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RESUMO

AVALIACAO E CARACTERIZACAO DE LIGNINA EM BIOMASSA DE
Citrus sinensis L. Osberck. A grande producdo de residuo de citrus tem
promovido problemas em seu processamento e cultivo, levando a estocagem de
biomassa e poluicdo do meio ambiente. Estima-se que 94 milhdes de toneladas
de citrus sejam produzidos mundialmente e que 15,6 milhdes de residuos sejam
gerados ao ano, tendo o Brasil uma consideravel participacdo, pois € lider na
producdo de fruto e de suco de laranja. A biomassa citrica apresenta uma
extensa diversidade quimica como pectina, d-limoneno, flavonoides e lignina,
mostrando-se um interessante objeto de estudo na obtencdo de quimicos. A
lignina, polimero estrutural presente na parede celular de vegetais, tem sido
utilizada em resinas fenolicas, bioplasticos e em nanoencapsulamento, por
exemplo. Pelo fato da lignina apresentar-se como uma valiosa matéria-prima
renovavel, pela grande quantidade de madeira de laranjeira estocada e a escassa
literatura sobre a lignina em Citrus sinensis motivaram o presente estudo. O
trabalho consistiu em extrair a lignina de caule, raiz central e raiz secundaria de
laranjeira e do bagaco de laranja utilizando a norma TAPPI, caracterizar a
lignina a partir de infravermelho (IV), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
analise elementar e por andlise térmica. Os teores de lignina encontrados para as
amostras de laranjeira, livre de extrativos, foram de 19,80% no caule, 21,88% na
raiz central, 19,39% na raiz secundéria e 1,13% para o bagaco de laranja. A
maior abundancia de lignina na laranjeira foi encontrada na raiz central, por¢ao
responsavel pela sustentacdo da estrutura do vegetal, juntamente a raiz
secundaria e ao caule. As ligninas das diferentes porcdes da madeira de
laranjeira, livre de extrativo pela norma TAPPI T264 cm-97, apresentaram-se
com baixa solubilidade em solventes organicos, devido sua compactacdo e
enovelamento que foram observados através *C RMN no estado sélido, DSC e
TGA. As andlises de IV e RMN confirmaram as bandas caracteristicas da

lignina e ainda dos mondmeros siringil (1326 e 1115 cm-1) e guaiacil (1220 cm-
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1), encontrados em madeiras de Folhosas. Os teores de holocelulose encontrados
para amostras de bagaco de laranja (70,10%), caule (77,82%), raiz central
(78,86) e secundaria (76,66%) de madeira de laranjeira, livre de extrativos,
apresentaram valores dentro do esperado. As ligninas de caule, raiz central e
secundaria da madeira de laranjeira obtidas por polpacéo alcalina apresentaram-
se solaveis em solvente organico e com sinais caracteristicos de ligninaem IV e
RMN. O rendimento medio entre 20-24%, a solubilidade e as caracteristicas
encontradas nas analises por MEV para essas ligninas sdo interessantes na
utilizacdo das mesmas para o encapsulamento de substancias e para compositos

termorrigidos.
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ABSTRACT

EVALUATION AND CHARACTERIZATION OF LIGNIN FROM BIOMASS
OF Citrus sinensis L. Osberck. The large production of citrus residue has
promoted problems in its processing and cultivation, resulting in biomass
storage and environment pollution. It is estimated that 94 million tons of citrus
are produced worldwide and 15.6 million residues are generated per year. Brazil
has an important participation, due to the country is a world leader in the
production of fruit and orange juice. Citrus biomass presents an extensive
chemical diversity such as pectin, d-limonene, flavonoids and lignin, being an
interesting object of study. Structural polymer present in the plant cell wall, the
lignin has been used in phenolic resins, bioplastics and nanoencapsulation, for
example. The fact that lignin presents as a valuable renewable raw material for
the Brazilian chemical industry, the large amount of stored orange wood and the
scarce literature about lignin in Citrus sinenses motived the present study. The
study consisted in extracting lignin from stem, central root and secondary root
from orange tree, using the TAPPI standard method, characterize lignin by
Infrared (IR), Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Elemental Analysis and
Termical Analysis. The lignin contents for extractive-free orange samples were
19.80 % in the stem, 21.74% in the central root, 19.39% in the secondary root
and 1,13% in the orange bagasse. The greatest amount of lignin in the orange
tree was found in central root, responsible for the support of the structure of the
plant, following the secondary root and the stem. The lignins from the different
portions of the orange tree wood extraction by TAPPI T264 ¢cm-97, presented
low solubility in organic solvents, due to their compaction and folding that was
confirmed by BCNMR in solid state, DSC and TGA. The IR and NMR
confirmed the characteristic lignin bands and the siryngil (1326 and 1115 cm™)
and guiacyl (1220 cm™) monomers, which are found in hardwood type.
Holocellulose contents found for samples of Orange bagasse (70.10%), stem
(77.82%), central root (78.86) and secondary root (76.66%) extractive-free
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presented the expected content. The lignins from stem, central and secondary
roots of orange tree wood obtained by alkaline pulping were soluble in organic
solvent, as well as characteristic lignin signals for IV and NMR. The average
yield between 20-24%, the solubility and the characteristics found in the MEV
analysis of lignins obtained by alkaline pulping, are of interest for aplication

these polymer in the encapsulation of substances and in Thermosets Composite.
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1 - INTRODUCAO

A sociedade tem sofrido diversas mudancas provocadas pelos
muitos avancos tecnoldgicos no setor industrial, na satde e na ciéncia em geral,
levando a uma nova dinamica no consumo de combustiveis e de produtos
industrializados. O sistema alimenticio tem se destacado, pois o
desenvolvimento de novos produtos, a maior conservagao, o sistema criado para
a mortalidade de pragas e resisténcia das plantaces tem colocado a geracédo de
alimentos como um dos grandes avancos das Ultimas décadas. Porém esta
intensiva producédo industrial de alimentos tem também modificado o meio
ambiente, alterando o ecossistema pela larga escala de geracdo de residuos e de
substancias poluentes do ar.

O impacto ambiental promovido pelos processos industriais sobre a
sociedade, como na utilizacdo de substancias quimicas organicas derivadas do
petrdleo, levaram a busca por novas matrizes que promovessem menor agressao
a natureza. O petréleo, por exemplo, além de ser responsavel pela maior carga
poluente do planeta é um recurso finito e tem grandes perdas em suas reservas a
cada ano. A problematica do seu uso ainda percorre desastre ambientais,
acidentes operacionais e ainda guerras de interesses entre nacdes e diferentes
governos (AVTAR et al., 2016). Além das energias ndo-renovaveis, a utilizacdo
de imensa quantidade de pesticidas sintéticos com toxidade elevada e o
desperdicio de alimentos sem sua reutilizacdo ou aproveitamento correto do seu

poder energético, agravam ainda mais 0s impactos ambientais.
1.1 - Biomassa

Saindo do intenso uso da industriais quimica do petroleo do seculo
XX, 0 novo século tem buscado novos processos industrias de producdo de

energia e de compostos quimicos organicos, agora baseado na utilizacdo de



biomassa como fonte energética disponivel, possibilitando a producdo em larga
escala e com o decréscimo na poluicdo ambiental (CLARK, 2006).

Segundo Pfaltzgraff e colaboradores (2013), a biomassa representa
0 material organico de organismos vivos e derivados de plantas, que em sua
maioria esta ligado aos residuos produzidos no abastecimento da cadeia
alimentar. Sua geracdo perpassa pelo cultivo, processamento, distribuicdo e
venda dos alimentos através de perdas e desperdicios nos diferentes setores do
seu caminho ao consumo final.

De acordo com a Organizacdo de Alimentos e Agricultura das
NacOes Unidas (FAO, 2011) cerca de um terco da producao global de alimentos
para consumo humano ainda é desperdicado anualmente. O valor da perda é de
aproximadamente 1,3 bilhGes de toneladas de alimento e promove imensos
déficits no acesso aos alimentos, na economia de paises desenvolvidos (US$ 680
bilhdes) e em desenvolvimento (US$ 310 bilhdes). A producdo mundial de
alimento ndo tem acompanhado o aumento da densidade demografica das
ultimas décadas. Além da falta de alimento para o abastecimento da populacéo,
esta grande quantidade de biomassa gerada ainda tem sido pouco aproveitada
(FAO, 2011).

A perda e desperdicio de alimentos de diversas cultivares que
ocorrem ao ano sdo de grande ordem em todos os tipos de produtos. Essas
perdas sdo de 30% para cereais, 45% para raizes e tubérculos, 20% para
oleaginosas, carnes e laticinios, 35% para peixes e 45% para frutas e vegetais
(FAO,2011).

A perda de frutas e vegetais representa a maior porcentagem em
alimentos ndo utilizados, bem como a perda de raizes e tubérculos. A maior
porcentagem das perdas esta ligada a colheita, processamento e ao proprio
desperdicio pelo consumidor (FIGURA 1.1). Na Ameérica Latina, por exemplo, é
possivel verificar que a producdo tem grande responsabilidade na geracdo do

residuo, visto que a partir do cultivo e do pos-cultivo (roxo e azul,



respectivamente) sdo de 28 %, enquanto para o processamento € de 15% e o

consumo representa 5% do percentual de perda total.
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FIGURA 1.1 - Perda e desperdicios de frutas no mundo. As cores representam
as perdas no cultivo (roxo), pés-colheita (azul), processamento (vermelho),
distribuicao (verde) e no consumo (cinza). Adaptado de FAQO, 2016.

Reutilizar e valorizar os recursos disponiveis de biomassa sdo
abordagens que tem ganhado crescente atencdo dos governos e industrias na
atualidade. Nesse contexto, a utilizacdo de residuos da producdo e consumo de
alimentos surgiu como uma fonte interessante na obtencdo de substéncias
quimicas (LIN et al., 2013).

A biomassa representa um conteudo de grande diversidade quimica
e € capaz de gerar produtos como combustiveis, biomateriais, bioguimicos e
energia. Os recursos da biomassa contém um valioso conjunto de moléculas
funcionalizadas tais como celulose, polifendélicos, acidos graxos e aminoacidos.
A bioconversdo dessas substancias podem gerar nanocompasitos, surfactantes,
solventes e antioxidantes por exemplo, importantes na funcionalizagdo da cadeia
industrial (MAHRO e TIMM, 2007; PFALTZGRAFF, 2013)

Devido ao volume em escala global bastante abundante na
producdo e no descarte, e ainda uma vasta diversidade de componentes quimicos
funcionais, a biomassa tem um significante potencial para ser empregado como
matéria-prima, possibilitando a geracdo de valor agregado nesse material e a
diminuicdo dos impactos ambientais promovido pela queima, 0 armazenamento

em locais como campo ou lixdes, o descarte em rios, lagoas e outros
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reservatorios de despejo (LIN et al., 2013; AVTAR et al, 2016;
PFALTZGRAFF, 2013).

1.2 - Biorrefinaria

No panorama do século XXI, além da busca de novas matrizes, uma
preocupacdo gerada é a utilizacdo de sistemas mais sustentaveis e mais limpos,
corroborando com o conceito de “Quimica Verde”. Esta tem como objetivo uma
abordagem menos agressiva ao meio ambiente, trabalhando com matérias-
primas renovaveis e solventes menos perigosos, atuando com o conceito de
economia de atomos e de energia, levando a diminuicéo de etapas de sintese, de
processos dispendiosos em energia, de residuos e de substancias toxicas. E
sobre esse conceito é possivel englobar a biomassa como matéria-prima
renovavel, pois ndo requer a incorporacdo de heteroatomos, como ocorre com 0
petréleo devido a presenca de substancias heterogénicas (PERLATTI et al.,
2014; AVTAR et al., 2016).

A utilizacdo da biomassa tem sido importante na obtencdo de
metabdlitos secundarios que apresentam funcionalidades significativas como
pesticidas e farmacos. Além disso, a conversdo de metabdlitos primarios podem
ser utilizadas na industria de alimentos, em materiais polimericos,
transformando e agregando valor ao que era considerado residuo industrial ou de
cultivo das plantagcdes (PFALTZGRAFF et al., 2013).

O emprego de recursos advindos de biomassa tem sido crescente,
sendo visualizados na producao de biocombustiveis (ex. biodiesel), no uso como
fonte energética, bem como fonte de silica e ainda como racdo animal. Além
disso, os residuos das industrias alimenticias podem ser fontes de outras
substancias interessantes. Como exemplo, as fracGes lignoceluldsicas da
industria de papel podem levar a producdo de etanol e a geracdo de glicerol
como co-produto na recuperacdo de 6leos de alimentos para 0 uso como
biodiesel (CLARK, 2006).



Englobando esses avancos, a bioeconomia tem surgido baseada nas
praticas da quimica verde, onde um sistema industrial visando a utilizacdo
méaxima de biomassa é empregado, chamado de biorrefinarias. Esse sistema trata
0 residuo como um recurso com substancias ricas e heterogénicas, agrega valor
econémico e promove a reducdo do impacto ambiental gerado pelo descarte ao
meio ambiente ou pela combustéo.

Segundo Cherubini (2010), o conceito de biorrefinarias compreende
a utilizacdo de tecnologias capazes de converter a biomassa (carboidratos,
triglicerideos, proteinas e outras macromoléculas) em produtos de valor
agregado, como biocombustiveis e diferentes compostos quimicos. O conceito
de biorrefinarias ainda contempla a producdo de energia e aborda toda a
producdo em um sistema articulado ao sistema agroindustrial de diversas

cultivares. A FIGURA 1.2 exemplifica os recursos advindos da biomassa.

L
Utilizacdo em materiais e como Combustiveis e Energia
insumos quimicos ¢ Bioetanol
e Biopolimeros e bioplasticos ¢ Biodiesel
e Produtos basicos e especialidades ¢ Biogas

FIGURA 1.2 - Recursos gerados pela utilizacdo de biomassa como matéria-
prima. Adaptado de KAMM e KAMM, 2007.

1.3 — Brasil e contexto

O Brasil tem se posicionado entre os principais paises na producao
de alimentos (USDA, 2015) e consequentemente € gerador de grande quantidade
de biomassa, principalmente advindo do sistema agricola. O sistema agricola

brasileiro apresenta-se com grande importancia na dindmica alimentar mundial e



tem se destacado como maior produtor de acUcar, café, soja, carne de aves e
com producdes consideraveis de diversos graos (BRASIL, 2015).

O pais também ¢é responsavel pela maior producdo de suco de
laranja que gira em torno de 65% da producdo mundial (BRASIL, 2015b;
USDA, 2017), liderando a producéo de laranja (aproximadamente 19 milhoes de
toneladas de frutos em 2016/2017) e como o segundo maior produtor de citrus,
apenas atras da China (USDA, 2017). O maior cinturdo citricola brasileiro esta
localizado no estado de Sdo Paulo, concentrado na regido noroeste (como pode
ser observado na FIGURA 1.3), sendo responsavel por cerca de 72% da

producéo de laranja do pais (IBGE, 2013).

Distribuicdo dos pomares citros
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FIGURA 1.3 — Distribui¢cdo dos pomares de citros no estado de Sdo Paulo: o
territorio (vermelho) e as plantagdes de laranja (verde). Adaptado de
ANDRADE e SANTOS, 2007.

A crise do café no final da década de 20, as condi¢cbes edafo-
climéticas (como solo e clima), bem como o apoio governamental, favoreceram
0 amplo cultivo da laranja no estado de S&o Paulo. O clima foi um dos fatores
essenciais, pois o estado apresenta média de precipitacdo hidrica de 1400
mm/ano (0 minimo para laranja € de 1300 mm) e com 0 crescimento da
plantacdo diversos sistemas de irrigacdo foram implantados, melhorando o
cultivo (FERNANDES, 2010; ALVES E MELO, 2017). A regido centro-norte

(chamada de tradicional) foi pioneira na producédo de laranja, que se estendeu a



regido sul (conhecida como regido nova) como a expansdo citricola no Brasil
(VICENTE et al., 2009).

