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RESUMO

GUIMARAES, Cleide Castro Justino, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2013. Determinacao da relacao siringila/guaiacila de lignina de Eucalyptus
spp- por pirdlise analitica. Orientador: Luiz Claudio de Almeida Barbosa.
Coorientadores: Jorge Luiz Colodette e Paulo Henrique Fidéncio

Durante a polpagéo Kraft e o branqueamento subsequente da polpa, a quase
totalidade da lignina é removida. Portanto, o conhecimento da quantidade e
qualidade da lignina, celulose e hemiceluloses da madeira € de grande
importancia para uma boa previsdo do rendimento total do processo de extracao
da celulose e da qualidade do produto final. Sabe-se que a composi¢ao da lignina
em relacdo as quantidades de unidades siringila (S) e guaiacila (G) pode afetar a
eficiéncia da polpagéo kraft. A relagédo siringil/guaiacil (S/G) foi determinada em
madeiras de clones de Eucalyptus cultivados na regido de Guanhaes do estado
brasileiro de Minas Gerais por pirélise acoplada a cromatografia gasosa e a
espectrometria de massas (Pi-CG/EM). As amostras foram pirolisadas a 550 °C e
39 compostos foram identificados, sendo 14 derivados de carboidratos e 25
derivados de lignina. A relagdo siringil/guaiacil foi calculada com base nos valores
de area dos sinais registrados no pirograma; e comparada com o resultado obtido
pelo método de oxidacdo alcalina com nitrobenzeno. Os calculos da relagédo S/G
foram realizados considerando o0 grupo de marcadores Guaiacol;
4-metil-1,2-Benzenediol; 4-vinil guaiacol; Vanilina; Eugenol; Isoeugenol; como
marcadores do tipo guaiacil e os compostos Metoxieugenol; cis-4-propenilsiringol;
Siringaldeido; 4-vinilsiringol e trans-4-propenilsiringol como marcadores do tipo
siringil. Estes marcadores foram utilizados na analise das componentes principais,
separando os clones e identificar os compostos responsaveis na separacao e
observar a similaridade dos picos dos compostos por andlise hierarquica por
agrupamento. O modelo gerado apresentou uma equacado com coeficiente de
correlagcéao eficiente para predizer o resultado de S/G pela técnica de pirdlise. A
metodologia proposta empregando os marcadores de lignina mostrou-se util na

Xi



determinacéo da relagao S/G em madeiras de eucalipto por Pi-CG/EM, em fungéo
da rapidez de andlise e do consumo de pequenas quantidades de amostras.
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ABSTRACT

GUIMARAES, Cleide Castro Justino, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July
2013. Determination of syringyl/guaiacyl lignin ratio in Eucalyptus spp. with
analytical pyrolysis. Adviser: Luiz Claudio Barbosa de Almeida. Coadvisers:
Jorge Luiz Colodette and Paulo Henrique Fidéncio

During Kraft pulping and subsequent pulp bleaching, almost all of the lignin is
removed. Therefore, it is important to know about quantity and quality of lignin,
cellulose and hemicellulose in the wood to predict the pulp extraction process and
the final product’s quality with good precision. It is known that the lignin
composition concerning the amounts of syringyl units (S) and guaiacyl (G) can
affect the efficiency of kraft pulping. Syringyl/guaiacyl ratio (S/L) was determined in
Eucalyptus clones, grown in Guanhaes region, Minas Gerais state, by pyrolysis
coupled to gas chromatography and mass spectrometry (Py-GC/MS). Samples
were pyrolyzed at 550 ° C and 39 compounds were identified - 14 derived from
carbohydrates and 25 derived from lignin. Syringyl/guaiacyl ratio was calculated
based on area values of the signals recorded in the pyrogram and compared with
the results obtained by nitrobenzene alkaline oxidation method. Guaiacol,4-methyl-
1,2-Benzenediol, 4-vinyl guaiacol, vanillin, eugenol and Isoeugenol were used as
guaiacyl type markers and Metoxyeugenol; cis-4-propenylsyringol, syringaldehyde,
4-vinylsiyringol and trans-4-propenylsyringol as syringyl type markers to perfom
S/G ratio calculations. These markers were used in the analysis of the main
componentes, which can separate the clones and identify the compounds
responsible for the separation and observe the similarity of the peaks of the
compounds for analysis by hierarchical clustering. The proposed methodology
using lignin markers was proved useful in determining the S/G ratio in eucalyptus
wood by Py-GC/MS, insofar as the analysis speed and the small amounts of

samples consumption.
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1 INTRODUCAO

A industria de papel e celulose tem valor econémico significativo no cenario
mundial, sendo o Brasil um dos principais representantes do setor. A producao
nacional, principalmente de fibra curta, € predominantemente de Eucalyptus (mais
de 85% do total), e a posicdo de destaque no mercado mundial foi alcangada
gracas a elevada produtividade das florestas nacionais de espécies do género
Eucalyptus e a alta qualidade dessa madeira (ALVES et al., 2011).

Essas espécies se adaptaram muito bem no pais, apresentando matéria-
prima com caracteristicas adequadas. O desenvolvimento nacional nas areas de
silvicultura de florestas plantadas e de producao de polpa celulésica permitiu que o
Brasil se transformasse em um dos maiores exportadores, sendo as principais
espécies utilizadas o E. grandis, E. saligna, E. urophylla e hibridos de E. grandis x
E. urophylla (DUARTE, 2006).

Além das espécies citadas, outra de introdugdo recente no pais, a
Eucalyptus globulus, ganha destaque pelas caracteristicas favoraveis na
transformacao de madeira em polpa celulésica. Uma dessas caracteristicas é o
maior conteudo de suas unidades estruturais siringila em comparagao as guaiacila
em suas ligninas (MARCELO, 2007), fator extremamente importante no que diz
respeito ao rendimento de polpa e deslignificagdo da mesma.

A lignina, cujo principal aproveitamento € como fonte de energia (a partir da
queima) (PILO-VELOSO et al., 1993), é um constituinte cuja abundancia na
madeira pode variar de 15 a 30%, dependendo da espécie vegetal. Trata-se de
um componente bastante complexo, o que dificulta sua caracterizacao e justifica a
constante busca por métodos analiticos rapidos e sensiveis para determinacao de
sua composicao estrutural. Um melhor entendimento de seu comportamento no
processo de fabricacdo de polpa € determinante durante a selecdo de clones,
otimizacao dos procedimentos e qualidade do produto final, assim como a reducéo
de impacto ambiental causado pelo setor industrial (MARCELO, 2007).



As moléculas que formam a lignina apresentam diferencas estruturais,
principalmente a relagdo entre as unidades siringila e guaiacila, essas
caracteristicas intrinsecas apresentam informacdes para processo de selecao de
clones para a obtencdo de arvores com maior qualidade para a extracdo de
celulose. Com isso, torna-se necessario o desenvolvimento de técnicas analiticas
capazes de determinar com rapidez e sensibilidade as unidades estruturais da
lignina.

Métodos geralmente utilizados sdo a oxidacdo com permanganato, a
oxidacdo alcalina com nitrobenzeno, a tioaciddlise a espectroscopia no
infravermelho e ressonancia magnética nuclear. Algumas desvantagens em
relacdo aos métodos citados é a demora no preparo de amostra e/ou dificuldades
em determinar precisamente a composicao da lignina devido a problemas de
sensibilidade e resolugcédo de espectros (NUNES, 2008).

A pirdlise analitica € uma técnica de caracterizagcdo de determinado
material, na auséncia de oxigénio, pelas reacdes de degradagado quimica induzida
por energia térmica. Esse processo resulta em um conjunto de pequenas espécies
moleculares, as quais sao separadas, normalmente, em um cromatografo a gas. O
cromatograma obtido a partir da separacao dos produtos de pirdlise é denominado
de pirograma (IRWIN,1979; TSUGE e OTHANI, 2002).

Através dos dados obtidos em analises por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas e a pirdlise analitica Pi-CG/EM € possivel realizar
estudos de classificagdo de amostras com base no teor de varios compostos
produtos de pirdlise (YOKOI et al., 2001;DEL RIO et al., 2001).

Métodos para caracterizacdo da lignina de Eucalyptus por Pi-CG/EM tem
sido relatados e propostos e resultados promissores tém sido obtidos (SILVA,
2006; MARCELO, 2007; NUNES, 2008).

Nesse contexto, 0 objetivo desse trabalho €& aplicar e aprimorar a
metodologia de determinagao de relagao siringil/guaiacil em amostras de eucalipto
utilizadas na producéo de polpa celulésica pela empresa CENIBRA — Celulose
Nipo-Brasileira por Pi-CG/EM, levando em consideracdo o método de oxidacao

alcalina com nitrobenzeno, como método de referéncia; e, através da Analise das



Componentes Principais — PCA, realizar analise dos dados visando sua redugéo,
eliminacdo de sobreposi¢oes e a escolha da forma mais representativa de dados a
partir de combinacdes lineares das variaveis originais com o0 objetivo de
caracterizar alguma classificagdo das amostras com base na composicdo da
lignina.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Composicao quimica da madeira

A madeira € um material heterogéneo, sendo sua variabilidade estrutural e
quimica refletida numa ampla gama de propriedades fisicas, tais como: densidade
permeabilidade; comportamento quanto a capilaridade; condutividade térmica;
difusdo da agua de impregnacao, entre outras. O arranjo de seus componentes
fisicos (macroscépicos, microscopicos, ultramicroscépicos) e quimicos define a
estrutura lenhosa como uma engenhosa organizac¢ao arquitetdnica da madeira.

As células da madeira sao constituidas por macromoléculas de
polissacarideos (celulose, hemicelulose) e lignina. Outros constituintes
intercelulares da madeira sdo 0s compostos de massa molecular baixa, que, em
geral, estdo depositados fora das paredes das células e sdo denominados
genericamente de extrativos. Algumas substancias sollUveis em agua, como 0s
sais inorganicos, também estdo presentes na madeira (SCHWANNINGER e
HINTERTOISSER, 2002).

Embora diversas partes de plantas, como folhas e frutos, além de fibras de
origem mineral e animal possam ser utilizadas para producao de celulose e papel,
por motivos econémicos, estratégicos e ambientais a maioria da industria se
concentra no uso do tronco, ou lenho das arvores (D’ALMEIDA, 1988).

Devido a importancia dessa matéria-prima e o papel que ocupa na
economia de muitos paises e regides, entre muitos estudos realizados para o
conhecimento necessario a otimizagdo de seu uso, encontra-se a anatomia da
madeira’, através da qual é possivel estabelecer uma compreensdo inicial para
outros estudos e etapas mais avangadas nos diversos processos que resultam na
celulose e no papel (GUIMARAES, 2006).

T'As primeiras referéncias sobre a Anatomia vegetal sao atribuidas a Teofrasto (369-202 a.C).
<http://www.conhecendoamadeira.com/anatomia.php>
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2.1.1 Celulose

A celulose, material organico mais abundante existente na terra, € o
principal componente da parede celular. E proveniente da deslignificagdo parcial
ou total da matéria-prima vegetal utilizada, e sua estrutura (Figura 1) apresenta
subunidades de B-D-glicose, unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B(1-4) com

alto grau de polimerizagao.

