um aumento na severidade do pré-tratamento a 210°C? Nestas condigdes, as reagdes de
despolimeragdo da lignina passaram a ser desfavorecidas em favor da quebra de
liga¢Ges cuja hidrélise exigia maior energia de atiyagﬁo. Tais ligagdes podem ser
representadas pela desmetoxilagdo de nlcleos aromaticos seguida por adigdo
nucleofilica de uma molécula de agua (ou seja, diminui¢do do teor de metoxilas por
unidade C9 com o subsequente aumento do teor de hidroxilas aromaticas da
macromolécula), pela quebra de ligagdes mais complexas como sub-estruturas do tipo
3—B e/ou pinoresinolicas, ou mesmo pela quebra de ligagdes 3-O-4 mais internalizadas
na estrutura ou eventualmente envolvidas em sub-estruturas mais condensadas como as
fenilcumaranicas. Nestes casos, o aumento da severidade ndo mais acarretaria um
aumento na liberagdo de oligdmeros soluveis em agua, seja na forma livre ou associada
a carboidratos (complexos lignina-carboidrato), mas sim no aumento do teor de
hidroxilas totais (alifaticas e aromaticas) sem maiores redugdes na massa molecular
aparente da lignina.

A analise das ligninas por calorimetria diferencial de varredura também permitiu

visualizar o curso da despolimerizagdo parcial da lignina (Figuras 37 e 38, pagina 79). A



temperatura maxima de degradag@io térmica das ligninas-isoladas decresceu com o
aumento do grau de severidade do pré-tratamento, representado pelo log Ro (Figura 45).
Tal comportamento foi consistente com as tendéncias observadas para com a massa
molecular aparente das ligninas, pois macromoléculas de menor massa molecular e com
maior teor em hidroxilas totais deveriam ter um corportamento fisico-quimico
diferenciado, “queimando” a temperaturas menores € evidenciando a ocorréncia de sub-
estruturas mais termolabeis em func¢@o do maior teor de oxigénio por unidade C9.

Outras observagdes experimentais oferecem suporte as consideragdes dispostas
nos paragrafos acima: (a) de acordo com os paragrafos anteriores, a massa molecular
aparente das ligninas deveria decrescer com a severidade do pré-tratamento, e isto foi
confirmado através dos dados da Figura 44; (b) sendo as variagdes no teor de hidroxilas
totais uma decorréncia de variagdes no grau de condensacdo, a analise multivariada dos
dados obtidos por FTIR deveria ter demonstrado grande variabilidade na presenga de
sub-estruturas deste tipo em cada lignina isolada (e.g., nimero de hidrogénios
aromaticos por unidade C9), conforme demonstrado na Figura 39; e (c) se, ao
aumentarmos a temperatura de pré-tratamento de 200 para 210°C (aumento da
severidade), houvesse um aumento relativo na hidrdlise de ligagdes aril-éter menos
acessiveis, a relagdo OHali/OHaro deveria ter diminuido ao longo de cada série de pré-

tratamento, conforme demonstrado na Tabela 4 (pagina 71).
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Figura 45. Temperaturas maximas de decomposi¢do térmica, observadas
para cada lignina isolada em relagido ao grau de severidade (log Ro). O
pré-tratamento foi realizado a partir de cavavos impregnados com H,SO,
a 0,25% (marcadores fechados) e 0,5% (marcadores abertos). Condigdes:

200°C (quadrados) e 210°C (losangos).

94



95

CONCLUSOES



96

6. CONCLUSOES

Conforme ja demonstrado para outros tipos de fitobiomassa, o pré-tratamento a
vapor se mostrou bastante eficiente na separagdo dos trés principais componentes da
madeira, celulose, hemicelulose e lignina, assim como na recuperagdo de cada um deles
em bom rendimento.

Maiores tempos de residéncia dentro do reator, particularmente sob condi¢coes
mais drasticas do pré-tratamento (maiores severidades), resultaram em uma maior
quantidade de glucose liberada da fragdo hidrossolivel, menor recuperacdo de
hemicelulose hidrolisada e rendimentos de lignina superiores a 100%. O melhor
rendimento de recuperacdo da xilose (aproximadamente 70%) foi obtido apds pré-
tratamento dos cavacos impregnados com H,SO; a 0,5% por 2 min a 210°C.

O pré-tratamento seguido de lavagem alcalina resultou na obtencdo de ligninas
com propriedades quimicas diferenciadas, dependendos da condigdes de pré-tratamento
utilizadas. Estas diferencas foram conseqiiéncia de reagdes de condensagdo e de
hidrélise, cuja caracterizagdo foi efetuada a partir de andlises fisico-quimicas que
possibilitaram a avaliagdo dos efeitos decorrentes do aumento da severidade do pré-
tratamento.

