ESTUDO QUIMICO DA LIGNINA DE Paullinia rubiginosa

Heber dos Santos Abreu®; Andréia da Costa Oertel?

RESUMO: Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a relagio entre o perfil estrutural da
lignina de Bjorkman e a propriedade de maleabilidade do lenho de Paullinia rubiginosa. A andlise foi realizada
através dos métodos espectrométricos de RMN *H e infravermelho. O teor de metoxila foi determinado pelo
método de RMN H. O vaor calculado foi de 18,97%, demonstrando a existéncia de ata concentragdo de
unidades guaiacil na lignina (Bjérkman) de Paullinia rubiginosa. Os dados sugerem a existéncia de um
sistemarigido para alignina de Paullinia rubiginosa.

PALAVRAS-CHAVE: Paullinia rubiginosa, RMN 4, Lignina, maleabilidade

CHEMICAL STUDY OF LIGNIN OF Paullinia rubiginosa

ABSTRACT: This work was carried out with propose to evaluate the relation between structura profile of
Bjorkman lignin and the malleability property of the xylem of Paullinia rubiginosa. The analysis was carried
out by mean of '"H NMR and infrared spectroscopy methods. The methoxyl content was also determinated by *H
NMR method. The calculated value was of 18.97%. It revealed a high guaiacyl unit concentration in the
Bjorkman lignin of Paullinia rubiginosa. The data suggest the existence of a rigid system for Paullinia
rubiginosa lignin.
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encontradas

1. INTRODUCAO

Ligninas sdo substancias de estruturas
complexas, macromoléculas tridimensionais
de origem fenilpropandidica congtituidas de
unidades bésicas de p-hidroxifenil-propano,
guaiacilpropano e siringilpropano,

na maoria das plantas
superiores em concentracdo mais ata na
lamela média do que nas subcamadas da
parede secundéria dos traguedides, vasos,
fibras, etc. Elas se enquadram entre as
substancias naturais mais abundante da face
da terra, ocupando cerca de 30% dos
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carbonos da bhiosfera (Fengd e Wegener
1984) e sdo exclusvamente formadas dentro
da parede celular. Além disso, diferentes
teores de lignina e diferentes formulactes
congtitucionais baseados em unidades de p-
hidroxifenilpropano,  guaiacilpropano e
sringilpropano  foram  observados em
diferentes taxons de espécies arboreas
(Albuquerque, Abreu e Andrade, 1995).
Estudos recentes demonstram a existéncia de

expressdes de gens reacionados a
lignificacdo durante o0 estadio de

diferenciacdo celular. Certamente estes
argumentos devem contribuir na elucidagdo
do mecanismo de controle constitucional e
no processo de deposicdo da lignina na
parede celular. Todavia, estes estudos sio
redlizados sobre um restrito nimero de
exemplares vegetativos (Fukuda, 1996).
Neste contexto, a biodiversdade vegeta
parece ser um caminho aberto a novas
investigacbes sobre a ducidacdo do modelo
estrutural, do caminho biossintético na
formacdo da lignina e consequentemente dos
agentes controladores deste processo. As
ligninas, cuja composicdo decorre da
combinacdo dos &dcoois coniferilico e p-
cumarilico, apresentam estruturas
moleculares de natureza mais complexa
(Forss e Fremer, 1983) do que se as mesmas
fossem congtituidas da combinacdo dos
precursores acoois coniferilico e sinapilico
(Abreu, 1994; Higuchi, Shimada e
Nakatsubo, 1977 e Whethen e Sederoff,
1995) (Figura 1). Provavelmente o aumento
do nimero de ligagbes intermonoméricas
apresenta um papel importante neste
contexto. Essa variagdo composiciond
congtitui também um indicativo dos valores
da concentracdo da unidade subestrutural b-

O-4 (éter fenilglicerol-b-aril) (Hwang, 1985).
Essa unidade tem sido considerada de base
estrutural nas ligninas isoladas de plantas. O
parametro andlitico utilizado na avaiacdo do
perfil estrutural da lignina de Paullinia
rubiginosa baseou-se na porcentagem do
grupo metoxila. Este grupo funcional tem
sdo referido como indicativo na diagnose
composicional das ligninas isoladas de
plantas (Sarkanen e Ludwig, 1971).