OH
HO-, \/HNG \

™~ ] HO_
(H,0H

unidade de celobiose

Figura 1. Parte da estrutura quimica parcial da celulose (SILVERIO, 2008).

Na parede celular da planta, as cadeias moleculares da celulose sao
dispostas em microfibrilas, em varios niveis de magnitude. Ela é considerada o
sistema de nivel mais alto, constituida por longas cadeias de celulose que ajudam
a compor sua estrutura. As menores unidades, chamadas de “fibrilas
elementares”, possuem diametro de cerca de 30 A, sdo densamente empacotadas
em unidades maiores (aproximadamente 120 um de diametro), formando
estruturas muito rigidas (RAUVANTO, 2010; GOMES, 2007; MARCELO, 2007).

Scallan e Tigerstrém (1992 apud RAUVANTO, 2010) sugeriram um modelo
para o arranjo fibrilar (Figura 2) onde microfibrilas de celulose fornecem o
esqueleto da parede celular por ligacées de hidrogénio entre as fibras, e poros
oriundos da estrutura formada sé@o preenchidos com lignina e hemicelulose.



t_. Hemicelulose

Celulose

Figura 2. Modelo de estrutura da parede celular (Scallan e Tigerstrém, 1992 apud
RAUVANTO, 2010).

Moléculas de celulose sdo completamente lineares e tem forte tendéncia
para formar ligacbes de hidrogénio com as moléculas adjacentes e com outros
compostos presentes na polpa, como as hemiceluloses. Além das ligacdes de
hidrogénio ocorrem também interacdes eletrostaticas mais fracas principalmente
entre os planos formados no encadeamento das microfibrilas. As ligacdes de
hidrogénio e as interacdes eletrostaticas ocorrem devido a presenca de grupos
hidroxila e hidrogénios na molécula da celulose. Feixes de moléculas de celulose
se agregam na forma de microfibrilas na quais regides altamente ordenadas
(cristalinas se alternam com regides amorfas). As microfibrilas constroem fibrilas e
estas constroem as fibras celulésicas. Como consequéncia dessa estrutura fibrosa
a celulose possui alta resisténcia a tracdo e é insollvel na maioria dos solventes.

Estudos realizados por meio de microscopia eletronica demonstram que as
células da madeira madura consistem de varias camadas de parede celular
cercadas por uma substancia intercelular amorfa.

Entre as células existe uma regido chamada Lamela Média Composta que
contém principalmente lignina, substéncias pécticas e carboidratos néo
celulésicos. A parede primaria (P) que é bastante delgada (0,1 - 0,2um) contém
uma rede desorganizada de microfibrilas de celulose que ocorrem ao acaso,
embebidas em uma matriz que por muitos anos foi considerada como sendo
constituida de pectinas amorfas e hemiceluloses sem nenhuma orientacédo
estrutural. Entretanto, estudos mais recentes demonstram que as hemiceluloses
sdo parcialmente orientadas. Imediatamente abaixo da parede primaria esta a
parede secundéaria a qual compreende praticamente toda a parede celular. A
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parede secundaria é dividida em trés camadas chamadas de Si, S, € S3. A
camada externa (Si) tém de 0,1- 0,3um de espessura e as microfibrilas estao
orientadas de maneira cruzada. A camada S, € a mais espessa, tendo 1-5um e é
responsavel pela maior parte do volume da parede secundaria. As microfibrilas da
camada S, sdo orientadas quase que paralelamente ao eixo da fibra. Na finissima
camada Ss (0,1um) as microfibrilas sdo orientadas na forma de uma hélice na
direcao transversal (Figura 3). A parte mais interna da parede celular consiste da
chamada camada verrugosa muito provavelmente formada de fragmentos do
protoplasma.

A distribuigado da lignina, celulose, hemiceluloses e pectina na lamela média
nas fibras de madeira € muito heterogénea. Estudos recentes indicam que

aproximadamente 70-90% da lamela média é constituida de lignina.

mediana

Figura 3. Constituicdo da parede celulésica



2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose ¢é um heteropolissacarideo  responsavel por
aproximadamente 20-30% da massa seca da madeira, cuja principal funcdo é
proporcionar sustentacdo a parede celulésica. Ela é formada por ligagoes
glicosidicas entre diferentes monossacarideos, tais como: §-D-xilose, B-D-manose,
B-D-galactose, B-D-glicose, a-L-arabinose e os acidos 4-O-metil-a-D-glicurénico,
B-D-galacturénico e a-D-glicurénico (PENG et. al. 2012).

Em madeiras de angiospermas, a componente principal da hemicelulose é
a glicuronoxilana (Figura 4-A), enquanto para gimnospermas € a galactomanana
(Figura 4-B) (MARCELO, 2007).

(A) COOH

0
OH
CH0 0
H OH
0 o] o .
0 0 . Py
oac )~ X VH OH @ OH
d o

OH H OAe

(B) Ho 0

Figura 4. Estrutura quimica parcial das hemiceluloses: A) O-acetil-4-O-
metilglicuronoxilana; B) O-acetil-galactoglicomanana (MARCELO,
2007).
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As hemiceluloses estdo associadas a celulose e a lignina nos tecidos
vegetais, enquanto que a celulose é formada pela repeticdo da mesma unidade
monomeérica, nas hemiceluloses aparecem varias unidades de acgucares
diferentes, de 5 ou 6 atomos de carbono. Deve-se sempre lembrar que o termo
hemicelulose ndo designa um composto quimico definido, mas sim uma classe de
componentes poliméricos presentes em vegetais fibrosos, possuindo cada
componente propriedades peculiares. Como no caso da celulose e da lignina, o
teor e a proporcao dos diferentes componentes encontrados nas polioses de
madeira variam grandemente com a espécie e, provavelmente, também de arvore
para arvore.

As hemiceluloses sao responsaveis por diversas propriedades importantes
das pastas celuldsicas. Devido a auséncia de cristalinidade, sua baixa massa
molecular e sua configuracao irregular e ramificada, as hemiceluloses absorvem
agua facilmente. Este fato contribui para: o intumescimento, a mobilidade interna e
0 aumento de flexibilidade das fibras, a redugéo do tempo e da energia requeridos
no refino de pastas celuldsicas, e o0 aumento da area especifica ou de ligacao das
fibras.

Outra influéncia das hemiceluloses nas propriedades das fibras de pastas
celulésicas pode ser observada na secagem. As hemiceluloses, sendo amorfas e
adesivas por natureza, tendem, na secagem, a perder sua elasticidade. Nesse
processo elas endurecem e tornam-se inacessiveis a 4gua e aos agentes comuns
de intumescimento, estendendo esta caracteristica as fibras, que se tornam
menos susceptiveis ao intumescimento e refino, quando secas.

A plasticidade e a grande éarea superficial, decorrentes da presenca de
hemiceluloses na superficie e no interior da fibra, levam a um aumento do contato
fibra-fibra durante a formagao da folha de papel e sua secagem.

Quantidades extremamente altas de hemiceluloses, por outro lado, podem resultar
em um decréscimo das propriedades de resisténcia a tragdo e ao estouro, ndo
devido ao efeito de ligagdo, mas possivelmente devido a diminuicdo da resisténcia
da fibra individual, em decorréncia do decréscimo do grau médio de polimerizagao

do sistema.



2.1.3 Exirativos da madeira

Os extrativos da madeira compreendem uma ampla classe de compostos
quimicos, que podem ser removidos utilizando solventes organicos ou agua
(GUTIERREZ et al., 2001a; YOKOI et al., 2003; SUN e TOMKINSON, 2003).

Os extrativos lipofilicos sado também conhecidos como resinas
(GUTIERREZ et al, 2001a). A composicdo dos extrativos pode variar,
significativamente, entre diferentes espécies de madeira e também dentro das
diferentes partes da arvore. Assim, determinadas madeiras podem ser
caracterizadas em fungdo da natureza e quantidade de seus extrativos, que séo
encontrados nas cascas, nas folhas, nas flores, nos frutos e nas sementes; em
geral, as quantidades nessas partes da arvore sao proporcionalmente maiores que
na madeira (GULLICHSEN e PAULAPURO, 2000). Além disso, a quantidade e
composicao dos extrativos na madeira podem mudar consideravelmente,
dependendo dos procedimentos que antecedem o processo de fabricacdo da
polpa, como a época de colheita, a forma de transporte e a estocagem da madeira
(SILVERIO et al., 2007) .

2.1.4 Lignina

E a terceira substancia macromolecular componente da madeira. As
moléculas de lignina sdo constituidas por um sistema aromatico composto de
unidades de fenilpropano. E uma macromolécula amorfa, de natureza aromatica e
complexa, presente na parede celular e na lamela média dos vegetais,
representando cerca de 20 a 30% de biomassa (SALIBA et al.,2001).

Ha maior teor de lignina em coniferas do que em folhosas (28% e 30%
respectivamente) e existem algumas diferencas estruturais entre a lignina
encontrada nas coniferas e nas folhosas. Durante o desenvolvimento das células,
a lignina é incorporada como o ultimo componente na parede, interpenetrando as

fibrilas e assim fortalecendo, enrijecendo as paredes celulares.
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A lignina compartilha rotas biossintéticas comuns com uma variedade de
metabdlitos secundarios. Todos estes compostos sao derivados da fenilalanina, o
precursor de todas as rotas biossintéticas que partem da estrutura fenilpropanéide
(Co). E possivel que as rotas biossintéticas que partem dos intermediarios comuns
a lignina possam afetar a biossintese da lignina, mas ndo se sabe como estas
rotas competidoras sédo reguladas, nem a extensao da especificidade por um dado
tecido de vegetal das principais rotas metabdlicas. Sdo necesséarios mais estudos
direcionados ao esclarecimento do desenvolvimento especifico dessas rotas
biossintéticas relacionadas na planta.

Em raz&o do seu grande potencial econdmico pesquisas sdao desenvolvidas
na modificacdo da biossintese de ligninas. Arvores transgénicas com quantidades
reduzidas de lignina ou com suas composi¢coes alteradas podem apresentar
diferentes performances agronémicas e na polpacdao da madeira (HALPIN et al.,
1994; NI et al., GOMIDE et al., 2005). Na polpagao de madeiras, € importante e
necessario ressaltar que a composicdo da lignina € um paradmetro muito
importante quando se trata de referenciar a taxa de deslignificagcdo, consumo de
reagentes quimicos e rendimento de polpa.

Acredita-se que a sintese da lignina foi uma adaptacéo basica e uma etapa
fundamental na evolucdo das plantas terrestres superiores. Os organismos
primitivos tais como fungos e algas ndao possuem lignina, aparentemente porque
seus aglomerados de células nao diferenciadas nao requerem a agao protetora e
de suporte que é oferecida pela lignina. Especula-se que a lignina originou como
agente antimicrobial e que ao longo da evolugdo a lignina comegou a
desempenhar um papel no suporte mecanico e no transporte de agua na planta.

