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ExtracéodalLigninae EmpregodaMesmaem Curvasde Calibracédoparaa
M ensur acdo da Lignina em Produtos Vegetaist

Romualdo Shigueo Fukushima?, Geraldo Garippo3, Ana Ménica Quinta Barbosa Habitante?,
Roseli Sengling Lacerda?

RESUM O - O objetivo deste experimento foi aextracdo daligninae seu uso nascurvasde calibragéo paradeterminar aconcentragéo
de lignina em produtos vegetais. Dentre os métodos analiticos utilizados para a mensuragdo da lignina, pode-se mencionar o método
“ligninasol Gvel em brometo de acetila- LSBA”, no qual aligninaé solubilizada em uma solugéo de brometo de acetilaa 25% em &cido
acético glacial e, depois, lidano comprimento de ondaa 280 nm. Entretanto, todo método espectrof otométrico requer o emprego de um
padréo de referéncia confiavel; neste experimento utilizou-se como padrado de referéncia aligninada planta forrageira extraida com o
emprego do proprio brometo de acetila. Quantificou-se a lignina presente em quatro amostras de forrageiras, em dois estédios de
maturidade e, ainda, em duas amostras de madeiras, comparando-se osdados com outrosdoi s métodos de determinagéo dalignina(lignina
em detergente &cido - LDA e lignina permanganato de potassio - LPer). Os trés métodos ndo foram concordantes entre si, sendo que,
parapraticamente todas as amostras, 0 método da L SBA mostrou val ores mais el evados que os outros dois métodos. Para cada amostra
analisada, foram confeccionadosumacurva-padrdo e um espectrogramanafai xade comprimento deluz de 240 a320 nm. A andlisedessas
curvas e dos espectrogramasindicou diferengas qualitativas entre as amostras, em fungéo ndo apenas da espécie botanica, mas também
do estadio de maturidade da planta.
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Lignin Extraction and its Performance in Calibration Curvesto Determine Lignin
Concentration in Plants

ABSTRACT - Theobjectiveof thisexperiment wastheextraction of ligninanditsuseinthecalibration curvesto determinelignin concentration
invegetableplants. Amongtheanal ytical methodsfor measuring lignin concentration, thereisthe" acetyl bromidesolublelignin-ABSL" method,
weresolubilizedligninin 25% sol ution of acetyl bromideinglacial aceticacidisread at 280 nm. However, any spectrophotometric method requires
areliable standard to which optical density readings are compared; in this experiment, the standard was obtai ned through extraction with acetyl
bromide reagent. Lignin was quantified in four forage samples, at two maturity stages, and also in two wood samples, comparing the obtai ned
datawith two other analytical methodsfor lignin (acid detergent lignin - ADL and potassium permanganate lignin - PerL). Thethreetechniques
yielded different val uesfor the same samples; in general, the ABSL method showed higher lignin concentrationsthan thetwo other methods. For
each sample it was made a standard curve and a 240-320 nm ultraviolet scanning. Analyses of such curves and scanningsindicated qualitative
differences among samples, not only related to plant species, but also to maturity stage of vegetable samples.

Key Words: chemical analysis, forages, lignin, spectrophotometric analysis

Introducéo lignina ser soluvel em solugdo de brometo de acetila

a 25% em acido acético glacial, sendo, em seguida,
lidaaabsorbanciadamesmano comprimento deonda
a280nm (MORRISON, 1972). Entretanto, existeum

A lignina é um componente ndo-carboidrato da
paredecelular dosvegetais, normal mente considera-

daindigestivel etambéminibidoradadigestibilidade
da parede celular das plantas forrageiras, acentuan-
do a sua acéo, a medida que o vegetal amadurece.
Entre os diversos métodos laboratoriais de
mensuragdo da lignina, estd o método
espectrofotométrico, que se baseia no fato de a

entrave - a auséncia de um padréo de referéncia -,
pois todo método espectrofotométrico pressupbe a
existéncia de um padrédo (FENGEL e WEGENER,
1989). Recentemente, FUKUSHIMA e DEHORITY
(no prelo) propuseramum padr&o, aligninaextraidada
planta pelo reagente brometo de acetila, e lograram
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resultados animadores na quantificacdo do teor de
ligninaem algumas plantas forrageiras.

Existem diferencas entre as ligninas presentes
em espécies botanicas diversas (FENGEL e
WEGENER, 1989); também constatou-se a presenca
de diferentes fragdes de lignina em determinada
amostra (CURVELO, 1992); entretanto, diferencas
entre ligninas provenientes de plantas em diferentes
fases de maturidade n&o tém sido descritas. E possivel
gue alteragdes estruturais, em fungdo do grau de
maturidade da planta, também estejam rel acionadas
com o declinio da digestibilidade da parede celular.

