Espectros de duas formas de lignina obtidos por ressonancia magnética nuclear
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Resumo — O conteudo de lignina pode ser til na estimativa da digestao da fibra de plantas forrageiras.
A determinacdo quantitativa da lignina pelo método espectrofotométrico pressupde a existéncia de um
padrdo de referéncia satisfatorio. O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio da ressonancia magné-
tica nuclear (RMN), duas ligninas, uma extraida com brometo de acetila (LBrAc) e outra com solugao
acida de dioxano (LDiox), para utilizagdo como padrio de referéncia em andlises espectrofotométricas.
A ressondncia de proton acusou altos teores de carboidratos contaminantes nas amostras de LBrAc.
Como a cromatografia liquida ja havia indicado menor presenca de carboidratos contaminantes na
LDiox, os espectros por ressonancia de carbono, mais rica em detalhes do que a espectroscopia anterior,
porém mais demorada, foram realizados somente nas ligninas LDiox. Este espectro revelou picos
tipicos, comuns a maioria das ligninas. Os achados da RMN foram condizentes com a analise quimica,
a qual identificou que o carboidrato da parede celular que acompanha a LBrAc seria possivelmente a
celulose, ao passo que a pequena contaminagdo da LDiox teria origem nas pentosanas. A LDiox pode ser
considerada melhor padrdo de referéncia para as analises espectrofotométricas do que a LBrAc.

Termos para indexacdo: brometo de acetila, carboidrato, dioxano, parede celular, espectrometria.

Nuclear magnetic resonance spectra of two types of lignin

Abstract — Lignin content can be useful to estimate fiber digestion of forage plants. Quantitative
determination of lignin by the spectrophotometric method presumes an efficient standard. The objec-
tive of this work was to evaluate, by the nuclear magnetic resonance (NMR), two lignins, one extracted
with acetyl bromide (AcBrL) and another with acidic dioxane solution (DL), as standards in spectro-
photometric analysis. Proton resonance revealed high presence of carbohydrates in the AcBrL residues.
Because liquid chromatograph had already shown low contamination with carbohydrates in the DL
samples, only carbon resonance, which is lengthier, but richer in details than proton resonance, was run
on these lignin samples. The carbon resonance revealed typical peaks common to most lignins.
NMR findings were harmonious with wet chemistry which revealed that the cell wall carbohydrates
attached to AcBrL would possibly be cellulose whereas in the DL, the small carbohydrate components
would come from pentosans. DL can be considered a better standard to the spectrophotometric analy-
sis than AcBrL.

Index terms: acetyl bromide, carbohydrates, dioxane, cell walls, spectrometry.

(WAceito para publicagdo em 21 de novembro de 2002. Introduggo

@ Universidade de Sdo Paulo, Fac. de Medicina Veterinaria ¢ oL . L R
Zootecnia, Av. Duque de Caxias Norte, 225, CEP 13630-000 A lignina ¢ formada via polimerizagdo de trés
Pirassununga, SP. E-mail: rsfukush@usp.br mondmeros fenilpropanoides (Cs-Cs) e que variam

G United States Department of Agriculture, Agricultural apenas na metoxilagdo dos carbonos 3 e 5. Sdo os
Research Service, Dairy Forage Research Center, 1925

Linden Drive West, Madison, Wisconsin 53706, USA. alcoois p—coumarilico (auséncia de grupamentos
E-mail: rdhatfie@facstaff.wisc.edu metoxilicos), coniferilico (metoxilacdo no Cs) e

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v. 38, n. 4, p. 505-511, abr. 2003



506

sinapilico (metoxilag@o nos C; e Cs); ligninas com-
postas primariamente de alcool coniferilico sdo de-
nominadas de ligninas guaiacilicas e aquelas forma-
das predominantemente com alcool sinapil sdo de-
nominadas de ligninas siringilicas (Buxton et al.,
1996). Em uma estrutura arilpropandéide, os carbonos
do anel fenolico sdo identificados com niimeros ara-
bicos, no sentido horario, e os carbonos do segmen-
to propanoide sdo identificados com as letras gre-
gas o, B e v, a partir do anel fendlico.

A condensacdo dessas unidades fendlicas resul-
ta em um polimero extremamente complexo e
indigestivel para os animais herbivoros (Soest, 1994).
Esta substancia esta presente nas plantas forrageiras
em concentra¢des que geralmente variam de 3% a
12% da matéria seca (Jung et al., 1996).

