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A short history of the study of the chemical structure and biogenesis of lignins, as well as the prin-
ciple structures obtained from different types of wood are presented. Various methods for isolation
of lignins by extraction and chemical treatment are given. The quantification of functional groups in
lignins by chemical and physical methods, with special emphasis in nuclear magnetic resonance, and
the results obtained with different types of wood are discussed.
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INTRODUCAO

A palavra lignina vem do latim lignum, que significa ma-
deira. Foi introduzida por Schultz, em 1857, para designar o
material que hoje se sabe ser o segundo mais abundante do
reino vegetal, logo depois da celulose. As ligninas s néo estdo
presentes em vegetais primitivos como fungos, algas e liquens
ndo lignificados!-3, Além da protegio contra a agio de micro-
organismos, nas plantas vasculares, elas sdo responséveis pela
resisténcia mecénica, pelo transporte de nutrientes, dgua e
metabélitos. Seus estudos vem despertando interesse a partir
dos trabalhos de Payen, em 1838, e, principalmente, apés o
desenvolvimento dos processos de polpagdo da madeira inici-
ados em 1860%¢, Desde entdio, diferentes tipos de estudos fo-
ram desenvolvidos para elucidar suas constituicdes quimica,
biossintese e distribuigdo nos vegetais!37-12, O conhecimento
de suas estruturas quimicas é de fundamental importancia para
a evolugdo dos processos de polpagdo e de branqueamento da
polpa.

Sendo um constituinte cuja abundancia na madeira pode
variar de 15 a 30%, dependendo da espécie vegetal?, as ligni-
nas sdo obtidas em larga escala, em todo o mundo, como
subproduto da indidstria de polpagéo, cujo principal aproveita-
mento ainda é como fonte de energia, pela queima, existindo
uma forte tendéncia mundial para dar-lhes um aproveitamento
mais nobre.

Nas florestas brasileiras de Eucalyptus, o corte pode ser
feito apds sete a dez anos do plantio e o rendimento em ma-
deira alcanga até trinta e cinco metros ciibicos por hectare ao
ano. Isso ajudou a indistria de polpagio a ter um grande im-
pulso no pafs que, num intervalo de vinte anos, se tornou o
oitavo produtor mundial de celulose. Sendo assim, o interesse
no estudo das ligninas do Eucalyptus cultivado em solos do
Brasil torna-se muito grande. As principais espécies que estdo
sendo utilizadas por essas industrias sdo: E. grandis, E. saligna
e os hibridos grandis-saligna e grandis-urophila3,

CARACTERIZACAO QUIMICA E BIOGENESE DE
LIGNINAS

Em 1868 Erdman isolou catecol e dcido protocatequinico
da reagiio de fusdo alcalina da madeira, a qual deveria, por-
tanto, apresentar constituintes arométicosl¢. Em 1874, Tiemann
¢ Harrmann isolaram a coniferina do cambium de Picea abies,
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sugerindo que poderia estar vinculada 2 estrutura da ligninal®.
Em 1897, Klason propds que a biogénese da lignina poderia
estar vinculada ao 4lcool coniferflicolS. Baseado em trabalhos
posteriores deduziu, mais tarde, que a lignina era uma subs-
tancia macromolecular cujas unidades béisicas compreendiam
dimeros desse 4lcool e do aldeido coniferilico!?-2! (Figura 1).

(|:H¢0H ?Hgoﬂ CHg OH
CH CH CH
] [
CH CH CH
R OCHy OCHy
OH oM R
! 2-R = H L
3-R = OCHy R=p- 8licosidee

Figura 1. Estrutura dos dlcoois precursores de ligninas: 1- dlcool p-
cumartlico, 2- dlcool conifertlico, 3- dlcool sinapilico, 4- coniferina.