No presente trabal ho, objetivou-se avaliar o mé-
todo espectrofotométrico"ligninasol ivel embrometo
de acetila", empregando como padrdo de referéncia
a lignina extraida da propria planta, comparando-a
comoutrosdoismétodosanaliticosparaadetermina-
¢do da lignina, a lignina em detergente acido e a
lignina permanganato de potassio, de algumas espé-
cies forrageiras em dois estadios de maturidade,
incluindo dois tipos de madeira, e estimar a correla-
¢ao existente entre metodologia e digestibilidade in
vitro das amostras vegetais. Como é possivel o
surgimento de alteracdes estruturais na lignina, a
medida que a planta forrageira amadurece, e estas
alteracOes se refletirem na intensidade de absorgdo
da luz ultra-violeta, a pesquisa também objetivou
comparar as ligninas extraidas por intermédio de
espectrogramas, obtidos no comprimento de ondade
240 a 320 nm.

Material e Métodos

Foram ensal adas as seguintesplantasforrageiras:
afafa (Medicago sativa), aveia (Avena sativa),
braquiaria (Brachiaria decumbens) e coloni&o
(Panicum maximum cv. coloni&o); além disso, estu-
daram-se também as madeiras pinheiro (Pinus sp) e
eucalipto (Eucalyptus sp). Parao estudo objetivando
verificar a possibilidade de se empregar a curva de
regressdo da alfafa para estimar o contetdo de
lignina em outras espécies forrageiras (gramineas),
foi analisado outro grupo de plantas. aveia (Avena
sativa), centendrio (P. maximum cv. centenario),
colonido (P. maximum cv. colonido), bermuda
(Cynodon dactylum), estrela (Cynodon
plectostachyus), napier (Pennisetum purpureum
Schumm) e setéria (Setaria anceps cv. nandi). De
acordo com HATFIELD (comunicagéo pessoal),
teoricamente, ndo deveriam existir quaisquer proble-
mas em se empregar a curva de regressao da alfafa,

para estimar a concentragdo de lignina em outras
plantas forrageiras, incluindo-se as gramineas, uma
vez que se infere que, mesmo na ocorréncia de
mudancas na composi¢do fendlica entre moléculas
deligninade diferentes espécies vegetais, esse fend-
meno ndo seria suficiente para alterar a intensidade
de absorcéo daluz ultraviol eta. Quanto ao estadio de
maturidade, adotou-se o seguinte critério: plantas
jovens foram aquelas que ainda ndo apresentavam
inflorescénciaplena (fase de emergénciadapanicula
ou inicio da abertura das primeiras flores) e plantas
maduras, aguelas que apresentavam sementes for-
madas e menos que a metade de folhas verdes. Estes
materiai sforam provenientesdo campo agrostol égico
do Departamento de Zootecnia da Faculdade de
ZootecniaeEngenhariade AlimentosdaUniversidade
de S&o Paulo (FZEA-USP); as amostras de madeiras
(serragem) vieram da marcenaria do Campus da
USP de Pirassununga. As amostras foram secas em
estufa a 65°C, com ventilacdo forcada por trés dias,
moidasem moinholaboratorial (Wiley) compeneirade
1,0 mm e acondicionadas em frascos de vidro.

A preparacdo de parede celular foi obtida de
acordo com a descricdo de IIYAMA e WALLIS
(1990), com a excecéo de que, no presente traba-
lho, houveumaetapaadicional inicial, queconsistiu
nainfusdo da amostra em agua a 90°C por 45 min,
sendo, apos, filtradaem cadinho devidro comfiltro
deporcelana, porosidade grossa (40-60 micra). Em
seguida, a amostra foi refluxada seqiiencialmente
em solugéo de & cool etilico a 90% e cloroférmio,
por duas horas cada solvente, utilizando-se apare-
Iho Soxhlet. A amostrafoi seca em estufaventilada
a65°C por 48 horas, anotando-se a concentracéo de
parede celular.