O conteudo de lignina pode ser ttil na estimativa
da digestdo da fibra (Akin et al., 1977; Jung & Vogel,
1986); entretanto, qualquer estimador de
digestibilidade precisa ser quimicamente determina-
do com aceitaveis niveis de precisdo e acuracia
(Faichney, 1975). Entre os varios métodos emprega-
dos atualmente na determinagfo quantitativa da
lignina em produtos vegetais, pode-se citar os
gravimétricos, tais como a lignina em detergente 4ci-
do preconizado por Soest (1963), a lignina
permanganato de K de Soest & Wine (1968) e o tradi-
cional método da lignina Klason (Theander &
Westerlund, 1986).

Outro procedimento analitico, de natureza
espectrofotométrica, pode ser empregado com esse
mesmo objetivo (Morrison, 1972). Entretanto, todo
método espectrofotométrico pressupde a existéncia
de um padrio de referéncia com o qual as leituras de
densidade optica possam ser comparadas (Fengel &
Wegener, 1984). Até a presente data, nenhum padréo
de referéncia plenamente satisfatorio foi obtido. Re-
centemente, dois procedimentos para a extracdo de
ligninas foram reportados: um empregando solugéo
de brometo de acetila a 25% em acido acético
(Fukushima & Dehority, 2000) e outro no qual a lignina
¢ solubilizada com solugdo acida de dioxano
(Fukushima & Hatfield, 2001). O objetivo foi usar
essas ligninas como padrdes de referéncia em anali-
ses espectrofotométricas, para quantificar os teores
de lignina.
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Evidentemente que quanto maior o grau de pure-
za de um padréo de referéncia, maior sera a confia-
bilidade nos resultados obtidos. A determinagdo da
presenca e respectiva quantificaco de substancias
contaminantes em um produto novo baseia-se, na
maioria das vezes, na quimica tradicional, que neces-
sariamente deve ter o alvo previamente determina-
do, e € muitas vezes uma tarefa ardua. A espectros-
copia por meio da ressonancia magnética nuclear
(RMN) é uma ferramenta analitica das mais valiosas
para elucidar as estruturas moleculares dos compo-
nentes da parede celular, incluindo-se a lignina
(Ralph et al., 1994; Ralph, 1998). A RMN também é
empregada no estudo de ligninas extraidas (Lu &
Ralph, 1995) e em ligninas sintetizadas em laboratd-
rio (Ralph et al., 1995). Destarte, a ressonancia mag-
nética nuclear permite direcionar corretamente as
ligninas extraidas para a analise quimica tradicional
de substancias contaminantes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar dois tipos de
lignina, extraidas sob condigdes diferentes, por meio
da técnica da RMN, na tentativa de se obter subsidi-
os para fundamentar a escolha de uma das duas for-
mas de lignina como padrdes de referéncia em anali-
ses espectrofotométricas.

Material e Métodos

Amostras vegetais

A alfafa (Medicago sativa 1..) ¢ o “bromegrass” (Bromus
inermis L..) foram cultivados sob condi¢des controladas de
temperatura e regime luminoso, em casa de vegetacdo per-
tencente ao United States Department of Agriculture -
Dairy Forage Research Center (USDA - DFRC), Madison,
Wisconsin, EUA. O trevo “kura” (7rifolium ambiguum 1..)
foi colhido de uma area experimental, localizada na
University of Wisconsin Experimental Farm, Arlington,
Wisconsin. Amostras de pinheiro (Pinus taeda L.) e dlamo
(Populus tremuloides 1.) foram doa¢des do USDA - Forest
Products Laboratory.

No experimento da extra¢do da lignina com o reagente
brometo de acetila foram usados a folha e o caule da alfafa,
o caule de “bromegrass™ e o tronco do pinheiro e do dlamo.
A alfafa foi colhida no inicio do florescimento, com cerca
de 20% das flores abertas; “bromegrass”, no estadio de
emergéncia da panicula floral; o pinheiro ¢ o alamo, quando
apresentavam madeiras maduras.



Espectros de duas formas de lignina

No experimento da extrag¢do da lignina com solucdo
acida de dioxano foram utilizados os caules de alfafa,
“bromegrass”, trevo “kura” e as madeiras do pinheiro ¢ do
alamo. O trevo foi colhido no inicio do florescimento, com
cerca de 20% das flores abertas.

Neste experimento empregaram-se espécies que embo-
ra ndo sejam utilizadas como fonte alimentar para os ani-
mais domésticos, suas ligninas ndo apresentam mudanca
na composicdo monomérica dos nicleos aromaticos em
relacdo as ligninas provenientes de plantas forrageiras, a
exemplo do alamo.

