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ANALISE DA MADEIRA DO Pinus oocarpa PARTE II - CARACTERIZACAO
ESTRUTURAL DA LIGNINA DE MADEIRA MOIDA!

Sérgio Antdnio Lemos de Morais?, Evandro Afonso do Nascimento? e Dérley Carrijo de Melo

3

RESUMO — Este estudo caracterizou a Lignina de Madeira Moida (LMM) proveniente de Pinus oocarpa cultivado
naregido do Cerrado brasileiro. ALMM foi isolada e analisada por meio das espectrometrias no infravermelho
com transformada de Fourier (IVTF), de ressonincia magnética nuclear do préton e carbono-13 e por intermédio
de métodos quimicos de andlise por via imida. ALMM apresentou uma férmula minima igual a C,H, ,0, ((OCH,) ¢

e massas molares médias em massa (M,) e numérica (i7,) de 3.969 e 1.133 Da, respectivamente. A LMM

dessa madeira se enquadra dentro das ligninas tipicas de coniferas.

Palavras-chave: Pinus oocarpa, lignina e lignina de madeira moida.

CHEMICAL ANALYSIS OF THE Pinus oocarpa WOOD.PART II -
CHARACTERIZATION OF THE MILLED WOOD LIGNIN

ABSTRACT — This work presents the characterization of the milled wood lignin (MWL) of the Pinus oocarpa
cultivated in the Brazilian cerrado. FTIR, carbon-13 and proton NMR spectroscopies as well as wet chemical
methods were used. The established C,unit formula for MWL was C,H, ,O, (OCH,), ; and its relative molecular

weights (M) and (3 ,)were 3969 and 1133 Da, respectively. Pinus oocarpa MWL was typical of softwood lignins.

Key words: Pinus oocarpa, lignin, milled wood lignin.

1.INTRODUCAO

A madeira € constituida fundamentalmente pelos
componentes macromoleculares celulose, hemicelulose
e lignina, presentes em porcentuais varidveis. Uma
simplificacdo indica que a celulose é um esqueleto
envolvido por duas substancias que funcionam como
recheio (hemiceluloses ou polioses), sendo ambas
envolvidas pela lignina, que atua como um cimento
para dar rigidez ao conjunto.

A lignina, o segundo material mais abundante no
reino vegetal, € uma substincia quimica que confere
rigidez a parede celular e atua como um composto de

ligacao da celulose e polioses, gerando uma estrutura
resistente a impacto, compressao e dobra. Pelo decréscimo
que causa na permeagdo de dgua por meio das paredes
das células dos tecidos condutores do xilema, a lignina
tem uma fun¢ao importante no intrincado transporte
interno de dgua, nutrientes e metabolitos (PHILIPP
e D’ALMEIDA, 1988).

A lignina é um polimero natural proveniente da
condensacdo desidrogenerativa de trés alcoois
precursores: trans-coniferilico, trans-sinapilico e p-
cumarilico. Em madeiras de coniferas (moles) predominam,
basicamente, subestruturas do tipo guaiacilpropano,
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provenientes do dlcool trans-coniferilico; em madeiras
de folhosas (duras), existe uma mistura de quantidades
significativas de subestruturas guaiacil e siringilpropano,
resultantes da polimerizagio dos precursores trans-
coniferilico e trans-sinapilico, respectivamente. J4 em
palhas e gramineas, além de unidades guaiacilicas e
siringilicas, encontram se subestruturas do tipo p-
hidroxifenilpropano proveniente da polimerizacdo do
4lcool p-cumarilico, todas em quantidades relevantes.
A proporg¢ao molar dessas subestruturas na planta
depende, principalmente, da espécie (CHEN, 1991).

O conhecimento dos componentes da estrutura
quimica da lignina é de fundamental importancia para
seu posterior aproveitamento, assim como para a prote¢ao
do meio ambiente. As ligninas sdo obtidas em larga
escala, em todo o mundo, como subproduto,
principalmente, da indudstria de polpagio em que seu
aproveitamento principal é como fonte de energia obtida
pela queima, mas parte dela acaba sendo descartada
como rejeito (MORALIS et al., 1993).