Das observacdes praticas mais conclusivas, relacionadas ao efeito do pré-

tratamento sobre a estrutura da lignina, destacam-se:

e A extragdo alcalina, ainda que realizada a temperatura ambiente pelo tempo de
apenas uma hora, resultou em rendimentos de recuperagdo bastante
expressivos, da ordem de 80 a 90% em relagdo ao peso seco da fragdo

insoluvel em 4gua;
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¢ Todas as fragdes ligninicas isoladas apresentaram baixo teor de carboidratos, o
que simplificou a analise quimica devido as possiveis interferéncias que
contaminantes deste tipo poderiam exercer,

e A analise multivariada dos dados de FTIR indicaram que a maior
diferenciacdo quimica dentre as ligninas isoladas correspondeu a quantidade
de ligagdes condensadas (menor quantidade de CH aromatico) por unidade
C9;

e O aumento da severidade do pré-tratamento a 200°C acarretou uma
diminuigdo no teor de hidroxilas (totais, alifaticas ¢ aromaticas) presente nas
ligninas isoladas, enquanto que, para pré-tratamentos efetuados a 210°C, o
efeito foi reverso;

e A massa molecular aparente decresceu rapidamente com o aumento da
sevendade, até que um valor de log Ro igual a 3,78 fosse atingido, a partir do
qual foi observado um aumento que esteve provavelmente associado a reagdes
de condensagio,

e A temperatura maxima de degradac@o térmica das ligninas 1soladas decresceu

com o aumento do grau de severidade do pré-tratamento.

Como perspectivas futuras, as ligninas obtidas por explosdo a vapor serdo testadas
(a) como substratos quimicamente definidos para caracterizagdo do mecanismo de a¢do
de enzimas oxidativas, (b) como matéria-prima para obtencdo de novos materiais
poliméricos com propriedades surfactantes e/ou emulsificantes e (¢) como matrizes para

adsor¢@o seletiva de metais pesados.
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ANEXDOS



Lig-1-H1
expl stdlh

SAMPLE DEC. & VT

date Apr 23 98 dfrg 300.063
solvent CPCI3 dn H1
file exp dpwr 17

ACQUISITION dof 0
strq 300.063 dm nnn
tn H1 dmm [
at 2.495% dmf 200
ng 16896 temp 5.0
sw 3385.9 PROCESSING
th 2000 0.30
bs 16 wtfile
tpwr 51 proc ft
Pw 6.8 fn 16384
d1 1.000
tof 3?5.3 werr
nt 64  wexp
ct 64 whbs
alock n wnt
gain not used
il n
in n
dp y

DISPLAY

sp -54.2
wp 2742.7
vs 268
sc 0
we 250
hzmm 10.97
is 15000.00
rfl 238.9
rfp 0
th 20
ins 1.000
nm cdc ph

o)

e — e — et o e e e ————
T T T T ‘ "0 T T ] T T T l T T T ] T T T T T T T l T T T T T T T l T |
8 7 6 5 3 1 ppm
— T 1 1L T |ﬁ__r_____._1 L 1] T . —db T It ¥ 1 I I
20.57 10.39 17.96 100.62 52.07 82.94
46.14 59 34.56 11.77 .05 30.35

~
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Lig-2-H1
expl stdlh
SAMPLE DEC. & VT
date May 4 98 dfrg 300.063
solvent cbCc13 dn H1
file exp dpwr 17
ACQUISITION dof 0
sfrg 300.063 dm nnn
tn H1 dmm c
at 2.495 dmf 200
np 16896 temp 25.0
sw 3385.9 PROCESSING
b 2000 1b 0
bs 16 wtfile
tpwr 51 proc ft
pw 6.8 fn 16384
dl 1.000
tof 375.3 wers
nt 64 wexp
ct 64 whs
alock wnt
gain not used
FLAGS
il n
in n
dp Y
DISPLAY
sp -31.4
wp 2661 .2
vs 29814
sC 0
wc 250
hzmm 10.64
is 15000.00
rfi 238.1
rfp V]
th q
ins 1.000
ai ph
T T T I T T T T T T T T [ T T T T [ T T T T I T T T T T
8 7 6 5 4 3
| E— T 1 | S— 1 L T 1 1 0 T 1 T | — T
16.37 9.06 14.69 97.23

42.85 7.59 26.81 45.35

~
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Lig~3-Hl

expl stdlh

SAMPLE
date May 6 98
solvent cDCi3
file exp

ACQUISITION

sfrg 300.063
tn H1
at 2.4495
np 16896
sw 3385.9
fh 2000
bs 16
tpwr 51
pw 6.8
dl 1.000
tof 375.3
nt 64
ct 64
alock n
gain not used