As plantas forrageiras colhidas foram secadas em estu-
faa 60°C com ventilagdo forcada e a seguir moidas em
moinho laboratorial (Willey), com peneira de 0,5 mm. As
amostras de madeiras ja vieram sob a forma de serragem e
secas. Foi realizado o refluxo seqiiencial em aparelho de
Soxhlet com dgua destilada, etanol, cloroférmio e acetona,
até que visualmente nenhuma coloragao fosse detectada
em qualquer dos solventes, o que deu origem a parede
celular. Apds secadas, as amostras de parede celular foram
armazenadas em frascos de vidro.

Extracao das ligninas

A extragdo da lignina com brometo de acetila (LBrAc)
foi realizada conforme Fukushima & Dehority (2000).
A extragdo da lignina com dioxano foi feita segundo
Fukushima & Hatfield (2001): 5,0 g de parede celular fo-
ram colocados em frasco de fundo redondo (250 mL) no
qual adicionou-se 100 mL da solugdo acida de dioxano
(90 mL de dioxano + 10 mL de uma solugdo 2 N de HCI);
o frasco foi conectado a um condensador e gés N, ventila-
do sobre a superficie liquida por cerca de 30 segundos.
A solugdo foi, entdo, refluxada por 30 minutos sob atmos-
fera de N,. Apds resfriamento, a solucdo foi filtrada a va-
cuo através de filtro de fibra de vidro (Whatman GF/C,
47 mm) e coletada em um frasco erlenmeyer; cerca de
20 mL de dioxano a 96% foram empregados para lavar o
residuo solido. A acidez da solugdo foi neutralizada com
bicarbonato de sodio (4,0 a 4,5 g). Em seguida, a solu¢do
foi filtrada a vacuo por meio de uma membrana de nailon
(diametro: 47 mm; porosidade: 0,45 um) e o volume foi
reduzido sob pressdo negativa para 15 a 20 mL em um
rotoevaporador, munido com banho-maria regulado a 40°C.
Esta solugdo concentrada foi, entdo, gotejada com pipeta
pasteur em dois frascos de centrifuga (250 mL de capaci-
dade), contendo em cada frasco 200 mL de agua destilada,
e rapidamente agitada com o auxilio de um agitador magné-
tico.

O precipitado formado foi separado por centrifugagao
(9.000 g, 15 minutos, 20°C); no caso de se formar um
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precipitado do tipo coloidal, a adig¢do de 2.0 g de sulfato de
sodio anidro (sob agitagdo) promove a precipitagao.
O precipitado foi parcialmente desidratado em estufa com
ventilagdo forcada de ar por 20 minutos; este residuo de
lignina foi entdo dissolvido em 5,0 mL de dioxano (100%),
filtrado através de uma membrana de nailon e adicionado
gota a gota em um frasco de centrifuga contendo 200 mL
de éter etilico anidro, rapidamente agitado. Apds a
floculag@o, a lignina foi separada do éter por centrifugacio
(9.000 g, 15 minutos, 5°C). Esse ultimo passo foi repeti-
do mais duas vezes. Apds o descarte do tltimo sobrenadante
de solvente organico, 80 mL de éter de petrdleo foi adicio-
nado e, com o auxilio de uma espatula, o precipitado foi
quebrado em pequenos pedagos. O éter de petroleo foi
descartado apds a centrifugagdo. Apds secada, a lignina
(denominada de lignina dioxano - LDiox) foi armazenada em
frasco escuro, com dissecante adequado, no congelador.

Determinacio dos carboidratos nas ligninas

A quantificag@o dos agucares neutros foi efetuada apos
hidrolise das ligninas com solugdo concentrada de acido
sulfurico (Hatfield et al., 1994), em um aparelho HPLC,
conforme Hatfield & Weimer (1995) (DX-500
Carbohydrate System usando a coluna Carbopac™ PA10
4x250 mm). A concentragdo total de derivados uronicos
foi determinada pelo método do fenilfenol (Blumenkrantz
& Asboe-Hansen, 1973).

Ressonincia magnética nuclear (RMN)

Espectroscopias unidimensionais (1D) oriundas de
RMN de 'H ou 3C (respectivamente, ressonancia de
proton ou de carbono) foram registradas em um equipa-
mento Bruker AMX-360 pertencente ao USDA-DFRC.
Cada lignina (entre 30 e 40 mg, pesada em tubos proprios)
foi dissolvida em acetona-ds e em seguida mergulhada no
campo magnético do equipamento; a aquisi¢ao dos espec-
tros durou cerca de seis horas, para a ressonancia de proton,
¢ de 20 horas para a ressonancia de carbono. Sinais do
solvente foram usados como padréo de referéncia interno.

