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INFRARED ESTIMATES OF THE CONCENTRATION OF THE B-O-4 STRUCTURAL UNIT IN
LIGNINS OF TROPICAL ANGIOSPERMS. Five Bjérkman lignins, codified as AM, LL, GG, PP

and AP, were isolated

from wood species of Aspidosperma macrocarpum Mart., Lophanthera

lactescens Ducke, Gallesia gorazema (Vell.) Miq., Peltogyne paniculata Bth. and Aspidosperma
polyneuron Muell. Arg., respectively. Analyses of the lignins were carried out by Fourier trans-
formed infrared spectroscopy using an experimental technique, Diffusely Reflected Infrared Fou-
rier Transformed (DRIFT), admitting in the original spectra a band at 1500 cm™ as an internal
reference. Application of a deconvolution technique made possible to estimate the percentage per
mol of B-O-4 unit content around 65.5% to AM, 68.0% to LL, 71.0% to GG. 73.4% to PP and
75.0% to AP, toward AM<LL<GG<PP<AP sequence.
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INTRODUCAO

Entende-se por ligninas de angiospermas as macromol écu-
las bioformadas através do acoplamento oxidativo de radicais
fendxidos, principalmente dos & coois coniferilico e sinapilico.
Nesse caso, ligninas desta natureza biossintética sustentam mais
de um grupo metoxilico (OCHg) por unidade Co.

As ligninas tém sido tema de inimeros artigos cientificos,
nos quais destacam-se: a elucidagdo da composicdo quimica da
parede celular, a classificagdo e a evolugdo das ligninas nos
vegetais superiores.2>34 Nesses termos, a espectroscopia por
infravermelho constitui uma ferramenta de andlise eficiente.®
Isso vem sendo observado desde algumas décadas atrés e ainda
mantém-se em destaque, entre os mais modernos meétodos fi-
sicos de andlise para estudos sobre ligninas.

No presente trabalho, usou-se a espectroscopia no infraver-
melho por transformada de Fourier, adotando-se a técnica ex-
perimental conhecida como Reflecténcia Difusa e a técnica de
deconvolucdo. Através dos espectros com deconvolugdo das
ligninas (Bjorkman) das espécies Aspidosperma macrocar pum,
Lophanthera lactescens, Gallesia gorazema, Peltogyne panicu-
lata e Aspidosperma polyneuron, determinou-se a percentagem
relativa da unidade estrutural $-O-4 por mol de Co, considera-
da unidade fundamental e de base estrutural das ligninas
de angiospermas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As ligninas s substancias tridimensionais, constituidas por uni-
dades de estrutura de origem fenilpropandidicas, diferenciando-se

Tabela 1. Dados analiticos das ligninas AM, LL, GG, PP e AP.

entre si pela composi¢do e pela natureza das ligagdes intermo-
nomeéricas adquiridas durante o processo de polimerizac&o.
Entre varias modalidades de ligninas descritas na literatura, a
lignina de Bjorkman destaca-se pela forte semelhanga com as
protoligninas. De maneira que, as atribui¢ées no infravermelho
indicadas nesse trabalho constituem base de discussdo sobre a
natureza estrutural das ligninas em plantas. Dados de teor de
OCHj3 (Tabela 1) e de infravermelho (Figura 1), das ligninas
(Bjorkman) isoladas das madeiras das espécies Aspidosperma
macrocarpum (representada por AM), Lophanthera lactescens
(LL), Gallesia gorazema (GG), Peltogyne paniculata (PP) e A.
polyneuron (AP) permitiram tecer consideragdes sobre a nature-
za constitucional, tomando como base a ocorréncia desprezivel
da unidade p-hidroxifenilpropano em ligninas de angiospermas
dicotileddneas.® Uma possivel estrutura diferenciada foi avalia-
da de acordo com os valores da concentragcdo da unidade estru-
tural B-O-4, determinados através dos espectros no infraverme-
lho com deconvolucdo das ligninas isoladas.

