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RESUMO GERAL

As cascas sao residuos gerados em quantidades expressivas pelas indUstrias de
transformacdo da madeira, com isso tornam-se relevantes os estudos basicos de
suas propriedades anatdbmicas e quimicas, com o intuito de um melhor
aproveitamento desse material. Neste trabalho os objetivos foram realizar
estudos anatémicos, quimicos e de taninos das cascas de clones comerciais de
Eucalyptus. Para isso, foram preparadas laminas histolégicas permanentes para
caracterizacdo anatdmica e porcentagem de elementos celulares; os elementos
celulares foram dissociados para biometria dos elementos. As analises quimicas
realizadas foram de extrativos, cinzas, lignina, suberina, agucares, fendis,
taninos, flavonoides e atividade antioxidante dos extratos. Os taninos foram
extraidos em agua e com emprego de sulfito de sodio, e posteriormente foram
avaliadas as propriedades por FT-IR. Verificou-se pela caracterizagdo anatbmica
e quantificagdo quimica, a semelhanca entre os clones. Com relacdo a biometria
dos elementos celulares, ndo foram verificadas diferencas estatisticas
significativas para os pardmetros comprimento e didmetro do elemento de tubo
crivoso, didametro do parénquima axial e altura dos raios. O rendimento em
taninos condensados e Indice de Stiasny para os clones estudados sdo baixos,
mostrando a inviabilidade de utilizacdo das cascas para a extracdo de taninos e
producéo de adesivos, porém os taninos e demais compostos fendlicos bioativos
podem ser utilizados nos setores de farmécia e cosméticos devido ao seu
potencial antioxidante. Devido ao alto rendimento de agUcares verificado, em
média de 46,68%, mostram-se promissores, com elevado rendimento em glucose
84,02%, sendo interessante para a aplicagdo em biorrefinaria.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Taninos. Cascas. Agucares. Biorrefinaria.



GENERAL ABSTRACT

The barks generated from the wood processing industries are wastes generated
in significant quantities, becoming interesting to have basic studies of their
anatomical and chemical properties in order to make better use of this material.
This study aimed to carry out anatomical studies, chemical and tannins from the
barks of commercial clones of Eucalyptus. For this, permanent histological
slides for anatomical characterization and percentage of cellular elements were
prepared; and cellular elements were dissociated for biometry of the elements.
The analyses were related to chemical extractives, ash, lignin, suberin, sugars,
phenols, tannins, flavonoids and antioxidant activity of the extracts. The tannins
were extracted in pure water and with water mixed with sodium sulfite, and were
subsequently evaluated the properties by FT-IR. It was verified by the
anatomical characterization and chemical quantification, the similarity between
the clones. Regarding the biometrics of cellular elements, statistically significant
differences were not observed for the following parameters: length and diameter
of sieve tube, axial parenchyma diameter, and rays hight. The yield of
condensed tannins and Stiasny index for studied clones are low, showing the
infeasibility of using bark for the extraction of tannins to produce adhesives,
however tannins and other bioactive phenolic compounds can be used in the
pharmaceutical and cosmetics sectors due to its antioxidant potential. The
spectrum of tannins is the same as the one found the literature. Due to the high
yield of verified sugar, (around 46,68%) sugars are potencial products, with a
high yield of glucose , it is interesting for application in biorefinery.

Keywords: Bioactive compounds. Tannins. Barks. Sugars. Biorefinery.
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1 INTRODUCAO

O género Eucalyptus, originario da Australia, possui cerca de 700
espécies adaptadas as mais diversas condi¢cdes de clima e solo (MONTAGU,;
KEARNEY; SMITH, 2003). A Eucalyptus urophylla ¢ uma espécie que possui
boa produtividade e potencialidade para diversas regides do Brasil, e possui
como grande qualidade a tolerdncia ao ataque do cancro (Cryphonectria
cubensis), muito comumente encontrado em condi¢Bes ambientais sob climas
tropicais (MORI; KAGEYAMA,; FERREIRA, 1988). A Eucalyptus urophylla e
seus hibridos sdo umas das espécies mais amplamente plantadas do género no
Brasil para fins energéticos.

A éarea de arvores plantadas para fins industriais, no Brasil, totalizou
7,74 milhdes de hectares em 2014, o que correspondeu a um aumento de 1,8%
em relagcdo a 2013. Dessa area total de espécies plantadas, 5,56 milhdes de
hectares correspondem a plantios de espécies do género Eucalyptus
(INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORES - IBA, 2015).

Para a producdo de carvdo, celulose e madeira serrada, grandes
guantidades de residuos lignocelulésicos sdo gerados (cascas, galhos e
ponteiros), e segundo Foelkel (2005) e Pereira et al. (2010) o volume de cascas
corresponde a valores de 10% a 18% nas espécies comerciais de eucaliptos. A
casca forma um residuo que, normalmente, é queimado para a geracdo de
energia ou é descartado, poluindo o meio ambiente.

As cascas de Eucalyptus sp. sdo, assim, um subproduto ou, até mesmo,
um residuo para a maioria das industrias, trazendo problemas de descarte e de
ordens ambiental e econémica (CARNEIRO et al., 2001, 2009), uma vez que
milhares de toneladas de casca sdo produzidas anualmente pelas industrias que
utilizam madeiras de eucalipto. Surge assim a necessidade de novas aplicacdes,

que visem a reducdo da quantidade de residuos excedente e agregue valor.
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As cascas diferem da madeira, em termos de composi¢do quimica.
Geralmente, consistem de polissacarideos (celulose, hemiceluloses), substancias
pécticas, incluindo polimeros fendlicos e lignina, taninos de alto peso molecular
e poliésteres reticulados, tais como suberina e cutina. A holocelulose das cascas
contém, geralmente, uma maior proporcdo de manose, além de alguns
componentes de baixo peso molecular, tais como fendlicos, acidos graxos,
acucares e resinas (HON; SHIRAISHI, 2000).

As cascas sdo mais complexas do ponto de vista quimico, acompanhado
a heterogeneidade anatdémica que se verifica. As grandes quantidades de
extrativos presentes nas cascas, e 0 seu potencial interesse quimico, tém levado a
um numero significativo de estudos sobre a composi¢do desses compostos, mais
expressivo para E. globulus (PEREIRA et al., 2010).

Os trabalhos atuais salientam o potencial da casca de Eucalyptus spp.
como fonte de compostos bioativos valiosos, tais como compostos fenélicos (LI;
XU, 2012; MOTA et al., 2013), matéria-prima para tratamento de efluentes
(RAJAMOHAN et al., 2014), como antioxidantes e antibactericidas
(BOULEKBACHE-MAKHLOUF;  SLIMANI;  MADANI, 2013) para
curtimento do couro e antioxidantes (VAZQUEZ et al., 2009), assim como para
producédo de bioetanol (BRAGATTO, 2010; LIMA et al., 2013) e extracdo de
taninos para producdo de adesivos (CARNEIRO et al., 2001, 2009, 2010, 2012;
MORI et al., 1999, 2001, 2002; VITAL et al., 2004).

Sdo varios os estudos anatdbmicos e quimicos do lenho do género
Eucalyptus, para fins taxonémicos, ecoldgicos e tecnolégicos, porém com relagdo
as suas cascas esses estudos sdo mais raros, por se tratar de residuos, bem como
pela demora e dificuldade das técnicas habitualmente usadas nos trabalhos de
anatomia com este material. Os primeiros estudos anatdmicos de cascas do género
Eucalyptus foram realizados por Chattaway (1953) e mais recentemente por
Alfonso (1987), Patricio (2014) e Quilhd, Pereira e Richter (1999, 2000).
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A madeira de Eucalyptus, por se tratar da matéria-prima madeireira mais
utilizada na atualidade, é largamente investigada, com relagdo as suas
propriedades fisicas, quimicas, anatbmicas e mecanicas, porém com relagdo as
cascas, tais estudos sdo mais raros. Sobretudo, no que diz respeito a clones de
Eucalyptus comerciais nos tropicos, estudos anatbmicos e quimicos podem ser
considerados escassos, sendo importante o conhecimento de suas propriedades
guando se objetiva o seu melhor aproveitamento.

Tendo em vista a grande quantidade de cascas de Eucalyptus geradas
como residuo e o interesse em agregar valor a este subproduto, o objetivo neste
trabalho foi um melhor conhecimento dessa matéria-prima, no que diz respeito a
determinacgdo das propriedades anatémicas e quimicas, bem como estudos dos
taninos das cascas de clones comerciais da espécie visando a produgdo de

adesivos naturais para madeira.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producao de madeira de Eucalyptus e geracdo de cascas como residuo

A éarea de arvores plantadas para fins industriais no Brasil totalizou 7,74
milhdes de hectares em 2014, sendo essa area correspondente a 0,9% do
territorio brasileiro. Os plantios de Eucalyptus ocuparam 5,56 milhdes de
hectares da area de arvores plantadas no Pais, o que representa 71,9% do total, e
estdo localizados, principalmente, nos estados de Minas Gerais (25,2%), Sdo
Paulo (17,6%) e Mato Grosso do Sul (14,5%) (IBA, 2015).

Da éarea total de arvores plantadas no Brasil, 34% pertencem a empresas
do segmento de celulose e papel, no segundo lugar, com 26,8%, encontram-se 0s
proprietarios independentes e fomentados. Em 2014, o Brasil manteve sua
lideranca no ranking global de produtividade florestal, sendo que a média dos
plantios brasileiros de eucalipto atingiu 39 m3/ha.ano. Mantendo o Brasil em
quarto lugar no ranking de producdo de celulose e como primeiro produtor
mundial de celulose de eucalipto (IBA, 2015).

Em 2012, o consumo de madeira de Eucalyptus, segundo a Associagdo
Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas - ABRAF (2013) foi de
130.570.991 m3, o que representou um aumento de 11,11% com relacdo ao ano
anterior. O setor que mais consumiu foi o de papel e celulose (42,2%), seguidos do
setor de lenha industrial (28,4%), setor de carvdo (17,7%), indUstria madeireira
(5,4%), painéis reconstituidos (4,2%), madeira tratada (1,3%) e outros (0,8%).

No Brasil, as duas principais fontes de madeira utilizadas para a producéo
de celulose sdo as arvores plantadas de pinus e de eucalipto, responsaveis por mais
de 98% do volume produzido. O pais ocupa o quarto lugar no ranking dos paises
produtores de celulose de todos os tipos e como primeiro produtor mundial de
celulose de eucalipto (IBA, 2015).
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No pais, existem cerca de 125 inddstrias que utilizam carvédo vegetal no
processo de producdo de ferro-gusa, ferro-ligas e ago, sendo que 80% estdo
concentradas no estado de Minas Gerais. Em 2014, o consumo nacional de
carvao vegetal alcancou 5,30 milhdes de toneladas, com 81% de participacédo de
madeira oriunda de &rvores plantadas (4,29 milhGes de toneladas) (IBA, 2015).

Segundo Foelkel (1999, 2005), as espécies comerciais de eucaliptos de
reflorestamento possuem entre 10 a 18% de seu tronco comercial como sendo de
casca. As arvores clonais melhoradas geneticamente para alto incremento
volumétrico contém entre 9 a 12% de casca em volume.

O momento atual privilegia a sustentabilidade florestal e um méaximo
aproveitamento dos recursos naturais, sendo a casca de eucalipto vista ndo sé
como um combustivel para as empresas, mas possivelmente como fonte de
fibras e compostos quimicos para diversos segmentos industriais. Segundo Mori
(1997, 2000), uma alternativa de uso para o volume de casca excedente nas
fabricas seria a extracdo de taninos para producdo de adesivos para madeira;
posteriormente as cascas poderiam ser queimadas nas caldeiras ou ser utilizadas
em compostagem, além de como proposto por Bragatto (2010) a utilizagdo das

cascas em biorrefinaria.

2.2 Anatomia das cascas

A casca representa todos os tecidos exteriores ao cambio vascular,
independentemente de sua origem (EVERT; EICHHORN, 2006), incluindo o
floema, a periderme mais recente e o ritidoma.

A casca é originada por dois meristemas, 0 cambio vascular e o felogénio.
Por divisbes periclinais, as iniciais do cambio vascular, originam para o seu
interior o xilema e para o exterior e em menor quantidade o floema. Para

acompanhar o aumento em diametro da arvore, as células meristematicas do
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cambio dividem-se anticlinalmente (QUILHO, 1998). Como a quantidade de
floema produzida pelo cambio vascular € geralmente menor que a do xilema, o
floema velho é cada vez mais comprimido para a periferia (ESAU, 1976).

Assim o floema inclui duas regides distintas: uma mais interna situada
junto ao cdmbio vascular, estruturalmente organizada e funcionalmente ativa que
se designa por floema ndo colapsado e outra mais externa, desorganizada e
funcionalmente inativa para a conducdo denominada de floema colapsado,
segundo a terminologia proposta para a casca por Richter et al. (1996) e seguida
por varios autores (QUILHO et al., 2013; SEM; QUILHO; PEREIRA, 2011).

O felogénio é um meristema constituido por um Gnico tipo de células,
guando observadas em corte transversal e apresentam forma retangular
(CHATTAWAY, 1952, 1953). O felogénio produz através de divisdes periclinais,
células de felema (tecido suberoso, stber) para o exterior e células de feloderme
para o interior. A periderme é assim constituida pelo conjunto de feloderme,
felogénio e felema. As camadas de tecidos mortos isolados pela Gltima periderme
formam o ritidoma. O ritidoma pode incluir uma variedade grande de tecidos e de
diferente origem, inclusive incluir tecido priméario (ROTH, 1981).

As cascas tipicas de Eucalyptus spp. podem conter cerca de 25 a 45% de
elementos fibrosos (fibras de floema), 40 a 60% de parénquima axial e radial e de
2 a 15% de esclereides (ALFONSO, 1987). A autora, ao estudar cascas de 21
espécies de Eucalyptus, verificou que tais estudos anatdbmicos trouxeram
informagdes importantes sobre a estrutura, além de evidenciar caracteristicas

marcantes, que auxiliam na identificacdo das diferentes espécies estudadas.

2.3 Quimica das cascas

A composi¢do quimica da casca € complexa, e assim como na madeira

varia entre e dentro das espécies, bem como entre a casca interna e externa
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(ritidoma). Andlises quimicas das cascas de diferentes espécies indica que 0s
componentes quimicos podem ser classificados em quatro grandes grupos:
polissacarideos (celulose, hemiceluloses e materiais pécticos); lignina e
polifendis; suberina; e extrativos (gorduras, 6leos, fitoesterdis, &cidos de resinas,
ceras, taninos, terpenos, flobafenos e flavonoides) (ROWELL, 2005).

As cascas, assim como as madeiras, possuem em sua COmMpPOSicao
quimica os componentes estruturais e os componentes acidentais organicos
(extrativos) e inorganicos (cinzas). Como componentes estruturais tem-se a
celulose, hemiceluloses e lignina. A celulose é um polimero formado por
unidades do monossacarideo 1,4 B-D-glucose, originando um polimero linear
constituido de regides cristalinas e amorfas (GARCIA HORTAL, 2007).

O ritidoma, normalmente contém menos celulose do que a casca interna.
A celulose da casca tem 0 mesmo tipo de arranjo de rede cristalina (celulose 1),
como na madeira, mas o grau de cristalinidade é inferior (ROWELL, 2005).

As hemiceluloses sdo polissacarideos ramificados compostos por muitas
pentoses e hexoses, que tém um alto nimero de hidroxila, apresentando maior
polaridade que a celulose e essas ramificacGes impedem a formacédo de cristais,
sendo um polimero amorfo (FERRAN et al., 2006 citado por BILCATI, 2015).
Em quase todos os casos, as hemiceluloses encontradas nas cascas S&o
semelhantes as encontradas na madeira, com algumas varia¢cdes na composiG&o.
Em geral, xilanas e glucomanas das cascas sdo semelhantes as encontradas em
madeira (ROWELL, 2005).

A lignina é um material polifendlico, muito ramificado, tridimensional e
amorfo, que confere rigidez a parede celular, atuando, ainda, como um
permanente agente de ligacao entre as células (GARCIA HORTAL, 2007).

O teor de extrativos das cascas € bastante elevado em comparagdo com a
madeira, mas os valores relatados na literatura podem ser muito diferentes,

mesmo para as mesmas espécies, pois dependem do local e do método de
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extracdo (ROWELL, 2005). Os principais extrativos da casca sdo caracterizados
como compostos polifendlicos poliméricos (taninos, &cidos fenolicos, e outros),
incluindo também ceras, quercitinas, flavonoides e agucares soltveis (FENGEL;
WEGENER, 1989).

As cinzas também sdo encontradas em grande quantidade nos materiais
lignocelulésicos, na forma de sais, sendo os mais significativos os compostos de
silicio, célcio e magnésio (RAMOS, 2003). Nas cascas de arvores, a grande
quantidade de minerais pode resultar no acimulo de cristais de oxalato ou
carbonatos de célcio ou magnésio (FOELKEL, 2005).

O teor de cinzas pode ser tdo alto como 13% e, de um modo geral, a
casca interna contém mais inorgénico, em comparagdo com a casca externa
(ritidoma). Os principais elementos inorganicos em casca sdo Na, K, Ca, Mg,
Mn, Zn, e P (ROWELL, 2005).

2.4 Taninos

Os taninos vegetais ou naturais sdo, por defini¢do, substancias fendlicas
gue apresentam a propriedade de se associar e de se combinar com proteinas e
com certos polidis. Esse comportamento é a base das propriedades tanantes que
eles exercem sobre o coldgeno da pele dos animais ao curso de sua transformacéo
em couro (P1ZZ1, 1993). S&o extraidos, principalmente, da casca ou do cerne de
algumas espécies. Suas propriedades variam entre diferentes espécies ou dentro da
mesma espécie, dependendo do tecido vegetal (MORI, 1997).

No Brasil dentre as espécies que possuem potencial tanifero, pode-se
destacar a acacia-negra (Acacia mearnsii) com 23,3% de taninos em relagdo ao
peso seco do material (PANSERA et al., 2003), o barbatiméo (Stryphnodendron
adstringens) com 40% (MORI et al., 2006), o angico vermelho (Anadenanthera

colubrina) com 11,89% (PAES et al., 2006) e Anadenanthera peregrina com
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12,76% (SARTORI et al., 2014), a goiabeira (Psidium guayava Raddi) com
15,98% (TRUGILHO et al., 1997), eucaliptos (Eucalyptus grandis) com 18,6%
(VITAL et al., 2004), o quebracho (Schinopsis lorentzzi), entre outras.

Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de agucares (usualmente glucose),
com suas hidroxilas esterificadas com um ou mais &cidos fenélicos, comumente
acido gélico, digalico ou é&cido eldgico (FARMER, 1967). Para serem
considerados taninos é necessario que pelo menos 3 grupamentos hidroxil da
molécula de glicose estejam esterificados para exibir a capacidade de se ligar e
precipitar proteinas (MUELLER-HARVEY, 2001). Sendo os taninos
hidrolisaveis divididos em duas subclasses, de acordo com o seu produto da
hidrolise, em galotaninos e elagitaninos.

Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de agucares (usualmente glucose),
com suas hidroxilas esterificadas com um ou mais &cidos. Os taninos vegetais ou
naturais sdo, por defini¢do, substancias fendlicas que apresentam a propriedade
de se associar e de se combinar com proteinas e com certos polidis. Esse
comportamento é a base das propriedades tanantes que eles exercem sobre o
coldgeno da pele dos animais ao curso de sua transformagdo em couro (P1ZZlI,
1993). Sédo extraidos principalmente da casca ou do cerne de algumas espécies e
suas propriedades variam entre diferentes espécies ou dentro da mesma espécie,
dependendo do tecido vegetal (MORI, 1997).

Ja os taninos condensados ou proantocianidinas, largamente encontrados
no reino vegetal, sdo polimeros formados pela policondensacdo de flavonoides
(MONTEIRO et al., 2005). A Figura 1 representa a estrutura de um flavonoide,

mondmero de taninos condensados.
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Figural Estrutura de um flavonoide

Fonte: Pizzi (1994).

As estruturas dos taninos condensados podem ser do tipo resorcinolico
ou floroglucindlico no anel A e pirogalol ou catecol no anel B. O tipo
resorcindlico é aquele que possui apenas uma hidroxila ligada ao carbono 7 no
anel A, enquanto o tipo floroglucindlico possui hidroxilas nos carbonos 5e 7. O
anel B, tipo catecol, possui duas hidroxilas ligadas, respectivamente, aos
carbonos 3’ e 4°, enquanto o anel B piragalol possui hidroxilas ligadas aos
carbonos 3°, 4’ e 5’. Em alguns taninos pode ocorrer o anel B fenodlico, que
possui apenas uma hidroxila ligada ao carbono 3’ (PIZZI, 1983).

As posicdes C6 e/ou C8 livres do anel A das unidades flavonoides
constituem os sitios reativos com formaldeido, em fungdo de seu forte carater
nucleofilico (P1ZZI; MITTAL, 2003).

2.5 Algumas utilizagdes dos taninos

As indGstrias utilizam os adesivos sintéticos devido a sua excelente
qualidade, mas no inicio da década de 70, com a crise do petréleo e aumento dos
custos dos recursos de origem petrolifera, surgiu o interesse em substituir o

constituinte sintético fenol, das resinas FF (fenol-formaldeido), por polifendis
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naturais (PIZZl; MITTAL, 2003). A partir dessa data, varias pesquisas foram
desenvolvidas com o objetivo de substituir, parcial ou totalmente, os adesivos
comerciais convencionais, e dentre as fontes naturais destacam-se os taninos
vegetais, por possuirem a capacidade de reagir com o formaldeido e, também,
pela facilidade de extracdo (CARNEIRO et al., 2010).

No estado do Rio Grande do Sul, sdo encontradas empresas produtoras de
taninos de cascas de Acécia Negra, a espécie mais promissora. A TANAC iniciou
suas atividades em 1948 e hoje é lider mundial na producdo de extratos vegetais e
cavacos de Acacia negra. A empresa comegou com a producdo de taninos
destinados para o curtimento de couros e desde a década de 80 desenvolveu a
linha de taninos coagulantes/floculantes para o tratamento de &guas de
abastecimento e efluentes industriais. Outra empresa produtora de taninos e
também localizada no estado do Rio Grande do Sul é a Seta SA, a qual também
produz taninos para o curtimento de couro e tratamento de agua e efluentes.

Os taninos de Eucalyptus para a producéo de adesivos foram estudados
por Carneiro et al. (2001, 2009, 2010, 2012), Mori et al. (1999, 2001, 2002), Silva
(2001) e Vital et al. (2004). Os autores salientaram dificuldades encontradas com a
utilizacdo dos taninos de Eucalyptus para a producéo de adesivos recorrentes a
elevada viscosidade dos adesivos. Tal fato é possivelmente devido ao elevado
peso molecular dos taninos, conforme verificado por Carneiro et al. (2010) e Mori
et al. (2001). Tais dificuldades podem ser contornadas com modificaces quimicas
como hidrélise e sulfitagdo (CARNEIRO, 2006), mas que nem sempre €
alcancado um resultado satisfatorio.

Os taninos sdo aplicados no curtimento do couro, em funcdo da sua
capacidade de se combinar com proteinas da pele animal, ou seja, na associagdo
dos polifenois com a proteina do colageno que ird inibir o processo de
putrefacdo da pele (MELO, 2008).
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Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional como
remeédios para o tratamento de diarreia, hipertensdo arterial, reumatismo,
hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais (azia, nausea, gastrite
e Ulcera gastrica), problemas renais e do sistema urindrio e processos
inflamatorios em geral (HASLAM, 1996). O potencial antibacteriano e
antioxidante de espécies de Eucalyptus foi investigado por Boulekbache-
Makhlouf, Slimani e Madani (2013), Dezsi et al. (2015), Li e Xu (2012), Luis et
al. (2014), Martius, Hammer e Locher (2012), Puttaswamy et al. (2014), Santos
et al. (2012), Vazquez et al. (2008, 2009) e Wong-Paz et al. (2015).

Outra utilizagdo dos taninos é no tratamento da &gua para abastecimento,
pois sdo considerados coagulantes naturais. Os taninos atuam como
polieletrélito, que quando combinado com sais metalicos obtém a propriedade
de coagulante, desestabilizando os coloides com a destruicdo da camada de
solvatacdo, diminuindo assim o potencial de cisalhamento, isto é, o potencial
zeta do processo de coagulacdo e floculagdo. Dessa forma, € possivel retirar as
particulas coloidais suspensas na agua por sedimentacdo apds a formacgdo dos
flocos, proporcionando uma clarificacdo e reducdo de muitos microrganismos

capazes de ocasionar doencas, além de ndo alterar o pH da 4gua (SILVA, 1999).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

As cascas de Eucalyptus, além de ser utilizadas para a geracdo de
energia nas caldeiras sobram excedentes, 0s quais sdo considerados residuos
pelas industrias e resultam em problemas ambientais relacionados ao descarte.
Além de ser intituladas como residuos, esse material pode ser considerado como
fonte de matéria-prima para diferentes segmentos industriais, tendo em vista sua
rica composicdo quimica, bem como a grande disponibilidade desse material.

Estudos das propriedades quimicas e anatbmicas de uma matéria-prima
podem inferir em sua melhor utilizagdo. Entre 0os compostos quimicos presentes
nas cascas destacam o0s agUcares e 0s extrativos de composicao fendlica, os quais
sdo utilizados desde o setor farmacéutico e cosmético, devido a sua capacidade
antioxidante, como na producéo de adesivos naturais para madeira e tratamentos
de aguas.

A utilizag8o das cascas para a extragdo de compostos bioativos promovera
um maior aproveitamento dos residuos, o0 que garantird ganhos econémicos e
ambientais, pois agrega valor, aumenta empregos e reduz o descarte.

Estudos quimicos e anatdmicos sdo fundamentais quando se objetiva um
melhor aproveitamento e utilizagdo. Neste trabalho teve-se como finalidade um
melhor conhecimento das propriedades anatdbmicas e quimicas das cascas

residuais de duas empresas que utilizam como matéria-prima Eucalyptus.
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RESUMO

A casca é composta pelo floema, pela periderme e pelo ritidoma. No floema os
principais tecidos sdo elementos de tubo crivoso, parénquima axial, células
expandidas, fibras, fibroesclereides, esclereides e parénguima radial. Neste
trabalho objetivou-se a caracterizagcdo anatémica da casca de quatro clones
comerciais de Eucalyptus, sendo trés hibridos de E. urophylla e um hibrido de E.
urophylla x E. camaldulensis, respectivamente. Foram realizadas andlises
macroscopicas e microscopicas que permitiram a descri¢do qualitativa e ainda a
determinagdo da proporcdo de tecidos e a biometria dos elementos celulares.
Para a observacdo e descricdo microscopica, as amostras de casca foram
inicialmente incluidas em polietileno glicol (PEG-1500) e depois seccionadas
segundo os planos transversal, tangencial e radial com micr6tomo de deslize; os
cortes obtidos foram corados com uma colora¢do dupla de crisoidina e azul
astral e montados em entellant. O macerado da casca foi preparado a partir de
estilhas sujeitas a uma mistura de perdxido de hidrogénio e cido acético (1:1,
V:V), por 24 h a 60 °C e o material dissociado foi corado com safranina. O
didametro das células expandidas, o elemento de tubo crivoso, e a percentagem de
tecidos da casca foram feitos em cortes transversais a altura dos raios em secao
tangencial. J& a dimensdo das fibras, das células de parénquima axial e o
didmetro dos elementos de tubo crivoso foram feitas no material dissociado. As
cascas nos 4 clones mostraram-se muito semelhantes, sendo constituidas pelo
floema, pela periderme e pelo ritidoma. No floema os principais tecidos séo o0s
elementos de tubo crivoso, o parénguima axial, as células expandidas, as fibras,
os fibroesclereides, e o parénguima radial. Apenas o comprimento e diametro do
elemento de tubo crivoso, o didmetro do parénquima axial e altura dos raios
mostraram diferencas significativas entre clones. Para a maioria das amostras, o
tecido mais abundante em cada clone foi o parénquima axial (23% - 36%),
seguido das fibras (21% - 31%), células expandidas (19% - 29%), parénquima
radial (9% - 13%) e elemento de tubos crivosos (4% - 5%).

Palavras-chave: Floema. Biometria. Percentagem de tecidos. Floema colapsado.

Floema néo colapsado.
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ABSTRACT

The bark is composed of phloem, periderm, and rhytidome. In the phloem, the
main tissues are the sieve tube, axial parenchyma, expanded cells, fibers,
fibersclereids, sclereids, and radial parenchyma. The bark of four commercial
clones of Eucalyptus, three hybrid E. urophylla and E. urophylla x E.
camaldulensis were macroscopic and microscopic analysed. Proportion of
tissues and cell biometry were also determined. Bark samples were impregnated
with polyethylene glycol (PEG-1500). Transversal, tangential, and longitudinal
microscopic sections were prepared with a sliding microtome. The sections were
stained with a double staining of chrysoidine and astral blue and were mounted
on entellan. Individual specimens were also taken and macerated in a 1:1
solution of hydrogen peroxide and acetic acid (1/1) (v:v) for 24 h at 60 °C and
stained with safranin. The expanded parenchyma cells were determined in
transverse sections. The ray height in tangential section; fibre, the diameter of
the sieve tube members and axial parenchyma were measured on macerated. The
bark of all clones were similar for the phloem, the periderm and the rhytidome.
The sieve tube elements, axial parenchyma, expanded cells, fibers, fibrosclereids
and radial parenchyma are the main tissues of the phloem. There were
significant differences between clones only for the length, diameter of the sieve
tube members, diameter of parenchyma cells and ray height. The most abundant
tissue was the axial parenchyma (23% - 36%), followed by the fibers (21% -
31%), the expanded parenchyma cells (19% - 29%), the rays (9% - 13%) and the
sieve tubes members (4% - 5%).

Keywords: Phloem. Cell biometry. Percentage of tissues Phloem collapsed.
Phloem not collapsed.
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1 INTRODUCAO

A madeira, um dos produtos mais apreciados pela humanidade, é
utilizada para as mais diferentes finalidades desde os primordios, e entre as
espécies mais utilizadas no Brasil, os Eucalyptus destacam-se no setor devido ao
seu rapido crescimento, a diversidade de espécies e sua adaptacdo aos solos
brasileiros.

A érea de érvores plantadas para fins industriais, no Brasil, totalizou
7,74 milhdes de hectares em 2014, o que correspondeu a um aumento de 1,8%
em relacdo a 2013. Dessa area total de arvores plantadas, 5,56 milhdes de
hectares correspondem a plantios de espécies do género Eucalyptus
(INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORES - IBA, 2015).

Na colheita da madeira para a produgdo dos multiprodutos, grandes
guantidades de residuos lignocelulésicos sdo geradas, destacando as cascas, que
segundo Foelkel (2005) e Pereira et al. (2010), o volume corresponde de 10% a
18% em espécies comerciais de eucaliptos. Sdo geradas pelas inddstrias que
utilizam grandes quantidades de cascas de madeira, as quais em sua maioria sao
queimadas para a geragao de energia.

As cascas de Eucalyptus sp. sdo, assim, um subproduto ou, até mesmo,
um residuo para a maioria das industrias de energia, papel/celulose, trazendo
problemas de descarte e de ordens ambiental e econdmica (CARNEIRO, 2001).
Surgindo assim, um interesse em novas aplicacdes, que visem a reducdo da
quantidade de residuos excedente e agregue valor, e para iSso S30 necessarios
estudos de suas propriedades que podem inferir em sua melhor utilizacéo.

Estudos relacionados a anatomia do lenho do género Eucalyptus tiveram
inicio por Baker (1917) e no Brasil por Pereira (1933). Mais recentemente,
estudos com clones comerciais de Eucalyptus no Brasil foram desenvolvido por

Lopes (2013). Os primeiros estudos para identificacdo de Eucalyptus pela
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anatomia da casca foram realizados por Chattaway (1953, 1955a, 1955b, 1955c);
e no Brasil por Alfonso (1987), os mais recentes por Quilhd et al. (2013),
Quilho, Pereira e Richter (1999, 2000) e Sen, Quilho e Pereira (2011). Porém, no
que diz respeito a clones de Eucalyptus comerciais nos tropicos, estudos
anatdmicos das cascas sdo considerados escassos, sendo importante o
conhecimento da estrutura quando se objetiva o seu melhor aproveitamento.
Tendo em vista a grande quantidade de cascas de Eucalyptus geradas
como residuo, o objetivo neste trabalho foi determinar as propriedades

anatdbmicas das cascas de quatro clones comerciais da espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descricao do material e local de coleta

Foram utilizadas cascas de Eucalyptus provenientes de duas empresas
associadas a Associacdo Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas
(ABRAF), ambas localizadas no estado de Minas Gerais, Brasil. Uma empresa é
produtora de madeira tratada/carvdo vegetal e outra de carvdo vegetal. De cada
empresa foram coletadas cascas de trés arvores dos dois clones mais utilizados,
em um total de quatro clones. Os individuos possuem idade comercial de
aproximadamente sete anos, as cascas foram retiradas na altura de 1,30 m do
solo. InformagBes referentes aos materiais genéticos coletados estdo
representadas na Tabela 1.

Uma empresa (clones A e B), produtora de madeira tratada/carvao
vegetal localiza-se na cidade de Curvelo, com as coordenadas 18° 44’ 57" de
latitude sul e 44° 26’ 48>’ de longitude oeste. A outra empresa (clones C e D),
produtora de carvdo vegetal localiza-se no municipio de Paraopeba e possui
coordenadas 19° 16° 54’ de latitude sul e 44° 24’ 32’ de longitude oeste. O
clima de Paraopeba e Curvelo é Aw, com temperaturas médias de 21,8 e 22,1 °C
e pluviosidade média anual é de 1244 e 1221 mm, respectivamente. A Figura 1

corresponde 0 mapa da localizagdo dos municipios das empresas.
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Tabelal Informagdes dos gendtipos estudados
DAP Idade Espessurada

Clone Setor Material genético  (cm) (anos)  casca (mm)
Madeira
tratada/carvio E. urophylla 15,3 7,17 3,12
B vegetal E. urophylla 16,9 6,8 3,29
C E. urophylla 17,0 7 3,13
Eucalyptus
urophylla x
Carvéo Eucalyptus
D vegetal camaldulensis 17,9 7 3,39

Figural Mapa da localizagdo das empresas

Localizacao das Empresas

[of
ParfiGpeba

Legenda

\ Paraopeba

- Curvelo

04080 160 240 320
e Kilometers
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2.2 Determinacdo da percentagem de cascas

Foram retirados discos a 1,30 m do solo, dos quais foram medidas com
paquimetro em quatro pontos as espessuras das cascas e com uma suta, foi
medido também o didmetro. Com base na espessura da casca e didmetro médio
foi determinada a percentagem de casca em cada individuo.

2.3 Analise macroscopica da casca

Para andlise da estrutura macroscOpica das cascas, prepararam-se
amostras talhadas com serra de fita que posteriormente foram polidas no plano
transversal, com lixa-d’agua para uma melhor visualizagdo das camadas e
distingdo dos tecidos. As superficies dos corpos de prova foram visualizadas
com emprego de uma lupa Leica MZ6 e fotografadas com uma maquina digital
Samsung 10 MP L201 e as imagens analisadas no software Leica Qwin Plus.
Com base na espessura de cada camada e a espessura total da casca, foram
obtidas a percentagem de floema (floema colapsado e ndo colapsado) e

percentagem de ritidoma.

2.4 Analise anatomica microscopica

Nesta etapa do trabalho foram realizadas a individualizagdo dos

elementos anatémicos e a producdo de ldminas anatbmicas permanentes.

2.4.1 Preparo das amostras

Para a individualizacdo dos elementos celulares das cascas, foram

maceradas amostras com uma solugdo de acido acético e peréxido de hidrogénio
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(2:1, viv) em estufa a 60 °C, por 24 horas, as quais em seguida foram lavadas em
agua corrente e armazenadas em etanol 70%. A observacdo ao microscopio foi
feita a partir de laminas preparadas com o material corado com Safranina e Azul
de Astra para melhor diferenciacéo de tecidos.

Para observacdo da estrutura da casca nos planos de corte, foram
preparadas amostras impregnadas com polietileno glicol 1500 (PEG), dada a
fragilidade do material. De inicio as amostras foram colocadas numa solugdo de
20% de PEG 1500 e 80% de agua destilada, em estufa a 60 °C até a evaporagdo
da &gua (24 h a 48h). Na segunda fase as amostras foram colocadas em solucao
de PEG puro e deixadas na estufa, por duas horas. Finalmente, as amostras

foram colocadas a temperatura ambiente para solidificagdo do PEG.