Em 1939, Freudenberg identificou a vanilina como produto
da oxidagdo da lignina de Picea excelsa (madeira mole -
Gymnospermae) com nitrobenzeno?2. Greighton, em 1945,
identificou vanilina e seringaldeido nos produtos dessa oxida-
¢do de madeiras duras (Angiospermae)®. Greighton e Hibbert
ainda identificaram em gramineas (Graminae) a presenga de
p-hidroxibenzaldeido, o qual também pode ser encontrado em
madeiras moles ou duras, porém em proporgdes pequenas24, A
partir dos estudos desenvolvidos por seu grupo nas décadas
de 1950 e 1960, Freudenberg propds que a lignina se forma
nas plantas a partir da coniferina, via dlcool coniferilico, atra-
vés de uma polimerizagdo desidrogenativa’. Sendo assim, de-
fine-se a lignina como um polimero vegetal constituido de
unidades de arilpropanéides, denominadas unidades Cg Cs ou,
mais simplesmente, unidades Cy.

Baseando-se na quantidade relativa em fragdo molar de
aldeidos produzidos pelg reagio de oxidag@o com nitrobenze-
no tem-se a indicagio da abundancia relativa das unidades Cq:
p-hidroxifenilpropano, guaiacilpropano e siringilpropano, nas
ligninas? (Figura 2). Assim, numa classificag@o inicial de lig-
ninas segundo a presenga dessas unidades tem-se que: ligni-
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Figura 2. Unidades bdsicas C, em ligninas: H: p-hidroxifenilpropano,
G: guaiacilpropano, S: siringilpropano.

nas de madeiras duras ou angiospermas sio formadas princi-
palmente de unidades guaiacil- e siringilpropanéides; ligninas
de madeiras moles ou gimnospermas séo formadas fundamen-
talmente de unidades guaiacilpropandides; ligninas de grami-
neas compreendem guaiacil-, siringil- e p-hidroxifenilpropa-
néides. Entretanto, nem sempre isso representa a realidade.
Existem ligninas de certas espécies de gimnospermas e de gra-
mineas que apresentam abundéancia de unidades guaiacil- e
siringilpropanéides, além de outras variagdes entre diferentes
espécies!2. Portanto, numa conceituagdo mais precisa as ligni-
nas s#o classificadas nos seguintes grupos: tipo G (ligninas
guaiacilicas); tipo G-S (ligninas guaiacil-siringflicas); tipo H-
G-S (ligninas 4-hidroxifenil-guaiacil-siringilicas) e tipo H-G
(ligninas 4-hidroxifenil-guaiacilicas)!225,

ESTRUTURA DE LIGNINAS

O estudo quimico de ligninas evoluiu a partir da anédlise
dos produtos de suas reagdes de hidrélisel’-2!, oxidagdio com
nitrobenzeno?? e etan6liseZé, que permitiram identificar subs-
tancias do tipo arilpropanéides como suas unidades estruturais
bésicas. A partir desta constatagdo, o grande desafio foi deter-
minar como estas unidades encontram-se quimicamente liga-
das na macromolécula das ligninas. Essa questio envolveu
uma série de estudos de reagGes de degradagio oxidativa e de
diferentes tipos de hidr6lise de ligninas, assim como de subs-
tincias-modelo2-3.10.12.27.28 ' A an4lise dos produtos dessas rea-
¢Oes possibilitou elucidar os principais tipos de subestruturas
das ligninas, os quais sdo apresentados na Figura36.12.28.25 Para
essa andlise muito contribuiu o desenvolvimento da ressonan-
cia magnética nuclear (RMN) e sua aplicagéo ao estudo de
ligninas, principalmente a RMN do carbono-132830-35, Por
outro lado, a proposta da biogénese de ligninas feita por
Freudenberg permitiu uma racionalizagio do mecanismo de
formacgio dessas subestruturas?.’.

