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Metodologia de Caracterizagao Fisico-
-Quimica de Lignina Kraft

Silvio Vaz Jr.!

Washington Magalhaes 2

Luiz Alberto Colnago 3

Wesley Gabriel de Oliveira Leal*

Resumo — A presente Metodologia descreve a aplicagao otimizada das téc-
nicas analiticas ATG, BET, "*C-RMN, DSC, FTIR, MEV-EDS, Py-GC-MS e
SEC-ELSD na caracterizagao fisico-quimica de uma amostra de lignina kraft,
obtida de hibrido nacional de E. grandis x E. urophylla. Por meio de tais téc-
nicas, foi possivel observar as varias propriedades fisico-quimicas da lignina,
de modo a poder avaliar a utilizagdo da mesma como suporte de liberagao
lenta ou controlada de moléculas bioativas de interesse agricola.

Termos para indexagao: lignina, processo kraft, liberagdo controlada.
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Methodology for Physicochemical
Characterization of Kraft Lignin

Abstract — The present Methodology describes the optimized application of
the analytical techniques TGA, BET, "*C-NMR, DSC, FTIR, SEM-EDS, Py-GC-
-MS and SEC-ELSD in the physicochemical characterization of a kraft lignin
sample obtained from E. grandis x E. urophylla hybrid plant. By means these
techniques it was possible to observe the various physicochemical properties
of lignin in order to be able to evaluate the use of kraft lignin as a carrier for
controlled release of bioactive molecules of agricultural interest.

Index terms: lignin, kraft process, controlled release.



Introducao

A industria de base florestal fechou 2017 com superavit de US$ 9,0 bi-
Ihdes, com um avanco de 15% em relagdo ao ano anterior, havendo no Brasil
7,84 milhdes de hectares de arvores plantadas de eucalipto, pinus e demais
espécies (acacia, araucaria, parica e teca), cuja maior parte (35%) é dedica-
da a industria de papel e celulose (Industria..., 2019). Para cada tonelada de
polpa de celulose produzida pelo processo kraft — o mais comumente utiliza-
do pelo setor —, gera-se de 1,7 a 1,8 tonelada de licor negro (em massa seca)
(Darmawan et al., 2017). A lignina responde por cerca de 35% do conteudo
massico total do licor negro (Wallmo et al., 2017); ou seja, para cada tonelada
de polpa produzida, tem-se de 595 kg a 630 kg de lignina kraft disponiveis
apos sua recuperagao deste licor.

Os materiais lignoceluldsicos, ou biomassa lignocelulésica, sdo formados
por estruturas duras e fibrosas constituidas, majoritariamente, pelos polis-
sacarideos celulose e hemicelulose (cerca de 70% da massa seca), entre-
meados por uma macromolécula fendlica, a lignina (cerca de 30% da massa
seca). A lignina, por sua vez, encontra-se unida a celulose e a hemicelulose
por ligagdes covalentes e de hidrogénio. Em menores propor¢des, e depen-
dendo da origem do vegetal, também podem ser encontrados resinas, acidos
graxos, fendis, taninos, compostos nitrogenados e sais minerais, principal-
mente, de calcio, potassio e magnésio (Neureiter et al., 2002).

Desse modo, o entendimento das propriedades fisico-quimicas da mo-
lécula de lignina kraft € de fundamental importancia para sua utilizagéo tec-
nolégica, como na liberagdo controlada de ingredientes ativos de interesse
agricola.

Aspectos Estruturais da Molécula de Lignina

A lignina é um componente da parede celular dos vegetais, normalmen-
te considerada recalcitrante e também inibidora da digestibilidade das plan-
tas forrageiras, acentuando a sua agcao a medida que a planta envelhece
(Fukushima et al., 2000). Do ponto de vista funcional, ligninas facilitam o
transporte de agua, conferem resisténcia as paredes celulares e impedem
degradagéo dos polissacarideos da parede, atuando como uma importan-
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te linha de defesa contra patégenos, insetos e outros herbivoros (Hatfield;
Vermerris, 2001).

