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RESUMO

Esta revisdo apresenta uma pequena historia sobre
os estudos de ligninas. Sdo apresentados também vdrios métodos
de isolamento e quantificacdo de grupos funcionais de ligninas

por métodos quimicos e fisicos.

Palavras-chave: ligninas, isolamento de ligninas, caracterizagdo
de ligninas.

SUMMARY

This review presents a short history of the study of

the lignins. There are also various methods for isolation and
quantification of functional groups in lignins by chemical and

physical methods being presented.

Key words: lignins, lignins isolation, lignins characterization.

INTRODUCAO

A palavra lignina vem do latim lignum,
que significa madeira. Trata-se de um dos principais
componentes dos tecidos de gimnospermas e
angiospermas, ocorrendo em vegetais e tecidos
vasculares. Sabe-se que a lignina tem um importante
papel no transporte de 4gua, nutrientes e
metabodlitos, sendo responsdvel pela resisténcia
mecénica de vegetais, além de proteger os tecidos
contra o ataque de microorganismos. Vegetais
primitivos como fungos, algas e liquens nio sdo
lignificados (FENGEL & WEGENER, 1984).

Em estudos realizados ha
aproximadamente 150 anos, foi possivel verificar o
interesse cientifico e econdmico sobre a lignina,
concluindo-se que a lignina é uma substincia
amorfa, de natureza aromatica e muito complexa, e
faz parte da parede celular e da lamela média dos
vegetais.

Apesar de todos os estudos realizados até
hoje sobre lignina, muitos pontos, relativos
principalmente a sua estrutura, permanecem em
divida. Isto decorre da grande diversidade da
estrutura das ligninas quando se passa de uma
espécie vegetal para outra ou, até mesmo, dentro da
mesma espécie, quando sdo analisadas partes
diferentes do vegetal. Pode-se observar em
eucaliptos cultivados na FEuropa ou no Brasil
diferencas na constitui¢do de suas ligninas, devidas,
principalmente, as diferentes condi¢des de solo e de
clima. A lignina é um polimero de constitui¢do
dificil de ser estabelecida, por causa ndo somente da
complexidade de sua formagdo, baseada em
unidades fenilpropanéides interligadas por diferentes
tipos de ligacdes, como também porque sofre
modificacdes estruturais durante seu isolamento das
paredes celulares (MORAIS 1987, 1992).

Devido a abundéancia de residuos de
cultura disponiveis e a natureza recalcitrante da
lignina, que de alguma maneira inibe o
aproveitamento dos carboidratos estruturais pelo
animal, este trabalho tem como objetivo apresentar
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uma revisdo geral sobre os principais aspectos
relativos ao estudo de ligninas

2. LIGNINAS

2.1 Definicao

Cabem aqui outras defini¢des encontradas
na literatura, além da definicdo puramente quimica.
Lignina é um polimero derivado de unidades
fenilpropandides denominadas CoC; ou,
simplesmente, unidades C,, repetidas de forma
irregular, que t€ém sua origem na polimerizacdo
desidrogenativa do 4lcool coniferilico. A lignina
deve ser definida claramente de acordo com o
trabalho em questdo, devido a grande diversidade de
maneiras de tratamento para seu isolamento.
LAPIERRE (1993) classificou a lignina em core e
ndo core, com base em sua susceptibilidade relativa
a hidrdlise.
- Lignina ndo core: consiste de compostos fenélicos
de baixo peso molecular, liberados da parede celular
por hidrdlise, que é representada por Aacidos p-
hidroxicinamico éster-ligados.
- Lignina core: consiste de polimeros fenilpropandi-
des da parede celular, altamente condensados e
muito resistentes a degradag@o. Eles sdo compostos
de unidades p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e
siringila (S), em proporcdes diferentes, de acordo
com sua origem.

OCH; H;CO OCH
OH OH OH

(H) (G) (5)

SARKANEM & LUDWIG (1971)
observaram que a quantidade relativa da fragdo
molar de aldefdos produzidos pela reacdo de
oxidagdo com nitrobenzeno € um indicador da
abundiancia relativa das unidades C, (H, G e S).
Assim, numa classificacdo inicial de ligninas
segundo a presenca dessas unidades, tem-se que:
ligninas de madeiras duras, ou angiospermas, sdo
formadas principalmente de unidades G e S; ligninas
de madeiras moles, ou gimnospermas, sao formadas
fundamentalmente de unidades G; ligninas de
gramineas compreendem G-S-H. Porém, existem
ligninas de certas espécies de gimnospermas e de
gramineas que apresentam abundancia de G e S
(CHEN, 1991).