FLAGS
il n
in n
dp y

DISPLAY
sp -31.0
wp 2557.5
Vs 863
scC 0
wc 250
hzmm 10.23
is 15000.00
rfil : 237.7
rfp 0
th q
ins 1.000

nm  cdc ph

DEC. & VT
dfrqg 300.063
dn H1
dpwr 17
dof 0
dm nnn
dmm c
dmf 200
temp 25.0
PROCESSING
0.30
wtfile
proc ft
n 16384
werr
wexp
whs
wnt

o /

9.13 33.18 a7 .20 76.63

~
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Lig-4-Hl
expl stdlh

SAMPLE
date May 7 48
solvent cpci3
file ex

ACQUISITION

sfrg 300.063
tn H1
at 2.495
np 16896
Sw 3385.9
fh 2000
bs 16
tpwr 51
pw 6.8
dl 1.000
tof 375.3
nt 128
ct 128
alock n
gain not used

FLAGS
il n
in n
dp Yy

DISPLAY
sp ~53.3
wp 2742.7
vs 1249
sC ¢
we 250
hzmm 10.97
is 15000.00
rfl 238.1
rfp [}
th q
ins 1.000

nm cdc ph

DEC. & VT
dfrg 300.063
dn H1
dpwr 17
dof 0
dm nnn
dmin c
dmf 200
temp 25.0
PROCESSING
1b 0.30
wtfile
proc ft
fn 1638
werr
wexp
whs
wnt

70.04

~
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Lig-5-H1 -

DEC. & VT
dfrq 300.063
dn H1
dpwr 17
dof 0
dm nnn
dmm c
dmf 200
temp 25.0
PROCESSING
b 0.30
wtfite
proc t
fn 16384
werr
wexp
whs
wnt

/.

ijf’/\\

P

e e

expl stdlh

SAMPLE
date May 8 98
solvent cncl3
“1le exp

ACQUISITION

sfrog 300.063
tn H1
at - 2.485
np 16846
sw 3385.9
b 2000
bs 16
tpwr S1
pw 6.8
dl 1.000
tof 375.3
nt 64
ct 64
alock
gain not used

FLAGS
il n
in n
dp N4

DISPLAY
sp -38.9
wp 2727.8
vs 702
sc 0
we 250
hzmm 10.91
is 15600.00
rfl 238.1
rfp 0
th ]
ins 1.000
nm cdc ph

T T T I T
8

T
16.59 §.25

~
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Lig-6-H1
expl stdlh

BEC. & VT
dfrqg 300.063
dn H1
dpwr 17
dof 0
dm nnn
dmm [
dmf 200
temp 5.0
PROCESSING
Ih 0.30
wtfile
proc ft
fn 16384
werr
wexp
whs
wnt

SAMPLE
date May 10 98
solvent cpCli3
file ex

ACQUISITION

sfrg 300.063
tn H1
at 2.445
np 16896
sw 3385.9
b 2000
bs 16
tpwr 51
pw 6.8
dl 1.000
tof 375.3
nt 128
ct 128
alock n
gain not used

FLAGS
il n
in n
dp ¥

DISPLAY
sp -15.7
wp 2609.6
vs 1138
sC 0
we 250
hzmm 10.44
is 15000.00
rfl 237.3
rfp 0
th 4
ins 1.000
nm cdc ph

e
L T ] T T
8
11.69

~
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Lig-7-H1

expl stdlh

SAMPLE DEC. & VT
date May 11 88 dfrq 300.063
solvent cpel13 dn H1
file exp dpwr 17

ACQUISITION dof 0

sfrg 300.063 dm nnn
tn H1 dmm c
at 2.435 dmf 200
np 16836 temp 25.0
sw 3385.9 PROCESSING
fb 2000 1b 0
bs 16 wtfile
tpwr 51 proc ft
pw 6.8 fn 16384
dl 1.000
tof 375.3 werr
nt 128 wexp
ct 128 wbs
alock n wnt
gain not used

FLAGS
il n
in n
dp Y

DISPLAY
sp -30.6
wp 2498 .4
vs 1149
scC 1]
wce 250
hzmm 9.99
is 15000.00
rfl 237.3
rfp 0
th a
ins 1.000
nm cdc ph

L ,Nﬂ,,u/u,//’ \J\\\““/»H\VM
T r T T T T ' T T T T ‘l T T ( T T T ‘ T T ’ T T T T }7 T T T T ‘
8 7 6 5 3 2 1 ppm
L . L . " . TS L . . . In i T . i . n 4
18.10 12.82 22.41 118.60 §6.27 18.33
53.11 10.52 31.88 48.94 7%.88 8.15