O procedimento para a extragdo da lignina, em-
pregando-se o reagente brometo de acetila (BrAc), é
descrito a seguir: em dois gramas de parede celular,
acondicionados em tubo de teflon com tampa de
rosquear, foram pipetadosseismililitrosdeumasolu-
¢80 a 20% de é&cido perclérico em é&cido acético
glacial e 20 mL de umasolucao a25% de brometo de
acetila em é&cido acético glacial; o tubo foi fechado,
agitado e colocado em banho-maria a 70°C por
30 minutos, com agitacdo a cada 15 min. Apds a
digestéo, centrifugou-se este material a3000 rpm por
10 min. O sobrenadantefoi invertido em um bal&o de
doislitroseoresiduo, desprezado. O baldofoi imerso
em um banho de gelo e, apos cercade cinco minutos,
inverteu-se sobre o sobrenadante aproximadamente
doislitrosdedguadestiladagelada, ocorrendo, assim,
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aprecipitacéo dalignina. Estafoi separadapor meio
de filtracdo a vacuo, com emprego de papel-filtro
Whatman n® 4, lavado com 300 mL de dguadestilada,
esubmetido aparcial desidratacdo em estufaventilada
gjustadaa45°C. Este precipitado foi solubilizado em
50 mL de dioxana, e novamente adicionada agua
destilada (cerca de um litro), por onde obteve-se a
formac&o de umasol ucéo de aspecto coloidal; adi¢éo
de dois gramas de sulfato de sédio anidro promoveu
afloculagdo dalignina. A seguir, este precipitado foi
filtrado, lavado e parciamente desidratado, sendo em
seguidanovamente sol ubilizado emdioxana, comodes-
crito anteriormente. A recuperacdo da lignina deu-se
por gotejamento desta solugdo em éter etilico anidro/
éter de petrdleo (80:20), sob constante agitacdo. Apds
filtrac8o por meiodeumamembranadenéilon(porosidade
0,45 micra), o residuo foi lavado com 40 mL de éter de
petréleo e, apds secagem em estufa ventilada a 45°C,
obteve-se alignina brometo de acetila (LBrAc).

Para a confeccéo das curvas padréo, uma para
cada lignina extraida, adotou-se o0 seguinte procedi-
mento: 30 mg de LBrAc (feitas as devidas correcdes
para os teores de carboidrato e de proteina) foram
colocados em um tubo de teflon, ao qual foram
acrescentados 0,8 mL dasoluc&o de écido percl6rico
e quatro mililitros da solucéo de brometo de acetila.
Um tubo branco também foi preparado. Os tubos
foram agitados e aquecidos a 70°C por 30 min em
banho-maria. Apoésresfriados, completou-seovolume
para 30 mL com &cido acético glacial. Em dez tubos
devidro jacontendo seis mililitros de &cido acético
equatromililitrosdesolucéodehidroxidodesodio0,3N,
foram adicionadas aliquotas em volumes crescentes,
provenientes do tubo contendo a LBrAc, resultando,
dessamaneira, em concentragcdes crescentesdelignina.
Compl etou-se 0 volume para 24 mL com &cido acético
glacia. Adicionou-se1mL dasolucéo0,5M decloridrato
de hidroxilamina. Ostubos foram agitados e as respec-
tivas densidades oépticas (absorbancias), lidas em
espectrofotémetro (Milton Roy, modelo Genesisll), no
comprimento de onda a 280 nm.

Também foram tracados espectrogramas para
cada amostrade LBrAc, nafaixade 240 a 320 nm,
mantendo-se a concentracdo da lignina constante
para todas as varreduras. Espectrogramas de uma
mesmaplanta, em estadios de maturidade diferentes,
bem como espectrogramas de diferentes plantas,
foram confrontados para se avaliarem possiveis
diferencas de densidade Optica destas amostras.

Para a mensuracao final daligninanas amostras,

em 150 mg de parede celular, foram adicionados
0,5 mL dasolucao de &cido percléricoe 2,5 mL da
solucéo de brometo de acetil a, e ostubos, incubados
a70°C por 30 min. A seguir, quantidade suficiente
para 30 mL foi completada com é&cido acético
glacial, retirando-se uma aliquota de 1 mL desta
solucgdo para um tubo ja contendo 6 mL de &acido
acético glacial e4 mL dehidroxido desodio 0,3 M.
Aposadicao de 1 mL decloridrato dehidroxilamina
0,5 M, o volume foi completado para 25 mL com
acido acético glacial. Foram realizadas as leituras
de densidade 6ptica a 280 nm, determinando-se a
concentracdo final daligninacom base naequacéo
de regressdo obtida pelo tracado da respectiva
curva padrdo de cada LBrAc.

Para fins comparativos, outros dois métodos
de mensuracédo da lignina foram conduzidos, o
método da lignina em detergente acido - LDA
(VAN SOEST, 1963) e o da lignina em
permanganato de potassio - LPer (VAN SOEST
e WINE, 1968), ambos procedimentos analiticos
de natureza gravimétrica. As determinagbes de
proteina bruta nas amostras de LBrAc seguiram os
preceitos da AOAC (1980) e as determinacdes de
carboidrato, atécnicadaantrona, descritapor VILES
JR. e SILVERMAN (1949).