Ligninas de plantas herbaceas sdo do tipo
S-G, sendo mais parecidas com a ligninas de
angiospermas que de gimnospermas (SARKANEN
& LUDWIG, 1971). Portanto, em uma conceituagdo
mais precisa, as ligninas sdo classificadas nos
seguintes grupos: Tipo G; Tipo G-S; e Tipo H-G-S
(CHen, 1991; PILO-VELOSO et al., 1993). Em
estudos realizados por SALIBA et al. em 1999a,
pode se verificar que a lignina da folha do milho é
do tipo H-G-S.

Em plantas herbdceas, a lignina nao pode
ser definida apenas como proveniente de derivados
acidos fendlicos. Deve-se trabalhar com as defini¢des
core € ndo core para descrever o material residual e
os componentes 4cidos hidrocindmicos liberados
durante a hidrdlise, respectivamente. Assim, essas
definicdes, segundo RALPH & HELM (1993), sdo
convenientes para investigacdes dentro do aspecto
nutricional das forragens, bem como para comparar a
composicdo das plantas, pois esta terminologia
discute aspectos moleculares da estrutura da lignina.
Portanto, somente derivados do acido hidrocinamico,
que estdo covalentemente ligados aos polimeros da
parede celular, sao liberados durante a hidrolise,
constituindo a chamada lignina ndo core.
Conseqiientemente, derivados de acidos
hidrocindmicos que compdem a lignina através de
ligacdes inter-resistentes a hidrélise, pela defini¢o,
constituem as ligninas core.

2.2 Nomenclatura

O sistema mais comum de nomenclatura
na quimica da lignina é o que se fundamenta na
unidade bdsica fenilpropanéide, C4C;, designando os
carbonos da cadeia alifatica, C;, como o, no caso do
carbono benzilico, e B e v, seqliencialmente, para os
demais 4tomos. O anel aromadtico é numerado,
iniciando-se a contagem pelo carbono ligado a
cadeia aliftica', C;.

O anel aromatico é denominado, de
acordo com seus substituintes ,como:
Guaiacila (G) - R;=O0H, R, =H e R; = OCH;4
Siringila (S) > R; =OHe R, =R;=0CH; e
p - Hidroxifenila (H) - R;=0OHeR, =R;=H
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As ligacdes entre os mondmeros para
formar dilignéis e trilignéis podem ser identificadas
baseando-se na numeracdo dos mondmeros,
utilizando-se para distingui-los nimeros marcados.
Como exemplo, o dilignol abaixo apresenta ligagdes
B-5'e 0-0-4

As primeiras tentativas de proposi¢do de
uma estrutura para a lignina foram feitas por
FREUDENBERG & NEISH (1968), combinando

resultados da reacdo de  polimerizacio
desidrogenativa do dlcool coniferilico com dados
analiticos obtidos até entdo.

GLASSER & GLASSER (1981) também
propuseram um esquema e estrutura para a lignina
de madeiras moles. Para tal, foram necessarias
andlises elementares, determinagdo de aclicares e
cinzas, determinacdo de grupos funcionais por
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 'H e reacio de oxidagio com
permanganato seguida da andlise dos produtos
formados por cromatografia gasosa ligada a
espectrometria de massa (CGMS) e por
cromatografia de permeacdo em gel (CPG). Os
resultados dessas analises, associados aos dados da
literatura e a simulagcdo por computador dos modos
possiveis de acoplamento dos radicais dos derivados
do dlcool cinamilico, possibilitaram a formulacdo de
um esquema para a estrutura dessas ligninas.

Foi publicado por NIMZ (1974) um
esquema estrutural para a lignina da faia (Fagus
silvatica), incluindo dados obtidos por RMN de ~C.
PILO-VELOSO et al. (1993) propuseram um
esquema estrutural para a lignina da madeira moida
de Eucalyptus grandis, apresentado a seguir, a partir
dos estudos de seus grupos funcionais e andlise
elementar.

F,ECR .Iii‘n'" o
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2.3 METODOS DE OBTENCAO

A avaliagdo da lignina core in situ é
normalmente feita através do extrato livre de parede
celular, o qual pode ser obtido apds extragdo prévia
com solventes orginicos para eliminar os componentes
soldveis. Isto € importante para minimizar oS
problemas de interferéncia entre a lignina core e outros
fendlicos soldveis (MORAIS ef al. 1991).

A preparagio da lignina livre de
contaminantes pode ser obtida por vigoroso
tratamento, o qual modifica a estrutura da lignina
(SARKANEN & LUDWIG, 1971). A mais
freqliente fracdo de lignina soldvel usada para
estudos analiticos € a preparada de amostras moidas
(Bjorkman 1954, apud LAPIERRE 1993;
SARKANEN & LUDWIG, 1971). SALIBA et al.
(1998) verificaram que a lignina moida e isolada
com solventes orginicos é a ideal para estudos de
caracterizag@o, pois sofre poucas modificacdes.

