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RESUMO A lignina, por ser um biopolimero extremamente abundante e com caracteristicas fenélicas, apresenta grandes po-
tencialidades para ser utilizada em diversas aplicagdes. No entanto, sua estrutura tridimensional e de formag¢éo complexa variam
em funcéo de diversos aspectos, entre eles a espécie e a forma de obtengio. Neste contexto, o presente estudo objetivou carac-
terizar a lignina obtida da madeira de quatro espécies (Eucalyptus paniculata Sm, Eucalyptus botryoides Sm, Eucalyptus tereti-
cornis Smith e Corymbia citriodora Hook) por meio de processo Organosolv (extragdo com etanol/agua). As ligninas foram
determinadas quanto a sua composigdo, estrutura e grupos funcionais. A reatividade das ligninas foi analisada através do teor
de fendis totais e do poder oxidante das mesmas. As propriedades fisico-quimicas das ligninas foram determinadas por técnicas
alternativas como GPC (cromatografia de permeagdo em gel), e ATR-IR (infravermelho com atenuada refletdncia total). Os
resultados mostraram que as ligninas obtidas das diferentes espécies pelo processo Organosolv tém alto grau de pureza, por
apresentarem baixos teores de agticares e contaminantes inorganicos. Além disso, todas ligninas apresentaram elevada polidis-
persidade sendo que a maior média de peso molecular foi verificada na lignina do E. paniculata.

Palavras-chave: Eucalyptus, Corymbia citriodora, teor fenois, capacidade antioxidante.

Characterization of organosolv lignin of wood from different spe-
cies

ABSTRACT Lignin is a biopolymer extremely abundant with phenolic characteristics that have great potential for use in vari-
ous applications. However, their three-dimensional structure of complex formation varies depending on various aspects in-
cluding the specie and the way of obtaining. In this context, this study aimed to characterize the lignin obtained from four
species (Eucalyptus paniculata Sm, Eucalyptus botryoides Sm, Eucalyptus tereticornis Smith, Corymbia citriodora Hook) through
Organosolv process (ethanol/water). Lignins were determined as its composition, structure and functional groups. The reactiv-
ity of lignins was analyzed by total phenol content and the oxidant power. The physic-chemical properties of the lignins were
determined by alternative techniques such as GPC (gel permeation chromatography) and ATR-IR (infrared attenuated total
reflectance). The results showed that the lignin obtained from different species by the Organosolv process has high purity,
because they have low levels of sugars and inorganic contaminants. In addition, all lignins presented high polydispersity and a
higher average molecular weight was verified in E. paniculata lignin.

Keywords: Eucalyptus, Corymbia citriodora, content phenols, antioxidant capacity.

Illtl‘Odll(;flO tre as espécies de rdpido crescimento, o eucalipto é ampla-

mente utilizado nas industrias em fun¢do da facilidade de
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adaptagdo e alta produtividade. No Brasil, as plantacoes de
e a disponibilidade fazem da madeira um material extrema-

eucalipto em 2012 representaram aproximadamente
mente versatil, o qual é utilizado em diversas aplica¢des. Den-
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6.664.812 ha, sendo desse total (76,6% e 23,4%) correspon-
dente respectivamente pelas espécies de Eucalyptus e Pinus, a
maior parte destes plantios foram destinados as industrias de
celulose e papel (ABRAF, 2013)

Dentre os principais componentes da madeira, a lignina é
um biopolimero de estrutura amorfa e caracteristica fendlica
formada a partir da desidrogenac¢do dos alcodis precursores:
p-cumarilico, coniferilico e o sinapilico (FENGEL e WEGE-
NER,1983), e se encontra na lamela média e nas paredes ce-
lulares das plantas (ROWELL,2005). Por ser de origem reno-
vavel e a maior fonte natural de polimero aromatico fenolico
(CARROTT etal., 2007), a lignina é uma boa alternativa com
grandes potenciais para ser utilizada na sintese de novos ma-
teriais poliméricos (TEJADO et al, 2007; CAVDAR et
al.,2008).

Sarkar e Adhikari (2000) e Jin et al. (1990) estudaram a
utilizagdo de ligninana sintese de resinas fenélicas, Kubo e
Kadla (2004) em 6xido de polietileno/Organosolv, Boeriu et
al. (2004) como emulsionante e Li e Ragauskas (2012) em es-
puma rigida de poliuretano.