No ensaio de digestibilidade in vitro, as amos-
tras (em duplicatas) foram incubadas em solucéo
de MacDougall e liquido ruminal (1:1) e apenas a
fase fermentativafoi conduzida (FUKUSHIMA et
al., 1991) em um delineamento experimental de
blocos ao acaso (STEEL e TORRIE, 1980), no
qual os blocos ocorreram em trés semanas conse-
cutivas; o doador deliquido ruminal foi umbovino
fistulado no rumen recebendo dieta a base de
volumoso (70 a80%), constituido de capim e cana-
de-acUcar picados, mais concentrado (20 a 30%).
As comparaces estatisticas referentes aos dados
de lignina (em duplicata), provenientes dos trés
métodos analiticos, foram feitas pela andlise de
variancia (ANOVA) e as diferencas entre as
médias, determinadas pelo teste "t" de Student, no
nivel de 5%. Em virtude de o enfoque da pesquisa
ter sido primordialmente sobre método analitico,
ndo foram efetuadas outras comparagfes, como
aspectosrel ativos a estadio de maturidade ou espécie
botanica. Os dados de lignina provenientes dos trés
métodos foram correlacionados com os valores de
digestibilidade in vitro da matéria seca das amostras
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vegetais. Osdados foram analisados com o auxilio do
pacote estatistico SAS (STATISTICAL ANALYSIS
SYSTEM - SAS, 1985).

Resultados e Discussao

O rendimento da lignina brometo de acetila
(LBrAc) naparede celular, bem como os seus teores
de carboidrato, proteina (N x 6,25) e cinzas, esta
mostrado na Tabela 1. Constam também os valores
de rendimento de LBrAc, na base da planta inteira
(matéria seca), apds as corregdes para carboidrato e
proteina. O rendimento deL BrAc naplantainteirafoi
de 1,1 a 25,6%. FUKUSHIMA et al. (1991) extrai-
ram lignina de amostras de alfafa, por meio de
extragdo alcodlica (lignina nativa de Brauns), e 0
rendimento foi de menos de 1% da matéria seca.
ROSSINI et al. (1989) empregaram diversos
solventesparaextrair ligninadaserragemdamadeira
Pinus caribaea hondurensis, obtendo de 2,0 a6,6%
derendimento. A obtenc&o deligninafoi melhorada,
guando aextracdofoi catalisadapor um acido mineral,
variando de 1,1 a 24,4%, em relagdo ao peso seco da
madeira (BALOGH et al., 1989).

As andlises quimicas das ligninas brometo de
acetila revelaram teores de carboidrato (CHO) das
diversasLBrAc, variandode 11,2 (pinheiro) a29,7%
(aveia) (Tabelal). FUKUSHIMA (1989), ao examinar
algumasformasdelignina"kraft", verificou apresen-
¢ade 10,3 a11,2% de CHO, ao passo que alignina
nativa obtida da alfafa apresentou 15,5% de CHO.
Obtencao de ligninarelativamente pura em apreci&-
veis guantidades ndo é tarefa facil (IlYAMA e
WALLIS, 1990) e, possivelmente, uma das razdes
residiria no fato de a lignina ser covalentemente
ligada a frag&o carboidrato da parede celular, parti-
cularmente a hemicelulose (MORRISON, 1973).

Com a excecdo das LBrAc provenientes das
madeiras, as demais apresentaram apreciaveis teo-
res de proteina (PB); embora ndo tenha sido
estabelecida prova quimica, existe proposta de que
proteinas sdo covalentemente ligadas a molécula de
lignina (WHITMORE, 1982). No presente trabal ho,
estes valores ficaram entre 4,9 (aveia madura) e
21,4% (coloni&o jovem), sendo que as plantasjovens
exibiramteoresmaiselevadosqueasplantasmaduras.
Ligninasprovenientesdegramineastenderam aapre-
sentar menoresteoresdenitrogénio (N) quealignina
dealfafa(HATFIELD et al., 1994); a parede celular
de gramineas contém menos PB, sendo que uma
parte das mesmas funciona como proteina estrutural

(DARVILL et al., 1980). Entretanto, a presente
pesquisarevelou que alL BrAc extraidadabraquiaria
madura continha maior teor de PB que a alfafa
madurae, também, aconcentracdo de PB do colonido
jovem foi praticamente idéntica a da alfafa jovem.
Apesar de a presente metodologia de extragdo da
LBrAc, bem como as analises quimicas referentes a
mesma, ter sido razoavel mente estudada, dados apa-
rentemente discrepantes como 0s supracitados
devem ser encarados com a devida cautela. As
ligninas de plantas forrageiras contém N, que é
indisponivel adigestdo animal, enquanto asligninas
de madeira sdo essencialmente livres de N (VAN
SOEST, 1994). Lavagem com agua quente ou extra-
¢do alcodlicade lignina"kraft" reduziu a concentra-
cdodeN de3,6 para0,8 (FUKUSHIMA, 1989), o que
poderia ser creditada a ndo existéncia de ligacbes
guimicas entre a lignina e proteina (MORRISON,
1973). A guestdo que ainda permanece é se o N é
parte integrante da molécula de lignina ou se esta
presente na forma de proteina. Alguns dados de
pesquisas evidenciaram a presenga de proteinas
(McDOUGALL etal.,1996), sendo aprincipal deno-
minada de extensina, uma glicoproteina presente na
parede celular dosvegetais, nosquai s predominam os
aminoacidoshidroxiprolina, lisinaeserina(WILSON
e FRY, 1986). Todas as preparacdes de LBrAc
mostraram praticamente total auséncia de matéria
mineral, variando de 0, para as amostras de madeira,
al,l, parao colonido (Tabela l).

