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RESUMO

A mandioca é uma raiz tuberosa cuja utilizacdo variada torna um produto
benéfico para inimeros paises. Sua adaptacdo a clima tropicais e subtropicais alem de
solos pobres faz com que essa raiz sirva de base alimentar para paises africanos,
contribuindo também para economia desses paises. A lignina é uma macromolécula
formada pela polimerizacdo de trés alcoois, amorfa e que tem por caracteristica
aumentar a resisténcia da parede celular e conferir protecdo contra patégenos. Sua
molécula é bastante estudada devido a complexidade das ligacGes e diversidade e
compostos que podem ser originados na sua extracdo. Este presente trabalho teve por
finalidade aprimorar o método de extracdo de lignina utilizando-se do sistema acelerado
por solvente (ASE) e compara-lo com o método de extracdo por Soxhlet, utilizou-se da
técnica de 'H-*C HSQC para estudar a qualidade dos extratos obtidos a partir dos
componentes caracteristicos da lignina como siringil, guaiacil.

Palavras-chave: Mandioca, Lignina, ASE, RMN.



ABSTRACT

Cassava Is a tuberous root which varied use makes it a beneficial product for
many countries. Its adaptation to tropical and subtropical climate as well as poor soils
makes this root serve as a food base for African countries, also contributing to the
economies of these countries. Lignin is a macromolecule formed by the polymerization
of three alcohols, amorphous and that has a function is to increase the resistance of the
cell wall and provide protection against pathogens. This molecule is well studied due to
the complexity of the bonds and the diversity of compounds that can be originated in its
extraction. This work aimed to improve lignin extraction using the solvent-accelerated
system (ASE) and compare it with the Soxhlet extraction method applied the 1H-13C
HSQC technique to study the quality of the extracts obtained by the extraction methods,
at different times, from the characteristic components of lignin such as syringyl,

guaiacil.

Keywords: Cassava, Lignin, ASE, HSQC.
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1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é um arbusto lenhoso as pertence a
familia das Euphobiaceae e é também conhecida como maniva e aipim. Caracteriza-se
pela facil adaptacdo em solos pobres e ambientes tropicais como de paises asiaticos,
africanos e latino americanos. A grande quantidade de amido presente em suas raizes
faz com que seja considerada um alimento de grande importancia para comunidades

mais carentes e superpopulosas (FIGUEIREDO, 2012).

A producdo anual de mandioca foi de 270 milhdes de toneladas em 2012
com progressdo para 290 milhdes em 2020, sendo sua utilizagdo dependente de cada
pais em qual é produzida (ZHU, 2015). Em paises como a Nigéria, cerca de 80% da
producdo é voltada para abastecimento interno, enquanto que nos paises asiaticos ocorre
a exportacdo de produtos derivados da mandioca como farinha (LUZ; MOREIRA;
CARDOSO, 2014).

A mandioca é constituida por material lignocelulésico, sendo lignina um
dos maiores componentes (exceto em comparacdo com a celulose e hemicelulose). A
lignina é obtida industrialmente pelo processo de polpacdo e pelas grandes variaveis
associadas ao processo, sua estrutura € modificada de forma que sua destinacdo € em
primeira instancia como matriz energética (ABDELKAFI et al., 2011).

A lignina é uma macromoécula, hidrofébica, tridimensional e altamente
ramificada (OGATA, 2013). Esta presente na parede celular, juntamente com a celulose
e hemicelulose e confere rigidez, resisténcia e protecdo as células e tecidos da planta.
Considerada quimicamente amorfa, é formada pela polimerizacdo de trés tipos de
alcoois principais (alcool coniferilico, sinapilico e p-cumarilico) acoplados a anéis
aromaticos (CLARA; ARAUJO, 2015).

A extracdo de lignina é discutida na literatura de diferentes formas. A
utilizacdo de tratamentos alcalinos e 4cidos sdo boas alternativas industriais. A obtengéo
de ligninas mais puras e menos complexas sdo obtidas com tratamentos a base de
solventes organicos (ARNI, 2018). Devido ao grande volume de solvente utilizado para
obtencdo de lignina, métodos que otimizem a extracdo utilizando-se menos solventes

sdo bastante almejados. Dentro desse grupo estdo presentes 0s métodos de extracdo por



solvente pressurizado, que combinam alta pressdo e temperatura para aumentar a
solubilidade do material no solvente (AZMIR et al., 2013).

O objetivo do presente trabalho foi o otimizar um método de extracdo de
lignina por ASE e analisar semiquantitavamente a qualidade dos extratos utilizando-se
da técnica de HSQC H - 13C



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MANDIOCA

A mandioca é classificada como arbusto pertencente a familia
Euphorbiacea. De origem na América do Sul é conhecida por ser rustica e se adaptar as
condicgdes climaticas. A grande producdo anual torna a mandioca uma fonte para a
nutricdo e variadas aplicagcdes, como na producdo de energia, por exemplo, etanol e
biocombustiveis (ZHU, 2015) (LUZ; MOREIRA; CARDOSO, 2014).

Domesticada na parte oeste central do Brasil a cerca de 10 000 anos atras,
contribuiu como fonte basica de alimento para os americanos anteriores a chegada de
Colombo. No periodo das navegacBes, a mandioca chegou & Africa através dos
Portugueses, constituindo-se atualmente como um dos principais produtos de base no
continente africano, juntamente com o milho (SHIGAKI, 2016). A mandioca também
constitui uma fonte de alimentacdo animal, principalmente nos arredores das industrias
de producdo de fécula. A producdo de residuos sélidos (bagaco) é bastante elevada,
chegando a cerca de 900 kg por tonelada de raiz processada. Devido a grande
capacidade de retencdo de agua do bagaco, dificuldade no transporte e secagem a
mandioca tem destino quase imediato para alimentacdo animal, devido ao alto grau de
carboidratos e fibras presentes (MATSUI et al., 2003).

Apesar de muito utilizada na alimentacdo humana, a utilizacdo da mandioca
como alimento enfrenta problemas devido a presenca de glicosideos cianogénicos.
Quando ocorre a quebra dos tecidos vegetais o glicosideo linamarina é clivado em
glicose e acetonacianodrina pela a acdo da enzima linamarase, a qual ndo € inativada
com o calor da cocgdo. Por conseguinte, ocorre a geracdo de HCN através da
degradacdo da acetonacianodrina pela enzima hidroxinitrilaliase, conforme Figura 1
(FIGUEIREDO, D.M.; CZAMANSKI, R.T; BARCELOS, 2012; VALDIR CARNEIRO
SILVA, 2016).



Figura 1: Degradacéo da Linamarina
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Fonte: (VALDIR CARNEIRO SILVA, 2016)

A geracdo de HCN leva a classificacdo da mandioca como mansa ou doce e
brava ou amarga. A mandioca com potencial de gerar acima de 100 mg/kg de HCN sao
consideradas bravas, abaixo desse valor sdo consideradas mansa. A ingestdo é um fator
preocupante, uma vez que pH acidos facilitam a hidrdlise dos cianogéncios
(FIGUEIREDO, D.M.; CZAMANSKI, R.T; BARCELOS, 2012).