A producdo de citrus no mundo ultrapassa a quantidade de 94
milhGes de toneladas e é estimado que 15,6 milhdes de toneladas de residuos sdo
gerados por ano (LIN et al., 2013). O Brasil também € gerador de grande
quantidade de residuo advindos do cultivo e produtos da laranja. Se a relacao da
producéo de residuo/ frutos for estimada para o Brasil, é possivel encontrar o
valor minimo de 2,65 toneladas ao ano, tendo em vista que esse valor pode ainda

ser maior.
1.4 - Laranja

A laranjeira, cujo nome cientifico é Citrus sinenses, pertence a
familia Rutaceae e faz parte do género Citrus, incluindo as tangerinas, uvas,
limbes e limas, com muitas especies derivadas de hibridizagdes (KHAN, 2007).
A origem do género esta relacionada as regides tropicais do sul, subtropicais e
do sudeste da Asia e ainda areas da Africa e Australia. A distribuicdo da laranja
na Europa ocorreu na época das Cruzadas e apds anos, no século XVI, foram
levadas ao Brasil através dos portugueses (IAC, 2005; RAUF et al., 2014).

A Citrus sinenses € a espécie mais cultivada e comercializada entre
as espécies do seu género, sendo amplamente consumida no mundo. A grande
producdo de laranja tem promovido a oferta do fruto e também do suco,
principal produto do processamento de laranja (RAUF et al., 2014).

Segundo Braddock (1990, apud ZANELLA, 2013, p. 5) a laranja
apresenta em sua composicdo acUcares solliveis (glicose, frutose, sacarose,
xilose e ramnose), fibras (pectina, hemicelulose, celulose e lignina),
aminoacidos e proteinas, acidos organicos (ascorbico, citrico, malico, oxalico),
flavonoides, minerais (potéassio, fosforo, céalcio e magnésio), 6leos (terpenos) e
lipideos (acidos linoleico e linolénico). A diversidade quimica tem revelado a

laranja como promissora para o isolamento de moléculas funcionais.



O processamento da laranja gera cerca de 40 a 60% de residuo do
fruto em sua forma integral (LICANDRO e ODIO, 2002). Um dos principais
problemas que as industrias citricolas enfrentam é em como descartar a grande
quantidade de residuos solidos e liquidos produzidos. O residuos sélido é
chamado de bagaco e € composto pelas cascas, sementes e polpas. O residuo
liquido, também chamado de agua amarela, € derivado do processo de extracdo
do suco e posterior compressdo, constituido por Oleos essenciais, agucares,
pectina, proteinas e sais minerais (OLIVEIRA, 2016; ZANELLA, 2013).

O alto indice de matéria orgénica dos residuos do processamento de
laranja € de grande preocupacdo, pois séo poluidores da agua, sendo problemas
para a industria. Parte dessa biomassa € utilizada para producao de ra¢do animal
(sélidos) e de o6leo essencial (liquidos), porém uma grande parte ainda
configura-se como residuo (ZANELLA, 2013).

Outro tipo de residuo derivado da laranja € gerado a partir do
cultivo do fruto, envolvendo a dinamica de plantacio e aumento de
produtividade. O manejo das plantacbes € decorrente da necessidade de
melhorias na producéo do fruto, renova a prépria plantacdo e visa 0 aumento de
producdo. Quando o manejo ocorre, dezenas de hectares de arvores sao
derrubadas e essa area € tratada para a revitalizacdo do solo. As arvores cortadas
sdo levadas a incineracdo para a producdo de energia elétrica, que abastece o
sistema empregado no cultivo e/ou processamento. Porém a quantidade de
arvores ultrapassa ao que é necessario para queima e essas sdo destinadas a uma
area de estocagem, sendo também um grande problema.

Assim, desenvolver estratégias para o0 uso da biomassa de laranja
como subprodutos € de grande interesse. Estes tem mostrado de grande valor
comercial, com destaque para a producdo de pellets, de d-limoneno, da pectina
comercial, a aplicacdo como material adsorvente e na producdo de papel, sendo
ainda possivel a obtencdo de lignina (VERVERIS et al., 2007; ARAMI et al.,
2005; AVTAR et al., 2016; ZANELLA, 2013).



1.5 - Ligninas

A lignina (do latim lignum, que significa madeira) € uma
macromolécula ndo-carboidrato, de natureza aromatica, presente como um dos
principais constituintes da madeira. Este, presente na parede celular vegetal,
junto a celulose e hemiceluloses, tem importante papel no transporte de
nutrientes e agua dentro dos vasos condutores, pela protecdo mecanica e contra
0 ataque de microrganismos nos tecidos (SALIBA et al., 2001).

Macromolécula aromatica mais abundante e a segunda mais
abundante (atrds apenas da celulose), a lignina esta presente em grande
quantidade no meio ambiente (LEISOLA et al., 2012). Apesar de ser
amplamente estudada por muitos anos, a caracterizagao total da sua estrutura
amorfa ainda € uma duvida. Segundo MORAIS (1992), a diversidade de
estruturas da lignina entre diferentes espécies vegetais e até mesmo dentro da
mesma espécie (em partes diferentes do vegetal), sdo contribuintes na
indeterminacéo estrutural. Além disso a constituicdo da lignina de uma espécie
de arvore pode ser diferente quando comparamos ambientes diferentes, devido
as condicdes de solo e clima, por exemplo. A complexidade de formacédo de sua
estrutura, através de unidades fenilpropanoides (lignois) interligadas por
diferentes tipos de ligacdes e as modificagdes estruturais que ocorrem a partir do
seu isolamento, tem sido um dos principais entraves em sua elucidacédo
estrutural (SALIBA et al., 2001).

A lignina é constituida por unidades aromaticas de fenilpropanoides
(C6-C3), podendo ser formada pelo acoplamento oxidativo de trés diferentes
alcoois: coniferilico (unidade guaiacila), sinapilico (unidade siringila) e
cumarilico (unidade p-hidroxifenila). As estruturas estdo apresentadas na
FIGURA 1.4.
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FIGURA 1.4 — Precursores da lignina: alcool coniferilico (), alcool sinapilico
(11) e alcool p-cumarilico (111). Adaptado de PU et al., 2013.

Os mondmeros p-hidroxifenila (H), siringila (S) e guaiacila (G) sdo
diferenciados pelo grau de metoxilacdo nos carbonos C; e Cs e estdo presentes
ou ndo em proporcdes diferentes em diferentes espécies. As madeiras de
Conifera, também conhecidas como softwood, sdo mais homogéneas e
apresentam quase que somente unidades guaiacilas (tipo G). As madeiras de
Folhosas, conhecidas como hardwood, sdo constituidas por quantidades
aproximadamente equivalentes de unidades guaiacila e siringila, com uma
pequena porcentagem de unidades p-hidroxifenila (tipo GS). Em madeiras de
Gramineas € encontrado maior quantidade de unidades p-hidroxifenila
comparado as Coniferas e Folhosas, porém sua constituicéo e estabelecida pelos
trés mondmeros (tipo GSH) (ALVES, 2011; MARABEZI, 2009).

Segundo Novaes e colaboradores (2010), a lignina de madeiras do
tipo softwood equivale de 15-40% da madeira, enquanto a lignina de hardwood
apresenta-se com o valor médio de 20% da madeira, embora algumas espécies
desse grupo tenham apresentado 40% de lignina.

O acoplamento oxidativo entre as unidades monoméricas da lignina
pode levar a formacdo de diferentes ligacbes, como as do tipo p-O-4, a-O-4
(fenilicas-propanoides), -5, piroresinol (propanoides-propanodides) e 5-5
(fenilicas-fenilicas) (FIGURA 1.5). Essas ligacGes e outras sdo responsaveis
pela complexidade estrutural da lignina, podendo caracterizar a diferenca de
solubilidade e rigidez da estrutura (RUGGIERO et al., 2006; PU et al., 2013).
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FIGURA 1.5 — Tipos de ligacdes entre os monomeros de lignina. Adaptado de
PU et al., 2013.

A grande parte das ligacOes entre os mondmeros da lignina esta
relacionada com a formacéo de ligacdes do tipo eter, como as ligacdes p-O-4 e
a-0O-4, apresentando ainda ligacdes entre atomos de carbono. A dinamica dos
diferentes grupos funcionais encontrados na lignina rege o comportamento
quimico da mesma. Em sua estrutura é possivel encontrar a presenca de grupos
éteres (alifaticos e aromaticos), alcoois alifaticos e benzilicos, fenois e ainda
grupos carbonilas como aldeidos, cetonas e éesteres (MARABEZI, 2009). A

representacéo estrutural parcial da lignina pode ser observada na FIGURA 1.6.
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FIGURA 1.6 — Representacdo da estrutura parcial de uma lignina de folhosas
(hardwood) segundo WATKINS et al. (2015).

Apesar das caracteristicas estruturais da lignina e a presenca de
diversos grupos funcionais, sua utilizacdo principal ainda é como fonte de
energia, através da queima desta. A principal fonte de lignina isolada esta
relacionada a industria de papel, onde a chamada “lignina industrial” ¢ obtida
como co-produto na producdo de polpa celuldsica para posterior fabricacdo de
papel. Estima-se que a producéo de lignina no mundo, derivada deste processo,
seja de 70 milhdes de toneladas por ano e que apenas 2% dessa quantidade seja
efetivamente utilizada como produto. O restante é queimado para a producédo de
energia e recuperacdo do material inorganico (BELGACEM e GANDINI,
2008).



13

A producdo de lignina atualmente esta ligada a trés principais
processos de polpacdo, nomeados Kraft, Sulfito e Soda. Grande parte da lignina
industrial é obtida através do processo Kraft e do processo Sulfito, no qual a
lignina sofre modificacbes durante seu processamento dando origem a produto
chamado lignossulfonatos. Apesar da queima de grande parte da producéo, a
utilizacdo dos lignossulfonatos tem encontrado novos campos de aplicacéo,
baseados principalmente nas propriedades adesivas e dispersante da lignina. A
utilizacdo dos diferentes tipos de lignina comerciais tem envolvido 0 uso como
dispersante em concretos, agroquimicos, corantes, pigmentos, produtos
ceramicos e ainda como emulsificante em éleos e latex, aglutinante para pellets,
em resinas fenolicas, como antioxidante, na producdo de vanilina, entre outros
(SANTOS e CURVELO, 1999; FAUSTINO et al.,, 2010; BELGACEM e
GANDINI, 2008; CLARK, 2006).

1.6 - Métodos de quantificacdo de lignina

A determinacdo da lignina pode ser realizada atraves de diferentes
tipos de analises. Essas andlises podem ser diretamente relacionadas a
quantificacdo, no caso de obter a lignina sélida, ou indiretamente, sendo
quantificada por exclusdo quando analisados os outros componentes da madeira,
como carboidratos e minerais, ou ainda pela lignina solivel (COSTA, 2014).

O principal método de quantificacdo direta de lignina € de hidrolise
acida, capaz de promover a solubilizacdo total ou parcial dos polissacarideos
(celulose e polioses, em conjunto sé@o conhecidas como holocelulose), obtendo a
lignina como um residuo insolavel que € quantificado por gravimetria. A
hidrolise dos polissacarideos € realizada com um é&cido forte, principalmente
com acido sulfarico 72%, chamado de processo Klason, ou ainda com &cido
cloridrico (GONCALVES, 2011).

O método Klason envolve duas etapas, onde o primeiro o material

vegetal fica em contato com o &cido a 72% e uma segunda etapa onde ocorre
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uma diluicdo do acido para 3% e a solucdo é levada ao aquecimento. O método
Klason esté presente na norma TAPPI (Technical Association of Pulp and Paper
Industry), que tem sido utilizada mundialmente como norma oficial na
determinacdo quantitativa de lignina em material vegetal. O método Klason
também ¢ utilizado em outras normas como ABNT (Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas) NBR 7989, Documentos 236 da Embrapa (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) e a NREL/TP-510-42618 (National
Renewable Energy Laboratory).

Entre os métodos de quantificacdo indireta pode-se citar a anéalise
por espectroscopia na regido do UV, pois a estrutura da lignina apresenta
absor¢des maximas de energia em 205 e 280 nm, sendo assim possivel encontrar
sua concentracdo. Este método € utilizado junto a andlise da lignina insollvel,
afim de encontrar o valor integral da concentracdo desta no material analisado.
Outro método também indireto € atraves da analise de polissacarideos, onde
agentes oxidantes (clorito de sodio na presenca de acido acético, por exemplo)
sdo capazes de promover a degradacdo da lignina e manter os polissacarideos
como residuos (BELGACEM e GANDINI, 2008; MARABEZI, 2009).

1.7 - Processos de obtencao da lignina

A lignina estd presente na parede celular em um emaranhado de
estruturas, principalmente com a celulose e a hemicelulose, podendo ainda estar
junto a pectina e proteinas. A biomassa lignoceluldsica também apresenta
materiais ndo-estruturais sollveis em &gua ou solventes organicos, como 0s
acucares de pequena cadeia, material nitrogenado, clorofila e graxa, além do
chamado teor de cinzas que refere-se aos minerais. Estes sdo chamados de
extrativos, pois sdo obtidos a partir de extragdes com diferentes solventes
(ALVES, 2011).

Na obtencdo da lignina tem-se a necessidade de retirar possiveis

contaminantes, como todos os outros polimeros, macromoléculas e compostos
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presentes na biomassa, de modo que esta seja obtida com grande pureza. Por
isso, 0 tratamento da amostra é necessario inicialmente, para a retirada de
extrativos e de outras moléculas.

O emprego de diferentes métodos sdo feitos no isolamento de
lignina, envolvendo bases, acidos, solventes organicos e até mesmo enzimas.
Como ja citados, destacam-se 0s métodos utilizando sulfito, método Soda (com
hidréxido de sodio) e o método Kraft.

O método Kraft é intensamente utilizado pela industria de papel, de
onde uma grande parte da lignina é obtida, e emprega o uso de hidréxido de
sodio (NaOH) e sulfeto de sédio (Na,S) na temperatura de 170°C. O processo de
digestdo promove diversas reagdes, as ligacOes entre a lignina e carboidratos séo
rompidas e a propria despolimerizacdo da lignina ocorre. Apesar da efetividade
do processo Kraft para a obtencao de polpa de celulose e até mesmo extracdo de
lignina (até 95%), a geracdo de poluentes a partir do seu uso vem sendo
questionado por 6rgdos governamentais e por entidades ambientalistas (COSTA,
2014). A empresa Suzano Papel e Celulose S.A, tem empregado o método Kraft
para a obtencéo de lignina, com destaque a primeira planta-piloto de extracao de
lignina da América do Sul, em Limeira — SP.

A polpacdo pelo método sulfito emprega o uso de solucdo aquosa
de sulfito (MSO3, M = grupo ou metal) ou sal de bissulfito (MHSQO3) de sodio,
amonio, magneésio ou calcio, na temperatura de digestdo de 140-179 °C. Na
obtencdo da lignina, como lignossulfonatos, os carboidratos sdo separados e é
possivel ainda obter etanol por fermentacédo e vanilina até o fim do processo. Da
mesma forma que o método Kraft, a utilizacdo do sulfito € um problema para o
meio ambiente, visto que os residuos gerados com enxofre sdo grandes
poluidores (BELGACEM e GANDINI, 2008).

