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Resumo: Os isótopos δ18O e δ13C são indicadores geoclimáticos e ambientais e estão sendo 
empregados como ferramenta para rastreamento de madeira. Existem inúmeras metodologias para a 
obtenção da celulose, que é o material utilizado para análise isotópica de material lenhoso. No entanto, 
os tempos de extração são muito longos, tornando o processo analítico demorado e, em alguns casos, 
inviáveis. Nosso objetivo é comparar diferentes tempos de extração e verificar se eles interferem no 
sinal isotópico do carbono e do oxigênio. Foram realizados quatro procedimentos para obtenção da 
celulose, em diferentes tempos, de 48 e 6 horas, para a remoção dos extrativos. A primeira etapa 
consiste no processo de remoção dos extrativos na seguinte sequência: (1) álcool/tolueno (1:1), (2) 
álcool, (3) acetona e (4) água. O processo de deslignificação foi realizado em duas sequências, com (1) 
clorito e ácido acético glacial por 6 horas e (2) clorito de sódio por 1 hora. As hemiceluloses foram 
removidas com uma solução de hidróxido de sódio a 17% durante 1 hora, com três repetições. A α-
celulose foi obtida em uma solução ácida de ácido acético glacial a 10%, e ao final do tratamento, as 
amostras foram secas em estufas a 70°C por 2 horas. Para as análises isotópicas, as amostras foram 
secas e pesadas, sendo submetidas ao espectrômetro de massa para a análise da razão isotópica de 
18O/16O e 13C/12C. Os resultados sugerem que o tempo de remoção dos extrativos não exercem 
influência direta na leitura do sinal isotópico do δ18O e do δ13C. 

Palavras-chave: Química da madeira; isótopo estável δ13C; isótopo estável δ18O; rastreabilidade da 
madeira. 
 
Abstract: The δ13C and δ18O isotopes are geoclimatic and environmental indicators and are used as 
wood tracking tools. There are numerous methodologies for obtaining cellulose, which is the material 
used for isotopic analysis of woody material, but the extraction times are often too long, making the 
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analytical process time-consuming and, in some cases, unfeasible. Our objective is to compare 
different extraction times and determine if they interfere with the isotopic signal for carbon and 
oxygen. Four procedures were performed to obtain cellulose at different times, 48 and 6 hours, for 
extractive removal. The first step involves the removal of extractives in the following sequence: (1) 
alcohol/toluene (1:1), (2) alcohol, (3) acetone, and (4) water. The delignification process was carried 
out in two sequences: (1) sodium chlorite and glacial acetic acid for 6 hours and (2) sodium chlorite 
for 1 hour. Hemicelluloses were removed using a 17% sodium hydroxide solution for 1 hour with 
three repetitions. α-cellulose was obtained in a 10% glacial acetic acid solution, and at the end of the 
treatment, the samples were dried at 70°C for 2 hours. For isotopic analyses, the samples were dried, 
weighed, and subjected to a mass spectrometer for analysis of the isotopic ratio of 18O/16O and 13C/12C. 
The results suggest a tendency for the extraction time of the wood extractives to interfere with the 
reading of the δ18O isotopic signal, which was not observed for δ13C. 

Keywords: Wood chemistry; stable isotope δ13C; stable isotope δ18O; wood traceability. 
 

1 INTRODUÇÃO  
  
Os anéis de crescimento na madeira são 
importantes indicadores ambientais devido 
à grande quantidade de informações que 
podem fornecer. Isso ocorre porque os 
componentes químicos presentes nos anéis 
são produtos das reações fisiológicas da 
planta, que, por sua vez, dependem das 
condições ambientais e climáticas (Sotoffel 
e Bollschweiler,2008; Siegwolf et al., 
2022). 
A madeira é constituída por compostos 
como celulose, hemiceluloses, lignina e 
extrativos, que estão presentes na parede 
celular (Burger e Richter,1991; 
Sjöström,1993). A utilização desses 
compostos nos permite desenvolver 
parâmetros de medição, como densidade, 
características anatômicas e compreensão 
dos sistemas ecológicos, climáticos e 
ciclos biogeoquímicos, como carbono, 
nitrogênio, oxigênio e hidrogênio 
(McCarrol e Loader, 2004; Andreu-Hayles 
et al., 2019). 
Para análises isotópicas de oxigênio e 
carbono em material vegetal, a celulose é o 
componente principal, devido à sua 
estrutura C-H-O e à sua estabilidade 
química. Atualmente, existem diversos 
métodos de obtenção de celulose para 
análise isotópica (Cullen e MacFarlane, 
2005; Fines-Neuschild et al., 2015). No 
entanto, esses métodos geralmente 
envolvem tempos de extração prolongados, 
que são importantes para garantir a 