A diferenca bésica entre os dois tipos de mandioca esta relacionada com a
sua destinacdo. Enquanto as bravas sao utilizadas para obtencéo de farinha e extragdo de
amido, as mansas sdo mais versateis, sendo utilizadas da mesma forma que as bravas ou
também consumidas cozidas ou fritas (LOSADA VALLE et al., 2004).

2.2 MANDIOCA NO BRASIL

O Brasil destaca-se como um centro produtor de mandioca. Em 2016 o
Brasil apresentou uma producdo de 23,71 milhdes de toneladas de raiz de mandioca,
tornando-se o quarto produtor mundial desse alimento (CONAB, 2017). A producao
esta associada as grandes regides de cerrado brasileiro, cujas terras caracterizadas pela
rusticidade facilitam o plantio, em sua maioria voltada a producdo de amido.
(RINALDI; VIEIRA, 2015)

Dentre os estados brasileiros, o Para se destaca como o maior produtor de
raiz de mandioca, com safra de 5,17 milhdes de toneladas, seguido de Parana e Bahia
com producdo de 2,79 e 1,74 milhdes de toneladas em 2016, respectivamente (CONAB,
2017). Apesar dessa produgéo, determinados estados como o Para tem sua producdo

diminuindo devido a erosdo favorecida pelo plantio de mandioca. Em muitos casos faz-



se necessario a adocdo de medidas conservacionistas como o cultivo minimo
(GONZALES et al., 2014).

2.3 MANDIOCA NO MUNDO

A mandioca é produzida em mais de 100 paises tropicais e subtropicais
devido ao uso eficiente da dgua e dos nutrientes do solo. A resisténcia a pragas e a
tolerancia a diversas condigdes climéticas faz com que a mandioca tenha rendimentos
mundiais razoaveis com poucos insumos. (SHIGAKI, 2016)

Estima-se que em 2012 foram produzidas mais de 280 milhdes de toneladas
mundialmente. Um aumento de 60% em relagdo ao ano de 2000. Os rendimentos
globais aumentaram cerca de 1,8% na ultima década, o que representa 12,8 toneladas

por hectare (FAO, 2013). Os principais paises produtores podem ser vistos na Tabela 1.

Tabela 1: Principais produtores mundiais de mandioca

Posicéo Pais Producédo de mandioca (t)
1 Nigeria 47,406,770
2 Tailandia 30,227,542
3 Indonésia 23,936,920
4 Brasil 21,484,218
5 Angola 16,411,674
6 Gana 15,989,940

Fonte: World Atlas, 2017
Em regibes tropicais essa producdo € favorecida pelo clima seco, sem
fertilizantes, onde inimeras outras culturas ndo podem crescer (SHIGAKI, 2016). Cerca
de 80% da mandioca produzida na Africa é para consumo humano, devido a
subnutricdo, enquanto em outros continentes como a Asia se imp&e um mercado
exportador de produtos a base de mandioca (LUZ; MOREIRA; CARDOSO, 2014).

24 COMPOSICAO FISICO-QUIMICA DA MANDIOCA

As composicdes das raizes de mandioca variam com a posicdo geografica,
caracteristicas de solo e condicbes ambientais nas quais estdo inseridas
(MONTAGNAC; DAVIS; TANUMIHARDJO, 2009). Considerada uma raiz tuberosa
tem a sua composic¢do quimica basica formada por agua, amido, carboidrato redutores,

fibras que podem ser sollveis ou insollveis, proteinas e lipideos (FIGUEIREDO, 2012).




E composta essencialmente de carboidratos (32 a 35%), dos quais 80% &
amido. As raizes ainda contém pequenas quantidades de acglcares como sacarose,
glicose, frutose e maltoses, tendo porcentagens diferentes nos tipos de mandioca, por
exemplo, algumas variedades de mandioca doce possuem 17% de composicdo de
sacarose (MONTAGNAC; DAVIS; TANUMIHARDJO, 2009).

As raizes de mandioca contem minerais como célcio, ferro, magnésio, zinco
e manganés além de grande quantidade de vitamina C (15 a 45 mg / 100 g). O conteudo
presente de célcio se comparado a outro cultivo de base como milho é alto e varia entre
15 e 35 mg/100 g de material, além de ser grande fonte de potassio (MONTAGNAC;
DAVIS; TANUMIHARDJO, 2009; SHIGAKI, 2016).

O contetdo de proteinas e aminoécidos é baixo ndo ultrapassando 3% do
valor total. Desse contetdo, 50% sdo proteinas e 50% sdo aminoacidos,
predominantemente o acido aspartico, além de outros compostos nao protéicos como 0s
cianogénicos, os nitritos e nitratos (SHIGAKI, 2016).

As etapas de processamento em alguns casos terminam por diminuir as
quantidades de minerais, vitaminas, proteinas e gordura disponiveis. As maiores
quantidades desses componentes se concentram na casca da raiz e ndo na raiz
descascada, ou seja, dependendo do processamento, tem seu valor nutricional diminuido
em comparacdo a outros tubérculos (MONTAGNAC; DAVIS; TANUMIHARDJO,
2009).

2.5 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Formados por estruturas firmes e fibrosas, os materiais lignocelul6sicos séo
compostos em sua maioria pelos polissacarideos (celulose e hemicelulose), cujas
estruturas sdo separadas por macromoléculas compostas de aromaticos e alcoois
(ligninas) exemplificado na Figura 2. Dependendo da origem do vegetal podem ser
encontrados outros compostos como acidos graxos, compostos nitrogenados e sais
minerais (SILVA, 2010).



Figura 2: Representacdo da disposicao das fibras celulose, hemicelulose e lignina
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FONTE: (BATISTA; CHAVES, 2014)

A biomassa lignocelulosica € a mais abundante do mundo com cerca de 200
bilhdes de toneladas produzidas anualmente, sendo sua utilizagcdo para conversdo de
energia e produtos quimicos uma area de rapido crescimento (ERDOCIA et al., 2014).
Deste modo, faz-se necessario conhecer as principais caracteristicas dos componentes
lignocelulésicos. Na Tabela 2 pode-se visualizar a participacdo dos componentes de
fibra na composicao celulares de algumas plantas (BATISTA; CHAVES, 2014; SILVA,
2010)

Tabela 2: Porcentagem dos principais componentes em materiais lignocelul6sicos

Material Celulose Hemicelulose Lignina
Lignoceluldsico (%) (%) (%)
Farelo de cevada 23,0 32,7 24,4
Bagaco de cana 40,2 26,4 25,2
Folhas de milho 37,6 34,5 12,6

Palhas de trigo 33,8 31,8 20,1
Sabugo de milho 31,7 34,7 20,3

Fonte: (SILVA, 2010)
2.5.1 Celulose
A celulose é um polimero natural com alta forca e rigidez por unidade de
peso. Conhecido por ser um polissacarideo estrutural presente em madeira e em fibras
agricolas, também pode ser obtido de microrganismos como bactérias. Caracteriza-se
por ser altamente comercializada mundialmente, principalmente para a industria de
papel e celulose (JONOOBI et al., 2015).




A celulose pode fazer parte de 23% a 50% da biomassa lignocelulésica
(Tabela 2). Sdo basicamente unidades de B-D-glicoses unidas por ligacdes glicosidicas
[3-1-4 carbono-carbono e por ligagdes de hidrogénio intermoleculares (SILVA, 2010).