Pesquisas tém sido realizadas com o intuito de permitir aplicagdes mais
nobres das ligninas, em termos tecnolégicos, a partir de um maior conheci-
mento das propriedades dessa complexa e abundante matéria-prima (Alessio
et al., 2008). As ligninas sdo biossintetizadas via polimerizagédo de trés moné-
meros fenilpropandides (Figura 1). Estes mondmeros apresentam estruturas
que variam entre si apenas no grau de metoxilacao dos carbonos 3 e 5. Sao
eles os éalcoois p-coumarilico (auséncia de grupamentos metoxilicos), conife-
rilico (metoxilagdo no C3) e sinapilico (metoxilagdo em C3 e C5) (Fukushima;
Hatfield, 2003). A presenca desses monolignois, ou unidades 4-hidroxifenil
(H), guaiacil (G) e siringil (S), variam de acordo com a planta (Suhas et al.,
2007; Dewick, 2009; Mann, 2005; Donaldson, 2001).

@ OH OH OH
MeO OMe
o}
oy HO OH
HO @
0 OMe MeO OMe
HO

O OH OH OH

OH
OMe

Figura 1. Estrutura quimica da lignina (esquerda) e seus precursores (direita): (1) alcool
p-coumaril (unidade 4-hidroxifenil, H); (II) alcool coniferilico (unidade guaiacil, G);
(I11) alcool sinapilico (unidade siringil, S).

Fonte: adaptado de Vaz Jr. (2016).

O acoplamento oxidativo entre monolignois pode resultar na formagéao de
varias ligagdes entre diferentes interunidades. Em ligninas oriundas de plan-
tas nativas, as unidades de fenilpropano estédo ligadas umas as outras por
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uma série de ligagdes caracteristicas do tipo B-O-4, -5, B-B, etc. (Ruggiero
et al., 2005); sendo grande a sua concentragdo na lamela e menor na parede
secundaria da célula vegetal (Sarkanen, 1971).

Devido a sua estrutura quimica, a lignina é insoluvel na maioria dos sol-
ventes organicos; por isso, 0 seu isolamento é dificil. Porém, quando se
consegue sua separagao, geralmente se compromete a sua estrutura mo-
lecular original. Embora n&o seja possivel extrair a lignina sem degrada-la,
estima-se que a sua massa molecular possa estar compreendida na faixa de
1.000 g mol"a 20.000 g mol'. Quando isoladas, apresentam uma cor escura,
sendo relativamente estaveis em solugdes de acidos minerais e sollveis em
bases aquosas quentes (Hocking, 2005).

Para a utilizagdo de um polimero, como a lignina kraft, como um supor-
te (carrier) de liberagdo de moléculas biologicamente ativas — por exemplo
pesticidas, herbicidas, semioquimicos, etc. —, é desejavel que o mesmo
possua as seguintes caracteristicas (Yusoff et al., 2016; Hack et al., 2012):
i) superficie porosa; ii) presenga de grupamentos que permitam polimeriza-
céo interfacial; iii) facilidade de processamento industrial; iv) biodegradabili-
dade; v) biocompatibilidade; vi) atéxico. Ademais, conforme estudo prévio da
Embrapa Agroenergia de aplicagéo de lignina kraft em liberagéo controlada
(Vaz Junior. et al., 2018), é desejavel, ainda: i) superficie compativel com a
adsorcao requerida; ii) disponibilidade e acessibilidade a sitios de interacao
intermoleculares.

Cabe ressaltar que a lignina ja vem sendo utilizada no desenvolvimento
de formulagdes de liberagédo controlada ou lenta de agroquimicos, como her-
bicida e inseticida, devido as suas caracteristicas poliméricas, o que auxilia
na protecéo do ingrediente ativo contra fotodegradacgao e volatilizagao (Yusoff
et al., 2016).

Material e Métodos

Descricao da Amostra Caracterizada

A amostra de estudo (Figura 2) foi obtida de madeira de hibrido nacional
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, a qual passou pelo processamen-



Foto: Silvio Vaz Jr.
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to kraft utilizado pela industria
de celulose e papel (Castro,
2009), atualmente o principal
processo em uso no Brasil.
Suas caracteristicas fisicas
eram as seguintes:

* Pé fino marrom escuro.
* Insolavel em agua.

» Odor caracteristico.

Figura 2. Amostra de lignina kraft de hibrido
nacional de E. grandis x E. urophylla utilizada
no estudo.