Embora existam descritas na literatura diversas
formas de se extrair lignina dos vegetais, deve-se
ressaltar que os produtos resultantes dessas extra-
¢Oes podem ser diferentes das ligninas presentes nas
plantas das quais se originaram (CURVELO, 1992).
FENGEL e WEGENER (1989) afirmaram que uma
das dificuldades encontradas na determinacéo
espectrofotométrica é o fato de a lignina isolada
poder absorver luz ultravioleta diferentemente da
lignina presente na planta, originando, assim, inter-
pretacdo errbnea das leituras de densidade éptica.
Na presente metodologia, o procedimento para a
extragdo do padréo de referéncia € exatamente o
mesmo empregado para a determinagdo analitica da
ligninanaamostravegetal, o que podeeliminar orisco
daligninaextraidaser diferentedaligninapresentena
amostra sendo analisada.

ParacadaLBrAc extraida, foi tragcadauma curva
padréo. Valores de carboidrato e proteina foram
devidamente considerados. Todas as curvas foram
lineares nas concentrages testadas. A Figura 1, da
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Tabela 1 - Rendimento de lignina brometo de acetila na parede celular, teores
de carboidrato, proteina (N x 6,25) e cinzas nas amostras de lignina
brometo de acetila e rendimento de lignina brometo de acetila (ap6s
correcédo para teores de carboidrato e proteina) na planta inteiral

Table 1 - Acetyl bromide lignin yield on the cell wall; contents of carbohydrate, protein
(N x 6.25) and ash in the acetyl bromide lignin samples and acetyl bromide
lignin yield (after corrections for carbohydrate and protein contents) in the
whole plant!

Amostra Est LBrAc(PC) CHO B cz LBrAc(P!)

Sample Sta AcBrL (CW) CHO CP Ash AcBrL (WP)

Alfafa J 7,6 16,6 211 05 2,7

Alfalfa Y

M 51 21,7 84 0,6 2,3
M
Aveia J 58 29,7 136 08 19
Oats Y
M 172 198 48 08 92
M
Braguiéria J 7,0 14,0 138 0,6 34
Signal grass Y
M 22 195 113 08 11
M
Colonido J 6,9 20,3 214 11 30
Guinea grass Y
M 121 16,3 54 09 81
M

Eucalipto - 30,1 190 09 00 21,2

Eucalyptus

Pinheiro - 335 112 0,7 00 256

Pinetree

Média - 12,7 18,8 10,1 0,6 78

Mean

Desvio-padrdo - 10,63 496 7,30 0,36 847

Standard deviation

1 valores na base da matéria seca e em porcentagem; Est - estadio de maturidade das amostras;

J - jovem; M

- maduro; LBrAc (PC) - lignina brometo de acetila na parede celular;

CHO - carboidrato; PB - proteina bruta; CZ - cinzas; LBrAc (PI) - lignina brometo de acetila na

planta inteira.

1 Data on a dry matter basis and in percentage; Sta - maturity stage of samples; Y - young; M - mature; AcBrL
(CW) - acetyl bromide lignin in the cell wall; CHO - carbohydrate; CP - crude protein; AcBrL (WP) - acety!

bromide lignin in the whole plant.

aveia (A - jovem e B - maduro), exemplifica as
curvas obtidas. Na Tabela 2, estdo mostradas as
equacbes de regressdo das curvas, podendo ser
verificada ampla variag&o nos valores de inclinag&o
dasretas. Tomando-se por principio que ainclinagéo
dareta, resultado da leitura de densidade Optica em
funcéo da concentracdo de um dado tipo de LBrAc,
fornece indicativo da qualidade da mesma, pode-se
inferir que, além das diferengas entre ligninas prove-
nientes de diferentes espécies botanicas, ha também
diferencas entre ligninas oriundas de plantas jovens
ou maduras, sugerindo a ocorrénciade modificages
naestruturadalignina, amedidaque aplantaamadu-
rece. JUNG e VOGEL (1986) mostraram que raz&o
entre a porgéo interna e externa da lignina (core to

non-core lignin ratio) é dependente da idade da
planta. E possivel que a supracitada alterag&o estru-
tural, em funcdo do grau de maturidade da planta,
também esteja relacionada com o declinio da
digestibilidade daparedecelular.