Figura 3: Ligacdes presentes nas moléculas de celulose

Ligagdes de

Hidrogénio -----O—, | .~ HO 77 A e
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Fonte: JONOOBI et al., 2015 (Adaptado).

A cadeia celuldsica é formada através das interagfes vistas na Figura 3.
Ocorrem interagdes do grupo OH, que ddo origens tanto as ligacdes de hidrogénio
intermoleculares (na mesma cadeia de celulose) quanto as intramoleculares (com as
cadeias adjascentes). Essas ligagcdes sdo responsaveis por algumas caracteristicas fisicas
e quimicas desse polimero. Por exemplo, as ligagdes intramoleculares conferem rigidez
a molécula, enquanto as ligacdes intermoleculares, quando organizadas, irdo formar as
fibras vegetais (BENAR, 1992).

2.5.2 Hemicelulose

A hemicelulose é geralmente associada a celulose na parede celular dos
vegetais. Também chamadas de polioses, a hemicelulose € o segundo polissacarideo
mais abundante da parede celular. Apresentam-se mais semelhantes em composicao
com a celulose do que a lignina, sendo encontrada anteriormente a camada de
lignificacdo da parede celular. (OGATA, 2013; SILVA, 2010)

Sdo caracterizados por serem heterogénios e um polissacarideo de baixa
massa molecular. Consiste em uma cadeia ramificada de agucares que podem ser
aldopentoses (xilose e arabinoses) e aldohexoses (glicose, manose e galactose). A
molécula de hemicelulose ainda contem acidos como B-d-Glucomico e B-D-galactamico
entre outros componentes que podem ver visto na Figura 4 (BATISTA; CHAVES,
2014).



Figura 4: Componentes da Hemicelulose
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Fonte: (OGATA, 2013)

Apesar da celulose e a hemicelulose serem formadas por agucares, sao
polissacarideos com caracteristicas diferentes. A celulose é formada por dimeros de
glicose, ndo tem ramificacdo, possui cadeias de alta polimerizacdo e cristalinizacdo. Ja
as hemiceluloses sdo compostas por diferentes aclcares, tem cadeia ramificada e em
comparacgdo a celulose é considerada amorfa (PASQUINI et al., 2010). Entretanto, a
presenca conjunta desses dois polissacarideos favorecem as propriedades como o
intumescimento e o aumento da flexibilidade (BENAR, 1992).

2.5.3 Lignina

A lignina € uma macromomécula de alta abundancia na natureza.
Caracterizada por ser hidrofébica, possui estrutura tridimensional e amorfa altamente
ramificada. E o terceiro componente na parede celular, chegando a compor até 30% da
massa total seca (OGATA, 2013).

Essa macromolécula esta presente na lamela média, na parede primeira e
secundaria de células fibrosas e confere rigidez e resisténcia a compressao as células e
protecdo dos tecidos contra ataques de patdgenos, além de ser responsavel pelo
transporte de 4gua, nutrientes e metabdlitos. (CLARA; ARAUJO, 2015)

A lignina presente em materiais lignocelulosicos possui composicdo de

monémeros dependendo de sua fonte de obtencdo. Existem 3 tipos principais de lignina:
(1) ligninas de gimnospermas (madeiras macias); (2) angiospermas (madeira dura) e (3)

provenientes de herbaceas, cuja importancia cresce junto com as pesquisas de
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combustiveis renovaveis como bioetanol de biomassa (BURANOV; MAZZA, 2008).

Quimicamente € um complexo amorfo derivado da polimerizagdo de 3
tipos principais de alcoois: o alcool coniferilico, sinapilico e p-cumarilico. Estes estdo
acoplados em nucleos aromaticos de fenilpropanoides ou p-hidroxifenilo (H), guaiacil
(G) e unidades de siringil (S). A porcentagem relativa desses componentes na lignina ird
depender das espécies de materiais das quais elas sdo originadas (OLIVEIRA et al.,
2017). As estruturas e ligacdes desses nucleos podem ser visto na Figura 5.

Figura 5: Exemplo de interligacdo dos nacleos formadores da lignina

G unit

H,CO
OH
HO
Lignin O " OH OCHs
H,CO  HO
oo
{ unit @) O
) OCH3
HO HO e
HO > Unit

Fonte: OLIVEIRA et al., 2017

O processo de lignificacdo deriva de uma biossintese bastante especifica.
Sdo duas rotas principais para a producdo dos mondmeros da lignina que servirdo de
base para a polimerizacdo: (1) acido chiquimico e (2) &cido cindmico, cuja rota de
biossintese depende dos percussores fenilalanina e tirosina produzidos pelas rotas
metabdlicas do acido chiquimico (REGINA ALVARES MALTHA et al., 2007).

A Figura 6 mostra a sintese desses materiais a partir da rota do acido
cindmico. Nessa rota, as unidades de lignina sdo obtidas pela desaminacdo da
fenilalanina pela enzima fenilalanina amonialiase (PAL), o0 que leva a formacgéo de
grupos cinamoil-CoAs. Esses grupos dao origens aos compostos fenolicos, base das
unidades de siringil (S), guaiacil (G) e p-hidroxifenil (H) (BAUCHER et al., 1998).
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Figura 6: Sintese dos precursores das unidades p-hidroxifenil (H), Siringil (S) e
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Fonte: REGINA et al., 2007

Por ser complexa e irregular, a estrutura da lignina vem sendo amplamente
estudada e alguns modelos de estruturas sdo propostas (Figura 7). A estrutura da lignina
ndo pode ser isolada de forma inalterada caso seja utilizada um método quimico de
extracdo, devido as fortes ligacOes das ligninas formadoras do complexo LCC. O LCC é
uma nomenclatura desenvolvida para definir as ligagdes covalentes existentes entre
ligninas e polissacarideos, principalmente a hemicelulose, que passam a impedir a

separacdo seletiva dos componentes da madeira. Apesar da pouca quantidades em
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madeira , é de grande importancia para sustentacdo da parede celular (ABDELKAFI et
al., 2011).

A falta de técnicas ideais que sejam capazes de fornecer informacGes
quantitativas para toda a lignina e varias ligacdes do complexo LCC ainda séo escassas.
No entanto, ja existem métodos quantitativos eficientes desenvolvidos como a oxidacao
por nitrobenzeno e pirolise que geram produtos especificos de componentes da lignina
derivados do siringil e guiaiacil, por exemplo. A ligagdo dos produtos gerados ainda é
bastante subjetiva, o que dificulta o trabalho de determinacdo (BALAKSHIN et al.,
2011; YUAN etal., 2011).

Figura 7: Proposta de estrutura de lignina presente em madeiras de angiospermas
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Fonte: REGINA et al., 2007
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2.6 METODOS DE EXTRACAO

As técnicas utilizadas para decompor a biomassa dividem-se em métodos
fisicos, quimicos e bioldgicos. Os métodos fisicos e quimicos de tratamento podem
transformar a biomassa em diferentes componentes. Enquanto o tratamento fisico reduz
o0 tamanho da matéria prima a fim de facilitar o acesso a partes mais internas da planta,
os tratamentos quimicos visam decompor a biomassa a partir da hidrélise. A hidrolise
visa quebrar as ligagOes de hidrogénio presentes para retirada de lignina e ou
hemicelulose, juntamente com a modificacdo da celulose. Métodos alcalinos utilizando
hidroxido de sodio e sua combinag¢do com uma mistura de dioxano e acido cloridrico e
métodos idnicos de extragdo, sdo alguns exemplos dessa metodologia (ARNI, 2018).