CH,OH

\
M= 150
HO C

9H1002

CH,0H

M= 180
HO C10H1203
% OCHg = 17.22%

\
OCHg
Alcool p-cumarilico Alcool coniferilico

CH,OH

HaCo |
M= 210
H C11M1404
% OCHg = 20.52%

OCHg
Alcool sinapilico

Figura 1.
Precursores da lignina.

Lignin precursors.

Uma caracteristica peculiar as ligninas
(presenca  de grupamento éster), cuja
propriedade confere maior flexibilidade ao
caule, foi observada em Poéceas e em Pinus
(Eraso e Hartley, 1989; Lanfang e
Terashima, 1991; Hahlbrock, 1990;
Sarkanen, Chang e Allan, 1967). Neste
trabalho, discutimos a relagdo entre a
maleabilidade e a feicdo estrutura da lignina
da liana (Paullinia rubiginosa). As lianas
s80 conhecidas como trepadeiras lenhosas
importante na estrutura de um ecossistema
tropical, entretanto pouco estudadas em
relagdo a sua biologia, quimica e morfologia
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(Lima e Guesdes-Bruni, 1997). A espécie
Paullinia rubiginosa, assm como outras
lianas, constituem em um interessante
exemplo para  ducidagdo da  feicdo
estrutural das ligninas do lenho de plantas de
mesma natureza morfol ogica.

2. MATERIAL E METODOS

A espécie Padllinia rubiginosa € um
arbusto escandente (trepadeira arbustiva), de
caule smples, pertencente a familia
Sapindécea, ocorrendo na regido sudeste do
Brasil (Pio Corréa, 1969). O materid
botanico referente a espécie citada foi
coletado no campus da UFRRJ, no municipio
de Seropédica, Estado Rio de Janeiro. A
amostra (caule sem casca) foi seca em
temperatura ambiente por um periodo de
aproximadamente 2 meses, e em seguida foi
moida em um moinho de martelo. Apds a
obtencdo do p6é de madeira, procedeu-se a
homogeneizagdo. 39g de pd ( madeira seca)
de 0,177-0,420 mm de didmetro de particulas
foi entdo pré-extraido, com acetona, e em
seguida com &gua em um extrator do tipo
Soxhlet. A primeira extracdo foi realizada
com 300 ml de acetona destilada durante 60h
ininterruptas. O processo de extragcdo foi
acompanhado por cromatografia em camada
delgada de silica até ndo haver mais indicios
de presenca de materid solivel em acetona.
As placas cromatogréficas foram reveladas
em vapor del,. ApGs o término da extracéo,
o materiad solivel em acetona foi
concentrado em um evaporador rotatério e
depois armazenado. O pd de madeira livre de
extrativos acetonico foi seco a temperatura
ambiente durante 3 dias. Em seguida, esse

material foi entdo extraido com &gua
destilada usando 0 mesmo procedimento
anteriormente  descrito. A extragdo foi
completa em 86 horas ininterruptas. Apds
extracdo, o material solvel foi concentrado
em um evaporador rotatorio e, em seguida,
seco e armazenado. O materia livre de
extrativos acetbnico e aguoso foi seco
previamente por sucgdo a vacuo por aguns
minutos e finalmente seco em um dessecador
contendo anidrido fosforico.

Do materia livre de extrativos, isolou-se
alignina de Paullinia rubiginosa, utilizando
0 método de Bjorkman, conforme descricao
origina (Bjorkman, 1956). O residuo sdlido
pos-extracdo (livre de extrativos) foi
submetido a moagem seca em um moinho de
bolas, do tipo giratério, de marca Marconi,
durante um periodo de aproximadamente 30
dias ininterruptos. Apds esse tratamento, o
material em estudo (madeira moida) foi
tratado com dioxano/H,O, 955 (v/v) sob
agitacdo magnética durante 96 horas
ininterruptas. Em seguida, o residuo solido
foi filtrado e dissolvido em é&cido acético
90%. O materia solivel em &cido acético foi
precipitado em éter etilico sob agitagéo
magnética. Em seguida, a mistura foi centri-
fugada e o residuo lavado por duas vezes em
éter etilico e depois com éter de petrdleo.

