Série Técnica

Floresta e Ambiente

METODOS DE ANALISE EM QUIMICA DA MADEIRA

(M¢étodos de analise quimica utilizados no Laboratério de Quimica da Madeira do Departamento de Produtos

Florestais do Instituto de Florestas da UFRRY)

Heber dos Santos Abreu, Alexandre Monteiro de Carvalho, Maria Beatriz de Oliveira

Monteiro, Regina Paula Willemen Pereira, Hulda Rocha e Silva, Kelly Carla de

Almeida de Souza, Kelysson de Freitas Amparado, Daniel Bastos Chalita

Departamento de Produtos Florestais do Instituto de Florestas/UFRRJ
BR 465, Km 07 - Seropédica
Cep. 23890-000

APRESENTACAO

A presente publicagdo tem o objetivo de dar suporte metodoldgico aos usuarios de laboratérios
de Quimica da Madeira, relacionando métodos e procedimentos utilizados em quimica da madeira,
principalmente nas aulas praticas e no desenvolvimento de pesquisas. Os métodos descritos visam
facilitar professores, pesquisadores, estudantes, laboratoristas e interessados que desenvolvem
pesquisas relacionadas a madeira e outros materiais lignocelulésicos, principalmente com relagao a
obtengdo de celulose, hemicelulose, lignina e seus produtos de transformagao. Alguns métodos foram
ajustados as condi¢des de trabalho do laboratorio, melhorando assim os resultados obtidos.

INTRODUCAO

A madeira ou qualquer outro material
lignocelulosico constitui um acervo quimico e
bioquimico cuja constitui¢do e organizacao
ainda reveste-se de segredos e
desconhecimentos, apesar do grande avango
tecnologico nas ultimas décadas. A constitui¢ao
quimica dos materiais lignocelulosicos ¢
abrangente e diversificada, com relagdo as
substancias que nelas se traduzem em um
sistema multimolecular de alta complexidade
estrutural, de ligacdes cruzadas e de grande
importancia na preservagao e nas propriedades
dos materiais lenhosos. Hoje a quimica da
madeira toma novos rumos e novos desafios
com o aprimoramento tecnoldgico das analises
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e ao surgimento de madeiras modificadas por
transgenia, mutagdo e melhoramento genético,
portanto, novos conhecimentos haverdo de
advir com novas fontes de informacdes até
entdo desconhecidas. Esta complexidade e
progresso tecnologico fascinam, o especialista
em busca de metodologias mais adequadas na
rotina de um laboratério de quimica da
madeira. Os métodos descritos neste artigo sdo
comumente usados em laboratorios de quimica
da madeira, alguns na forma originalmente
descritos, outros modificados. A intengdo do
grupo de Quimica e Bioquimica da Lignina do
Departamento de Produtos Florestais sera o
langamento continuado de outros artigos sobre
métodos em quimica e bioquimica da madeira.
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1. PREPARO DA MADEIRA LIVRE frasco em cada extrac¢do durante 1 hora em
DE EXTRATIVOS banho-maria a 100°C.
- Filtrar, lavar com 500mL de 4gua destilada
quente e deixar o material secar
completamente ao ar.

1.1. Aparelhagem

a) Aparelho de extragdo tipo Soxhlet;

b) Erlenmeyer ou baldo de 1000mL;

¢) Banho-maria;

d) Equipamento para filtragao: funil de placa
sinterizada de porosidade média, kitasato e
fonte de vacuo;

e) peneira granulométrica.

2. PREPARACAO DO MATERIAL
LIGNOCELULOSICO LIVRE DE
PROTEINA

- Tratamento para solubilizar proteina total de
materiais lignocelulosicos de tecidos jovens

de plantas, folhas, cascas, frutas.
1.2. Solventes

) 2.1. Procedimento
a) Ciclohexano;
b) Solug@o alcool etilico:ciclohexano (1:2);
c) Etanol 95%;
d) Agua destilada.

- Pesar 1g do material livre de extrativos e
colocar em um Erlenmeyer de 250mL,
contendo 40mL de solug@o de pepsina (1%
em acido cloridrico 0,1N).

- Manter em banho-maria a 40°C por 13
horas. Apds este periodo a amostra deve
ser filtrada sob vacuo em um funil de placa
sinterizada. Deve ser realizada lavagem
utilizando 48mL de agua bidesionizada
quente e 12,8mL de acido sulfurico (5%)
por duas vezes. Em seguida a amostra deve
ser transferida para um baldo de vidro
contendo 240mL de acido sulfurico (5%) e
colocada em refluxo por uma hora. Filtrar
utilizando um funil de placa sinterizada e
realizar a lavagem com 48mL de agua
bidesionizada quente por duas vezes. Em
seguida, realizar mais duas lavagens com
32mL de etanol e duas lavagens com 24mL
de éter.

1.3. Procedimento

- Utilizar a fracdo que atravessa a peneira
numero 16 internacional (malha 40 ASTM)
e a que fica retida na peneira nimero 24
internacional (malha 60 ASTM).

- A partir da amostra seca ao ar, transferir uma
dada quantidade para o tubo de extracdo,
de maneira que a serragem ndo atinja a
extremidade superior do sifdo.

- Extrair seguindo a série eluitropica na ordem:
ciclohexano, alcool etilico:ciclohexano (1:2)
e alcool etilico 95%, durante 4-6 horas para
cada extrag@o.