O advento da quimica verde e a procura de melhoras fontes de extracéo
fazem com que modelos anteriormente citados sejam inviaveis sustentavelmente.
Atualmente, sdo bastante estudados técnicas que visam aumentar a capacidade do
solvente de interagdo com a matéria prima e, consequentemente, seu poder de extracao.
Extracdo acelerada por solvente (ASE) ou liquido pressurizado (PLE), Soxhlet, liquido
supercritico (SFE) e variadas especialidades de extracdo por micro-ondas e ultrassom
sdo aplicadas nas metodologias de plantas medicinais (AZWANIDA, 2015).

O levantamento bibliografico realizado ndo obteve registros de métodos
especificos de extracdo para esse tipo de raiz, apesar de o processo de desligninficacdo
ser bastante discutido por diversos autores, resultando na escolha por metodologias ja

definidas para processos de extracdo de conteudos vegetais.

2.6.1 ASE: Extracao por solvente acelerado

Extracdo por solvente acelerado é também conhecido como extracdo por
liquido pressurizado (PLE). E uma técnica desenvolvida como alternativa para métodos
de extracdo tradicionais, como o Soxhelt e a maceracdo, tendo em vista que oferece
vantagens no que diz respeito ao tempo de extracdo, consumo de solventes e
reprodutividade (KAUFMANN; CHRISTEN, 2002).

A amostra € embalada com material inerte (terra diatomacea) em uma célula
de extragdo de aco inox (Figura 8) para evitar que a amostra se agregue e acabe por
bloquear o sistema de tubos. (AZWANIDA, 2015). A técnica consiste em uma
aplicacdo de alta pressdo para que o solvente a ser utilizado permaneca em seu estado

liquido a uma temperatura acima do seu ponto de ebulicdo (AZMIR et al., 2013).
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Figura 8: Célula de extracdo do ASE

Fonte: Autor

O processo de extracdo consiste em 5 etapas: (1) “filling and pressuring
cell” ou etapa de pressurizacdo, onde o solvente em questdo € pressurizado; (2) “heating
cell” ou etapa de aquecimento da célula, nesse momento a célula (Figura 8) € aquecida
até a temperatura selecionada; (3) “static extration” extragcdo que ocorre a pressio e
temperatura constante; (4) lavagem da célula com solvente para total recuperagdo de
produtos e (5) etapa de purga com nitrogénio (purge) (CONTE et al., 1997).

A combinacdo da alta pressao e a temperatura faz com que o ASE seja uma
excelente alternativa para processos de extracdo, visto que esses fatores produzem uma
extracdo mais rapida. A temperatura de extracdo mais alta pode ocasionar (1) o aumento
da solubilidade do analito e, consequentemente, 0 aumento da massa extraida e (2) a
diminuicdo da viscosidade de solventes, melhorando assim a taxa de extracdo e

rendimento em menor tempo de analise (AZMIR et al., 2013).

2.6.2 SOHXLET

Os compostos de plantas podem ser extraidos por diferentes técnicas
classicas. O principio basico fundamenta-se no poder de extracdo de diferentes
solventes, ou misturas, e sua combinacdo com calor. O soxhlet foi primeiramente
projetado para extracdo de lipideos, hoje carrega grande importancia para extracao de
materiais bioativos valiosos de fontes naturais. E utilizado como fonte de comparagio

para outros metodos de anélise e validacdo de novos métodos (AZMIR et al., 2013).
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Figura 9: Imagem esquemaética do Sohxlet

Fonte: Autor

O método baseia-se no sistema de refluxo. Uma pequena quantidade
amostra seca é colocada em um dedal. Esse dedal € acoplado a um baldo que contém o
solvente de interesse. Esse solvente é aquecido e ao entrar em ebulicdo condensa sobre
o0 dedal que contem a amostra. Ap6s passar pelo dedal, a solucdo é recolhida num porta
dedal e ao chegar a um nivel suficiente de transbordamento € aspirado para dentro de
um baldo (AZMIR et al., 2013; ROUTRAY; ORSAT, 2012).

O uso do método de extracdo soxhlet em comparagdo com outros métodos
modernos como 0s que utilizam solventes pressurizadas é bastante discutido por
diversos autores. A combinacdo de longas horas de extracdo, altas temperaturas, além
de grandes quantidades de solventes levam a levantar questdes atuais como a quimica
verde (AZMIR et al., 2013).

Os métodos de extracdo de lignina sdo estudados principalmente como
forma de melhorar e acelerar os processos de deslignificacdo. Extracbes mais eficientes
convergem para buscar métodos mais especificos como o uso de solventes
pressurizados. No entanto métodos como Soxhlet ainda sdo utilizados, pois sdo capazes

de retirar compostos importantes presentes nos vegetais (ARNI, 2018).
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2.7 METODOS DE ANALISE
2.7.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN fundamenta-se na absor¢do de ondas de
radiofrequéncia por um nucleo interno a um campo magnético externo forte (300 a 900
MHZz) ou de campo fraco (1 a 23 MHz). A diferenca contida nesses dois aparelhos esta
relacionada a sensibilidade, ou seja, quanto maior o campo aplicado ao nucleo maior a

resolucéo espectral do equipamento (LIMA et al., 2012).

O uso em conjunto do RMN *H e *3C passou a permitir uma determinacéo
mais precisa de inimeros parametros estruturais, tais como percentual de substituicdo
do sistema e fracdo de carbono aromaético. Devido a isso, a ressonancia magnética
nuclear vem nas ultimas décadas sendo amplamente utilizada como fonte de
caracterizacdo de misturas além de auxiliar na confirmacdo de analises complexas nédo
possiveis por outros métodos (OLIVEIRA, 2013).

2.7.2 Andlise Estatistica

Modelos lineares sdo aplicados para determinacdo de iniUmeros fatores de
efeitos, como o erro experimental de conjunto de amostras. Vem sendo amplamente
utilizado para o estudo de aspectos teodricos de varias complexidades. No presente
trabalho foram aplicados a analise de modelos considerados mistos, ou seja, Sao
considerados modelos que apresentam peculiaridades que devem ser reconhecidos. A
escolha do método linear misto residia no conhecimento de que deveria ser prescrito

efeitos aleatdrios, como erros associados a amostra (ANTONIO; FILHO, 2003).