~
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Lig-8-Hl
expl stdlh

SAMPLE DEC. & VT

date Hay 12 48 dfrg 300.063

solvent CDCI3 dn H1
file exp dpwr 17

ACQUISITION dof 0

sfrq 300.063 dm nnn
in H1 dmm [
at 2.435 dmf 200

np 16896 temp 25.0

sw 3385.9 PROCESSING

b 2000 1b 0.30

bs 16 wtfile
tpwr 51 proc ft

pw 6.8 fn 16384
dl 1.000
tof 375.3 werry

nt 64 wexp

ct 64 wbs
alock n wnt
gain not used

Ft

1 n

in n
dp y

DISPLAY

sp -60.4
wp 2653.8
vs 616

scC 0
we 250
hzmm 10.62

s 15000.00
rfl 237.7
rfp 0
th

ins 1.000
nm cdc p

T T T T T T T T T i T T T T ¥ I i T T T T T T T T T T T T i
8 7 b 5 3 2 1 ppm
! T J L T 1 T JL T r T T 1L T It T ) I— T 1L T IL )
16.21 11.38 17.87 94.98 19.33 17.22
45.68 .26 30.02 16.22 67.83 6.88

~
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Lig-9-H1

expl stdlh
SAMPLE DEC. & VT
date May 19 98 dfrq 300.063
solvent CDC13 dn H1
file exp dpwr 17
ACQUISITION dof 0
sfrq 300.063 dm nnn
tn H1 dmm c
at 2.495 dmf 200
np - 16896 temp 25.0
sw 3385.9 PROCESSING
th 2000 1b 0.30
bs 16 wttile
tpwr 51 proc ft
pw 6.8 fn not used
a1 1.000
tof 375.3 werr
nt 128 wexp
ct 128 whs
alock n wnt
gain not used
FLAGS
il n
in n
dp Y
DISPLAY
sp -76.7
wp 2705.7
vs 1682
sC 1)
wc 250
hzmm 10.82
is 15000.00
rfi 233.1
rfp 0
th 4
ins 1.000
nm cdc ph
— / Q
T T ‘ T T T T l T T T T T T T "—-'—r T T l T T T T I T 1 T T l T
8 7 6 3 2 1 ppm
[ T L ¥ T HA_,,—. ) -/ T T N —— . T 1 T I - i1 J
16.89 .83 15.80 98.98 §52.32 18.91
44,53 .26 28.61 A7 .92 71.34 8.78

~
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Lig-10-H1
expl stdlh

SAMPLE
date May 20 98
solvent cpC13
tile exp
ACQUISITION
sfrg 300.063
tn H1
at 2.445
np 16896
sw 3385.9
fh 2000
bs 16
tpwr 51
pw 6.8
dl 1.000
tof 375.3
nt 128
ct 128
alock
gain not used
n
in n
dp Yy
01ISPLAY
sp -16.8
wp 2564.9
vs 2851
scC 0
wC 250
hzmm 10.26
is 15000.00
rfl 238.5
rfp 0
th a
ins 1.000

nm cdc ph

DEC. & VT
dfrg 300.063
dn H1
dpwr 17
dof 0
dm nnn
dmm c
dmf 200
temp 25.0
PROCESSING
b 0.30
wtfile
proc ft
fn 16384
werr
wexp
whs
wnt
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Lig-11-H1

expl stdlh

SAMPLE DEC. & VT
date May 19 98 dfrg 300.063
solvent CDCI3 dn H1
file ex dpwr 17

ACQUISITION dof 0

sfrq 300.063 dm nan
tn Hl dmm c
at 2.495 dmf 200
np 16896 temp 25.0
sw 3385.9 PROCESSING
h 2000 1 0.30
bs 16 wtfile
tpwr 51 proc ft
pw 6.8 ftn 16384
dl 1.000
tof 375.3 werr
nt 128 wexp
ct 128 wbs
alock n wnt
gain not used

FLAGS
il n
in n
dp

DISPLAY
sp -46.3
wp 2661 .2
Vs 29798
sC 1]
we 250
hzmm 10.64
is 15000.00
rfl 238.5
rfp 1]
th q
ins 1.000
nm cdc ph

,n\_~w_~_’gy~,—~’//vﬁ//
I L A A T T T T T T 1
8 4
18.54

~

g¢1 ouswiradxa op epearsap ‘(1[eo[e wa [9an[os eurudi) HOYS-Add OVIVYA