Descricao das Técnicas Analiticas e da Metodologia
Utilizada

A metodologia otimizada teve como referéncia aquela proposta por El
Khaldi-Hansen et al. (2016) para andlise de ligninas, a qual, apds adaptagéo
as necessidades experimentais — como avaliar uma amostra de lignina kraft
para uso da mesma em experimentos de liberagédo lenta ou controlada —,
foi sistematizada para dois objetivos de aplicagdo complementares entre si:
elucidagao da estrutura molecular e composigao quimica e determinagao das
propriedades fisicas. Sendo assim, as técnicas analiticas utilizadas foram as
seguintes:

» Analise termogravimétrica (ATG): para observagdo da decomposicdo
térmica da amostra.

» Analise de area superficial (BET) da amostra: para determinacgéo de pro-
priedade fisico-quimica.
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 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC): para observagao da tempe-
ratura de transicao vitrea da amostra, para determinagao de proprieda-
de fisico-quimica.

» Cromatografia em fase liquida de exclusao por tamanho com detector de
espalhamento de luz (SEC-ELSD): para observagao da distribuicdo do
tamanho da molécula, para determinacgéo de propriedade fisico-quimica.

» Cromatografia em fase gasosa com sonda de pirdlise acoplada a de-
tector de espectrometria de massas (Py-GC-MS): para elucidagao
estrutural.

» Espectroscopia de absor¢éo no infravermelho (FTIR): para elucidacao
estrutural.

» Microscopia eletrénica de varredura aliada a identificagdo dos elemen-
tos quimicos presentes na amostra por espectrometria de raios X (MEV-
-EDS): para observacao da morfologia da superficie da amostra — para
determinacgao de propriedade fisico-quimica — e para a determinacgéo da
sua composigao quimica.

* Ressonancia magnética nuclear do *C em estado solido (*C-RMN),
com angulo magico: para elucidagao estrutural.

Aseguir, sdo descritas as condi¢gdes operacionais de cada uma das técnicas.

ATG

A curva termogravimétrica e sua derivada em fungdo da temperatura fo-
ram obtidas em um analisador térmico TGA Q500 (TA Instruments), utilizando
uma razéo de aquecimento de 20 °C min' e suporte de amostra de alumina.
O corpo de prova foi aquecido a partir da temperatura ambiente (23 °C) até
550 °C, sob atmosfera de nitrogénio, a uma vazao de 50 mL min'. Apéds al-
cangar os 550 °C, substituiu-se o nitrogénio por oxigénio, a mesma vazao,
com aquecimento até 950 °C.

BET

A amostra de lignina foi submetida a um tratamento prévio de temperatura
a vacuo para eliminar contaminagdes adquiridas pela exposi¢cdo a atmosfera
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ambiente. Apds este tratamento, a amostra foi resfriada com nitrogénio liqui-
do a vacuo até a temperatura de equilibrio (- 200 °C). Inseriu-se, de forma
controlada, o adsorbato (nitrogénio de alta pureza) na cAmara de ensaio com
a adsorgao sendo medida até que se atingisse a pressao de equilibrio. A par-
tir desta pressao de equilibrio, calculou-se a quantidade de adsorbato adsor-
vido a superficie da amostra e, portanto, a area superficial desta ultima. O en-
saio foi realizado utilizando o equipamento FlowSorb Il 2300 (Micromeritics),
com a interpretacao dos dados utilizando a teoria de Brunauer-Emmett-Teller
(BET) de adsorgéo de gases em multicamadas (Brunauer et al., 1983).

3C-RMN no estado sélido

Utilizou-se um espectrémetro Unity Inova 400 MHz (Varian), para a carac-
terizacdo dos carbonos em fungado de seu ambiente quimico, operando em
frequéncia de ressonancia de 100,58 MHz, banda espectral da polarizagéo
cruzada de 50 kHz, tempo de contato de 1 ms, tempo de repetigdo de 500 ms,
tempo de aquisicado de 0,0128 ms, varredura de 0 — 230 ppm. A amostra foi in-
serida em rotor de zirconia de 5 mm, com angulo magico de 6,4 kHz e rampa
do canal de 'H de 110 — 60% (em kHz), segundo Novotny (2002).