Ainda na Figura 1, pode-se visualizar que, no
geral, ospontosdacurvadaligninabrometo deacetila
da aveia no estadio vegetativo maduro (gréfico B)
foram superiores aos pontos da curva da lignina
brometo de acetila da aveia no estadio vegetativo
jovem (gréfico A), empregando-se sempre as mesmas
concentracdes de LBrAc, ou seja, aligninaproveni-
entedeforrageiramaduraabsorveu com maior inten-
sidadealuz ultravioletaemrelacdo aligninaextraida
daplantamaisjovem. Em conseqtiéncia, esta obser-
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Tabela 2 - Sumério das equacdes de regressdo obtidas a
partir das curvas -padréo das ligninas brometo

de acetilal
Table 2 - Summary of regression equations obtained from the
standard curves of acetyl bromide lignins!
Amostra Est X=(Y'-b)/a
Sample Sa
Alfafa J X =(Y'+0,000)/10,83
Alfalfa Y
M X=(Y'+0,002)/13,59
M
Aveia J X=(Y'-0,046)/14,09
Oats Y
M X =(Y'-0,009)/19,73
M
Braguiéria J X=(Y'+0,018)/12,80
Signal grass Y
M X=(Y'+0,008)/15,11
M
Colonido J X=(Y'+0,002)/14,22
Guinea grass Y
M X=(Y"'-0,0033)/21,78
M
Eucalipto - X =(Y'+0,009)/15,84
Eucalyptus
Pinheiro - X =(Y'-0,022)/18,66
Pinetree

1 Est-estadiode maturidade; J-jovem; M -maduro; X - concentracao
de lignina (mg/mL); Y' - absorbancia; b - intersecgdo da reta;
a - inclinagdo da reta.

1 Sta-maturity stage; Y - young; M - mature; X - lignin concentration (mg/mL);
Y' - absorbance; b - intercept; a - slope.

vacao refletiu na constatacdo de que as inclinagbes
das retas também foram diferentes entre as diversas
LBrAc. Portanto, aparentemente, o grau de amadu-
recimento daplantainflui nadeposi ¢cdo dosmondémeros
fendlicos namoléculadelignina.

As concentragfes de lignina nos materiais vege-
tais, obtidas pelos trés métodos, estdo mostradas na
Tabela 3. O teste estatistico "t" de Student indicou
gue ndo houve concordancia entre os métodos de
mensuracdo da lignina; os valores de LSBA foram
mai s el evados que os apresentados pel os outros dois
meétodos (P<0,05), aexcegdo da LDA parao pinhei-
ro. E amplamente reconhecida ainfluéncia da matu-
ridade sobre o teor de ligninaem plantas forrageiras
(VAN SOEST, 1994); nesta pesquisa, todos os trés
métodos analiticos mostraram forrageiras maduras
exibindo concentracGes mais elevadas de lignina que
as plantas mais jovens, entretanto, o método LSBA
apresentou prati camente osmesmosteoresdelignina
entre as braquiéarias jovem e madura. Como as
metodol ogia da extracdo dalignina pelo brometo de
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Figura 1 - Curvas-padrdo das ligninas brometo de acetila
da aveia jovem (A) e aveia madura (B).

Figure 1 - Standard curves for acetyl bromide lignins from young
oats (A) and mature oats (B).

acetila e seu subsegiiente emprego como padréo de
referéncia ainda encontram-se em fase experimen-
tal, recomenda-se que os valores de lignina assim
obtidos sejam encarados com a devida reserva. A
razédo LSBA/LDA variou de 0,91 a 5,51, enquanto a
razdo LSBA/LPer, de 1,12 a 3,39. SHIMOJO e
GOTO (1987) reportaram que a concentracdo de
ligninaem algumasforrageirastropicaisvarioude5,4
a14,1% (LSBA) e de 3,0 a 10,2% (LDA). A razéo
LSBA/LDA variou de 1,73 a 2,85 para diversas
forrageiras, jovens ou maduras, de trigo, centeio e
arroz, cujosteoresde LDA foram de 2,2 a11,2%; as
concentractes de LSBA ficaram entre 6,1 e 16,7%
(IYAMA e WALLIS, 1990).

Assim, o presente trabalho também mostrou
dados superiores de lignina, quando as amostras
vegetai sforam estimadaspel o procedimentodalL SBA,
em relagdo as outras duas técnicas de avaliagéo
quantitativadalignina. O método espectrof otométrico
poderia ser sensivel o suficiente para detectar aque-
les componentes fendlicos que seriam rapidamente
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Tabela 3 - Concentracdes de lignina obtidos por trés métodos de mensuracao da lignina e razédo entre os métodos
e os coeficientes de correlagédo entre métodos e valores de digestibilidade in vitrol

Table 3 - Concentration of lignin obtained by three methods for lignin measurement; ratio among methods and coefficients of
correlation among methods and in vitro disappearance data 1