2.4.2 Corte, coloracio e montagem de liminas

Apbs a inclusdo em PEG, a superficie do corpo de prova a ser
seccionada foi plastificada com a adi¢do de adesivo de PVVCl/acetato de butila
(2:1, v:v), conforme descrito por Barbosa et al. (2010); realizaram-se cortes
histolégicos com uma espessura de 17 um, segundo os trés planos de corte, com
microtomo de deslize Leica SM 2400.

Os cortes foram lavados em solucdo de hipoclorito a 10% e passados em
agua destilada; usou-se a coloracdo dupla de crisoidina (3 minutos) e azul astral
(7 minutos) seguida de desidratacdo dos cortes em série alcodlica crescente de
20, 30 e 50%, respectivamente. Em laminas com esfregago de glicerina Kaiser,
os cortes cobertos com papel vegetal foram montados em ‘“sandwich”
intercalados com e lamina de vidro, sucessivamente em camadas para garantir a
fixagdo das seccBes. Apos 24 horas, as laminas foram submersas em solugéo de
etanol e acetato de butila (1:3, v/v) por 5 minutos, em acetato de butila 100% por

trés minutos para a remocao da cola de PVC e foram montadas em entellan.
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2.4.3 Observacio ao microscopio

A aquisicdo de imagem foi feita a partir de um sistema de analise de
imagem Leica Qwin V 3.5.0, acoplado ao microscopio Leica DM LA e cadmera
digital Nikon FXA. Para a descri¢cdo macro e microscopica da casca seguiu-se a
terminologia de Trockenbrodt (1990) e Richter et al. (1996), respectivamente.

Nas laminas, foram determinados somente os diametros do parénquima
axial e didmetro dos esclereides no plano transversal e altura do raio no plano
tangencial, os demais pardmetros como comprimento, largura total e lume das
fibras, didmetro e comprimento dos elementos de tubos crivosos foram medidos
no material dissociado. Para cada parametro foram realizadas 30 medicGes. Para
as fibras, foram determinados o Coeficiente de rigidez, Coeficiente de

Flexibilidade, a Fragio Parede e indice de Runkel.

2.4.4 Determinaciao da percentagem de tecidos do floema

A percentagem de tecidos foi feita em cortes transversais a partir de
imagens digitalizadas de modo a realizar uma varredura no sentido radial das
cascas, sobrepondo uma grelha de 48 pontos e registrado o tecido observado,
utilizando a opgao “Count” do Software Leica Application Suite V 4.2.

As anélises anatémicas das cascas foram realizadas no Laborat6rio de
Anatomia da Madeira do Instituto Superior de Agronomia da Universidade

Técnica de Lisboa, Portugal.

2.4.5 Estatistica

Foi realizado o Teste de Bartlett a 5%, para verificar a homogeneidade

de variancias e também o teste Shapiro-Wilk a 5%, para verificar a normalidade
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dos residuos. Na avaliacdo do experimento considerou-se delineamento
inteiramente casualizado. Foi realizado o teste F a 5% de significAncia para
verificacdo das médias e quando significativo foi aplicado o Teste Tukey a 5%
de significancia. As andlises foram feitas utilizando o software estatistico
SISVAR.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Porcentagem de casca e camadas

Os quatro clones apresentaram espessura média e porcentagem de cacas
de 3,12 mm e 4,1%, 3,29 mm e 3,9%, 3,13 mm e 3,7% e 3,39 mm e 3,8% para 0s
clones A, B, C e D, respectivamente. Os valores médios de percentagem de
camadas estdo representados na Tabela 2, em que se nota que para todas as
camadas de tecidos foi verificada diferenca estatistica significativa entre os clones.

Tabela2 Valores percentuais de floema, floema ndo colapsado, floema

colapsado e ritidoma

Floema Floema nédo Floema Ritidoma (%)
Clone Total (%) colapsado (%)  colapsado (%)
A 61,53 a 25,47 b 36,06 a 38,47 b
B 61,89 a 25,02 b 36,87 a 38,11b
C 60,23 a 18,37 a 41,86 ab 39,77b
D 73,72b 24,23 b 49,49 b 26,29 a

Nas colunas, valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a
5% de significancia.

O floema total corresponde ao floema ndo colapsado e ao floema
colapsado. Nota-se que apenas o clone D diferiu dos demais, o qual obteve
73,72% de floema, e o clone C foi o que obteve menor percentual, de 60,23%.

O floema nédo colapsado corresponde a parte ativa da casca, ou seja,
onde sdo visualizados os elementos de tubos crivosos abertos, 0s quais
desempenham a funcdo de transporte de seiva no sentido axial. O menor valor
foi encontrado no clone C, que foi de 18,37%, o qual diferiu dos demais clones.
Maior percentual foi verificado no clone A, que foi de 25,47%. S&o valores

considerados baixos, estando esses de acordo com o encontrado por Alfonso
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(1987) para 21 espécies de Eucalyptus e Quilhd e Sardinha (1995) para
Eucalyptus globulus e Pirralho et al. (2013) para Eucalyptus sideroxylon e E.
viminalis. A faixa estreita do floema ndo colapsado, onde sdo encontrados 0s
elementos de tubo crivoso, é curta, pois o periodo funcional dos elementos é
curto e rapidamente colapsam e estrangulam.

Para porcentagem de floema colapsado, regido onde sdo encontradas as
células expandidas, verifica-se que menores valores foram encontrados nos
clones A e B, os quais sdo estatisticamente iguais e diferem dos clones C e D
que também sdo iguais estatisticamente entre si. Os valores variaram de 36,06%
no clone A a 49,49% no clone D.

Ja para percentagem de ritidoma, menor valor foi verificado para o clone
D, de 26,29%, o qual difere dos demais clones. Maior valor foi verificado para o
clone C, que foi de 39,77%.

3.2 Caracterizacio microscopica das cascas

As arvores dos clones A, B e C hibridos de E. urophylla apresentam
casca acinzentada, persistente, fibrosa com fissuras longitudinais. Ja o clone D
apresenta uma casca acinzentada, semidecidua, lisa, o ritidoma solta-se em
forma de laminas.

As cascas de Eucalyptus incluindo o floema (floema ndo colapsado e
floema colapsado), a periderme mais recente e o ritidoma.

A transicdo do floema néo colapsado para o floema colapsado é gradual
(Figura 2). No floema ndo colapsado, os raios tém um trajeto retilineo, j& no
floema colapsado, os raios distorcem em direcdo a periderme ao mesmo tempo
em que se observa a dilatacdo e alguma divisdo tangencial das células do

parénquima radial (Figura 2).



49

Verificou-se uma distribuicdo dos elementos celulares de uma maneira
mais uniforme e organizada no floema né&o colapsado, com uma alternancia em
faixas tangenciais de células de parénquima axial e fibras, encontrando os
elementos de tubo crivoso distribuidos de forma difusa (Figura 2 e 3), sendo 0
mesmo comportamento verificado por Alfonso (1987) em cascas de 21 espécies
de Eucalyptus e por Quilhd, Pereira e Richter (1999) para casca de E. globulus.

As células de parénquima axial apresentam um formato irregular e estdo
distribuidas solitarias ou agrupadas de 2 a4, de 2a5,de 1 a2 e de 1a 3 células
para os clones A, B, C e D, respectivamente (Figura 3). As células estdo dispostas
tangencialmente (Figura 3), e o didmetro médio variou de 15,3 um no clone A, a
17,41 um no clone C, porém néo foi encontrada diferenca estatistica significativa.

Os elementos de tubos crivosos encontram-se dispersos, na maioria
isolados ou em grupos de 2, raramente de 3 elementos. Observa-se a formagao
de complexos de jungdo (Figura 3), exceto no clone C. Transversalmente os
elementos do tubo crivoso apresentam forma circular a oval e sdo visiveis as
células companheiras (1 a 2 células) de formato triangular (Figura 3).

O floema colapsado é caracterizado pelo colapso dos elementos de tubo
crivoso, a distorcdo do trajeto dos raios, e pela ocorréncia de células expandidas
de parénquima (Figura 4), tais modificacdes ocorrem para permitir a casca
acompanhar o crescimento em didmetro da arvore.

As células de parénquima axial expandidas tém um formato irregular,
encontram-se isoladas ou agrupadas (agrupamentos 2a4,2a4,2a3ede2ab
celulas, nos clones A, B, C e D. Estédo dispostos radialmente e tangencialmente).
Essas células sdo pontuadas e de paredes pouco espessas (Figura 4). Verifica-se
um aumento no namero de células de parénquima axial expandidas em direcdo a
regido mais externa do floema colapsado. Verifica-se parede muito fina nos
clones C e D, sendo as paredes pouco lignificadas, o que se confunde com

rasgos.
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Foram observados na regido mais externa do floema colapsado
esclereides, nos clones C e D. Essas células tém formato irregular, tamanho
variavel com pontuagcfes abundantes e paredes espessas polilameladas (Figura
4). As fibras sdo fusiformes, com pontuagdes abundantes (Figura 5) e formam
feixes (de 2 a 6 células). Foram observados fibroesclereides (Figura 5), 0s quais
sdo similares as fibras, porém mais largos e curtos e se alongam na maturidade.

Os elementos de tubos crivosos sdo conectados por placas de perfuragédo
obliquas do tipo escalariforme e as placas crivosas variam de 6 a 22, 7a 27,9 a
26 e de 9 a 18 nos clones A, B, C e D, respectivamente (Figuras 5 e 7). Foi
observada a presenca de cristais de oxalato de célcio de formato retangular (um
a dois cristais por célula de parénquima), conforme Figura 6.

Os raios predominam unisseriados (Figura 7), sdo homogéneos, com
células procumbentes (Figura 8). A altura em numero de células dos raios, nos
clones estudados, variou de 2 a 18, 4 a 18, 4 a 15 e de 5 a 17 células, nos clones
A, B, C e D, respectivamente.

Na maioria das amostras analisadas o ritidoma é pouco desenvolvido
(Figura 2 e 9), incluem apenas restos de periderme e algum tecido de floema
isolado pela ultima periderme formada, exceto para o clone C, o qual foi
possivel verificar a presenca de 5 camadas de periderme (Figura 9). Com relagédo
ao preparo dos cortes das cascas, verificou-se dificuldade ao cortar o ritidoma,
pois 0 mesmo se soltava do resto do corte, dificultando a amostragem de todo o
tecido com suas camadas.

A periderme apresenta um desenvolvimento continuo e levemente
sinuoso em torno do perimetro da arvore e é formada pelo felema, o felogénio e
a feloderme. O felema é composto por células lignificadas e células

suberificadas com espessamentos tangenciais nas paredes internas (Figura 9).
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A feloderme é formada por células semelhantes as de parénquima,
alinhadas radialmente e com pigmentos; o nimero e espessamento dessas células
por camada variam de 2 a 3 células nos clones estudados (Figura 9).

Os parametros anatdbmicos aqui Vverificados se assemelham com
caracteristicas encontradas para o género Eucalyptus na literatura, como
verificado por Alfonso (1987), para 21 espécies de Eucalyptus, Patricio (2014),
para E. rudis e E. nitens, Quilhd, Pereira e Richter (1999), para E. globulus e
Pirralho et al. (2013) para E. sideroxylon e E. viminalis.
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Figura 3
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Secdo transversal das cascas dos clones na regido do floema ndo
colapsado. A, B e C: hibridos de E. urophylla e D: hibrido de E.
urophylla x E. camaldulensis. (P) Parénquima; (F) Fibras; (R) Raio; (CJ)

Complexo de juncéo: Elemento de tubo crivoso (Seta branca) e Zona de

compressdo do parénquima axial (Seta preta). Barra: A-D =40 um.




54

Figurad4  Secdo transversal das cascas dos clones na regido do floema colapsado.
A, B e C: hibridos de E. urophylla e D: hibrido de E. urophylla x E.

camaldulensis. (Ce) Célula expandida de parénguima axial; (ES)




Figura 5

55

Macerado de Fibras e Fibroesclereides dos clones A, B e C:
hibridos de E. urophylla e D: hibrido de E. urophylla x E.
camaldulensis. (F) Fibras; (Fe) Fibroesclereide; (Es) Esclereide.

Placa crivosa (Seta preta). Barra: A-D = 100 pum.

13/
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Figura6 Cristais A, B e C: hibridos de E. urophylla e D: hibrido de E.
urophylla x E. camaldulensis. (R) Raios; (F) Fibras. Cristais (Seta

branca). Barra: A-D =50 um.
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de E. urophylla e D: hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis. (PC)

Placa crivosa; (R) Raio; (F) Fibra. Barra: A-D
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Figura8  Secdo Longitudinal radial das cascas dos clones. A, B e C: hibridos
de E. urophylla e D: hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis.
(CE) Célula expandida; (R) Raio; (F) Fibra. Barra: A-D =40 um.
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Figura 9
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Secdo Transversal das cascas dos clones. A, B e C: hibridos de E.
urophylla e D: hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis. (Fm)

Felema; (Fr) Feloderme; (F) Fibra. Felogénio (Seta preta). Barra:
A-D =40 pm.
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3.3 Anatomia quantitativa

Na Tabela 3 estdo representados os dados relacionados a anatomia
quantitativa, parametros biométricos méedios e desvios, das fibras, dos elementos
de tubo crivoso, das células expandidas e dos raios dos clones de Eucalyptus. Os

valores entre parénteses correspondem aos minimos e maximos de cada variavel.



Tabela 3
clones estudados

Biometria de fibras, elementos de tubo crivoso (ETC), esclereide, parénquima axial e radial para os quatro

1 2 3 4
Comprimento Fibra (um) 1310,50 +42,37bc 1432,61491,27c 1243,58 £50,67ab 1103,07 + 69,09 a
(1087,5 - 1784,5) (1067,3 - 1814,2)  (790,8 - 1686,3) (701,0 - 1650,4)
Larg Fibra (um) 23,05+0,95ah 22,47 +0,24 ab 23,49+1,69b 20,46 +0,61 a
(16,3 -31,8) (15,3-29,9) (14,7 - 36,5) (14,0 - 28,2)
Espessura de Parede (um) 8,09 £0,33 Db 8,33+0,20 b 7,62 +0,83b 5,93+0,02 a
(52-11,4) (5,5-11,7) (4,2-115) (3,7-9,5)
Lume (pum) 6,87 £0,84ab 5,81 +0,56 a 8,25 10,13b ¢ 8,60 0,58 ¢
(2,5-12,6) (2,8-11,8) (3,7-3,7) (4,0-143)
Comprimento ETC (um) ™ 573,27 +43,83 562,28 £19,97 556,25 £23,91 518,60 £16,92
(256,1 - 801,4) (327,2 - 883,4) (335,8 - 847,8) (284,5 - 838,5)
Diametro ETC (um) ™ 25,68 +1,99 24,59 +1,03 22,97 +2,04 23,85 +3,10
(17,0-40,3) (14,9 - 33,5) (15,1-33,2) (14,0-40,1)
Diametro Parénquima Axial (um) ™ 15,73 +0,43 16,53 +0,27 17,41 £1,50 15,90 +1,07
(10,3-21,6) (11,7 - 26,4) (10,3 -26,2) (10,0-23,7)
Diametro Esclereide (um) 74,40 £4,89 b 65,71 £3,04 b 47,02 +1,46 a 53,40 £6,45 a
(42,0-136,4) (25,8 -111,3) (30,6 -71,4) (29,6 - 94,2)
Alt Raio (um) ™ 201,24 +19,55 190,46 +25,53 222,28 4,60 182,19 +16,77
(92,2 - 449,4) (69,7 - 382,3) (102,5 - 385,4) (88,7 - 328,5)

Raio mm linear

3,94 a

4,37 a

6,07 b

7.49 c

™ : Néo significativo pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Nas linhas, valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de significancia.
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Verifica-se que com relagdo a biometria das fibras, todas as varidveis
apresentaram diferenca significativa. O clone 4 apresentou menor comprimento
de fibra, seguido pelos clones 3, 1 e 2, com valores médios de 1103,07; 1243,58;
1310,50 e 1432,61 um, respectivamente. Nota-se que o clone 4 é igual
estatisticamente somente ao clone 3, diferindo dos demais. Com relagdo a
largura das fibras, o clone 4 também foi o que apresentou fibras mais finas,
seguido dos clones 2, 1 e 3, os valores médios foram de 20,46; 22,47; 23,05 e
23,49 um respectivamente. O clone 4 difere somente do clone 3, sendo 0s
demais estatisticamente iguais. O clone 2 apresentou parede das fibras mais
espessa e lume mais fino de 8,33 e 5,51 um, respectivamente. Ja o clone 4
apresentou paredes mais finas e lume mais espesso de 5,93 e 8,60 um,
respectivamente.

Somente os valores de espessura de parede das fibras estdo de acordo
com Foelkel (2005), pois o autor indica para os Eucalyptus fibras com 0,7 a 1,02
mm de comprimento, 10 a 20 um de largura e com 2 a 6 um de espessura de
parede. Porém, comprimento e espessura da parede estdo de acordo com estudos
feitos por Quilhd, Pereira e Richter (2000), com Eucalyptus globulos de 15 anos,
em que os autores encontraram fibras com valores de 1280, 18, e 7 um para
comprimento, largura e espessura da parede, respectivamente.

Os parametros de elementos de tubo crivoso como comprimento e
didmetro ndo tiveram diferencas significativas. O comprimento variou de 518,60
um no clone 4 a 573,27 um no clone 1. J& o didmetro do elemento de tubo
crivoso variou de 22,97 um para o clone 3 a 25,68 um para o clone 1. Quilho,
Pereira e Richter (2000), para cascas de Eucalyptus globulus encontraram
menores comprimentos de elementos de tubo crivoso e maiores didmetros, que
foi de 410 pum e 39 um, respectivamente.

Também ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas

para o didmetro do parénquima axial e altura do raio, o qual variou de 15,73 um
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no clone 1 a 17,41 yum no clone 3 e de 182,19 pm no clone 4 a 222,28 um no
clone 3, respectivamente. Os valores de altura de raio encontrados neste trabalho
sdo superiores ao encontrado por Quilhd, Pereira e Richter (2000), nas cascas de
Eucalyptus globulus com 15 anos, que foi de 156 um.

Para o parametro frequéncia de raio por milimetro foi encontrada
diferenca estatistica significativa entre os clones. Os clones 1 e 2 sdo
estatisticamente iguais, com menores valores (3,94 e 4,37 um) e diferem dos
clones 3 e 4 (6,07 e 7,49 um), que também diferem entre si.