- Transferir a serragem para o funil de placa
sinterizada, remover o excesso de solvente,
por sucgdo e ao final de cada extragdo
remover o tubo de extragdo até evaporagio 3. LIGNINA DE KLASON (INSOLU-
total do solvente. VEL)

- Apos a extracdo com etanol, transferir o
material para o erlenmeyer ou baldo de vidro
e extrair sucessivamente com 3 porg¢des de 3.1. Aparelhagem
1000mL de agua destilada, aquecendo o
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a) Banho - maria;

b) Vidro de relégio;

c) Tubo de ensaio;

d) Pipetas;

e) Cadinho de porcelana;

f) Estufa ou dessecador de vidro;
g) Balanga analitica,

h) Bastao de vidro.

3.2. Reagente

a) Acido Sulfurico

3.3. Procedimento

- Transferir aproximadamente 300mg de

amostra seca de madeira livre de extrativo para

um tubo de ensaio, e adicionar lentamente 3mL

de acido sulfurico (72%).

- A amostra deve ser homogeneizada por

agitacdo continua durante 1 minuto. Conservar

amistura por 1 hora entre 25 e 30L.C, agitando

freqlientemente se necessario.

- Transferir o material para um baldo de 250mL

e diluir a solugdo de acido sulfurico, adicio-

nando 84mL de agua destilada.

- Deixar o material em refluxo por 4 horas,

depois em repouso para sedimentagdo do

residuo. Retirar a solu¢@o por meio de pipeta.

- Em seguida lavar o residuo com 500mL de

agua destilada quente em um funil de placa

sinterizada. Retirar a solugdo por meio de

pipeta.

- Secar em estufa a 105°C ou em dessecador

de vidro com anidrido fosforico, até peso

constante.

- Proceder a analise por duas vezes.

- Devem ser realizadas duas pesagens com
variagdo de 0,2mg.

- A porcentagem de lignina ¢ calculada pela
seguinte formula:

% lignina = (Peso Seco do residuo (mg) /
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peso da amostra de madeira) x 100

4. LIGNINA DE WILLSTATTER OU
DE ACIDO CLORIDRICO

4.1. Procedimento

- Tratar 1g de madeira moida livre de extrativo
(particulas superiores a 40 mesh) com 20mL
de acido cloridrico (40 - 42%), sob
temperaturade 1 a 5°C.

- A suspensdo obtida deve ser agitada
freqientemente durante 2 horas a
temperatura ambiente. ApOs esse processo,
adicionar gelo picado (aproximadamente
6,5g). Em seguida, a solucdo deve
permanecer em repouso durante 18 horas a
temperatura ambiente.

- Logo apds, adicionar 6,5mL de agua
destilada e centrifugar a mistura final. Lavar
o precipitado formado com acido cloridrico
(1:1; 20mL), depois com agua destilada
promovendo novamente uma centrifugagao.

- Aquecer o residuo proveniente da
centrifugacdo em 20mL de agua destilada, a
temperatura de ebuligdo, com gradual adi¢do
de carbonato de sodio, até neutralizagdo do
pH da solugdo.

- O precipitado deve entdo ser removido por
centrifuga¢do e novamente tratado com
20mL de agua destilada em ebuli¢do, por 10
minutos e em seguida centrifugar. Este tlltimo
processo deve ser repetido trés vezes.

5. LIGNINA DE BJORKMAN

5.1. Procedimento

- Moer a madeira.

- Homogeneizar as particulas para 40 mesh.

- Extrair com acetona ou outro solvente.

- Secar até obter peso constante com anidrido
fosforico ou cloreto de calcio em um
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dessecador de vidro.

- Moer em um moinho de bolas giratorio ou
outro tipo de moinho correspondente.

- Extrair com dioxano (800 mL/42mL de 4gua)
por 4 dias sob agita¢do magnética.

- Filtrar a solug@o de dioxano por duas vezes
em um funil de porcelana, utilizando papel
de filtro, consecutivas.

- Evaporar a solugdo a 40LC em 55mbar de
pressdo negativa. No inicio da operacio, a
pressao deve ser inferior a este valor.

- Evaporar completamente a solugao dioxano/
agua.

- Apos a evaporagio, adicionar 100mL de
acido acético/agua 9:1 para dissolver a
lignina. Esta solu¢@o deve ser adicionada sem
aquecimento para evitar a formagdo de
ésteres.

- Observagdo: Preparar, pelo menos,
200mL de acido acético. Usar 10mL para
limpar os funis.

- Apds dissolver o material por completo,
filtrar, primeiramente, em um funil de vidro
sinterizado de placa porosa nimero 5 e
depois no funil de nimero 4.

- Transferir a solugdo de acido acético, filtrada,
para um funil de separagdo. Gotejar a
solugdo em uma por¢ao de 1600mL de agua
destilada ou 10 vezes o volume da solugao
de acido acético usada, sempre com
agitacao.

- Filtrar a solugdo aquosa em um funil de
porcelana com papel de filtro.

- Recolher este material filtrado em uma placa
de petri.

- Este material deve permanecer em um
dessecador de vidro com KOH.

- Apos seco, dissolver em uma solugao de 1,2-
dicloroetano + etanol (2:1), ndo mais do que
100mL.