obtenção de um material livre de quaisquer 
compostos ou elementos químicos que 
possam mascarar o sinal isotópico, mas 
que, por outro lado, tornam o processo de 
extração demorado. 
Os extrativos da madeira são compostos de 
natureza diversa, com estruturas de baixa 
ou alta massa molecular, solúveis em 
solventes orgânicos ou em água (Silvério 
et al., 2006; Sarto e Sansigolo,2010). Na 
estrutura da madeira, eles desempenham 
diversas funções, como atribuição de cor, 
odor, sabor e resistência à degradação. Em 
uma única amostra de madeira, podem ser 
encontrados centenas de compostos 
diferentes (Sjöström,1993; D’Almeida et 
al., 2013). 
Os métodos de remoção dos extrativos da 
madeira são diversos (Green, 1963; 
MacFarlane et al. 1999); no entanto, o 
processo de remoção dos extrativos é 
muito demorado e envolve uma sequência 
de diferentes reagentes em diferentes 
concentrações. Isso dependerá da 
metodologia empregada. 
Para acelerar o método, várias 
metodologias estão sendo desenvolvidas 
ou adaptadas. Para análises isotópicas, é 
necessário que os componentes químicos 
da madeira sejam totalmente removidos 
(Boetteger et al., 2007; Chopra e 
Manikanika, 2022) e que os reagentes do 
processo não impregnem no material a ser 
analisado (Leavitt e Danzer, 1993; Loader 
et al.,1997). Um dos grandes desafios para 
a implementação de novas metodologias de 
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redução do tempo de processamento é 
minimizar a manipulação das amostras 
físicas e os erros potenciais que poderão 
interferir na mensuração do δ18O e δ13C 
(Kagawa et al., 2015; Andreu-Hayles et al., 
2019). 
O objetivo deste trabalho é apresentar uma 
nova metodologia que visa reduzir 
significativamente os tempos de extração 
dos extrativos da madeira, melhorando a 
precisão analítica para minimizar erros e, 
consequentemente, acelerar o processo de 
obtenção da celulose. Além disso, busca-se 
investigar se o tempo de extração 
desempenha um papel relevante na 
medição dos isótopos de oxigênio e 
carbono (δ18O e δ13C). 
 
2 REFERENCIAL TEÓRICO  
 

A madeira é um material 
heterogêneo, composto por celulose, 
hemiceluloses, lignina, extrativos e água 
(Fengel e Wegener, 1984; Sivan et al., 
2021). Os anéis de crescimento na madeira 
estão intrinsecamente ligados ao aumento 
no diâmetro das árvores, resultado da 
inatividade do câmbio vascular. Conforme 
a árvore cresce, a composição química da 
madeira se enriquece com os produtos das 
reações fisiológicas (Cherubini et al.,2021; 
Rodriguez et al.,2022). Os anéis de 
crescimento desempenham um papel 
fundamental como indicadores da 
dinâmica florestal, uma vez que são 
influenciados por vários fatores ambientais 
e climáticos (Rodriguez-Caton et al., 2021; 
Büntgen,2022). 

A análise isotópica dos anéis de 
crescimento permite não apenas 
compreender os processos fisiológicos nas 
árvores, mas também investigar as 
variações climáticas, aspectos ambientais 
de uma área específica, bem como a 
origem de espécies florestais (Badea et al., 
2021; Paredes-Villanueva et al.,2022; 
Camarero et al.,2023;). Esses 
procedimentos são altamente refinados e 
estão relacionados à composição química 
do material vegetal (McCarrol e Loader, 

2004; Shestakova e Martínez-Sancho, 
2021). 

A celulose é formada pela glucose, 
um polímero linear de cadeia longa, que 
pode cristalizar durante o processo de 
formação da fibra, ela é principal 
componente da parede celular vegetal 
(Heinze, 2016; Almeida et al., 2022). Esta 
também é um composto muito resistente a 
degradação. A parede celular primária da 
celulose conectada a lamela média retem a 
flexibilidade, sua estrutura porosa que 
permite a troca intercelular de materiais, o 
que pode ocasionar o aumento ou o 
surgimento de uma nova célula (Bock e 
Norris, 2016; Herzele et al.,2020). 

A lignina é um polímero amorfo 
que atua com uma matriz aglutinante para 
celulose (Fatehi e Chen, 2016; Younesi-
kordkheili e Pizzi,2020) Ela é formada por 
unidades de fenilpropano que é 
responsável pela rigidez da madeira 
(Sarkanen e Ludwig, 1971; Hatakeyama e 
Hatakeyama, 2010; Trobot et al.,2019). As 
hemiceluloses são polímeros parcialmente 
cristalizados formados por pentoses e 
hexoses, ligadas as microfibrilas da 
celulose, formando uma matriz polimérica 
(Schellere e Ulvskov, 2010; Pauly et al., 
2013; Gao et al.,2023). 

Os extrativos são os compostos 
orgânicos responsáveis pela cor, odor e 
sabor, eles também atuam na resistência ao 
apodrecimento, fungos e insetos (Roffael, 
2016; Siwale et al.,2022). Os compostos 
extrativos são formados por compostos 
orgânicos e inorgânicos. As principais 
classes de extrativos presentes na madeira 
são os terpenos e seus derivados, 
triglicérides (graxas e seus derivados) e 
compostos fenólicos (Telmo e Lousada, 
2011; Mora et al., 2022; Santos et al.; 
2022). 