Em suma, nota-se que o clone 1 apresenta elementos de tubo crivoso
com maiores dimensGes, menor didmetro do parénguima axial, menor
guantidade de raio por mm linear. O clone 2 possui menor comprimento de
fibras, com paredes mais espessas e lume mais fino. O clone 3 possui fibras mais
grossas, elementos de tubo crivoso com menores didmetros, parénquima axial
com maiores didmetros e maiores raios. O clone 4 possui fibras menores, com
didmetro da fibra e espessura da parede menores, lume das fibras mais espesso,
elementos de tubo crivoso menores, raios menores e maior quantidade de raio
por mm quadrado.

Os parametros estudados das fibras, como indice de enfeltramento (IE),
Coeficiente de Flexibilidade (CF%), Fracdo Parede (FP%) e indice de Runkel

(IR) estdo representados na Tabela 4.

Tabela4  Valores médios dos parametros claculados das fibras

Clones CR (%) CF (%) FP (%) IR (%)
A 56,85 29,80 70,19 2,35
B 28,86 25,86 74,14 2,87
C 35,12 35,12 64,88 1,85
D 42,03 40,03 57,97 1,38
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A resisténcia da celulose e do papel tem uma altissima relagcdo com a
espessura da parede da fibra. Segundo Paula (1999), fibras com paredes mais
espessas possuem maior teor relativo de celulose do que fibras de paredes finas,
dessa forma existe uma correlacdo positiva entre a espessura da parede e 0
rendimento em producéo de celulose.

Os valores encontrados para o Coeficiente de rigidez variaram de 28,86
a 42,03 para os clones B e D, respectivamente. Segundo Paula a Alves (1989),
madeiras com coeficiente de rigidez a partir de 50% séo as mais indicadas para a
producéo de papel.

Os valores encontrados para Coeficiente de Flexibilidade variaram de
25,86 a 40,03% para os clones B e D, respectivamente. Segundo Foelkel e
Barrichelo (1975), os maiores valores desse coeficiente caracterizam as fibras
mais flexiveis, facilitando as ligacOes entre as mesmas. O coeficiente de
flexibilidade relaciona-se positivamente com a resisténcia a tracdo,
arrebentamento.

Os valores encontrados para Fracdo Parede variaram de 57,97 a 74,14%
para os clones D e B, respectivamente. Fracdo parede ¢ um indice que influencia
a qualidade da celulose e, de acordo com Foelkel e Barrichelo (1975), valores
superiores a 40% ndo produzem celulose de boa qualidade, pois as fibras sdo
extremamente rigidas, pouco flexiveis e com dificuldades nas interligagbes das
mesmas. Nota-se que todos os clones apresentaram valores superiores a 40%. Os
valores encontrados de indice de Runkel variaram de 1,38 a 2,87 para os clones
D e B, respectivamente.

Runkel (citado por PAULA, 1999) prop6s a seguinte classificacdo: fibra
com indice até 0,25 é tida como excelente para papel; de 0,25 a 0,50 é muito
boa; de 0,50 a 1,00 é boa; de 1,00 a 2,00 regular e, acima de 2,0 ndo deve ser
usada para papel, tendo em vista tratar-se de fibra com paredes espessas ou

muito espessas.



65

Segundo Paula e Alves (1989), fibras com indice de Runkel abaixo de
1,0 e coeficiente de rigidez acima de 60% sdo consideradas de boa qualidade
para producéo de papel. Esse comportamento ndo foi verificado para as fibras de
nenhum dos clones indicados, ou seja, esses materiais ndo sao indicados para a
producdo de papéis. Com relacdo a percentagem de tecidos nos clones

estudados, os valores médios estdo representados na Tabela 5.

Tabela5 Valores médios de porcentagem de tecido por clone

Células Parénquima Parénguima
Clone expandidas ETC"™ Fibras ™ axial ™ radial ™
A 18,54 a 3,54 30,86 35,76 11,29
B 29,38 ¢ 3,85 31,05 22,75 12,97
C 20,10ab 5,13 30,58 32,41 11,79
D 28,76 b c 4,92 21,06 36,01 9,25

" : N&o significativo pelo teste Tukey, a 5% de significancia.
Nas colunas, valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a
5% de significancia.

Nota-se que o tecido mais abundante na maioria dos clones é o
parénquima axial, exceto para o clone B que correspondem as fibras. Os clones
A e C possuem em maiores quantidades parénquima axial, seguido de fibras,
células expandidas, parénquima radial e elementos de tubo crivoso. O clone B
possui em maior proporcao fibras, seguido de células expandidas, parénquima
axial, parénquima radial e elementos de tubo crivoso. Ja o clone D possui em
maior propor¢do parénquima axial, seguido de células expandidas, fibras,
parénquima radial e por ultimo os elementos de tubo crivoso.

Separando por material genético, verificou-se que para percentagem de
celulas expandidas os valores médios foram de 22,68% para os clones A, Be C
hibridos de E. urophlylla e 28,76 para o clone D, hibrido de E. urophlylla x E.

camaldulensis, valores estes superiores aos verificados por Santos (1998) em E.
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globulus com 9 anos de idade que foi de 12% e de 6,5% por Quilhd, Pereira e
Richter (2000) com 15 anos. Também com relagdo aos elementos de tubos
crivoso os valores encontrados neste estudo foram superiores ao verificado por
Quilhd, Pereira e Richter (2000) que foi de 2,7%. Com relacdo as fibras os
clones A, B, e C possuem maior percentagem (30,83%) enguanto o clone D,
possui menor percentagem (21,06%) quando comparados aos valores
encontrados por Quilhd, Pereira e Richter (2000), que foi de 27,9%. Em
contrapartida os valores de parénquima axial encontrados foram inferiores, de
30,31% para os clones A, B e C 36,01% para o clone D ao encontrado para E.
globulus por Quilho, Pereira e Richter (2000) que foi de 50%. Ja com relacdo ao
parénquima radial, os valores encontrados para os clones 1, 2 e 3 de 12,02%
assemelham ao encontrado pelos autores citados, que foi de 12,1% e superior ao
do clone D que foi de 9,25%.

A origem das células expandidas esta habitualmente associada a idade
da arvore (QUILHO; PEREIRA; RICHTER, 1999, 2000; TROCKENBRODT,
1991,1994).
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4 CONCLUSOES

Com relacdo a descri¢cdo anatdbmica, os clones estudados assemelham-se
com as espécies de Eucalyptus descritas na literatura, possuem cascas finas, com
uma pequena camada de floema ndo colapsado e predominancia de floema
colapsado. A transic¢do do floema ndo colapsado para o floema colapsado é mais
gradual.

Entre os individuos estudados, mostraram-se estruturalmente
semelhantes no que se refere a presencga, distribuicdo e morfologia dos
elementos constituintes; as diferencas significativas foram verificadas para os
elementos anatdémicos. Existem diferencgas significativas entre os clones para
percentagem de camadas nas cascas. O clone 4, hibrido de E urophylla x E.
camaldulensis diferiu dos demais para percentagem de floema e ritidoma.

Com relagdo a biometria das fibras verificou-se que o clone 4, E.
urophylla x E. camaldulensis, possui fibras com menores comprimento, largura
e espessura de parede e de maior espessura de lume, e difere dos demais clones.
De acordo com os parametros calculados para as fibras, as cascas dos clones néo

possuem propriedades desejaveis para a producédo de papel.
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RESUMO

Hibridos de Eucalyptus urophylla correspondem a importante matéria-prima
para a industria florestal no Brasil, produzindo como descarte grandes
guantidades de cascas, as quais podem ser utilizadas como matéria-prima para
produtos de valor agregado. O objetivo neste trabalho foi quantificar
quimicamente um clone hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis e trés
hibridos de E. urophylla. Foram determinados os rendimentos em cinzas,
extrativos, lignina, suberina e polissacarideos, bem como uma analise qualitativa
dos extratos lipofilicos por GC-MS. Os hibridos apresentam composicao
semelhante, em média: 16,1% de extrativos, com predominancia de compostos
polares sollveis em etanol e agua; 19,3% de lignina; 48,5% de polissacarideos;
1,2% de suberina e 2,0% de cinzas. Dos polissacarideos mostrou uma
predominancia de celulose com elevado teor de glicose, que representa 84,4%
do total de monossacarideos neutros e xilose com 9,5%. Em todas as cascas, 0s
acidos graxos e triterpenos (ou seja, betulinico e &cido ursélico) foram os
compostos mais abundantes, seguido de quantidades menores de esterdis,
alcoois alifaticos de cadeia longa, acidos fenolicos e acilglicerois. Os extratos
etanol-4gua das cascas possuem elevado teor de fendlicos: os teores de fendis
totais variou de 210,9-287,7 mg EAG g™ de extrato, taninos 76,5-183,8 mg EC
g’ de extrato e flavonoides 92,6-128,5 mg EC g* de extrato. A atividade
antioxidante correspondeu a 288 mg g* Trolox de extrato. O desenvolvimento
de produtos de alto valor através de uma abordagem integrada em biorrefinaria é
proposto incluindo valorizacdo de extrativos e direcionamento para aplicagdes a
base de celulose.

Palavras-chave: Extrativos. Biorrefinaria. Cascas.
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ABSTRACT

Eucalyptus urophylla hybrids are an important feedstock for the forest industry
in Brazil, and large quantities of barks are available at mill site that may be used
for value-added products. The objective of this study was the chemical
quantification of a hybrid clone of E. urophylla x E. camaldulensis and three
hybrid of E. urophylla. It was determined yields in ashes, extractives, lignin,
suberin and polysaccharides, as well as a qualitative analysis of lipophilic
extracts by GC-MS. The hybrids had similar composition, on average: 16.1%
extractives, especially polar compounds soluble in ethanol and water, 19.3%
lignin, 48.5% polysaccharides, 1.2% suberin and 2.0% ash. The polysaccharides
showed a predominance of cellulose with high glucose, which represents 84.4%
of neutral monosaccharides and xylose 9.5%. In all barks, fatty acids and
triterpenes (that is: betulinic and ursolic acids) were the most abundant
compounds followed by smaller amounts of sterols, long-chain aliphatic
alcohols, phenolic acids and acylglycerols. The ethanol-water bark extracts had a
high phenolic content: total phenols ranged from 210.9 to 287.7 mg GAE g™ of
extract, tannins 76.5 to 183.8 mg CE g™ of extract, and flavonoids 92.6 to 128.5
mg CE g™ of extract. The antioxidant activity corresponded to 288 mg g™ extract
of Trolox. Development of high-value products through an integrated
biorefinery approach is proposed including recovery of extractives directing
them for cellulose-based applications.

Keywords: Extractives. Biorefinery. Barks.
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1 INTRODUCAO

O género Eucalyptus, de ocorréncia natural na Australia, possui cerca de
700 espécies adaptadas as mais diversas condi¢bes de clima e solo
(MONTAGU; KEARNEY; SMITH, 2003). Relatos apontam que as plantacdes
clonais no Brasil com Eucalyptus deslancharam a partir da década de 70, quando
a heterogeneidade dos plantios e a incidéncia de cancro foram decisivas para o
desenvolvimento da técnica de estaquia (enraizamento de estacas) em escala
operacional, considerada hoje como referéncia mundial no controle de doencas
dessa espécie (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009). Hoje, plantios
comerciais e até mesmo pequenos produtores utilizam materiais clonados, com o
intuito de aumentar e melhorar a qualidade do produto final.

Segundo dados da Industria Brasileira de Arvores - IBA (2015), a area
de plantios de Eucalyptus no Brasil no ano de 2014, correspondeu a cerca de
5,56 milhGes de ha para suprir os diferentes segmentos industriais, sendo a maior
area de plantios concentrada no estado de Minas Gerais.

As empresas de carvao vegetal utilizam como fonte de germoplasma E.
urophylla, E. camaldulensis e hibridos de E.urophylla x E. camaldulensis
(PALUDZYSZYN FILHO; SANTOS, 2011). A Eucalyptus urophylla é uma
espécie que possui boa produtividade e potencialidade para diversas regides do
Brasil, e possui como grande qualidade, a tolerdncia ao ataque do cancro
(Cryphonectria cubensis), muito comumente encontrado em condi¢des
ambientais sob climas tropicais (MORI; KAGEYAMA; FERREIRA, 1988).

Na colheita e transformacdo industrial do Eucalyptus, sdo geradas
grandes quantidades de residuos que podem corresponder a 30% da biomassa
total colhida, e 10-12% desse volume correspondem as cascas (FOELKEL,
2005; LIMA et al., 2013). Atualmente, a maior parte das cascas € deixada na

floresta ou sdo queimadas para a geracdo de energias para as proprias industrias.
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Além de seu valor como combustivel, devido a sua rica composicao quimica, as
cascas também podem ser uma fonte de produtos quimicos naturais de alto valor
para diferentes segmentos industriais.

O potencial para a extracdo de compostos fendlicos como antioxidantes
naturais foi relatado para as cascas de E. globulus (CONDE et al., 1995; MOTA
et al., 2013; SANTOS et al., 2012; VAZQUEZ et al., 2009), E. camaldulensis e
E . rudis (CADAHIA et al., 1997; CONDE et al., 1996), E. exserta (LI; XU,
2012), E. astringens, E. cladocalys, E. sideroxylon e E. occidentalis
(FECHTAL; REIDL, 1991). A composi¢do lipofila da casca também foi
estudada, para E. globulus (DOMINGUES et al., 2011a; FREIRE et al., 2002),
E. grandis, E. urophylla x E. grandis e E. maidenii (DOMINGUES et al.,
2011b). As cascas também ja foram estudadas com o objetivo de utilizacdo em
biorrefinarias, para clones de E. urophylla x E. grandis e E. grandis
(BRAGATTO, 2010; LIMA et al., 2013).

Apesar da relevancia dos hibridos de E. urophylla cultivados no Brasil,
poucas pesquisas foram realizadas na caracterizacdo de suas cascas, ou seja, a
partir de um ponto de vista quimico que poderia promover a sua exploragdo
como recursos biolégicos. Devido a sua rica composi¢do quimica, somada a
grande disponibilidade de cascas da espécie torna-se um material interessante
para aproveitamento e utilizacéo.

Para que se tenha uma utilizagdo mais eficaz das cascas € necessario
selecionar as espécies e conhecer a sua estrutura. O estudo quimico da casca
pode ser um bom instrumento para 0 melhor uso e aplica¢do desse material. Este
€ 0 objetivo deste estudo, em que a caracterizagdo quimica de quatro materiais
genéticos hibridos de E. urophylla foi feita em relagcdo a composicéo de cinzas,
extrativos, suberina, lignina, compostos fenolicos e aglcares, 0s quais permitem

analisar o valor potencial de suas cascas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descriciao do material, local de coleta e preparo das amostras

Foram utilizadas cascas de Eucalyptus provenientes de duas empresas
associadas a Associacdo Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas
(ABRAF), localizadas no estado de Minas Gerais, Brasil. Uma empresa é
produtora de madeira tratada/carvao vegetal (Clones 1 e 2) e outra de carvao
vegetal (Clones 3 e 4). De cada empresa, foram coletadas cascas de trés arvores
dos dois gendtipos mais utilizados com idade comercial de aproximadamente
sete anos. As cascas foram retiradas na altura de 1,30 m do solo. Informagdes
referentes aos materiais genéticos coletados para a realizagdo deste estudo estéo

representadas na Tabela 1.

Tabelal Origem do material industrial, diametro médio a altura do peito,
espessura de casca para 0s quatro clones estudados

DAP Idade  Espessura da
Clone Municipio  Material genético (cm)  (anos) casca (mm)

A curvelo E. urophylla 15,3 7,17 3,12

B E. urophylla 16,9 6,8 3,29

C E. urophylla 17,0 7 3,13
Paraopeba g yrophylla x E.

D camaldulensis 17,9 7 3,39

A empresa produtora de madeira tratada/carvdo vegetal localiza-se na
cidade de Curvelo, com as coordenadas 18° 44” 57 de latitude sul e 44° 26’
48’ de longitude oeste. A empresa produtora de carvdo vegetal localiza-se no
municipio de Paraopeba e possui coordenadas 19° 16’ 54’ de latitude sul e 44°

24’ 32”° de longitude oeste.
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As cascas, ap0s coletadas, foram secas ao ar livre, moidas em moinho de
martelo e peneiradas em conjunto de peneiras de 40 e 60 mesh. Para as analises,
foi utilizado o material que ficou retido na peneira de 60 mesh.

As andlises quimicas qualitativas e quantitativas das cascas foram
realizadas no Laborat6rio de Quimica de Produtos Florestais do Instituto Superior

de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa, Portugal.

2.2 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado de acordo com a norma TAPPI T 211
om-93, através da incineragdo 2,0 g de casca de amostra a 525 °C, over night, e 0s

residuos quantificados por diferenca de massa do residuo e massa inicial.

2.3 Extrativos

A determinacdo do rendimento em extrativos foi seguida de acordo a
Norma TAPPI T204 om-88 e T207 om-93, em que foi realizada por extracfes
sucessivas em extrator do tipo Soxhlet, em que foram utilizados 2 g de amostra em
diclorometano (6 horas), etanol (16 horas) e agua (16 horas). O rendimento em
extrativos em cada solvente utilizado foi determinado com base na massa do
residuo e massa inicial. O rendimento em extrativos totais consiste na somatdria

do rendimento para cada solvente utilizado.
2.3.1 Composicao lipofilica
Os extratos lipéfilos das cascas que foram solubilizados em diclorometano

foram recuperados como um residuo sélido apds evaporacdo do solvente e secos a

VAcuo a temperatura ambiente durante a noite. Foram utilizadas aliquotas (2 mg)
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de cada amostra, as quais foram derivatizadas. Para se avaliar a presenca de
estruturas esterificadas, 2 mg dos extratos de diclorometano foram dissolvidos em
NaOH 0,5 mol L™ em metanol:agua (50%) e aquecidos a 100 °C, sob atmosfera de
N, (nitrogénio), durante 1 h. A mistura da reacdo foi arrefecida, acidificada com
HCI 1 mol L™ até pH 2, e extraido trés vezes com diclorometano, e, em seguida, 0
solvente foi evaporado até a secura.