2.3.1 Hidrdlise

A lignina de hidrélise € obtida durante a
hidrélise da madeira a uma temperatura de 180-
190°C, sob pressdo de 12-14atm, e com solugdo de
H,SO4 de 0,5 a 1,0%. Devido as condigdes de
extragdo, ocorre uma transformacdo da matéria-
prima vegetal, na qual os polissacarideos sdo
convertidos a monossacarideos (pentoses e hexoses),
restando um produto insoldvel (rendimento de 25 -
40%) denominado lignina técnica bruta (LTB).

2.3.2 Isolamento

O isolamento de lignina envolve o
preparo de amostras livres de extrativos. A técnica
empregada ndo deve causar alteracdes de natureza
quimica, ocasionando mudangas estruturais, em que
a lignina resultante difere da original presente no
vegetal, chamada protolignina.
Sdo trés os processos bdsicos de isolamento
(FENGEL & WEGENER, 1984):
- como residuo;
- como derivado;
- como extrativo; .
a)  como residuo - E o método de Klason, no qual
pela hidrdlise dcida, os polissacarideos sdo
removidos e a lignina é liberada como residuo.
b) como derivado - neste método, o vegetal, ao
ser tratado com determinados reagentes, forma
produtos soliveis que serdo separados.
b)l. Processo organossolve - Envolve reacdo com
um alcool (metanol, isobutanol, ciclo hexanol ou
alcool benzilico) e 4acido acético. Os alcoois
combinam com a lignina na presenca de 4cidos
minerais formando a lignina alcodlica, solivel, com
rendimento de 30%.
b)2. Processo do 4cido tioglicélico - Este acido
reage com a lignina na presenga de HCI diluido
formando o 4cido ligno-tioglicélico. O componente

principal da lignina que participa desta reacdo é o
dlcool  benzilico (reacdo de  substituicdo
nucleofilica).

b)3. Derivado da industria de celulose - Da
indistria de papel sdo obtidos dois tipos de lignina
como subprodutos. a lignina sulfitica e a Kraft
(sulfatica). A lignina sulfitica é obtida pelo
tratamento da madeira com hidréxido de sédio e
sulfito de sédio; a sulfdtica é produzida pela
reagdo da madeira com sulfeto de s6dio em meio
bésico.

c) como extrativo - A lignina € obtida pela
extragdo com solventes organicos a partir do vegetal
finamente moido. Como mencionado anteriormente,
a lignina obtida por este método assemelha-se mais
com a protolignina. Os principais tipos de ligninas
obtidas por extrag@o sdo:

- lignina nativa, ou de Brauns;

- lignina liberada enzimaticamente;

- lignina de madeira moida (LAl & SARKANEN,
1971).

c)l. Lignina nativa (LN), ou de Brauns (LB) - No
procedimento original, a madeira do vegetal era
finamente moida e a extracdo inicial era feita com
éter, seguindo-se uma extracdo com d4gua fria e,
apds, com etanol 95%. Neste ultimo extrato, a
lignina era precipitada pela adicio de H,O. A
purificacdo final consistia na dissolucdio do
precipitado em dioxano e na reprecipitacdo por
adicdo de éter etilico. O rendimento dessa lignina é
muito baixo, representando de 2 a 4% da lignina
total presente na madeira.

c)2. Lignina liberada enzimaticamente - Em
particulas do vegetal com dimensdes de 60 mesh,
faz-se a extracdo com éter e dgua. Posteriormente,
o material pré-extraido é submetido a uma cultura
de determinados tipos de fungos por um periodo
de 13 a 15 meses. Os fungos atacam somente oS
polissacarideos, propiciando uma hidrélise
enzimdtica e liberando a lignina intacta. A lignina
é, entdo, extraida do meio com etanol 95% e
purificada, como no caso da lignina nativa, tendo-
se um rendimento de 20% do teor da lignina total
da madeira.

¢)3. Lignina de madeira moida (LMM) - Esta € uma
das mais estudadas para a andlise estrutural, pois a
lignina ndo sofre grandes transformacgdes quimicas,
representando, assim, a composicio média da
lignina do vegetal. Sua obtencdo € feita a partir do
vegetal livre de extratos finamente triturado em
moinho de bolas por dois ou trés dias. Faz-se, entdo,
a extragdo desse p6 com mistura dioxano-dgua (9:1)
ou acetona: 4gua (9:1), que resulta em solucdo
contendo a LMM. Apés remocido do solvente, o
extrato € purificado pela solubilizagdo em 4cido
acético e precipitado por adicdo de 4gua. Essa
lignina pode ainda ser purificada por solubilizagdo
em NaOH 0,1 N e por precipitacdo por adi¢do de
HCI 0,3 N. Por este método, é possivel extrair até
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cerca de 50% da lignina total do vegetal (FENGEL
& WEGENER, 1984).