Ela permitiu que as plantas aumentassem em diametro e altura uma vez
que os tecidos lignificados eram capazes de resistir as forcas de compressao e
curvatura.

A biossintese da lignina nas plantas é realizada pela rota do &cido
chiguimico, sendo este convertido em acido prefénico e, posteriormente,

transformado nos aminoacidos tirosina e fenilalanina. Esses dois aminoacidos sao
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0s pontos de partida para a producdo dos alcoois p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico (Figura 5) nas vesiculas de Golgi.

OH OH
OH
= =
=
H3CO H3CO OCHg3;
H OH
OH 0
Alcool Alcool .A'|CO,9|
p-cumarilico coniferilico sinapilico

Figura 5. Precursores primarios da lignina

Esses percursores entram em contato com enzimas desidrogenases
(perioxidades e lacases), conduzindo a abstracdo inicial de um hidrogénio
radicalar no fenol, o que da inicio a todo o processo de polimerizacao nos sitios de
lignificacdo (FREUDENBERG e NEICH, 1968).

As ligagcbes para a formagdo da lignina podem ocorrer nos atomos de
carbono da cadeia lateral do propano, no nucleo aromatico e na hidroxila fendlica.
A ligacao de principal ocorréncia entre as unidades de fenilpropano € do tipo B-O-4
(éter-arila). Além dessa ligacdo, outros tipos podem ocorrer, como as ligagdes
4-0-5, 1-0-4, 5-5, B-5, B-1, B-B e ligacdes condensadas nos carbonos 2 e 6.

Esses trés percursores sdo a base do polimero e levam a formagao das
unidades manoméricas da lignina p-hidroxifenil (H), guaiacila (G) e siringila (S)

conforme ilustrado na Figura 6.

H3CO H3CO OCHs3;
OH OH OH

p-hidroxifenila guaiacila siringila

Figura 6. Unidades aromaticas constituintes da lignina
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A lignina é encontrada em muitas espécies do reino vegetal, porém em
propor¢gées das unidades monoméricas ndo sao as mesmas em todas elas e
variam de acordo com a espécie, a localizacao no vegetal e até mesmo com a
localizagé&o geogréfica onde a arvore é cultivada (RODRIGUES et al., 2001)

As ligninas de angiospermas, (Figura 7), como as dos Eucalyptus spp.,
geralmente consistem de unidades de siringila e guaiacila, enquanto nas
gimnospermas predominam unidades guaiacila e pequenas quantidades de p-
hidroxifenila. As ligninas de gramineas incluem as trés unidades citadas
anteriormente (SARKANEN E HERGERT, 1971).
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Figura 7. Estrutura proposta para lignina presente em madeira de angiosperma
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E conhecido que a lignina siringila é mais reativa em sistemas alcalino que
a lignina guaiacila (DEL RIO et al., 2005), e a relagdo S/G nas ligninas de
angiospermas pode afetar a eficiéncia da polpagéo kraft das madeiras na industria
de celulose e papel (COLLINS et al., 1990). Logo, acredita-se que madeiras com
alta relacdo siringila/guaiacila (S/G) sejam mais faceis de deslignificar (TSUTSMI
et al, 1995). Isto pode ser justificado devido as unidades guaiacila terem um
carbono aromdtico na posicdo C-5 disponivel para realizar ligagdo carbono-
carbono muito forte, contribuindo para um grau de condensagdo mais alto da
lignina e consequentemente para uma maior resisténcia na deslignificacao
(GUTIERREZ et al., 2006). Além disso, foi observado que a clivagem B-aril-éter na
lignina siringila realiza-se mais facilmente do que na lignina guaiacila, sob
diferentes condigbes alcalinas de cozimento, contribuindo para a velocidade de
deslignificacao (TSUTSMI et al., 1995).

Acredita-se que beneficios econémicos e ambientais podem ser alcancados
através da utilizacdo de madeiras modificadas geneticamente para facilitar a
deslignificacdo durante o processo de polpacgéo.

Dessa forma, a composi¢ao estrutural da lignina, principalmente a relagéo
siringila/guaiacila, € um importante parametro a ser avaliado em processos de
selegao de clones, a fim de obter arvores com maior qualidade para a extracao de
celulose, considerando que a variagao desta composicao € dependente da origem,
condicbes de crescimento e a espécie do eucalipto. (MARCELO, 2007;
NUNES, 2008).
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2.2 Caracterizacao estrutural de lignina

2.2.1 Métodos para determinacao da relacao siringila/guaiacil

E reconhecido que a composicdo quimica da madeira afeta grandemente a
sua conversao em polpa celulésica. Na industria de celulose e papel emprega-se
um parametro para caracterizar as estruturas das ligninas no intuito de
caracterizar e quantificar suas unidades manoméricas.

O parametro usualmente conhecido para tal caracterizacdo € a relagao
siringila/guaiacila (S/G), ou seja, € a proporcdo entre as unidades siringila e
guaiacila presentes na lignina (OUDIA et al., 2007 apud MARCELO, 2007).

Muitos métodos de degradacdo quimica tém sido utilizados para a
determinacdo da relagdo S/G nas madeiras, por exemplo, a tioaciddlise, a
oxidacdao com permanganato de potassio e a oxidacao alcalina com nitrobenzeno.
Entretanto, esses métodos requerem procedimentos trabalhosos e demorados,
uma vez que requerem o isolamento da lignina contida na madeira, e ainda,
necessitam de grande quantidade de amostra de madeira. Andlises
espectroscopicas, como a espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) e ressonancia magnética nuclear (RMN) também tem sido
utilizados para determinar a relagdo S/G em varias madeiras de folhosas. Porém,
ha dificuldades em determinar precisamente a relacdo S/G por estes métodos
devido a problemas de sensibilidade e a baixa resolu¢cao dos espectros.

A pirélise acoplada a cromatografia gasosa e a espectrometria de massas
(Pi-CG/EM) tem-se mostrado uma técnica rapida e altamente sensivel para
caracterizar as estruturas quimicas da lignina. Essa técnica permite a analise de
pequena quantidade de amostra sem a necessidade de manipulagao prévia e, ou,
isolamento da lignina, que € uma etapa bastante demorada e trabalhosa requerida
em outros métodos (RALPH E RATFIELD, 1991; MEIR e FAIX, 1992).
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2.2.2 Pirolise analitica

A pir6lise analitica € uma técnica de caracterizagdo de determinado
material, na auséncia de oxigénio, pelas reacdes de degradacdo quimicas
induzidas por energia térmica. A pirdlise é definida como a quebra de
macromoléculas em fragmentos menores. Esse processo resulta em um conjunto
de pequenas espécies moleculares, as quais sao relacionadas a decomposicao da
amostra original (UDEN,1993).

Um conjunto de pequenas espécies moleculares, resultado desse processo,
é separado em um cromatégrafo a gas. E denominado pirograma o cromatograma
obtido a partir da separagao dos produtos de pirdlise (IRWIN, 1979).

A degradacao de uma molécula durante uma pirélise, pode ser explicado
pela dissociacdo de uma ligacdo quimica e a producao de radicais, destacando-se
trés tipos de mecanismos de fragmentacao: cisdo aleatéria de cadeia, cisdo de
cadeia lateral e despolimerizacdo. Em cisbes aleatdrias de cadeia, as ligacdes de
estrutura central ou principal do polimero sdo quebradas, produzindo pequenos
fragmentos. A cisdo de grupos laterais ocorre quando as ligacdes dos substituintes
ligados a cadeia polimérica sdo mais fracas que as da cadeia principal do
polimero. Assim, os grupos laterais sao separados, levando a alteragdes na
cadeia principal. A despolimerizagdo constitui um terceiro tipo de processo pelo
qual o polimero se transforma quase integralmente em mondmeros. (SILVERIO et
al., 2008).

Os parametros como temperatura de pirdlise, taxa de aquecimento e
quantidade da amostra s&do fatores preponderantes para a reprodutibilidade dos
resultados, mediante esse fator, € necessario um controle minucioso e uma efetiva
otimizacdo dos mesmos, pois esses influenciam diretamente os mecanismos de
degradagao térmica (SILVERIO, 2008).

O processo de pirdlise analitica é realizado entre 500 e 800 °C. Contudo,
temperaturas excessivamente altas expdéem as moléculas a elevados niveis de
energia, levando a uma extensiva degradagéao e, consequentemente, reduzindo a

reprodutibilidade das analises. Por isso, o principio da pirdlise analitica €
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selecionar a temperatura em que uma amostra é degradada para produzir uma
quantidade de produtos indentificaveis e caracteristicos daquela amostra
(WAMPLER, 1999 apud SILVERIO, 2008).

O pirolisador é comercialmente classificado como de modo continuo e
pulsado. O primeiro inclui os de fornos ou microfornos (Figura 8a) e s@o pré-
aquecidos na temperatura da pirélise final, antes da introducdo da amostra
(SMITH, 1997; WANG, 1999; HOSAKA et al., 2007). J&4 os de modo pulsado
incluem sistema wusando filamento resistivamente aquecido, ou metal
ferromagnético indutivamente aquecido por radiofrequéncia (Figura 8b). O ultimo é
chamado de pirolisador de Ponto de Curie (PC). Ha ainda outro tipo de pirolisador,
nao rotineiramente relatado na literatura, que é o de sistema de pirdlise a laser
(WAMPLER, 1995; ROBERT, 1990; SMITH, 1997 apud SILVERIO, 2008).

{a ib)

—— Entrads de gas i Ertrada de gas
Cadinho = Suporte da filamento
Tubo de quartzo += Filamento de pirdlise

—
- Bohina de + Biobing de indugéo
aojuecimento )
Tubo de guartzo
I A
& A gy
[.. ..] W — o OlUrE capilar
— Colung capilar
'n

Figura 8. (a) Pirolisador de microforno e (b) pirolisador de Ponto de Curie. Figuras
adaptadas de Wampler (1995).
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2.2.2.1 Pirolisador de microforno

O pirolisador de microforno (Figura 8a) caracteriza-se por ser aquecido
previamente, sem a presenga da amostra, na temperatura desejada. Em seguida,
o recipiente (cadinho) contendo a amostra a ser pirolisada é langado no reator
(tubo de quartzo) ja aquecido (WAMPLER, 1995; SMITH, 1997). A quantidade de
amostra deve ser extremamente pequena, geralmente entre 50-100 ug, para
facilitar o seu aquecimento. Embora apresente alta reprodutibilidade em suas
analises, os dados obtidos por esses pirolisadores sd0 menos precisos que 0S
pirolisadores de filamentos. Nesse tipo de pirolisador, a temperatura é monitorada
por um termostato, n&o sendo tao precisa quanto no pirolisador que utiliza o Ponto

de Cuirie.