Os compostos fenólicos são 
encontrados abundantemente na região do 
alburno e, em algumas espécies, estão 
presente em quantidades significativas na 
casca da árvore (D’Almeida et al., 2013; 
Roffael, 2016, Santos et al.; 2022). 
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A formação dos compostos 
orgânicos da madeira está relacionada ao 
processo de fotossíntese (Badea et al., 
2021; Mora et al., 2022; Santos et al.; 
2022). Durante a fotossíntese, ocorre um 
favorecimento aos átomos de 12C em 
relação a atmosfera (fracionamento 
isotópico), modificando os valores de δ13C 
das plantas em relação a atmosfera 
(McCarrol e Loader, 2004, Leavitt,2010, 
Ren et al., 2023).  

A extensão do fracionamento 
isotópico é principalmente influenciada por 
fatores climáticos, sendo a precipitação o 
principal deles. A marcação do δ13C nos 
anéis de crescimento registra o equilíbrio 
da condutância estomatal e taxa 
fotossintética, além de estar relacionado 
com a largura do anel de crescimento e 
com a densidade da madeira (Loarder et 
al., 2008; Shestakova e Martínez-Sancho, 
2021). 

É interessante compreender as 
respostas das árvores a fatores externos, 
como o clima e a poluição, bem como a 
fatores internos, como intempéries e 
competição. Esses elementos estão 
relacionados ao desenvolvimento e 
distribuição das árvores em regiões de 
diferentes latitudes, onde o crescimento 
anual é controlado por diversas influências. 
Essa complexidade dificulta a 
interpretação dos métodos 
dendrocronológicos (Shestakova e 
Martínez-Sancho, 2021; Quesada-Román 
et al.,2022). Além disso, a composição 
isotópica do carbono o torna um traçador 
ambiental utilizado nos estudos 
dendrocronológicos e na dinâmica florestal 
(Belmecheri e Lavergne, 2022; 
Rinne‐Garmston et al., 2023). 

 A composição isotópica do 
oxigênio, expressa como δ18O, também 
desempenha um papel fundamental nesses 
estudos. Isso ocorre porque a extensão do 
fracionamento isotópico entre a nuvem e a 
precipitação depende principalmente da 
temperatura (McCarrol e Loader, 2004; 
Rodrigues e Fauth, 2013; Boeschoten et 
al., 2023). Portanto, o δ18O do oxigênio é 

uma ferramenta valiosa para analisar e 
compreender as influências climáticas nas 
árvores.  

A água consumida pelas árvores 
durante a translocação da seiva mantém o 
sinal isotópico da água da precipitação 
inalterado, marcando assim o δ18O ao 
longo dos anéis de crescimento (Badea et 
al.,2021; Ren et al., 2023). No entanto, à 
medida que a água se desloca das raízes às 
folhas através do xilema, ocorre um 
fracionamento durante esse percurso, e a 
água presente nas folhas sofre um 
fracionamento durante a evaporação 
(McCarroll e Loarder, 2004; Gagen et 
al.,2022). 

 Além disso, durante o processo de 
fotossíntese e na formação dos produtos 
resultantes, ocorre um fracionamento 
bioquímico (McCarrol e Loader, 2004; 
Song et al.,2022). Vale ressaltar que o sinal 
isotópico é fortemente influenciado pela 
circulação atmosférica (Wassenaar et al., 
2013; Reynard et al., 2020).  

Os isótopos de carbono e oxigênio 
são elementos importantes nos anéis de 
crescimento das árvores, com informações 
armazenadas em suas estruturas. Por meio 
desses isótopos, somos capazes de 
reconstruir climas passados, variações 
climáticas, aspectos fisiológicos e entender 
os ciclos biogeoquímicos (Gessler,2018; 
Loarder et al., 2019). Atualmente, os 
isótopos estáveis são aplicados em uma 
ampla gama de estudos, abrangendo 
animais, alimentos, solos, água, florestas e 
até mesmo na ciência forense, onde 
desempenham um papel essencial como 
ferramentas de referência (Matos e 
Jackson, 2019; Meier-Augenstein,2019). 

 
3 MATERIAL E MÉTODOS  
3.1 MATERIAL  
 
 Foram utilizadas três espécies 
florestais comerciais nativas, cedro 
(Cedrela spp.), jatobá (Hymenaea spp.) ipê 
(Handroanthus spp.), coletadas na Flona 
do Tapajós – PA, Manaus – AM e 
Santarém – PA, respectivamente. Com 
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ajuda de uma serra circular, os raios 
representativos das espécies foram 
cortados no sentido transversal para 
obtenção das lâminas de madeira com 
espessura de 1,45 mm (Figura 1). Ambas 
passaram pelo processo de lixamento para 
melhor visibilidade do anel de 
crescimento.  

As lâminas foram seccionadas em 
quatro 4 pontos ao longo do cerne com 1 
cm de distância da medula: 0,5 cm; 1,5 cm; 
2,5 cm e 3,5 cm. 
 