Resultados e Discussio

Ao se examinar uma nova substancia através da
RMN, é recomendavel inicialmente a realizagio de
um estudo de carater exploratorio; em relagdo a
ligninas, a aquisi¢do de espectros de ressondncia de
préton (*H) é indicada por oferecer picos ainda con-
siderados como de boa definigdo e num espago de
tempo curto. Espectros com melhor resolucdo para
analise das estruturas moleculares da lignina obtém-
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se mediante ressonancia de carbono (13C), entretan-
to o tempo para a aquisi¢éo dos picos € maior, tipica-
mente de 20 a 48 horas.

Para as ligninas extraidas com brometo de acetila,
a area correspondente aos picos de carboidratos foi
maior do que a area referente aos sinais de hidrogé-
nios aromaticos da lignina, particularmente no caso
da lignina proveniente do tecido foliar.
A contaminag@o por carboidratos nas LBrAc foi de
tal magnitude que optou-se por ndo realizar a
integralizacdo dos picos. Essa constatagdo também
foi feita por Fukushima & Dehority (2000) e
Fukushima et al. (2000), via quimica tradicional, que
obtiveram teores elevados de carboidratos variando
de 7,3% a 29,7% nas LBrAc de diversas plantas
forrageiras. A maior concentragdo de carboidratos
na preparacéo extraida da folha deve-se a maior ati-
vidade metabodlica deste tecido, incluindo-se a
fotossintese. Ainda que os carboidratos
contaminantes ndo absorvam a luz ultravioleta na
mesma regido da lignina (280 nm) e sua concentra-
¢do seja contabilizada para efeitos de calculos da
concentragdo final de lignina, ¢ desejavel a obten-
¢do de uma lignina o mais isenta possivel de subs-
tancias contaminantes para que possa ser usada
como padrdo de referéncia em analises por
espectrofotometria. O espectro da lignina extraida
do caule também revelou maior teor de lignina em
relagdo a folha, conforme anteriormente observado
(Hatfield et al., 1994).

De significativa importancia foi a presenca de
acetato nas LBrAc. A reagdo com o brometo de acetila
promove extensiva acetilagdo néo sé da lignina como
dos carboidratos (Lu & Ralph, 1997a; liyama &
Wallis, 1990); embora a acetilagdo da lignina nio con-
tribua na absor¢do da luz ultravioleta, na pesagem
da lignina padrdo os grupos acetatos serdo respon-
saveis por substancial contribui¢do ao peso total
(Fukushima & Hatfield, 2001). No entanto, os gru-
pos acetatos podem ser eficientemente removidos
mediante tratamento com solug@o 2 M de NaOH por
24 horas, a temperatura ambiente (Morrison &
Stewart, 1995). Ocorrem também reag¢des de
brominag&o (Lu & Ralph, 1997b), mas as moléculas
de bromo podem ser removidas quando as ligninas
sdo suspensas em solu¢do aquosa, que se segue a
digestao.
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A lignina extraida com solugéo acida de dioxano
(LDiox) apresentou algumas vantagens sobre a
LBrAc, tais como menor contaminac¢fo por
carboidratos e auséncia de grupos de acetato
(Fukushima & Hatfield, 2001). O espectro da RMN
da LDiox, pela ressonancia de carbono, revelou pe-
quena contaminacdo por carboidratos. A espectros-
copia também mostrou um contaminante, o dioxano,
mas a secagem das amostras em liofilizador por 48 ho-
ras eliminou o problema.

Quanto aos componentes estruturais da lignina,
a RMN revelou picos tipicos inerentes a maioria das
ligninas conhecidas, tais como as unidades
siringilicas e as guaiacilicas, bem como os
grupamentos metoxila. A magnitude do pico referen-
te aos radicais metoxila depende do tipo de lignina;
por exemplo, na lignina do dlamo predominam as
unidades siringilicas em relagdo as guaiacilicas (apro-
ximadamente 2:1) e os nucleos siringilicos tém gru-
pos metoxilas covalentemente ligados aos carbonos
3 e 5 do anel fendlico, enquanto as unidades
guaiacilicas apresentam o grupamento metoxila ape-
nas no Cs. Por sua vez, a lignina do pinheiro ¢ cons-
tituida essencialmente de unidades guaiacilicas, por-
tanto o pico representando o grupamento metoxila é
de menor amplitude.

Os sinais dos carbonos individuais tanto das
unidades siringilicas como dos nucleos guaia-
cilicos também puderam ser detectados nas
espectroscopias. A estrutura propandide, constitui-
da pelos trés carbonos ndo pertencentes ao anel
fenolico, denominados de v, B e o a contar do carbo-
no funcional, também apareceram na ressonancia.