Para o auxilio no método de modelos lineares mistos sdo utilizados
programas especificos de computador para atribuicdo de valores importantes,
exemplificando-se o software R com auxilio do pacote Ime4 na estimativa dos variaveis

e parametros inerentes ao modelo desenvolvido.
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3 OBJETIVOS
Otimizar o método de extracdo de lignina de mandioca utilizando sistema

acelerado por solvente (ASE).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Comparar as ligninas obtidas pelo ASE com as ligninas do método
tradicional de extracdo de ligninas (Sohxlet)
e Analisar por ressonancia magnética nuclear (RMN) a qualidade das

ligninas através da relacdo siringil e guaiacil presentes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 EXTRA(;AO DE LIGNINA POR ASE

Amostras de varias origens foram reunidas (Dourada I, Dourada Il , 2009
09-05 1, 2009 09-05 Il , Eucalipto I, Eucalipto II, 2009 02-13 | e 2009 02-13 II,
Saracura |, Saracura Il, 2009 12-20 I, 2009 12-20 Il e Brasil) e homogeneizadas
resultando em uma amostra padrédo com peso total de 328,85 g. As extragdes foram
realizadas em equipamento Dionex ASE 350, em ciclos unicos por tempo

predeterminado.

4.1.1 Otimizag&o da concentracao de solvente.

Nesta etapa foram utilizadas duas concentracdes de solventes para extracao.
A primeira com 60% etanol/agua (v/v) e a segunda com 50% etanol/agua (v/v). Para
ambas as extracdes foram utilizadas células de 100 mL, massa de mandioca contida na
Tabela 3, utilizando-se uma proporcao 5:2 de mandioca e terra diatoméacea, 30 mM
H.SO,, tempo de 75 minutos e temperatura de 180 °C.

Tabela 3: Condigdes utilizadas na otimizagao da concentracao de etanol

Massa Mandioca (Q) Concentracao Temperatura (°C) Tempo (min)
20,0115 60% Etanol 180 75
20,0166 50% Etanol 180 75

Fonte: Autor

4.1.2 Otimizacéo da temperatura e quantidade de amostra.

Nesta etapa utilizou-se o solvente de extracdo 50% etanol/agua (v/v), bem
como a mesma proporcdo 5:2 de massa de mandioca e terra diatomacea. Foram
utilizados dois tamanhos de células, duas temperaturas de extragdo e um tempo de 60

minutos, conforme Tabela 4.
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Tabela 4: Condicg6es utilizadas na otimizacao da temperatura e quantidade de amostra
Célula Massa Mandioca (g) Concentragéo Temperatura (°C) Tempo (min)
100 mL 20,0115 50% Etanol 180 60
100 mL 20,0414 50% Etanol 190 60
34mL 5,7522 50% Etanol 190 60

Fonte: Autor

4.1.3 Otimizacgéo do tempo de extracgéo.

Foram pesadas massas de amostra de mandioca utilizando-se da mesma

metodologia do item 4.1.2 para as células de 34 mL, realizando-se triplicatas para cada

15 minutos de extragdo conforme a Tabela 5. O Fluxograma 1 mostra a rota de

otimizagao do processo.

Tabela 5: Amostras em triplicatas para otimizacédo de tempo de analise

Amostra | Massa Mandioca Concentracéo Tempo Temperatura (°c)
(9) (VIv) (min)
1 5,7507 50% Etanol 15 190
2 5,7523 50% Etanol 15 190
3 5,7497 50% Etanol 15 190
4 5,7509 50% Etanol 30 190
5 5,7514 50% Etanol 30 190
6 5,7501 50% Etanol 30 190
7 5,7520 50% Etanol 45 190
8 5,7558 50% Etanol 45 190
9 5,7501 50% Etanol 45 190
10 5,7528 50% Etanol 60 190
11 5,7531 50% Etanol 60 190
12 5,7525 50% Etanol 60 190
13 5,7515 50% Etanol 75 190
14 5,7515 50% Etanol 75 190
15 5,7521 50% Etanol 75 190
16 5,7527 50% Etanol 90 190
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17 5,7516 50% Etanol 90 190
18 5,7520 50% Etanol 90 190
19 5,7501 50% Etanol 120 190
20 5,7504 50% Etanol 120 190
21 5,7506 50% Etanol 120 190

Fonte: Autor

Para as ligninas de até 30 minutos ndo foi possivel obter-se precipitado.

Esse comportamento ndo se repetiu nas demais extragfes, uma vez que as ligninas

dessas extracdes apresentavam-se mais propicias a formar graos. Devido a esse fato,

apenas as ligninas com tempo de extracdo superior a 30 minutos foram analisadas por

RMN.




Fluxograma 1: Otimizag&o da extracdo de lignina

| Pesar 5,759 de amostra |

Extragdo com 50% Etanol/ Extragdo com 60% Etanol/
Célula de 100mL, 180°C Célula de 100mL, 180°C

I Liquido negro rico em lignina I

Rotaevaporagdo a 50
50°C

1
I Liquido negro rico em lignina I

rpm e

Caldo concentrado |

1 Caldo Concentrado I

300 mL de Agua/ 96 horas

Precipitago da Lignina |

1.  Filtragdo a vacuo
2. Secagem por 6 horas

IComparagéo das massas obtidasl

Escolha do melhor rendimento

Pesar novamente 5,759

Extracdo com 50%
Célula de 100mL, 180°C

Etanol/ Extracdo com 50% Etanol/ Célula de
100mL e 34 mL, 190°C

| 1
Liquido rico em Lignina Liquido Rico em Lignina
| |

Obtencdo das massas de lignina
como na parte 1

Comparagéo das massas obtidas

Escolha do melhor rendimento

Pesar novamente 5,759

Extracdo com 50% Etanol/
Célula de 34mL, 190°C
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Liquido rico em Liquido rico em Liquido rico em Liquido rico em Liquido rico em
Lignina Lignina Lignina Lignina Lignina
15 min 30 min 45 min 60 min 75 min

Liquido Rico
em Lignina

90 min*

Obtencdo das massas de lignina
como na parte 1

Comparagéo das massas obtidas

*Caso ndo ocorra grande variagao entre as massas de 75 e 90 min, realizar ultima extragdo por 120 min

Legenda: Azul - Otimizagdo da concentracdo; Vermelho - Otimizagéo da temperatura; VVerde - Otimizagdo do
tempo
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4.2 METODO DE EXTRACAO POR SOHXLET

Pesaram-se 15 g de amostra da mesma amostra de mandioca utilizada em 4.
Nesta etapa utilizou-se solvente 93% &cido acético (m/m), 0,1% &cido cloridrico, em um
sistema de refluxo, tempo de 3 horas e temperatura de 110°C, utilizando da metodologia
presentes em RODR et al., 1999. Essa extracdo foi realizada em triplicata e os dados

estéo presentes na Tabela 6.

Tabela 6: Massa de Madioca utilizado no processo de extragdo por Soxhlet

Massa (Q) Temperatura (°C)
15,8015 110
15,7704 110
15,8050 110

Fonte: Autor

4.3 PRECIPTAQAO DA LIGNINA

Todos os extratos feitos nos itens 4.1 e 4.2 foram condicionados em
geladeira para conservacdo. Posteriormente utilizou-se evaporador rotativo Buchi R-215
a pressao reduzida, a 50° C e 50 rotagBes por minuto até a quase evaporagéo total do
solvente.

Nesta etapa aos extratos foram adicionadas 300 mL de &gua destilada para
todos os extratos obtidos, sendo deixadas em repouso por 96 horas (4 dias) para a maior
eficiéncia de precipitacdo da lignina. Posteriormente os extratos foram filtradas a vacuo

com auxilio de 2 papeis de filtro pesados.