A derivatizacdo das amostras antes e ap6s a hidrélise foi efetuada antes da
analise. Os extratos foram dissolvidos em 100 pL de piridina e 0s compostos com
grupos hidroxila e carboxila foram trimetilsilatados em trimetilsilil (TMS), éteres
e ésteres, respectivamente, pela adi¢do de 100 pL de cloreto de bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA). A mistura foi aquecida a 60 °C durante 30 minutos
em forno.

Os extratos foram derivatizados e imediatamente analisados por GC-MS
por injecdo num GC-MS Agilent 5973 MSD nas seguintes condigdes: coluna
Zebron 7THG-G015-02 (30 m, 0,25 mm; ID, 0,1 pm de espessura de filme), fluxo 1
mL min™, injetor a 380 °C, programa de temperatura do forno, 100 °C (1 min),
taxa de 10 °C min™ até 150 ° C, taxa de 4 °C min™ até 300 °C, taxa de 5 °C min™
até 370°C, a taxa de 8 °C min™ até 380°C (5 minutos). A fonte MS foi mantida a
220 °C e os espectros de massas de impacto de elétrons (EI-MS) com 70 eV.

Os compostos foram identificados como derivados de TMS por
comparacdo de seus espectros de massa com uma biblioteca espectral GC-MS
(Wiley, NIST), e comparando os seus perfis de fragmentacdo com os dados
publicados (EGLINTON; HUNNEMAN, 1968; KOLATTUKUDY; AGRAWAL,
1974). A verificacdo completa do cromatograma foi utilizada a fim de encontrar
todos 0s compostos possiveis. Para a andlise semiquantitativa da area dos picos
nos cromatogramas de ions totais da andlise por GC-MS foi integrado e as suas
proporgdes relativas expressas como percentagem da area total do cromatograma.

Cada aliquota foi injetada em triplicata e os resultados apresentados por média.



80

2.4 Suberina

Para a determinacdo do contedo de suberina foram utilizados 1,5 g de
cascas livres de extrativos, as quais foram refluxadas em solugdo de metoxido de
sodio por trés horas conforme Pereira (1988). As amostras foram filtradas,
lavadas com metanol, submetidas a refluxo durante 15 minutos e filtradas
novamente. Os extratos filtrados foram acidificados até pH 6 com é&cido
sulfarico 2 mol L™ e evaporados até a secura. O residuo foi suspenso com 50
mL de &gua e trés extracBes sucessivas, cada uma com 50 mL de diclorometano.
Posteriormente, foi adicionado sulfato de s6dio anidro por 24 horas e filtrado em
papel filtro e evaporado até a secura. Os extratos de suberina foram
quantificados por gravimetria, e os resultados expressos em percentagem de

massa seca inicial.

2.5 Lignina

Os rendimentos em Lignina Klason, lignina solivel em é&cido e
carboidratos foram determinados com 0,35 g de amostras livres de extrativos
e suberina. A lignina Klason foi determinada de acordo com a Norma TAPPI
T222 om-88, em que foi adicionado nas amostras acido sulfdrico (72%, 3,0
ml) e a mistura foi colocada em banho de agua a 30 °C durante 1 hora. Ap6s
esse periodo, a amostra foi diluida para uma concentracao de 3% de H,SO, e
hidrolisada durante 1 hora a 120 °C. A amostra foi filtrada a vacuo com um
cadinho de porosidade numero 2 e lavadas com agua destilada. A lignina
Klason foi determinada com relagdo a massa do residuo sélido, apds secagem
em estufa a 105 °C. A lignina solGvel em acido (TAPPI UM 250) foi
determinada no material filtrado por meio da medi¢do da absorbancia a 206

nm usando um UV/VIS. O rendimento em lignina foi obtido com o somatério
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da lignina Klason e lignina soltvel em acido. O restante da solucéo &cida foi
mantido para analise de acucares.

2.6 Acucares

Os polissacarideos foram determinados com base na quantidade de
mondmeros de aglcares neutros liberados por hidrélise total. O primeiro passo
correspondeu & neutralizagdo e concentragdo das amostras. Para isso, do extrato,
correspondente a lignina soltvel, foram retiradas aliquotas de 100 mL,
adicionado como padrdo 2 mL de inositol e 3 gotas de bromofenol.
Posteriormente, foi adicionada solugdo saturada de hidroxido de béario até mudar
a cor da solugdo de amarelo para azul. A mistura foi entdo centrifugada e o
sobrenadante transferido para erlenmeyer.

A segunda etapa correspondeu em reducdo, em que consistiu em
adicionar 80 mg de NaBH,, e deixar a mistura over night e adicionar &cido
acético glacial para liberagdo de gas. A solucgdo foi entdo concentrada até xarope
em rotavapor, e adicionados 10 mL de metanol, evaporado até secura e
posteriormente secos em estufa para garantir a completa remocao da agua.

A seguinte etapa foi a acetilacio dos mondmeros, em que foram
adicionados 7,5 mL de anidrido acético e 0,5 mL de H,SO, (72%), os quais
foram tampados e levados em banho-maria a 55 °C durante 1 hora. Foi
adicionada a mistura 70 mL de &gua com gelo, os quais posteriormente foram
transferidos para ampola de decantacdo e extraidos sucessivamente com 25, 15 e
10 mL de diclorometano. Os produtos da decantacdo foram transferidos para
baldo de 100 mL e concentrados até secura em rotavapor, em que posteriormente
foi adicionado 1 mL de agua e novamente secos até secura. O residuo foi entéo
suspenso com 2 mL de diclorometano e armazenados em vial até injecdo em

cromatografo.
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O contelido dos monossacarideos neutros foi quantificado por HPLC
(sistema Dionex 1CS-3000 equipado com um detector electroquimico). A
separacdo foi realizada com coluna Amino CarboPacSA 10 colunas de troca
anionica. A fase mével utilizada foi uma solucdo aquosa de NaOH a 2 nM a um
fluxo de 1,0 mL min™ a 25 °C.

Os acUcares foram quantificados por relacionar as suas areas de picos
cromatograficos com a &rea do padréo inositol. O contetdo de polissacarideo foi

determinado pela soma das massas de acucares individuais.

2.7 Conteudo fenolico no extrato da casca

Aproximadamente 1 g de amostra de casca foi extraido com etanol/agua
(50/50, v/v) com uma razdo solido-liquido 1:10 (m/v) durante 60 min a 50 °C
utilizando um banho de ultrassons. Os materiais insolGveis foram removidos por
filtracdo e o extrato de sobrenadante foi armazenado a 4 °C. O residuo solido foi
seco e o rendimento de extracdo foi calculado em percentagem com relacdo a
massa inicial de material. Fenois totais, flavonoides e taninos, e atividade
antioxidante foram determinadas no extrato hidroalcéolico.

O teor de fendis totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau.
Para isso, misturou-se 100 pL de extrato com 4 mL de reagente Folin-Ciocalteau
e apds 6 minutos adicionou 4 mL de solucdo de Na,COs; a 7%. A mistura foi
levada em banho termostatizado por 15 minutos a 45 ° C e medida a absorbancia
a 760 nm. A curva de calibragdo foi preparada utilizando &cido gélico como um
padrdo (0-150 mg mL™). O teor de fenol total foi expresso em miligramas de
equivalentes de acido galico (GAE)/100 g do extrato da casca seca.

JA o conteudo de flavonoides foi determinado por um ensaio
colorimétrico com cloreto de aluminio. Uma aliquota de 1,0 mL do extrato foi

misturada com 4,0 mL de 4gua deionizada, seguido por 0,3 mL de uma solugdo
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de NaNO, a 5%. Apds 5 minutos, adicionou-se 0,3 mL de uma solugdo de AICI;
*6H,0 10%. Apds mais 5 minutos adicionaram-se 2,0 mL de solu¢do de NaOH
1 mol L™, e o volume total foi ajustado para 10,0 mL com agua deionizada. A
absorbancia foi medida a 510 nm, e o0s resultados foram expressos em
miligramas equivalentes de (+)-catequina (CE)/100 g do extrato da casca seca.

O teor de taninos foi obtido pelo método de vanilina-H,SO,. Uma
aliquota de 1,0 mL do extrato foi misturada com 2,5 mL de solugdo de vanilina
em metanol a 1,0% (m/v) e depois com 2,5 mL de solucdo de &cido sulfurico em
metanol absoluto a 25% (v/v) para a reacdo com os polifendis presentes no
extrato e a vanilina. Ap6s 15 minutos, as absorbancias foram medidas a 500 nm,
e o0s resultados foram expressos em miligramas equivalentes de (+)-catequina

(CE)/100 g de extrato de casca seca.

2.8 A atividade antioxidante do extrato da casca

O método utilizado baseia-se na transferéncia de elétrons que por acéo de
um antioxidante (AH) ou uma espécie radical (R.), o DPPH de cor purpura (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) é reduzido e forma-se o difenil-picril-hidrazila de cor
amarela, podendo ser monitorada por espectrofotometria, de maneira que a perda
da cor ocorra de forma proporcional a concentracéo da capacidade antioxidante. A
partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante
ou porcentagem de sequestro de radicais livres e/ou porcentagem de DPPH
remanescente no meio reacional (NASCIMENTO et al., 2011).

Os radicais livres de DPPH, que inicialmente apresentam cor pUrpura
por possuirem elétron livre, perdem essa cor quando um radical hidrogénio
doado por uma molécula antioxidante entra em ressonancia com a molécula de
DPPH, diminuindo-se, assim, a absorbancia. O DPPH é um radical estavel e

com baixa taxa de deterioracdo e reatividade com a maioria dos compostos.
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Assim sendo, apenas reagentes redutores fortes sdo capazes de reagir com esses
radicais estaveis em um modo estequiométrico (SCHWARS et al., 2001). A baixa
absorbancia indica atividade sequestrante de radicais livres (SANTOS et al., 2007).

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando 2,2-
difenil-1-picril-hidrazina (DPPH) e expressa em termos da quantidade de extrato
requerida para reduzir de 50% a concentracdo de DPPH (IC50) e de equivalentes
de Trolox (TEAC) sobre uma base de extrato seco (mg Trolox/mg extrato seco).
Em primeiro lugar, diferentes dilui¢des do extrato inicial e do Trolox (0,2 mg mL"
1) em metanol foram preparados. Aliquotas de 100 uL de cada solugio metandlica
do extrato e de Trolox foram adicionadas a 3,9 mL de uma solu¢do metandlica de
DPPH (24 pg mL™). A amostra em branco consistiu em 100 pL de metanol
adicionados a 3,9 mL de solugdo de DPPH. Apds uma incubacdo de 30 minutos
Nno escuro e a temperatura ambiente, foi medida a absorbancia a 515 nm.

A atividade de eliminacédo de radicais de cada amostra foi calculada pelo
percentual de inibicdo de DPPH como se segue: 1% = [(AbsO-ABS1) / AbsO] x
100, em que a absorbancia AbsO corresponde ao branco e ABS1 a absorbancia
na presenca do extrato em diferentes concentragdes.

A concentracdo de inibicdo de IC50, que representa a concentracdo de
uma amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais DPPH foi obtida
através da representacdo grafica da percentagem de inibicdo versus a
concentragdo do extrato.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a
guantidade de DPPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de
antioxidante necesséria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50%
é denominada concentragdo eficiente (CE50), também chamada de concentragéo
inibitdria (CI50). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor

sera a sua CE50 e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).
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O efeito de eliminagdo do radical DPPH do extrato também foi expresso
como capacidade antioxidante equivalente Trolox (TEAC) calculado a partir da
curva de calibracdo com solucdo de Trolox e a percentagem de efeito de
eliminacdo na DPPH radical como:

TEAC (mg Trolox equivalente/extrato mg ou casca) = [(%
inhibitionsample + n) / sxm], em que n e s representam a intercep¢do e a
inclinacdo da curva de calibracdo Trolox para DPPH e m é a quantidade de

amostra em base seca (mg).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para a composi¢do guimica das amostras das
cascas dos quatro clones comerciais hibridos de E. urophylla estdo
demonstrados na Tabela 2. E claramente evidenciada a semelhanca no contetido
dos principais constituintes quimicos de todos os clones. A composicdo quimica
foi significativa (em % de casca seca): 16,6% em extrativos totais, 20% de

lignina, 1,2% de suberina e 1,8% de cinzas.

Tabela2 Valores médios de extrativos presentes nas cascas dos quatro

clones comerciais de Eucalyptus

Clone A B C D
Cinzas 1,68 1,70 1,69 2,08
Diclorometano 1,73 1,74 1,57 1,72
Etanol 7,28 8,09 9,33 8,54
Extrativos Agua 6,46 6,13 6,69 6,96
Extrativos 1547 1595 17,59 17,22
Totais
Suberina 1,35 1,16 1,34 0,95

Lignina Klason 17,94 17,38 1598 17,71
Lignina Solavel 3,27 2,47 2,39 2,73
Total 21,21 19,85 18,37 20,44

Lignina

O teor de cinzas variou entre 1,68% e 2,08% para os clones A e D,
respectivamente. Os valores reportados na literatura para cascas de Eucalyptus
mostram-se superiores, por exemplo, E. globulus com 4,7% (VAZQUEZ et al.,
2008), e 2,3% (MOTA et al., 2013), E. grandis x E. urophylla com 4,06% e
7,14% para E. grandis (BRAGATTO, 2010).

Os materiais ndo estruturais obtidos por extracdo com solventes de

polaridade crescente, variaram de 15,47% (Clone A — hibrido E. urophylla) a
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17,59% (Clone C - hibrido E. urophylla). Em relacdo a composicdo de
extrativos, 0s resultados mostraram uma propor¢do muito maior de compostos
sollveis em etanol e &gua (que representam cerca de 89,8% do total de
extrativos e, em média, 14,9% da casca). Isso destaca a natureza polar dos
extrativos das cascas, incluindo tipicamente os compostos polifendlicos. A
proporcédo dos extrativos lipdfilos em diclorometano foi de apenas 10,2%, o0 que
corresponde a 1,69% em casca.

O contedo em extrativos nas cascas dos hibridos de E. urophylla
estudados foi comparado na literatura com os valores relatados para outras
espécies de eucalipto. Lima et al. (2013), encontram nas cascas de E. grandis X E.
urophylla e de E. grandis valores de 25,8% e 26,7% em extrativos. E. globulus,
E.nitens e E. saligna com 10,0%, 18,3% e 17,0%, respectivamente (SENELWA;
SIMS, 1999), E. globulus com 6,5% e 6,0% (MIRANDA et al., 2013; NEIVA,
GOMINHO; PEREIRA, 2014). J& Andrade et al. (2010) encontraram 7% nas
cascas de E. saligna e E. grandis e E. paniculata, 10% em E. urophylla, 3,5% em
E. camaldulensis, 4% em E. citriodora e 6,5% em E. pellita.

O contetido em suberina encontrado foi baixo, variando entre 0,95%
(Clone D - E. urophylla x E. camaldulensis) e 1,35% (Clone A - hibrido E.
urophylla). Isso mostra o baixo contedo de células de cortica nas cascas dos
clones estudados, com uma pequena camada de felema na periderme. 1sso tem
sido demonstrado por estudos anatémicos de algumas cascas de eucalipto, como
para E. globulus (QUILHO; PEREIRA; RICHTER, 1999, 2000), bem como
verificado no capitulo anterior para os clones estudados. Um baixo rendimento
em suberina nas cascas de E. globulus também foi verificado por Miranda et al.
(2013), com apenas 0,98%.

Lignina total variou de 18,37% (Clone C — hibrido de E. urophylla) para
21,2% (Clone A — hibrido de E. urophylla) com lignina Klason variando de

15,98% a 17,94%. J& lignina soltvel em &cido representou, em média, 13,6% do
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total de lignina. Os valores médios encontrados para cada clone neste trabalho
sdo inferiores aos encontrados na literatura para E. globulus, com valor médio de
lignina total de 34,1%, sendo 26,6% de lignina Klason e 7,5% de lignina soltvel
em acido (MIRANDA et al., 2013), E. grandis x E. urophylla e E. grandis,
ambas com 32% de lignina total (LIMA et al., 2013), e E. saligna com 25%, E.
grandis com 22%, E. urophylla com 23%, E. camaldulensis com 23,5%, E.
citriodora com 24%, E. paniculata com 37% e E. pellita com 32% de lignina
total (ANDRADE et al., 2010).

Com relagdo a composigdo em agucares, os valores médios encontrados

nos clones estudados estéo representados na Tabela 3.

Tabela3 Composicdo de monossacarideos nas cascas dos quatro clones
comerciais de Eucalyptus

Composto A B C D
Ramnose 0,00 0,00 0,06 0,09
Arabinose 1,02 0,73 0,87 0,98
Xilose 9,42 9,05 9,94 10,25
Mannose 4,81 1,40 3,44 2,19
Galactose 2,52 2,57 2,02 2,57
Glucose 82,23 86,25 83,67 83,95
Glucose/Xilose 8,7 9,5 8,4 8,2
Total 45,08 48,16 46,53 46,96

A quantidade total de polissacarideos foi semelhante entre os quatro
clones (média 46,68%), bem como a sua composi¢cdo em monossacarideos.
Celulose, tal como estimada a partir do teor de glucose, foi 0 componente
principal (84,02% no total de agucares monoméricos neutros). As hemiceluloses
principalmente xilana, ou seja, contetudos de xilose e arabinose representaram
9,66% e 0,90% do total de aglcares monoméricos neutros, respectivamente, mas

também de galactomanana em uma quantidade consideravel (manose e galactose
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representaram 2,96% e 2,42%, respectivamente). A relacdo glicose/xilose
(média de 8,7%) foi elevada, o que favorece a utilizagdo desse material como
matéria-prima para agucares fermentaveis.

A composicdo monomérica dos polissacarideos € semelhante a
composicdo de outras cascas de espécies de Eucalyptus, em relacdo a
predominancia de glucose e de um teor de xilose substancial, embora as
composicBes individuais variem um pouco com espécies, como encontrado por
Miranda et al. (2013) para cascas de E. globulus e Lima et al. (2013) para cascas
de E. grandis x E. urophylla e E. grandis.

A composicdo dos extrativos lipofilicos antes (AH) e depois de hidrolise
(DH) um tratamento de hidrolise alcalina é representado na Tabela 4. Os
extratos lipofilos das cascas dos clones estudados séo constituidos,
principalmente, por triterpenos e acidos graxos.