DSC

As curvas DSC da amostra foram obtidas utilizando-se suporte de amos-
tra de aluminio tampado. A amostra foi aquecida a partir da temperatura am-
biente (23 °C) até 250 °C, a uma razao de aquecimento de 20 °C min* sendo,
entéo, resfriada até 23 °C a 20 °C min"' e, novamente, aquecida até 250 °C a
20 °C min™'. As andlises foram realizadas em atmosfera de nitrogénio de alta
pureza, a uma vazao de 50 mL min' em um equipamento Polyma DSC 214
(Netzsch).

FTIR

Os espectros foram obtidos com 32 repeticdes em um intervalo de leitura
de 4000 cm™ a 400 cm™ e resolucdo de 4 cm™'. A amostra foi preparada em
pastilha de KBr anidro a uma razao massica de 99:1. Utilizou-se um espec-
trdbmetro Nexus 4700 FTIR (Thermo Nicolet).
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MEV-EDS

A identificagdo quantitativa dos elementos quimicos presentes, ou mi-
croanalise da amostra, foi realizada por meio de EDS (Energy Dispersive
Spectroscopy), utilizando-se um espectrémetro PhiZAF (EDAX) acoplado ao
microscoépico eletrénico Inspect (FEI), operando nos modos BSED (backscat-
tering electron diffraction) e SE (secondary electron). A amostra, apds prepa-
ragao, foi colocada em suporte metalico (stub) e fixada com fitas dupla-face
de C para melhorar a condutividade do material.

Py-GC-MS

Inseriu-se um pequeno chumaco de |4 de quartzo em capilar, também de
quartzo, até, aproximadamente, a metade deste ultimo. Pela abertura oposta,
foi inserida a amostra, realizando a sua pesagem logo em seguida (massa
de 0,60 mg). Logo apos, foi inserido outro chumago de 1& de quartzo, de
modo que a amostra ficasse posicionada no meio do capilar entre os dois
chumacgos. As condigbes cromatograficas foram as seguintes: injetor split:
100:1, 280 °C; controle de fluxo por pressao; pressdo de 200 kPa; purga
de 3 mL min’'; programagao de temperatura: 40 °C por 8 min, aquecimen-
to a 3 °C min™ até 260 °C e isoterma a 260 °C por 40 min; coluna ZB1701
60 m x 0,25 mm x 0,25 um; detector triplo quadrupolo; temperatura da fonte
de 240 °C; temperatura da interface de 260°C; modo de aquisicdo Q3 scan,
M/Z 40-400. Para integracao, foram considerados os 30 picos de maior area,
sendo que um destes foi descartado por se tratar de componente proveniente
de sangria da coluna. Em seguida, foi realizada a pirdlise nas seguintes con-
digbes: probe: temperatura inicial de 200 °C por 3 minutos, rampa 20°C ms™;
temperatura final de 60°C por 20s. Interface: stand by a 45°C, temperatura
inicial de 200 °C, rampa de 100 °C min™' e temperatura final de 250 °C por
5 min. Linha de transferéncia a 300 °C, forno das valvulas a 280 °C. Gas de
purga: nitrogénio industrial. O equipamento utilizado foi um cromatégrafo em
fase gasosa GCMS-TQ8040 Shimadzu com uma sonda (probe) para pirdlise
e detector de espectrometria de massas acoplados ao mesmo.
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SEC-ELSD

A amostra foi solubilizada em tetrahidrofurano (THF) a uma concentra-
¢ao final de 4,06 ug L. Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
Prominence Shimadzu. Fase movel: THF grau HPLC, vazdo 1 mL min”', tem-
po de analise 15 min; fase estacionaria: coluna Shimpack GPC-803, 300 mm
x 8 mm; volume de injecao de 5 uL; temperatura da coluna 40 °C. Detector
de espalhamento de luz evaporativo - ELSD-LT Il Shimadzu; temperatura do
detector: 40 °C; padrao de calibragéo utilizado: poliestireno Shodex XL-105.