 
Figura 1. Lâmina de madeira: corte na seção 
transversal sentido medula – casca 
 
3.2 MÉTODOS 
 
3.2. 1 TRATAMENTO QUÍMICO 
 

Para o tratamento químico 
seguimos a metodologia descrita por 
Loader et al. (1997) e Kagawa et al. 
(2015). O método foi aplicado de duas 
formas: (I) Sem modificação nos tempos 
de remoção dos extrativos e 
deslignificação, denominado de T0 
(controle) e (II) com redução no tempo de 
remoção dos extrativos e deslignificação, 
denominado T4. 

A remoção dos extrativos para o 
tratamento (I) ocorreu em quatro etapas. 
Para tal é comum a seguinte sequência de 
extração: em tolueno-álcool (1:1) por 48 
horas a temperatura de 100 ºC durante o 
dia e redução de temperatura para 50 ºC 
durante a noite (1), em álcool por 24 horas 
a temperatura de 70ºC durante o dia e 50° 
durante a noite (2), em acetona por 24 
horas a temperatura de 50ºC durante o dia 
e 30°C durante a noite (3) e em água 
deionizada por 24 horas a temperatura de 
100°C durante o dia e 70°C durante a noite 
(4).  

A remoção dos extrativos para o 
tratamento (II) também ocorreu em quatro 
etapas obedecendo as seguintes etapas de 

extração: em tolueno-álcool (1:1) por 6 
horas a temperatura de 100°C (1), em 
álcool por 6 horas a temperatura de 100°C 
(2), em acetona por 6 horas a temperatura 
de 100°C (3) e em água deionizada por 6 
horas a temperatura de 100°C (4). 

Em cada etapa são removidas 
frações diferentes de extrativos presentes 
nas fibras da parede celular, ao final das 
etapas de remoção dos extrativos as 
amostras foram secas em estufa de 
circulação de ar a temperatura de 60°C ± 
5°C.  As ligninas foram removidas em dois 
sistemas de aquecimento, para ambos 
foram utilizados os mesmos reagentes, mas 
em diferentes concentrações.  

Deslignificação do tratamento (I) 
foi no sistema de termorregulação (Banho-
Maria), por meio de controle de 
temperatura de fluído térmico, o qual as 
amostras são colocadas dentro de uma 
cuba de banho que transfere a calor 
mediante o ajuste de temperatura. Para esse 
sistema preparou-se uma solução de 500 
ml de clorito de sódio (NaClO2), ácido 
acético glacial (CH3COOH) e água 
deionizada. As amostras foram colocadas 
em Becker de vidro e adicionada a solução 
ao nível que todas as amostras estivessem 
completamente submersas, e a temperatura 
foi ajustada a 70°C por 1 hora, a cada uma 
hora eram trocadas as soluções até que as 
amostras estivessem totalmente claras.  

Deslignificação do tratamento (II) 
foi no sistema de refluxo contínuo, no qual 
as amostras ficam submersa em solução na 
temperatura controlada (GoldFish). Para 
esse sistema preparou-se uma solução de 
175 ml de NaClO2, CH3COOH e água 
deionizada, as amostras foram colocadas 
nos reboilers e adicionada a solução ao 
nível que todas as amostras estivessem 
submersas a temperatura ajustada a 70°C 
por uma hora. A cada uma hora as soluções 
eram trocadas até que as amostras 
estivessem totalmente claras. 

Ao final de ambos os processos, 
todas as amostras foram secas ao ar, na 
capela de exaustão de gases para 
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evaporação dos resíduos voláteis da 
solução por 12 horas.  

Para remoção das hemiceluloses os 
tratamentos (I) e (II) foram submetidos a 
um único sistema de aquecimento, 
termorregulação. Para ambos preparou-se 
uma solução de 1000 ml de hidróxido de 
sódio (NaOH 17%) a temperatura de 80°C. 
Os tratamentos foram realizados em três 
banhos de soda, ao final, as amostras foram 
lavadas até a redução do pH 10 e secas ao 
ar, na capela de exaustão de gases para 
evaporação dos resíduos voláteis da 
solução por 12 horas. 

Para obtenção da α-celulose, as 
amostras foram neutralizadas em solução 
ácida (HCl pH2), a temperatura de 25 °C, 
sob sistema de agitação. Ao final de todo o 
tratamento químico as mostras foram secas 
em estufa de ar de circulação forçada a 
70°C ± 5°C por 12 horas, após a secagem 
as amostras foram preparadas para análise 
isotópica. 
 
3.2.2 ANÁLISE ISOTÓPICA 
 

Após a secagem, as amostras foram 
homogeneizadas em moinho misturador 
(QIAGEN Retsch MM300) e pesadas em 
balança analítica, em sala climatizada com 
umidade relativa mantida em 40%. Foram 
acondicionadas em cápsulas de prata 3,3 x 
5,0 mm para análise de razão isotópica de 
18O/16O, os intervalos de massa utilizadas 
para as amostras de celulose foram 200 a 
250 µg. Para análise de carbono, as 
amostras foram acondicionadas em 
cápsulas de estanho para análise de razão 
isotópica de 13C/12C com intervalos de 
massa de 2.7 a 3.0 mg. 