Dentre os processos de polpag¢do, o método por Organo-
solv é ambientalmente mais adequado para o fracionamento
dos componentes lignoceluldsicos por usar solventes organi-
cos (RODRIGUEZ et al., 1998). A lignina Organosolv é in-
dustrialmente interessante por ser livre de enxofre e geral-
mente seu peso molecular é mais baixo (LI e RAGAUSKAS,
2012). A converséo de ligninas, em biorrefinarias, como co-
produtos de maior valor agregado pode ajudar a reduzir o
custo da produgio de biocombustiveis, para isso é necessario
investigar mais a respeito da lignina e suas potencialidades
(ARAQUE et al. 2008).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo ca-
racterizar a composico e a estruturas das ligninas obtidas de
quatros espécies (E. paniculata, E. botryoides, E. tereticornis e

C. Citriodora) através do processo Organosolv.

Material e Métodos
Matéria Prima

Para realizagdo deste estudo, foram utilizadas arvores das
espécies de Eucalyptus paniculata Sm, Eucalyptus botryoides
Sm, Eucalyptus tereticornis Smith e Corymbia citriodora
Hook que foram abatidas de plantios localizados no Rio
Grande do Sul. As toras obtidas a altura do DAP (didmetro a
altura do peito, 1.30 m), foram cortadas pranchas e colocadas
em camara climatizada a 20°C e 65% de umidade relativa até
atingirem o teor de umidade de equilibrio (12% UR). Depois
as madeiras foram moidas em moinho de facas e o material
retido na peneira de 40 mesh foi utilizado nas anélises subse-

quentes.

Processo Organosoly

A deslignificagdo de cada espécie foi realizada pelo pro-
cesso Organosolv conforme descrito por Garcia et al. (2012).
Para tal, utilizou-se uma soluc¢do de etanol/dgua (60/40% vo-
lume) como solvente juntamente com a madeira moida na
proporcio de 1:10 (madeira:solvente) & 180°C por 90 min em
um reator com agitagdo. A reagio foi filtrada e a polpa celu-
lésica (parte solida) foi lavada com solugdo de etanol/agua
(60/40% volume) e depois com agua. Da fragao liquida (licor
negro) do processo de deslignificacao foi precipitada a lig-

nina.

Precipitagdo e caracterizacdo da lignina

As ligninas foram precipitadas do licor negro por acidifi-
cagdo conforme método descrito por Alrios et al. (2009). O
teor de cinzas e lignina insoltvel em 4cido (lignina Klason)
foram determinados de acordo com os métodos descritos por

Toledano et al. (2012).

Ciéncia da Madeira (Brazilian Journal of Wood Science) 238



P. S. B. dos Santos et al. (2015)

Caracterizagdo da lignina obtida da madeira de diferentes espécies por meio

do processo organosolv

Uma parte do filtrado liquido resultante da lignina Klason
foi utilizado para determinar a porcentagem de lignina solu-
vel em dcido através de espectroscopia UV-VIS utilizando
equipamento JascoV-630. O filtrado liquido foi diluido em
uma solug¢éo aquosa com 1M H,SO; (4cido sulfirico) até que
a absor¢io estivesse entre 0.1 e 0.8 nm. A absorbincia das
amostras foi medida a 205 nm. Da outra parte do filtrado li-
quido foi verificado o contetdo dos agticares (glucose, xilose
e arabinose) através da técnica de cromatografia liquida de
alta performance (HPLC).

Os grupos funcionais presentes nas ligninas Organosolv
foram verificados utilizando espectroscopia de infravermelho
com atenuada refletancia total (ATR-IR) utilizando instru-
mento MKII Golden Gate Specac. Os espectros foram regis-
trados em modo de transmitancia em fun¢io do numero de
ondas (4000 — 650 cm™) durante 30 varreduras com resolugdo
de4 cm™

Para avaliar o peso molecular (MW) e a distribui¢do do
peso molecular (polidispersidade) as ligninas foram submeti-
das a técnica de Cromatografia de Permeagio em Gel (GPC),
utilizando equipamento JASCO com interface LC-Ne-
tII/ADC, um detector de indice de reflexdo RI-2031 Plus e
duas colunas Polar Gel-M. Como eluente utilizou-se dimetil-
formamida mais 0.1 % de brometo de litio. A taxa de fluxo foi
0.7 mL.min"' & 40°C. A calibragio foi feita com padrdes de
poliestireno (Sigma-Aldrich) variando de 266 a 70.000 g.mol’
1