INFRAVERMELHO

Andlise no infravermelho de ligninas de Bjorkman de madei-
ras de algumas espécies de gimnospermas e angiospermas reve-
lou a existéncia de uma relacdo direta entre a absorbancia de
cada sinal e o teor de metoxila das ligninas correspondentes®”.
Essa correspondéncia também foi observada nos espectros dos
&lcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico®, basicamente com
relagdo a variagdo das intensidades dos sinais em 1230, 1270 e
1325 cm™. Outras andlises com modelos de ligninas sintéticos®
permitiram tecer consideragBes sobre a feic8o espectra, a natureza

Espécies Andlise Elementar Férmulas Cy
%
C H (0] OCH3
Aspidosperma macrocarpum 62,34 5,96 31,70 19,33 CoHg 62 Oz [H20]0,67[OCH3] 1,31
Lophanthera lactescens 61,63 5,93 32,44 19,77 CoHe 38 O2[H20]0,75] OCH3] 1,28
Gallesia gorazema 60,79 5,93 33,28 20,63 C9H6y15 Og[HzO]ovgo[OCH3] 1,36
Peltogyne paniculata 60,47 5,97 33,56 21,69 CgH5,14 Oz[HgO]oygo[OCHg] 1,45
Aspidosperma polyneuron 60,52 6,08 33,40 22,96 CyHeg,33 O2[H20]0,82[ OCH3]1 55
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Figura 1. Espectros no infravermelho de AM, LL, GG, PP e AP.
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constitucional dos polimeros e o teor de OCH3 presente, esta-
belecendo equagdes matematicas oriundas da correlacdo entre
a feicdo espectral e os dados analiticos correspondentes. Com
base nessas consideracfes, estabeleceu-se um parametro de
diagnose estrutural para as ligninas de Bjorkman, permitindo
classifica-las de acordo com a sua natureza constitucional (G,
GS e HGS). Neste contexto, adotou-se o sinal de absor¢do em
1500 cm® (vibrago pura do anel aromético) como referéncia
interna, atribuindo-lhe um valor unitario. Isso possibilitou a
verificagdo de uma correlagdo positiva entre as intensidades e
o teor de metoxila, referindo-se aos sinais em 1421 cm™ (vi-
bracdo do esqueleto aromético com deformagédo de C-H no
plano) e 1329 cm™* (vibragZo do anel siringilico mais vibragio
do anel guaiacilico condensado). Por outro lado, verificou-se
uma correlacdo inversa entre as intensidades dos sinais em 1329
cm™ e 1269 cm™? (vibragio do anel guaiacilico mais estiramento
de C=0) (Tabela 2) (Figuras 1 e 2). As intensidades dos si-
nais foram determinadas através da técnica de linha base
tangencial® e as aIribui%cNJes de acordo com a proposta elabora-
da por Faix (Tabela 3)101%,

Tabela 2. Intensidade relativa dos sinais em 1421, 1329, 1269
e 1222 cm}/1500 cm™ e comparada com o teor de OCH3 das
ligninas AM, LL, GG, PP e AP (Figura 1).

Ligninas
Intensidade Relativa
SINAL cm? AM LL GG PP AP
8 1421 0,50< 0,54< 0,65< 0,70< 0,79
10 1329 0,29< 0,35< 0,53< 057< 0,73
11 1269 0,68> 0,65> 053> 050> 0,33
12 1222 0,70< 0,76< 0,88< 0,89< 1,02
(%)OCH3 19,33 19,77 20,63 21,69 22,96

| a—1421CM-1
—A—1329 CM-1
——1289 CM-1

ABSORBANCIA

—p—1222 CM -1

19,33 19,77 20,63 21,89 2296
AM LL GG PP AP

% OCH,
Figura 2. Correlagdo entre a intensidade relativa dos sinais em 1421,
1329, 1269 e 1222 cm/1500 cm* e o teor de OCH3 das ligninas AM,
LL, GG, PP e AP.

DECONVOLUCAO

Deconvolucdo € uma técnica matematica de resolugdo
espectral que promove o desdobramento de sinais sobrepostos
permitindo a redugdo da largura e, por conseguinte, 0 aumento
do ndmero de sinais de um determinado espectro, mantendo
integralmente a intensidade dos sinais originais. A utilizago
desta técnica, através de meios computacionais, permitiu ob-
servar que: o sinal em 1593 cm™ no infravermelho de ligninas
sintéticas DHPs (Polimeros de oxidagdo desidrogenativa) des-
dobra por deconvolugdo em trés componentes, 1616, 1602 e
1592 cm. O segundo componente é atribuido a vibracZo dos
anéis arométicos das formas estruturais 3-B, -5, 4-O-5. O dlti-
mo decorre exclusivamente das vibragdes dos anéis arométicos
da forma estrutural B-O-4%° (Figura 3).