Tabela4  Componentes lipofilicos identificados nos extratos de diclorometano das cascas dos quatro clones
comerciais de Eucalyptus

Compostos identificados A B C D

AH DH AH DH AH DH AH DH
Alcool graxo 3,82 526 301 747 371 682 253 588
Octadecanol - - - - - 0,23 0,20 0,67
Hexadecanol - - 032 069 0,22 - - -
Docosanol - - - - 0,72 - 1,06 2,71
Tetracosanol 1,34 208 063 126 105 1,71 1,00 244
Pentacosanol - - - - 0,42 - 0,27 0,06
Hexacosanol 1,15 147 128 429 069 282 - -
Heptacosanol 0,87 1,03 - - - - - -
Octacosanol 0,46 068 078 123 061 206 - -
Tricosanol - - - - - - - -
Acidos graxo 19,07 31,02 13,73 32,35 16,23 42,09 11,66 18,95
Acido decanoico - - - - - 0,25 - -
Acido pentanoico - - - - - - - -
Acido dodecanoico 0,44 071 035 186 045 0,70 0,36 041
Acido tetradecanoico 2,29 246 143 2,77 - 2,27 - -
Acido pentadecanoico 0,78 0,74 052 168 062 172 054 087
Acido hexadecanoico 9,35 15,01 537 937 915 1584 6,71 10,87
Acido heptadecanoico - - - - - 0,70 0,27 0,62
Acido octadecanoico 1,78 2,16 - 1,71 242 123 254
Acido nonadecanoico - - - 0,48 - -
Acido eicosanoico 038 043 - - - 1,03 0,94 0,95
Acido heneicosanoico - - - - - - - -
Acido docosanoico 0,56 295 103 341 0,77 263 - -
Acido tetracosanoico 1,51 268 199 412 158 445 0,89 1,96

06



Continuacao...

Acido pentacosanoico 0,25 - - - 031 133 - -
Acido hexacosanoico 1,73 388 304 914 164 827 0,72 0,73
Acido octacosanoico - - - - - - - -
Acidos alcanoicos substituidos 4,02 397 069 033 597 295 151 0,60
Acido Cis-9-hexadecenoico 1,44 1,13 - - 220 - -

Acido Cis-11-octadecenoico 039 025 - - - 049 -

Acido Cis-6-octadecenoico - - - - - 0,36 -

Acido Trans-9-hexadecenoico - 025 069 033 - 0,34 056 0,21
Acido Trans-9-octadecenoico 219 197 - - 377 1,76 095 0,39
Acido Trans-13-octadecenoico - 041 - - - - - -
Acido 2-Hidroxihexacosanoico - 0,21 - - - - - -
Diéacidos saturados 0,56 004 039 009 043 097 039 0,81
Acido Azelaico 0,56 001 039 002 003 049 011 -
Acido Hexadecanedioico - 0,03 - 0,07 040 048 028 0,81
Diéacidos substituidos 0,68 2,01 - 101 085 023 139 124
Acido 9,12-Octadecadienoico 0,68 0,42 - 101 08 023 139 121
Acido 8,9,18-Trihidroxioctadecanedioico, metil éster - 159 - - - - - 0,03
- hidroxiacidos - - - - 146 159 212 16,03
saturados

Acido 18-Hidroxioctadecanoico, metil éster - - - - - - - 2,02
Acido 22-Hidroxidocosanoico - - - - - 159 212 12,23
Acido 24-Hidroxitetracosanoico - - - - 146 - - 1,78
Esterdis 9,67 3,19 588 102 945 348 12,11 6,11
B-Sitosterol 9,67 319 491 102 945 348 12,11 6,11
Desconhecido - - 097 - - - - -
Triterpenos 2751 25,15 39,25 24,03 25,37 12,40 26,06 22,66
B-Amirina 4,06 123 1,13 102 32,77 453 572 445
Acido Oleandlico 2,19 294 373 325 292 - 0,83 0,16
Acido Corosélico 5,91 5656 126 074 588 1,13 1,09 0,19

16



Continuagdo...

Acido Asiatico 083 565 - - 1,60 - - -
Betulin - - - - - 0,64 - -
Acido betulinico 967 758 13,27 803 516 251 11,63 12,75
Acido ursélico 4,85 219 19,86 1059 6,04 359 6,25 4,75
Lupeol - - - - - - 0,54 0,36
Derivados de glicerol 0,87 168 - - 2,61 - - -
2-Hexadecanoil glicerol 0,20 - - - - - - -
1-Hexadecanoil glicerol 0,67 168 - - 2,61 - - -
Outros 9,93 3,12 836 6,30 881 356 19,76 6,12
Vanilina - - 011 0,21 0,28 - - -
Isovanilina - - - - - - - -
Acido Vanilico 0,44 - 0,31 0,09 0,69 - 0,37 0,05
Acido Ferulico - - - - - 055 - -
Sitosteril-glucopiranoside 6,59 3,12 747 590 437 3,01 1880 6,07
Acido treonico - - 047 - - - 059 -
3,5-Dimetoxi-4-hidroxibenzaldehido 0,44 - - - 047 - - -
Identificados 76,13 77,44 71,31 72,60 72,89 74,09 77,53 78,40
Nao Identificados 23,87 2256 28,69 27,40 27,11 2591 22,47 21,6
Total 100 100 100 100 100 100 100 100

c6
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Os triterpenos representam valores de 27,51%; 39,25% e 25,37% dos
compostos identificados nos extratos das cascas antes da hidrolise para os clones
A, B e C, respectivamente (hibridos de E. urophylla), o clone D E. urophylla x
E. camaldulensis apresentou valor semelhante, de 26,06% em triterpenos. Ap6s
a hidrolise, esses valores foram de 25,15%, 24,03%, 14,40% e 22,66% para 0S
clones A, B, C e D, respectivamente.

Depois da hidrolise alcalina dos extratos, os contetdos terpénicos
diminuiram, o que significa que os triterpenos existentes nos extratos lipéfilos
das cascas estdo como formas livres. Esses resultados sdo semelhantes aos ja
descritos para E. grandis, E. urograndis e E. maidenii (FREIRE et al., 2002).

Acido betulinico e é&cido ursolico foram os principais triterpenos
encontrados, em que maiores concentracbes foram verificadas no clone B
(hibrido de E. urophylla) com 13,27% e 19,86%, respectivamente. Outros
triterpenos foram B-amirina, lupeol, betulin, &cido oleandlico, corosolico, e
acidos asiaticos.

Os principais triterpenos encontrados em extratos lipofilicos das cascas
dessas espécies também foram relatados para cascas de E. urograndis, E.
grandis, E. maidenii, E. globulus e E. nitens (DOMINGUES et al., 2011b). As
cascas de E. globulus e de E. grandis também tém uma quantidade consideravel
de &cidos triterpénicos, tais como, acidos betulinico, ursélico e oleandlico, e
também [-amirina, que tém uma gama de atividades biologicas que podem ser
exploradas na industria farmacéutica (PATINHA et al., 2013).

Os acidos graxos com comprimentos de cadeia de C10 a C28 foram
encontrados em quantidades elevadas nos extratos lipofilicos das cascas
estudadas, variaram de 11,66% a 42,09%. Acido hexadecanoico foi 0 composto
principal (5,4% no clone B hibrido de E. urophylla antes da hidrélise a 15,84%
no clone C hibrido de E. urophylla apds hidrolise), seguindo-se &cidos

tetradecanoico, octadecanoico, tetracosanoico e hexacosanoico.
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Alcoois graxos, acidos alcanoicos substituidos, diacidos saturados e -
hidroxiacidos saturados estdo presentes em baixos teores. Com exce¢do dos
acidos alcanoicos substituidos, o conteido de todos os alcoois graxos, 0S
diacidos saturados e w-hidroxidcidos saturados aumentaram o0s teores apds
hidrolise alcalina, o que significa que esses compostos eram principalmente
ligados uns aos outros, como por exemplo, estruturas polimerizadas
diglicerideos ou triglicerideos que ndo puderam ser detectados por analise de
GC-MS (KROGELL et al., 2012). Foram identificados também derivados de
glicerol, porém apenas nos Clones A e C.

Os esterdis também foram identificados em quantidades consideraveis
nos extratos das cascas dos clones de Eucalyptus, variando entre 5,9% no clone
B (hibrido de E. urophylla) a 12,1% no clone D (E. urophylla x E.
camaldulensis). O B-sitosterol foi, em todos o0s casos, o principal composto
encontrado, em maiores quantidades nos clones A e C. O teor em esterol
diminuiu ligeiramente apds hidrdlise alcalina, o que significa que, como para
triterpenos, os esterdis existem em formas livres.

O rendimento da extracdo em etanol-agua (50% v/v) e a quantificacdo
de polifendis como taninos e flavonoides, e capacidade antioxidante sdo dados

na Tabela 5.
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Tabela5 Rendimento de extracdo, teor de fenois totais, taninos e flavonoides
e atividade antioxidante dos extratos da casca de quatro clones

comerciais de Eucalyptus

Clones A B C D
Rendimento em extracdo (% ) 115 148 124 140
Teor de Fenol Total (mg EAG/g de extrato) 287,7 266,6 2159 2109
Flavonoides (mg catequina/ g de extrato) 98,0 92,6 119,7 1285
Taninos (mg catequina/ g de extrato) 183,8 1575 76,5 1287

Capacidade antioxidante CAET (mg Trolox/g
de extrato)
Capacidade antioxidante CAET (mg Trolox/g

308,8 2869 2773 2792

355 422 344 389

de casca)
Valor ICs (ug extrato/mL) 100 112 10,2 1172
ICso Trolox em etanol-agua (nugTrolox/mL) 2,90

O rendimento meédio da extracdo foi de 13,18%, o que foi um pouco
inferior ao contetdo dos produtos extrataveis polares, determinado por extragdo
sequencial nos solventes etanol e agua (14,87%, Tabela 2). A natureza
polifendlica do extrato é mostrada pelos elevados teores de compostos fendlicos,
flavonoides e taninos (Tabela 5). Os fendis totais variaram de 210,9 mg EAG/g
de extrato (Clone D - E. urophylla x E. camaldulensis) a 287,7 mg EAG/g de
extrato (Clone A — hibrido de E. urophylla), taninos a partir de 76,5 mg CE/g de
extrato (Clone C) a 183,8 mg CE/g de extrato (Clone A) e flavonoides de 92,6
mg CE/qg de extrato (Clone B) a 128,5 mg CE/g de extrato (Clone D).

Esses valores sdo semelhantes quando comparados com aqueles
encontrados na literatura para o teor de compostos fenolicos totais presentes em
extratos de cascas de espécies de Eucalyptus. Santos et al. (2012), em extratos de
metanol:agua de cascas de E. grandis, E. urograndis e E. maidenii encontraram
valores de 385,6; 346,7 e 203,9 e mg de EAG/g de extrato, respectivamente
(40,6, 56,9 e 27,0 mg EAG/g de casca). Santos et al. (2011) relataram o

contetido de fendis totais em extratos de agua, metanol e metanol:agua de cascas
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de E. globulus, como 115,3, 409,7 e 413,8 mg de EAG/g de extrato,
respectivamente. VVazquez et al. (2008) relataram para cascas de E. globulus
extraidas com etanol:4gua e metanol:agua, ambos 50:50 (v/v), rendimentos de
223 mg EAG/g de extrato e 201 mg EAG/g de extrato, respectivamente, e Luis
et al. (2014) em extrato etanol: agua (75:25) de cascas de E. globulus
encontraram rendimento de 253,1 mg EAG/g de extrato. Puttaswamy et al.
(2014) relataram para extratos de metanol:dgua de cascas de E. tereticornis
rendimento na ordem de 198 mg EAG/g de extrato.

A concentracdo de flavonoides totais também foi maior do que os
valores encontrados na literatura. Luis et al. (2014) relataram em extratos
etandlicos de cascas de E. globulus concentracdo de 8,8 mg equivalente
quercetina/g de extrato, ja em extratos de etanol:dgua 75:25 (v/v) os autores
verificaram concentracdo de 12,1 mg equivalente quercetina/g de extrato.
Puttaswamy et al. (2014) encontraram para cascas de E. tereticornis 160 g de
rutina/mg de extrato.

O teor de taninos nos extratos das cascas dos clones de Eucalyptus
também foi muito alto (média de 136,6 mg de catequina/g de extrato), quando
comparados com os valores encontrados na literatura para extratos de cascas de
espécies de Eucalyptus, como 40,0 mg EAG/g de extrato em etanol:agua (75:25)
em cascas de E . globulus (LUIS et al., 2014), e 103 g de &cido tanico/mg de
extrato metanol:dgua em cascas de E. tereticornis (PUTTASWAMY et al., 2014).

A atividade de eliminag&o de radicais livres dos extratos das cascas dos
clones de Eucalyptus foi expressa em termos da quantidade de extrato necessaria
para reduzir em 50% a concentracdo de DPPH (IC50) e também em termos de
equivalentes de Trolox (TEAC) em uma base de extrato seco (Trolox mg/mg de
extrato). Os resultados mostram que o extrato de etanol:4gua das cascas dos
quatro clones estudados possuem uma fraca atividade de eliminacdo de radicais

livres com um valor de IC50 médio de 10,6 pg/ml, em comparacdo com Trolox
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(IC50 de 2,9 pg/ml) que é usado como padrdo. No entanto, essa atividade
antioxidante foi semelhante a relatada na literatura para extratos metanol:agua de
cascas de E. grandis. E. urograndis e E. maidenii em que os valores de IC50
foram, respectivamente, 6,3 pug/mL, 6,1 pg/mL e 8,2 pug/mL em comparagdo
com 2,2 ug/mL para o acido ascorbico e 18,2 ug/mL para o BHT (3,5-di-terc-4-
butil-hidroxitolueno) (SANTOS et al., 2012). Luis et al. (2014) determinaram a
atividade de eliminacdo do extrato em etanol de cascas de E. globulus que
mostra a atividade antioxidante comparativamente maior com um valor de 1C50
de 11,3 (mg/L em comparagdo com 2,2 mg/L para o &cido galico e 4,3 mg/L
para a quercetina).

A atividade antioxidante, expressa em mg de Trolox/g de casca (37,8 mg
Trolox/g de casca de arvore, correspondendo a 288,1 mg Trolox/g extrato)
mostra também valores similares aos relatados para E. grandis, E. urograndis e
E. maidenii expressos em termos de equivalentes de acido ascorbico (AAE) em
uma base de casca, respectivamente de 36,7, 53,2 e 34,5 mg AAE/g de casca
(SANTOS et al., 2012).
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4 CONCLUSAO

As cascas provenientes dos quatro hibridos de E. urophylla foram
guimicamente semelhantes e caracterizam-se por um elevado teor de celulose, e
comparativamente baixa proporcdo de hemiceluloses e lignina. A proporcéo de
extrativos foi elevada, com uma quantidade consideravel de compostos polares
com propriedades antioxidantes, nomeadamente flavonoides e taninos. Os
extrativos lipofilicos predominam os acidos triterpénicos, nomeadamente acido
ursolico e betulinico.

As cascas desses hibridos de E. urophylla, portanto, podem ser
consideradas como uma matéria-prima para biorrefinarias, incluindo a
valorizagdo dos extrativos com base em suas funcionalidades quimicas e

bioatividade.
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CAPITULO 4

Estudos de taninos das cascas de clones de Eucalyptus
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RESUMO

Os extrativos de composicdo fendlica sdo produzidos pelos vegetais em
condicdes adversas como mecanismo de protecdo, sdo encontrados em
grandes quantidades nas cascas dos vegetais e constituem matéria-prima para
diferentes setores industriais. O objetivo neste trabalho foi a realizacdo de
analises quimicas dos compostos fenolicos presentes nas cascas residuais de
dois clones comerciais hibridos de E. urophylla. Para isso, foi determinado o
rendimento em fendis totais, taninos, flavonoides e capacidade antioxidante
dos extratos etanol:dgua das cascas de um clone hibrido de E. urophylla x E.
camaldulensis e um hibrido de E. urophylla. Foi também determinado o
rendimento gravimeétrico, mediante reagdo de Stiasny. A extracdo dos taninos
foi realizada em agua pura e com o emprego de Na,SOs. Os taninos sofreram
modificacdes quimicas de hidroélise &cida, com controle de pH em 4 e 2 e
taninos modificados e ndo modificados foram analisados por FTIR. Os
resultados mostram que os clones estudados possuem maiores rendimentos
em taninos e flavonoides e maior capacidade antioxidante quando
comparados com outras espécies de Eucalyptus na literatura, o que aponta
como promissor para utilizacdo em farmacos e cosméticos. Ndo foram
verificadas diferengas brutas nos expectros de infravermelho entre os clones
e os valores de pH, tais diferencas foram verificadas somente com relagdo a
extracdo em &gua pura e com emprego de Na,SOs.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Compostos bioativos. Residuos.
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ABSTRACT

The phenolic composition extractives are produced by plants in adverse
conditions as a protection mechanism. They are found in large scale in the barks
of vegetables and are the feedstock for different industries. The objective of this
study was tthe chemical analysis of phenolic compounds present in the waste
barks of two commercial hybrid clones of E. urophylla. For this, it was
determined the yield of total phenols, tannins, flavonoids and antioxidant
capacity of ethanol: water extracted from the bark of a hybrid clone of E.
urophylla x E. camaldulensis and E. urophylla hybrid. It was also determined
the gravimetric yield by Stiasny reaction. The extraction of tannins was
performed in pure water and using Na,SOsz. Tannins had undergone chemical
modifications of the acid hydrolysis with pH control in 4 and 2, and modified
tannins and unmodified were analyzed by FTIR. The results show that the clones
have higher yields in tannins and flavonoids and antioxidant capacity when
compared with other species of Eucalyptus in the literature, which indicates how
promising for use in pharmaceuticals and cosmetics. Differences were not
observed in the infrared spectrums between the clones and pH values. Such
differences were found only related to pure water extraction and with the use of
Na,SOs.

Keywords: Phenolic compounds. Bioactive compounds. Waste.
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1 INTRODUCAO

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo, além disso, se
formam em condicBes de estresse, como, infeccBes, ferimentos, radiacdo
ultravioleta, entre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004). Sendo assim, nos
vegetais, eles sdo encontrados em maiores concentra¢fes nas cascas, 6rgdo de
defesa dos vegetais.

Os fendis vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo,
com aproximadamente 10.000 compostos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Entre eles,
destacam-se os flavonoides, acidos fenolicos, fendis simples, cumarinas, taninos
e ligninas. Esses compostos fendlicos possuem estrutura varidvel e com isso, sdo
multifuncionais (SHAHIDI; NACZK, 1995).