Alguns esquemas estruturais foram propostos para ligninas
de diferentes tipos de madeira, gimnosperma e angiosper-
mal-3.68,10,12.28.36 A Figuras 4 a 6 apresentam alguns exem-
plos desses esquemas!®36, Verificou-se a partir desses estu-
dos que, diferentemente da celulose e de outros polimeros na-
turais, as ligninas apresentam uma estrutura macromolecular
cujas unidades monoméricas nio se repetem de modo regular.
Além do mais, estas ultimas encontram-se entrelagadas por
diferentes tipos de ligagdes quimicas, conforme ilustrado na
Figura 3. Assim, tem-se a ocorréncia de ligagdes carbono-car-
bono entre cadeias alifiticas C; de duas unidades (B-p’,
o-o’, a-B’), entre estas e anéis arométicos (B-5', p-1', a-1',
B-6"), entre carbonos de niicleos aromdticos (5-5'), além de
ligagdes etéricas, envolvendo cadeias alifiticas e anéis aromd-
ticos (a-0-4', em estruturas fenilcumarénicas; B-O-4') ou, ape-
nas, cadeias alifiticas (a-Y’, em estruturas pino- ou siringorre-
sin6licas).

A Tabela 1 apresenta os principais tipos de ligagdes que
sdo encontradas mais freqiientemente entre os mondmeros das
subestruturas de ligninas.
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Figura 3. Principais subestruturas presentes em ligninas.

Tabela 1. Principais tipos de ligagdes encontradas na estrutu-
ra de ligninas!-3:8.10,12,28.36

Tipo de ligagdo
entre mondmeros

exemplo de subestruturas
(Figura 3)

B-O4'
B-0-4
o-0-4'
p-5'
a-0-4'
o-6' B-6'
5-5'
4-0-5'
B-1'
B-p’

o-B

Y-y 11

O 00 1 O WV A h W N

—
o

Uma observagdo importante sobre a estrutura de ligninas é
que ela pode ser diferente, dependendo de sua localizagéo no
vegetal, havendo a contribuigio de fatores topoquimicos, que
influenciam em sua formag@o®!11.123742_ Esses fatores podem
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Figura 4. Esquema estrutural proposto para a lignina de Picea abies (madeira mole) .

afetar a quantidade relativa da ocorréncia e a estrutura das
ligninas. Em madeiras moles, as ligninas situadas na madeira
de compressdo ocorrem em maiores proporgdes do que aque-
las situada na madeira normal. Elas apresentam menor con-
teddo de grupos metoxilicos e produzem quantidades diferen-
tes de produtos oriundos de unidades arilpropandides, ao rea-
girem com nitrobenzeno, quando comparadas com os produ-
tos provenientes das ligninas de madeira normal!2, Em ma-
deiras duras as ligninas sdo menos abundantes nos tecidos
desenvolvidos na madeira de tensdo e suas estruturas também
apresentam diferengas em relagdo as das ligninas dos tecidos
da madeira normali237.3%, Além do mais, observam-se varia-
¢Oes na abundéncia relativa e nas caracteristicas quimicas de
ligninas isoladas da lamela média ou das paredes secunddrias
das fibras de um mesmo vegetal?6:42,

ISOLAMENTO DE LIGNINAS

Existem diferentes tipos de preparagio de ligninas. Nenhum
deles permite obté-las como se encontram no vegetal, pois hd
sempre uma interferéncia entre o procedimento de isolamento
quimico e a estrutura das ligninas in sifu (protoligninas)23.12,
Um bom método de isolamento deve eliminar os extrativos pre-
sentes na madeira e ser o mais brando possivel, para evitar alte-
ragbes drasticas na natureza quimica da lignina. Essas sdo condi-
¢0es importantes quando se quer desenvolver seu estudo estrutu-
ral. H4 trés procedimentos bésicos para preparagio de ligninas:
por extragio, isolamento como residuo e como derivados.