- Gotejar em éter etilico por duas vezes,
alternado com duas operagdes de
centrifugac@o. A lavagem constitui a ultima
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etapa deve ser realizada com éter de
petréleo.

6. LIGNINA DIOXANO
6.1. Material

a) Uma certa quantidade de madeira;
b) 200mL (dioxano/H O): 9/1;

¢) 180mL de dioxano;

d) 20mL de H O destilada

e) Baldo de 1000mL com trés saidas;
f) Condensador de bolas;

g) Funil de decantac¢do de 200mL;
h) 1,46mg HCl ou 1,23mL de HC.
1) Chapa de aquecimento;

1) Evaporador rotatorio;

1) Centrifuga;

m) Dessecador e fonte de vacuo.

6.2. Procedimento

- Adicionar lentamente em um baldo de
1000mL de trés saidas e contendo amostra
de lignina, uma solugdo de (dioxano e H O
(9:1)) +HCL.

- A mistura reacional adquirida deve ser
aquecida em uma chapa de aquecimento a
90-95°C, em atmosfera de nitrogénio, por
um periodo de 0,5-48horas.

- Em seguida, deixar esfriar a mistura reacional
ainda em atmosfera de N, Depois filtrar e
lavar utilizando um funil de placa sinterizada
com 12mL da mesma solu¢io.

- O extrato (solucdo acida) deve ser
concentrado, em um evaporador rotatorio,
até o aparecimento de um material viscoso.

- Precipitar este material em um grande volume
de H O destilada sob agitagdo permanente.

- O precipitado deve ser separado por
centrifugacdo e, em seguida, lavado
totalmente com agua destilada por trés
vezes.
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- A amostra, em seguida, devera ser seca em
um dessecador com anidrido fosforico sob
vacuo.

7. DETERMINACAO DO TEOR DE
LIGNINA UTILIZANDO
BROMETO DE ACETILA

7.1. Procedimento

- 5g de madeira livre de extrativo devem ser
colocados em um trap de vidro de 15 mL
contendo uma solucdo de 25% (p/p) de
brometo de acetila em acido acético (SmL)
contendo 4cido perclorico (70%) (0,2 mL).

- Os traps deverao ser fechados e colocados
emuma estufa a 70°C por 30 minutos.

- Durante a digestdao o mesmo, devera ser
agitado em intervalos de 10 minutos.

- Apos a digestdo a solugdo deverad ser
transferida quantitativamente para um baldo
volumétrico de 100mL contendo NaOH 2M
(10mL) e acido acético (25mL).

- Em seguida o material restante no trap devera
ser lavado com acido acético e adicionado
ao baldo volumétrico até completar 100mL.

- O espectro no UV devera ser registrado
tendo uma solucdo branca e uma amostra
de lignina como padrdo. A absorc¢do da
lignina sera medida em 280nm.

- Uma curva de calibragio deve ser realizada.

% de lignina= 100 (As-Ab)V/aw

As e Ab= Absorbancia da amostra e do
padrio, respectivamente.

V= Volume da solugio

a=Absorvidade da lignina padrdo 1g'cm!
(pode ser uma lignina conhecida)

w=Peso da amostra
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8. DETERMINACAO DO TEOR DE
CELULOSE POR REACAO COM
ACIDO NITRICO

8.1. Aparelhagem

a) Manta de aquecimento;

b) Chapa de aquecimento;

¢) Funil de vidro simples;

d) Funil de placa perfurada;

e) Becher;

f) Kitasato;

g) Condensador de refluxo;

h) Baldo de fundo chato ou fundo redondo.

8.2. Reagente

a) Acido nitrico;

b) Etanol P.A ;

¢) Solug@o de acido acético 1%;
d) Solug¢do de NaOH 4%.

8.3. Procedimento

- Refluxar 5g de madeira moida por 1 hora em
uma solu¢do alcodlica de acido nitrico
(densidade 1,4).

- Filtrar o material e aquecer com agua
destilada durante 30 minutos.

- Extrair o residuo com uma solugao aquosa
de NaOH (4%) durante 40 minutos. Este
residuo deve ser lavado com 4gua destilada,
depois com acido acético e novamente com
agua. Posteriormente, deve ser levado a
estufa a 105[C e seco até peso constante.

Obs.: Preparar a solugdo em capela, na
propor¢ao de 100mL de etanol e 25mL
de acido nitrico. O etanol pode ser
substituido pela dgua.

9. DETERMINACAO DO TEOR DE
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METOXILA DE LIGNINA E DE
MATERIAIS LIGNOCELULOSI-
COS ATRAVES DO METODO DE
SEIZEL MODIFICADO

9.1. Produtos

a) Cristais de fenol;

b) Fosforo vermelho;

¢) Acido iodidrico d=1.7;

d) Amido e bicarbonato de sodio=1:1;
e) Solugdo de acetato de sddio + acido
acético;

) Bromo;

g) Acetato de sodio cristalino;

h) Iodeto de potassio;

1) Amido;

1) Solug@o de tiossulfato de sodio N/10;
k) CO, ou N,

9.2. Aparelhagem

a) Recipiente para a lignina (capsula
gelatinosa ou um pequeno tubo de vidro
com uma das extremidades fechada);

b) Aparelho para determinagio de metoxila;

c) Pipeta de SmL;

d) Espatula;

e) Pipetade 10mL;

f) Pissete;

g) Vidro de relogio de 6 cm de didametro;

h) Bureta de SOmL (1/100mL).