Figura 10: Etapa de Precipitacdo (a) Lignina 15 minutos e (b) lignina 60 minutos

Fonte: Autor
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4.4 PREPARACAO DA LIGNINA PARA ANALISE POR RMN

Pesou aproximadamente 40 mg de lignina obtidas em 4.1 e 4.2. Os espectros
de RMN foram obtidos em um equipamento Agilent DD2 de 600 MHz (para nucleo de
1H) e equipado com uma sonda One Probe de 5 mm de didmetro interno (H-F/15N-
31P) de detecgdo inversa e gradiente de campo no eixo “z”.

As amostras foram preparadas dissolvendo cerca de 40 mg da lignina em
uma solucdo de DMSO-d6, com auxilio de um banho ultrassonico por 4 dias. Para
auxiliar na atribuicdo dos sinais dos constituintes de lignina, foram realizados
experimentos bidimensionais heteronucleares de gHSQC. Para o gHSQC foram
adquiridos 128 transientes, com um tempo de espera em cada aquisi¢do de 0,5 s, janela
em F1 de 200 ppm e em F2 de 16 ppm, com nimeros de pontos em F1 de 164 ¢ F2 de
962. Os sinais do DMSO, com o *H em 2,5 ppm e 0 *C em 39,51, foram utilizados
como referéncia para a atribui¢ao dos sinais.

O espectro unidimensional de 'H foram obtidos a 26°C, com um tempo de
espera entre cada aquisi¢ao de 2 s, aquisi¢do de 32 transientes em uma janela espectral

de 16 ppm e 32k de numero de pontos.

Figura 11: Amostras preparadas para RMN

‘ ' |

Fonte: Autor
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 ANALISE DAS MASSAS DE LIGNINA NOS METODOS DE
COMPARACAO

5.1.1 Resultado de extracao para diferentes concentragdes de solvente

Um bom solvente para deslignificacdo deve conter partes nucleofilicas tanto
para produzir a quebra da lignina, quanto para solubilizar os fragmentos gerados.
Solventes orgéanicos como etanol, acido acético e acido formico sdo relatados como
solventes capazes de produzir a deslignificagdo da madeira (AZWANIDA, 2015; DA
SILVA et al., 2013). Os resultados obtidos no teste estdo contidos na Tabela 7.

Tabela 7: Resultado dos extratos de lignina para diferentes concentragdes de etanol

Massa Mandioca (Q) Massa de Lignina (g) Temperatura (°C) Concentracéo
20,0115 0,7495 180 50 % Etanol
20,0166 - 180 60 % Etanol

Fonte: Autor

Estruturalmente a lignina pode se apresentar com diferencas dependendo do
processo de isolamento. Extracdes que usam solventes organicos sdo uma alternativa
para obtencdo de uma lignina com alta pureza e reatividade, sendo utilizado para
extracdo de vérias biomassas lignoceluldsicas. No processo organosolv sdo quebradas as
ligacOes éter da lignina e sdo formadas estruturas menores, menos complexas e mais
soltveis (PINHEIRO et al., 2017).

Para extracbes com etanol, a deslignificacdo € bastante vista quando
combinada com agua na razdo 1:1. Nesse caso, a adi¢do da d&gua aumenta as reacoes de
deslignificagdo, mas diminui o poder de solubilizacdo das ligninas. A razdo 1:1
demostrou-se em estudos da literatura como sendo a solugéo cujo comportamento que
melhor atendeu os objetivos da extracdo (PASQUINI et al., 2005).

Apesar de serem feitas 6 células com solvente 60% etanol, ndo se obteve
nenhum extrato devido aos vazamentos constantes apresentados pela célula ndo sendo
possivel a comparacdo das extratos. Devido a utilizagdo de grande quantidade de massa,

optou-se pela concentracdo de 50% etanol para otimizagdo do método.
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5.1.2 Comparacdo dos extratos das células de 100 mL e 34 mL com relacdo a

temperatura de extragéo.

Tabela 8: Massa de lignina extraida nas células de 100 e 34 mL

Célula Massa Mandioca (g) | Massa de Lignina (g) | Temperatura (°C) | % p/p
100 mL (1) 20,0115 0,7469 180 3,75
100 mL (2) 20,0414 1,6841 190 8,40

34mL (3) 5,7522 0,2669 190 4,64

Fonte: Autor

Como visto na Tabela 8, as ligninas 2 e 3 apresentaram-se com porcentagem
de extracdo superior a lignina 1. O aumento de temperatura levou a maior taxa de
extracdo de lignina, fator atrelado a estrutura da lignina. Por ser bastante complexa, a
retirada da lignina das estruturas celulares torna-se dificil, sendo necessarias condigdes
mais bruscas como 0 aumento de temperatura e altas pressdes. Os maiores valores de
extracdo corroboram com resultados ja discutidos por Pasquini et al. (PASQUINI et al.,
2005)

Comparando-se o efeito comportamental dos extratos de lignina leva-se a
aceitar que a temperatura de 190°C aumenta o processo de deslignificacdo. Importante
afirmar que 190°C configurava-se como o maximo indicado pelo manual do
equipamento, sendo assim ndo possivel o teste ou outras temperaturas. Combinado com
menores custos de extracdo, nesse presente trabalho, utilizou-se como base também a
célula de 34 mL cuja taxa de 4.64% atende ao objetivo final. Os valores de porcentagem
p/p foram obtidos pela seguinte expressao 1:

Massa de lignina obtida
(D - X 100
massa de mandioca pesada

5.1.3 Analise dos resultados das ligninas extraidas em células de 34 mL com
tempos de extracao diferentes.

Os resultados contidos na Tabela 9 mostram que as quantidades extraidas de
lignina variam conforme o tempo de extragdo. A fragmentacdo da lignina ir&4 depender

do tempo de interacdo com o solvente, como visto em 5.1.1. Alem disso, a maior
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porcentagem de lignina a 190°C em maiores tempos de extracdo (12-13) esta
relacionada a maior degradacédo da parede celulésica (PASQUINI et al., 2005).

Tabela 9: Variacao da porcentagem de extracéo de lignina com o tempo

Amostra Massa Massa de Lignina | Porcentagem de | Tempo de
Mandioca () (mg) Extracdo (%p/p) | Extracdo (min)
1 5,7507 34,7 0,603 15
2 5,7523 9,6 0,17 15
3 5,7497 62,5 1,09 15
4 5,7509 113,1 1,96 30
5 5,7514 152,5 2,65 30
6 5,7501 126,6 2,20 30
7 5,7520 175,4 3,05 45
8 5,7558 180,0 3,13 45
9 5,7501 173,7 3,02 45
10 5,7528 198,5 3,45 60
11 5,7531 192,2 3,35 60
12 5,7525 189,6 3,29 60
13 5,7515 301,7 5,24 75
14 5,7515 310,6 5,40 75
15 5,7521 309,6 5,39 75
16 5,7527 384,2 6,68 90
17 5,7516 397,5 6,91 90
18 5,7520 388,6 6,76 90
19 5,7501 376,9 6,55 120
20 5,7504 426,7 7,41 120
21 5,7506 413,5 7,19 120