As ligninas sdo pouco soliveis em solventes orgénicos. Os
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principais métodos para obté-las por extragio sio: extragiio
sucessiva da madeira com éter etilico e 4gua e, entdo, com
etanol, que as extraem com rendimentos da ordem de 2 a 4%
(lignina de Brauns ou nativa)24344; extragio com éter e 4gua,
seguida de digestdo por cultura de fungos, que as liberam dos
polissacarideos e apresenta um rendimento da ordem de 10 a
20% do teor total de ligninas da madeira®*42; moagem da
madeira em moinho de bolas, sob atmosfera inerte, na presen-
¢a ou auséncia de solventes como tolueno, seguida de extra-
¢80 com mistura de dioxano ou acetona aquosos, que fornece
a lignina de madeira moida (MWL- milled wood lignin) ou
lignina de Bjorkman2643-46  cujo rendimento alcanga até 50%
do total das ligninas. Esta lignina é considerada a mais ade-
quada para estudos estruturais, a mais préxima da protolignina.

As ligninas podem ser obtidas como residuo a partir da
madeira livre de extrativos, a qual, apés hidrélise icida para
remogdo dos polissacarideos, fornece as ligninas de Klason
(H2804)47 ou de Willstitter (HC1)*8 em rendimentos quantita-
tivos. Entretanto, o meio 4cido catalisa condensagdes, intro-
duzindo modificagdes quimicas na macromolécula, o que nio
permite obter ligninas adequadas para estudos estruturais.

Os derivados de ligninas sdo obtidos por tratamento quimi-
co da madeira com certos reagentes, de modo que sdo libera-
dos como produtos que podem ser isolados facilmente. Produ-
zem-se assim, principalmente, ligninas por reagdo com 4cido
tioglicélico, por hidrogenagio e por polpagdo organossolve
(empregando solventes orginicos e catalisadores) ou proces-
sos cldssicos (lignossulfonatos, 4lcali-lignina ou soda-lignina,
lignina kraft, tioligninas)23:6:43,
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Figura 5. Esquema estrutural proposto para a lignina de Fagus silvatica (madeira dura)®.

A Tabela 2 resume os principais tipos de preparagio de
ligninas descritos na literatura2-3.6.12.43-48,

Conforme anteriormente comentado, para o estudo estru-
tural das ligninas deve-se utilizar a preparagdo que permita
isold-las sem transformagbes quimicas drésticas, para que se-
jam as mais representativas possiveis das protoligninas. A
lignina de madeira moida é considerada a mais adequada para
esse fim.

Os parametros mais usuais empregados para verificar a
representatividade de uma lignina s@o o teor de grupos meto-
xflicos e a percentagem de carbono, que devem se situar numa
faixa normalmente encontrada para alguns dos tipos j4 conhe-
cidos de ligninas®!2, Em seguida, tem-se a determinagdo da
férmula elementar por unidade C92512, Devido A possibilida-
de de haver carboidratos como contaminantes ou ainda como
constituintes do complexo lignina-carboidrato!!45, devem-se
corrigir os dados obtidos da anédlise elementar em relagio ao
teor de carboidratos analisados na amostra, caso este seja
maior que 5%12

As razdes molares entre os trés constituintes bésicos das
ligninas (guaiacil-, siringil- e 4-hidroxifenilpropanéides) de-
pendem da espécie vegetal que lhes deu origem?7. Por outro
lado, como pode ser verificado na Figura 2, hd uma variagéo
no niimero de grupos metoxilicos presentes nesses constituin-
tes. Sendo assim, desenvolveu-se a metodologia de tomar o
conteido desses grupos como um pardmetro de referéncia na
caracterizagdo de uma lignina e de apresentd-lo explicitamen-
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te na sua férmula elementar por unidade Cg’. Isso torna a
determinagdo do teor de metoxila uma etapa de priméria im-
portdncia na anélise estrutural de ligninas, o que é feito qui-
micamente pelo método de Zeisel modificado?9-5!, Métodos
fisicos de andlise sio também empregados para anélise de
metoxilas, utilizando-se rotineiramente a espectroscopia no
infravermelho (IV)52-54,