2.2.2.2 Pirolisador de Ponto de Curie (PC)

Esse tipo de pirolisador utiliza um filamento ferromagnético que é
indutivamente aquecido através de uma bobina de alta frequéncia. Dependendo
da composicdo da liga metdlica usada, o material atinge uma temperatura
especifica denominada Temperatura de Curie (ou Ponto de Curie) (MEIER e FAIX,
1992; SMITH, 1997). Nessa temperatura, nenhuma corrente é induzida e,
portanto, a temperatura permanece constante (MEIER e FAIX, 1992; WAMPLER,
1999; STANKIESWICZ et al., 1998). Dentre as ligas ferromagnéticas utilizadas,
destacam-se as ligas constituidas de 60% de niquel e 40% de ferro, com PC de
aproximadamente 500 °C. Essa temperatura é alcancada em milisegundos.

A amostra sélida ou suspensao a ser analisada é depositada na superficie
do filamento ferromagnético com PC especifico, antes do aquecimento do
material. Por isso, quando se empregam pirolisadores PC, é necessario escolher o
filamento adequado para cada tipo de amostra (MEIER e FAIX, 1992).

Uma limitacdo dessa técnica € a mudanga nas caracteristicas térmicas do
filamento em razdo do excesso de uso ou da presenca de algumas substancias

que podem danificar a qualidade das pirdlises subsequentes, diminuindo a
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reprodutibilidade das analises. Por exemplo, durante a pirélise do
poli (cloreto de vinila), ocorre a formagao do acido cloridrico, que pode reagir com
o filamento de platina (GUTTERIDGE e NORRIS, 1979; SMITH, 1997).

Em pirolisadores PC, a reprodutibilidade das andlises ¢é afetada
principalmente pela limpeza de partes do sistema. Para uma pirdlise de qualidade,
a presenca de contaminantes pode resultar em efeitos adversos e alterar
drasticamente o tipo e a quantidade dos seus produtos (WAMPLER, 1995). Para
minimizar esse problema, os filamentos podem ser aquecidos na presenga de ar a
1.000 °C, para remocao de residuos organicos. Durante a limpeza do fio de Ponto
de Curie ou dos filamentos em chama, pode ocorrer a formacdo de O6xidos
metalicos, que afetaréo resultados de pirdlises subsequentes. Para os sistemas de
Ponto de Curie, a posicao do fio na bobina de indugdo também afeta a natureza e
a quantidade de produtos de pirdlise (SMITH, 1997).

Embora apresente melhor reprodutibilidade das andlises devido a
temperatura de pirélise mais exata, esta técnica apresenta custos mais elevados
do que o pirolisador de microforno. Isso devido a necessidade de se trocar o
filamento, que pode sofrer desgaste acarretado pelo uso (ROBERT, 2002).

2.2.2.3 Pirolisador resistivamente aquecido

Na técnica com filamento resistivamente aquecido, uma corrente elétrica é
passada através de uma bobina, ambos geralmente feitos de platina. A
temperatura do filamento metélico € dependente da resisténcia do material, ou
seja, quanto maior a resisténcia, maior a temperatura alcancada. O tempo de
aquecimento também é da ordem de milisegundos, dependendo da constituicao
metalica do filamento (MEIER e FAIX, 1992; STANKIESWICZ et al., 1998;
WAMPLER, 1999).

Uma vantagem do pirolisador resistivamente aquecido € a possibilidade de
se realizar pirdlise em qualquer temperatura desejada, diferentemente do
pirolisador PC, que ocorre em temperaturas especificas (WAMPLER, 1995).

Entretanto, as técnicas que utilizam filamentos indutivamente ou
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resistivamente aquecidos podem causar modificagdes estruturais (desnaturacao
ou volatilizagdo) antes de se alcancar a temperatura final de pirdlise, visto que a
amostra fica exposta a altas temperaturas. Por outro lado, no caso de pirolisador
com microforno, a amostra é primeiramente colocada na posicao de espera, em
temperatura ambiente, e entao inserida no forno de pirélise ja aquecido (YOKOI et
al., 1999).

Uma andlise comparativa entre as duas técnicas (microforno e filamento)
mostrou que os resultados obtidos pelos diferentes métodos podem ser
seguramente comparaveis, desde que todas as varidveis analiticas, isto €, tempo
e temperatura de pirdlise, tamanho da amostra, fase estacionaria da coluna
cromatografica, gas eluente, etc., sejam estritamente controladas.

Misturas complexas de moléculas menores s&o produzidas devido a

-

ocorréncia da degradacdo térmica de macromoléculas, devido a este fato,
necessario o uso associado de outras técnicas, como a cromatografia gasosa.
A pirélise acoplada a cromatografia gasosa e a espectrometria de massas
(Pi-CG/EM), no entanto, € uma técnica eficiente para a caracterizagdo de
macromoléculas como a lignina, pois € um método com alta sensibilidade, requer
pouca quantidade de amostra (cerca de 100 pg) e ndo necessita de manipulagéo
prévia e, ou, isolamento da lignina (MEIER e FAIX, 1992; DEL RIO et al., 2001).

2.2.3 Cromatografia gasosa

Na cromatografia gasosa, os componentes de uma amostra vaporizada sao
separados em consequéncia de sua particdo entre uma fase mével gasosa e uma
fase estacionaria liquida ou solida contida dentro da coluna. Ao realizar uma
separagao por cromatografia gasosa, a amostra € vaporizada e injetada na coluna
cromatogréafica. A eluicao? é feita por um fluxo de fase mével gasosa e inerte. Em
contraste, com muitos outros tipos de cromatografia, a fase movel nao interage

com as moléculas do analito; sua Unica funcao € transportar o analito através da

2 = . . .
Separacao, fracionamento de uma mistura de particulas.
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coluna (SKOOG et al., 2009). Esta fase mével em cromatografia gasosa €
denominada gas de arraste e deve ser quimicamente inerte. O gas hélio é a fase
mével gasosa mais comum, embora o argbnio, o nitrogénio e o hidrogénio sejam
também empregados.

Dois tipos de coluna gerais sdo encontrados em cromatografia gasosa:
colunas recheadas ou colunas capilares. As colunas capilares sao consideradas
mais eficientes.

A eficiéncia da coluna requer que a amostra seja de tamanho adequado e
introduzido como uma zona “estreita” de vapor; a injecdo lenta ou de amostras
muito volumosas causa o espalhamento das bandas e uma resolugéo pobre.

A temperatura da coluna é uma variavel importante que deve ser controlada
dentro de poucos décimos de grau para se obter boa precisdo. Assim, a coluna é
normalmente abrigada em um forno termostatizado. A temperatura 6tima da
coluna depende do ponto de ebulicio da amostra e do grau de separacao
requerido. Para amostras com uma ampla faixa de ponto de ebulicdo, é
frequentemente desejavel que se empregue uma programacao de temperatura,
pela qual a temperatura da coluna é aumentada, quer seja continuamente quer em
etapas, a medida que a separacao se processa.

Dezenas de detectores tém sido investigados e empregados em
separacoes cromatograficas a gas. Sensibilidade adequada, boa estabilidade e
reprodutibilidade, resposta linear, ampla faixa de temperatura, tempo de resposta
curto, alta confiabilidade e facilidade de uso sao caracteristicas para um detector
ideal.

2.2.4 Espectrometria de massas

Um dos detectores mais poderosos para a cromatografia gasosa € o
espectrometro de massas. A combinagcdo da cromatografia a gas e a
espectrometria de massas é conhecida como CG-MS®.

? Do portugués cromatografia gasosa e do inglés mass spectrometry.
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Um espectrometro de massas mede a razdo massa/carga (m/z) de ions que
sao produzidos pela amostra. A separagcao dos ions se da com base na razao
massa-carga das espécies iOnicas. Em razdo de os ions produzidos em
espectrometria de massas serem geralmente monocarregados, a razdo massa-
carga é algumas vezes referida somente pelo termo “massa”. As massas atémicas
sdo em geral expressas em termos de unidades de massa atbmica (uma, ou
daltons (Da)*. A maioria dos ions produzidos apresenta uma carga unitaria (z = 1),
de forma que a maioria dos espectrometristas de massas refere-se a medida de
massa dos ions quando, na verdade, a razdo massa/carga € que € medida
(SKOOG et al., 2009).

Um diagrama de blocos de espectrometro de massas moleculares é
mostrado na Figura 9. As moléculas da amostra entram no espectrébmetro de
massas pelo sistema de entrada. No caso de um CG, a amostra esta na forma de
vapor e a entrada deve ser interfaceada entre a pressao atmosférica do sistema
de CG e a baixa pressao (10 a 10 Pa) do sistema do espectrometro de massas.
Um sistema complexo de vacuo € necessario para manter a pressao baixa. No
espectrdmetro de massas, as moléculas da amostra entram em uma fonte de
ionizacao que ioniza a amostra. As fontes de ionizacao para a espectrometria de
massas moleculares sao energéticas o suficiente para decompor as moléculas da
amostra em seus atomos constituintes.

As fontes de ionizacdo em CG/MS produzem fragmentos, os quais podem
também ser ionizados. Portanto, os ions das moléculas da amostra, denominados
ions moleculares, ions de fragmentos e moléculas nao-ionizadas, saem da fonte
de ionizacdo. As moléculas nao-carregadas e os fragmentos sdo normalmente
extraidos da fonte de ions através de bombas de vacuo empregadas para produzir
o0 ambiente de baixa pressao. A préxima secdo do espectrémetro de massas é o
estagio analisador. O analisador serve para selecionar os ions de acordo com seu

valor m/z. Os ions separados sdao entdo detectados e um grafico contendo a

* A u.m.a ou Da é definida como 1/12 da massa de um 4tomo neutro de 126 C= 1,6598.10’24g .
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intensidade do sinal gerado pelo ion versus m/z é produzido pelo sistema de

dados.

_ante q_e <! Analisador Detector de
ionizacéo ions
i T Sistema de vacuo :
O .
Sistema de
Entrada dados

Figura 9. Diagrama de blocos de um espectrémetro de massas.

Muitos tipos diferentes de fontes de ionizacdo estdo disponiveis para a
espectrometria de massas moleculares. Uma das mais comuns € a de impacto de
elétrons® (IE). Nessa fonte, as moléculas sdo bombardeadas com um feixe de
elétrons de alta energia. Isso produz ions positivos, ions negativos e espécies
neutras. Os ions positivos sdo dirigidos para o analisador por repulsdo
eletrostatica (HOLLER et al., 2009).

Em IE, o feixe de elétrons é tao energético que muitos fragmentos sao
produzidos. Esses fragmentos, contudo, sdao muito Uteis na identificacdo das
espécies moleculares que entram no espectrometro de massas.

Em GC-MS, o espectrdmetro de massas varre as massas repetidamente
durante o experimento cromatografico. Se o cromatograma ocorre em dez
minutos, por exemplo, e uma varredura é obtida a cada segundo, 600 espectros
de massas serdo registrados. Os dados podem ser analisados pelo sistema de
dados de diversas formas. Primeira, a abundancia dos ions em cada espectro
pode ser somada e colocada em um grafico em funcdo do tempo para fornecer um
cromatograma do total de ions. Esse grafico € similar a um cromatograma

convencional. Pode-se também mostrar o espectro de massas em um tempo

> Fonte de ionizaco utilizada neste trabalho.
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particular durante o cromatograma para identificar-se as espécies que estao

eluindo naguele momento.