9.3. Procedimento A

- No balao (K), como mostra a figura 1,
adicionar uma porg¢ao de fosforo vermelho,
utilizando apenas a ponta de uma espatula,
alguns cristais de fenois, 0,5mL de anidrido
acético e logo depois 10mL de acido
iodidrico (d=1,7). O baldo deve ser
conectado ao resto do aparelho, ja com o
condensador refrigerado pela circulagdo de
agua. Também deve ser controlada a vazao
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de CO,ou N, em, aproximadamente, 30
borbulhas por minuto.

- Deixar refluxar o conteudo deste baldo por
30 minutos em banho de 6leo, a temperatura
de ebulicdo do sistema (140-150LC), e
depois deixar esfriar, utilizando a corrente de
CO,.

Figura 1. Aparelho de vidro para determinagado
de metoxila.

9.4. Procedimento B

- N E al)
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- Pesar 20-30mg de lignina ((10,02mg) em um
pequeno recipiente de vidro e colocar no in-
terior do baldo.

- Aquecer rapidamente o baldo (140-150LC),
mantendo a agua fria em circulagdo no
condensador durante 45 minutos.

- Depois, retirar o produto e transportar
quantitativamente para um Erlenmeyer.
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- Em seguida, adicionar duas porgdes de
acetato de sodio (ponta de espatula) e
algumas gotas de acido formico, até a
solugdo se tornar totalmente transparente.
Nesse momento, adicionar 1g de KI e deixar
o recipiente tampado com vidro de relogio
por 5 minutos em auséncia de luz.

- Apoés este procedimento, titular com
tiossulfato de sodio N/10. O conteudo
reacional do baldo podera ser utilizado para
5 determinagdes.

0,517x V. x 100 =% OCH,
E

V= Volume em mL de tiossulfato de sodio N/
10 consumido
E=Peso da lignina em mg

10. PREPARO DE SOLUCAO PARA
DETERMINACAO DO TEOR DE
METOXILA

10.1. Solugdo aquosa de amido

- Utilizar 5g de amido para 1 litro de agua des-
tilada.

- Agitar a solu¢do durante 5 minutos em aque-
cimento e depois filtrar em papel de filtro.

10.2 Solugdo aquosa de bicarbonato de
Sodio

- Utilizar 100g de bicarbonato de sodio para
1 litro de 4gua destilada.

10.3. Solugdo amido/bicarbonato de sodio

- Juntar 500mL da solu¢do de amido com
500mL de solugdo de bicarbonato de sodio.
106.4 Solugdo de acetato de sodio e dcido
acético
- Utilizar 28g de acido acético e 8g de acetato
de sodio.
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- Juntar ambos em um frasco e agitar até
solubilizar completamente o acetato de sddio.

11. METILACAO DE HIDROXILA
FENOLICA

11.1. Procedimento

- Emum baldo de vidro, em gelo, dissolver 2g
de p-toluilsulfonil-metil-nitrosamida em
30mL de éter etilico, em seguida adicionar
10mL de uma solugdo de etanol (96%) e
KOH a 4% (w/v), deixando em banho de
gelo durante 5 minutos. Com o aparecimento
de um precipitado amarelo, torna-se
necessario adicionar mais etanol para
dissolvé-lo.

- Em seguida, destilar a mistura reacional em
banho-maria a 40LC para liberacdo de
diazometano-éter. O destilado deve ser re-
colhido em um Erlenmeyer contendo 1g de
lignina, dissolvida em uma solucdo de
dioxano-metanol (10:2 v/v) resfriado a OLC.
Ap0s 40 horas a 4L C, evaporar a solucdo e
dissolver o residuo em 10mL de dioxano. A
lignina deve ser precipitada em éter etilico e
recuperada por centrifugacao.

- Observag@o: o material reacional € explosivo,
ndo devendo ser agitado. O uso de aparelho
de vidro com juntas esmerilhadas deve ser
também evitado.

12. METILACAO TOTAL
12.1. Procedimento

- Dissolver 200mg de lignina em 15mL de
dioxano/H,O a 96%(v/v) concentragdo co-
mercial, acrescentar 3g de NaOH moido, em
2mL de sulfato de metila. Apds 4 horas de
agitacdo, a temperatura ambiente, neutralizar
amistura com HCI 1N. Precipitar, a lignina
inteiramente metilada em éter etilico e,
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depois, recolher por centrifugagio.

Observacao: O sulfato de metila requer
cuidados especiais, ndo devendo entrar em
contato com a pele.

13. OXIDACAO DA LIGNINA POR
NITROBENZENO

13.1. Procedimento

- Fibras: Colocar em uma microbomba de aco
inox de 45mL o material livre de extrativo
(700mg), NaOH (10mL) 2 N e nitrobenzeno
ImL. Aquecer a mistura em 170°C por duas
horas e depois esfriar com agua fria. Lavar a
mistura reacional com agua (2mL), para
depois, o filtrado, mais o produto da lavagem,
serem extraidos com éter (5x50mL). Acidificar
o licor extraido a pH 3 com acido sulfurico 2
N e extrair novamente com éter (4x50mL).