As amostras foram submetidas a 
análise da razão isotópica de 18O/16O e 
13C/12C em sistema de espectrometria de 
massa de fluxo contínuo CF-IRMS 
utilizando IRMS (Delta V, Thermo 
Scientific, Germany) acoplado a um 
analisador de conversão em alta 
temperatura e fluxo reverso (TC/EA, 
Thermo Scientific, Germany), por meio de 
uma interface de gases (ConFlo IV, 

Thermo Scientific, Germany). Os valores 
isotópicos foram obtidos em valor δ 
definida pela diferença relativa da razão 
isotópica da amostra pela razão isotópica 
de um padrão (VSMOW para 18O) 
(Urey,1931) Equação 1. 
 
Equação1: 
 
d = (R amostra – Rpadrão) /Rpadrão *1000 

Então, por exemplo se  d 18O = -10 
‰, isso significa que a amostra estará 
empobrecida em relação ao padrão 18O em 
1‰. 

O padrão de referência utilizado 
para análise de 18O é VSMOW (Vienna 
Standard Mean Ocean Water) foi proposto 
pela IAEA (International Atomic Energy 
Agency). O padrão foi preparado a partir 
da água do oceano destilada, para tal 
temos: (18O / 16O) VSMOW= (2005,2 ± 
0,45) *10-6. Atualmente, VSMOW é 
padrão mais aceito como referência para 
análise do isótopo de oxigênio. 

Para análise do isótopo de carbono 
o padrão de referência é o PDB (amostra 
retirada de uma estrutura interna de calcite 
(CaCO3) de um fóssil Belemnitella 
americana da Formação Pee Dee do 
Cretácico na Carolina do Sul), proposto 
por Craig (1957).  

 
 3.2.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 

Entendendo que o extrativo da 
madeira é uma das variáveis que pode 
influenciar na obtenção da α-celulose e, 
por consequência, os valores de δ18O e 
δ13C ao longo dos raios das amostras, 
foram comparados dois grupos T0 (método 
sem modificação) e T4 (método 
modificado) a partir da análise da distância 
de Cohen. 

Para comparação estatística entre os 
grupos, foi utilizado o pacote “DABEST 
(Data Analysis With Bootstraps - Couple 
Estimation)” no Software R Studio. O 
pacote faz uma análise estatística com 
modelo linear de comparações múltiplas, 
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onde o tratamento (T4) é comparado com 
tratamento de referência (T0).  

Nessa análise há inúmeras 
estimativas dos coeficientes do modelo, os 
quais são gerados pela técnica do 
Bootstrapping Baeysiano (Efron e 
Tibshirani,1994). A partir dos coeficientes 
gerados pelo Bootstrapping são construída 
uma distribuição de frequências e a partir 
delas são estimados os intervalos de 
confiança (IC 95%) 

 Com os dados obtidos é possível 
calcular a distância de Cohen, o cálculo se 
dá pela diferença dos coeficientes gerados 
pelo modelo estatístico entre os grupos 
comparados, de acordo com a Equação 2. 

 
Equação 2:d = (Me -Mc) /s 
 
 
Onde: “d” é a distância de Cohen; 

“Me” é o coeficiente médio do tratamento 
gerado pelo modelo; “Mc” é o coeficiente 
médio do controle gerado pelo modelo e o 
“s” é o desvio padrão da população. Para a 
análise de dados foi utilizado o Software R 
Studio, lmerTest Package (Kuznetsova et 
al., 2017). 

Para interpretação dos dados 
devemos considerar o tamanho do efeito, 
de acordo com Cohen (1992), d= 0.2 o 
tamanho do efeito é considerado pequeno, 
pouco provável que exista diferença 
estatística, d= 0.5 o tamanho do efeito é 
considerado médio, contudo, não se pode 
afirmar se há diferença estatística entre os 
tratamentos e d= 0.8 o tamanho do efeito é 
considerado alto, nesse caso existe 
diferença estatística entre as médias. O 
valor do d é expresso no seguinte formato:  

 
d [-95% IC; + 95% IC] 
 
 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Uma das premissas do trabalho é avaliar se 
o tempo de remoção dos extrativos da 
madeira influenciaria na composição 
isotópica do carbono e do oxigênio. Muito 

se questiona quais são as variáveis que 
podem alterar o sinal isotópico ao longo 
dos anéis de crescimento. 

Os fatores geoclimáticos são 
frequentemente apontados como os 
principais elementos que podem 
influenciar de maneira positiva ou negativa 
o sinal isotópico. No entanto, é importante 
observar que, durante o processo de 
formação das diferentes componentes 
químicas da madeira, ocorre um 
fracionamento no sinal isotópico, exceto 
no caso da celulose, que mantém seu sinal 
isotópico inalterado durante o processo de 
formação.  

Atualmente, existem diversas 
metodologias laboratoriais para a extração 
de celulose, cada uma com diferentes 
aplicações e concentrações de reagentes. 
Além disso, o tempo necessário para 
realizar esses procedimentos também varia 
consideravelmente.  