O metodo Soda, conhecido como polpacdo alcalina, utiliza uma
solucdo de hidroxido de sédio com a temperatura de 160°C ou menor. Durante a

polpacdo as ligacBes lignina-carboidratos sdo rompidas, ocorrendo também a
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despolimerizacdo de porcbes das ligninas. Esta ocorre principalmente pela
quebra das ligagdes a ¢ B aril éter (B-O-4 e a-O-4, por exemplo), primeiramente
nas unidades fendlicas. A reducdo parcial do pH, usualmente com &cido mineral,
e 0 uso de solvente como etanol é capaz de separar a lignina dos carboidratos.
Uma segunda reducdo de pH promove a precipitagdo da mesma (OLIVEIRA,
2015; BELGACEM e GANDINI, 2008).

Processos chamados Organosolve, utilizam solventes organicos
(que séo passiveis de recuperacdo) para a deslignificacdo do material vegetal,
podendo ser empregado o uso de uma solucéo acida ou basica como auxilio na
hidrdlise. Entre 0os mais comuns estdo o processo Alcell, que utiliza uma mistura
etanol/agua, e o processo Organocel que utiliza de uma solugdo hidro-alcéolica
seguido pela adicdo de solucdo de hidroxido de sddio e antraquinona. Os
processos Organosolv, utilizando somente solvente organico, se mostram muito
eficientes no pré-tratamento que antecede a hidrolise, sendo utilizado na
obtencéo dos extrativos (HERNANDEZ, 2007).

A utilizacdo de processos acidos recebe destaque no isolamento de
lignina. O método Klason, anteriormente citado, utiliza acido sulfurico e tem
envolvido diversos estudos de seu uso em madeiras (ALVES, 2011; GURGEL,
2010; MARABEZI, 2014; OLIVEIRA, 2015). Este processo promove a
hidrélise da celulose e polioses presentes na madeira, mantendo insolavel a
macromolécula da lignina. Outro método é o chamado Pepper, ou lignina
dioxano, sendo obtida a partir do material vegetal com uma solucéo de dioxano
e 4cido cloridrico aquoso (MARABEZI, 2009).

O emprego de processo enzimaticos também tem sido utilizados. A
lignina liberada é obtida através de enzimas (como as celulases) que atacam
somente os polissacarideos, tornando a lignina acessivel e possivel de ser
adquirida por filtracdo (SALIBA, 2001).

O emprego dos diferentes métodos possiveis para a lignina

promovem a mudanca estrutural do polimero nativo. A despolimerizagdo muitas
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vezes pode ser seguida de uma recondensacao de suas porcdes ou até mesmo de
carboidratos. As ligninas obtidas a partir de processos com reagentes contendo
enxofre possuem esses grupos como substituintes em algumas porcdes, 0 que

ocorre durante a digestdo ou polpacéo (OLIVEIRA, 2015).
1.8 - Metodos de caracterizacao de lignina

A caraterizacdo de lignina podem ser realizado por métodos
quimicos ou fisicos. A determinacdo dos grupos funcionais € dos monomeros
sdo frequentemente realizadas a partir da espectroscopia na regido do
Infravermelho, por Ressonancia Magnética Nuclear (*H RMN e *C RMN),
Espectrometria de Massas aliada a Cromatografia Gasosa, métodos de
derivatizacdo dos grupos funcionais com posterior analise no RMN, também por
Espectroscopia na regido do Ultravioleta e a verificagdo da composicdo a partir
da Analise Elementar. As caracteristicas fisicas como transi¢cbes do material e
degradacdo podem ser obtidas através da Analise Térmica, ainda sendo possivel
caracterizar a morfologia do polimero por Microscopia Eletronica de Varredura
(WATKINS et al., 2014; COSTA, 2014).

1.9 - Caracterizacao da biomassa

A caracterizacdo da biomassa € um processo importante para
encontrar a composicdo do material vegetal e para a quantificacdo da porcéo real
da lignina na madeira. As principais analises em madeira séo para celulose,
polioses e lignina, onde a verificagdo de extrativos sdo essenciais, pois a
presenca de graxas, monossacarideos e outros podem interferir na avaliacdo da

madeira como material lignocelulosico.
1.9.1 - Extrativos

Segundo a norma TAPPI T-264 cm-97, os extrativos séo

substancias solUveis em solventes organicos e geralmente ndo sdo considerados
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como parte da madeira. Sendo assim, esses grupos de substancias precisam ser
removidos antes da anélise da composicdo da madeira, exceto 0 processo de
extracdo no qual o pré-tratamento possa interferir nas analises quimicas.

Os extrativos envolvem substancias de pequenas cadeias como
graxas, gorduras, acucares (como glicose e frutose), substancias nitrogenadas
(como proteinas), clorofila, algumas resinas e corantes (ALVES, 2011; TAPPI
T264 cm-97). Essas substancias sdo normalmente extraidas a partir de solventes
organicos, em mistura ou ndo, e agua, para uma eficiéncia na extracdo de

substancia de baixa, média e alta polaridade.
1.9.2 - Celulose e polioses

As fibras vegetais sdo constituidas por uma juncdo entre polimeros
que conferem a caracteristica ao tecido vegetal. A celulose, lignina e a
hemicelulose sdo os trés principais constituintes da parede celular e sdo
responsaveis pela estrutura do vegetal (SALIBA et al., 2001).

A analise da celulose e de hemiceluloses, € de extrema importancia
para a composicdo da madeira, visto que essas duas macromoléculas equivalem
a mais de 50% da estrutura da madeira. A obtencédo de lignina com alta pureza
envolve processos de degradacdo (comumente hidrolise) de celulose e de
polioses promovendo a extracdo dessas estruturas em processos anteriores a
precipitacdo de lignina. O conjunto celulose e hemicelulose séo chamados de
holocelulose (ALVES, 2011).

A celulose é o polimero mais abundante na natureza e apresenta em
sua estrutura unidades de glicose ligadas por uma ligacdo conhecida como
glicosidica. A unido dos monémeros pela ligacdo B-1-4-glicosidica, resulta em
um polimero de alta massa molar (ALVES, 2011). Além disso, 0S grupos
hidroxilas (-OH) da celulose sdo capazes de formar intera¢6es de hidrogénio. O
processo de polimerizacdo e a quantidade de mondmeros também s&o

responsaveis por sua organizacgao cristalina caracteristica (MARABEZI, 2009).
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As polioses, também denominada hemiceluloses, sdo o segundo
polissacarideo mais abundante nos vegetais. A composi¢do das hemiceluloses
estd relacionada a mistura de pentoses (D-xilose e L-arabinose), hexoses
(principalmente D-manose, D-galactose e D-glicose) e acidos urdnicos (SILVA
et al., 1998). As hemiceluloses diferem-se da celulose por ndo apresentarem
apenas um mondmero e nem um padrdo estrutural, com uma configuragédo
irregular e com baixa cristalinidade, que contribui para o aumento da
flexibilidade das fibras e para o aumento da area especifica ou de ligacdo das
fibras (CHEN, 2014).

Segundo Lochab e colaboradores (2014), a hemicelulose em
madeiras do tipo hardwood apresentam em sua composic¢do, principalmente,
unidades xilana (O-acetil-4-O-metilglicoronoxilana), enquanto madeiras do tipo
softwood apresentam unidades galactoglicomana, como componente majoritario,
e baixa porcentagem de xilana (arabino-4-O-metilglicoronoxilana). A madeira
hardwood, normalmente, apresenta maior porcentagem de grupos acetil do que a
madeira softwood. As diferentes unidades de xilanas podem ser visualizadas na

FIGURA 1.7.

COCOH

OH

OCHj, (o] OH
o o OH o 0
~5 OH OH
‘J\ OH OH
o\ o\
OH

OH

CH,OH

Softwood: arabino-4-O-metilglicoronoxilana, R4 = H, R, = { oH
o]

Hardwood: O-acetil-4-O-metilglicoronoxilana, R; = Ac, R, = H

FIGURA 1.7 — Estruturas de xilanas encontradas em madeira do tipo hardwood
e softwood. Adaptado de LOCHAB et al., 2014
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Para a quantificacdo de hemiceluloses e celulose, normalmente €
empregado a utilizacdo de acido ou a oxidacdo da lignina e posterior
precipitacdo dos carboidratos. A degradacdo por hidrolise &cida é capaz de
quebrar as ligacdes glicosidicas e levar a formacao de glicosideos, dissacarideo,
oligossacarideo e polissacarideo (HALL, 2007), tendo o método de Klason
como um dos principais utilizados. No método de oxidacdo é comumente
utilizado clorito de sodio (NaClO;) em meio acido, promovendo a separacdo da
lignina da celulose e polioses (MORAIS et al., 2010).
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2 —OBJETIVOS

A biomassa gerada da plantacdo e do processamento de laranja tem
promovido diversos problemas através do seu acumulo e descarte. O objetivo
deste trabalho é avaliar a lignina nas amostras de caule, raiz central e raiz
secundaria da laranjeira e do bagaco de laranja, buscando a quantificacéo,
caracterizacéo e a extracdo industrialmente viavel dessa macromolécula natural,
afim de verificar a disponibilidade de lignina em Citrus sinensis L. Osbeck e

mostrar que esta biomassa € de grande interesse para obtencédo de tal produto.
2.1 — Objetivo especifico

Extrair a lignina de caule, raiz central e raiz secundaria da madeira
de laranjeira e do bagaco de laranja, utilizando processos de extracdo total e
parcial.

Quantificar a lignina em Citrus sinenses atraves de metodologias
consolidadas na analise desta em madeira.

Determinar o teor de holocelulose e extrativos no caule, raiz central
e raiz secundaria de laranjeira e do bagaco de laranja para a caracterizacéo
dessas porcoes.

Encontrar um método de extracdo com bom custo beneficio e
simplicidade no processo para a extracdo de lignina em laranjeiras, a partir de
técnicas ja conhecidas para outros tipos de madeira.

Avaliar e caracterizar as ligninas obtidas, em relacdo as suas
caracteristica fisicas e quimicas na verificagdo dos mondmeros a partir de
infravermelho, ressondncia magnética nuclear, analise térmica, entre outras

técnicas.
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3 - METODOLOGIA

3.1 - Equipamentos

Autoclave vertical, PRISMATEC, modelo CS

Balancas analitica e semi-analitica BEL ENGINEERING

Purificador de agua por osmose reversa, modelo PRO 4000, KEMFLO

Estufa de ar circulante, TECNAL, modelo TE 394/3

Estufa NOVA ETICA

Moinho IKAA11 basic

Moinho Martelo de MML 980 para cavacos

Liquidificador Industrial Basculante METVISA 15 Litros Copo Inox LQL.15
Chapa de aquecimento com sistema de agitacdo magnetica MARCONI MA 471
Medidor de pH METROHM, modelo 827, eletrodo Pt 1000

Rotaevaporador BUCHI R-200

Ultrassom Soni-Tech modelo Soni-top 404A

Ressonancia magnética nuclear, BRUKER DRX 400MHz (9,4 T) usando TMS
como padréo interno

Infravermelho SHIMADZU Tracer-100 com Transformada de Fourier
Espectrofotdmetro PERKIN ELMER Lambdar 35

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) SHIMADZU, modelo CR 7A
com detector de Indice de Refragdo SHIMADZU RID - 20A

Termobalanca SHIMADZU TGA-50

Microscopio eletronico de varredura marca FEI INSPECT S50

Equipamento CE instruments para analise elementar

DSC 8000, PERKIN ELMER

PERKIN ELMER, Pyris | TGA

Mufla SP LABOR, SP-1200 DM/F
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3.2 - Matéria-prima

As amostras utilizadas foram de diferentes partes de laranjeiras
(Citrus sinencis L. Osbeck) de manejo com 22 anos de idade, sendo estas o
caule, raiz central, raiz secundaria e do bagaco do fruto de laranja advindo da
producdo de suco. Todas as amostras foram coletadas e adquiridas junto a
empresa Agroterenas S.A. Citrus, localizada no municipio Santa Cruz do Rio
Pardo — SP. As matrizes de madeira foram lavadas em &gua corrente e todas
foram secas em estufa de ar circulante a 40°C por 9 dias e entdo recolhidas em
sacos plasticos. O bagaco foi triturado em liquidificador industrial e as amostras
obtidas a partir da madeira foram cortadas em serra circular e entdo trituradas

em moinho de cavacos.

3.3 - Caracterizacao das amostras de bagaco da laranja, caule,

raiz central e raiz secundaria da madeira de laranjeira

3.3.1 - Teor de umidade

O teor de umidade das amostras foi determinado em termobalanca
utilizando 0,5g de material, com o0 aquecimento a 105°C pelo tempo necessario
até a estabilizacdo da massa medida. A subtracdo do valor inicial pelo valor final

revela a quantidade de 4gua presente nas amostras.

3.3.2 - Teor de extrativos

3.3.2.1 - Extrativos totais via TAPPI T264

As amostras foram submetidas a extragdo em extrator Soxhlet
seguindo a norma T 264 cm-97, afim de remover extrativos organicos soluveis
em tolueno/etanol (1:1 v/v), etanol e agua. Cada extrativo foi colocado em

recipientes de vidro previamente tarados e colocados na estufa a 60°C. Apds a
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secagem, 0s recipientes foram pesados e 0s extrativos organicos determinados
pela diferenca de massa. A porcentagem de extrativos totais nas amostra foi
determinada pela Equacéo 1:
Etotal = (Ete + Ee + Es/Mamostra) * 100 (Equacéo 1)
Na qual,
E:« — Extrativos Tolueno/Etanol
E. — Extrativos Etanol
E. — Extrativos agua

Moamostra — Massa da amostra
3.3.2.2 - Extrativos em acetona via TAPPI T280

As amostras também foram submetidas a extragdo em extrator
Soxhlet seguindo a norma TAPPI T280 pm-99 adaptada, afim de remover
extrativos organicos sollveis em acetona e agua. A adaptacdo desta norma
adicionando uma extracdo utilizando agua foi realizada afim de extrair
substancias com alta polaridade e promover uma extragdo mais completa, tendo
em vista o carater de média polaridade da acetona. Cada extrativo foi colocado
em recipientes de vidro previamente tarados e colocados na estufa a 60°C. Apos
a secagem, os recipientes foram pesados e 0s extrativos organicos determinados
pela diferenca de massa. As porcentagens de extrativos totais nas amostra foram
determinada pela Equacéo 2:

Eac + Ea/Mamostra * 100 (Equagéo 2)

Na qual,
Eac — Extrativos Acetona
E. — Extrativos agua

Mamostra — Massa da amostra

3.3.3 - Teor de cinzas
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Os teores de cinzas foram realizados segundo a norma ISSO 3451-
1:2008. Para a analise, 1g de amostra foi colocada em cadinho previamente
tarado e levado a mufla a temperatura de 600 °C por 1h. Apéds o resfriamento, o
cadinho foi pesado e o teor de cinzas foi encontrado através da subtracdo da
massa do cadinho. A temperatura do laboratorio foi mantida em 23°C com 50%
de umidade do ar. As analises do teor de cinzas foram realizadas pela empresa
AFINKO de Séo Carlos — SP.

3.3.4 - Granulometria

Apobs o processo de moagem das partes da madeira e do bagaco de
laranja, descrito anteriormente, as amostras passaram por uma segunda moagem
em moinho analitico. Entdo as mesmas passaram por peneiras de diferentes
granulometrias (35, 60 e 100 mesh) a fim de ser avaliado o efeito do didmetro

dos diferentes materiais utilizados na extracdo de lignina pelo método Klason.