Os taninos vegetais, devido a sua capacidade de reacdo com
formaldeido, vém sendo empregados como matéria-prima na fabricacdo de
adesivos naturais para madeira e que segundo Carneiro et al. (2010), o interesse
pelos adesivos naturais aumentou apos a crise do petréleo na década de 1970.
Segundo os autores, a partir dessa década, varias pesquisas foram desenvolvidas
com o objetivo de substituir, parcial ou totalmente, os adesivos comerciais
convencionais, tais como ureia-formaldeido e fenol-formaldeido.

Além da utilizacdo na producéo de adesivos, os taninos sdo utilizados
desde a antiguidade no curtimento de peles devido a sua capacidade de formar
complexos com a proteina, também sdo utilizados no tratamento de agua
potavel, pois atua como coagulante/floculante, na indlstria farmacéutica e de
cosméticos, pois atua como antioxidante; e na industria de bebidas como sabor
adstringente (P1ZZI, 1994).

Estudos de rendimento em taninos e das propriedades de adesivos de

taninos das cascas de Eucalyptus sdo muitos, porém relativos as espécies e ndo a
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clones comerciais. Ja com o emprego de cascas de clones, que se trata do material
utilizado pelas indastrias de carvdo vegetal e celulose, esses trabalhos sdo
escassos. Visando ao aproveitamento dos residuos gerados pelas industrias de
transformacdo da madeira, a utilizacdo das cascas para a extracdo de compostos
bioativos é uma alternativa viavel, tendo em vista a grande quantidade de cascas
de Eucalyptus que é gerada anualmente por essas industrias.

A técnica de Espectroscopia de infravermelho Transformada de Fourier
(FT-IR) consiste em quantificar a absorcéo na regido do infravermelho médio do
espectro electromagnético, usualmente no intervalo 400-4000 cm™, de moléculas
que contém ligagOes quimicas especificas, tais como C dupla C, C-H, C dupla O,
N-H e O-H (SILVERSTEIN et al., 1981). Espectroscopia FTIR é aplicada em
taninos, como em estudos realizados por Fernadndez e Agostin (2007), com
taninos de vinho, Chupin et al. (2013), com taninos de Pinus pinaster; Foo
(1981), com proantocianidinas; Borges (2004), com adesivos naturais de
taninos; Ping et al. (2012), com residuos de bagaco de uva; Lima et al. (2006),
com taninos dos frutos de Bixa orellana L. e Saad et al. (2014), com taninos de
Pinus halepensis Mill. visando a producéo de adesivos naturais.

Diante disso, 0 objetivo neste trabalho foi a quantificacdo de fendis
totais, taninos, flavonoides, capacidade antioxidante dos extratos e o rendimento
gravimétrico em taninos condensados nas cascas de dois clones comerciais de

Eucalyptus, bem como a caracterizagdo dos taninos por FT-IR.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descriciao do material, local de coleta e preparo das amostras

Foram utilizadas cascas de dois clones comerciais de Eucalyptus
provenientes de uma empresa de carvdo vegetal, associada a Associacao
Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas (ABRAF), localizada no
municipio de Paraopeba, estado de Minas Gerais, Brasil, com coordenadas 19°
16’ 54’ de latitude sul e 44° 24’ 32°° de longitude oeste. O clone 1 ¢ um hibrido
de E. urophylla x E. camaldulensis e o clone 2 hibrido de E. urophylla. Os
individuos coletados possuiam sete anos.

As cascas, apés coletadas, foram secas ao ar livre e moidas em moinho
de martelo com uma peneira de abertura de 1 mm2. Para as analises do contetdo
fendlico nos extratos, as amostras foram peneiradas em 40 e 60 mesh. As
amostras foram armazenadas em sacos plasticos escuros para protecdo da luz e
posteriormente foi determinada a umidade.

As extracBes dos taninos foram feitas no Laboratério de Anatomia da
Madeira, da Universidade Federal de Lavras/ Lavras-MG. As analises quimicas, dos
compostos fendlicos e taninos, foram realizadas no Laboratério de Anatomia do

Instituto Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa, Portugal.

2.2 Conteudo fenolico no extrato da casca

Aproximadamente 1 g de amostra de casca foi extraida com etanol/agua
(50/50, v/v) com uma razdo sélido-liquido 1:10 (m/v) durante 60 min a 50 °C
utilizando um banho de ultrassons. Os materiais insoltveis foram removidos por
filtracdo e o extrato de sobrenadante foi armazenado a 4 °C. O residuo solido foi

seco e o rendimento de extracdo foi calculado em percentagem com relagéo a
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massa inicial de material. Fenois totais, flavonoides e taninos, e atividade
antioxidante foram determinadas no extrato hidroalcéolico.

O teor de fendis totais foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteau. Para isso, misturou-se 100 pL de extrato com 4 mL de reagente
Folin-Ciocalteau e ap6s 6 minutos adicionou 4 mL de solucdo de Na,CO; a
7%. A mistura foi levada em banho de termostatizado por 15 minutos a 45 °C
e apos, feita a medida da absorbancia a 760 nm. A curva de calibracdo foi
preparada utilizando &cido galico como um padrdo (0-150 mg/mL). O teor de
fenol total foi expresso em miligramas de equivalentes de acido galico
(GAE)/100 g do extrato da casca seca.

Ja o conteado de flavonoides foi determinado por um ensaio
colorimétrico com cloreto de aluminio. Uma aliquota de 1,0 mL do extrato
foi misturada com 4,0 mL de &gua deionizada, seguido por 0,3 mL de uma
solucdo de NaNO; a 5%. Apds 5 minutos, adicionaram-se 0,3 mL de uma
solucdo de AICI; « 6H,0 10%. Ap6s mais 5 minutos adicionaram-se 2,0 mL
de solugdo de NaOH 1 mol L™, e o volume total foi ajustado para 10,0 mL
com 4agua deionizada. A absorbancia foi medida a 510 nm, e os resultados
foram expressos em miligramas equivalentes de (+)-catequina (CE)/100 g do
extrato da casca seca.

O teor de taninos foi obtido pelo método de vanilina-H,SO,. Uma
aliquota de 1,0 mL do extrato foi misturada com 2,5 mL de solucdo de
vanilina em metanol a 1,0% (m/v) e depois com 2,5 mL de solucdo de &cido
sulfdrico em metanol absoluto a 25% (v/v) para a reagdo com o0s polifenois
presentes no extrato e a vanilina. Ap6s 15 minutos, as absorbancias foram
medidas a 500 nm, e os resultados foram expressos em miligramas

equivalentes de (+)-catequina (CE)/100 g de extrato de casca seca.
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2.3 Atividade antioxidante do extrato da casca

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando-se 2,2-
difenil-1-picril-hidrazina (DPPH) e expressa em termos da quantidade de extrato
requerido para reduzir de 50% a concentracdo de DPPH (IC50) e de equivalentes de
Trolox (TEAC) sobre uma base de extrato seco (mg Trolox/mg extrato seco). Em
primeiro lugar, diferentes diluicdes do extrato inicial e do Trolox (0,2 mg mL™) em
metanol foram preparados. Aliquotas de 100 pL de cada solugdo metandlica do
extrato e de Trolox foram adicionadas a 3,9 mL de uma solu¢do metanolica de
DPPH (24 pg mL™). A amostra em branco consistiu em 100 pL de metanol
adicionados a 3,9 mL de solucdo de DPPH. Apds uma incubagdo de 30 minutos no
escuro e a temperatura ambiente, foi medida a absorbancia a 515 nm.

A atividade de eliminacéo de radicais de cada amostra foi calculada pelo
percentual de inibicdo de DPPH como se segue: 1% = [(AbsO-ABS1) / AbsO] x
100, em que a absorbancia AbsO corresponde ao branco e ABS1 a absorbancia
na presenca do extrato em diferentes concentragdes.

A concentracdo de inibicdo de IC50, que representa a concentragdo de
uma amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais DPPH, foi obtida
através da representacdo grafica da percentagem de inibicdo versus a
concentracdo do extrato.

O efeito de eliminacdo do radical DPPH do extrato também foi expresso
como capacidade antioxidante equivalente Trolox (TEAC) calculado a partir da
curva de calibracdo com solucdo de Trolox e a percentagem de efeito de
eliminacdo na DPPH radical como:

TEAC (mg Trolox equivalente/extrato mg ou casca) = [(%
inhibitionsample + n) / sxm], em que n e s representam a intercep¢do e a
inclinagdo da curva de calibracdo Trolox para DPPH e m é a quantidade de

amostra em base seca (mg).
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2.4 Rendimento gravimétrico em taninos condensados

A extracdo dos taninos foi realizada com uma relagdo licor/casca de
15/1, em que foram levados em banho-maria a 70 °C por trés horas. Para cada
material genético a extracdo foi realizada em agua pura e com emprego de
sulfito de sédio a 5%, com relagdo a massa seca da casca. Apos a extracdo, o
material foi filtrado em uma flanela com malha de cerca de 1,0 mm?2 e em
seguida filtrado a vacuo em funil de vidro sinterizado de porosidade n° 1.

Os extratos, apos filtrados, foram concentrados por evaporagdo em
chapa de aquecimento até um volume de aproximadamente 150 mL. Foram
determinadas as massas dos extratos e retiradas duas amostras de 10 g para a
determinagdo do teor de sélidos e duas amostras de 20 g para determinacdo do
indice de Stiasny. A reacdo de Stiasny consiste na reacdo dos taninos com 0
formaldeido em meio &cido. O indice de Stiasny foi determinado empregando-se
0 procedimento adotado por Mori (2000).

2.5 Obtencao dos taninos em p6

Apos extracdo em banho-maria e filtragdo em peneira de malha e em
cadinho sinterizado, os extratos foram distribuidos em bandejas de vidro e
levados a estufa a uma temperatura de 40 °C até secagem total. Em seguida,

foram moidos até uma granulometria de 200 mesh.
2.6 Modificacdo quimica dos taninos
Os taninos em pé foram solubilizados em &gua (1 parte de taninos: 1,5

de &gua) com 3% de sulfito de sodio, com relagdo a massa seca de taninos e

hidrolisados com 4&cido cloridrico concentrado. O controle da extensdo da
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hidrolise foi feito, ajustando-se o pH dos taninos em 4 e 2. O tempo de reacdo
foi de 30 minutos.

O delineamento dos tratamentos esta representados na Tabela 1.

Tabelal Delineamento das modificacdes quimicas dos taninos

Tratamentos Clones Condicdes

1 Extracdo com 5% de sulfito de sodio

2 Extracdo em &gua pura

3 1 Extracdo com 5% de sulfito de sodio, hidrdlise em pH 4
4 Extracdo com 5% de sulfito de sddio, hidrdlise em pH 2
5 Extracdo em &gua pura, com hidrolise em pH 4

6 Extracdo em &gua pura, com hidrolise em pH 2

7 Extracdo com 5% de sulfito de s6dio

8 Extracdo em &gua pura

9 ) Extracdo com 5% de sulfito de sodio, hidrolise em pH 4
10 Extracdo com 5% de sulfito de sddio, hidrolise em pH 2
11 Extracdo em &gua pura, com hidrolise em pH 4

12 Extracdo em &gua pura, com hidrélise em pH 2

2.7 Analises dos taninos utilizando a técnica de espectroscopia na regiao do

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram
realizados para verificar diferengas entre os tratamentos. Para isso, 0s taninos foram
secos em estufa a vacuo a 40 °C e triturados em moinho vibratorio do tipo bola,
juntamente ao brometo de potassio. Para que ocorresse uma mistura mais uniforme,
foram triturados em moinho de bola 400 mg de brometo de potassio com 3 mg de
cada amostra, sendo utilizadas para a confec¢éo das pastilhas 200 mg da mistura. Os
espectros FTIR foram obtidos em aparelho BioRad FTS 156, com resolucéo de 4
cm™, equipado com um detector DTGS, conforme técnicas espectrométricas

descritas por Rodrigues, Faix e Pereira (1998).
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A espectroscopia de absor¢do no infravermelho tem como finalidade
determinar grupos funcionais de um composto quimico que absorve em
diferentes frequéncias de radiacdo no IV. Esses grupos de atomos originam
bandas, que sdo informagdes necessarias para identificar a substancia em analise
(CIENFUEGOS; VAITSMAN; 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de rendimento da extracdo, contetdo de fendis totais,
taninos e flavonoides e de capacidade antioxidante dos extratos etanélicos (50%

v/v) das cascas dos dois clones estudados estéo representados na Tabela 2.

Tabela2 Valores médios de rendimento em extracdo, fendis, taninos,
flavonoides e capacidade antioxidante dos extratos das cascas dos

dois clones comerciais de Eucalyptus

1 2
Rendimento extracdo (%) 11,75 7,15
Conteldo de Fenol Total (mg EAG/g de extrato) 360,51 401,21
Flavonoides (mg catequina/g de extrato) 203,98 152,77
Taninos (mg catequina/g de extrato) 7425 61,21
Capacidade antioxidante TEAC (mg Trolox/g de extrato) 511,05 659,87
Capacidade antioxidante TEAC (mg Trolox/g de casca) 59,92 47,19
Valor 1Cs, (ug extrato/ mL) 5,87 4,89
Valor ICsy Trolox em etanol-agua (ug Trolox/mL) 2,63 2,63

O rendimento médio da extracdo foi de 11,75 e 7,15%, 0 que esta
relacionado com os extrativos polares sollveis em etanol/agua, como por
exemplo, os extrativos de composicdo fendlica como os taninos, flavonoides,
fendis simples. Fendis totais variaram de 360,51 e 401,21 mg EAG/g de extrato,
taninos de 74,25 e 61,21 mg EC/g de extrato e flavonoides de 203,98 e 152,77
mg EC/g de extrato.

Esses valores sdo semelhantes quando comparados com aqueles
encontrados na literatura para o teor de compostos fendlicos totais presentes em
extratos de cascas de espécies de Eucalyptus. Santos et al. (2012), em extratos de
metanol:agua (1:1 v/v) de cascas de E. grandis, E. urograndis e E. maidenii
encontraram para fendis totais valores de 385,6; 346,7 e 203,9 mg de EAG/g de
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extrato, respectivamente (40,6, 56,9 e 27,0 mg EAG/g de casca). Santos et al.
(2011) relataram o contetdo de fenois totais em extratos de &gua, metanol e
metanol:agua de cascas de E. globulus, como 115,3, 409,7 e 413,8 mg de EAG/g
de extrato, respectivamente. Vazquez et al. (2008) relataram para cascas de E.
globulus extraidas com etanol:dgua e metanol:agua, ambos 50:50 (v/v),
rendimentos de 223 mg EAG/g de extrato e 201 mg EAG/g de extrato,
respectivamente, e Luis et al. (2014) em extrato etanol: agua (75:25 v/v) de
cascas de E. globulus encontraram rendimento de 253,1 mg EAG/g de extrato.
Puttaswamy et al. (2014) relataram para extratos de metanol:dgua de cascas de
E. tereticornis rendimento na ordem de 198 mg EAG/g de extrato, valores esses
referenciados menores do que o0 encontrado neste estudo para os dois clones.

A concentragdo de flavonoides foi bastante superior aos valores
encontrados na literatura. Luis et al. (2014) relataram em extratos etanélicos de
cascas de E. globulus concentragdo de 8,8 mg equivalente quercetina/g de extrato,
ja em extratos de etanol:agua 75:25 (v/v) os autores verificaram concentragdo de
12,1 mg equivalente quercetina/g de extrato. Puttaswamy et al. (2014)
encontraram para cascas de E. tereticornis 160 g de rutina/mg de extrato.

O teor de taninos nos extratos das cascas dos clones de Eucalyptus
também foi superior quando comparado aos valores encontrados na literatura
para extratos de cascas de espécies de Eucalyptus, como 40,0 mg EAG/g de
extrato em etanol:agua (75:25) em cascas de E . globulus (LUIS et al., 2014), e
103 ug de acido tanico/mg de extrato metanol:agua em cascas de E. tereticornis
(PUTTASWAMY et al., 2014).

Os resultados mostram que o extrato de etanol:dgua possui uma fraca
atividade de eliminacéo de radicais livres com um valor de IC50 médio de 5,87 e
4,89 ug ml™, em comparagéo com Trolox (IC50 de 2,63 ug ml™) que é usado
como padrdo. No entanto, essa atividade antioxidante foi semelhante a relatada

na literatura para extratos metanol:4gua de cascas de E. grandis. E. urograndis e
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E. maidenii em que os valores de IC50 foram, respectivamente, 6,3 ug mL™, 6,1
ug mL™ e 8,2 pg mL™ em comparagdo com 2,2 pg mL™ para o acido ascérbico
(SANTOS et al., 2012). Luis et al. (2014) determinaram a atividade de
eliminacdo do extrato em etanol de cascas de E. globulus que mostra a atividade
antioxidante comparativamente maior com um valor de IC50 de 11,3 (mg L™ em
comparacdo com 2,2 mg L™ para o 4cido galico e 4,3 mg/L para a quercetina).

A atividade antioxidante, expressa em mg de Trolox/g de casca (59,92 e
47,19 mg Trolox/g de casca de arvore, correspondendo a 511,05 e 659,87 mg
Trolox/g extrato) mostra semelhanga aos relatados para E. grandis, E.
urograndis e E. maidenii expressos em termos de equivalentes de &cido
ascorbico (EAA) em uma base de casca, respectivamente de 36,7, 53,2 e 34,5
mg AAE/g de casca (SANTOS et al., 2012). Com relagdo ao rendimento
gravimétrico em taninos condensados, 0s resultados obtidos para os dois clones
comerciais estdo representados na Tabela 3.

Tabela3 Valores médios de rendimento gravimétrico em taninos condensado
(TTC%), Teor de solidos totais (TST%), indice de Stiasny (I1S%) e
Teor de compostos ndo tanicos (TNT%)

Tratamentos de extragdo TST (%) 1S(%) TTC (%) TNT (%)
Clone 1 Agua pura 4,97 43,41 3,45 4,50
Clone 1 5% de sulfito de s6dio 7,61 44,79 5,81 7,17
Clone 2 Agua pura 3,94 20,13 1,18 4,69
Clone 2 5% de sulfito de sédio 4,99 27,47 2,02 5,34

Nota-se que ao empregar o sulfito de sddio, obteve-se aumento no
rendimento em teor de sélidos de 53 e 27%, 3 e 36% de aumento para o indice
de Stiasny, 68 e 71% de aumento no rendimento em taninos condensados e de
59 e 14% de aumento no rendimento em compostos ndo tanicos para os clones 1

e 2, respectivamente.
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O clone 1 possui maiores rendimentos de extragdo em taninos
condensados, sélidos totais e indice de Stiasny, o que pode também ser
confirmado pelos maiores rendimentos em extracdo e em flavonoides e taninos,
como visto na Tabela 2.