Na literatura, podemos identificar duas 
abordagens metodológicas distintas. Uma 
delas defende a necessidade de uma etapa 
prévia de remoção dos extrativos presentes 
na madeira antes do processo de extração 
de celulose. A outra linha de pensamento 
acredita que os extrativos não interferem 
no processo e, portanto, preconiza a 
extração de celulose sem a etapa de 
remoção dos extrativos totais. 

As análises isotópicas em anéis de 
crescimento são frequentemente objeto de 
discussão, dependendo dos objetivos do 
estudo. No entanto, em métodos 
amplamente aceitos, chegou-se a um 
consenso de que a celulose é o material 
analítico mais recomendado para estudos 
isotópicos, especialmente quando se trata 
do isótopo 18O em indivíduos arbóreos.  

O carbono, por outro lado, é o isótopo que 
sofre pouca influência de procedimentos 
metodológicos. Com base nos conjuntos de 
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dados analisados, pudemos obter algumas 
inferências. 

A modificação do método de obtenção da 
celulose ocorreu por meio da alteração da 
metodologia proposta por Loader et al. 
(1997) e Kawaga et al. (2015). As 
modificações foram realizadas no tempo de 
extração dos extrativos da madeira e no 
processo de deslignificação das mesmas. 
Enquanto Kawaga et al., leva 
aproximadamente 96 horas no processo de 
remoção dos extrativos, neste trabalho 
conseguimos reduzir esse tempo para 24 
horas, obtendo assim um ganho de 72 
horas, sem comprometer as etapas 
subsequentes. 

Na metodologia apresentada por Loader et 
al. (1997), não há um tempo de reação 
definido nas etapas dos tratamentos 
químicos, porém, os reagentes e suas 
concentrações variam entre as etapas de 
remoção dos extrativos e deslignificação 

da madeira. 

A deslignificação em um sistema de 
refluxo contínuo também se mostrou eficaz 

na obtenção da celulose, porém, 
recomenda-se que esse método seja 
utilizado para amostras de menor tamanho. 
Autores como Cullen e MacFarlane 
(2005), Menon et al. (2017) e Lin et al. 
(2021) enfatizam a importância dos tempos 
de extração dos extrativos da madeira, 
considerando-os cruciais para obter 
celulose livre de contaminantes, o que 
consequentemente não afetará as análises 
isotópicas. Segundo a NBR 14660, para o 
preparo de amostras, um período de 
extração de seis a sete horas a uma 
temperatura de 100°C ± 5 é suficiente para 
a remoção ou determinação do teor de 
extrativos na madeira. 

Os resultados apresentados na Tabela 1. 
São os dados médios obtidos em quatro 
pontos ao longo do raio das árvores. Foram 
observadas diferenças nas médias ao longo 
dos raios, sendo os resultados relevantes 
para δ18O. No entanto, as diferenças para o 

δ13C não foram evidentes. 

 

Tabela 1. Valores δ18O e δ13C para madeiras oriundas de floresta tropical amazônica 
 *valores médios para δ18O e δ13C 
 

Os resultados de δ18O variaram 
aproximadamente 3‰ nos tratamentos T0 
e T4, enquanto as variações nas medições 
de δ13C entre os diferentes tratamentos 
foram inferiores a 1‰ (Tabela 1). É 
provável que o tempo de extração não 
exerça uma influência significativa no sinal 
isotópico do carbono. No entanto, é 
importante notar que determinar uma 
variação aceitável para o isótopo de δ18O 
ainda é um desafio, geralmente requerendo 

padrões de calibração para uma análise 
mais precisa (Coplen,2011; Gröning,2018; 
Coplen,2020). 

Para madeiras da região amazônica, é 
esperado que o 13C seja menos 
enriquecido, do que os resultados obtidos. 
No caso do isótopo 18O, espera-se um 
enriquecimento maior ou igual a +27‰ 
(Roden et al., 2000; Martinelli et al., 
2022), porém, os resultados obtidos 
mostraram que a maioria das madeiras são 

Espécies Localidade Tratamento T0 Tratamento T4 
δ18O* δ13C* δ18O* δ13C* 

C. odorata Flona do Tapajós, PA +22.39 -25.54 +22.30 -25.72 

Handroanthus spp. Santarém, PA +25.12 -25.59 +25.67 -25.36 
H. courbaril Manaus, AM +24.13 -26.92 +27.83 -27.41 
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menos enriquecida em 18O, com exceção 
de H. courbaril, que possui um valor de 
δ18O acima de +27‰ no tratamento T4. 

 Ohasihi et al. (2016), trabalhou com as 
espécies Eschweilera coriácea, Iryanthera 
coriácea e Protium hebetatum proveniente 
da região Amazônica, Manaus- AM, 
encontrou valores para δ18O semelhantes 
aos obtidos neste trabalho, entorno de + 
25‰ a 26 ‰, segundo os autores, as 
variações observadas no δ18O e no δ13C 
sugerem um padrão sazonal, que reflete as 
respostas fisiológicas ao déficit hídrico, 
outra hipótese está relacionada ao 
crescimento radial anual de cada espécies.  