Ligninas contendo menos que um mol de metoxilas por
unidade Cg sdo do tipo guaiacila; quando essa relagio é maior
que um, sdo do tipo guaiacila-siringila. Normalmente, a per-
centagem de metoxilas em madeiras moles varia de 12 a 16%
e, em madeiras duras, de 18 a 22%23.7. A Tabela 3 apresenta
os contetidos de metoxilas de lignina de madeira moida de
diferentes espécies vegetais?36.55.56,

A madeira de Eucalyptus apresenta um conteldo de polife-
ndis relativamente elevado’®-60, os quais podem contaminar a
lignina de madeira mofda isolada pelo procedimento de
Bjorkman. Bland e Menshum introduziram modificagdes nes-
se procedimento para adequé-lo ao estudo da lignina de E.
regnans e outras espécies’1-62, Além do mais, verificaram que
desse modo obtinham lignina de madeira moida menos conta-
minada por carboidratos. No isolamento da lignina de madeira
moida de Eucalyptus grandis, entretanto, Morais?6-57 e Nasci-
mento57:63 demonstraram que essas modificagdes ndo sio sufi-
cientes para obté-la em relativo estado de pureza, pois verifi-
cou-se pelos espectros de RMN de 'H e de !3C que ela apre-
senta um teor relativamente grande de um contaminante ali-
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Figura 6. Esquema estrutural proposto para a lignina de Eucalyptus grandis (madeira dura)*.

fitico, em adigdo aos contaminantes polifenélicos®. Assim, in-
troduziram modifica¢des no procedimento de Bland € Menshum
(neutralizagdo com 4cido acético 0,1N, apés dissolugdo com
NaOH 0,1N e extragio exaustiva com cloroférmio), de modo
a reduzir ao méximo possivel a presen¢a do contaminante ali-
fitico, detectado através dos sinais observados entre 0,95 e
1,40 & nos espectros de RMN de 'H, conforme pode ser veri-
ficado nas Figuras 7a e 7b%7. Esse contaminante alifftico apa-
rece também nos respectivos espectros de RMN de 'H da
lignina de E. grandis obtida por hidrélise em dcido sulftirico
(LHA) (Figura 7¢)%5. A anélise desse contaminante mostrou
que se trata de um éster de férmula C3;Hgs023696.

A Tabela 4 apresenta os dados da anélise elementar e as
percentagens de metoxilas para a lignina de Brauns (LB)#;
para as ligninas de madeira moida do E. grandis, isoladas
pelo procedimento de Bland e MenshumS!(MWLa), assim como
por este procedimento modificado3766 (MWL), e para a lignina
obtida pela hidrélise 4icida da madeira (LHA)%’. O teor de
metoxilas em cada caso foi obtido por método quimico3%-52 e
pela andlise do espectro no infravermelho’3.54, obtendo-se
concordéncia entre os valores calculados36-57.63,

Como citado anteriormente, no estudo de subestruturas da
constituigdo quimica de ligninas o teor de grupos metoxilicos
serve de sonda para a anélise da presenga relativa de unidades
guaiacilas e siringilas’. Pelos dados da Tabela 4 verificam-se
também as diferengas que podem ocorrer na f6rmula elemen-
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tar e no teor de metoxila de uma lignina, caso ela esteja con-
taminada por extrativos. A lignina de Brauns do E. grandis
apresenta um teor de metoxila incompativel com as caracte-
risticas do tipo guaiacila-siringila. Isso reflete a sua maior
contaminag@o por extrativos, os quais ndo sdo suficientemente
eliminados pela metodologia utilizada para obté-1aS7, As de-
mais preparagdes, MWLa, MWL e LHA, pelo teor de metoxilas,
representam ligninas do tipo guaiacila-siringila. As diferengas
nas férmulas elementares por unidade Cy devem-se ao fato de
MWLa e LHA conterem contaminante alifitico (Figura 7)66:67,
Nio é surpreendente que contaminantes polifendlicos e
alifdticos contribuam diferentemente para as caracteristicas de
ligninas. Assim, MWL e LHA que s@io contaminadas apenas
por substincias alifiticas apresentam um teor de metoxilas
maiores que LB, a qual contém polifenéis em adi¢iio aos
extrativos aliféticos.