Mori et al. (1999), estudaram taninos de Eucalyptus grandis, para a
producdo de adesivos e confeccBes de painéis compensados. Nesse trabalho, 0s
autores verificaram que extracao realizada com 2% de sulfito de sddio resultou
em maiores rendimentos em taninos e em compostos ndo tanicos (8,3% e 5,15
respectivamente), o maior indice de Stiasny (69,7%) foi encontrado com a
extracdo feita em agua.

Para Eucalyptus urophylla, Mori et al. (2001), ao empregarem 3% de
sulfito de sodio a uma temperatura de extragdo de 70 °C, encontraram
rendimento em taninos de 14,07%, rendimento em substancias ndo tanicas de
1,72% e Indice de Stiasny de 89,09%. A espécie apresentou um baixo
rendimento em compostos ndo tanicos, 0 que é vantajoso para a sintese de
adesivos naturais.

Carneiro (2002) encontrou para cascas de Eucalyptus grandis maior
rendimento em taninos com extracdo a 70 °C, com o emprego de 4,5% de sulfito
de sddio, que foi de 18,6% e para Eucalyptus pellita 4,5% de sulfito de sédio a
100 °C, que foi de 11,38%. Ja os maiores indices de Stiasny, foi obtido com o
emprego de agua a 70 °C para E. grandis, de 73,2%, e para E. pellita com o
emprego de agua a 100 °C, que foi de 73,01%. Vital et al. (2004), também
encontraram para essas espécies um maior rendimento em taninos com o
emprego de 4,5% de sulfito de sodio na extracdo, que foi de 10,67% para E.
pellita (100 °C) e 17,2% para E.grandis (70 °C). Os autores salientaram a
potencialidade de uso desses adesivos para a indUstria de painéis, para aplicagdo

em interiores, em que a resisténcia & umidade ndo é exigida.



119

Vazquez et al. (2009), testaram diferentes tipos e concentracfes de sais
de extracdo, e encontraram baixos valores de indice de Stiasny para taninos das
cascas de Eucalyptus globulus. Maiores rendimentos foram encontrados com o
emprego de agua pura, seguido de 2,5% de Na,SOs e 2,5% de NaOH, todos a 90
°C, com indices de 37,6%, 35,5% e 23,5%, respectivamente.

Para as espécies E. citriodora, E. pellita e E. grandis x E. urophylla,
Silva (2001) encontrou maior rendimento em taninos com o emprego de 9% de

sulfito de sddio, que foi de 18,19%, 12,99% e 13%, respectivamente.

3.1 Espectro na regido de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

LigacOes covalentes presentes em moléculas vibram constantemente e
essa vibragdo ocorre em movimentos axiais e angulares, em uma frequéncia
particular que na incidéncia da radiacdo séo absorvidas pela molécula (BRUICE,
2006).

A Tabela 4 representa as principais bandas dos taninos, segundo
Fernadesz e Agostin (2007), Ping et al. (2012) e Silverstein, Webster e Kiemle
(2007).
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Tabela4  Grupos funcionais e atribuicGes de frequéncia para os espectros de

FTIR de taninos

NUmero de onda (cm™)

Atribuictes

900 - 675

950-1225

1066
1180 - 1260
1390 - 1330
1439

1520 - 1540

1600 — 1585 e de 1500 —
1400

1660-2000

1878

2973, 2931

3070-3130

3200-3400; 3200-3570

Deformacdo angular de C — H fora do plano
de curvatura

Deformacdo angular de C-H aromatico no
plano de curvatura

Vibragéo de alongamento de C-O
Deformacdo axial de C- 0O

Deformacdo angular de O — H em fenois

CH deformagdo e vibracdo do anel
aromatico

Estiramento do anel aromético

Vibragdes do esqueleto do anel aromatico
para deformacéo axial das ligagcbes C=C
Bandas de combinagdo aromaticas

C=0 vibracéo de alongamento

-CH3, -CH2 vibracao de alongamento
Estiramento C-H aromatico

Deformacdo axial de O-H

A Figura 1 demonstra o espectro de FT-IR dos tratamentos 1, 3 e 4,

extratos do clone 1 com emprego de Na,SO3, e com modificacdo de pH em 4 e 2

e a Figura 2 demonstra nas mesmas condic@es para o clone 2, os tratamentos 7, 9

e 10. Nota-se para os clones, que a altercdo no pH com hidrolise resultou em

modifica¢do no espectro, nas bandas de 1724, 1725, 1715 e 1718 cm™ (para 0s

clones 1 e 2 com e sem sulfito na extragéo).
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Figural Espectro FT-IR do clone 1 com emprego de sulfito de sédio
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Figura2 Espectro FT-IR do clone 2 com emprego de sulfito de sédio

TTa3E
[=h[=Rary

—i5z3m

—aEnE
—ATES S
—iG1a.18
— 4544
—iTm a2
—iiZ=.18

Absorbancia
o6 08 1.0 12 14

04

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimente de onda cm-1

Clone 2 — Extracdo com 5% de sulfito de scdio, sem hidralise
Clone 2 — Extracdo com 5% de sulfito de sadio, hidrolsado compH 4

Clone 2 — Extracdo com 5% de sulfito de sédio, hidrolisado compH 2

Na Figura 3 estdo representados 0s espectros dos tratamentos 2, 5 e 6,
correspondentes aos extratos de taninos do clone 1 em é&gua pura, e com
modificacdes de pH em 4 e 2 e na Figura 4, os tratamentos 8, 11 e 12,
correspondente as mesmas condi¢des para o clone 2. As zonas com maiores
picos para o tratamento 6 (clone 1, 4gua pura e pH2) foi em 1715 e 1220 cm™, e
de 1718 cm™ para o tratamento 12 (clone 2, 4gua pura e pH2) e 1220 cm™ para
os tratamentos 11 e 12.
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Figura3  Espectro FT-IR do clone 1 em extragdo em &gua pura
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Figura4  Espectro FT-IR do clone 2 em extragdo em &gua pura

i = H 2R BEH =H g H
B S EZEREEE = B
RRAREE

LER

T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda cm-1

Clone 2 — Extracdo em Agua pura, sem hidrolise
Clone 2 — Extracdc em agua pura, hidrolisado com pH 4

Clone 2 — Extracio em Agua pura, hidrolisade com pH 2

Os espectros dos taninos extraidos com emprego de sulfito de sodio
possuem acentuadas bandas intensas em 3385, 1614, 1138 e 620 cm™ para 0
clone 1 (Figura 2) e de 3386, 1619, 1128 e 616 cm™ para o clone 2 (Figura 3). Ja
para os tratamentos extraidos em agua pura, as bandas mais acentuadas foram
verificadas em 3382 e 1615 cm™ para o clone 1 (Figura 4) e de 3378 e 1618 cm™
para o clone 2 (Figura 5).

Ping et al. (2012) encontraram deformages em 3318 cm™,
correspondentes a grupos -OH em taninos condensados do bagaco da uva. Os
autores salientaram que essa banda larga de grupos OH é devida aos grupos
fendlicos e aclcares. Para Chupin et al. (2013), essa mesma deformagdo foi
identificada em 3300 cm™ para o Pinus pinaster, por Fernandéz e Agostim

(2007), em taninos de vinho em 3400 cm™ e para todos os tratamentos desse



125

trabalho, em 3385 e 3382 cm™ para o clone 1 com e sem sulfito de sodio (Figuras
2 e 4) e de 3386 e 3378 cm™ para o clone 2 com e sem sulfito de sodio,
respectivamente (Figuras 3 e 5). Segundo Borges (2004), deformacdes de 3200 —
3500 cm™ correspondem aos grupos hidroxila que estéo ligados ao anel aromatico.

Ping et al. (2012) encontraram uma peguena banda em 2973 cm™, os quais
atribuiram a vibracéo de alongamento C-H atribuido ao metil e a grupos metilénicos.

Sen et al. (2012), encontraram deformacdes em 3425 cm™, em cortica e
cascas de Quercus, que segundo esses autores corresponde a vibracOes de anéis
aromaticos.

Nota-se que o aumento da hidrolise, ou seja, com a redugédo do pH, foi
verificado aumento no pico nas bandas de 1724 e 1725 cm™ (clone 1 extraido
com sulfito de s6dio e extraido em &gua), 1715 e 1718 cm™ (clone 2 extraido
com sulfito de sddio e extraido em agua). Possivelmente a hidrélise resultou em
aumento dos &cidos carboxilicos.

A regifio de 1600 cm™ apresenta uma banda estreita e de intensidade
média que € normalmente destinada aos movimentos vibracionais das ligacdes
C=C do anel aromatico (1500 — 1615 cm-1) (BORGES, 2004; FERNANDEZ;
AGOSTIM, 2007). Esse comportamento foi verificado em todos os tratamentos
em 1614 e 1615 cm™ para o clone 1 com e sem sulfito de sédio (Figuras 2 e 4) e
de 1619 e 1618 cm™ para o clone 2 com e sem sulfito de sddio, respectivamente
(Figura 3 e b).

Segundo Fernandéz e Agostim (2007), as ligacdes C=C também sdo
encontradas em comprimentos de 1450 — 1510 cm™. Foram verificados nesse
trabalho, pequenas bandas em 1442 e 1444 cm™ para o clone 1 extraidos com e
sem sulfito de sddio (Figuras 2 e 4) e 1445 cm™ para o clone 2 extraidos com e
sem sulfito de sédio (Figuras 3 e 5).

Segundo Foo (1981), bandas entre 1540-1520 cm™ s&o responsaveis pelo

estiramento do anel aromético, sendo que nessa regido as catequinas e 0S
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galotaninos podem ser diferenciados, pois as catequinas possuem duas ligagdes -
OH e banda em 1520 cm™, enquanto os galotaninos possuem trés ligagdes —OH
com banda em 1535 cm™. Foram verificadas, nos espectros dos taninos, pequenas
bandas em todos os tratamentos nas faixas de 1525, 1522 cm™ para o clone 1
extraidos com e sem sulfito de sodio (Figura 2 e 4) e de 1523 e 1520 cm™ para
clone 2 extraidos com e sem sulfito de sodio, respectivamente (Figura 3 e 5), que
podem corresponder a procianidinas que sao mondmeros do tipo catequina.

Ping et al. (2012) encontraram bandas em 1308, 1264 e 1212 cm™, e
atribuiram a ligagdes C — C saturadas, atribuidas por CR2, CHR e CR(SO#%),
estruturas, causadas pela abertura do anel de pirano durante sulfitagdo dos
flavonoides dos taninos, porém nesse estudo bandas em tais comprimentos nédo
foram verificadas, foi encontrada uma diferenca acentuada em 1138 (Figura 2) e
1128 cm™ (Figura 3) para os clones 1 e 2 extraidos com sulfito de sodio.

Segundo Cao et al. (2002) bandas de 1030 a 1275 cm-1 correspondem
ao estiramento de C=S. Nesse trabalho, nos tratamentos extraidos com o
emprego de sulfito de sdédio, foram verificadas bandas nas faixas de 1140 cm-1,
o que diferiu fortemente dos tratamentos extraidos somente com &gua.

Ping et al. (2012), verificaram bandas em 1066 cm™, as quais, segundo
esses autores, é atribuida a vibracdo de alongamento de C — O, e nesse trabalho
tais bandas sdo vistas somente nos tratamentos de taninos extraidos em agua
pura, em que foi de 1058 e 1053 cm™ para os clones 1 e 2, respectivamente
(Figuras 4 e 5).

As bandas na faixa de 900 — 700 cm™ sdo influenciadas pela
hidroxilacdo do anel B dos taninos. Foo (1981) cita que essa hidroxilagdo
apresenta bandas entre 780-730 cm™ e também diferenciam as catequinas (780-
770 cm™) das galocatequinas (730 cm™). No espectro dos diferentes tratamentos
de taninos, bandas na regido proxima de 767 e 773 cm™ para o clone 1 com e

sem sulfito de sodio (Figuras 1 e 3) e 779 e 773 cm™ para o clone 2 com e sem
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sulfito de sddio (Figuras 2 e 4), podendo identificar que esses taninos sdo do tipo
procianidinas que correspondem mondmeros do tipo catequina.

Fernandez e Agostin (2007) atribuem estiramento C-O do anel pirano
presente nos flavonoides em 1285 cm™, os quais indicam uma caracteristica de
taninos a base de flavonoides. O grupamento - OH ligado ao anel aromatico
produz outras bandas em 1300 e 1180 cm™ devido as vibragdes da ligacdo -C-O
do fenol (BORGES, 2004). Nesse estudo as bandas foram encontradas somente
nos tratamentos extraidos em agua pura, com pequenas bandas em 1286 e 1290
cm™, para os clones 1 e 2, respectivamente (Figuras 3 e 4), similar ao encontrado
por Fernandez e Agostin (2007). Os autores também verificaram comportamento
similar em taninos presentes em vinho, com uma banda larga em torno de 3500
cm? com uma pequena banda em 2900 cm™, com espectro similar aos
encontrados neste trabalho para os clones extraidos em &gua pura.

Segundo Kim e Kim (2003) picos na regido de 1611 cm™ indicaria um
elevado numero de ligacOes interflavonoides, ou seja, a polimerizacdo dos
flavonoides na formagéo dos taninos condensados. O que foi verificado nos
espectros dos taninos desse estudo, em 1614 e 1615 cm™ para o clone 1
extraidos com e sem sulfito de sddio (Figuras 1 e 3), e de 1619 e 1618 cm™ para
o clone 2 extraidos com e sem sulfito de sodio (Figuras 2 e 4). Para a maioria
dos tratamentos, maiores picos foram verificados para os tratamentos sem
hidrolise, seguidos de pH4 e pH2, o que afirma a quebra das ligacdes
interflavonoides com o acido. Ja o tratamento com maior intensidade de pico foi
o Clone 2, extraido em &gua pura, 0o que indica uma maior condensagdo dos
flavonoides e formacéo dos taninos condensados.

Segundo Falcédo e Aradjo (2013), taninos condensados, apresentam uma
banda forte caracteristica em: 1288 - 1282 cm™ (vibrag&o de C-O assimétrico do
anel pirano), enquanto os taninos hidrolisdveis (galotaninos e elagitaninos)

apresentam bandas em 1731-1704 cm™ (vibracdo de alongamento da funcéo
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carbonila) e 1325-1317 cm™ (estiramento simétrico da ligacio C-O da funcéo
éster). Tais bandas foram encontradas somente nos tratamentos de extracdo em
agua pura.

A Figura 5, assim como a Figura 6, reforcam a diferenca dos espectros
com relacdo a condicdo de extracdo dos taninos para o clone 1 e 2
respectivamente, mostrando a semelhanca do espectro entre os valores de pH.
Uma comparagao entre os sinais de IR para os seis tratamentos e as intensidades
relativas indicam a semelhanca entre os clones e pH, a diferenga s6 é vista
guando comparados 0s tratamentos extraidos em agua pura e com emprego de
sulfito de sodio, razdo pela qual é devido a abertura de anel heterociclico da

unidade do flavonoide.

Figura5 Espectro FT-IR do clone 1 em extracdo em agua pura e com

emprego de sulfito de sddio
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Figura6 Espectro FT-IR do clone 2 em extracdo em agua pura e com
emprego de sulfito de sédio
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Ja as Figuras 7 e 8 apresentam a comparagdo entre os clones. Na figura
8, € nitida a semelhanca no espectro de FT-IR entre os clones 1 e 2. As
diferencas séo vistas somente com relagdo as condi¢bes de extracdo, quando
emprega o sulfito de sddio na &gua de extracdo (em azul) e extracdo em &gua
pura (em preto). Os taninos extraidos em agua pura e com emprego de sulfito de
sodio, devido & modificacdo de sua estrutura molecular mediante o processo de
sulfitacdo na extracdo, resultaram em espectros diferentes. Segundo Fechtal e
Rield (1993), a sulfitagdo dos taninos promove a eliminagdo do grupamento éter
no anel heterociclico, que € hidrofébico; a introducéo de grupamentos sulfonatos
e outra hidroxila nas unidades flavonoides, aumentando também seu carater

hidrofilico; decréscimo da rigidez das moléculas de taninos e do numero de
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ligacbes de hidrogénio intermoleculares, através da abertura do anel
heterociclico; e hidrolise dos aglcares e gomas hidrocoloidais e hidrélise das

ligacdoes interflavonoides.

Figura7  Espectro FT-IR dos clones 1 e 2 em extracdo em agua pura e com

emprego de sulfito de sddio
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Figura8 Espectro FT-IR do clone 1 e 2 em extracdo em agua pura e com
emprego de sulfito de sédio

= B B H BY HE§- HEE: =R g
= : 8 B BEER =B 5 & f
A |
=
iz

I I I I I 1
1800 1600 1400 1200 1000, 800 ik 400
Compriment de ands o
Clone 1 - Extragdo com 5% de sulfio de sodio, hidrolissde  Clone 2 - Extragso com 5% de sulfi de sodio, hidrolisado

com pH 4 com pH 4

Clone 1 - Extragio com 5% de sulfio de sadio, hidrolissdo  Clone 2 - Extragio com 5% de sulfio de sadio, hidrolisado
com pH 2 con pH 2

Clone 1 — Extragio emagua pura, hidrolisado com pH 4 Clone 2 - Extragio emagua pura, hidrolissdo com pH 4

Clone 1 - Extrafio emagua pura, hidrolisado com pH 2 Clone 2 - Extragio emagua pura, hidrolissdo com pH2



132

4 CONCLUSAO

Levando em conta a grande quantidade da matéria-prima, somados ao
baixo preco, as cascas residuais de clones comerciais de Eucalyptus possuem
potencial para extracdo de compostos bioativos, que constituem matéria-prima
para os setores farmacéuticos e de cosméticos, 0 que ira agregar valor e reduzir
guantidades expressivas de residuos.

Como ja testado em trabalhos anteriores, sabe-se da inviabilidade dos
taninos de Eucalyptus para a producéo de adesivos, devido ao seu elevado peso
molécular. Propoem-se estudos para verificar a massa molecular dos taninos das
cascas dos clones comerciais e verificar a viabilidade para a sua utilizacdo em

outras aplicagbes, como por exemplo, em tratamentos de agua e efluentes.
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