Amostra Est LDA (%) Lper (%) LSBA (%) LSBA/LDA LSBA/L per DIVMS(%)
Sample Sa ADL (%) PerL (%) ABSL (%) ABSL/ADL ABSL/PerL IVDMD (%)
Alfafa J 44 99 111 252 112 67,7
Alfalfa Y
M 79 131 153 1,94 117 579
M
Aveia J 28 43 11,9 4,25 2,77 51,8
Oats Y
M 58 84 16,8 290 2,00 443
M
Braquiaria J 35 57 19,3 551 339 458
Signal grass Y
M 75 8,2 194 259 2,37 257
M
Coloni&o J 38 6,9 15,6 411 2,26 50,2
Guinea grass Y
M 114 138 185 1,62 134 27,0
M
Eucalipto - 17,9 25,1 299 1,67 119 73
Eucalyptus
Pinheiro - 31,6 24,6 28,6 091 1,16 6,0
Pinetree
Média - 9,7 12,0 18,6 - - 384
Mean
Desvio-padréo - 874 7,23 6,18 - - 20,55
Standard deviation
Coeficientecorrelacdo - -0,813 -0,760 -0,930 - - -

Coefficient of correlation

1 Est - estadio de maturidade; J - jovem; M - maduro; LDA - lignina em detergente acido; LPer - lignina permanganato de potassio; LSBA -
lignina soltivel em brometo de acetila; LSBA/LDA - raz&o entre os valores de LSBA e LDA; LSBA/LPer - razdo entre os valores de LSBA e

LPer; DIVMS - digestibilidade in vitro da matéria seca.

1 Sta-maturity stage; Y - young; M- mature; ADL - acid detergent lignin; PerL - permanganate lignin; ABSL - acetyl bromide soluble lignin; ABSL/ADL - ratio between
ABSL and ADL concentrations; ABSL/PerL - ratio between ABSL and PerL concentrations; IVDMD - in vitro dry matter disappearance.

removidos pela solucéo de &cido sulfarico a 72%
(FAHEY JR. etal., 1979). A superioridade numérica
daL SBA foi de menor magnitude em relacéo a L Per;
se de um lado os dados de LDA podem estar subes-
timados, por outro, valores de L Per devem ser enca-
rados criteriosamente, uma vez que tanto a celulose
como a hemicelul ose podem ser atacadas pela solu-
¢ao de permanganato, particularmente em gramineas
imaturas (VAN SOEST e WINE, 1968). BARTON
eAKIN (1977) mostraram que parte dahemicelulose
e de alguns tecidos do mesdfilo da Festuca sp foi
removida pela soluc&o de permanganato.

A técnicadaLDA exibiu, aexcegéo do pinheiro,
menores valores que o método da LPer (P<0,05).
VAN SOEST e WINE (1968) ja haviam feito obser-
vacdo semelhante para outras espécies vegetais e
hipotetizaram que o método L Per pode refletir valo-

res mais proximos do real. REBOLE et al. (1994)
também verificaram que, para diversos tipos vege-
tais, a técnica da LPer forneceu teores numerica-
mente superiores ao do procedimento da LDA. O
método LDA apresenta sérios entraves - um deles é
medir cutina como lignina (GOERING e VAN
SOEST, 1970; FUKUSHIMA e DEHORITY, 1995),
ou ainda que certa porcao indefinida dalignina pode
ser solivel nasolucéo dedetergenteécido (SHIMOJO
eGOTO, 1984) ou sol tivel nasolugéo concentradade
acido sulfurico (CRAWFORD et al., 1980;
HATFIELD et al., 1994).

Osvalores da digestibilidade in vitro da matéria
seca constam da Tabela 3. Como seria de se esperar,
0 desaparecimento da matéria seca foi de maior
grandeza naquelas amostras de plantas jovens
(P<0,05), o que pode ser explicado pelo aumento da
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concentragdo de lignina, & medida que a planta
forrageira amadurece (DEHORITY e JOHNSON,
1961; JUNG e VOGEL, 1986). Entretanto, a pre-
sente pesquisa mostrou um dado aparentemente
discrepante e novamente relacionado a braquiaria,
gue, mesmo apresentando valores de LSBA prati-
camenteidénticos quanto ao estadio de maturidade,
exibiu indicesde digestibilidade in vitro damatéria
seca completamente diferentes entre as forrageiras
jovem e madura. Mesmo levando-se em considera-
¢80 que as pesquisas focando o valor nutritivo de
plantasforrageirastém, geralmente, dado particular
énfase aconcentragdo de lignina, associando-acom
agueda nadigestibilidade (VAN SOEST, 1994), e
embora JUNG (1989) tenha sugerido que a compo-
si¢8o da porcgédo interna da lignina, e ndo apenas a
guantidade da mesma, pode ter decisivainfluéncia
nadigestibilidadedafibra, aparentemente aexplica-
¢cao mais plausivel para a supracitada discrepancia
ainda reside no fato de a técnica analitica proposta
no presente trabalho ser nova, necessitando de
maiores estudos.