- Secar o segundo extrato etérico por 24 horas
em sulfato de sodio anidro, evaporar, secar e
armazenar em um dessecador de vidro com
anidrido fosforico. Dissolver o residuo etérico
em metanol (10mL), e usar o 3,4,5-
trimetilbenzaldeido como referéncia interna,
como padrdo, para tragar a curva de
calibragdo que antecede a aplicacdo da
cromatografia de gas. Este método também se
aplica a amostra pura de lignina. O nitrobenzeno
requer cuidados especiais, ndo devendo entrar
em contato com a pele.

14. REDUCAO DE GRUPOS ALDEI-
DO TERMINAIS DA LIGNINA
POR NaBH,

14.1. Procedimento

- Dissolver 100mg de lignina em uma solugao
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de etanol (2mL) e (ImL) de NaOH 0,1N
em atmosfera de nitrogénio. Adicionar 20mg
de N BH, e 2mL de agua destilada. Apos 2
dias, a solug@o deve ser acidificada a pH 4
com HCl diluido e, o produto da reac@o, deve
ser precipitado em agua destilada,
centrifugado e recentrifugado por 2 vezes
com agua (2x12mL) e seco a frio.

15. SAPONIFICACAO DA LIGNINA

- Dissolver 20mg de lignina em NaOH 5%

(0,5mL), a temperatura ambiente, em atmos-
fera de N,, e deixar em repouso durante 24
horas. Precipitar a lignina por acidificacdo a
pH 6-7, depois centrifugar, lavar duas vezes
com agua e secar a frio.

16. SOLUBILIDADE DA MADEIRA

EM HIDROXIDO DE SODIO 1%

16.1. Aparelhagem

a) Balanga analitica com precisio de 1mg;

b) Estufa com temperatura mantida a
105°C;

¢) Banho-maria;

d) Equipamento para filtrag@o: funil de placa

sinterizada, S0mL de capacidade,
porosidade média; pesa-filtro; kitassato
com anel de borracha e fonte de vacuo;

e) Becher de 250 mg;

f) Pipeta volumétrica de 100mL;

g) Vidro de relogio;

h) Bastao de vidro.

16.2. Reagentes

a) Hidroxido de sodio 1% (0,25 N);
b) Acido acético 10%.
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16.3. Amostragem

- A serragem utilizada sera aquela que atra-
vessar a peneira de n® 16 internacional (malha
40 ASTM).

16.4. Procedimento

- A partir da amostra seca, pesar em um vidro
de relogio, uma quantidade equivalente a 2,0
g[10,1 g absolutamente seca.

- Transferir para um Becher de 200mL e adi-
cionar, com pipeta, 100mL de solugdo de
NaOH e agitar com bast3o.

- Colocar o becher em banho-maria e cobrir
com vidro de relégio.

- Conservar em banho-maria exatamente por
uma hora, agitando rapidamente o contetido
do Becher apds 10, 15 e 25 minutos do
inicio.

- Secar em estufa a 105°C até peso constante.

- Transferir o funil de placa sinterizada para
um pesa filtro previamente tarado, deixar
esfriar em um dessecador e, em seguida,
pesar.

- A porcentagem dos produtos solubilizados
sera dada por:

X% = (Pi-Pf/ Pf) X 100

E =Porcentagem de produto solubilizado
Pi=Peso inicial da amostraa.s.em g
Pf=Peso da amostra ap0os o ensaio
- Os resultados em duplicacdo ndo devem
variar mais de 5% do valor médio. Com
cuidado ¢ possivel conservar a variagdo
dentro de 2%.

17. UMIDADE DA MADEIRA POR
SECAGEM EM ESTUFA

- Este o método é usado para a determinagao
daumidade da madeira, através de secagem
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em estufa a 105 []13°C, na madeira reduzida
a serragem.

- O presente método ndo deve ser aplicado
aquelas madeiras que contenham substancias
volateis que ndo a agua.

17.1. Aparelhagem

a) Balanga analitica com precisdo de
0,1mg;
b) Estufa com temperatura controlada a 105
[ 3°C;
c¢) Pesa-filtro com tampa esmerilhada ou cap-
sula de aluminio com tampa;
d) Dessecador com desidratante e
indicador de saturac@o (utilizar alumina
ou silica-gel).

17.2. Procedimento

- Aquecer o pesa filtro com a tampa a 105 []
3°C, esfriar em dessecador e pesar com
precisdo de 0,1mg. Repetir a operagao até
obter o peso constante.

- Pesar 1 a 2g da amostra diretamente no pesa
filtro previamente tarado, secar em estufa a
105 [13°C por 4 horas.

- Tampar, transferir para o dessecador e deixar
esfriar até temperatura ambiente. Pesar com
precisdo de 0,Img. Repetir estas operacdes
até obter peso constante, aquecendo por
periodos de 2 horas.

- Oresultado € expresso em porcentagem, pela
formula:

U = (P-Pa.s./P) x 100%

U =Umidade expressa em porcentagem
do peso inicial da amostra.
P =Peso inicial da amostra.
Pa.s. = Peso absolutamente seco da
amostra

- Observagdes: Os resultados em duplicacao
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ndo devem diferir mais do que 0,2%.

Se conveniente, expressar esta determina-
¢do em termos da porcentagem absoluta-
mente seca (% a. s. = 100 — U).

18. DETERMINACAO DE HOLOCE-
LULOSE POR CLORACAO

18.1. Aparelhagem

a) Funil de placa sinterizada
b) Erlenmeyer (250 e 25mL)
¢) Banho-maria

d) Papel Filtro

e) kitasato e fonte de vacuo

18.2. Reagentes

a) Acido acético
b) Clorito de sodio (80%)

18.3. Procedimento

- A amostra de madeira deve estar completa-
mente livre de extrativos e totalmente seca.