Existem diferentes tipos de extragdo de ligninas,
e nenhum deles permite obté-la como ela se encontra
estruturalmente no vegetal, pois haverd sempre
interferéncia entre os procedimentos de extra¢do quimica
e a estrutura da lignina in situ. Um bom método de
extracdo deve eliminar os extrativos da madeira sem
alterar significativamente a lignina. Os procedimentos
que mais se adequam a extragdo envolvem a moagem
em moinho de bolas, sob a atmosfera inerte, na presenca
ou auséncia de solventes como tolueno, seguida da
extragdo com cloroférmio, depois agua e, finalmente,
uma mistura de dioxano ou acetona aquosos. A lignina
obtida é designada como Lignina de Madeira Moida
(Milled Wood Lignin - MWL) (MORAIS et al., 1993).

Como nio se encontrou na literatura nenhum estudo
quimico aprofundado acerca da lignina de madeira do
Pinus oocarpa, o presente trabalho teve como objetivos
isolar a lignina de madeira moida (LMM) e caracterizar
os principais grupos funcionais presentes, identificar
as principais unidades estruturais por métodos
espectrométricos de andlise (FTIR, RMN de 'H e 13C)
e estabelecer uma férmula minima.

Na parte I deste trabalho foram estudados os
constituintes macromoleculares e extrativos da madeira
de Pinus oocarpa.
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2.MATERIAL E METODOS
2.1.Madeira de Pinus oocarpa

A 4rvore foi proveniente de um reflorestamento
daregido de Sacramento, MG, tinha oito anos de idade
e foi cortada a altura do peito. O disco resultante mediu
15,0 cm de didmetro e 2,0 cm de espessura. Depois
de descascado, ele foi picado em cavacos e moido em
moinho de 1amina até a granulometria préxima de 1,0
mm. A madeira obtida foi moida em um moinho de bolas
por duas semanas e peneirada, recolhendo-se a fracdo
entre 40-60 mesh.

2.2. Isolamento da Lignina de Madeira Moida (LMM)

A fracio de madeira moida com granulometria entre
40 e 60 mesh foi previamente submetida a extracdo com
etanol: tolueno (1:2, v/v) para eliminagdo dos extrativos.
A LMM foi extraida e purificada de acordo com o
procedimento descrito por Lundquist (1992).

2.3. Caracterizacio da LMM
2.3.1. Analise Elementar

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio
foram determinados no Laboratério da Central Analitica
da USP — Sao Paulo. O valor do oxigénio foi calculado
por diferencga.

2.3.2. Acetilacao

A acetilacao foi realizada de acordo com o método
descrito por Chen (1992a).

2.3.3. Ressonancia Magnética Nuclear do Carbono
13 (RMN de *C) e Hidrogénio (RMN de 'H)

Os espectros em RMN de *C foram obtidos na
freqiiéncia de 100,6 MHz, usando-se CDCl3 como
solvente, seqiiéncia de pulso ZGPG 30, angulo de 30°
para o pulso principal e aquisi¢do de pulsoa 1,0 s,
com o acimulo de 10.000 espectros.

Para os espectros em RMN de 'H, foi usada uma
freqiiéncia de 400 MHz, e a aquisic¢do de pulso foi a
cada 0,1 s, sendo acumulados 500 espectros.

2.3.4. Espectros no Infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos em
um espectrofotdmetro da firma Shimadzu, modelo FTIR,
série 8000. E 1,0 mg da amostra foi misturado e triturado
com 99,0 mg de KBr, por um periodo de 20 min; depois,
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a mistura foi pastilhada e introduzida no
espectrofotdmetro.

2.3.5. Reacdo de Oximacio e Determinacio de
Carbonilas Totais

Procedeu-se a reagdo de oximacao de acordo
com o método proposto por Kroger et al. (1965). Para
calcular o teor de carbonilas na macromolécula de lignina,
utilizaram-se os valores da andlise de CHN da LMM
antes e depois da reagdo de oximagdo (MORALIS, 1992).

O célculo da porcentagem de carbonilas (C=0)
foi realizado por meio da equacio 1 (KROGER et al.,1965).

186,2 (%N -%N)

0, =) =
0= 534 wN %N M

em que:

%N, = teor de nitrogénio na lignina apds a reacao
de oximacgio; e

%N = teor de nitrogénio na lignina antes da reacido

de oximacao.