Na literatura, encontramos várias 
metodologias para obter celulose em anéis 
de crescimento. No entanto, os 
mecanismos utilizados são praticamente os 
mesmos. O que podemos observar é que as 
etapas de preparo de amostras e os 
procedimentos químicos devem ser 
executados com grande precisão (Loarder 
et al., 2003; Ferrio e Voltas, 2005; Kagawa 
et al., 2015; Ohasihi et al., 2016). O tempo 
de remoção dos extrativos e os 
equipamentos usados nesse processo são as 
variáveis que menos influenciam nos 
isótopos de carbono e oxigênio. 

De acordo com Cullen e MacFarlane 
(2005), as amostras de celulose livres de 
extrativos tendem a apresentar 
enriquecimento maior de 18O e 13C em 
comparação com as amostras de madeira. 
Notavelmente, apenas a H.courbaril do 
tratamento T4 obteve um valor δ18O mais 
elevado em comparação com as outras 
amostras do mesmo tratamento. Isso pode 
estar relacionado à origem das espécies, já 
que a C. odorata e o Handronathus spp. 
estão localizados em áreas muito próximas, 
o que pode estar vinculado ao 
fracionamento do δ18O da precipitação 
dessas regiões. 

O tamanho do efeito para δ18O foi de 0,69 
[IC 95% -0,19; 1,66], o que pode ser 
considerado um efeito de magnitude 
média. Portanto, existe a probabilidade de 
que o tempo de remoção dos extrativos da 
madeira possa interferir nos valores de 
δ18O (Figura 2). 

No entanto, não podemos afirmar com 
precisão, uma vez que esse efeito pode 
estar sendo influenciado mais pelos valores 
δ18O das diferentes regiões do que 
propriamente pela diferença de tratamento, 
dado que as espécies florestais estão 
distribuídas em regiões distintas. 

Os extrativos da madeira desempenham 
diversas funções ao longo dos anéis de 
crescimento e uma delas é a resistência à 
degradação, e estão presentes em grandes 
quantidades no cerne, alguns desses 
compostos podem ser hidrolisáveis ou não 
(Gonçalves e Lelis, 2001 e D’Almeida et 
al.,2013, Siwale et al.,2022). Estudos 
apontam que quando os extrativos não são 
removidos completamente da estrutura da 
fibra podem alterar o sinal isotópico na 
fibra de celulose (Helle et al.,2022).  

Embora a celulose seja uma molécula que 
não sofre alterações significativas durante 
o processo de formação e seja pouco 
reativa a tratamentos químicos, existe a 
suposição de que a interferência no valor 
isotópico do oxigênio esteja relacionada à 
remoção incompleta dos componentes 
químicos secundários presentes na 
estrutura da fibra. Essa é uma hipótese a 
ser considerada. De acordo com Ferrio e 
Voltas (2005) e Ohasihi et al. (2016), a 
interferência no sinal isotópico ao longo 
dos anéis de crescimento pode estar 
associada aos efeitos ambientais e 
fisiológicos aos quais as espécies florestais 
estão sujeitas. 

No que diz respeito aos valores de δ13C, 
observou-se um tamanho de efeito de -0,17 
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[IC 95% -0,95; 0,73], indicando um efeito 
de magnitude pequena. Portanto, não 
havendo diferença significativa dos 
extrativos na análise do isótopo de carbono 
(Figura 3). 

 
Figura 2. Gráfico de distribuição de pontos do δ18O 
por tratamento T0 e T4 (acima) e diferença de 
média (a baixo) 
 

 
Figura 3. Gráfico de distribuição de pontos do δ13C 
por tratamento T0 e T4 (acima) e diferença de 
média (a baixo) 
 

O tratamento 4 tem variação de 3‰ nos 
valores isotópicos do oxigênio em 

comparação com o tratamento controle 
(T0). Conforme definido pela Agência 
Internacional de Energia Atômica (2018), 
considera-se que uma variação de 1‰ seja 
aceitável entre a amostra e o padrão. 
Leavitt (2010), discute especificamente a 
questão da variação isotópica em 
indivíduos arbóreos. A variação isotópica 
dentro de um mesmo indivíduo é de 
aproximadamente 0,5‰ a 2‰, o que o 
autor considera baixo. No entanto, entre 
diferentes espécies da mesma localidade, 
essa variação pode chegar a 1‰ a 4‰, 
tanto para o carbono quanto para o 
oxigênio para espécies de mesma 
localidade. 

No que diz respeito ao δ13C, os resultados 
foram menos negativos do que o esperado 
para a região amazônica. Nessa região, os 
valores de δ13C tendem a ser mais baixos 
devido à intensidade da ciclagem do CO2 
nas áreas de florestas tropicais. É 
importante destacar que fatores ambientais 
desempenham um papel significativo na 
determinação da abundância do isótopo 
estável de carbono. Um exemplo disso é o 
processo de abertura e fechamento dos 
estômatos, que são fatores fisiológicos que 
regulam o valor do δ13C nas plantas 
(Medina et al., 1999; Martinelli et al., 
2022). 