3.4 - Determinacéo do teor de lignina no bagaco de laranja,

caule, raiz central e raiz secundaria da madeira de laranjeira

A determinacdo de lignina insolavel em acido foi estabelecida
segundo a norma T222 om-02, a partir de hidrdlise acida (método Klason) com
acido sulfarico (H.SO,), para as amostras livres de extrativos de caule, raiz
central e secundaria da madeira de laranjeira e do bagaco de laranja obtidas
pelas normas T264 cm-97 e T280 pm-99. A massa de 1g de amostra, foi colada
em almofariz com adi¢do de 15 mL de solugdo de H,SO, 72%. A mistura foi
entdo macerada a cada 40 min. durante 2h, transferida para um erlenmeyer e
completado ao volume de 575 ml com agua destilada. A mistura foi aquecida a
110°C por 4h, com adicdo constante de agua para a manutencdo do volume
anteriormente citado, em seguida a solucéo foi retirada e entéo filtrada em papel

de filtro ap6s 12h de descanso. A quantidade de lignina insolavel foi adquirida a
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partir da subtracdo da massa do papel de filtro com amostra e apenas o papel de
filtro.

A lignina soltvel em meio acido foi determinada pela técnica de
UV no comprimento de onda de 205 nm utilizando espectrofotometro. A
concentragdo da lignina soluvel é determinada como segue a Equacdo 3 de
Lambert-Beer abaixo:

A=c¢cl (Equacéo 3)
Na qual:

A: absorbéncia
€: Absortividade molar (L. gt.cm?)
I: caminho otico (cm)

c: concentragdo (g.L ™)
3.5 - Determinacao do teor de carboidratos e derivados

A determinacdo do teor de polissacarideos é complementar a
determinacéo da lignina. Diferentes metodos séo possiveis para determinacao da
holocelulose e eventuais carboidratos, podendo ser a partir da precipitacdo da
lignina e analise dos sollveis ou pela transformacéo desta em produtos solUveis
e a analise dos carboidratos como residuo solido. O método gravimétrico de
precipitacdo foi empregado neste trabalho, segundo a norma Documentos 236 da
Embrapa para analise insolivel de carboidratos nas amostras de caule, raiz
central e secundaria de laranjeira e do bagaco de laranja livres de extrativos pela
TAPPI T264 cm-97 e T280 pm-99.

3.5.1 - Teor de holocelulose

A determinacdo de holocelulose (celulose e polioses) pela norma
Documentos 236 da Embrapa promove a oxidacgdo da lignina (MORAIS et al.,
2010). Para a analise, 3g de cada material vegetal foram colocadas em
erlenmeyer de 500 mL, seguido da adicdo de 120 mL de agua destilada. Os
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recipientes foram colocados em banho maria a 70°C com agitacdo magnetica,
foi adicionado 2,59 do agente oxidante clorito de sodio (NaClO;), com pureza
de 80%, e 1 mL de acido acético glacial, com pureza > 99,00. As mesmas
adicdes de reagentes foram feitas apds 1h e 2h, tendo o processo a duracdo total
de 5h.

Ao término do processo inicial, os erlenmeyer foram colocados em
banho de gelo por 30 min., a solucéo foi filtrada e o precipitado foi lavado com

agua destilada até alcancar pH 7.
3.6 - Extracao da lignina

Na obtencdo de lignina em madeira comumente é empregado
processos de hidrolise, seja &cida ou basica, para promover a sua degradacédo e
solubilizacdo ou sua deposicéo e solubilizacdo dos carboidratos. Esses processos
utilizam da gravimetria para a avaliacdo do rendimento e quantificacdo do

produto obtido.
3.6.1 - Polpacéo alcalina

Para o processo de polpacéo alcalina foi utilizado o método descrito
por Costa (2014), com modificagOes na quantidade de amostra vegetal inserida.
Assim, a quantidade de 11g foi colocada em erlenmeyer de 500 ml com
posterior adicdo de 150 mL de solugdo de NaOH a 0,5 mol.Lt. Em seguida, o
recipiente foi levado a auto-clave a 2 atm (120°C) por 1h e a solucéo foi filtrada,
sendo lavada com 100 mL de solucédo de NaOH a 0,1 mol. L. O pH entéo foi
regulado para 5,5 (com HCI) e a solucdo foi levada ao rotaevaporador, até
reduzir o volume a 90 mL. O volume de 270 mL de etanol 96% foi adicionado a
solucdo que permaneceu em repouso por 12h, que entéo foi filtrada para obter a
hemicelulose. Por fim, a solucdo final sofreu reducdo do seu volume com o
auxilio do rotaevaporador, para a retirada do etanol adicionado. Ap0Os esse

processo, a solucdo sofreu reducdo de pH para 1,5, afim de promover a
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precipitacdo da lignina. Esta foi filtrada no sistema de filtracdo a vacuo, com

papel de filtro previamente tarado, e levada a estufa a 60°C.
3.7 - Métodos de caracterizacdo de ligninas

Para a caracterizacdo das ligninas obtidas a partir do caule, raiz
central e secundaria da laranjeira pelos diferentes processos empregados, foram
realizadas analises espectroscopicas na regido do infravermelho (IV) e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), bem como analises térmicas, anélise

elementar e Microscopia eletronica de Varredura (MEV).
3.7.1 - Espectroscopia na regiao do Infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho esta relacionada a
regido de 4000-400 cm™ do espectro eletromagnético. Essa analise ocorre a
partir absorcdo de radiacdo por ligagdes covalentes que apresentam um
momento dipolo que altera-se como uma funcéo do tempo. Como os diferentes
tipos de ligacbes apresentam sua prépria frequéncia de vibracdo, devido a
absorcéo, € possivel identificar diferentes grupos funcionais e até mesmo o tipo
de ligacdo em compostos distintos, pois os tipos de ligacdes vizinhas
influenciam na regido de absorcédo de energia de uma ligacéo.

A técnica de IV tem seu grande uso em produtos naturais, sintese e
em transformacgfes organicas, devido a identificacdo dos grupos funcionais
presentes em um analito. Nas analises de polimeros o IV tem sido comumente
utilizado para a confirmacéo e o entendimento dos tipos de ligacdes presentes e
dos mondmeros (MARABEZI, 2009).

As amostras de lignina previamente secas foram analisadas por um
espectrofotometro de infravermelho com varredura de 32 corridas.
Aproximadamente 1 mg de lignina foi adicionada a 100 mg de brometo de

potassio (KBr), triturados em almofariz para adquirir homogeneidade e para
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producdo de pastilhas. Os espectros foram adquiridos na regido espectral de 400-
4000 cm?,

3.7.2 - Espectroscopia de RMN

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é um método
espectroscopio de elucidacdo de estruturas, pois é capaz de revelar grupos
funcionais, tipo de ligacbes e 0 nimero de atomos de determinada substancia.
Essa técnica utiliza da regido de radiofrequéncia do espectro eletromagnético,
que possibilita um ndcleo atémico ressonar ao absorver a energia fornecida
nessa regiao.

As analises amplamente utilizadas em RMN séo as de hidrogénio
(*H RMN) e de carbono (**C RMN), pois esses dois atomos estdo presentes na
maioria das substancias organicas. O cruzamento das informacdes obtidas em
espectros de 'H e ¥C RMN sdo muitas vezes suficientes na elucidacdo de
estruturas, podendo ser realizadas através da solubilizacdo do analito em
solventes organicos ou em agua, ambos deuterados. Quando a amostra nao
apresenta solubilidade em solventes é possivel utilizar a analise de RMN em
estado sélido, que € aplicado somente ao analito sélido e promove o espectro de
ressonancia de **C, muito Gtil no estudo de polimeros.

As ligninas obtidas a partir da norma T222 om-02 de amostras
livres de extrativos T264 cm-92 e T280 pm-99 e da polpacéo alcalina de caule,
bagaco, raiz central e secundaria de laranjeira foram trituradas e analisadas no
equipamento de RMN de 400 MHz do Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear, DQ-UFSCar, juntamente ao Prof. Dr. Antonio Gilberto Ferreira. As
amostras derivadas da polpacdo alcalina foram analisadas por *H RMN no
estado liquido, utilizando 10 mg do analito ¢ 600 uL. de DMSO-ds. Para todas as
amostras dos processos de obtencdo de lignina citados foram realizadas anélises
por *C RMN no estado sélido, sendo utilizado aproximadamente 100 mg de

analito e apenas uma das triplicatas de cada matriz e extragéo feita.
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3.7.3 - Analise Térmica

A analise térmica envolve um conjunto de técnicas analiticas que
estuda as propriedades fisicas de um substancia ou produto de degradacdo em
funcdo da temperatura e do tempo. Para isso as amostras sdo submetidas a uma
temperatura controlada onde as alteracdes fisicas sdo possiveis de se verificar,
como mudancas em seu estado fisico ou morfologia.

A avaliacdo de substancias por andlise térmica tem sido muito
utilizada em diversas areas da ciéncia, com destaque a area de Ciéncias de
Materiais. Uma das maiores utilizacdo desta técnica esta na caracterizacdo de
polimeros naturais e sintéticos, obtidos pelas industrias e por centros de
pesquisa. A andlise Termogravimétrica (TGA, do inglés Thermogravimetric
analysis) e a Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC, do inglés Differential
Scanning Calorimetry) sdo algumas das técnicas mais difundidas e aplicadas
(BROWN E GALLAGHER, 2008).

3.7.3.1 — Analise Termogravimétrica

A estabilidade térmica e a decomposicdo de polimeros organicos
sdo comumente determinadas a partir da analise Termogravimétrica (TGA). A
curva de TGA verifica a variacdo de massa em relacdo a faixa de temperatura
em que a amostra foi submetida, sendo possivel avaliar a resisténcia térmica e o
teor de umidade da substancia (WATKINS et al., 2015; BROWN E
GALLAGHER, 2008).

A massa de aproximadamente 8 mg de ligninas de caule, raiz
central e secundaria, livres de extrativos, foram utilizadas em suporte de platina
para a analise no TGA. A faixa de temperatura foi de 25-900 °C, com taxa de
aquecimento 20°C por minuto, utilizando N, com vazdo 50 mL/min. As

analises de TGA foram realizadas pela empresa AFINKO de Sédo Carlos — SP.
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3.7.3.2 - Calorimetria Diferencial de Varredura

A Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) avalia as transi¢des
fisicas do material associado a variacdo de fluxo de calor, sob uma atmosfera
controlada. Essa técnica é capaz de identificar propriedades fisicas como a
temperatura de fusdo cristalina (Tm), a variacdo de entalpia, temperatura de
cristalizagéo e ainda a transicéo vitrea (Tg), sendo este o valor médio da faixa de
temperatura em que as cadeias poliméricas da fase amorfa adquirem mobilidade
(mudanca de conformacao) (WATKINS et al., 2015; CANEVAROLO, 2006).

Aproximadamente 8 mg de ligninas de caule, raiz central e
secundaria, livre de extrativos, foram analisadas em cadinho de aluminio para
ensaio de DSC. A faixa de temperatura foi de 25-170°C, com taxa de
aquecimento e resfriamento de 20°C por minuto, utilizando N, com vazdo 50
mL/min. As analises de DSC foram realizadas pela empresa AFINKO de Séo
Carlos — SP e pelo Laboratdrio de Polimeros do DQ-UFSCar, juntamente ao

Prof. Dr. Caio Marcio Paranhos da Silva.
3.7.4 - Analise Elementar

A analise elementar é uma técnica capaz de verificar a quantidade
de carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e o teor de oxigénio pela diferenca
de massa das porcentagens de massa dos atomos citados pela massa da amostra.

Aproximadamente 15 mg das ligninas das amostras de caule, raiz
central e secundaria, obtidas pelos processos T264 cm-92 e T280 pm-99, foram
separadas em eppendorf. Para andlise foi utilizado 1 mg de cada amostra, que
foram levadas ao aquecimento. As analises foram realizadas no Departamento
de Quimica - UFSCar.

3.8 - Analise por MEV

A Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) € uma das técnicas

mais versateis na observacdo e analise microestruturais de sélidos, que utiliza
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feixe de elétrons ao invés de fotos utilizadas em microscopios oOticos
convencionais, 0 que promove melhorias na resolucdo. O MEV possibilita
rapidas informacgdes morfologicas em alta resolucdo na ordem de nandmetros e
com grande profundidade de foco. Essa técnica tem sido amplamente utilizada
para 0 estudo de superficies de polimeros, ceramicas, metais e espéecimes
biolégicas (DEDAVID et al., 2007)

As ligninas alcalinas de caule, raiz central e secundaria de laranjeira
foram analisadas por MEV para conhecer seus aspectos morfologicos. As
analises foram realizadas no Laboratorio de Caracterizacdo Estrutural
Dema/UFSCar, utilizando-se um microscopio eletrénico de varredura — FEI
INSPECT S50. As amostras foram previamente secas sobre suportes metalicos
de aluminio e posteriormente, recobertas com uma fina camada de ouro. Sua

topografia foi examinada a 5 kv com ampliacdo de até 5000x.
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4 — RESULTADOS e DISCUSSOES

4.1 - Caracterizacdo das amostras de bagaco de laranja, caule,

raiz central e raiz secundaria da madeira de laranjeira

As amostras de bagaco, caule, raiz central e secundéaria, apés
processo de secagem e moagem, foram levadas a termobalanca para a
determinacédo da umidade. Os resultados estdo descritos na TABELA 4.1.

TABELA 4.1 - Teor de umidade para as amostras de bagaco de laranja e caule,
raiz central e secundaria da madeira de laranjeira

Amostra Teor de umidade (%)
Bagaco 9,71
Caule 7,93
Raiz Central 6,77
Raiz Secundaria 7,55

O teor de cinza também foi realizado, afim de conhecer a
porcentagem de material inorganico nas amostras de bagaco, caule, raiz central e
secundaria. Os resultados estdo apresentados na TABELA 4.2.

TABELA 4.2 — Teor de cinzas para as amostras de bagaco de laranja, caule, raiz
central e secundéria da madeira de laranjeira.

Amostra Teor de cinzas (%)
Bagaco 6,76
Caule 2,84
Raiz Central 8,21

Raiz Secundéria 5,48
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As diferentes porcbes da laranjeira e o0 bagaco da laranja
apresentaram teores de cinzas distintos. Isso pode ser explicado devido a
funcdes diferentes que cada estrutura celular ou parte da planta exerce em sua
dindmica como organismo (MARABEZI, 2009). O alto teor de agua pode
auxiliar no aumento de minerais soltveis, o que pode ser verificado no bagaco,
que contem altos teores de calcio, ferro e magnésio (SILVA e PALLONE,
2016). Os teores de cinzas para as amostras da raiz central e secundaria podem
correlacionados ao fato dessas porgoes serem o meio pelo qual a planta absorve
0s minerais do solo, apresentando consideravel concentracdo (SOUZA, 2016).

Os resultados dos extrativos a partir da norma T264 cm-97 estdo
expressos na TABELA 4.3.