Apos detectada presenca de carboidratos nas
ligninas isoladas, particularmente na LBrAc, a carac-
terizagdo dos mondmeros de agucares poderia identi-
ficar os carboidratos da parede celular que estariam
acompanhando as ligninas. Confirmando os espec-
tros obtidos pela RMN, a concentragdo de agticares
totais na LBrAc proveniente do tecido foliar foi mai-
or do que a do caule da alfafa (Tabela 1). O compo-
nente majoritario foi a glicose, inferindo-se a partir
dessa observagéo que o principal carboidrato ligado
a LBrAc seria a celulose. Segundo Hatfield et al.
(1999), o reagente brometo de acetila pode rapida-
mente degradar as xilanas, mas ndo outros tipos de
polissacarideos da parede celular.
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Tabela 1. Concentragdo total e individual dos agucares da lignina brometo de acetila e da lignina dioxano(".
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Amostra Acidos Aclcares  Fuc Ara Ram Ga Gli Xil Man
urénicos neutros 1
(9kg”)
Lignina brometo de acetila
Alfafa(caule) 18,8 158,6 0,0 0,0 04 04 1565 13 00
Alfafa (folha) 11,7 357,5 0,0 04 13 20 3485 32 20
“Bromegrass’ (caule) 6,0 97,7 0,0 7,7 0,0 0,0 846 54 00
Pinheiro 3,7 10,7 0,0 0,0 0,0 0,0 9,4 0,0 1,3
Média 10,0 156,1 0,0 2,0 04 0,6 1497 2,5 0,8
Erro-padréo da média 3,37 73,66 0,00 1,89 0,31 048 72,74 1,17 0,50
Ligninadioxano
Alfafa 12,1 12,4 0,0 12 0,2 0,9 14 85 00
“Bromegrass’ 16,7 40,3 00 122 0,0 05 32 244 00
Trevo “kura’ 16,6 35,8 0,5 6,9 1,6 4,9 55 156 06
Alamo 194 28,2 0,0 14 05 09 38 214 00
Pinheiro 3,7 18,6 0,0 0,9 0,0 3,2 36 51 56
Média 13,7 27,1 0,1 45 0,5 2,1 35 150 12
Erro-padréo da média 2,76 5,19 0,10 2,22 0,30 0,85 065 367 1,10

(MValores sdo médias de duas observagdes; Fuc: fucose; Ara: arabinose; Ram: raminose; Gal: galactose; Gli: glicose; Xil: xilose; Man: manose.

Nio foi realizada a comparagdo estatistica dos
dados, pois o enfoque primario foi a RMN como fer-
ramenta de diagndstico, e ndo a comparagéo de teo-
res de carboidratos entre as amostras vegetais estu-
dadas. A utiliza¢do de solucdo acida de dioxano para
extracdo e isolamento da lignina priorizou a redugéo
dos teores de carboidratos contaminantes. Quanto a
composicio de agticares neutros das LDiox, o com-
ponente majoritario foi a xilose, indicativo de que as
xilanas estdo sendo extraidas com a lignina (Tabela 1).
As xilanas sdo freqiientes componentes de comple-
xos de lignina isolados da parede celular de plantas
(Watanabe & Koshijima, 1988; Kondo et al., 1990).
Existem evidéncias de que glucuronoxilanas séo li-
gadas covalentemente com as ligninas por meio dos
residuos glucuronosil (Watanabe & Koshijima, 1988),
o que explicaria a presenga de residuos de xilose nas
LDiox. Com base na composi¢do monomérica dos
carboidratos, provavelmente o principal
polissacarideo da LBrAc seria a celulose, que se
solubilizaria na solu¢éo de brometo de acetila ao ser
acetilada (Fukushima & Hatfield, 2001).

Conclusoes

1. Espectroscopias unidimensionais oriundas de
RMN de 'H (ressonéncia de proton) revelam que as

ligninas extraidas com solug@o de brometo de acetila
contém apreciaveis teores de carboidratos
contaminantes, enquanto as ligninas extraidas com
dioxano apresentam menor contaminagao.

2. Analises cromatograficas indicam que os
carboidratos contaminantes da lignina brometo de
acetila sdo residuos de celulose e que na lignina
dioxano hé o predominio de residuos de pentosanas.

3. As espectroscopias unidimensionais oriundas
de RMN de 3C (ressonancia de carbono) revelam
que as ligninas extraidas com dioxano exibem picos
tipicos aos encontrados na maioria das ligninas iso-
ladas.

4. A lignina dioxano pode ser considerada melhor
padrdo de referéncia para as andlises espectro-
fotométricas do que a lignina brometo de acetila.
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