3 CARACTERIZACAO DE LIGNINAS

A estrutura das ligninas deve ser
determinada a partir de uma amostra pura, ou seja,
livre de carboidratos e outros extrativos. E
importante também definir a escolha do
procedimento de extracdo para que a lignina
resultante tenha propriedades fisicas e quimicas
semelhantes a protolignina in siru original,
presente no vegetal. A seguir, determina-se o
percentual de grupos metoxilicos e outros grupos
funcionais, por métodos quimicos e
espectroscopicos no infravermelho (IV), de
ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H e
3C). Faz-se também o estudo de reagdes de
degradacdo e oxidacdo com permanganato de
potdssio e nitrobenzeno, assim como de
degradagdo por pirdlise. Os produtos da
degradacdo e oxidagdo sdo, entdo, analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa. Emprega-se ainda cromatografia de
permeacdo em gel, para determinar a distribuicio
dos pesos moleculares de fragmentos que
compdem a lignina (NASCIMENTO et al., 1992).

31 ESTUDO DE
INFRAVERMELHO (IV)

LIGNINAS NO

A chamada radiagdo IV corresponde a
regido do espectro eletromagnético situada entre a
regido do visivel e a das microondas. A porc¢do de
maior utilidade para o estudo de moléculas orginicas
situa-se entre 4000 e 400cm™. O espectro no IV é
caracteristico da substincia como um todo, mas
certas ligacdes de grupos de dtomos ddo origem a
bandas que ocorrem mais ou menos na mesma
freqliéncia, independentemente da estrutura da
molécula. E justamente a presenca dessas bandas
caracteristicas de ligacdes de determinados grupos
que permite a obtencio, mediante simples exame do
espectro e consulta a tabelas, de informacdes
estruturais tuteis (SILVERSTEIN et al., 1979).

A espectroscopia no infravermelho ¢é
muito utilizada para a caracterizacdo dos
constituintes da cadeia polimérica, pois, permite
determinar os tipos de ligacdes e grupos funcionais.
A regido de interesse no espectro IV de ligninas é
também a mais comum para substancias orginicas
em geral, compreendida entre 4000 e 700cm™ (2,5 a
14,3um). A literatura também mostra trabalhos
feitos no IV préximo, entre 7000 - 4000cm™ (1,42 -
2,5um). (SARKANEN & LUDIWIG, 1971). A
caracterizagdo de picos de absor¢do no IV se faz
principalmente de modo qualitativo, por comparacdo
com dados tabelados. Entretanto, alguns estudos tém
sido  desenvolvidos a fim de  avaliar

quantitativamente alguns picos de absorcdo
observados (TAI et al., 1990; MORAIS et al., 1994;
SALIBA et al., 1998).

Devido ao fato de ser a da lignina material
amorfo e constituido de mondmeros de estrutura
quimica de grande complexidade, de distribui¢do
varidvel no polimero ou, mesmo formada de
diferentes fracdes de macromolécula, ndo é possivel
aplicar a teoria de grupo para a interpretacio de seus
espectros IV (MORAIS, 1987). Na metodologia de
interpretacdo de espectros IV de ligninas, sdo
empregados compostos-modelo que podem ser
usados como padrdes ou entdo para relacionar
alguns picos de absorcdo. Assim, atribui¢cdes dos
picos de absorcao IV de ligninas ndo sdo feitas
apenas a partir de um simples espectro mas, sim,
estudando comparativamente também os espectros
IV de alguns de seus derivados e de compostos-
modelo (TAI et al., 1990). Esses derivados sdo
obtidos por reacdes de metilacdo, acetilagio e
reducdo com borohidreto de sédio e hidreto de litio e
aluminio.

Na tabela 1, sdo mostrados os principais
picos de absorcdo caracteristicos no IV para ligninas
de madeira dura, que sdo do tipo guaiacila-siringila,
ligninas de madeiras moles, que sdo do tipo
guaiacila (G); e gramineas, que sdo do tipo
guaiacila-siringila-p-hidroxifenila (G-S-H).

Tabela 1 - Principais atribui¢cdes dos picos de absor¢do no IV de

ligninas.