100 T R 150
! x
0.77% 562°C
(0.03mg)
80
53.64% 100
(2.00mgh
60
=
o e &
= o
# 2
g 9,
407
374°C
sc 529°q
36.00% ro
20 (1.34mg)
Residue:
3.25%
— (0.12mg)
0 v v v T v v v T v v v T v v v T - - - N
0 200 400 600 800 1000
Temperatura (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura 3. Curva termogravimétrica da amostra de lignina kraft.
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Resultados e Discussao

ATG

Na Figura 3, é apresentado o termograma obtido para a amostra.

Segundo Kim et al. (2014), a degradagao térmica da lignina de madeira
ocorre em um amplo intervalo de temperatura, a partir de cerca de 154 °C,
estendendo-se até temperaturas bastante elevadas. Desse modo, foi possi-
vel observar esse mesmo comportamento térmico na amostra analisada.

Cabe destacar que, no intervalo de cerca de 200 °C a 300 °C, ocorre a de-
gradagéao de alcoois alifaticos, acidos e ésteres (Gambarato, 2014), com um
pico sendo observado em 374 °C (primeira derivada da curva termogravimé-
trica, Figura 3), o que é um indicativo da presenca de tais grupos. A mesma
derivada na Figura 3 forneceu um pico bem acentuado a 562 °C, provavel-
mente devido a decomposicéo de anéis aromaticos (KIM et al., 2014).

05/05/2019 3
10KHz =

13C CPMAS

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 150 100 50 o [ppm]

Figura 4. Espectro da amostra de lignina kraft obtido pela técnica de '*C-RMN no
estado sélido com polarizagéo cruzada e angulo magico.
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BET

Obteve-se um valor da area superficial da amostra de 2,3 m? g'. Valores
da literatura estdo na ordem de 1,2 m? g (Pareek et al., 2013). Desse modo,
€ esperado que, quanto maior a area superficial da amostra, maior devera ser
sua atividade de liberagao lenta devido a uma maior disponibilidade de sitios
de interagao intermoleculares, como —OH, grupamentos alquila e arila.

3C-RMN no estado sélido

O espectro obtido é apresentado na Figura 4.

As seguintes atribui¢cdes a grupamentos em fungéo do deslocamento qui-
mico podem ser feitas:

* 0 — 45 ppm: C alifatico ndo substituido devido aos grupamentos
metil-terminais.

» 45-65 ppm: C associado a N-alquilico, como em proteinas, e C metoxilico.
* 60 — 110 ppm: C associado ao O alifatico.

* 110 — 140 ppm: C aromatico ndo-substituido e alquil-substituido.

DSC /(mWimg)
15 exo

esfriamento

» ° Aquecimento
Glass Transition:

Mid: 131.4 °C

1° Aquecimento

140 160 180 200

40 60 8 100

120
Temperature /'C

Figura 5. Curvas de DSC obtidas para a amostra de lignina kraft.
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* 110 — 160 ppm: C aromatico total relacionado a grupamento nao-
-substituido, alquil-substituido e fendlico.

* 140 - 160 ppm: C fendlico.

Tais atribuicdes sao tipicas de ligninas de madeira dura, como o eucalipto
(Saliba et al., 2001), e vao ao encontro dos resultados obtidos por EDS (visto
mais a frente), FTIR e Py-GC-MS.

1007
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4000- o 3500 o -30(‘30- o -25(‘)0- o 2000 o -15(‘)0- o -10‘00- o -50‘0.
Wavenumbers (cm-1)

Figura 6. Espectro de absorcéo na regido do infravermelho da amostra de lignina kraft.
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DSC

Na Figura 5, apresentam-se as curvas de DSC referentes ao aquecimento
e resfriamento da amostra.

O segundo aquecimento da amostra forneceu um valor de Tg (temperatu-
ra de transigdo vitrea) de 131,4 °C, temperatura esta tipica de um polimero
amorfo, como a lignina (Klock, 2013). Cabe ressaltar que a T_ € a principal
transicao térmica de interesse ao estudo.

FTIR

A Figura 6 apresenta o espectro obtido para a amostra.

A partir das principais bandas observadas no espectro da Figura 6, fez-se
a atribuicdo as mesmas na Tabela 1.

Tabela 1. Atribuicdo de bandas de absorgéo na regido do infravermelho da amostra
de lignina kraft.