A partir desse valor, calculou-se o teor molar de
carbonilas por mol de metoxilas (C=O/OCH,), utilizando
aequacgdo 2.

31(%C=0)
28(%OCH ,) @

A quantidade molar por unidade C, (C=0/C,) foi
determinada pela equacio 3.

C=0/C, = (C=0/OCH,) x (n® OCH,/C,) 3)

C=0/OCH, =

2.3.6. Determinacio dos Grupos Metoxilicos

Para a determinagao do teor de grupos metoxilicos,
foi utilizado o procedimento modificado de Zeizel- Viebock-
Schwappach (ZAKIS et al., 1994).

2.3.7. Determinacao da Formula Minima

Utilizando os valores das porcentagens de carbono,
hidrogénio e nitrogénio, obtidos por meio da andlise
de CHN e do teor de grupos metoxilicos, determinou-
se a férmula minima para a lignina. Segundo Freudenberg
e Neish (1968), a férmula minima de ligninas pode ser
representada pela férmula geral C;H, O,(OCH,),, em
que X, Y e Z sdo dados pelas seguintes equacdes:

+ 2 277C4H) - 27(%O0CHy)
2,584(%C) - (%OCH,)

“
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17.45(%0) - 9(%OCH,,)
Y= 5)
2,584(%C) - (%OCH,)
9(%OCH,)

© 2,584(%C) - (%OCH,) ©

2.3.8. Determinacao de Grupos Hidroxila

O teor de hidroxilas totais foi estimado por meio
dos teores de carbono calculados antes e depois da
acetilacdo, equacdo 7 (LUNDQUIST, 1979).

40,5(%C - %C)
el (%C - 57,14)

%OH (@)

em que:

%C = porcentagem de carbono na lignina antes
da reagdo de acetilacdo; e

%C’=porcentagem de carbono na lignina acetilada.

A quantidade molar de hidroxilas totais por unidade
C, foi calculada pela equagio 8.

As hidroxilas fenoélicas e alifaticas foram estimadas
a partir do valor de hidroxilas totais e da intensidade
de prétons provenientes desses grupos no espectro
de ressonancia magnética nuclear protonica (RMN
de 'H).

2.3.9. Distribuicao de Massas Molares

A distribuicdo de massas molares relativas, média
em massa () e massa molar média em nimero (), foi
feita por meio da andlise de cromatografia por permeacgéo
de gel (CPQG).

2.3.10. Reacao de Oxidacio com Nitrobenzeno

Para a oxidagdo com nitrobenzeno foi utilizado
um reator Parr de 25,0 mL. Foram colocados 25,0 mg
de lignina, 9,0 mL de solugdo de NaOH (2,5 mol dm)
e 1,0 mL de nitrobenzeno no reator, que foi fechado
e deixado a 170 °C durante trés horas, para que a reagcao
pudesse ocorrer. O produto oxidado foi purificado e
o derivado sililado, obtido através da reacdo com BSTFA,
de acordo com o procedimento descrito por Chen (1992b).
Os produtos foram identificados e quantificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM).

R. Arvore, Vicosa-MG, v.29, n.3, p.471-478, 2005
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A reducido de contaminantes alifaticos foi uma
das dificuldades encontradas ao isolar a LMM do Pinus
oocarpa. Varios procedimentos foram testados, e o
que se mostrou mais adequado para o isolamento da
LMM foi o descrito por Lundquist (1992).

As anadlises mais indicativas da reprodutibilidade
de uma lignina sdo os teores de grupos metoxilas e
CHN (MORAIS et al., 1993). Na Tabela 1, apresenta-
se a analise dos contetdos de carbono, hidrogénio,
nitrogénio e oxigénio da LMM, lignina de madeira moida
acetilada (LMM-Ac), LMM apés a reagdo de oximagado
(LMM-Ox) e a porcentagem de grupos metoxilas.

Dessa forma, utilizando os valores da analise de
CHN e o contetido de OCH,, determinou-se a férmula
minima para a LMM do Pinus oocarpa:
C,H,,0, (OCH3), . Assim, a unidade C, da lignina
do Pinus oocarpa apresenta massa molar de 183,6 Da.
A quantidade de OCH,/C,, equivalente a 0,8 para essa
lignina, foi, portanto, abaixo de 1,0, indicando a presenga
de unidades p-hidroxifenilpropano, que sdo desprovidas
de metoxilas, compondo a macromolécula dessa lignina.