Os espectros de AM, LL, GG, PP e AP, quando submeti-
dos & deconvolucéo (Figura 4) na regido de 1606-1592 cm™,

Tabela 3. Atribuicdo dos sinais no infravermelho das ligninas AM, LL, GG, PP, e AP de acordo com os sinais no infravermelho
das ligninas de Picea abies (PA) e de Betula verrucosa (BV)%%,

Sinal Atribuic&o AM LL GG PP AP PA BV
Numero de Onda
cmt
1 Estiramento de O-H 3446 3446 3446 3464 3464 3412 3460
3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
2 Estiramento de C-H 2937 2937 2937 2937 2937 2937 2940
dos grupos metilicos e metilénicos 2875 2875 2875 2875 2875 2879 1890
2839 2839 2839 2839 2839 2840 2840
3 Estiramento de C=0O em cetonas 1720 1714 1717 1721 1717 1722 1735
ndo conjugadas e de grupo éster
(frequentemente de origem de carboidratos)
e grupos acidos carboxilicos
4 Estiramento de C=O em cetonas 1666 1666 1663 1666 1668 1663 1658
e aldeidos conjugados
5 Vibrag@o do esqueleto aromaético 1593 1593 1593 1593 1593 1596 1593
com estiramento de C=0. S>G, G
condensado> eterificado
6 Vibragdo do esqueleto aromaético 1508 1506 1505 1505 1505 1510 1505
7 Deformagdo assimétrica
em -CH; e-CHyp- 1464 1464 1464 1462 1462 1464 1462
8 Vibrag8o do esqueleto aromético combinado 1421 1421 1422 1422 1421 1423 1422
com deformag&o no plano de C-H
influenciado pela substituicdo do anel
9 Estiramento de C-H e CH3 alifatico 1361 1370 1364 1364 1364 1367 1367

exceto em OCHj
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Continuagdo da Tabela 3

Sinal Atribuicao AM LL GG PP AP PA BV
NUmero de Onda
cm?
10 Vibragdo do anel siringilico com 1327 1329 1329 1327 1327 1326 1329

contribuicdo do estiramento de C=0
e de estruturas condensadas

11 Vibrag&o do anel guaiacilico com 1269
contribuicdo do estiramento de C=0
12 Estiramento de C-O, C-C 1223

com estiramento de C=0 sensivel
a substituicdo do anel aromaético,
G condensado>G eterificado

13 Tipico de ligninas HGS com influéncia
de grupos carboxilicos e carbonilicos

14

14a Deformacgéo (no plano)
de C-H de anel aromético guaiacilico,
G condensado>G eterificado

15 Deformag&o (no plano) de C-H 1126
(tipico de anel siringilico)

16 Deformagéo de C-O de &lcool 1090
secund&rio e de éter aifatico

17/18 Deformag&o (no plano) de C-H 1082

do anel guaiacilico mais deformacéo
de C-O em @&cool primério e em éter
com contribui¢do do estiramento
de C=0 néo conjugado

19 Deformacé&o (fora do plano)
de-HRC=CR;H trans

20 Deformagdo de C-H aromético 922
fora do plano

21

22 Deformagéo de C-H fora do plano 856
dos H do C-2, C-5 e C-6 (anel guaiacilico)

23 Deformacéo de C-H fora do plano 838
dos H do C-2 e C-6 do anel siringilico

24 Deformacdo de C-H fora do plano 817

de C-H nas posicbes 2, 5 e 6
de unidades guaiacilicas

1269 1269 1269 1269 1269 1265

1223 1224 1224 1224 1221 1227

1140

1126 1126 1126 1126 1126

1091 1090 1090 1084 1086

1082 1082 1082 1030 1032 1031

920 920 920 918 919 925

852 856 855 856 858

833 835 835 835 835
817

4-0-5

R S—
&
B-0-4

Figura 3. Esqueletos carbdnicos das principais unidades estruturais, -8, B -5, 4-O-5e -0-4

mostraram-se desdobrados em trés componentes a saber: um
componente 5a (ombro) e dois componentes 5b e 5 respectiva-
mente em (1602 e 1592), (1600 e 1592), (1603 e 1592), (1606
e 1592) e (1604 e 1592) cm. O componente 5 apresentou uma
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intensidade relativa maior do que o componente 5b. Ao con-
siderar a soma das intensidades de ambos sinais igual a 100%,
foi possivel definir uma ordem de aumento de concentragdo da
unidade estrutural B-O-4 na seqiiéncia AP>PP>GG>LL>AM
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(Tabela 4). Esses espectros também mostraram pares de absor-
¢Oes fraco/forte em 1512/1506, 1518/1505, 1513/1505, 1516/
1504 e 1516/1503, comuns as ligninas do tipo GS (Guaiacilica-
Siringilica)'®,