COMPRIMENTO DE ONDA (CM™)

Madeira Madeira Graminea Atribuicdo
Mole (G) Dura (G-S)  (G-S-H)
3400 3400 3400 Grupos hidroxilico
3000 3000 3000 C-H aromadtico
2936 2936 2936 C-H alifitico
2850 2850 2850 C-H alifatico
1720-1700  1720-1690 C=0
ndo conjugada
1675-1660  1660-1650 C=0
Conjugada

1656 C = O Cetonas conjugadas
p-substituidas
1673 Acido p-cumérico
1470-1460  1470-1460 1470-1460 C-H de grupos metilicos

- SARKANEN & LUDWIG (1971)
-JUNG & HIMMELSBACH (1989)
- MORAIS (1992)

1430-1415 1430-1415 C-C de anéis arométicos
C-H de grupos metilicos
1270 1275 1265 C-O de anéis guaiacilicos
1240-1230 C-O de anéis siringilicos
C-O de anéis guaiacilicos
C-O de fenodis
1235 Unidades sinapila e
p-cumarila
1140 1085 C-O de élcoois secunddrios
865-815 915-815 870 C-H arométicos
Tabela adaptada de:

H = P - hidroxifenila
G = Guaiacila
S = siringila
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3.2 ESTUDO DE LIGNINAS POR

Tabela 2 - Atribuic@o dos sinais de hidrogénio em oito regides do espectro de RMN de

A 2 1 . .
RESSONANCIA MAGNETICA H de ligninas.
NUCLEAR (RMN):
Regido S Tipo de hidrogénio responsével pelo sinal
O.S n}mores Compnfn.entos Ele 1 8,00 -11,50 Carboxilico e aldeidico
onda da radiacdo eletromagnética estdo 2 698 - 800 Aromdticos e vinflicos
envolvidos no chamado espectro de 3 574 - 6,28 P-vinilico e benzilicos
RMN. As amostras sdo submetidas a 4 5,18 - 5,74 Benzilico
campos magnéticos fortes e irradiadas 5 2,50 - 5,18 Metoxilicos e muitos outros hidrogénios ligados a cadeia Cs,
por radiofreqiiéncias cujos valores que podem ser o ey
. 6 2,10 - 2,50 Acetoxilicos aromaticos
dependem do nucleo do &4tomo P " . Sl
7 1,58 - 2,10 Acetoxilicos diféticos e acetocilicos arométicos orto a ligacao
estudado. O estudo do espectro RMN bifenilica
d4d uma idéia das vizinhangas e dos 8 038 - 1,53 Alifiticos altamente blindados

arranjos relativos desses componentes.

A espectroscopia de RMN
tem sido grandemente utilizada em
muitos estudos de andlise estrutural de ligninas
(HIMMELSBACH & BARTON 1II, 1980;
HIMMELSBACH et al., 1983; BARTON II, 1988;
JUNG & HIMMELSBACH, 1989; SALIBA, 1998).

ANALISE DE LIGNINAS POR RMN DE 'H

As ligninas sdo substincias de alto peso
molecular (PM). Portanto, assim como os polimeros,
sdo problematicas para a andlise por RMN. Formam
solucdes viscosas, nas quais as moléculas possuem
pouca mobilidade, ndo permitindo a obtencdo de um
bom sinal. Seus espectros apresentam bandas
bastante largas e de dificil identificacdo, podendo
conter em suas constituicdes hidrogénios blindados
por determinados grupos quimicos. A RMN de 'H
aplicada ao estudo de ligninas tem sua principal
vantagem na possibilidade do célculo, a partir do
espectro, do nimero total de hidrogénios ligados a
cadeias alifaticas e aos nucleos aromaticos. Pode-se,
ainda, obter uma estimativa do numero de
hidrogénios hidroxilicos alifiticos e arométicos,
assim como do nuimero de hidrogénios metoxilicos
(PILO-VELOSO ef al., 1991; CHEN & ROBERT,
1988). Devido a dificuldade de solubilizagdo de
ligninas nos solventes usualmente empregados para
a obtencdo de espectros de RMN de 'H, procede-se 4
sua acetilacdo. Uma vez acetilada a lignina, o
derivado obtido torna-se totalmente solivel nos
solventes organicos (MORAIS, 1992). Em
espectrometros que operaram em altas freqiiéncias
(270-400 MHZ), podem-se observar segmentos de
estruturas presentes em pequenas proporgdes e,
portanto, os sinais de hidrogénios de grupos
aldeidicos e de estruturas formadas por ligagdes
comuns em ligninas do tipo B-5, B-B, B-4, etc.

A tabela 2 mostra as oito regides
principais do espectro de RMN de 'H de ligninas.

Fonte: MORAIS (1992)

3.2.2 ANALISE DE LIGNINAS POR RMN DE
13
C

Nimz (1976) apud MORAIS, 1992, em
estudos de lignina de madeira moida (LMM) da Faia
(Fagus silvatica), introduziu a RMN de “C para
auxiliar na caracterizacdo de ligninas. Como na
RMN de 'H, para um estudo da atribuicio dos
deslocamentos quimicos em unidades &, relativos
aos sinais de *C da molécula, foi necessirio o uso
de compostos-modelo, os quais possibilitam
caracterizar os vdrios tipos de ligacdes encontradas
na estrutura das ligninas. Esta metodologia tem sido
de grande emprego na caracterizag@o de ligninas por
RMN (FERREIRA et al, 1993 ¢ 1995; PILO-
VELOSO et al., 1993; DRUMOND, 1992, ALVES,
1995; SALIBA, 1998).