A Tabela 5 apresenta exemplos de dados analiticos obtidos
para ligninas de madeira moida de diferentes espécies vege-
tais!257,

Verifica-se pelos dados dessa Tabela que a lignina de P.
glauca (madeira mole), do tipo guaiacila, apresenta teor de
metoxila menor que 1 mol/Cy, enquanto este teor para as lig-
ninas das demais espécies, as quais sio do tipo guaiacila-
siringila, é maior que 1 mol/Cs.

Uma relagdo simples permite calcular a percentagem de uni-
dades guaiacila, a partir do teor de metoxilas: %G=100.(2-n°
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Tabela 2. Ligninas e principais métodos de preparagiio?3643-48,

Tratamento da madeira

Tipo de lignina

Observagdes

Extragdo sem reagiio
(por dissolugio)

Digestdo enzimética
(dissolugdo)

Extragdo com reagdo
(como derivado)

Lignina nativa (LN)
ou de Brauns (LB)
Lignina de madeira moida (MWL)

Lignina obtida
enzimaticamente

Lignina alcodlica

Lignina acetossolve

Lignina dioxano

Lignina de 4cido tioglic6lico
Lignina fenélica

Lignina por solventes supercriticos

EtOH

Moagem e Dioxano: Agua (9:1)

Fungos
Glicosidase

Alcool/catalisador
AcOH/catalisador
Dioxano/HCl
HSCH,COH
Fenol/HC1

Condig¢Bes supercriticas

Hidrogenagdo (como derivado)

Reagdo com reagentes
inorgénicos (derivado) Alcali-lignina
Tiolignina

Lignina Kraft

Hidrélise de
polissacarideos
(como residuo)

Lignina Klason
Lignina Runkel

Lignina cuoxan

Oxidagdo de polissacarideos
(como residuo)

Lignina Purves

Lignina Sulfftica

Lignina Willstitter
Lignina fluoridrica
Lignina trifluoroacética

Lignina de Hidrogendlise H,

SO;, HSO5
NaOH
Na,S/NaHS
NaOH/Na,S

H,S0,4

H,SO4/HBr

HC1

HF

CF,CO;H
NaOH/H,S04/Cu(NH3)4(OH);

Na3H,104

Tabela 3. Percentagens de metoxilas para MWL de diferentes
espécies vegetais336.55.56,

Espécie Tipo % OCHj;
MWL

P. abies madeira mole 15,8
E. grandis madeira dura 22,0
F. silvatica madeira dura 21,4
E. tetrodonta madeira dura 20,4
E. diversicolor madeira dura 21,0
E. regnans madeira dura 22,9

OCH3/Cg)7,36. Assim, a lignina de madeira moida do E.
grandis, por exemplo, com 1,50 mol de OCHj3/Cy apresenta
um contetdo de cerca de 50% de grupos guaiacilas, dentre as
unidades fenilpropanéides que a constituem5”. Estudos por
infravermelho indicam que, para essa lignina, as proporgdes
relativas das unidades bésicas monoméricas siringila, guaiacila

e 4-hidroxifenilpropano sdo respectivamente iguais a 49, 49 e
2%3657, Este resultado apresenta boa coeréncia com o célculo
feito a partir do nimero de moles de metoxila da férmula
elementar por unidade Cy, acima apresentado (Tabela 5).