Ligninas contém grupos carbonilas que podem
estar conjugados ou ndo com o anel aromatico. Utilizando
os valores de porcentagem de nitrogé€nio antes e depois
da reacdo de oximacdo (Tabela 1), calculou-se uma
porcentagem de carbonilaigual a 1,62%. A partir desse
valor, determinaram-se o teor molar de carbonilas por
mol de metoxilas e a quantidade molar por unidade
C, (C=0/C,), que resultaram em 0,13 e 0,10,
respectivamente. Assim, em 100 unidades C, estao
presentes 10 grupos carbonila.

Tabela 1 — Resultados da andlise elementar e contetddo de
grupos metoxila para LMM, LMM-Ac e LMM-
Ox do Pinus oocarpa
Table 1 — Elemental composition and methoxyl groups content
of MWL, acetylated MWL and oximated MWL from
Pinus oocarpa

Composi¢do (%)

LMM LMM-Ac LMM-Ox
C 63,44 62,11 57,23
H 6,33 5,47 6,07
N 0,99 0,50 1,80
O 29,24 31,92 34,90
OCH3 13,61 - -

R. Arvore, Vicosa-MG, v.29, n.3, p.471-478, 2005
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As hidroxilas tém papel importante no tocante as
propriedades da macromolécula de lignina, como
solubilidade e propriedades adesivas. A quantidade
de hidroxilas totais na macromolécula de lignina € estimada
usando os valores do teor de carbono na molécula
antes e depois da reacdo de acetilacio (MORALIS, 1992).
Empregando os valores porcentuais de carbono da
LMM antes e depois da reagdo de acetilagao (Tabela
1), encontrou-se um teor de hidroxilas totais de 8,55%,
o que equivale a 0,92 de hidroxila total por unidade
monomérica (C,). Esse resultado indica que em 100
unidades C, de lignina esté@o presentes 92 grupos de
hidroxilas fendlicas e alifaticas.

As propriedades de ligninas sdo mais bem
compreendidas se estimar a massa molar ou sua
distribuicdo (SUN et al., 2000). A massa molar média
em massa (,) e a massa molar média em nimero (37,),
obtidas pela cromatografia de permeagdo em gel,
alcancaram os valores de 3969 e 1133 Da, respectivamente.
O valor encontrado para a polidispersdo foi de 3,5,
resultado que aponta que a lignina de Pinus oocarpa
possui distribui¢cdo de moléculas relativamente pouco
dispersa, ou seja, suas massas molares estdo
compreendidas em um intervalo relativamente estreito.

A oxidagao de ligninas com nitrobenzeno produz
a vanilina como produto principal. Folhosas formam
a vanilina e o seringaldeido, enquanto gramineas, além
desses dois aldeidos, produz o p-hidroxibenzaldeido.
Na oxidag¢do da LMM do Pinus oocarpa foram
encontrados os compostos: p-hidroxibenzaldeido,
vanilina e 4-hidroxi-3-metoxibenzoéico. Nio foi detectada
a presenca do seringaldeido e do 4dcido 4-hidréxi-3,5-
dimetoxibenzodico. Tal resultado confirma a natureza
guaiacilica da lignina do Pinus oocarpa e que existem
unidades aromaticas ndo metoxiladas na estrutura dessa
macromolécula, como indicou a férmula minima (C,).

A Figura 1 ilustra o espectro no infravermelho
com transformada de Fourier (IVTF). O espectro mostrado
é tipico de ligninas. Portanto, o método utilizado na
extragdo e purificacdo da lignina da madeira do Pinus
oocarpa foi adequado e forneceu uma amostra que
é representativa dessa macromolécula. As bandas a
1.268,17 ¢ 1.137,80 cm! indicam, também, que a lignina
da madeira do Pinus oocarpa é do tipo guaiacila.

Na Figura 2, apresenta-se o espectro de RMN de
3C da LMM-Ac. A andlise do espectro ratifica as
observacoes da espectroscopia no IVTF de que a lignina
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dessa madeira € do tipo guaiacila. Na Tabela 2 se
encontram as atribui¢cdes de sinais caracteristicos dessas
unidades (NIMZ e LUDEMANN, 1976; LIITIA etal.,2003).