As intensidades dos componentes foram determinadas pelo
método de absorbancia méxima’®. Entre as unidades estruturais
citadas, a unidade B-O-4 destaque-se pela concentragdo mais
alta em angiospermas do que em gimnospermas (Tabela 5).

A elevada concentragdo de -O-4 permitiu tecer considera-
¢Oes sobre a complexidade estrutural das ligninas. Lignina que
detém maior concentragdo de B-O-4 dispSe de menor nimero
de hidroxilas fendlicas livres®. Esses par8metros conferem as
ligninas menores complexidades estruturais. Essas caracteristi-
cas sdo também observadas nos DHPs sintetizados através do
processo de polimerizag@o continua. Os DHPs obtidos através
do processo descontinuo possuem estruturas provavelmente
mais complexas’.

Existe consideravel interesse em desvendar o mecanismo de
controle da composi¢do das ligninas. Isso constitui um fator
determinante na formag&o da unidade -O-4 em relagdo a difi-
culdade de degradagéo quimica pelo processo Kraft na obtencdo
da polpa celulésica e, também, um grande interesse em relagdo
a degradacéo bioldgica da madeira®®. 1sso leva & consideracéo
de que ligninas de angiospermas sdo mais facilmentes removi-
das da parede celular do que as ligninas de gimnospermas.

Tabela 4. Variago percentual da unidade estrutural B-O-4 das
ligninas AM, LL, GG, PP e AP (Figura 4).

Ligninas
Unidades AM LL GG PP AP
B-O-4 65,5% 68,0% 71,0% 73,4% 75,0%
OCH3/Cq 1,23 1,28 1,36 1,45 1,53

Tabela 5. Ocorréncia de unidades estruturais em ligninas de
Picea abies e de Betula verrucosa®?.

Unidade Picea abies Betula verrucosa
Estrutural (Gimnosperma) (Angiosperma)
% %
B-0O-4 48 60
B-5 9-12 6
- 2 3
4-0-5 3,5-4 6,5
Qutras unidades 34-37,5 24,5

Estes dados foram obtidos por diferentes métodos, ndo deven-
do sofrer rigorosas comparagoes.

CONCLUSAO

A equacdo de KUBELKA-MUNK (K-M)! define claramen-
te a relacdo direta entre a intensidade da absorcdo espectral e
a concentracdo da amostra examinada (no estado sélido), quan-
do se aplica a técnica experimental de Reflectancia Difusa.
Sobre esse enfoque, concluiu-se que: as ligninas AM, LL, GG,
PP e AP s&o tipicamente do tipo GS e que o aumento do grau
de metoxilagdo dos anéis arométicos, a partir dos precursores
acool coniferilico —» acool sinapilico, corresponde a diminui-
¢do do numero de sitios reativos sobre o anel aromatico. A
posicdo 2 e 6 dos anéis aromaticos desses precursores ndo sao
reativos portanto, apenas os carbonos 4 e 5 e a cadeia lateral
estdo disponiveis para a formag&o das ligagdes cruzadas. 1sso
provavelmente, leva & vérias formas de organizagdo estrutural
diferenciadas, variando na seqiiéncia AM>LL>GG>PP>AP a par-
tir da maior para a menor complexidade estrutural, referindo-se
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apenas a variagdo da concentracdo da unidade estrutural
B-O-4 em relagdo ao teor de metoxila.

A existéncia de um provavel controle bioldgico e enzimético,
durante a formagdo da lignina em angiospermas, predispde con-
digdes favoraveis a formagdo de unidade estrutural B-O-431415,
Provavelmente, essas variaveis levam as diferentes formas es-
truturais de ligninas em plantas de diferentes taxons. Neste sen-
tido, a espectroscopia no infravermelho, associada a utilizagdo
da técnica de Reflectancia Difusa e de deconvolugéo, permitiu
realizar andlises quali e quantitativas, de forma a dar suporte a
discussdo sobre a origem e as provaveis estruturas das ligni-
nas AM, LL, GG, PP e AP.