2.3 Estudo quimométrico

A quimiometria € definida como um conjunto de ferramentas
computacionais que utilizam algoritmos matematicos e estatisticos para estudar
dados de origem quimica, visando selecionar ou planejar as condi¢cées de
realizacdo de experimentos de forma otimizada e explorar o maximo de
informacdes dos dados obtidos (FERREIRA et al., 1999).

Embora esses experimentos envolvam um numero elevado de variaveis,
apenas pequena quantidade pode conter a maior parte das informagdes quimicas,
enguanto a maioria apresenta pouca contribuicdo em termos de informacao.

A matriz dos dados € constituida por n medidas de diferentes propriedades
(varidveis) obtidas a partir de m compostos (objetos), gerando uma matriz de
dados X formada por mxn elementos (m linhas correspondentes aos compostos
(ou amostras) e n colunas correspondentes as variaveis (concentracbes destes
compostos)) (NETO e MOITA, 1998).

Assim, a j-ésima variavel é representada por um vetor coluna, enquanto o
i-ésimo objeto é representado como um vetor linha chamado vetor resposta e
pode ser descrito como um ponto no espago n dimensional. Portanto, a matriz
pode ser ilustrada graficamente tanto no espaco das linhas como no espago das
colunas. O espaco das linhas é formado com linhas da matriz como eixos.
Para n colunas, o espaco das linhas consiste em colocar em grafico n pontos
(cada ponto correspondendo a uma coluna). A matriz no espacgo das colunas é
aquela em que as colunas formam os eixos, e as linhas, os pontos tridimensionais
(NETO e MOITA, 1998).

Algumas apresentam valores absolutos, com ordem de grandeza muito
superior a de outras variaveis. Com isso, o efeito daquelas de menor ordem de
grandeza pode ser encoberto, ocorrendo perda de informacdo estatistica e

quimica. Para evitar isso, uma opcéo é fazer uma padronizacao dos dados em que
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cada variavel tenha a mesma influéncia no estagio inicial dos calculos.
Resumidamente, o principal objetivo da padronizagdo e do escalonamento dos
dados originais é expressar cada observacdo em termos de variagoes,
independente do tipo de dado estudado. Em alguns casos, antes que o modelo
seja desenvolvido, € necessario ajustar os dados originais devido as distor¢coes
causadas por escalas diferentes das diversas varidveis®. Esta transformagao,
chamada de autoescalonamento, expressa cada observagdo como o numero de
desvios-padrao da média.

Essa reducdo do numero de variaveis € representada por graficos bi ou
tridimensionais, e denominada de analise das componentes principais. A andlise
das componentes principais € um dos métodos mais empregados na extracao e
interpretacdo de informagédo de dados multivariados. Também € possivel formar
grupos entre as amostras, de acordo com suas similaridades quimicas e com
todas as variaveis disponiveis, e representa-las de maneira bidimensional em um
dendrograma.

Em geral, a analise de componentes principais (PCA) e de agrupamentos
hierarquico (HCA) séo técnicas de estatistica multivariada complementares, que
apresentam um amplo campo de aplicacdo em anadlise de dados (NETO e
MOITA, 1998).

A Andlise de Agrupamento designa uma série de procedimentos
estatisticos  sofisticados  utilizados para descrever diversas técnicas
computacionais cujo objetivo é relacionar e separar objetos em grupos. E uma
técnica classificatéria que deseja explorar as similaridades e dissimilaridades de
variaveis definindo-os em grupos, definindo assim a distancia euclidiana entre as
variaveis (LINDEN, 2009).

Esses graficos sdo obtidos a partir de uma matriz, em que os objetos sdo

dispostos em linhas e as variaveis em colunas. Em geral, os objetos séo

6 ~ . .. . P
transformacg@o sobre o conjunto original dos dados de modo que cada varidvel apresente média zero e
variancia igual a um (1).
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compostos quimicos, e as variaveis valores de concentragdes, pH, condutividade,
alturas (ou areas) de sinais em espectros ou em cromatogramas (ou pirogramas).

Dessa forma, o conjunto de dados consiste de varios objetos, como os
diferentes compostos identificados em um cromatograma (ou pirograma), e as
variaveis seriam as diferentes concentragdes ou intensidades dos sinais desses
compostos no cromatograma.

Utilizando-se dados obtidos em analises por Pi-CG/EM é possivel realizar
estudos de classificagdo de amostras com base no teor dos varios compostos
produtos da pirdlise (YOKO et al.,2001; DEL RIO et al.,2001).

A utilizacdo da PCA visa reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados
original, preservando a maior quantidade de informagao possivel. Essa reducao é
obtida por meio do estabelecimento de novas variaveis ortogonais entre si,
denominadas componentes principais (CPs). A organizacado € feita por ordem
decrescente de importancia, as CPs sdo combinagdes lineares das variaveis
originais.

Os graficos obtidos representam as amostras em um sistema cartesiano
onde os eixos sao as CPs. A primeira componente principal (CP1) é definida pela
direcdo que descreve a maxima variancia dos dados originais. A segunda
componente principal (CP2) tem a direcdo da maxima variancia dos dados no
subespaco ortogonal a CP1, e as CPs subsequentes sao ortogonais as anteriores
e orientadas de maneira que descrevem sempre a maxima variancia restante.

A Andlise das Componentes Principais em conjunto com a pirolise analitica
tem sido amplamente utilizada para o estudo de caracteristicas de componentes
da madeira de Eucalyptus, como lignina (YOKO et al, 2001) e a celulose
(PAPPA et al,, 2003), bem como o estudo de caracterizacao de extrativos na
madeira (SILVERIO et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

. Adaptar o método de determinacdo da relacdo S/G em madeiras do
género Eucalyptus as condi¢cdes de andlise da CENIBRA, e aplicar o método

otimizado em amostras comerciais.

« Otimizar as condi¢cdes de analise para a determinacdo da composi¢éo
estrutural da lignina em relagéo as unidades Siringila e Guaiacila para as espécies
de Eucalyptus e os hibridos cultivados no Brasil nas areas pertencentes a
empresa CENIBRA.

« Aplicar métodos estatisticos e de analise multivariada, para identificar
diferengas entre as amostras de clones e estudo de semelhanca dos picos de

pirogramas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e preparo da amostra

Foram utilizadas para a realizacdo deste trabalho hibrido de Eucalyptus
urograndis (E.grandis x E.urophylla); hibrido Eucalyptus grandis x Eucalyptus
globulus e hibrido Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus com
aproximadamente 4 anos de idade, provenientes do Estado de Minas Gerais,
regional de Guanhaes e regido de Virginopolis, totalizando em 21 amostras
(Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo das amostras

Amostra Clone Arvore Cruzamento
2152A 405c06 1 Grandis x Globulus
2153A 405c06 2 Grandis x Globulus
2154A 405¢c06 3 Grandis x Glébulus
2155A 426¢c06 1 Urophylla x Glébulus
2156A 426¢06 2 Urophylla x Glébulus
2157A 426¢06 3 Urophylla x Glébulus
2158A 313c06 1 Urophylla x Glébulus
2159A 313c06 2 Urophylla x Glébulus
2160A 313c06 3 Urophylla x Globulus
2161A 386 1 Grandis x Glébulus
2162A 386 2 Grandis x Glébulus
2163A 386 3 Grandis x Glébulus
2164A 1213 1 Urophylla x Grandis
2165A 1213 2 Urophylla x Grandis
2166A 1213 3 Urophylla x Grandis
2167A 323c06 1 Urophylla x Glébulus
2168A 323¢c06 2 Urophylla x Glébulus
2169A 323c06 3 Urophylla x Globulus
2170A 359¢06 1 Urophylla x Glébulus
2171A 359¢c06 2 Urophylla x Glébulus
2172A 359c06 3 Urophylla x Globulus

N
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As toras de madeira foram transformadas em cavacos utilizando um
picador de laboratério, posteriormente o0s cavacos foram classificados
manualmente para eliminacao de pedagos de cascas, de nés e de cavacos com
defeitos de corte. Os cavacos selecionados foram homogeneizados em
misturadores esféricos mecénico com capacidade para 260 litros. Para a
uniformizacdo da umidade os cavacos foram secos ao ar. Apds a secagem, 0s
cavacos foram transformados em serragem em moinho Wiley. A serragem obtida
foi classificada em peneiras de 40 e 60 mesh e acondicionada por 24 horas em
sala aclimatizada a 25 °C e 50% de umidade relativa. As amostras foram

acondicionadas em sacos plasticos devidamente identificados e fechados.

4.2 Extracao com acetona

A remocéao dos extrativos foi baseada na metodologia descrita pela Norma
NBR 14853:2010. Uma quantidade de amostra de serragem (3 g a.s.) foi
submetida a extracao, por seis horas, em aparelho Soxhlet com aproximadamente
150 mL de acetona para a remogao dos extrativos na madeira. Apés este periodo,
removeu-se 0 excesso de solvente da serragem e posteriormente o solvente foi
evaporado na capela.

O material livre de extrativos foi armazenado em recipientes
hermeticamente fechados para posterior realizacdo das analises pelos métodos
degradativos de oxidacao alcalina com nitrobenzeno e pirdlise analitica.

4.3 Determinacao da relacao S/G por oxidacao alcalina com nitrobenzeno

A andlise de oxidag&o alcalina com nitrobenzeno foi realizada em duplicata,
seguindo o procedimento descrito por Lin de Dence (1992).
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Uma quantidade da serragem livre de extrativo (200 mg a.s.) foi colocada
em reatores de ago inox juntamente com 7 mL da solucdo aquosa de NaOH 2,0
mol L™ e 0,5 mL de nitrobenzeno’. Apés lacrar os reatores, a amostra foi levada ao
banho de glicerina por 2,5 h a 170 °C. O material oxidado foi transferido para um
funil de separacao e extraido com cloroférmio em seis tempos de 2 minutos cada,
utilizando-se 30,0 mL de cloroférmio em cada extragdo. Apds a primeira extracao
foram adicionados 2,5 mL de HCI 4,0 mol L na fase aquosa. As fases organicas
foram reunidas e o solvente evaporado totalmente em capela.

A amostra foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume
completado com solugédo de acetonitrila/agua (1:1 v/v). Posteriormente, a solugéao
resultante foi filtrada em membrana de celulose regenerada de 0,45 um e
analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A separagdao dos produtos da oxidagdo por nitrobenzeno foi alcancada
utilizando uma coluna LC-18. A fase mével utilizada foi acetonitrila/agua (1:6 v/v)
em pH 2,6 tamponado com acido trifluoracético (TFA). A andlise no ultravioleta foi
realizada no comprimento de onda de 280 nm, na temperatura de 40 °C, utilizando
fluxo de 1,5 mL min". Os padrdes utilizados foram vanilina, para a unidade
guaiacila e siringaldeido, para unidade siringila. As curvas de calibragdo® foram
realizadas nas concentracdes de 0,375; 0,75; 1,125 e 1,500 mmol L para a
vanilina e 0,825; 1,650; 2,475 e 3,300 mmol L™ para o siringaldeido, o solvente
utilizado foi acetonitrila/agua 1:1 v/v. A relagdo S/G foi obtida pela razdo entre a
concentragdo de siringaldeido e a concentragdo de vanilina. Todas as andlises

foram realizadas em duplicata.