- Para2,5g de amostra deve-se adicionar 8mL
de agua destilada quente, 0,5mL de 4cido
acético e 1g de clorito de s6dio em um
Erlemmeyr de 250mL. Recomenda-se
tampar o Erlenmeyer.

- A mistura deve ser aquecida em um banho-
maria a 70°C. Apos 60 minutos, 0,5mL de
acido acético e 1g de clorito de sodio deve
ser adicionado. Apos sucessivas horas,
0,5mL de acido acético e 1g de clorito de
sodio devem ser readicionados sob agitagio.
Essa etapa deve ser repetida até as fibras
mostrarem-se completamente separadas da
lignina. Normalmente s3o necessarias 6 horas
de cloragao.

- ApOs esse periodo, a amostra reacional deve
ser mantida em repouso sem adi¢@o de qual-
quer reagente durante 24 horas.

10
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- Esfriar o material e em seguida filtrar lavando
com agua destilada até a cor amarela e odor
de cloro desaparecerem completamente.
Essa etapa deve ser realizada sob vacuo.
Recomenda-se por ultimo adicionar acetona
e em seguida o material deve ser seco em
uma estufa a 105°C durante 24 horas.

- O material deve ser esfriado em um
dessecador por 1 hora para proceder a
pesagem.

19. DETERMINACAO DO TEOR DE
[-CELULOSE

19.1. Aparelhagem

a) Banho-maria ou chapa de aquecimento
b) 3 Bechers de 250mL
¢) Filtro de porosidade média

19.2. Reagentes

a) Hidroxido de sodio 17,5% e 8,3%

b) Acido acético 10% (misturar uma parte
por peso de acido glacial com 9 partes de
agua destilada).

19.3. Procedimento

- A amostra deve ser preparada a partir da
holocelulose.

- Pesar aproximadamente 2g de holocelu-

lose seca e colocar dentro de um Becher de

250 mL e cobri-lo com vidro de relogio.

- Medir 25mL de uma solu¢do de NaOH
17,5% em uma proveta e manté-la a 20°C.

- Adicionar 10mL da solu¢do de NaOH 17,5%
a holocelulose em um Becher de 250mL e
cobrir com um vidro de rel6gio mantendo a
temperatura a 20°C em um banho-maria.

- Manipular a holocelulose com um bastao de
vidro, ap0s 2 minutos promover a maceragao
até perceber que as particulas estdo total-
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mente separadas.

- Apds 5 minutos adicionar mais SmL de NaOH
17,5% e agitar a mistura rigorosamente com
um bastao de vidro até dissolver todo o ma-
terial

- Manter a mistura reacional a 20°C por 30
minutos perfazendo um total de tempo de
tratamento de 45 minutos.

- Adicionar 33mL de dgua destilada a 20°C.

- Agitar o material contido no Becher mantendo
a temperatura 20°C durante 1 hora.

- Sob vacuo, filtrar o material reacional em um
filtro de porosidade média.

- Lavar o material com 100mL de NaOH 8,3%
€ 20°C e em seguida lavar duas vezes com
agua destilada a mesma temperatura.

- No proprio filtro colocar 15mL de acido
acético 10% (temperatura ambiente),
aguardar 3 minutos e em seguida utilizar vacuo
para retirar todo acido acético.

- Lavar com agua destilada a 20°C por varias
vezes até o residuo celuldsico ficar livre com-
pletamente do acido acético.

- Lavar novamente com 250mL de agua des-
tilada e em seguida secar o material em uma
estufa a 105 °C durante 24 horas.

- Esfriar o material em um dessecador por 1
hora, e em seguida pesa-lo.

% de [J celulose = Pz/Plx 100

P_=peso do residuo celulosico
P =peso da amostra holocelulésica original

20. REDUCAO DO CONIFERALDEI-
DO E SINAPALDEIDO

20.1. Alcool coniferilico (Método 1)

- Dissolver o coniferaldeido (50mg; 0,28mmol)
em acetato de etila (10mL). Adicionar
hidreto de boro e sédio (21mg; 0,56mmol,
2 equiv.) a solugdo e manter agitando por 1h
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em temperatura ambiente. Durante este
tempo, deve ocorrer a formagdo de um
precipitado amarelo. A mistura reacional
deve ser purificada em agua (50mL), a fase
organica separada e a fase aquosa extraida
com acetato de etila (2 x 50mL).

- As fases organica e aquosa deverdo ser com-
binadas em uma unica fase, e depois seca
em MgSO, anidro e evaporada a baixa
pressdo (40°C) para obter alcool
coniferilico. Um s6lido branco/amarelo ou
algumas vezes um 6leo amarelo deve ser
formado (49,9mg; 99%). O alcool
coniferilico possui ponto de fusio de 78,2°C.

20.2. Alcool sinapilico

- O aldeido sinapilico € reduzido conforme des-
crito para o alcool coniferilico. O rendimento
do alcool (6leo) podera alcangar o valor de
94%. A cristalizacdo podera ser feita em
cloreto de metila/éter de petroleo.