TABELA 4.3 — Extrativos totais das amostras de bagaco de laranja, caule, raiz

central e secundaria da madeira de laranjeira obtidos a partir da norma T264 cm-
97

Amostra Extrativos Extrativos etanol Extrativos &gua Extrativos totais
tolueno/etanol (%) (%) (%)
(%)
Bagaco 6,61+0,24 0,86 £ 0,06 4,59 + 0,36 12,05+ 0,59
Caule 3,82 +£0,24 4,19 £0,04 4,11+£0,14 12,11 £ 0,41
Raiz 7,63 10,29 3,09+0,11 1,51+0,01 12,24 £ 0,40
Central
Raiz 10.61 + 0,78 1.58+0,16 1.41+0,10 13.60 + 1,03
Secundaria

A extracdo pela norma T264 cm-97 inicia-se na retirada de
substancias mais apolares (tolueno/etanol) como as graxas e gorduras, em
seguida com a extracdo com média polaridade (etanol), capaz de retirar
estruturas como flavondides, e por ultimo com extragdo polar (agua) obtendo

principalmente acucares (GOMES et al., 2015).
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Os extrativos mais apolares apresentaram maior quantidade na
amostra de raiz secundaria e decrescendo no sentindo do caule. A amostra que
apresentou maior concentracdo de extrativos etanol foi a do caule, com maior
quantidade de moléculas de média polaridade. J& os extrativos obtidos em &gua
foram superiores nas amostras de bagaco devido a maior concentracdo de
acucares que sao passiveis de solubilizacdo em &gua. A anélise dos extrativos
revelam que a polaridade do contetdo obtido aumenta da raiz secundaria para o
caule, passando pela raiz central.

As granulometrias de 35, 60 e 100 mesh foram testadas. Foi
observado que os resultados para as ligninas obtidas em materiais com 35 mesh
apresentaram resultados falso-positivos, expressando valores proximos a 30%.
Entdo a granulometria de 60 e 100 mesh foram avaliadas, porém néo foi
observado diferenca na obtencdo de lignina no processo final, assim a
granulometria de 60 mesh foi estabelecida para todas as amostras.

As porcentagem dos extrativos obtidos pela norma T280 pm-99
estdo apresentadas na TABELA 4.4,

TABELA 4.4 — Extrativos das amostras de bagaco de laranja, caule, raiz central

e secundaria da madeira de laranjeira obtidos a partir da norma T280 pm-99
adaptada.

Extrativos acetona  Extrativos agua  Extrativos totais

(%0) (%0) (%0)
Bagago 4,36 £0,17 8,66 + 0,31 12,94 £0,22
Caule 2,40 + 0,15 3,87 0,09 6,27 +0,13
Raiz Central 3,63+0,17 3,70+0,20 7,33+0,31
Raiz 5,08 + 0,05 4,89 +0,10 9,92 + 0,06

Secundaria

A extracdo atraves da norma T264 cm-97 (TABELA 4.3) foi
eficiente para obter todas as fracdes de extrativos polares e apolares, devido a
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grande variacdo de polaridade de tolueno/etanol a agua. 1sso explica 0 menor
valor de extrativos encontrados na acetona pela norma T280 pm-99, visto que
este solvente (TABELA 4.4) é capaz de extrair apenas substancias como acidos
graxos, resinas, esterdis, ceras e hidrocarbonetos ndo volateis (GOMES et al.,
2015). Segundo GOMES e colaboradores (2015), a extracdo em acetona &
interessante para quantificar os extrativos que sdo mais relevantes para a

operacéo de polpacéo celuldsica.

4.2 - Determinacdo da quantidade de lignina nas amostras de
bagaco de laranja, caule, raiz central e raiz secundaria da

madeira de laranjeira

Os resultados para os teores de ligninas encontrados nas amostras

livres de extrativos pela norma T264 cm-97 estdo descritos na TABELA 4.5.

TABELA 4.5 - Teor de lignina nas amostras de bagaco de laranja, caule, raiz
central e raiz secundaria da madeira de laranjeira livre de extrativos pela norma
T264 cm-97.

Lignina insoltvel (%) Lignina solavel (%) Lignina total (%)

Bagaco 0,89 + 0,05 0,24 £ 0,04 1,13+ 0,04
Caule 19,63 + 0,19 0,17+0,01 19,80 + 0,19
Raiz central 21,68 +0,39 0,20 £0,0 21,88 £ 0,36
Raiz secundaria 19,32 £ 0,41 0,21 £0,03 19,52 £ 0,41

A porcentagem de lignina na amostra de caule (19,80%), raiz
central (21,88%) e raiz secundaria (19,52%) livres de extrativos apresentaram-se
dentro da faixa de 10-25% da biomassa, descrita pela literatura como a faixa de
porcentagem de lignina comumente encontrada em biomassa lignocelulosica
(WATKINS et al., 2015).
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O percentual de lignina obtido no caule foi proximo ao descrito na
literatura, sobre quantificacdo de lignina em podas de laranjeiras, de
aproximadamente 20%, valor encontrado em galhos com didmetro acima de 1
cm (GONZALES et al.,, 2011; MORAL et al., 2016). Neste trabalho foi
utilizado o tronco da laranjeira com aproximadamente 20 cm de diametro de
uma arvore de 22 anos. A idade da planta, a porcdo utilizada, o solo, o clima e
outros fatores sao importantes na constituicdo da madeira, alterando as
percentagens encontradas de citrus em diferentes locais e porcdes, que muitas
vezes ndo possibilita uma comparacéo direta entre estudos realizados com uma
mesma espécie (PETTERSEN, 1984).

Na raiz central e secundaria, a porcentagem de lignina foi proxima
ao encontrado por Gonzéles et al. (2011) em podas, sendo 21,88% e 19,52%,
respectivamente. A auséncia de estudos com lignina em raiz de laranjeira ndo
permitiu a comparacdo dos valores obtidos com outros trabalhos de citrus que
poderiam quantificar a lignina em raiz de laranjeira.

Segundo Zhang e colaboradores (2014), a espécie Populus
(angiosperma) apresenta 19% de teor de lignina nas raizes, enquanto a espécie
Pinus (gminosperma) apresenta o teor de 28% de lignina em suas raizes. O valor
de lignina em raizes de Citrus sinensis foi préximo ao encontrado pra raizes de
Populus, sendo condizente para teores em plantas angiospermas.

No bagaco de laranja, por¢do que compreende todo o material do
fruto apds extracdo do suco, o teor de lignina encontrado foi de 1,13%,
apresentando valor aceitavel para um fruto como a laranja. Segundo Orozco e
colaboradores (2014), o albedo (porcao interna branca) da laranja possui 2,81%
de lignina, enquanto o flavedo (porgdo externa ou “casca”) apresenta 2,17% de
lignina, se uma media for feita para o fruto total encontra-se o valor de 2,49%.

Apesar da diferenca dos valores descritos por Orozco e
colaboradores (2014) e os obtidos neste trabalho, o resultado é significativo,

pois os fatores climéticos e o solo sdo importantes para a composicao da planta,
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inclusive do fruto, o que pode destoar a percentagem na comparacgdo de laranja
de diferentes lugares, justificando os resultados. Além disso, a composicdo
encontrada na literatura foi a partir de analises secundarias, diferentemente deste
trabalho que apresentou como objetivo principal a quantificacdo e caracterizacao
da lignina da madeira de laranjeira, inclusive do bagaco de laranja.

Os valores dos teores de lignina nas amostras de bagaco, caule, raiz
central e secundarias obtidas pela norma T264 cm-97, em relacdo as amostras
brutas, estdo apresentados na TABELA 4.6.

TABELA 4.6 — Teor de lignina em amostras de bagaco de laranja, caule, raiz

central e secundaria da madeira de laranjeira livre de extrativos pela norma T264
cm-97, em relacdo as massas brutas das amostras

Amostras Lignina total (%)
Bagaco 0,99
Caule 17,40
Raiz central 19,08
Raiz secundaria 16,75

As porcentagens de lignina em relacdo a massa bruta das amostras
foram utilizadas para o calculo do balango de massa, assim como para o teor de
holocelulose.

Outro método utilizado na determinacdo da lignina foi empregado
para a avalicdo de uma metodologia com emprego de solventes mais verdes na
etapa de obtencdo dos extrativos. Para isso, a utilizacdo da norma TAPPI T 280
pm-99 foi vélida, devido a utilizacdo de acetona e 4agua nas etapas dos
extrativos.

As ligninas das amostras livres de extrativos pela norma T280 pm-
99 de bagaco de laranja, caule, raiz central e raiz secundaria da madeira de
laranjeira foram obtidas através da norma T222 om-02 modificada. Apds a
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filtracdo do licor, a lignina permaneceu com coloracgdo escura e foi seca a 60°C.
Os valores das ligninas obtidas das amostras de bagaco de laranja, caule, raiz

central e secundaria da madeira de laranjeira estdo descritos na TABELA 4.7.

TABELA 4.7 — Teor de lignina nas amostras de bagaco de laranja, caule, raiz
central e raiz secundaria da madeira de laranjeira em amostras livre de extrativos
pela T280 pm-99

Lignina insoltvel (%) Ligninasolavel (%) Lignina total (%0)

Bagaco 0,45+0,4 0,21+0,01 0,66 + 0,03
Caule 22,24+ 0,18 0,18 + 0,06 22,41 £ 0,17
Raiz central 21,19+ 0,03 0,17 + 0,02 21,36 + 0,01
Raiz secundaria 22,28 £0,10 0,16 £ 0,02 22,44 +0,11

Os teores de lignina encontrados para amostras de caule, raiz
central e secundaria livre de extrativos pela norma T280 pm-99 também foram
acima de 20%, estando proximo ao descrito na literatura para Citrus sinensis
(GONZALES et al., 2011).

Os valores de lignina para essas amostras sdo superiores aos teores
encontrados em amostras de caule, raiz central e secundaria livre de extrativos
pela norma T264 cm-97 (TABELA 4.3). Essa diferenca pode ser explicada pela
menor extracdo realizada ao utilizar somente acetona e &gua, fases de média e
alta polaridade, respectivamente. A raiz secundaria, por exemplo, apresentou
10% de extrativo apolar (TABELA 4.2) ao utilizar como fase extratora o
tolueno/etanol, diferente das caracteristicas de extracdo quando utilizado a
acetona. Com a menor extracdo de graxas e lipideos, essas estruturas podem se

apresentar como contaminantes, condensados a lignina.
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As porcentagens de lignina das amostras de bagaco de laranja e de
caule, raiz central e secundaria da madeira de laranjeira obtidas pela norma T280
pm-99 em relacdo as amostras brutas estdo na TABELA 4.8.

TABELA 4.8 - Teor de lignina em amostras de bagaco de laranja, caule, raiz

central e secundaria da madeira de laranjeira livre de extrativos pela norma T280
pm-99, em relacdo as massas brutas das amostras

Amostras Lignina total (%)
Bagaco 0,57

Caule 21

Raiz central 19,79

Raiz secundaria 20,21

4.3 - Determinacao do teor de carboidratos e derivados

4.3.1 — Teor de holocelulose

Na andlise de madeira € comumente empregado a determinacéo do
teor de celulose e hemicelulose, devido a estes serem o0s carboidratos em maior
porcentagem e 0s principais na composicdo de madeiras. A verificacdo da
porcentagem desses carboidratos nas amostras de laranja foram, inicialmente,
analisadas pelo método que utiliza NaClO,. A analise com o clorito de sédio em
meio &cido promove a deslignificacdo do material através da oxidacéo da lignina
em temperatura elevada, solubilizando a lignina e precipitando a holocelulose
(conjunto de celulose e poliose) (MORAIS et al., 2010). O processo de oxidagédo
levou a formacédo de CIO,, gas esverdeado, por isso a reacdo foi realizada em

recipiente fechado e com exaustdo de gases. A precipitacdo da holocelulose
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ocorreu apods a insercdo dos frascos em banho de gelo por 30 minutos, depois
das 5h do processo de oxidacao.

As fases solidas obtidas nas amostras de bagaco de laranja, caule,
raiz central e raiz secundaria da madeira de laranjeira apresentaram coloracao
branca, confirmando que a degradacdo da lignina foi efetiva. Os valores de
holocelulose das amostras de bagaco, caule, raiz central e raiz secundaria livre
de extrativo T264 cm-97 estédo a seguir (TABELA 4.9).

TABELA 4.9 — Teor de holocelulose nas amostras de bagaco de laranja, caule,
raiz central e secundaria da madeira de laranjeira livre de extrativos pela norma
T 264 cm-97

Amostra Teor de Holocelulose (%)
Bagaco 70,10 £ 0,99
Caule 78,10 £ 0,12
Raiz Central 78,66 + 0,10
Raiz Secundaria 76,06 £ 0,05

Os teores de holocelulose encontrados foram acima de 70%,
estando proximos a média de 70% para materiais lignocelulésicos (WATKINS
et al., 2015) e na faixa encontrada para madeiras do tipo hardwood
(PETTERSEN, 1984).

Os teores de holocelulose das amostras obtidas pela T264 cm-97 em
relacdo a massa bruta do bagaco, caule, raiz secundaria e raiz central estéo
expressas na TABELA 4.10.



42

TABELA 4.10 — Teor de holocelulose em amostras de bagaco de laranja, caule,
raiz central e secundaria da madeira de laranjeira livre de extrativos pela norma
T264 cm-97 em relacdo a massa bruta das amostras

Amostra Teor de Holocelulose (%)
Bagaco 61,65
Caule 68,64
Raiz Central 69,03
Raiz Secundaria 65,72

Nas amostras de caule, bagaco, raiz central e secundaria, livres de
extrativos pela norma T280 pm-99, também foi avaliado o teor de holocelulose
pela norma Documentos 236 da Embrapa. Os resultados estdo apresentados na
TABELA 4.11.

TABELA 4.11 - Teor de holocelulose em amostras de bagaco de laranja, caule,

raiz central e secundaria da madeira de laranjeira livre de extrativos pela norma
T280 pm-99

Amostra Teor de Holocelulose (%)
Bagaco 72,77 £ 0,46
Caule 79,62 + 0,41
Raiz Central 80.13+0,13
Raiz Secundaria 74,88 + 1,11

As amostras de holocelulose de caule, raiz central e secundaria
apresentaram uma coloracdo levemente marrom, indicando que houve a
precipitacdo de outros materiais além de carboidratos, como a lignina. Isso pode
explicar o valor diferente dos teores encontrados para amostras livres de
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extrativos T264 cm-97 (FIGURA 4.9), devido uma oxidacdo incompleta da
lignina.

Os valores de holocelulose das amostras obtidas pela T280 pm-99
em relacdo a massa bruta para as amostra de bagaco, caule, raiz central e
secundaria estdo expressas na TABELA 4.12.
TABELA 4.12 - Teor de holocelulose nas amostras de bagaco de laranja, caule,

raiz central e secundaria da madeira de laranjeira livre de extrativos pela norma
T280 pm-99 em relagdo a massa bruta das amostras

Amostra Teor de Holocelulose (%)
Bagaco 63,35
Caule 74,63
Raiz Central 74,26
Raiz Secundaria 67,45

Com os valores obtidos do teor de cinzas, extrativos, teor de lignina
e teor de holocelulose foi possivel realizador o balanco de massa para as
amostras de bagaco, caule, raiz central e secundaria em que os extrativos foram
feitos pelas normas T264 cm-97 e T280 pm-99. Os dados a respeito das
amostras de ambas estdo apresentados na TABELA 4.13.
TABELA 4.13 — Balan¢o de massa para as amostras de bagaco de laranja, caule,

raiz central e secundaria da madeira de laranjeira com extrativos pelas normas
T264 cm-97 e T280 pm-99

Amostra Balanco de massa T264 (%)  Balanco de massa T280 (%)
Caule 101 104,74
Raiz central 108,56 109,59
Raiz secundaria 101,55 103,07

Bagaco 81,46 83,63
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O balango de massa para as diferentes porcOes da laranjeira com
extrativos pela norma T264 cm-97 apresentaram valores de porcentagens entre
101-109% para o caule, raiz central e secundaria. Dentro do limite aceitavel de
105%, os valores para caule e raiz secundaria apresentaram-se nesse limite, ja
para raiz central foi um pouco maior, chegando a 108,56%, porém aceitavel
(MARABEZI, 2014). O valor para o bagaco foi bem abaixo (81,46%), fato que
pode ser explicado pela solubilizacdo de parte da pectina presente, pois 0
processo com NaClO, é utilizado para a analise de celulose e hemicelulose. O
baixo valor dos carboidratos pode ser o que corroborou para 0 menor balango de
massa, Vvisto que a fracdo de lignina (0,99%) apresentou proximidade ao valor de
2% da literatura (OROZCO et al., 2014).