Fonte: Autor

As médias das massas e 0s desvios padrées foram calculados e postos na
Tabela 10. Esses resultados sozinhos ndo esclarecem o comportamento de extracdo nas
amostras, sendo necessario entdo um estudo estatistico para comprovar a proximidade

dos materiais extraidos e posterior comprovacao dos valores.
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Tabela 10: Média e desvio padrdo relacionado as extracdes de lignina

Tempo de Extracdo Media Desvio Padréo
(min)
15 35,6 21,60
30 130,73 16,30
45 176,36 2,67
60 193,43 3,74
75 307,3 3,98
90 379,9 5,53
120 405,7 21,06

Fonte: Autor

Os dados seguem wuma légica matematica que justifique esse
comportamento. O Grafico 1 mostra que as massas extraidas sugerem que a extracdo
ocorre igualmente para todas as amostras, exceto as de tempo t=15min e t=120 min.
Além disso pode-se observar que as mostras devem manter uma correlacdo de
composicao parecidas, visto que as linhas presentes se sobrepdem do tempo t=60 min a
t=90 min.
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Gréfico 1: Variacdo de massa de lignina com tempo, utilizando-se temperatura de
190°C e concentracdo de solvente 50% etanol/agua
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Fonte: Autor

Como é esperado uma taxa de diminuicdo ao longo do tempo, um modelo
logaritmo parece apropriado. O modelo ajustado foi o seguinte:
log(m ;) = Bi (75— Tij)* + Blog(t) + &
onde i= 12,3 e j=1,23,..; em que (m l-j) representa as massas extraidas da amostra
ate a j-enésima observagdo, ¢;; representa uma fonte de erro aleatorio e i € uma fonte

adicional de erro que busca explicar o qudo diferentes séo essas amostras.
O ajuste do modelo foi feito em R através da funcdo Ime do pacote Ime 4.

Os resultados obtidos estdo presente na tabela 11.

Tabela 11: Resultados de fonte adicional de erro

Variaveis

Estimativa

Erro Padrdo

Significancia

p

0,065150

0,05881

~ 0

Fonte: Autor
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Para o modelo o desvio padrdo (o2) e a variancia (y2) foram de 3,069090 e 23,37,
respectivamente, onde &; ~N(0,0%) e Bi~N(0,y?). A taxa de significancia é
aproximadamente zero, sendo assim o modelo esta bem ajustado.

O modelo faz-se significante ja que comprova analises devem entdo seguir
modelo matematico levando-se a propor que resultados de futuras analises podem ser
previamente determinadas desde que seja desenvolvido um modelo padrdo para
extracdo. A variavel B corrobora com o esperado, visto que se bem homogeneizadas as
amostras possuiriam alta taxa de similaridades tratando-se, portanto, de mesmo
material.’

Para esse caso nao foi possivel a determinacdo de um tempo 6timo de
extracdo, uma vez que seriam necessarias inimeras outras extragdes nos mesmos
tempos propostos para confirmar que o comportamento se mantem 0 mesmo no
decorrer das analises. Além disso, a escolha do tempo também deve esta relacionada ao
melhor custo beneficio.

E possivel afirmar que os méaximos de extracdo ocorrem por volta de 75 e
90 minutos e que nesse periodo devem ser obtidas ligninas com maior grau de
parentesco (variavel [) devido a sobreposicdo das linhas obtidas do Gréfico 1. Espera-
se que ap6s 120 minutos, para esse caso especifico, a massa de lignina extraida venha a

diminuir.

5.1.4 Analise de espectros HSQC das amostras de lignina extraidas do ASE

A mandioca é considerada uma angiosperma e devido ao processo de
biossintese de formacdo, a lignina presente nesse tipo de madeira é rica em siringil e
guaiacil unidades (BURANOV; MAZZA, 2008). Os sinais caracteristicos foram
reconhecidos no espectro da Figura 12.

As porcentagens de siringil/guaiacil sdo muito estudas devido ao
crescimento da industria de papel A predominancia de siringil ou guaiacil ira influenciar
no gasto energético relacionado a quebra das ligagdes por elas geradas. Espera-se que a
predominancia dos mondmeros de guaiacil na lignina proporcione uma maior
resisténcia a degradacdo térmica devido a elevada estabilidade das ligacGes aromatica
em C5 (Figura 17) , a qual fica durante a biossintese. (CAVALCANTE et al., 2016;
GUTIERREZ; RODRIGUEZ; DEL RIO, 2006)

Em contrapartida ligninas com maior quantidade de siringil s&o
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consideradas mais favoraveis ao processo de deslignificacdo (GUTIERREZ;
RODRIGUEZ; DEL RIO, 2006). Ao contrario do observado com 0 monémero guaiacil,
a ndo reatividade do carbono aromatico C5 implique em uma estrutura menos
condensada e de maior solubilidade (SETTE; WECHSELBERGER; CRESTINI, 2011).
Na Tabela 12 estdo contidas as porcentagens de S/G presentes nas amostras de lignina

extraidas.
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45min

Figura 12: Espectro HSQC *H — **C de lignina de mandioca ASE/T
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60 min

Figura 13: Espectro HSQC 1H — 13C de lignina de mandioca ASE/T
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Figura 14: Espectro HSQC *H - 13C de lignina de mandioca ASE/T=75 min
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Figura 15: Espectro HSQC *H - 13C de lignina de mandioca ASE/T=90 min

' M ™
e -
i s 0

. L
| -E- ¥ B
i [ L
4
—_
, L% .
1 ’ i
' . i
'I‘ I~
¥ L ]
—
. ’ :
) — L
a,% L
. L
§!
— =
1u B
. L
— oo
—
. -
TTT TTTT]TTTTT TTTTTTTTTTITTTITTITIT TTTTJTTTTITTITTITTITTTI]TITTT TTTTTTTTTTT
! E A S S T S S S S S U
(=] = [==] (=11 [=] = (2] [aa] =H Ty] (Y=} = [=4]
EE' — - — - — — — - —

Fonte: Autor

F2 (ppm)

32



Figura 16: Espectro HSQC *H - 13C de lignina e mandioca ASE/T=120 min
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Tabela 12: Porcentagem de S/G nas ligninas extraidas

Tempo de Extracdo (min) S G SIG
45 163,7 100 1,637
60 237,9 100 2,379
75 229,3 100 2,293
90 208,9 100 2,089
120 221,7 100 2,217

Fonte: Autor

Os resultados da Tabela 12 foram obtidos a partir de uma abordagem que
egracdo dos espectros de HSQC das ligninas assumindo quantidades totais dos
guaiacil como 100%. Em muitos casos citados na literatura, esse método de

analise semiquantitativo é valido, desde que seja atribuido sinais proprios e imutaveis

como padréo interno. Em trabalhos especificos o sinal de guaiacil é tido como padrédo

interno devido a ndo substituicdo do carbono C2 (Figura 17), portanto ele refletiria as

unidades
2011).

totais de aromaticos na lignina (SETTE; WECHSELBERGER; CRESTINI,

igura 17: Espectro HSQC Lignina de mandioca ASE 120 min, ampliado
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A presenca de muitos componentes no HSQC nas regies (ou/dc 4-3/80-50
ppm) esta relacionada as ligagdes de lignina com carboidratos. A lignina juntamente
com os polissacarideos sdo os principais polimeros vegetais. Evidéncias apontam que
esses dois polimeros sdo ligados covalentemente formando um complexo Lignina-
Carboidrato (LCC) que apesar de poucas ligagdes em madeira, elas desempenham
importante no fortalecimento da estrutura. Além disso o LCC gera problemas de
separacdo seletiva e isolamento de lignina e carboidratos (BALAKSHIN et al., 2011).