EXPERIMENTAL

A partir das amostras de madeiras das espécies Aspidos-
perma macrocarpum Mart., Lophanthera lactescens Ducke,
Gallesia gorazema (Vell) Mig., Peltogyne paniculata Bth. e
Aspidosperma polyneuron Muell. Arg., isolaram-se cinco di-
ferentes tipos de ligninas, representadas por AM, LL, GG, PP
e AP, respectivamente, através do método original de
Bjorkman'®. As amostras de madeira (100g de p6 de madeira
seca, 0,177-0,420 mm de didmetro de particulas) foram pré-
extraidas em um extrator do tipo Soxhlet com acetona e, em
seguida, com NaOH 1% a 90°C, durante uma hora. O resi-
duo sdlido pds-extracdo (livre de extrativos) foi submetido a
moagem seca em um moinho de bolas do tipo planetario (mar-
ca Fritzch), durante 168 h ininterruptas. Em seguida, as ma-
deiras moidas no moinho de bolas foram tratadas com
dioxano/H,0, 95:5 (v/v) durante 96 horas ininterruptas sob
agitacdo magnética, de acordo com o método original de
Bjorkman®®. A determinag&o do teor de metoxila foi realiza-
da de acordo com o método de Seizel modificado por Viebock
e Schwappach®’.

INFRAVERMELHO

Os espectros no infravermelho foram registrados a partir de
2 mg de amostra de lignina em 300 mg de KBr, sob 64 varre-
duras num aparelho Biorad Digilab FT 54 FTIR, com um
detector do tipo DTGS/KBr (Sulfato de Glicina Deuterado),
aplicando a técnica experimental de Reflectancia Difusa, utili-
zando um reflectébmetro com espelhos hemielipsoidais. O sinal
de absorcdo em 1500 cm® foi usado como referéncia interna
devido a sua independéncia das vibragfes dos substituintes do
anel aromético. O sinal de absorg&o em 1126 cm™ foi conside-
rado uma referéncia para a normalizacdo dos espectros. As
intensidades dos sinais foram determinadas pelo método de li-
nha base tangencial®.

Para a determinacg&o da concentracg&o (porcentagem por mol)
da unidade estrutural 3-O-4, foi aplicada a técnica de deconvo-
luc&o. Paratal, foi utilizado o programa BioRad fornecido pelo
fabricante do espectdmetro. Considerou-se, para a andlise, 0s
componentes de desdobramento 5b e 5 da absorc&o original
em torno de 1600 cm™. Uma resolucéo de 4 cm™ e apodizacéo
triangular foram aplicadas. A faixa de resolucéo para deconvo-
lucgo foi de 1800 a 700 cmlcom largura de sinal equivalente
a 15 cm™. Os espectros com deconvolug&o foram resolvidos a
partir dos espectros originais adotando-se também o sinal em
1126 cm'* para normalizac&o espectral, atribuindo-se a ele um
valor unitério. Portanto, resultando em aproximadamente 30
sinais nos espectros com deconvolucéo dos 15 a 18 sinais, re-
gistrados na regido entre 1800 a 700 cm™* nos espectros origi-
nais das ligninas AM, LL, GG, PP e AP. A eliminacdo de
vapor residual presente no equipamento permitiu a supressdo
quase por completo de ruidos na regido entre 1750 a 1660 cm’
! nos espectros com deconvolucgo. No caso de ligninas de
Bjorkman de plantas da familia Poacea (Graminacea), deve ser
considerada a contribuigéo das carbonilas de éster dos acidos
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cumérico e ferdlico sobre o sinal em 1600 cm™®. Esses &cidos
sd0 comuns &s ligninas de plantas dessa familia.

As atribui¢des dos sinais espectrais citados no texto foram
descritos de acordo com os dados disponiveis na literatura.
Entretanto, alguns sinais localizados nesta mesma regido (1800-
700 cmb) ndo foram ainda devidamente investigados. Neste
contexto, foram considerados para comparagdo, alguns dados
espectrais de ligninas de Bjoérkman de algumas espécies vege-
tais e de DHPs de composi¢éo G, GS e HGS sintetizados atra-
vés dos métodos continuo e descontinuo de polimerizacéo™®.
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