O conteudo total de fenois das amostras de lignina foi de-
terminado conforme método descrito por Garcia et al. (2012)
e Amendola et al. (2010). O teste consiste em misturar 2,5 mL
de reativo de Folin-Ciocalteu, 5mL de solu¢io de Na,COsa
20% e 0,5 mL de solu¢io de lignina em uma concentragio de
(2g/L) de lignina em DMSO, por 30 min a 40°C, antes de me-
dir a absorvancia a 750 nm. A intensidade da cor azul foi me-

dida a 750 nm num espectrofotémetro de UV-VIS, e o teor

de fendis foi determinado utilizando uma curva padrido com
as solugdes de acido galico.

O poder antioxidante, bem como a capacidade da lignina
para reduzir radical ABTS foram medidos através do método
espectrofotométrico (UV-VIS) descrito por Amendola et al.

(2010) e Garcia et al. (2010).

Andlise estatistica

Os dados foram analisados por estatistica descritiva e ana-
lise de variancia (p < 0,05). Quando a hipétese nula foi rejei-
tada, os valores médios foram submetidos a comparagao com

o teste de Tukey em nivel de significAncia de 5%.

Resultados e Discussao
Composigado e estrutura das ligninas

A Tabela 1 mostra os valores médios da composi¢do das
ligninas quanto aos percentuais de cinzas, agticares e lignina
(insoluvel e soltvel em acido e total). O E. paniculata apre-
sentou o maior percentual de cinzas, tanto a 525°C como a
800°C, comparado com as outras espécies.

Em relagdo aos agucares, a glicose e a xilose foram estatis-
ticamente diferentes entre as espécies, sendo que a arabinose
ndo foi detectada em nenhuma das espécies analisadas. Ob-
serva-se que a lignina obtida da C. citriodora apresentou o
maior teor de acticares (glicose e xilose) e que a lignina obtida
do E. paniculata foi a lignina com mais impurezas em relagdo

as outras espécies, apresentando o menor teor de lignina total.

Andlises de ATR-IR

Os espectros entre 4000 - 650 cm™ das diferentes ligninas
mostraram os mesmos picos, com algumas diferencas em re-
lagdo a suas intensidades.

Observou-se na Figura 1, um pico a 1712 cm™, que é rela-

cionado a vibrag¢do de carbonilo conjugados. O pico 1510
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Tabela 1. Composi¢do das ligninas organosolv de diferentes espécies.

Table 1. Composition of organosolv lignins from different species.

Cinzas % Acgucares % Lignina %
Espécie
525°C 800 °C Glicose Xilose Arabinose Insolavel Soluvel Total
E paniculata 1,095  104b 0093  1,093b ND 734+19a 106£02b  750+21a
E. botryoides ~ 0,65ab  0dlab  0211b  0,887a ND 825£09  09+0la  834%15b
E. tererticornis  0,15a 0,12a 0,098a  0,867a ND 892+0,6b 09+004a 90,1+ 0,5b
C. citriodora 04lab  022a 0,617c  1,691c ND 87,1+025b 12+03ab 88,3 +0,1b

cm™ estd relacionado com as vibragdes do esqueleto aroma-
tico e em 1456 cm™ com os grupos metilo e metileno. Os picos
encontrados em 1328 e 1271 cm™! correspondem as vibragdes
condensadas de siringil (S) e guaiacil (G). Picos comuns a lig-
nina e a celulose foram encontrados a 1420, 1111 e 1030 cm’
. Um pico a 830 cm™e a 1159cm ™ relacionados as unidades G

e S (KLINE et al., 2010).

— C.citriadora
—— E. botryoides
— E. tereticornis

— E. paniculata

Transmitancia

3500 3000 2500 2000 1500

Nimero de onda (em™)

1000

Figura 1. Espectroscopia de infravermelho (ATR-FT-IR)
para as trés espécies estudadas, na regido de intervalo 4000-
650 cm™.

Figure 1. Infrared spectroscopy (ATR-FT-IR) of three species
in the range 4000-650 cm™.

Ciéncia da Madeira (Brazilian Journal of Wood Science)

De acordo com Hage et al. (2009), organosolv deslignifi-
cagdo ndo produz alterag¢des significativas na estrutura do na-
cleo da lignina quando comparado com outros métodos de

extragido de lignina.