Na tabela 3, estdo relacionados os valores
de deslocamentos quimicos *C em § e suas
respectivas atribuicdes para ligninas.

Na figura 1, apresentam-se 0os compostos-
modelo, juntamente com a proposta estrutural para a
lignina da Faia, onde sdo representados carbonos
que possibilitam as atribui¢des da tabela 1.4. Mante-
ve-se a numeragdo estabelecida pelos autores para
unidades estruturais e compostos-modelo.

3.3 ESTUDO DE GRUPOS FUNCIONAIS E DE
FORMULAS MINIMAS

Os grupos funcionais presentes na ma-
cromolécula da lignina que sobressaem sdo: hidro-
xilicos alifaticos e aromaticos, éteres, carbonilas e
metoxilas, além de unidades dos tipos siringila,
guaiacila e p-hidroxifenila. Para o estudo de cada um
desses grupos funcionais e unidades, envolve-se a
combinacio de métodos quimicos e espectroscpi-
cos. Como a lignina, por definicdo, é um polimero
composto de unidades do tipo fenilpropandides (Cy),
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Tabela 3 - Lista de atribui¢des dos sinais de RMN de '*C para ligninas.

DESLOCAMENTOS () ATRIBUICOES
195,2 C-0-em 1, 5 10, 16, 25; C-yem 15
192,7 C-o em vanilina
174,4 -COOH alifatico em 26, 27, 28
172,6 -COOH aliféatico em 29, 30
171,8 0O-C=0 em ésteres alifaticos em 13 e 20
162,0 Csem 10 Csem 25
154,5 C;eCsem2,3,5,5,9, 11, 12, 19, 21, 22, 24; C4em 16,; C-o.em 15
152,9 C,em6, 18
150,6 Cysem4, 8, 13, 14,20, 24; Czem 1, 16
148,5 Cs;em4,6',7,8,9,13, 14, 18, 20, 23,24, C3¢ Csem 6,17; C4,em 9
146,6 Cs;em7, 15, 23,25
144,8 Cyem 25,25 C,em 5’
138,7 Csem?2,3,5,11,12,9' 21,22, 24, Cyem 2, 11, 21, 24", 25", C3 em 15; Cs em 25'
136,0 Ciem4,9, 13, 14, 20, 24; C4,em 6, 7
133,6 C,em3,5,6,7,9,12,17, 19,23
132,7 Cyem 1, 6, 8, 10, 10', 18; C-f em 15, 8; C; em 10, C-o.em 18
130,2 C,;em 15, 16, 15', C-o. em 6'
129,0 Csem 9; C,e Cgem 10" Cgem 10
126,7 Cgem 1, 16; Cyem 25
120,1 Ceemd, 7, 13, 14, 20, 23, 24
117,5 Cgem 15
115,6 Csem7,23;C,em8;Cse Csem 10
113,8 Csem38,6;Cem 1
112,0 C,em6, 7,9, 18, 23, 25'
107,1 C,eCgem 3,5, 12, 24", Cq €, 25
105,1 C,emCgem2,5,6,9, 11, 17, 19, 21, 22
88,1 Coem 14, 24
86,8 CBem4,9, 13,17, 20, 23; Carem 6, 21, 22, 25
81,0 CBem1,5, 10, 16, 25
75,0 Caem?2,7,11
73,3 Coem4,9,13,17,20,23; Cyem6, 9', 10, 21, 22
63,8 Cyem 1,5, 6, 10, 16, 18,25; CBem 2, 7, 11
61,3 Coem4,9, 13,17, 20, 23
56,3 OCHs;; CoL em 24"
54,5 CBemb6, 21, 22, 25"
54,0 CPB em 14, 24, 24'
46,8 CBem9, 10'
34,5 Co. - (em G-CH,-CH,-COOH) em 32
31,5 CB- (em G-CH,-CH,-COOH) em 32
28,6 -CH, (em Cs-CH,-Cs) em 33
26,5 -CHQ- ou -CH3
24,6 -CH,- ou -CHj3
20,5 -CHj; ou CH;-C=0
17,8 Cyem 34
13,6 Cyem 34