20.3. Alcool coniferilico (Método 2)

20.3.1. Preparacio do triacetoxihidreto
de boro e sddio.

- Preparar uma suspensdo de NaBH, (74mg)
em acetato de etila (15mL) sob refrigeracio
em um banho de gelo e agua. Adicionar
acido acético glacial (3,05eq), através de
uma seringa, gotejando por mais 5 min, até
a formagao de uma solugdo clara. A solugio
corresponde ao agente e pode ser usada
imediatamente.

Para larga escala (3,5g), a adi¢do de acido
acético ¢ feita por gotejamento durante 30min,

e a agitagdo continuada por mais 30min.

20.3.2.Alcool Coniferilico

11
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- O coniferaldeido (134mg;0,753mmol) deve

ser adicionado ao triacetoxihidreto de boro
e sodio (3,0eq) preparado em acetato de
etila. A reagdo deve ser monitorada por CCD
(Cromatografia em camada delgada — 5%
CH,OH em CH,CL,). O material inicial
desaparece completamente em 7hs.
Entretanto o meio reacional deve ser
mantido em repouso durante a noite e entdo
diluido em acetato de etila e extraido com
agua (20mL). A fase organica deve ser
separada e a fragdo aquosa extraida com
acetato de etila (2x20mL).O acetato de etila
deve ser lavado com agua destilada (20mL),
NH,CL (20mL) e seco em MgSO,. A
evaporagdo do solvente produzird um
xarope amarelo ainda contendo 4cido
acético. O acido acético residual deve ser
removido por coevaporagdo com etanol
absoluto.

A cristalizacdo deve ser realizada com
CH_CL /éter de petroleo. Para preparacdo
em larga escala (5g), seguindo o mesmo
procedimento por aproximadamente 10hs a
temperatura ambiente.

Floresta e Ambiente

- O material deve ficar em agitagdo durante 4

dias. Todo procedimento deve ser realizado
sob atmosfera de Nitrogénio.

- Observagdo: dissolver 10mg de proteina em

88mL de solugdo tampao de fosfato.

- Apos 48 horas de reacdo, a solucdo deve

ser centrifugada em 30.000rpm sob
refrigeracdo e lavado com HO
bidesionizada por trés vezes

22. PREPARO DE SOLUCAO

TAMPAO

- Dissolver 1,98g/L de KH.PO, e 5,3 g/L

de NaHPO, em H_O bidesionizada.
Ajustar o pH adicionando NaOH ou HCL

21. SINTESE DE DHP-POTEINA
PELO METODO CONTINUO 23. PURIFICACAO DO DHP-PRO-
TEINA
-50mg de alcool coniferilico, mp 73-75°C,

deve ser dissolvido em uma solugdo tampao - 10mg de DHP deve ser dissolvido em 800iL.

12

de fosfato (88mL) pH 5,5. Uma solugéo de
peroxidase (300 unidades — 275 unidades)
de 2,4mg dissolvida em 24mL de solugdo
tampao de fosfato pH 5,5.

- 0,076mL de peroxido de hidrogénio deve

ser dissolvido em 88 mL de uma solugao
tampao de fosfato pH 5,5. O colchdo de
solugdo protéica deve manter em agitagao
constante para receber por gotejamento as
solucdes de peroxidase, peroxido de
hidrogénio e a solug@o contendo o alcool
coniferilico.

de 100mM de TRIS-HCIpH 8,8 0u7,5¢
agitado por Smin. Depois 200iL. de uma
solucdo tampdo de fosfato pH 5.5 com
tripsina (Smg/mL) deve ser adicionada sob
forte agitacdo e em seguida deixada em
incubag¢do durante 1 hora a 37°C também
sob agitagdo 960rpm). Apos isto o produto
reacional deve ser centrifugado a 15800rpm
(10 minutos) em uma centrifuga e o
sobrenadante retirado. O residuo deve ser
novamente suspenso em agua destilada e la-
vado por 4 vezes por centrifugacdo. A
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erdo de droo

amostra sera entﬁoi suspensa em agua desti-
lada (230 iL) e depis resfriada.g.seca a frio.
i

durante 48 hofes. ropwis, a lignina deve ser
recuperada, por precipitagdo, da mistura
reacional em éter etilico e lavado cuidado-
samente por trés vezes com este mesmo
solvente usando a centrifugac@o. Posterior-
mente, secar a frio durante trés dias em um
dessecador de vidro, com KOH sob pres-
sdo reduzida.

25.DESACETILACAO

- Dissolver 100mg de lignina acetilada em
NaOH 0,5 N a 2-5°C e deixar em repouso
por 48 horas. A solugdo deve ser neutralizada
em amberlite IR (120) (H") e concentrada.

26. TESTE DE MAULE

- O teste de Méule € um procedimento analiti-
co de reagdo de cor sobre o tecido lenhoso
ou lignina, para verificagdo da presenca de
unidades de siringila.

- Na reacdo de Maule, o permanganato de
potassio ¢ reduzido pela madeira a didoxido
de manganés, que € depositado sobre a fibra,
reage com acido cloridrico, formando cloro
em seguida reagindo com a lignina

26.1. Procedimento

- Preparar um corte citoldgico de 20['m de
espessura.

- Inserir em placa de Petri em solucdo de
permanganato de potassio (1%) por cinco
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minutos.

- Lavar por duas vezes com agua bidesionizada
e tratar com solug@o de 4cido cloridrico (3%)
até a cor passar de marrom escuro a marrom
claro.