Andlises de GPC

As ligninas de diferentes espécies apresentaram peso mo-
lecular médio (Mw), média em numero (Mn) e polidispersi-
vidade (Mw/Mn) significativamente diferentes (Tabela 2). A
lignina obtida do E. paniculata apresentou o maior peso mo-
lecular com 10193 (g/mol) e a lignina do E. tereticornis o me-
nor Mw com 8444 (g/mol), sendo este ultimo resultado seme-
lhante ao encontrado por Guerra et al. (2008) referente a lig-

nina de E. globulus (Mw = 8100g/mol).

Tabela 2. Resultados médios de peso molecular (Mw),
numero molecular (Mn) e polidispersidade das ligninas de
diferentes espécies.

Table 2. Average values of molecular weight (Mw), molecular
number (mn) and polidispersity of lignin from different spe-

cies.
Espécie Mw (gmol™) Mn(gmol) Mw/Mn
E. paniculata 10193d 1916¢ 5,32¢
E. botryoides 8848c 2052d 4,31a
E. tererticornis 8444a 1745b 4,84b
C. citriodora 8604b 1534a 5,61d

Os valores médios na mesma coluna, seguida pela mesma
letra ndo sdo estatisticamente diferentes ao nivel de 5% pelo
teste de Tukey.
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Teores de fendis totais

Os resultados dos teores de fendis totais determinados por
Folin-Ciocalteu e expressos como percentagem de equivalen-
tes de acido galico (EAG) por 100 g de lignina sdo mostrados

na Figura 2.

60

50 1
40 17 B E paniculata
B E botryoides
B E fereticornis

C. citriodora

EAG/100 g Lig (%)

Figura 2. Percentual de grupos fenélicos expresso em equiva-
lente de acido latico (EAG) por lignina.

Figure 2. Percentage of phenolic groups expressed in equiva-
lence of lactic acid (EAG) per lignin.

Todas ligninas apresentaram altos niveis de compostos fe-
nolicos em comparagio com outras espécies relatadas na lite-
ratura (VASQUEZ et al., 2012). Verificou-se na lignina obtida
do E. tereticornis os maiores teores de fendlicos, enquanto,
que na lignina do C. citriodora encontrou-se os menores in-

dices de compostos fendlicos.

Capacidade antioxidante

A Figura 3 mostra a capacidade antioxidante das ligninas
organosolv determinado pelo percentual de redu¢io do radi-
cal ABTS. Todas ligninas apresentaram bons potenciais anti-
oxidante (94%), com resultados semelhantes aos descritos por
Garcia et al. (2012). A presenca de grupos hidroxilos na lig-
nina tem papel importante na captagdo de radicais livres.
Desse modo, fatores como o peso molecular (quanto maior a
molécula menos OH disponiveis), a polidispersdo dessas mo-

léculas, a funcionalidade e a heterogeneidade dos fragmentos

de ligninas isoladas podem afetar na capacidade antioxidante

da lignina.

96

» E. paniculata
B E botryoides

R E tereticornis

Inibigio de ABTS (%)*

C. citriodora

93 +

Inibigdo ABTS

Figura 3. Capacidade antioxidante das ligninas. * Capacidade
antioxidante expressa em porcentagem da redugio do radical
ABTS relativa a solugdo de lignina2 g/L em DMSO.

Figure 3. Antioxidant capacity of lignins. *Antioxidant ca-
pacity expressed in percentage of reduction of ABTS radical
related to 2 g/L of lignin in DMSO.

De acordo com Pan et al. (2006), o alto peso molecular e
polidispersidade elevada reduz a atividade de captagdo dos
radicais livres. Ainda segundos esses autores, o baixo peso
molecular proporciona maior despolimerizagio da lignina, o
que favorece a formagio de novos sitios ativos com grupos
hidroxilos aromaticos. Para Ugartondo et al. (2008), os
grupos hidroxilos fendlicos sdo fundamentais para a atividade
antioxidade, visto que os hidroxilos alifiticos tém uma

relagdo negativa ao potencial antioxidante da lignina.

Conclusoes

« O processo de deslignificacdo Organosolv nao influenciou
a capacidade antioxidante das ligninas estudadas.

o Todas ligninas Organosolv apresentaram contaminagao,
sendo que o E. paniculata apresentou os maiores niveis de
contaminagio, provavelmente devido ao seu elevado peso
molecular e o baixo teor de lignina total.

o A Corymbia citriodora apresentou o menor teor de fenodis

totais e o maior teor de agucares.
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