Os balancos de todas as amostras com extrativos pela T280 pm-99
foram maiores em relacdo aos obtidos para as amostras com extrativos pela
T264 cm-97. Porém a tendéncia foi a mesma, com o valor baixo para o bagaco,
valores préximos para o caule e raiz secundaria, seguindo pelo maior valor para
a raiz central. A limpeza parcial com a utilizacdo de apenas acetona nos
extrativos pode ter gerado o maior valor referente a holocelulose e lignina, com
provaveis deposicdes de outras substancias no momento da obtencdo da lignina
insoltvel e da holocelulose, elevando o valor do balanco de massas (FUNAOKA
etal.; 1990; MARABEZI,2009).

4.4 - Extracao da lignina

A polpacéo alcalina foi empregada para avaliar caracteristicas das
ligninas através de um processo simples e de baixo custo operacional, tanto em
relacdo a regentes quanto ao processo propriamente dito. As matrizes de caule,
raiz central e raiz secundaria foram utilizadas na extracdo de lignina pela
polpacédo alcalina. O licor obtido no processo inicial da polpacdo apresentou

coloracdo marrom e a este foi adicionado etanol para a separacdo dos
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carboidratos da lignina. O etanol utilizado no processo foi recuperado e
reutilizado no mesmo e em outros fins, como na limpeza de vidrarias.

A lignina obtida através da precipitacdo devido a reducdo de pH
para 1,5, foi filtrada em papel de filtro previamente tarado e lavada com agua
destilada até aproximadamente pH 7. Apos a lavagem da lignina sua coloracgdo
tornou-se mais clara. A porcentagem de lignina e o rendimento do processo
obtida estdo na TABELA 4.14.

TABELA 4.14 — Porcentagem e rendimento da lignina obtida pela polpacao

alcalina
Amostra Teor de lignina (%) Rendimento (%)
Caule 3,58 +0,29 20,57 £ 1,67
Raiz Central 3,96 £ 0,08 20,78 £ 0,45
Raiz Secundéria 4,13+0,28 24,64 + 1,69

Aproximadamente 0,42 g de lignina foram obtida a partir de 11g de
amostra de caule, raiz central e raiz secundaria, mostrando que de toda amostra
foi obtido cerca 4% em massa de lignina. Os rendimentos foram calculados em
relacdo a lignina total de cada amostra, determinada nesse trabalho através da
norma T222 om-92.

O rendimento médio das amostras entre 20-24% na extracdo de
lignina mostrou-se interessante devido dispensar processos anteriores a obtencao
da lignina, como extrativos. Esse valor de rendimento é interessante, pois o
processo alcalino apresenta simplicidade, visto que envolve o aguecimento em
autoclave, utilizacdo de rotaevaporador e reducdes de pH com acido cloridrico,
ou seja, um aparato de baixo custo (COSTA, 2014). Além disso as ligninas
obtidas através da polpacéo alcalina, apresentam boa solubilidade em DMSO, o

que possibilitou a realizacdo da analise de *H RMN.
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4.5 - Métodos de Caracterizagao

As amostras de ligninas de caule, raiz central e raiz secundaria de
laranjeira livres de extrativos pela norma T264 cm-97 e T280 pm-99 foram
analisadas por infravermelho, Ressonancia Magnética Nucelar de *C no estado
solido, TGA, DSC e anélise elementar.

As ligninas de caule, raiz central e secundaria obtidas pela polpacéo
alcalina foram analisadas por infravermelho, Ressonancia Magnética Nucelar de
13C no estado solido, DSC, analise elementar e por Microscopia Eletronica de
Varredura. As amostras do bagaco de laranja, de todos os métodos, ndo foram

analisadas devido a auséncia de massa necessaria para 0s experimentos.
4.5.1 - Espectroscopia na regido do Infravermelho

As andlises de infravermelho das amostras T264 cm-97 de caule,
raiz central e raiz foram feitas com aproximadamente 1 mg de amostra, sendo
previamente colocadas na estufa a 60°C para perda de umidade. Os espectros
estdo apresentados na FIGURA 4.1.
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FIGURA 4.1 - Espectros de infravermelho para ligninas de caule, raiz central
(RC) e secundéria (RS) da madeira de laranjeira livre de extrativos pela norma
T264 cm-97.
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As diferentes amostras apresentaram resultados muito préximos,

logo, a amostra de caule (FIGURA 4.2) sera utilizada na discussao.
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FIGURA 4.2 - Espectro de infravermelho da lignina de caule da madeira de
laranjeira livre d extrativos pela norma T264 cm-97.

As bandas comumente encontradas nas anélises por infravermelho
da lignina estdo relacionadas as insaturacdes na cadeia propandide e ligacGes
duplas dos anéis aromaticos, grupos éter, ésteres, aldeidos, cetonas e alcoois. A
TABELA 4.15 apresenta as principais bandas de absorcéo no IV encontradas na
lignina. As atribuicbes das bandas foram relatadas de acordo com dados
encontrados na literatura (IBRAHIM, et al., 2011; COSTA, 2014).
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TABELA 4.15 - Principais bandas de absorcdo no 1V da lignina

Banda (cm-1) Atribuicoes
3400-3405 Estiramento O-H (fendlico e alifatico)
2925 -2960 Estiramento C-H (CHsz e CH>)

2840 — 2850 Estiramento C-H (OCHa)

~1600 Estiramento C-C (esqueleto aromético)

1513 Estiramento C-C (esqueleto aromatico)

1460 Deformacdo assimétrica C-H (CHz e CH»)

1425 Estiramento C-C com C-H no plano de deformacéao
1326 Estiramento C-O Siringil

~1220 C-O (H) e C-O (Ar) no anel guaiacil

1115 Ar-CH no plano de deformacéo siringil

~1030 C-O (H) e C-O (C) de éter

915 C-H fora do plano (esqueleto aromaético)

A amostras de caule, raiz central e secundaria apresentaram 0s
sinais caracteristicos de lignina, conforme a literatura (WATKINS et al., 2015;
NOVAES et al., 2010; IBRAHIM et al., 2011). A banda em 1307,6 cm™ ¢
caracteristica de estiramento C-O da estrutura do siringil e em 1112,8 cm
correspondente ao C-H de carbono do anel aromético de siringil. O estiramento
da ligacdo C-O (H) e C-O (Aril) em 1215 cm™ é caracteristica do anel guaiacil.
O estiramento em 1026 cm™ de ligacdo C-O (H) e C-O (C) confirmam os grupos
éter e hidroxila presente nos aneis siringil e guaiacil. Segundo IBRAHIM et al.
(2011), esses sinais confirmam os mondmeros siringil e guaiacil junto aos outros
sinais de estiramento O-H (fendlico e alifatico) em 3404,1 cm, estiramento C-
H (CHs e CH,) em 2937,3 cm™ e o estiramento C-C (esqueleto aromatico) em
1610,4 cm™. O espectro de infravermelho confirmou que as ligninas de Citrus
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sinenses é caracteristica de madeira do tipo hardwood, caracterizada pela
presenca dos anéis guaiacil e siringil (NOVAES et al., 2010).

Os espectros de ligninas de caule, raiz central e secundarias obtidas
pela norma T280 pm-99 estdo apresentados na FIGURA 4.3, a sequir.
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FIGURA 4.3 - Espectros de IV das ligninas de caule (TCAC), raiz central

(TRCAC) e secundaria (TRSAC) da madeira de laranjeira livre de extrativos
pela norma T280 pm-99.

Devido a similaridade dos espectros das diferentes amostras, o
espectro de caule (FIGURA 4.4) sera utilizado para a discusséo.
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Figura 4.4 - Espectro de 1V da lignina de caule da madeira de laranjeira, livre de
extrativos pela norma T280 pm-99

Nas amostras de caule, raiz central e secundaria foi possivel
identificar os sinais caracteristicos de lignina, conforme a literatura (WATKINS
et al., 2015; NOVAES et al., 2010; IBRAHIM et al., 2011) e com sinais
similares as ligninas obtidas pela norma T264 cm-97. A banda em 1321 cm™ é
caracteristica de estiramento C-O da estrutura do siringil e em 1116,7 cm
correspondente a C-H de carbono do anel aromatico de siringil. O estiramento
da ligacdo C-O (H) e C-O (Aril) em 1218,9 cm? é caracteristica do anel
guaiacil. O estiramento em 1031,8 cm? de ligagdo C-O (H) e C-O (C)
confirmam os grupos éter e hidroxila presente nos aneéis siringil e guaiacil.
Segundo IBRAHIM et al. (2011), esses sinais confirmam os mondmeros siringil
e guaiacil junto aos outros sinais de estiramento O-H (fendlico e alifatico) em
3392,5 cm, estiramento C-H (CH3z e CH,) em 2937,3 cm™ e o estiramento C-C
(esqueleto aromético) em 1602,7 cm-1. A analise por infravermelho néo
revelou impurezas nas amostras obtidas pela norma T280 pm-99.

A lignina pelo método de polpacdo alcalina também apresentou
similaridade dentro das amostras de caule, raiz central e secundéaria. Os

espectros estdo demostrados na FIGURA 4.5.
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FIGURA 4.5 - Espectro de infravermelho das ligninas de caule (CA), raiz

central (RC) e secundaria (RS) de madeira de laranjeira obtidas atraves da
polpacéo alcalina

O espectro do caule foi utilizado para discussao dos sinais na regido
do infravermelho (FIGURA 4.6).
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FIGURA 4.6 - Espectro de infravermelho da lignina de caule da madeira de
laranjeira, obtida por polpacéo alcalina.

As banda do espectro da lignina da polpacdo alcalina foram
semelhantes a aquelas encontradas na lignina livre de extrativos pela T264 cm-
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97. Os sinais comprovam a presenca de anéis guaiacil e siringil, bem como as
porcoes alifaticas (Cs).

Os estiramentos em 1328,8 cm™ e 1126,3 sdo das ligagcdes C-O e
ligacdo C-H, respectivamente, sinais caracteristicos do anel aromatico de
siringil. O estiramento da ligacdo C-O (H) e C-O (Aril) em 1215 cm? é
caracteristica do anel guaiacil. O estiramento em 1031,8 cm-1 de ligacdo C-O
(H) e C-O (C) confirmam os grupos éter e hidroxila presente nos anéis siringil e
guaiacil. Os sinais referentes ao estiramento O-H (fendlico e alifatico) (3392,5
cm?t), estiramento C-H (CH3z e CHy) (2937,3 cm'®), estiramento C-C (esqueleto
aromatico) (1595 cm?), bem como estiramento C-C (esqueleto aromatico) (1512

cm?) sdo encontrados para a lignina de polpagéo alcalina.

4.5.2 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de RMN para lignina tem sido empregada e tem
grande importancia para a caracterizacdo e identificagdo dos monOmeros
guaiacila, siringila e p-hidroxifenila presente em estruturas desse polimero
(WATKINS et al., 2015). As analises em RMN no estado liquido séo
frequentemente empregadas a ligninas soluveis, derivadas de processos como 0
Kraft e a Polpacdo Alcalina (COSTA, 2014), sendo identificados os grupos
funcionais, informacdes das regides aromaticas quanto aos mondmeros e tipos
de ligagcbes (PU et al., 2013). Porém, em muitos casos a analise da lignina é
dificultada devido seu limite de solubilidade, o que gera problemas no trabalho
com a RMN mais comum. Nesse ambito, a utilizacédo da espectroscopia de 3C
RMN no estado sélido tem se mostrado uma abordagem ideal e de grande
importancia na andlise de lignina, permitindo examinar sua composicdo e
caracteristicas estruturais (FU et al., 2015).

As analises por RMN foram realizadas ap0s um teste de
solubilidade, visto que as ligninas obtidas pela hidrolise acida apresentaram
baixa solubilidade em dimetilsulfoxido (DMSO). Segundo Sameni e

colaboradores (2015), os principais solventes para a solubiliza¢do da lignina séo
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1,4-dioxano, acetato de etila, metanol, tetrahidrofurano, acetona, cloroférmio,
dimetilsulfoxido, diclorometano, dimetiformamida e piridina. O teste consistiu
na utilizacé@o de 1,5 mg de lignina de caule (livre de extrativos pela norma T264

cm-97), 500 pL de solvente e levado ao ultrassom por 15 minutos a 40°C. A

FIGURA 4.7 apresenta o resultado do teste.

e 5 —
- : = e I

FIGURA 4.7 — Teste de solubilidade da lignina de caule obtida por hidrolise
acida. Solventes utilizados, da esquerda para a direita: 1,4-dioxano, acetato de
etila, metanol, tetrahidrofurano, acetona, cloroférmio, dimetilsulfoxido,
diclorometano, dimetiformamida e piridina

Entdo foi realizado um parametro de solubilidade baseado nos
estudos em Javad (2015), utilizou-se 6 mg de lignina de caule (livre de
extrativos pela norma T264 cm-97) para 3 mL de 9 diferentes solventes, sendo
estes: acetato de etila, metanol, tetrahidrofurano (THF), acetona, cloroférmio,
dimetilsulfoxido (DMSO), diclorometano, dimetiformamida (DMF) e piridina.
A lignina foi solubilizada, filtrada em filtro PTFE 0,20 pm de 15 mm e em
seguida seca a 60°C por 7 dias. As porcentagem da massa de ligninas

solubilizadas para cada solvente estdo expressos no GRAFICO 1.
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FIGURA 4.8 — Porcentagem de lignina de caule, livre de extrativos pela norma
T264 cm-97, solubilizada em solventes comumente utilizados para esta
macromolécula.

A piridina apresentou melhor solubilizacdo da lignina, seguindo
pelo DMSO, DMF, cloroférmio e THF, todos muito préximos. Apesar da
melhor solubilizacdo entre os solventes, a piridina foi efetiva para somente
24,43% de lignina, uma quantidade muito baixa, pois fora utilizado 6 mg de
soluto para 3 mL de solvente.

A técnica de RMN no estado solido foi utilizada devido a baixa
solubilidade das ligninas (livres de extrativos pelas normas Tappi), em solventes
organicos comumente empregados para analises no RMN em estado liquido,
como DMSO e cloroférmio. As analises foram realizadas com as ligninas de
caule, raiz central e secundéria livres de extrativos pelas T264 cm-97 e T280
pm-99, como também pela polpacéo alcalina.

Os principais deslocamentos relacionados a estrutura da lignina,
desde aos carbonos aromaticos, grupos funcionais e carbonos alifaticos podem
ser observados através da TABELA 4.16. As atribui¢fes das bandas foram

relatadas de acordo com dados encontrados na literatura (ANGELINI et al.,
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2016; BERNARDNELLI et al., 2015; HOLTMAN et al., 2010; HAGE et al.,
2009; SALIBA et al., 2001; MARTINEZ et al., 1999).