Acetilagdo: A acetilacdo foi realizada com
100 mg de amostra de lignina de Bjdrkman
de Paullinia rubiginosa, tratada com 1 ml
de piridina/anidrido acético (1:1) durante 48
h. O processo de purificagdo transcorreu por
centrifugagdo, e depois por sucessivas
lavagens com éter etilico (Abreu e Freire,
1995). O espectro de RMN'H de lignina
ndo acetilada, de uma forma geral, apresenta
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um pexfil espectral extremamente complexo,
impedindo qualquer atribuico que conduza a
compreensdo da estrutura quimica deste tipo
de substancia. A lignina acetiladatem sido a
melhor opcdo para uma diagnose mais
precisa em RMN'H. O perfil pode ser
tracado segundo os dedocamentos quimicos
dos snais correspontendes aos prétons
acetoxilicos  (2,30-1,58 ppm), protons
aromédticos guaiacilicos e siringilicos (6,94-
6,60 ppm) e também pelo snd
correspondente aos prétons metoxilicos.

Reducéo com NaBH,: Esta reacéo foi reali-
zada com o objetivo de eliminar a contribui-
¢d0 do edtiramento de carbonilas sobre
dguns sinais entre 1327 a 1223 cm™, assim
como distinguir o tipo de carbonila (éster,
cetonica e aldeidica) presente na lignina de
Paullinia rubiginosa. Para isto, 32mg da
amostra do materia origina foi submetido a
uma reacd0 de reducdo com NaBH, de
acordo com Browning (1967). O processo de
purificagdo se deu por preciptagdo e
sucessivas lavagem com éter etilico e, em
seguida, com éter de petrdleo. O processo de
lavagem se deu por repetidas centrifugactes.

RMN'H

Determinacdo do teor de metoxilaz Os
teores de metoxila foram determinados pelo
método de RMN'H (Abreu e Freire, 1995),
utilizando lignina de Bjérkman acetilada. O
espectro da lignina de Paullinia rubiginosa
foi registrado em um aparelho Bruker 200
MHz em CDCl;. Os sinais do espectro de
RMN'H, naregiZo de 6.40-7.10 e 4.10-3.50
ppm correspondem aos prétons arométicos e
metoxilicos, respectivamente. Eles foram
utilizados para a determinacdo do teor de

metoxila, pelo méodo de RMN 'H, que se
aplica as ligninas de Bjorkman €/ou dioxano.
Todas as determinagbes foram redlizadas
obedecendo as mesmas condicbes de
tratamento.

INFRAVERMELHO

O espectro no infravermelho da lignina
origind foi registrado em um aparelho por
dispersdo Otica, de marca Perkin-Elmer,
modelo 1420, utilizando 1 mg de amostra de
lignina e 200 mg de KBr. Foram
observados os principais sinais. 3500 cm’”,
3000-2980 cm™, 1740 cm™, 1690 cm™, 1670
cm?, 1600 cm™, 1500 cm™, 1460 cm™, 1328
cm?, 1268 cm®, 1222 cmt e 2126 cm’,
enquanto o espectro da lignina origina
tratada com NaBH, foi registrado em um
espectrémetro por transformada de Fourier,
de marca Pekin-Elmer e modelo 1605,
utilizando 1 mg de lignina e 200 mg de KBr.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

RMN *H

A andlise do espectro de RMN 'H da
lignina (Bjorkman) acetilada de Paullinia
rubiginosa (Figura 2) permitiu tecer algumas
consideracfes de ambito congtituciona e
estrutural. A presenca dos sinais entre 6,40 e
7.10 ppm (Abreu e Freire, 1995) acenou para
a existéncia de alta concentragdo de unidade
guaiacila na lignina de Paullinia rubiginosa.
A utilizagdo da férmula % OCH; =
28,28436-19,750047x , onde x=H (Ar) / H
(OCH;) ® x = 6,139/13,025 = 0,4713243,
permitiu determinar a porcentagem do teor de
methoxila para a lignina de Paullinia
rubiginosa. A porcentagem determinada foi
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de 18,97%. Os teores de methoxila das
ligninas das madeiras mencionadas neste
trabalho foram também determinados pelo
método de RMN'H .