4.4 Determinacao da relacao S/G por Pi-CG/EM

A pirdlise foi realizada em um sistema on-line constituido de um pirolisador

de microforno vertical Frontier Lab, modelo PY-2020iS (Single-Shot Pyrolyzer),

7 Reagente utilizado para oxidar a lignina.
% Curva analitica com as solugdes padrio de vanilina e siringaldeido.
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acoplado a um cromatografo a gas e espectrdmetro de massas Shimadzu modelo
GC-MS QP2010 Ultra (Anexo A). As andlises da serragem por pirdlise foram
realizadas em duplicatas, seguindo a metodologia proposta por Silva (2006).

A amostra de serragem (50 a 100 pg) foi introduzida em cadinho de platina,
o qual foi acomodado no suporte de amostragem do pirolisador. A temperatura do
pirolisador foi ajustada para 550 °C e ap6s atingir esse valor, a amostra foi
injetada na camara de pirdlise aquecida sob atmosfera de hélio a 100kPa (SILVA,
2006).

Os produtos de pirdlise foram transferidos automaticamente para o injetor
do cromatégrafo a gas, aquecido a 100 °C, usando hélio como gas de arraste com
fluxo de 1 mL min™'. A razéo de split® foi de 1/10. A separacdo dos compostos foi
realizada por coluna capilar de silica fundida TR-5' (60m x 0,25 mm de diametro
x0,25 um de filme); com temperatura programada em 45 °C por 4 minutos até
alcancar 240 °C numa taxa de aquecimento de 4 °C min™' e permanecendo nessa
temperatura por 10 minutos (SILVA, 2006). O tempo total da andlise foi de 62,75
minutos.

O espectrémetro de massas foi operado no modo de ionizagao por impacto
de elétrons com energia de 70 eV e varredura de massas no intervalo de
50 a 350 u.m.a. A temperatura no detector e na interface do CG/EM foi de 250 °C
e 290 °C, respectivamente.

Os compostos foram identificados com base nas bibliotecas Wiley,
7% edicdo e Nist, 8% edicdo. Dados da literatura também foram utilizados para a
identificacdo dos compostos (DEL RIO et al.,, 2005; RALPH e HATFIELD, 1991;
NUNES, 2008).

As areas foram obtidas através da integracdo dos sinais registrados no
pirograma. A quantificagcdo foi baseada nas areas relativas dos compostos
produtos da pirdlise.

A Figura 10 apresenta o resumo das atividades realizadas.

? Técnica utilizada quando os compostos de interesse estdo em altas concentragdes ou quando se trabalha com
uma amostra totalmente desconhecida. A fragdo injetada pode ser variada mudando-se a razdo do divisor.
' Coluna composta de 5% de fenil e 95% de dimetilpolisiloxano, possuindo um cardter apolar.
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4.5 Analise exploratoria

Os resultados foram analisados utilizando-se o software Statistica® 11.0 da
Statsoft, através das técnicas de Anadlise Hierarquica por Agrupamentos (AHA),
Analise das Componentes Principais (ACP) e experimentos ANOVA.

A relagéo siringil/guaiacil foi determinada por uma equacao que prediz um modelo

linear.
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Figura 10. Fluxograma de atividades realizadas
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas da pirdlise das amostras de Eucalyptus

Em pir6lise analitica, a lignina é fragmentada através da energia térmica,
em atmosfera inerte, produzindo uma mistura de compostos aromaticos. Esses
compostos sao facilmente separados por cromatografia gasosa e identificados por
espectrometria de massas. Com base nos produtos de degradagéo, a lignina pode
ser caracterizada em termos das unidades siringila e guaiacila, uma vez que o
padréo de substituicdo presente na sua estrutura original € mantido.

Neste contexto, serragens de diferentes hibridos de eucalipto foram
pirolisadas a 550 °C, a fim de verificar a composicdo estrutural da lignina e
determinar a relagdo siringila/guaiacila (S/G). Os produtos de pirdlise formados
foram separados por cromatografia gasosa e posteriormente caracterizados pela
espectrometria de massas.

Para este estudo foi definido o uso de temperatura de pirélise a 550 °C por
ser a temperatura mais adequada no comportamento pirolilico da serragem do
eucalipto, uma vez que, nessa temperatura os compostos lignocelulésicos sao
totalmente pirolisados e ndo sofrem degradacbes severas, conforme citado por
Silva (2006).

Foi observado um perfil de pirograma muito semelhante para todas as
amostras analisadas, independente do clone ou da area de -cultivo.
A Figura 11 apresenta um pirograma tipico das amostras de Eucalyptus a
550 °C (o pirograma da Figura 11 é referente a amostra identificada como

Amostra 10, com a presenca de extrativos).
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Figura 11. Pirograma tipico obtido para as amostras de Eucalyptus a 550 °C

Os derivados de lignina forneceram espectros de massas com ion molecular
bastante intenso, correspondendo na maioria das vezes ao pico base. Ja os
carboidratos produziram compostos que sao fragmentados com muita facilidade
sob as condi¢cées de impacto de elétrons, originando, de forma geral, ions de
baixa massa molecular e de dificil identificagao.

Os produtos degradados apresentados na Tabela 2 foram classificados de
acordo com a sua origem, como carboidrato (C),lignina siringila (LS), lignina
guaiacila (LG) e derivado modificado da lignina (LM). Os derivados modificados da
lignina foram considerados os compostos cujas unidades nao pertencem aos tipos
guaiacila e siringila. A Tabela 2 apresenta os compostos e valores de area relativa
da amostra 10 em estudo, sem a presencga de extrativos.

Os espectros de massas obtidos foram comparados com dados da
literatura, sendo identificados um total de 42 compostos, sendo 14 compostos
derivados de carboidratos, 9 de lignina siringila, 13 de lignina guaiacila e 3 de
lignina modificada. Estes compostos foram identificados anteriormente em
madeiras de Eucalyptus cultivados no Brasil (MARCELO, 2007; NUNES, 2008).
Devido a falta de similaridade de seus espectros de massas com 0s espectros de
referéncia, trés picos (Pc1-Pc2-e Pc13) observados nos pirogramas nao puderam
ser identificados.

As andlises dos pirogramas das serragens com e sem extrativos apontaram
a predominancia de compostos fendlicos derivados da lignina.

Os produtos de pirélise de lignina apresentaram-se mais abundantes e mais
facilmente identificaveis do que os derivados de carboidratos. Isso se deve a maior
estabilidade térmica dos compostos aromaticos da lignina durante a pirdlise e

34



frente ao impacto de elétrons do espectrébmetro de massas, resultando em
espectros de massas com ions moleculares mais abundantes. Além disso, os
carboidratos podem sofrer mdultiplos rearranjos sob condicbes de pirdlise,
resultando em varios isbmeros com espectros de dificil interpretacdo devido a
auséncia de ions moleculares (NONIER et al., 2006).

O pico de maior intensidade dos derivados de lignina foi o correspondente
ao 4-vinilsiringol e trans-4-propenilsiringol (picos 37 e 41 respectivamente). Dentre
os derivados de carboidratos, os picos de maiores intensidades foram
correspondentes aos compostos 2-Furanocarboxaldeido e ciclopenten-1,2-diona
(picos 9 e 12 respectivamente).

Os compostos de lignina do tipo p-hidroxifenil ou derivados de extrativos
nao foram observados, provavelmente devido a suas baixas concentragdes no tipo
da amostra analisada.

Observou-se a presenca dos compostos derivados de lignina modificada
(2-metil-fenol; 3-metil-fenol e 3-metoxicateol), estes derivados modificados podem
ser encontrados quando a lignina € submetida a pirdlise em temperatura préxima a
600 °C, como ja citado em trabalhos anteriores (GUTIERREZ et al., 2006; SILVA,
2006; NUNES, 2008).

Os compostos derivados de lignina modificada apresentado na Figura 12
(2-metil-fenol e 3-metil-fenol) correspondentes aos picos 17 e 18 respectivamente,
apresentaram tempo de retencdo bem préoximos. A temperatura de ebulicdo dos
compostos 2-metil-fenol e 3-metil-fenol € de 191 °C e 203 °C, respectivamente.
Como o composto 2-metil-fenol apresenta temperatura de ebulicdo inferior ao
composto 3-metil-fenol, 0 mesmo sai primeiro, ou seja, apresenta um tempo de

retencdo menor quando comparado com o composto 3-metil-fenol.
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Tabela 2. Produtos de pirdlise a 550 °C observados nos pirogramas

,;gi:: tr (min)  Principais m/z Composto Tipo g :\T’:('\:II ) Area’
1 4,695 58 NI - 54 1,46
2 5,115 56, 71, 86 NI - 86 3,01
3 7,299 70, 55 But-2enal C 70 0,65
4 7,562 74 3-hidroxipropenal C 74 0,72
5 10,330 55, 82 Penta-1,4-Dien-3-Ona C 82 0,85
6 11,249 55, 84 Furan-2(3H)-ona C 84 0,70
7 11,495 58, 57 Butan-2,3-diona C 86 2,24
8 12,830 95, 67 2-Furaldeido C 96 0,28
9 13,721 96, 67, 97 2-Furanocarboxaldeido C 96 3,71
10 14,662 98, 81, 69 2-Furanometanol C 98 0,47
11 17,567 55, 84 Furan-2(5H)-ona C 84 1,80
12 17,953 70, 98, 83 ciclopenten-1,2-diona C 98 4,05
13 20,427 94 NI - 94 1,21
14 21,363 114, 58, 69 5,6-Diidro-4-hidroxipiran-2(2H)-ona C 114 2,78
15 22,649 112 Ciclopenten-1-ona C 112 1,66
16 23,512 69, 98 4-Metil-(5H)-furan-2-ona C 98 0,53
17 23,753 108, 79, 90 2-metil-fenol LM 108 0,36
18 24,642 108, 79, 90 3-metil-fenol LM 108 1,00
19 25,451 109, 124, 81 Guaiacol LG 124 2,01
20 29,843 110, 138, 123 4-metil-2-metoxi LG 138 4,72
21 31,123 97, 126, 69 5-(hidroximetil)-furancarboxaldeido C 126 1,09
22 32,364 124,78, 108 1,2-Benzenediol, 3-metil LG 124 1,18
23 32,631 140, 125, 97 3-Metoxicateol LM 140 3,89
24 33,196 152,137, 122 4-Etilguaiacol LG 152 0,82
25 33,445 124,78, 107 4-metil-1,2-Benzenediol LG 124 1,64
26 34,571 150, 135, 107 4-vinil guaiacol LG 150 4,35
27 35,915 154, 139, 93 Siringol LS 154 7,96
28 36,349 154, 139, 111 3,4-dimetoxifenol LS 154 1,75
29 36,931 123, 138 3-Metilguaiacol LG 138 0,56
30 37,793 152, 123, 137 Vanilina LG 152 2,12
31 37,993 164, 149, 77 Eugenol LG 164 0,61
32 39,282 168, 153, 125 Metilsiringol LS 168 4,54
33 39,458 164, 149, 131 Isoeugenol LG 164 4,32
34 39,823 137, 166, 122 Homovanilina LG 166 1,61
35 41,041 166, 151, 123 Acetoguaiacona LG 166 2,74
36 41,935 167, 182, 107 4-etilsiringol LG 182 1,46
37 43,265 180, 165, 137 4-vinil siringol LS 180 10,35
38 44,404 194,91, 179 Metoxieugenol LS 194 2,92
39 45,949 194,91, 119 cis-4-propenilsiringol LS 194 1,42
40 46,327 182, 167, 111 Siringaldeido LS 182 2,72
41 47,444 194,91, 119 trans-4-propenilsiringol LS 194 6,75
42 55,487 208, 165, 137 Sinapaldeido LS 208 0,99