TABELA 4.16 — Deslocamentos quimicos de RMN comumente encontrados em
madeiras

Atribuicéo Deslocamento quimico (ppm)

Ca com grupo carbonila (C=0) 174
-COO/CH3COO de hemicelulose 173
Cs e Cs em S eterificados (C-O) 153
Cs em G eterificado (C-O) 148-146
Cs e C4 ndo eterificados 148-146
Ci1em G e S eterificados e ndo eterificados 137-131
Ceem G 120
Csde G 115
C.em G (C-H) 112
C4 de carboidratos (CHOH) 88;84
CB-OR 86-82
Ca, Cz e Cs de carboidratos (CHOH) 75;72
Co-OH em CPB com B-O-4 73
Ce de carboidratos (CH20OH) 65;63
Cy-OH 64-60
-OCHs 57-55
C alifético ndo ligado a oxigénio 52-15
Ca,Cp com instauracao (C=C) 31-29
CHs de hemicelulose 21,6

S = unidade siringil, G = unidade guaiacil
Os espectros das ligninas de caule, raiz central e secundéaria obtidas
pela norma T264 cm-97 estdo apresentados na FIGURA 4.9, com distin¢éo de

cada amostra.
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FIGURA 4.9 - Espectros de **C RMN das ligninas de caule (TCA), raiz central
(TRC) e secundaria (TRS) da madeira de laranjeira, livre de extrativos pela
norma T264 cm-97.

Para a discussdo, o espectro de caule (FIGURA 4.10) sera utilizado

como base, devido a similaridade entre os espectros de caule, raiz central e raiz

secundaria.
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FIGURA 4.10 - Espectro de *C RMN da lignina de caule da madeira de
laranjeira, livre de extrativos pela norma T264 cm-97
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O espectro da FIGURA 4.10 revela a presenca do deslocamento
quimico em 30,46 ppm, que € referente aos carbonos a e B de grupos
metilénicos, ndo ligados a oxigénio, na cadeia propandide. A presenca de
metoxila também é verificada no deslocamento 56,39 ppm, pois a faixa de
deslocamento de grupos —OCHjs; se encontra de 55 a 57 ppm (SALIBA et al.,
2001). Os sinais em 60,80 e 73,23 ppm sao referentes ao deslocamento do Cy-
OH e Cy-OH com ligagdo no Cj do tipo p-O-4, respectivamente (MARTINEZ et
al., 1999).

A partir de 110 a 170 ppm esta a regido de carbonos no esqueleto
aromatico. O deslocamento em 111,67 esté relacionado ao C, e 114,7 ppm ao Cs
da unidade guaiacila, em 129,73 e 133,63 ppm aos C; de anel guaiacil e siringil.
Em 147,94 ppm o deslocamento é referente aos C; e C4 do anel guaiacil e C; e
Cs ndo eterificados do anel siringil, sendo comumente empregado ao carbonos
do monémero G. Ja o deslocamento em 152,99 ppm esta relacionado aos Cs e Cs
eterificados do anel siringil (ANGELINI et al., 2016).

Os resultados descritos mostram os sinais comuns para a lignina em
analises por RMN, autenticando a amostra como lignina. A inexisténcia ou
baixa intensidade de sinais entre 90 e 102 ppm indicam baixa concentracédo de
acucares residuais, da mesma forma para a hemicelulose com os sinais na regido
170-175 ppm e em 20 ppm, porém com sutil intensidade neste ultimo
deslocamento (HAGE et al., 2009; HOLTMAN et al., 2010). O sinal em 174,24
ppm ainda pode indicar o C, com ligacdo C=0, aparecendo como ultimo sinal
no espectro (ANGELINI et al., 2016). Para lignina Klason é comumente
encontrado até 5% de carboidratos residuais. Os dados do infravermelho
também sdo condizentes com os encontrados através do RMN, confirmando a
presenca das unidades guaiacila e siringila.

Os espectros das amostras de lignina do caule, raiz central e
secundaria livre de extrativos a partir da norma T280 pm-99, estdo apresentados

na FIGURA 4.11, com distin¢do de cada amostra.
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FIGURA 4.11 - Espectros de *C RMN das ligninas de caule (TCAC), raiz
central (TRCAC) e secundaria (TRSAC) da madeira de laranjeira, livre de
extrativos pela norma T280 pm-99.

Na discusséo das lignina livre de extrativos pela norma T280 pm-99

serd utilizado o espectro referente ao caule (FIGURA 4.12), devido a

similaridade do espectros obtidos entre o caule, raiz central e secundaria.
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FIGURA 4.12 - Espectro de *C RMN da lignina de caule da madeira de
laranjeira, livre de extrativos pela norma T280 pm-99
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Os deslocamentos encontrados nos espectros das ligninas livre d
eextrativos pela norma T280 pm-99 foram similares aos encontrados pela norma
T264 cm-97 descritos anteriormente para o espectro na FIGURA 4.10. O
deslocamento quimico em 30,60 ppm ¢é referente aos carbonos o € f de grupos
metilénicos, ndo ligados a oxigénio, na cadeia propanoide. A presenca de
metoxila também pode ser verificada no deslocamento 56,90 ppm, pois a faixa
de deslocamento de grupos —OCHj; se encontra na faixa de 55 a 57 ppm
(SALIBA et al., 2001). O sinal em 61,23 ppm é referente ao deslocamento do
Cy-OH (MARTINEZ et al., 1999).

A partir de 110 a 170 ppm € possivel encontrar a regido de carbonos
do esqueleto aromatico. O deslocamento em 111,52 ppm esta relacionado ao C,
da unidade guaiacila e 134,06 ppm ao C; do anel guaiacil e siringil. Em 147,79
ppm o deslocamento refere-se ao C4 do anel guaiacil e C; e Cs néo eterificados
do anel siringil, sendo indicativos de carbonos do monémero G. O deslocamento
em 152,99 ppm € relacionado aos Cs; e Cs eterificados do anel siringil
(ANGELINI et al., 2016).

A inexisténcia ou baixa intensidade de sinais entre 90 e 102 ppm
também indicam baixa concentracdo de agucares residuais para a lignina obtida
pela norma T280 pm-99, da mesma forma para a hemicelulose com os sinais na
regido 170-175 ppm e em 20 ppm, porém com sutil intensidade neste ultimo
deslocamento (HAGE et al., 2009; HOLTMAN et al., 2010). O sinal em 173,95
ppm ainda pode indicar o Ca com ligagdo C=0O (ANGELINI et al., 2016). Os
dados do infravermelho também foram condizentes com os encontrados através
do RMN, confirmando a presenca das unidade guaiacila e siringila.

Os espectros de *C RMN das ligninas de caule, raiz central e
secundaria da madeira de laranjeira obtidas pela polpacdo alcalina estdo
apresentadas na FIGURA 4.13.
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FIGURA 4.13 - Espectros de *C RMN das ligninas de caule (CA), raiz central

(RC) e secundéria (RS) da madeira de laranjeira, obtidas pela polpacéo alcalina
O espectro das ligninas obtidas pela polpacdo alcalina também

apresentaram similaridade, por isso o espectro da lignina de caule sera utilizada

para discussao, apresentado na FIGURA 4.14.
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FIGURA 4.14 — Espectro de *C RMN da lignina de caule da madeira de
laranjeira, obtida pela polpacéo alcalina
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O sinal do deslocamento em 56,32 ppm ¢é caracteristico da ligacdo
C-O de grupo metoxila (-OCHs), confirmando a presenca de metoxila na
estrutura. O deslocamento quimico em 30,31 ppm ¢é referente aos carbonos o ¢ 3
de grupos metilénicos, como descritos para as outras ligninas. Em 73,66 e 85,37
ppm sdo referentes ao deslocamento do Cy-OH com ligagao no CP do tipo -O-4
e do CB-OR, respectivamente (MARTINEZ et al., 1999).

Na regido de aromaticos em 116,15 e 133,49 ppm séo relacionados
a0 Cs de unidades guaiacila e ao C; de unidades guaiacila ou siringila,
respectivamente. O deslocamento em 147,94 ppm é caracteristico da ligagdo C-
O do anel guaiacil e em 152,99 ppm é referente a ligacdo C-O de anéis siringil
(Cs e Cs), com maior deslocamento quimico em relacdo ao anel guaiacil devido
aquele apresentar as duas posicoes C; e Cs metoxiladas, grupo que aumenta o
deslocamento devido a eletronegatividade do oxigénio que interfere
desblindando o campo eletromagnético nos carbonos citados (PU et al., 2013;
ANGELINI et al., 2016).

A lignina alcalina do caule mostrou sinais fracos na regido de 170-
175 ppm, revelando a presenca de Co com grupo carbonila. O deslocamento
proximo a linha de base em 20 ppm, referente a porcdes acetiladas da
hemicelulose (vide FIGURA 1.7), mostra que o sinal em 173,37 ppm néo €
referente a hemicelulose. Além disso, a lignina alcalina apresentou-se com
média intensidade em 85,37 ppm, mostrando a presen¢a maior de ligagdes -O-4
em CB-OR.

A andlise 'H RMN foi realizada com a lignina de caule obtida pela
polpacdo alcalina, devido a solubilidade desta em DMSO. O espectro é
apresentado na FIGURA 4.15.
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FIGURE 4.15 — 'H RMN da lignina de caule da madeira de laranjeira, obtida
pela polpacéo alcalina

O sinal de deslocamento em 3,36 e 2,5 ppm sdo referentes a agua e
ao DMSO, respectivamente. J& em 3,75 ppm € possivel verificar o sinal
referente a H de grupos metoxila (-OCH3) e em 6.70 ppm sinais dos hidrogénios
dos anéis aromaticos. Ainda é possivel verificar sinais de hidrogénios ligados
aos carbonos da cadeia propanoide, como em 4,13 ppm, referente ao Hg no Cg
em ligacao -O-4, em 4,89 ppm referente ao H, no C, em ligacdo p-O-4 e em
5,33 ppm referente ao H, em estruturas de fenilcoumaranas (FIGURA 1.5),
mostrando que este tipo de ligacOes estdo presentes na estrutura da lignina
obtida por polpacéo alcalina (PU et al., 2013).

Para comparacdo, estd apresentado na FIGURA 4.16 os espectros
de C RMN das ligninas de caule obtidas pelos diferentes métodos utilizados

nesse estudo.
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FIGURA 4.16 — Espectro de 3C RMN de ligninas de caules livre de extrativos
pela norma T280 pm-99 (TCAC), livre de extrativos pela norma T264 cm-97
(TC) e obtida por polpacéo alcalina (LCAIc).

4.5.3 - Analise térmica

4.5.3.1 - Calorimetria Diferencial de Varredura

A andlise de Calorimetria Diferencial de Varredura foi realizada nas
ligninas de caule, raiz central e secundaria livres de extrativos pelas normas
T264 cm-97 e T280 pm-99, como para a lignina de caule obtida pela polpacéo
alcalina. Foi possivel encontrar a transicao vitrea para todas as amostras (Tg, do
inglés glass transition) e assim verificar com mais detalhes as caracteristicas das
ligninas analisadas.

O DSC das ligninas obtidas pela norma T264 cm-97 foram

realizadas em dois ciclos, dados do segundo ciclo estdo na FIGURA 4.17.
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FIGURA 4.17 — DSC do segundo aquecimento das ligninas de caule (TC), raiz
central (TRC) e secundéaria (TRS) da madeira de laranjeira, livre de extrativos
pela norma T264 cm-97.

Os DSC das amostras de ligninas TC, TRC e TRS apresentaram
elevada e sutil transicdo vitrea, com média de 154,31°C. O valor médio
encontrado para a tg encontra-se dentro da faixa de 90°C a 180°C, encontrado
para lignina (GORDOBIL et al., 2016). O elevado peso molecular, alta rigidez e
a complexidade da cadeia levam a sutil transicdo vitrea, o que pode explicar tais
transicdes observadas nas analises dessas ligninas. 1sso ocorre de maneira
diferente em polimeros olefinicos simples, por exemplo, com cadeia simples e
menor peso molecular. A presenca de grupo lateral volumoso pode levar ao
ancoramento da cadeia polimérica, exigindo maior energia para adquirir
mobilidade (que é o ponto da transicdo vitrea), juntamente com a possivel
recondensacdo da lignina em meio &cido. Essas caracteristicas podem explicar o
comportamento em relacdo a sua solubilidade, devido o solido estar reticulado e
com entrecruzamentos de cadeias, contendo poucas regiGes para uma possivel
interacdo com o solvente. A solvatacdo € dificultada e uma pequena fracdo da
lignina é solubilizada devido sua compactacdo e menor namero relativos de
cadeias terminais livres (CANEVAROLO, 2006; LUCAS et al., 2001). As

ligacOes interunidades dos mondmeros da lignina podem levar as estruturas de
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maior compactacdo. Segundo Oliveira (2015), as condensagdes na estrutura da
lignina estdo relacionadas, principalmente, as ligacdes do tipo 5-5, B-5 ¢ B-1
entre as unidades fenilpropandides que podem ocorrer na hidrélise acida (vide
FIGURA 1.5).

Devido a similaridade das diferentes ligninas, o DSC do primeiro
aquecimento da raiz central (FIGURA 4.18) sera utilizado para a discussdo. Os
demais DSC estdo no APENDICE A.
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FIGURA 4.18 — DSC do primeiro aquecimento da lignina de raiz central da
madeira de laranjeira, livre de extrativos pela norma T264 cm-97

O primeiro aguecimento foi realizado para apagar a historia térmica
das amostras. A historia térmica esta relacionada aos processos de aquecimento
e resfriamento em que a amostra foi submetida antes da anélise térmica. O DSC
inicial também permite verificar se ha residuos e umidade, que foi verificado
devido a regido do seu ponto de ebulicdo (PE) apresentado, com o ponto
méaximo no grafico de 93,16°C. Nessa faixa de temperatura os produtos de
degradacéo e solventes de PE relativamente baixos sdo evaporados, permitindo
uma analise posterior do polimero com maior pureza (BANNACH e
PERPETUO, 2011; STRABELLI et al., 2014).
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As analises por DSC das ligninas de caule, raiz central e secundaria
obtidas pela norma T280 pm-99 também foram realizadas em dois ciclos, onde o

segundo é apresentado na FIGURA 4.109.
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Figura 4.19 — DSC do segundo aquecimento das ligninas de caule (TCAC), raiz
central (TRCAC) e secundaria (TRSAC) da madeira de laranjeira, livre de
extrativos pela norma T280 pm-99

As analises da amostras TCAC, TRCAC e TRSAC apresentaram
uma transicdo vitrea proxima, com uma média em 149,34°C. As Tg das
amostras T280 pm-99 apresentaram-se com uma pequena diferenca em relacéo
as ligninas obtidas pela norma T264 cm-97. O elevado valor da transicédo pode
ser também explicado pelo elevado peso molecular, a complexidade da estrutura
da lignina (com emaranhado de ligacdes) e consequente rigidez, como abordado
para as amostras obtidas pela norma T264 cm-97 (CANEVAROLO, 2006;
LUCAS et al., 2001).

Devido a similaridade dos diferentes das ligninas, o DSC do
primeiro aquecimento da raiz central (FIGURA 4.20) serd utilizado para a
discussdo. Os demais DSC estio no APENDICE B.
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FIGURA 4.20 — DSC do primeiro aquecimento para a lignina de raiz central da
madeira de laranjeira, livre de extrativos pela norma T280 pm-99

O primeiro aquecimento também foi realizado para a obtencdo de
um DSC (do segundo aquecimento) livre da historia térmica. A regido de
méaxima foi encontrada em 98,50°C. Essa regido indica umidade na amostra e a
regido proxima a 140°C pode estar relacionada a contaminantes, como a
metilcelulose (carboidrato) que apresenta Tg proOxima a essa temperatura
(CARRACEDO et al., 2003). A faixa de temperatura de 0 a 170°C os produtos
de degradacdo e solventes de PE relativamente baixos sdo evaporados,
permitindo uma analise posterior do polimero com maior pureza (BANNACH et
al., 2011; STRABELLI etal., 2014).