Embora a informacdo obtida utilizando técnicas de andlise
espectroscopicas para as estruturas do LCC seja muito valiosa, obtencdo de meétodos
que possam observar a estrutura direta do LCC ¢é primordial. As analises por HSQC é
dificultada devido ao fato que nessa regido ocorre sobreposi¢do proveniente de sinais
muito fortes de varios espectros (BALAKSHIN et al., 2011).

5.1.5 Anélise dos espectros de 'H do ASE

A RMN de *H ¢ aplicada ao estudo de ligninas uma vez que tem a vantagem
de fornecer, a partir do espectro, 0 numero total de hidrogénios ligados a cadeia e
diferencia-los como na Tabela 13 (BALAKSHIN et al., 2011).

Tabela 13: Tabela de deslocamento quimico de hidrogénio

Regido | Deslocamento quimico Tipo de hidrogénio
1 8,00 — 11,50 Carboxilicos e aldeidos
2 6,28 — 8,00 Aromaticos e vinilicos
3 5,74 - 6,28 B-vinilicos e benzilicos
4 5,18 -5,74 Benzilicos
5 2,50 -5,18 Metoxilicos e muitos outros hidrogénios que
podem ser a,p ey

Fonte: BALAKSHIN et al., 2011. Adaptado

Para as ligninas extraidas foram retiras seus espectros de *H com o objetivo
de visualizar se ocorriam mudangas nos picos especificos e caracteristicos de algumas
ligacbes dos mondmeros da lignina. Os resultados obtidos estdo presentes nas figuras

18-22. Os picos e regides foram devidamente marcados para facilitar a visualizagéo.
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Figura 18: Espectro H da lignina de mandioca ASE/ 45 min
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Figura 19: Espectro H da lignina de mandioca ASE/60 min
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Figura 20: Espectro de *H de lignina de mandioca ASE/75min
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Figura 21: Espectro H da lignina de mandioca ASE/90 min
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Figura 22: Espectro da lignina de mandioca ASE/ 120 min
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As ligninas sdo macromoléculas de alto peso molecular. A formacdo de
conteddo viscoso e de pouca mobilidade fazem com que o em alguns casos ndo se
obtenham bons sinais (Figura 18). Seus espectros formam bandas largas e de dificil
identificacdo devido a maior blindagem de grupos quimicos presentem na molécula
(SALIBA et al., 2001).

Nas Figuras 19-22 observa-se uma maior diferenciacdo dos hidrogénios
presentes na molécula, juntamente com um aumento da razdo sinal/ruido, o que torna
possivel visualizar hidrogénios caracteristicos da amostra de lignina. Nas figuras citadas
0s compostos também mantem uma correlacdo de similaridade de sinal e intensidade,
corroborando o proposto em 5.1.3 e Tabela 12.

O aumento do sinal de hidrogénios presente nas figuras acompanha o
crescente sinal do espectro de 3C. Uma das possiveis razfes seria a maior taxa de
degradacéo da lignina (formacdo de mondmeros) devido ao maior tempo de contato
com o solvente organosolv (DA SILVA et al., 2013; PASQUINI et al., 2010).

Além disso, ocorre um crescente aumento da participacdo dos grupos
metoxi e hidrogénios benzilicos (6 = 3,5 — 4,0/ 518 — 5,74 respectivamente)
(BALAKSHIN et al., 2011).Em contrapartida uma diminuigdo do sinal de &cidos graxos

a medida que se aumento tempo de extracéo, é verificada.
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5.1.6 Analise comparativa entre os métodos de ASE e Soxhlet

Assim como ja discutido, os solventes organosolv sdo capazes de gerar
meios de romper ligagcdes e formar compostos mais soluveis, levando a deslignificacéo.
Assim como o ASE, o soxhlet também é uma opcéo para que seja obtido lignina de boa
qualidade para analise. (ARNI, 2018; PINHEIRO et al., 2017). Na tabela 14, estdo

contidos os valores de lignina extraidos pelo método.

Tabela 14 Tabela de rendimento dos extratos obtidos por Soxhlet

Massa (g) Massa de lignina (g)
15,8015 0,4952
15,7704 0,3548
15,8050 0,3975

Fonte: Autor
Os espectros de HSQC *H - B3C e 'H foram obtidos e os resultados séo
mostrados nas figuras 23 e 24. Assim como os dados provenientes das ligninas do ASE,

0s sinais caracteristicos foram identificados para melhoraria da visualizacéo.
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Figura 23: HSQC da lignina Soxhlet
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Figura 24: Espectro de *H da lignina Sohxlet
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Os dados obtidos levam a questionar a literatura consultada. Para a obtencéo
dos espectros a amostra deve esta bem solubilizada no solvente, esse fator pode ter sido
um grande influenciador nos resultados finais obtidos. Na amostra do soxhlet foi
observado uma baixa solubilidade da lignina em DMSO —d6. Sendo assim, nem todos
0s componentes puderam ser identificados nos picos. Apesar disso, alguns picos
comuns podem ser correlacionados com as ligninas do ASE, como o &cido cinamico.

Apesar da massas de lignina (Tabela 14) para esses dados também néo foi
possivel uma determinacdo da relacdo S/G presente na amostra devido a uma pequena
relagdo sinal/ruido que sobrepGem no intervalo comuns aos deslocamentos quimicos
dos hidrogénios provenientes dos mondmeros siringil e guaiacil (64 = 8-6 ppm) (Figura
24).
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6 CONCLUSOES

O método otimizado através do sistema acelerado por solvente (ASE)
atendeu aos objetivos do presente trabalho, chegando-se as condi¢des de 50%
etanol/agua (v/v), 30mM de catalisador acido, temperatura de 190°C e tempos que
variem entre 75 e 90 minutos. Observou-se que a extracdo de lignina esta ligada
diretamente ao tempo em que o material lignocelulésico permanece em contato com o
solvente, refletindo diretamente na composi¢do quimica final do extrato.

Nas amostras feitas com diferentes tempos de extracdo, observa-se uma
maior definicdo dos picos de 'H, obtendo-se entre os tempos de t=75 e t=90 minutos
uma grande similaridade, valores que corroboram com o proposto estatisticamente.
Observou-se entre os tempos t=60 min a 120 min as ligninas extraidas apresentam-se
com a relacdo S/G quase constantes. Os teores de siringil superiores ao guaiacil sugerem
que a amostra preparada possuiria maior quantidade de mandiocas ricas em teores de
siringil, e portanto mais solaveis.

Né&o foi possivel obter uma comparagdo com o método tradicional Soxhlet
devido a ndo solubilizacdo total do material no solvente deuterado. Outros fatores
podem ter sido responsaveis pelo pouco sucesso dessa extracdo, 0s quais devem ser

estudados.
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