NuUmero de onda

(cm) Intensidade da banda Atribuicao
3419 Forte H-O-
2938 Média -OCH,
2841 Fraca CH,-e -CH,-
1610 Média C=0
1516 Média Anel benzénico
1462 Média Anel benzénico
1426 Fraca Alcano
1217 Média C-O
1115 Média Cc-O
1034 Fraca Cc-O

914 Fraca C=C-H

832 Média C=C-H



Fotos: Centro de Caracterizagéo e Desenvolvimento de Materiais da Universidade Federal de Sao Carlos.
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Figura 7. Micrografias da amostra de lignina kraft. Modos BSED (backscattering elec-
tron diffraction) e SE (secondary electron).
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As bandas de absorgao observadas eram tipicas de lignina de madeira
dura, como o eucalipto (Saliba et al., 2001).

MEV-EDS

Na Figura 7, apresentam-se as micrografias obtidas.

Por meio das micrografias, foi possivel observar as caracteristicas mor-
folégicas da lignina como um tipico material polimérico poroso, ficando de-
monstrada uma uniformidade e homogeneidade da superficie da amostra, o
que facilita o processo de liberagao lenta de compostos organicos incorpora-
dos a molécula de lignina (Behin; Sadeghi, 2016).

Ja a analise composicional por EDS forneceu as porcentagens massicas
da Tabela 2.

Tabela 2. Composicéo elementar da amostra de lignina kraft.

Elemento % m/m

C 65,93
(0] 31,17
Na 0,36
Al 0,27
S 2,26

Como era de se esperar, o maior teor de elemento presente era de car-
bono (65,93% m/m), seguido pelo oxigénio (31,17% m/m). Cabe ressaltar
que a molécula de lignina é rica em grupamentos oxigenados, como hidro-
xilas e éteres (Figura 1). Tais valores vao ao encontro daqueles obtidos por
BC-RMN, FTIR e Py-GC-MS (visto a seguir).

A presenca de Na, Al e S provavelmente se deve a residuos inorganicos
do processamento kraft da madeira de eucalipto utilizada.

Py-GC-MS

A Figura 8 apresenta o fragmentograma total da amostra.
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Figura 8. Fragmentograma obtido por Py-GC-MS para a amostra de lignina kraft.

Na Tabela 3, s&o identificados os principais compostos decorrentes da
degradagao pirolitica da amostra.

A unidade monomérica presente em maior quantidade (68%) foi a unidade
siringil (S), ou alcool sinapilico — vide Figura 1 —, seguido da unidade guaiacil
(G), 23%, e da p-hidroxifenil (H), 5%. Esse resultado se mostrou tipico de lig-
nina extraida de E. grandis e E. urophylla (Klock, 2013). Ademais, e como ja
esperado, a maioria dos compostos identificados ou s&o fendis ou possuem
o grupamento fenol em sua estrutura, o que é frequentemente observado em
ligninas analisadas por esta técnica analitica (Rencoret et al., 2016).
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SEC-ELSD

O cromatograma obtido para a amostra é apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Cromatograma de exclusdo por tamanho para a amostra de lignina kraft. A
curva de calibracéo de poliestireno pode ser vista com 9 pontos na imagem superior.

A partir do cromatograma da Figura 9, o software LabSolutions da
Shimadzu calculou os valores dos parametros de analise:

* M, (média numérica da massa molecular): 569 g mol”

* M, (massa molecular): 4751 g mol™
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Os valores calculados para M, e M estdo proximos daqueles observados
em literatura para lignina kraft (Constant et al., 2016).

Conclusoes

Concluiu-se, a partir dos resultados obtidos pelas técnicas analiticas aqui
aplicadas, que:

» Autilizagao de varias técnicas analiticas auxilia no melhor entendimento
das propriedades fisico-quimicas da molécula de lignina, ja que elas sao
complementares entre si.

» A amostra de lignina kraft estudada apresentou-se adequada para uso
em experimentos de liberacio lenta e/ou controlada de moléculas orga-
nicas bioativas, principalmente devido a sua constituicdo quimica, ca-
racteristica morfologica e area superficial.

» O conjunto das técnicas analiticas utilizadas mostrou-se adequado para
a avaliagcao do uso da lignina kraft em liberagao lenta e/ou controlada, po-
dendo ser facilmente replicado a outros tipos de lignina para o mesmo fim.
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