- Descartar a solugéo de acido cloridrico e la-
var a amostra com agua por duas vezes.

- Tratar com hidroxido de amonio concentra-
do.

27. TESTE DE WIESNER

- O reagente ¢ preparado através de uma com-
binagdo de 50mL de uma solugdo de
floroglucinol 2% em etanol 95% e 25mL de
acido cloridrico concentrado. A solug¢do deve
ser armazenada em vidro ambar devidamente
fechado até o momento da utiliza¢do, quando
misturado ao acido cloridrico.

- No momento da aplicagdo sobre o tecido
lenhoso imediatamente deve-se evidenciar a
cor violeta-avermelhada.

28. DETERMINACAO DO TEOR DE
PROTEINA TOTAL EM
ANALISADOR AUTOMATICO
KJELDAHL

28.1. Aparelhagem

a) Tubos de digestdo de 80mL;

b) Erlenmeyer de 125mL;

c¢) Analisador automatico Kjeldahl;
d) Balanga de precisdo de 1mg;

28.2. Reagentes
a) Acido sulfurico;
b) Solugdo de hidréxido de sodio (44,4%);
¢) Solug@o indicadora de acido borico
(2%);
d) Solugdo de THAM ( Tri-hidroxi-amino-
metano) 0,03N.
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28.3. Procedimento

- A solug@o de 4cido sulfurico deve ser padro-
nizada pela adigdo de 10mL de solugdo
indicadora de acido boérico (2%) e 5 mL de
solu¢do de THAM 0,03N. Apos a titulagao
com acido sulfurico efetua-se o seguinte
calculo: Normalidade do acido = N do
THAM x Volume THAM / Tit. x THAM

- Com a normalidade do acido coloca-se o
tubo de digestdo com amostra, ja
previamente digerida, no Kjedahl auto
analyser.

- Solug@o de Hidroxido de Sodio 44,4%

- Pesar 444g de Hidroxido de Sodio e dis-
solver em 0,8 L de agua, transferir para um
baldo de 1 L e aferir o baldo.

- Solug@o indicadora de acido borico 2%.

- Solugao de THAM (Tri-hidroxi-
minometano) 0,03N

- Pesar 3,5g de Tri-hidroxi-amino metano e
dissolver em um baldo volumétrico de 1L.
Aferir o baldo.

29.PREPARACAO DE MATERIAL
LIGNOCELULOSICO PARA ANA-
LISE POR ESPECTROMETRIA NO
INFRAVERMELHO E DE RMN 83C
NO ESTADO SOLIDO

- O material lignocelulosico livre de extrativo e
de proteina, deve ser moido em um moinho
de bolas até apresentar aparéncia de talco.
Dependendo do tipo de moinho e do material,
o tempo de moagem devera ser ajustado.
Apods moagem o material devera ser seco
em um dessecador contendo anidrido
fosforico. De um a dois miligramas de material
destinar-se-a ao infravermelho e 500 mg ao
RMN®C.

Floresta e Ambiente
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ANEXO

Tabela 1. Propriedades dos solventes citados neste artigo.

Ponto de

o D 20° N 20° . < Meios de
Solventes Ebulicao (°C) 40 D mﬂzgtg;qao Desidratacio
CaCLk, CO,,
Acetona 56 0,791 1,359 18 penem;g’le"‘ﬂar
Acido Acctico 136 1,082 1,390 +49 CaCl,
anidro

Acido Acético P,O,, Mg(CO,),.

. 118 1,049 1,372 +40 CuSO
glacial 4
Destilagéo, CaCl,
Tetracloreto de 77 1.594 1.466 Nio inflamave] ~ Penera molecular
Carbono 4A
Na, peneira
Ciclohexano 81 0,779 1,426 -17 molecular 4A
CaCl, PO,
Cloroformio 61 1.480 1,448  Nao inflamavel P 412"16““1”
CaCl,, penerra
Diclorometano 40 1,325 1,424 Nao mflamavel molecular 4A
CaCl,, Na, penerra
Dioxano 101 1,034 1,422 +11.8 molecular 4A
CaO, Mg, peneira
Etanol 78 0,791 1,361 +12 molecular 3A
CaCl, Na, penerra
Eter etilico 35 0,714 1,353 -40 molecular 4A
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Tabela 1. Propriedades dos solventes citados neste artigo.

Tabela 2. Propriedades dos reagentes citados neste artigo.

Reagente

Acido Sulfirico
Acido cico Ieil
idrido d oio

Sulfo rrico

Sulfo rroo

idrido d Sdio

Acido rclrico

Acido rico

Acido oddrico

roo

odo d oio
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Tabela 2. Propriedades dos reagentes citados neste artigo.

DiametRe mgemite da atandate mero

%Im c II'HII m ¢
ssulfata de SAdia a

Tabela 3. Rela¢do de uﬁlqd?ades de medidas granulométrica
itoeeo
Sulfato de sodio a S
ideto de oo e sddio a
ooideto de sodio a
lool oifelio
osfato de otssio aido
osfato de sodio aido a
idido atio
eaaato de otssio

Jooluiol

lool sulio

p-01-20, Jan/2006

Floresta e Ambiente

Continuagio....

17



Série Técnica Floresta e Ambiente

Tabela 3. Relacdo de unidades de medidas granulométrica
Continuagio...
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