*Area relativa: porcentagem em relagdo a soma de todas as areas dos picos do pirograma
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Figura 12. Estrutura molecular dos compostos 2-metil-fenol e 3-metil-fenol

Conforme apresentado na Figura 13 e Figura 14, pode-se observar o
espectro de massas dos dois compostos em questdo, onde ambos apresentam
m/z principal no valor correspondente a 108 g mol”". Os compostos referentes ao

m/z 90 e 79 sao provenientes da fragmentacdo da molécula principal.
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Figura 13. Espectro de massas dos compostos 2-metil-fenol
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Figura 14. Espectro de massas do composto 3-metil-fenol
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5.2 Determinacao da relacao siringil/guaiacil

Os testes estatisticos foram realizados considerando os dados das areas
relativas dos compostos de cada amostra analisada com os dados de S/G
realizados pela técnica de oxidagéo alcalina por nitrobenzeno (Anexo B).

Com o propésito de verificar caracteristicas constitucionais da lignina das
amostras, foi realizada também andlise exploratoria através da Andlise de
Componentes Principais, sendo consideradas as variaveis, as areas dos
compostos marcadores estabelecidos e os valores de relagdo S/G estabelecidos
pela andlise por oxidagao alcalina com nitrobenzeno. Os dados da matriz (Tabela
3) foram submetidos a andlise de componentes principais.

Na analise das componentes principais notou-se uma separacdo dos
clones das amostras de eucalipto, com um total de varidncia acumulada de
72,25% nas Componentes Principais (CP) 1 e 2, como mostra a Figura 15 na
projecao dos escores. No quadrante identificado como escores negativos para a
CP1 e positivo para a CP2, as amostras 54A; 55A; 56A; 59A e 60A agruparam
neste quadrante. Ja as amostras 53A; 62A e 65A se dispuseram no quadrante
positivo da CP1 e positivo da CP2, enquanto que as amostras 57A; 58A; 67A;
68A; 69A; 70A e 72A se localizam no quadrante negativo para as duas CPs. No
quadrante positivo na CP1 e negativo na CP2 encontram se dispostas as
amostras 52A; 61A; 63A; 64A; 66A e 71A, mostrando uma diferenciacao das
amostras consideradas.

Ja na Figura 16 dos pesos, as variaveis referentes aos picos foram
observadas, no sentido de, mostrar as influéncias das mesmas na separagao das
amostras representadas no grafico dos escores. Desta forma, as varidveis do
quadrante em que a CP1 é negativa e CP2 positiva, influenciam no agrupamento
das amostras neste quadrante, assim as variaveis Pc38 (metoxieugenol),
Pc39 (cis-4-propenilsiringol), Pc40 (siringaldeido) e Pc41 (trans-4-propenilsiringol).
As variaveis Pc37 (4-vinil siringol) e a relagao Siringil/Guaiacil tiveram influéncia na
separacdo das amostras nos quadrantes negativos para CP2 e negativo para a
CP1. As amostras do quadrante positivo tanto para CP1 e CP2, foram separadas
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pela influéncia das variaveis, Pc25(4-metil-1,2-benzenediol), Pc30 (vanilina),
Pc31 (eugenol) e Pc33 (isoeugenol). As amostras do quadrante positivo para CP1
e negativo para CP2, foram separadas pela influéncia das varidveis
Pc19 (guaiacol), Pc26 (4-vinil guaiacol).
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Figura 15. Escores das amostras dos diferentes clones de eucalipto, levando em
consideracao os picos dos pirogramas.
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Figura 16. Disposicdo no grafico dos pesos, das variaveis consideradas para
explicar a influéncia nas separagdes das amostras.

Na avaliacdo para definicdo de marcadores foi empregada andlise
hierarquica por agrupamento (cluster analysis)'".

A Figura 17 apresenta o dendograma submetido com todas as areas
relativas dos picos obtidos nos pirogramas das amostras avaliadas com o
parametro de andlise de referéncia de S/G por oxidagdo alcalina por
nitrobenzeno., em que, nota-se a pouca formacdo de grupos e uma alta
similaridade de valor de sinal, para os sinais 1 € 2 com menores distancias no
gréafico. Os picos 22,38,39,40 e 41 ja evidenciam a formagdo de um grupo € 0s
picos 19,25,26,30,31 e 33 evidenciam a formacgao de outro grupo.

Na Figura 18 sado apresentados os marcadores selecionados a partir do
critério da distancia euclidiana e dos picos que apresentaram p<0,05 na tabela de
correlacdo de matrizes; onde apresentam significancia na analise de variancia de

acordo com modelo linear. As informacdes foram cruzadas, avaliadas e

11 . . L. . ‘. . e
Termo usado para descrever diversas técnicas numéricas cujo propdsito fundamental € classificar os
valores de uma matriz de dados sob estudo em grupos discretos.
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estabelecidas utilizando a tabela de regressdo e a anadlise hierarquica por

agrupamento.
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Figura 17. Dendograma pelo método de agrupamentos referente a area relativa
das amostras considerando 42 picos.

A analise hierdrquica de agrupamento mostrou uma similaridade entre as
areas consideradas, evidenciando dois grupos de varidveis com maiores
similaridades entre si. No grupo 1, composto pelas varidveis dos picos 19, 25, 26,
30, 31 e 33, que foram provenientes da degradagdo da lignina guaiacila (LG),
neste grupo os picos mais similares sdo os 31 e 33, denotado pela menor
distancia. No grupo 2 os picos sédo 38, 39, 40 e 41, em que os picos 39 e 41 sao
0s mais similares entre si, € formado pela degradacdo da lignina siringila (LS),
conforme Figura 18.
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Figura 18. Dendograma pelo método de agrupamentos referente aos picos
marcadores considerados no estudo de separacao das amostras.

A qualidade do ajuste pode ser verificada mediante a Figura 19 onde os
dados se ajustam a reta identidade, apresentando um coeficiente de correlacéao de
0,9408; demonstrando pouca flutuacdo em relacao a reta linear. Esta flutuacao
pode ser observada na Figura 20, em que os residuos apresentados em relacao
ao método de referéncia a relacdo S/G Nitrobenzeno em comparagao a relagao
S/G Marcadores, experimento realizado com pirélise. Os residuos se distribuem
no intervalo de -0,3 a 0,3 na propor¢ao de 100%, no intervalo de residuo de -0,2 a
0,2 a proporcdo é de 90%, sendo que na proporcdo de 47,62 % dos residuos
estdo entre -0,1 a 0,1, isto evidencia um indicativo que as determinagdes
comparativas dos métodos relacionados, sdo bastante prdéximas nos valores
obtidos.
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Tabela 3. Dados utilizados no modelo linear constituidos pelas areas relativas dos
picos (%) dos marcadores utilizados e dos valores de relacdo S/G Nitrobenzeno
para as 21 amostras.

Pico Pico Pico Pico Pico Pico Pico Pico Pico Pico Pico

Amostra  SIG 19" 55 25 30 31 33 37 38 39 40 41

2152A 3,10 217 195 491 205 056 448 10,10 3,17 159 2,07 5,91
2153A 312 166 138 522 1,79 057 435 10,15 2,86 1,69 3,66 7,89
2154A 29 1,47 132 3,70 205 062 450 954 376 208 6,19 931
2155A 353 1,41 0,79 347 158 048 450 10,28 398 2,07 569 8,80
2156A 3,71 130 127 289 1,76 046 4,00 999 346 206 6,73 8,26
2157A 353 189 1,10 4,16 187 044 4,16 10,75 290 158 4,53 7,81
2158A 356 187 085 382 1,70 048 3,70 1128 3,44 188 4,04 8,02
2159A 365 151 084 326 207 050 4,72 1034 368 1,92 343 8,31
2160A 369 129 134 347 199 046 3,98 10,31 339 1,74 360 794
2161A 281 201 164 435 212 061 432 1035 292 142 272 6,75
2162A 287 215 161 454 211 058 491 1033 3,18 153 3,02 7,11
2163A 283 195 141 418 219 051 4,05 11,07 321 159 209 7,05
2164A 290 1,77 164 418 2,02 054 421 1129 3,17 161 1,74 6,85
2165A 268 284 210 499 213 067 5,09 950 295 1,79 043 7,20
2166A 286 159 146 433 184 053 431 11,70 352 165 1,11 6,50
2167A 389 152 0,72 367 195 044 4,10 10,75 350 1,75 391 7,09
2168A 368 150 066 303 1,73 040 351 1135 3,19 156 3,06 6,17
2169A 361 153 063 356 182 044 399 1047 338 156 221 6,86
2170A 351 169 071 364 182 048 439 1129 354 151 256 7,52
2171A 330 162 1,41 457 1,77 057 4,44 1093 3,07 160 200 6,43

2172A 353 156 168 398 1,13 034 345 12,02 3,05 1,71 3,41 6,50
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Figura 19. Correlacdo dos valores de S/G obtida pelo método usando
nitrobenzeno e a relagado S/G obtida pelo método com determinagao por
pirélise em amostras com extrativos.
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Figura 20. Residuos em relagdo aos valores da relacdo S/G determinados pelo
método com nitrobenzeno, em relagdo aos valores da relacdao S/G
determinados pelo método de pirdlise.
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Na Tabela 4 sdo apresentados os valores obtidos dos picos marcadores
que irdo compor o0 modelo da equacao com os coeficientes para cada pico e o
intercepto da equacdo. O modelo apresentou um coeficiente de correlagdo de
0,9408.