Cullen e MacFarlane (2005); Helle et al. 
(2022), observaram que a remoção dos 
extrativos geralmente leva a valores de 
δ13C menos negativos. Isso ocorre porque 
durante a formação dos anéis de 
crescimento, os extrativos são 
gradualmente depositados, principalmente 
quando o tecido da árvore morre, formando 
o cerne da árvore. Durante esse processo 
de formação e deposição dos extrativos, 
pode ocorrer o fracionamento isotópico do 
carbono, resultando em um material 
vegetal menos enriquecido em 13C (Leavitt 
e Szejner, 2022). 
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Existem muitos métodos analíticos 
destinados à obtenção da celulose para 
análise isotópica (Loader et al., 1997; 
Cullen e MacFarlane, 2005; Brookman e 
Whittaker, 2015; Kagawa et al., 2015; 
Schollaen et al. 2017, Rinne-Garmston et 
al., 2022). Esses métodos foram 
desenvolvidos devido as quantidades de 
resina e óleos presente na madeira, os 
quais podem interferir nas análises, pois 
estão ligados a lignina e a outros 
componentes que isotopicamente se 
diferem ao longo do raio do cerne (Fines-
Neuschild et al., 2015, Helle et al.,2022). 
Para menor interferência analítica é 
recomendado o isolamento da celulose, 
pois reduz as variações da biossíntese dos 
compostos orgânicos presentes na madeira. 

 Contudo, o processo de obtenção da 
celulose é metodologicamente demorado e 
com incertezas sobre a sua precisão, e 
como resultado final pode-se obter uma 
fibra de celulose intacta ou degradada, o 
que implica na imprecisão aos valores de 
δ18O e δ13C (Harlow et al., 2006, Rinne-
Garmston et al., 2022). Um tratamento 
químico rápido e melhor definido é o 
desejável.   

A partir deste estudo, constatamos que o 
tratamento 4 é mais eficiente na obtenção 
da celulose em comparação com os 
métodos descritos por Loader et al. (1997) 
e Kagawa et al. (2015). Obtivemos uma 
economia de 72 horas em relação aos 
outros procedimentos, o que agiliza 
consideravelmente as análises isotópicas 
sem comprometer a qualidade dos 
resultados. Conforme destacado por Rinne 
et al. (2005), é importante notar que a 
necessidade de remover os extrativos pode 
variar dependendo das espécies florestais. 

Durante o processo de obtenção da α- 
celulose, os resíduos dos componentes 
químicos presentes na estrutura da fibra 
são progressivamente removidos, de modo 

que, ao final do procedimento, a fibra 
esteja completamente desprovida de 
extrativos, lignina e hemiceluloses, 
restando apenas a molécula de celulose. É 
importante destacar que ao longo de todo 
processamento não ocorre a troca de 18O 
com os solventes durante as extrações 
(Belmecheri et al.,2022; Hugger et al., 
2023). 

É possível que a formação dos extrativos e 
os compostos presentes no cerne seja 
influenciada pelos fatores ambientais 
durante a transformação do alburno em 
cerne. Isso sugere uma potencial influência 
no sinal isotópico (Helle et al., 2022). Ou 
seja, é provável que o sinal isotópico δ18O 
da amostra de celulose reflita o sinal 
isotópico dos extrativos presentes no cerne, 
conforme discutido por Taylor et al. (2008) 
e Belmecheri et al. (2022). 

Nesse contexto, as metodologias de 
extração da celulose são requisitos 
essenciais para análises isotópicas em 
madeira, especialmente para δ18O, 
enquanto para o δ13C é uma etapa opcional 
e pode ser realizada para fins de 
comparação entre amostras. Os extrativos 
presentes na madeira não parecem exercer 
uma influência significativa no sinal 
isotópico ao longo do raio da madeira. No 
entanto, uma vez que os estudos de 
isótopos estáveis em madeira no Brasil 
ainda são recentes, é pertinente realizar 
pesquisas adicionais para aprofundar essa 
questão. 

5 CONCLUSÕES 

Considerando a complexidade dos métodos 
de obtenção da celulose para análise 
isotópica, observamos que as diversas 
abordagens têm pouca influência nos 
resultados isotópicos. As características 
registradas nos anéis de crescimento estão 
intrinsicamente relacionadas a fisiologia, 
clima e localização. No entanto, para 
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análise de δ18O, é altamente recomendável 
o uso da celulose, pois este carboidrato, 
que é mais abundante na estrutura vegetal, 
mantém seu registro isotópico inalterado 
durante a formação, bem como durante o 
crescimento em diâmetro e altura das 
árvores. Quanto ao δ13C, ele é menos 
sensível aos processos metodológicos, 
sendo que a etapa de extração pode ser 
opcional, dependendo do escopo de estudo.  

A redução do tempo de extração dos 
extrativos é eficaz quando realizada em 
temperatura elevadas, acelerando a reação 
e reduzindo a concentração dos extrativos 
nas fibras, uma vez que os resíduos dos 
extrativos serão removidos nas etapas 
subsequentes. Esse procedimento nos 
permite minimizar potenciais interferências 
causadas por componentes químicos 
presentes na estrutura da madeira, 
proporcionando resultados isotópicos mais 
precisos.  
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