O sinal devido ao carbono metoxilico (56,4 ppm)
esta bastante intenso, indicando que a abundancia

/)

| e

17216

171612 J
1602715 l
510,15 —1034.80
1310159459 71

..._.I 3423.36 _ 136818 113780
000 3000 2000 1500 1000 00
cm-1

Figura 1 — Espectro no IVTF da lignina de madeira moida
do Pinus oocarpa, em pastilha de KBr 1%.
Figure 1 — FTIR spectrum of Pinus oocarpa MWL, in I %.
KBr.
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desse grupo na macromolécula de lignina € elevada.
Contaminantes alifaticos na lignina isolada sdo também
evidentes nesse espectro, apresentando sinais de 21,3
a 30,0 ppm. As pequenas intensidades desses sinais
evidenciam que a porcentagem desses contaminantes
é pouco significativa.

™ " m

Figura 2 — Espectro de RMN de 13 C da LMM acetilada do
Pinus oocarpa.
Figure 2 — 13C NMR spectrum of acetylated MWL from Pinus
oocarpa.

Tabela 2 — Atribuicdes dos sinais no espectro de RMN de 13 C da LMM acetilada do Pinus oocarpa
Table 2 — Signals assignment in the 13C NMR spectrum of acetylated MWL from Pinus oocarpa

Pico N2 3 (ppm) Atribuic¢do
1 21,0 -CH, em grupo acetila
2 21,3 a 30,0 -CH, e CH, em cadeias alifdticas saturadas
3 56,4 —OCH,
4 63,4 Cy em unidades B-O-4, Cb em unidades fenilcumaranas
5 67,5 Cvyem unidades fenilcumaranas
6 75,5 Co em unidades b-O-4
7 77,0 — 78,0 Solvente (CDCIl,)
8 81,3 CPB em unidades B-O-4
9 89,6 Ca em unidades fenilcumaranas
10 112,2 C, em unidades guaiacilicas e C, em unidades guaiacilicas acet. (G-CH(OAc) -)
11 120,2 C,em B-aril éter, eterificada (forma eritro); C, G-CH(OACc)- B-aril éter
12 123,2 C, unidades guaiacilicas acet. (Ca-OAc e -OR); CB em unidades guaiacilicas acet.
13 127,5 C,/C de unidades p-hidroxifenilicas
14 128,0 CPB em unidades guaiacilicas (G-CH=CH-CHO)
15 131,5 C, em unidades guaiacilicas (eterificadas); C, em unidades bifenilicas (C,-C,)
16 132,6 CB em cinamaldeido
17 135,7 C, em unidades Se-CH(OAc)
18 140,0 C, e C, em unidades G-CH-O-; C, em unidades G-CH(OAc)
19 147,1 C, em unidades guaiacilicas eterificadas (B-aril-éter, forma eritro)
20 151.,4 C, unidades guaiacilicas acet. (Ca-OAc); C, unidades guaiacilicas (Ca-OR e -OAc)
21 152,4 C3 em unidades guaiacilicas eterificadas; Co em unidades guaiacilicas
22 169,1 CO em acetila aromética
23 170,0 CO em acetila alifatica secunddria
24 171,1 CO em acetila alifatica primadria
25 194,5 o-CO e y-CHO

G = unidade guaiacilica, Ac = grupo acetila e Se = siringila eterificada.

SeiF
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Na Figura 3, apresenta-se o espectro de RMN de Informacdes importantes quanto aos grupos
'H. As atribui¢des dos sinais que aparecem nesse hidroxilas presentes na macromolécula de lignina podem

espectro estdo citadas na Tabela 3 (LUNDQUIST, 1979; ser obtidas do espectro de RMN de 'H. Os sinais a

RALPH et al., 1998).

Figura 3 — Espectro de RMN de 1 H da LMM acetilada do
Pinus oocarpa.

2,02 ppm (prétons de acetato alifatico)ea 2,16 e 2,29

ppm (prétons de acetatos aromdticos) sao origindrios

/ de hidroxilas alifaticas e fendlicas, respectivamente.

| De acordo com a intensidade desses sinais e conhecendo

} o valor da quantidade molar de hidroxilas totais na

/ macromolécula de lignina (0,92), calculou-o equivalente

a 0,64 de hidroxila alifatica e 0,28 de fendlicas, ou seja,

em cada 100 unidades C, da lignina do Pinus oocarpa

sdo encontradas 64 hidroxilas alifaticas e 28 hidroxilas
fendlicas.