8.0 75 70 6.5 B0 .5 5o 45 4.0 35 80 2.5 20 16 1.0 0.
PPN

Figura 2.
Espectro de RMN *H de lignina (Bjérkman)
acetilada

Espectro of RMN 'H of lignin (Bjorkman)
acetylade.

Ao contrario das espécies citadas na
Tabela 1, o teor de metoxila da lignina de
Paullinia rubiginosa foi  considerado
relativamente baixo. Os sinais do espectro de
RMN'H de ligninas s#0 normamente
considerados de extrema complexidade,
portanto as atribuicbes geralmente sio
prejudicadas em detrimento da precisdo da
andlise (Tabela 2). A extensdo dalargurae a
comcentragdo de varios sinais em uma s
regido espectral tornou praticamente inviével
qualquer avaliacdo na regido entre 5,50-4,10
ppm. Algumas consideragbes de natureza
especulativas, principalmente em relagdo a
presenca da unidade estrutural b-O-4, sio
mencionadas. O sinal largo em torno de 6.0-
6.1 foi aribuido aos prétons a

(acetobenzilicos) desta unidade estrutural que
apresentam desl ocamentos quimicos em 6,01
ppm para a forma eritro e 6,06 ppm para a
forma treo, quando o oxigénio fendlico de C-
4 estiver ligado a um grupo aquila, e 6,06
para a forma eritro e em 6,1 para a forma
treo, quando o oxigénio fendlico estiver
ligado a um grupo acila (Abreu, 1990).
Nesta regido, também deve ser considerado o
deslocamento quimico dos prétons vinilicos
da estrutura cinamaldeidica e de prétons a da
unidade estrutural b-1. A dificuldade de
observagdo dos sinais de prétons de
carboidratos ndo descarta a possibilidade de
existéncia dos mesmos na lignina de
Paullinia rubiginosa, hgja vista que, para
ta, o materid sob andlise ndo sofreu
quaquer tratamento quimico a base de
NaOH antes do isolamento da lignina, o que
judtificaria a auséncia de contaminantes com
base em carboidratos. Na Tabela 2,
encontram-se as atribuices mais provaveis
para estes sinais.

Tabela 1.

Comparagdo entre o teor de metoxila das
ligninas de agumas madeiras tropicais e de
Paullinia rubiginosa.

Comparison between methoxyl content of
lignins of some tropical woods and of
Paullinia rubiginosa.

% Estrutura
Espécies (OCH3)/R do caule
MN'H

Aspidosperma polyneuron 22.35 Rigida
Gallesia gorazema 21.17 Rigida
Peltogyne paniculata 21.17 Rigida
Lophanthera lactescens 20.58 Rigida
Aspidosperma macrocarpum 19.59 Rigida
Paullinia rubiginosa 18,97 Flexivel
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Tabela?2

AtribuicBes dos sinais de RMN'H da lignina (Bjérkman) acetilada de Paullinia rubiginosa.

Atributions of the signals of RMN *H of lignin (Bjérkman) acetylade of Paullinia rubiginosa.

SINAIS
ppm
6,94 Prétons arométicos guaiacilicos
6,60 Prétons arométicos siringilicos

6,01-6,11 Prétonsa deb-O-4
4,60 Prétons b de b-O-4
4,43-1,8 Protons diféticos de véarias outras unidades
estruturais
3,75 Prétons metoxilicos
2,30 Prétons acetoxilicos arométicos
2,19-1,58 Prétons acetoxilicos aliféticos
1,26 Graxas contaminantes