Tabela 4. Parametros estimados para o modelo linear proposto

Tipo Composto Coeficiente p
Intercepto ) - 7,80493 0,007713
Pico 19 LG Guaiacol -0,18343 0,409924
Pico 25 LG 4-metil-1,2-Benzenediol -0,43154 0,039989
Pico 26 LG 4-vinil guaiacol -0,02172 0,891036
Pico 30 LG Vanilina -0,03650 0,915941
Pico 31 LG Eugenol -3,50997 0,027795
Pico 33 LG Isoeugenol 0,19653 0,415948
Pico 37 LS 4-vinil siringol -0,16618 0,237860
Pico 38 LS Metoxieugenol -0,33694 0,326745
Pico 39 LS cis-4-propenilsiringol 0,65366 0,274814
Pico 40 LS Siringaldeido -0,00098 0,987432
Pico 41 LS trans-4-propenilsiringol -0,10439 0,377288

Apds ter sido estabelecido a equagdo que prediz o modelo para
determinacédo da relacdo S/G por pirdlise, foi calculado os valores referentes a
analise com os 11 marcadores derivados de lignina das amostras avaliadas,
conforme apresentado na Tabela 5. Os valores obtidos da relacdo S/G ficaram
muito préximos da relacédo obtida pela oxidagao por nitrobenzeno.
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Tabela 5. Relagdo S/G determinada por Pi-CG/EM e por oxidagao alcalina com
nitrobenzeno em serragem de Eucalyptus spp.

Relacao S/G

Amostra S/Gp * S/G **
2152A 2,97 3,10
2153A 3,21 3,12
2154A 3,05 2,96
2155A 3,65 3,53
2156A 3,71 3,71
2157A 3,55 3,53
2158A 3,35 3,56
2159A 3,62 3,65
2160A 3,46 3,69
2161A 2,78 2,81
2162A 2,94 2,87
2163A 3,05 2,83
2164A 2,93 2,90
2165A 2,69 2,68
2166A 2,98 2,86
2167A 3,76 3,89
2168A 3,81 3,68
2169A 3,77 3,61
2170A 3,35 3,51
2171A 3,13 3,30
2172A 3,56 3,53

*Com a utilizagcao dos 11 marcadores de derivados de lignina das amostras com extrativo e
** pelo método da oxidacgao alcalina com nitrobenzeno.

Pelos testes estatisticos verificou-se claramente que a determinacdo da
relacdo S/G por Pi-CG/EM utilizando-se as areas relativas dos picos dos
compostos marcadores forneceram resultados estatisticamente equivalentes aos
obtidos pelo método de oxidacao alcalina com nitrobenzeno.

Foi observado que os hibridos Eucalytus Urophylla x globulos
apresentaram teores de S/G superiores aos demais hibridos avaliados.

A serragem com e sem extrativos tiveram valores muito proximos da
relacdo S/G para as amostras avaliadas (Tabela 6). Neste caso, a equagao
apresentou coeficiente angular préximo de um e coeficiente linear mais proximo de

zero, além de coeficiente de regressao linear mais proximo de um, indicando que
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os valores obtidos estao relacionados com os valores de referéncia. Nao foi
observado influéncia dos extrativos na determinacdo S/G por Pi-CG/EM,
afirmando assim a teoria descrita por (SILVA, 2006).

Tabela 6. Relacdo S/G determinada por Pi-CG/EM em amostras com extrativos e
sem extrativos.

Relacao S/G
Amostra S/Gp* S/Gp**
2152A 2,97 3,27
2153A 3,21 3,21
2154A 3,05 3,08
2155A 3,65 3,56
2156A 3,71 3,59
2157A 3,55 3,64
2158A 3,35 3,30
2159A 3,62 3,54
2160A 3,46 3,46
2161A 2,78 2,66
2162A 2,94 3,31
2163A 3,05 3,05
2164A 2,93 2,82
2165A 2,69 2,86
2166A 2,98 2,85
2167A 3,76 3,66
2168A 3,81 3,76
2169A 3,77 3,82
2170A 3,35 3,35
2171A 3,13 3,45
2172A 3,56 3,68

*Com a utilizagdo dos 11 marcadores de derivados de lignina das amostras com extrativo e
** Com a utilizagao dos 11 marcadores de derivados de lignina das amostras sem extrativo

A Figura 21 apresenta boa correlagdo entre os valores obtidos por
Pi-CG/EM em amostras com extrativos e sem extrativos. Apresentando um valor
de coeficiente de correlacdo de 0,90665. A Figura 22 apresenta boa correlacao
entre os valores obtidos por Pi-CG/EM em amostras sem extrativos com o método
por oxidagdo por nitrobenzeno. Apresentando um valor de coeficiente de

correlagéo de 0,8755.
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Figura 21. Correlagdo das amostras analisadas, obtendo-se os valores S/G por
Pi-CG/EM em amostras com e sem extrativos.
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Figura 22. Correlacdo dos valores de S/G obtida pelo método usando
nitrobenzeno e a relagdo S/G obtida pelo método com determinacéao por
pirélise em amostras sem extrativos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados mostraram que a técnica de pir6lise acoplada a cromatografia
gasosa e a espectrometria de massas é uma técnica eficiente para estudos da
composi¢ao da lignina, em especial a relagao siringila/guaiacila.

Foram estabelecidos onze marcadores de lignina pela Anadlise de
Componentes Principais.

No grupo avaliado os compostos marcadores utilizados foram o Guaiacol;
4-metil-1,2-Benzenediol; 4-vinil guaiacol; Vanilina; Eugenol; Isoeugenol; como
marcadores do tipo guaiacil e os compostos Metoxieugenol; cis-4-propenilsiringol;
Siringaldeido; 4-vinil siringol e trans-4-propenilsiringol como marcadores do tipo
siringil.

A analise multivariada por componentes principais e similaridade por
analise hierarquica por agrupamento, foi capaz de evidenciar as separacoes das
amostras e evidenciar os compostos responsaveis pela localizagdo de cada
amostra, no que se refere a separacdo das mesmas.

A equacao ajustada para o modelo apresentou um coeficiente de correlacédo
capaz de mostrar as semelhancas nas determinacées dos métodos de analise
para a relacao S/G.

Foi observado que os extrativos ndo apresentam interferéncia na
determinacao da relacdo S/G da lignina por Pi-CG/EM.

Os resultados deste trabalho mostraram que a técnica apresenta
consideraveis vantagens em relagdo ao método de oxidagdo alcalina por
nitrobenzeno como a simplicidade e rapidez no preparo das amostras, rapida

caracterizacao das amostras além de analisar quantidades pequenas de amostra.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo A
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8G

Picos
Amostra S/G
1 2 13 17 18 19 20 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

1 1,72 355 057 031 0,78 2,17 436 083 343 069 195 491 731 2,06 048 2,05 056 518 448 152 1,79 123 10,10 3,17 1,59 2,07 591 0,54 3,10
2 149 381 096 039 066 166 439 0,79 3,00 0,79 138 522 644 196 060 1,79 057 516 435 1,79 1,79 151 10,15 2,86 1,69 3,66 7,89 1,58 312
3 1,75 3,26 065 030 060 147 330 139 326 1,06 132 3,70 653 163 0,18 2,05 062 546 450 164 187 138 954 3,76 2,08 6,19 9,31 0,16 2,96
4 192 344 0,75 0,19 069 1,41 3,73 1,70 3,50 0,34 0,79 347 719 190 026 158 0,48 4,76 450 152 212 1,41 10,28 3,98 2,07 569 880 0,25 3,53
5 1,35 3,04 050 0,19 056 1,30 3,32 1,41 398 121 127 289 731 2,11 059 1,76 0,46 4,77 4,00 127 287 130 999 346 2,06 6,73 826 1,35 3
6 1,31 328 053 0,18 063 1,89 364 1,13 357 049 1,10 4,16 699 1,78 045 1,87 0,44 470 416 151 252 132 10,75 2,90 158 453 7,81 2,05 3,53
7 1,04 281 1,16 033 058 187 069 064 366 058 085 3,82 884 190 022 1,70 0,48 5,08 3,70 160 2,64 164 1128 3,44 188 4,04 8,02 0,28 3,56
8 212 414 084 028 092 151 3,79 1,09 355 1,15 0,84 326 7,02 1,89 0,83 2,07 050 448 4,72 1,72 2,07 1,31 10,34 3,68 1,92 343 831 048 365
9 1,72 3,61 055 037 060 129 059 099 355 0,71 134 347 667 264 063 199 046 556 398 164 261 146 1031 3,39 1,74 3,60 7,94 0,84 369
10 1,46 3,01 121 036 1,00 2,01 472 1,18 3,89 082 164 435 796 1,75 056 2,12 0,61 454 432 161 2,74 146 1035 292 1,42 2,72 6,75 0,99 281
n 165 358 162 036 0,72 2,15 443 085 3,74 083 161 454 733 1,84 0,73 2,11 058 460 491 164 237 139 1033 3,48 1,53 3,02 7,11 0,10 287
12 1,46 3,06 122 031 063 195 367 087 368 1,15 141 418 819 158 054 2,19 051 506 4,05 168 2,14 154 11,07 321 159 2,09 7,05 0,08 2,83
13 145 290 143 038 098 1,77 437 123 3,84 087 164 4,18 7,81 2,10 0,96 2,02 054 4,77 421 161 254 150 1129 3,17 161 1,74 6,85 0,76 2,90
14 1,03 299 130 051 0,78 2,84 264 1,00 469 086 2,10 499 835 294 0,76 2,13 0,67 4,75 509 154 215 163 950 295 1,79 043 7,20 0,05 2,68
15 144 336 140 041 061 159 402 0,74 361 095 146 433 733 2,05 058 1,84 053 537 431 161 187 151 11,70 352 165 1,11 650 0,37 2,86
16 243 472 156 037 0,77 152 3,61 1,03 4,02 044 0,72 3,67 7,64 191 082 195 044 455 4,10 168 222 1,30 10,75 3,50 1,75 3,91 7,09 0,00 389
17 242 446 183 044 086 150 356 1,05 3,98 057 066 3,03 798 1,68 083 1,73 0,40 386 351 160 250 1,35 1135 3,19 1,56 3,06 6,17 0,18 368
18 231 418 128 031 065 153 350 1,14 4,03 045 063 356 693 2,37 0,70 1,82 0,44 505 399 159 264 1,34 1047 3,38 1,56 221 6,86 0,49 361
19 184 349 135 034 0,79 1,69 3,78 1,00 4,11 051 0,71 3,64 8,13 2,07 063 1,82 048 502 439 136 227 135 1129 354 151 256 752 044 351
20 1,79 38,71 129 030 065 162 396 1,10 3,70 0,86 1,41 457 645 2,17 065 1,77 057 542 444 169 227 134 1093 3,07 1,60 2,00 6,43 0,46 330
2 191 420 151 030 054 156 342 095 394 054 168 398 646 229 0,77 1,13 0,34 552 345 140 229 160 12,02 3,06 1,71 3,41 6,50 1,40 3,53
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8.3 Anexo C

Os espectros de massas a seguir referem-se aos principais espectros dos
compostos observados.

Pico 03 — But-2-enal
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razao massa/carga (m/z)

Pico 05 - Penta-1,4-Dieno-3-Ona

razao massa/carga (m/z)

Pico 06 - Furan-2(3H)-ona
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Pico 09 - 2-Furanocarboxaldeido
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Pico 21 - 5-(hidroxi metil)-furancarboxaldeido
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Pico 26 - 4-vinil guaiacol
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Pico 38 - Metoxieugenol
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