O espectro de RMN de 'H mostra, ainda, que o
sinal devido a 4tomos de hidrogénio metoxilicos a 3,81
ppm é relativamente intenso. Em contraposi¢ao, os
prétons da cadeia lateral proveniente de unidades
cinamilicas (6,00 — 6,20 ppm) apresentam sinais pouco
intensos, indicando que existe pouco desse tipo de
subestrutura na macromolécula de lignina. O mesmo
foi observado com relagao aos sinais a 6,60 ppm que,
provavelmente, sdo de prétons vinilicos, pois unidades
siringilicas ndo foram detectadas. Os sinais de

Figure 3 — 1H NMR spectrum of acetylated MWL from Pinus hidrogénio pouco intensos a 2,29; 2,60; 2,80; 4,05;

oocarpa.

4,26; e 5,26 ppm indicaram a presenca de subestruturas

Tabela 3 — Atribuicdes dos sinais no espectro de RMN de 13 C da LMM acetilada do Pinus oocarpa
Table 3 — Signals assignment in the 13C NMR spectrum of acetylated MWL from Pinus oocarpa

Pico N° 3 (ppm)

Atribuicao

1 0,0
2 0,88
3 1,26
4 2,02
5 2,16
6 2,29
7 2,60
8 2,80
9 3,82
10 4,05
11 4,26
12 4,40
13 4,63
14 5,26
15 5,48
16 6,05
17 6,18
18 6,60
19 6,93
20 7,29
21 7,40
22 7,50
23 9,70

TMS

(-CH,-) Prétons de hidrocarbonetos alifdticos (contaminantes)

(-CH,-) Prétons de hidrocarbonetos alifdticos (contaminantes)

(CH,-) Prétons de acetato alifdtico

(CH,-) Prétons de acetato alifdtico ou fendlico

(CH,-) Prétons de acetato fendlico

(H-)o de subestruturas B-B do tipo isotaxiresinol e secoisolariciresinol (Figura 8)

Ba de subestruturas - do tipo isotaxiresinol e o, ¢ o, de subestruturas do tipo secoisolariciresinol
(Figura 8)

(CH,O-) Prétons em grupos metoxilicos

(H-)o de subestruturas isotaxiresinol; (H-)y1 de subestruturas secoisolariciresinol

(H-)y em varias estruturas

(H-)y em subestruturas P-O-4 (forma eritro) e subestruturas -5

(H-)P em subestruturas -O-4 (prétons metilénicos em unidades cinamilicas alcodlicas)
(H-)o em subestruturas fenicumarama bifenilica (Figura 8)

(H-)a em subestruturas B-5; (H-)o em benzilaril éteres ndo-ciclicos, (H-)B em
2-arilpropilfenonas

(H-)ouem estruturas B-O-4 e B-1; Hb em unidades cinamilicas alcodlicas; prétons aromadticos (de unidades
guaiacilicas)

(H-)PB de subestruturas vinilicas eterificadas ou néo

Prétons aromdticos de unidades siringilicas, alguns prétons vinilicos

Prétons arométicos de unidades guaiacilicas, alguns prétons vinilicos

Cloroférmio (solvente)

Prétons aromaticos de subestruturas do tipo benzaldeido

Prétons aromaticos orto a grupos carbonilicos

Prétons formila em subestruturas do tipo cinamaldeido e benzaldeido
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complexas, como: isotaxiresinol, secoisolariciresinol
e 1-(3,4-dimetoxifenil)-2-(4-carboximetilfnéxi)-propan-
1,3-diol, que podem estar presentes na macromolécula
dessalignina (LUNDQUIST, 1979; RALPH et al., 1998).

4. CONCLUSOES

Os estudos da macromolécula de LMM do Pinus
oocarpa evidenciaram que ela é uma lignina tipica de
coniferas, cuja férmula minima C, pode ser expressa
por C,H,,0, (OCH,),, 0 que equivale a uma massa
molar de 183,6 Da. Suas massas molares relativas (i7,)

e (u,) sa0 3969 e 1133 Da, respectivamente.
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