A lignina de caule, obtida pela polpacdo alcalina, também foi
analisada para a verificacdo de suas caracteristicas. Devido a similaridade entre
as amostras livres de extrativos pelas normas T264 cm-97 e T280 pm-99 e pelo
caule estar em maior quantidade como biomassa na industria, foi utilizado a

lignina alcalina de caule para avaliagdo por DSC (FIGURA 4.21).
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FIGURA 4.21 — DSC da lignina de caule da madeira de laranjeira, obtida pela
polpacéo alcalina

O DSC da lignina do caule foi realizado na faixa de 0 a 550°C e
apresentou uma transicdo vitrea em 130,1°C. O menor valor de Tg, quando
comparado as ligninas dos processos anteriores, mostra que a lignina possui
menor peso molecular e complexidade inferior. A auséncia de um grande
emaranhamento entre 0s monémeros podem ser confirmada pela sua
solubilidade em solvente organico, pois foi possivel solubilizar 20 mg da lignina
alcalina em 1 mL de dimetilsulfoxido (LUCAS et al., 2001; CANEVAROLO,
2006). Outro ponto interessante é a presenca de duas regides diferentes de
mudanca de entalpia (proximo a 190 °C e 360 °C), que pode estar relacionado a
diferentes por¢des da lignina devido a diferentes quebras na cadeia polimérica
quando a hidrélise é realizada. Isso pode ocorrer porque a hidrélise ndo é

especifica para a quebra do polimero em porg¢des especificas.
4.5.3.2 — Termogravimetria

As andlises por termogravimetria (TGA) foram realizadas nas
amostras de lignina de caule, raiz central e secundaria livres de extrativos pelas

normas T264 cm-97 e T280 pm-99. Foi possivel encontrar as temperaturas em
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que a velocidade de decomposicdo € maxima (através da DTG) das ligninas
analisadas.

As curvas dos DTG (termogravimetria derivativa) para as amostras
de ligninas de caule, raiz central e secundaria obtidas pela norma T264 cm-97
estdo apresentadas na FIGURA 4.22.
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Figura 4.22 — DTG das ligninas de caule (TCA), raiz central (TRC) e secundaria
(TRS) da madeira de laranjeira, livre de extrativos pela norma T264 cm-97

As DTG das diferentes ligninas apresentaram-se com similaridade,
sendo possivel visualizar 0s mesmo maximos. A primeira regido da temperatura
onde a velocidade da decomposi¢do € maxima foi encontrada com a media de
60,93°C, estando relacionada a residuos como solventes e estruturas de grande
volatilidade. A segunda regido apresentou média de 393,83°C, podendo ser
atribuido a degradacéo da lignina. Segundo Marabezi (2014), diversos processos
de degradacdo desse polimero ocorrem a partir de 300°C, como na quebras de
interunidades envolvendo os monémeros da lignina, resultando na perda de
fendis e até a propria degradacdo destas estruturas. As TGs da lignina de caule e
da raiz estdo no APENDICE C.

Os resultados das curvas DTG das ligninas obtidas pela norma
T280 pm-99 estdo apresentadas na FIGURA 4.23.
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FIGURA 4.23 - DTG das ligninas de caule (TCAC), raiz central (TRCAC) e
secundaria (TRSAC) de madeira da laranjeira, livre de extrativos pela norma
T280 pm-99

As DTG das diferentes ligninas apresentaram-se com similaridade
entre aquelas de raizes, sendo possivel visualizar 0S mesmo maximos e com
menor similaridade em relacdo ao caule. A primeira regido da temperatura onde
a velocidade da decomposicdo é maxima foi encontrada com a média inferior as
ligninas da FIGURA 4.21, sendo de 53,69°C. Essa temperatura de
decomposicdo tambeém esta relacionada a estruturas volateis, como solventes. A
segunda regido apresentou média de 393,83°C entre as ligninas das raizes,
podendo ser atribuido a degradacdo destas, como na quebras de interunidades
envolvendo os mondémeros da lignina, resultando na perda de fenodis e até a
propria degradacdo destas estruturas (MARABEZI, 2014). A lignina de caule
apresentou uma segunda regido em 356,94°C e uma terceira em 664,11°C. A
segunda regido é também atribuida a degradacdo da lignina em suas
interunidades e a terceira regido pode estar relacionado a degradacdo de uma
por¢cdo maior do polimero ou de porgdes com enxofre, este advindo da hidrolise

acida ao utilizar H,SO,. Essas por¢des podem apresentar maior temperatura de
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degradacdo (MARABEZI, 2014). As TGs das ligninas de caule e raiz podem ser
encontradas no APENDICE D.

4.5.4 - Analise Elementar

As amostras de ligninas de caule, raiz central e secundéaria obtidas
pela norma T264 cm-97, assim como as ligninas de caule livre de extrativos pela
norma T280 pm-99 e pela polpacdo alcalina foram analisadas em relagdo a sua
composicdo elementar, buscando verificar a composi¢cdo comum caracteristica
de lignina encontrada na literatura. Os valores obtidos pela analise elementar do
caule livre de extrativos pela norma T264 cm-97 de carbono, hidrogénio,
enxofre e nitrogénio, bem como o valor de oxigénio, obtido pela subtracdo dos
valores encontrados para os outros elementos, estdo descritos na TABELA 4.17.

TABELA 4.17 — Composicdo elementar da lignina de caule, raiz central e raiz
secundaria de madeira da laranjeira, livre de extrativos pela norma T264 cm-97

C (%) H (%) O (%) N (%) S (%)
Caule 59.01 4.74 33.75 2.24 0.26
Raiz central 60.07 5.33 29.11 4.99 0.49
Raiz secundaria 59.09 4.93 31.71 3.02 1.25

A porcentagem media de carbono em lignina é de 60%, em relacédo
aos mondmeros caracteristicos, e para carbono de polissacarideo é cerca de
44%. Segundo Fengel e Wegener (1984), carboidratos podem estar presentes
como contaminantes de 2 a 5% do valor da lignina, dependendo do método de
isolamento.

Os valore de carbono das amostras estédo dentro de uma faixa de 59
a 60%. Esta faixa estd proxima dos valores dos mondmeros da lignina na
unidade siringila (57,9%) e guiacila (60,9%).
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Porém, segundo Marabezi (2009), os teores de enxofre comumente
sdo provenientes da hidrdlise com acido sulfurico numa etapa de sulfatacdo da
lignina, j& que a lignina nativa ndo apresenta enxofre em sua estrutura.
Considerando que o enxofre presente na amostra é derivado do H,SO,, as
porcentagens de C, H, O e N foram recalculadas desconsiderando a porcentagem
do enxofre (TABELA 4.18).

TABELA 4.18 - Composicao elementar (C, H, O e N) da lignina de caule, raiz

central e raiz secundaria de madeira da laranjeira, livre de extrativos pela norma
T264 cm-97 com supresséo do teor de enxofre

C@®) H@®) O0(©%) N (%)

Caule 59.16 4.75 30.10 2.24
Raiz central 60.36 5.36 29.25 5.01
Raiz secundaria 60.93 5.08 32.70 3.06

Os valores da composicdo elementar corrigidos das amostras de
caule, raiz central e secundaria mostram teores maiores de carbono, 0 que
confirma a auséncia ou pequena contaminacéo por polissacarideos.

As ligninas de caule livre de extrativos pela norma T280 pm-99 e
pela polpacdo alcalina também foram avaliadas pela analise elementar para uma
comparacao. Os resultados estdo expressos na TABELA 4.19.

TABELA 4.19 — Ligninas de caule da madeira de laranjeira livre de extrativos
pela norma T280 pm-99 e obtida pela polpacéo alcalina

C (%) H (%) O (%) N (%) S (%)

Lignina T280 59.83 5.05 33.05 1.84 0.23

Lignina alcalina 55.99 5.19 35.90 2.82 0.10
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Os resultados para as ligninas de caule obtidos pela norma T280
pm-99 e polpacdo alcalina apresentaram-se proximos a porcentagem média de
60% de carbono. A Lignina T280 apresentou valores de C, H, O e N muito
proximos a lignina de caule obtidos pela norma T264 cm-97. J4 o teor de
carbono para a lignina alcalina apresentou-se proxima ao teor encontrado em
monomeros siringila (57,9%) e pode apresentar uma pequena diferenca devido a

presenca de carboidratos, que desloca esse valor para baixo.
4.5.5 - Microscopia Eletronica de Varredura

A Microscopia Eletronica de Varredura foi realizada com as
ligninas de caule, raiz central e secundaria obtida pela polpacdo alcalina,
visando a caracterizacdo dessas ligninas para uma possivel aplicacdo industrial
ou de pesquisa. As andlises estdo apresentadas com aproximacgdes de 2000x e
5000x para as ligninas na FIGURA 4.24.
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FIGURA 4.24 — Micrografias das ligninas de raiz central (RCa e RCb), raiz
secundaria (RSa e RSb) e caule (CAa e CAb) obtidas pela polpacao alcalina,
com aumentos de: 2000x (RCa, RSa e CAa) e 5000x (RCh, RSb e CADb).
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As ligninas obtidas pela polpacdo alcalinas apresentaram
similaridade morfologica entre si, sendo possivel verificar a semelhanca na
FIGURA 4.25. O MEV mostra que as ligninas das diferentes partes da planta,

isto é, caule, raiz central e secundéaria, apresentam as mesmas caracteristicas

microscopicas e sem uma forma especifica.

FIGURA 4.25 — Micrografias das ligninas de raiz central (RC), raiz secundaria
(RS) e caule obtidas pela polpacéo alcalina, com aumento de: 5000x

Pela FIGURA 4.23 é possivel observar que todas as ligninas
analisadas por MEV apresentaram uma estrutura porosa, mostrando que ha
diversas cavidades nas amostras em questdo (COSTA et al., 2017; CARVALHO
e FROLINI, 1999). Essa caracteristica mostra-se interessante para uma
aplicacdo dessas ligninas para encapsulamento de materiais, como na
formulacdo de microparticulas, visto que essas cavidades podem auxiliar na
retencdo de moléculas, como pesticidas naturais (COSTA, 2014; PERLATTI et
al., 2013).
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5 — CONCLUSAO

Ligninas foram extraidas a partir do bagaco de laranja, caule, raiz
central e secundaria de madeira de laranjeira, materiais coletados em empresa de
producdo de fruto e suco de laranja. Foi possivel quantificar e avaliar a lignina
de biomassa de Citrus, nas diferentes porcbes da planta, como também uma
extracdo vidvel industrialmente para obtencdo dessa macromolécula.

O teor medio de 20% encontrado para as ligninas obtidas das
amostras de caule, raiz central e raiz secundéria livre de extrativos pela norma
T264 cm-97, sdo condizentes com o encontrado na literatura para podas de
laranjeiras (galhos) e para raizes de madeiras do tipo hardwood. A maior
abundancia de lignina na laranja foi encontrada na raiz central (21,88%), porcao
responsavel pela sustentacdo da estrutura do vegetal juntamente a raiz
secundaria (19,39%) e ao caule (19,80%). O teor de 1,13% encontrado para
lignina do bagaco de laranja mostrou-se condizente com o teor de lignina
relatado na literatura para 0 mesmo.

Os valores de ligninas encontrados nas amostras de bagaco de
laranja, caule, raiz central e raiz secundaria da madeira de laranjeira livres de
extrativos pela norma T280 cm-97 (proposta como alternativa), apresentaram
valores proximos as ligninas das amostras obtidas pela norma T264 cm-97.
Apesar de utilizar solventes mais verdes na obtencédo dos extrativos, este método
ndo e conclusivo para a quantificacdo de lignina em Citrus sinensis. Porém sua
utilizacdo pode ser aplicada a analises de quantidades relativas, pois suas
caracteristicas fisico-quimicas séo similares as ligninas obtidas pela norma T264
cm-97.

As ligninas obtidas pela norma TAPPI apresentaram-se como um
emaranhado de mondémeros, com provaveis ligacdes cruzadas que a tornam um
solido reticulado, dificultando sua solubilizagdo em solventes organicos. A

hidrolise &cida pode promover condensacdes de interunidades, levando a
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formacdo de ligagdes do tipo 5-5, B-5 e B-1 entre as unidades de
fenilpropanoides. Estas caracteristicas foram confirmadas através das analise de
DSC e TGA, pois as ligninas obtidas pela norma TAPPI apresentaram alto valor
e sutil transicdo vitrea, além de valores elevados para a regido de degradacao
méaxima nas curvas da derivada termogravimétrica.

As ligninas das amostras de caule, raiz central e raiz secundaria da
madeira de laranjeira, obtidas pela polpagdo alcalina, apresentaram sinais
caracteristicos da lignina nas andlises de infravermelho e RMN. A maior
solubilidade das ligninas obtidas por esse processo em solventes organicos pode
ser explicada pela maior degradacéo pela hidrolise bésica, levando a formagéo
de diferentes porcdes da estrutura da lignina. O DSC para a lignina de caule
apresentou diferentes regifes de variacdo de entalpia proximo a 190°C e 360°C,
indicando a presenca de tamanhos diferentes do polimero na amostra. Alem da
solubilidade, a caracteristica morfoldgica das ligninas obtidas pela polpacéo
alcalina verificadas por MEV, aliado ao rendimento, mostraram que as mesmas
sdo interessante para uma aplicacdo no encapsulamento de materiais € como
matriz polimerica.

A caracterizacdo das amostras de bagaco de laranja, caule, raiz
central e secundaria da madeira de laranjeira foi realizada, sendo verificado o
teor de extrativos (normas TAPPI) e o teor de holocelulose através do método de
oxidacdo da lignina. A holocelulose apresentou valores entre 70-80% dentro da
faixa de holocelulose em ligninas de madeira do tipo hardwood.

Este estudo foi capaz de mostrar o0 potencial da biomassa citrica
(gerada na producdo de fruto e suco de laranja) na obtencdo de lignina a partir
do caule e raiz de arvores de manejo. Os poucos estudos com biomassa a partir
de Citrus, mostram esta com potencial aplicacdo na producdo de papel que

também pode levar a extracdo de lignina acoplado a obtencéo de celulose.
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APENDICES

APENDICE A

DSC do primeiro aquecimento das ligninas de caule e raiz secundaria livre de

extrativos a partir da norma T264 cm-97.
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FIGURA A — DSC do primeiro aguecimento para a lignina de caule da madeira
de laranjeira, livre de extrativos pela norma T264 cm-97.
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FIGURA B - DSC do primeiro aquecimento para a lignina de raiz secundaria da
madeira de laranjeira, livre de extrativos pela norma T264 cm-97.
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APENDICE B

DSC do primeiro aquecimento das ligninas de caule e raiz secundaria livre de

extrativos pela norma T280 pm-99.
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FIGURA C - DSC do primeiro aquecimento para a lignina de caule da madeira
de laranjeira, livre de extrativos pela norma T280 pm-99.
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FIGURA D - DSC do primeiro aquecimento para a lignina de raiz secundéria da
madeira de laranjeira, livre de extrativos pela norma T280 pm-99.
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APENDICE C

Analise termogravimétrica das ligninas livre de extrativos pela norma T264 cm

97 das amostras de caule e raiz secundaria.
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FIGURA E — TGA da lignina de caule livre de extrativos pela norma T264 cm
97.
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FIGURA F — TGA da lignina de raiz secundaria livre de extrativos pela norma
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APENDICE D

Analise termogravimétrica das ligninas livre de extrativos pela norma T280 pm-
99 das amostras de caule e raiz secundaria.
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FIGURA G - TGA da lignina de caule livre de extrativos pela norma T280 pm-
99.
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FIGURA H - TGA da lignina de raiz secundaria livre de extrativos pela norma
T280 pm-99