Adaptada de MORAIS, 1987

determina-se a sua formula minima tomando como 3.3.1 DETERMINACAO DE GRUPOS
base tais unidades (FENGEL & WEGENER, 1984). E METOXILICOS

necessario o conhecimento da porcentagem de C, H, O

e de grupos metoxila (OCHj3) presentes na lignina para As ligninas sdo formadas a partir de trés precursores
se ter a férmula minima em termos dessas unidades bésicos, que sdo os dlcoois p-cumarilico, coniferilico
fenilpropanéides (PILO-VELOSO et al.,, 1991). e sinapilico.
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Figura 1 - Fragmentos de esquema estrutural de lignina e compostos-modelo utilizados para atribuicdes dos sinais de RMN de "°C, na
tabela 3.
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As razdes molares entre esses trés
constituintes dependem do tipo de vegetal. O
composto (1) ndo possui metoxila, o (2) e o (3)
possuem, respectivamente, 1 e 2 grupos por mol. O
grupo metoxilico é considerado um grupo funcional
caracteristico de ligninas e seus derivados, sendo de
grande importancia a determinacdo do seu contetiido
na andlise da macromolécula (Sarkanen & Fengel,
1984 apud FENGEL & WEGENER, 1984;
MORALIS, 1992).

A presenga marcante dos  grupos
metoxilicos na maioria das unidades
fenilpropandides da lignina leva a que sejam
expressos como parte integrante da férmula minima
de ligninas, a qual ¢é baseada na unidade
fenilpropandide. A porcentagem de metoxilas em
madeiras moles varia de 12 a 16% e nas madeiras
duras de 18 a 22%. Segundo SALIBA et al. (2000),
a porcentagem de metoxila para a lignina da palha
de milho € 6,67 e 1,79% para a da palha de soja.

Zeisel (1985) apud PILO-VELOSO et al.
(1993) desenvolveu um dos primeiros métodos para
a determinagcdo de grupos metoxilicos. Por outro
lado, Viebock e colaboradores desenvolveram uma
técnica para a determinacdo de metoxilas, a qual
pode ser utilizada para amostras com enxofre.

Segundo NASCIMENTO (1989), os
sinais devidos a grupos metoxila sdo claramente
observados na regidio do espectro RMN de 'H
compreendida entre 8 = 3,5 - 4,0. Através da curva
de integracdo desses sinais, as metoxilas podem ser
avaliadas semiquantitativamente. A presenca de
grupos metoxila em ligninas pode também ser
avaliada por RMN de "C. Esses grupos apresentam
sinais de ressonancia do "*C situados na regido
compreendida entre 6 = 55 a 57.

CH,OH CH,OH CH,OH
[

CH CH cH

o cH cH

@ H : ac HCO : OCH

OH OH B OH
p-cumarilico  coniferilico stnapilico

(1 (2) (3)

332 METODOLOGIA USUAL PARA O
ESTUDO DA FORMULA MINIMA DE
LIGNINAS

Freudemberg & Neih (1968)
desenvolveram uma série de cdlculos que permitem
o estudo de férmulas minimas de ligninas. Os grupos
metoxila sdo expressos como uma unidade separada
dos demais atomos de C, H e O da molécula. Por
esta razdo, subtrai-se o conteudo de C, H e O
correspondente a metoxila do total encontrado para
esses 4tomos.

Denominam-se C,, H, e O, as
porcentagens individuais dos elementos contidos na
metoxila. O contetdo total na macromolécula desses
elementos € expresso por %C, %H e %O, as
porcentagens resultantes sdo dadas pelas relacdes:

%C' = %C - Cp
%H '= %H - Hp
%0’ = %0 - Op

Se essas relagdes sdo expressas em
nimeros relativos, resultantes da divisdo pelas
respectivas massas (M), tem-se a férmula minima
representada por:

C H, O, (OCHj3)q
[T s o 1 [7¥e} %O CH
Cnde: ¥ = s s =, Z= g — 3
M WH WO MOCH,

Se a férmula minima para a lignina for
considerada como funcdo de sua unidade basica Cg
C;3, ou Cy, pode ser escrita:

(Cx Hy O, (OCH3)q), onde X .n=09.
que, reescrita em termos de unidades Cy, resulta em:

CoHy 9 O 9 (OCH3)q 9
X X X

Substituindo x, y, z € d na equagio acima, tem-se:

HIDROGENIO:
276,60 (% H) - 27,00 (% OCHs)

H-=
2,584 (% C) - % OCH;

OXIGENIO:
17,46 (% O) - 9 (% OCH;)

O=
2,584 (% C) - % OCH,
METOXILA :
9 (% OCHs)
OCH3 =

2,584 (%C)-% OCH;

A partir das porcentagens de C, H e O,
determinadas pela andlise elementar, é possivel
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determinar a férmula minima para a lignina, basea-
da em unidades C,.