ATRIBUICAO

INFRAVERMELHO

O espectro no infravermelho da lignina
(Bjérkman) original revelou a presenca de
vérios sinais entre 3500-700 cm™?, dentre os
quais especial atencdo foi dada agueles
localizados entre 1800 e 700 cm™. Nesta
regido, a presenca dos sinais em 1328, 1268,
1222 e 1126 cm®, e suas respectivas
intensidades, justificam a existéncia de ata
concentracdo de unidades guaiacil (Abreu,
1997). O primeiro sinad desta classe de
absorgdo, entre 1328-1126 cm'™, apresentou
uma intensidade relativamente mais baixa. O
segundo e o terceiro foram significativamente
superiores em intensidade ao primeiro sina.
O dltimo sind foi relativamente inferior aos
padres estabelecidos para ligninas ricas em
unidades dgringil (Abreu, 1997; Faix e
Beinhoff, 1988). A presenca de sinais na
regido entre 1650 e 1740 cm™ sugere a
existéncia de carbonila de éster, de cetona
ndo conjugada, de carbonila cetbnica e/ou

ERITRO

g Hpc OAc

OR R = OCHg/H OR
R = Alquila/oac

ddeidica conjugada. A presenca de
grupamento éster poderia fortalecer a idéa
de existéncia de propriedade de maleabilidade
em Paullinia rubiginosa, se considerarmos
gue a presenca deste grupo funciona sugere
a existéncia de plagticidade em diversos
materiais. A presenca de carbonila cetbnica
foi atribuida a0 processo de isolamento,
provavelmente introduzida durante o
processamento da moagem (moinho de
bolas), redizado em presenca de oxigénio
(Figura 3). As atribuictes desses sinais estdo
descritas na Tabela 3.

A existéncia de grupamento éster foi
descartada apOs tratamento da lignina
original com NaBH,. O espectro da lignina
(reduzida) advindo deste tratamento quimico
foi expressvamente diferente com base nas
intensidades dos sinais entre 1740-1650 cm’™,
a0 observar a auséncia e a diminuigdo
expressva dos Shais correspondentes
(Figura 4).
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Figura 3.

Espectro no infravermelho da lignina (Bjorkman) de Paullinia rubiginosa.

Espectro in the infrared of the lignina of Paullinia rubiginosa.

Tabela3.

Atribui¢des dos sinais no infravermel ho

Atributions of the signals in the infrared.

SINAL ATRIBUICAO
cM™
1740-1720 Estiramento de C=0 em cetonas néo conjugadas e de grupo éster (freglientemente de origem de carboidratos) e

ou de grupos &cidos carboxilicos

1666 Estiramento de C=0 de cetonas e adeidos conjugados

1593 Vibrag&o do esqueleto aromético com estiramento de C=0, S>G, G condensado> eterificado

1508 Vibrac&o do esqueleto aromético

1464 Deformag8o assimétricaem -CHj e CH,-

1327 Vibrag&o do anel siringilico com contribui¢go do estiramento de C=0 e de estruturas condensadas

1269 Vibrac&o do anel guaiacilico com contribui¢do do estiramento de C=O

1223 Estiramento de C-O, C-C com estiramento de C=0 sensivel a substitui¢&o do anel aromético, G condensado>G
eterificado

1126 Deformagdo (no plano) de C-H (tipico de andl siringilico)
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Figura 4.

Espectro no infravermelho da lignina (Bjorkman) de Paullinia rubiginosa tratada com NaBH,

Espectro in the infrared of lignin of Paullinia rubiginosa under effect of NaBH,.

4. CONCLUSAO

Os dados permitiram concluir que: a
lignina de Paullinia rubiginosa detém ata
complexidade estrutural dentre as espécies
citadas na Tabela 1. A presenca do
grupamento éster e a sua influéncia sobre a
maleabilidade do lenho de Paullinia
rubiginosa, a principio, foram descartadas.
Por outro lado, os efeitos inerentes ab meio
ambiente (luz), assm como a disputa por
nutrientes, entre outros aspectos, devem
favorecer a formagdo de tecidos especiais
(reacd0), 0 que justificaria 0 baixo teor de

metoxila encontrado na lignina de Paullinia
rubiginosa. Ta fato sugere uma reflex&o
mais profunda sobre a influéncia da lignina e
a propriedade do lenho de Paullinia
rubiginosa. As ligninas desse perfil
estrutural  provavelmente conferem maior
rigidez ao sistema molecular. Obviamente, 0s
aspectos de natureza anatbmica e
morfolégica dos elementos estruturais
presentes em Paullinia rubiginosa devem ser
avaliados, e paratal devem ser considerados.
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