Estes dados de digestibilidade foram
correlacionados com os teores de lignina obtidos
pelos trés procedimentos (Tabela 3 e Figura 2),
embora a correlacdo seja um critério as vezes
insatisfatorio, elareflete a praticidade de se obterem
estimativasdo valor nutritivo apartir dacomposigdo
bromatol 6gica(VAN SOEST eROBERTSON, 1980).
VAN SOEST (1994) mencionou que equacgdes de
regressado variam nadependénciado método quimico
empregado, descrevendo entdo uma equacao para a
LDA eoutraparaalPer. No presente experimento,
a melhor correlacdo foi a observada para o método
LSBA. E possivel que o método em pauta possa ser
melhor estimador da digestibilidade (ou do valor
nutritivo do vegetal) que os outros dois procedimen-
tos; entretanto, muitos outros ensaios deveréo ser
conduzidos, variando o nimero de espéciesbotanicas
e aumentando o tamanho das amostragens.

Apesar dapossivel presencadediferencasintrin-
secas entre as ligninas provenientes de plantas de
espécies botanicas diversas, bem como ainfluéncia
do estadio de maturidade, foram realizados estudos,
para outro grupo de plantas forrageiras, no sentido de
verificar a exequibilidade de se empregar a equacéo
de regresséo obtida para a curva de calibracdo da
alfafa (tanto a planta jovem como a madura) para o
calculo da concentracdo de lignina em outras
forrageiras. Os valores de LSBA calculados com

g 4 LDA = 22,96 - 0,35*X
Sg % = -0.8128 -s:,5 5657
\8 QC/ 30 A ’ ’
% 525
55 o 4
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e r=-0,7597 s=51035
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55
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X = digestibilidade; * = sinal de multiplicacao; r = coeficiente
de correlacéo; s = desvio-padréo.

X = digestibility; * = multiplication symbol; r = correlation coefficient;
s = standard deviation.

Figura 2 - Curvas de regressao linear entre métodos para
a mensuracdo da lignina e valores de
digestibilidade in vitro.

Figure 2 - Linear regression curves between analytical method to
quantify lignin and in vitro disappearance data.
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Tabela 4 - Valores de lignina nas amostras a partir de suas préprias curvas-padréo e
valores obtidos empregando-se as curvas padréo da alfafa (jovem e maduro)!

Table 4 - Lignin content of samples calculated from their own standard curves and from alfalfa
standard curves (young and mature)!

Amostra Est Ligninanapropriacurva Ligninanacurvadaalfafa
Sample Sta Lignin on its own curve Lignin on the alfalfa curve
Aveia J 11,45 14,56
Oats Y
M 1894 2353
M
Centenario J 18,03 22,65
Centenario grass Y
M 2342 28,40
M
Coloniéo J 15,80 19,63
Guinea grass Y
M 27,01 32,06
M
Bermuda J 22,85 26,51
Bermuda grass Y
M 24,69 27,76
M
Estrela J 19,33 23,09
Star grass Y
M 24,84 30,88
M
Napier J 1412 17,50
Elephant grass Y
M 21,28 25,72
M
Setéria J 24,10 28,71
Spear grass Y
M 26,73 32,72
M

1 valores em porcentagem; Est - estadio de maturidade; J - jovem; M - maduro.
1 Values in percentage; Sta - maturity stage; Y - young; M - mature.

base na curva padréo da propria planta foram de 12
a 27% menores gque os obtidos por meio das curvas
validas para a alfafa (Tabela 4); portanto, a julgar
pelos resultados observados, exceto a luz de novas
descobertas, aparentemente inviabiliza-se a
interpolacéo de dados entre distintas curvas padréo.

Conclusdes

A extragdo da lignina de produtos vegetais
empregando o reagente brometo de acetila e a
utilizacdo desta como padrdo de referéncia na
analise espectrofotométrica para a determinacgéo
quantitativa da lignina mostrou 6timo potencial;
entretanto, ressalve-se novamente que a
metodologia aqui apresentada ainda se encontra
nos seus primordios, necessitando ainda de varios

estudos, objetivando esclarecer diversos aspectos
obscuros e consolidar (ou ndo!) suavalidade como
técnica analitica para a quantificacdo do teor de
ligninaem produtos vegetais.

A utilizac8o destatécnicareforgcou atese de que
existem diferencas qualitativas entre as ligninas de
diversas espécies botanicas. As curvas de regres-
sdo, bem como os espectrogramas obtidos, sugerem
a existéncia de diferencas qualitativas entre as
ligninas provenientes de plantas em diferentes esta-
dios de maturidade.

A melhor correlagdo entre método analitico e
digestibilidadeinvitrofoi com ametodol ogiaproposta
no presente trabalho, e, aluz de novas pesquisas, pode
sugerir que esta técnica analitica é adequada para
estimar aconcentragdo deligninaem plantasforrageiras
e, possivelmente, o valor nutritivo das mesmas.
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