3.3.3 DETERMINACAO DE HIDROXILAS
TOTAIS

As hidroxilas sdo o segundo grupo
funcional mais estudado em ligninas, que podem
estar presentes tanto como hidroxilas fendlicas
quanto como hidroxilas alifaticas (MORALIS, 1987).

A técnica de titulacdo condutivimétrica é
bastante conveniente para a determinacdo da
concentracdo de hidroxilas em ligninas, por ser de
utilizacdo facil e rdpida (Sarkanen & Schuerch,
1955) apud PILO-VELOSO et al., 1993. A reacio
envolvida nesta titulacdo constitui-se em uma
reacdo de neutralizacdo de carboxilas e de fendis
com hidréxido de litio. O ponto de equivaléncia é
determinado facilmente (MORALIS, 1987).

3.3.4 DETERMINACAO DE CARBONILAS
EM LIGNINAS

Este grupo funcional estd presente em
todos os tipos de ligninas, podendo ser
determinado por vdrias técnicas:

- reducdo com boroidreto de sédio em meio
alcalino, estimando-se o consumo de boroidreto
de sddio durante a reacao;

- estudo da absor¢io no IV de compostos-modelo;

- hidrogenacio;

- reacdo de oximacio.

Na figura 2, constam as principais
subestruturas que contém carbonilas, presentes em
ligninas.

335 ESTUDOS QUIMICOS DE
DEGRADACAO DE LIGNINAS  POR
OXIDACAO COM NITROBENZENO

ADLER (1977), em revisdo, cita que a
oxidagdo de ligninas com nitrobenzeno foi
introduzida por Freudemberg e colaboradores em
1939. Segundo a literatura, a oxida¢do de madeiras
moles produz como produto principal a vanilina (4).
A oxidacdo de madeiras duras tem como produtos a
vanilina e o siringaldeido (5). No caso das
gramineas, além desses dois aldeidos, é produzido o
p-hidroxibenzaldeido (6).

Além dos aldeidos, a oxidagdo com
nitrobenzeno di origem também, em quantidades
muito inferiores, aos respectivos acidos:

A relacdo molar dos aldeidos e 4acidos
produzidos depende da natureza, espécie e
constituicdo da macromolécula da lignina.

{0t {Ha0H CH,0H
HO=R HC-R (::—o
c=0 £=0 HC=0=R.
Ry he OCH; R i “OCH; Rf OCH
NP OF.
e C\
K
R
|
ArO_sOby e —c=
ey : ™
2 OCHy K] ‘OCHy Ry o]
o D 0
9
N
R
1
—_—— a
HaC0i . OCH,
OR o]
GHO 03 ?Ha
i HC-0 R RC=0 R
1
CH C=0 co
OCHs OCH;
Rf OCHs Bj OCH; By OCH;
[8):5) OH OCH;
F. = Cadeia de Lignina
Rj=Hou OCHy
Ro= Cadeia de Lignina

Figura 2 — Principais subestruturas que contém carbonila, presentes em

lignina.

Em estudos feitos por Lapierre et al.
(1987) apud MORAIS (1992), foi verificado que
nesta reacao, sob catdlise basica, ocorre inicialmente o
rompimento das ligacdes alquil-arila, formando os
ions fenolatos e, na seqiiéncia, acontece a quebra das
ligagdes C o C [P, dando origem a aldeidos.
Entretanto, o mecanismo dessa reacdo nao € bem
entendido. Uma informagio importante que se pode
tirar dessa oxidacgdo refere-se ao teor total de aldeidos
e acidos formados. Verificado por SALIBA et al.
(1999b) os aldeidos obtidos através da oxidagcdo com
nitrobenzeno, interferem diferentemente na digestao
dos carboidratos das plantas nos animais.

A andlise de grupos funcionais tais como
metoxilas, hidroxilas e carbonilas e a determinagdo
de grupos siringila, guaiacila e p-hidroxifenila,
presentes na estrutura da macromolécula, sdo
fundamentais para um conhecimento aprofundado da
natureza de wuma lignina. A partir desse
conhecimento, pode-se interferir quimicamente, se
necessdrio, em seus grupos funcionais, a fim de se
obtere derivados que possam ser utilizados em
diferentes aplicacdes (MORALIS, 1992).
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Parte dos objetivos deste trabalho foi
caracterizar quimicamente as ligninas dos residuos
agricolas de milho (RM) e de soja (RS) e verificar
como as mesmas afetam a digestibilidade dos
carboidratos estruturais.

CHO CHO CH
OCH DCH

OH 3 HCO Ay 3 OH

) (3 (8

G0 H COoH 0
OCHy  HLCO OCHs

H  on OH
07 &y (9

-4 - hidroz - 3 - metox-benzoico (7
-4 - hidrozi - 3,5 - ditnetoxi-benzoico (8) &
- B - hidroxibenzdico (9.
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