QUANTIFICACAO DE GRUPOS FUNCIONAIS EM
LIGNINAS

As diferentes unidades monoméricas das ligninas encon-
tram-se entrelagadas por diversas ligagSes quimicas carbono-
carbono e etéreas, conforme indicado na Tabela 1 e Figura 3.
E possivel quantificar essas ligagSes por estudos quimicos e
fisicos, os quais englobam diferentes métodos analiticos:
reagdes de degradag@o oxidativa com nitrobenzeno ou com
permanganato de potéssio-periodato de sédio e estudo dos
produtos por cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria
de massas222,23,68-70; determinagdo de grupos funcionais:
hidroxilas totais**71-73, hidroxilas alifaticas’!, hidroxilas
fenélicas”1-7476; éteres a-0-4' e B-0-4'127L17; carbonilas™-79;
identificagdo de subestruturas por ressondncia magnética nu-
clear do hidrogénio e do carbono-13112.30-35,80-89

A literatura apresenta estudos das proporgdes relativas dos
diferentes grupos funcionais de ligninas de gimnosperma e

Tabela 4. Dados analiticos de ligninas de E. grandis e respectivas férmulas elementares por unidade Cg52-67,

%C %H %0OMe Férmula elementar/Co
LB 56,50 6,40 37,76 5,86 CgHi11,5104.23(OMe)o 38
MWLa 60,64 6,86 32,50 21,70 CoHp,7202,75(OMe); 45
MWL 60,60 6,00 32,00 22,00 CoH7,9002,73(OMe)1 50
LHA 61,87 4,70 33,46 19,50 CoHs,5202,90(OMe); 25
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Figura 7. Espectros de RMN de 'H de ligninas de Eucalyptus grandis:
MWLa (A), MWL (B) e LHA (C).

angiosperma. As Tabelas 6 e 7 exemplificam alguns desses
estudos23.6.9.10,12

A andlise comparativa das Tabelas 6 ¢ 7 mostra que a
ligagdo etérea € mais abundante do que a carbono-carbono
entre as unidades Cy de ligninas, independentemente do tipo
de madeira que lhes d4 origem, havendo predomindncia da
ligagdo B-O-4' (subestrutura 1, Fig.3). As ligagdes tipo fenilcu-
marana (4, Fig.3) e bifenila (6, Fig.3) séo mais abundantes nas
ligninas de madeira mole, enquanto ligagdes diaril-éter (7, Fig.
3) sd@o relativamente mais freqiientes nas ligninas de madeira
dura.

Se se considerarem os trés dlcoois precursores da macro-
molécula das ligninas (coniferilico, sinapilico e p-cumarilico,
Figura 1), verifica-se que cada qual apresenta uma hidroxila
alifstica ligada ao carbono Yy e uma hidroxila fendlica. Entre-

QUIMICA NOVA, 16(5) (1993)

tanto, os estudos dos grupos funcionais de ligninas indicam
que se tem de 20 a 40%, no méximo, de hidroxilas fenélicas
por 100 Cy em ligninas de madeira moida26.9991, Isso indica
que a maioria foi eterificada durante a polimerizagéo biossin-
tética. Alguns autores afirmam que, na realidade, essa percen-
tagem ndo passaria de 10% na protolignina e que os valores
maiores encontrados seriam devidos ao processo de moagem
que romperia ligagdes etéreas?%91. A Figura 8 ilustra o proces-
so biossintético de formagdo de ligagBes etéreas na ligninall,
justificando a predominéncia das ligagdes B-O-4' e a-O-4'.

A quantificagido de grupos funcionais proporciona um co-
nhecimento mais detalhado da macromolécula de uma lignina,
fornecendo bases l6gicas para a proposi¢do de fragmentos de
estrutura, como os apresentados nas figuras 4 a 61836 A pro-
posta tentativa apresentada para a lignina de E. grandis (Figu-
ra 6)% resultou de estudos desenvolvidos para aprofundar o
conhecimento da madeira de Fucalyptus cultivados no Bra-
sil3657.63-67, A quantificagdo de alguns grupos funcionais, base
para a proposigido desse esquema, serd apresentada nos exem-
plos a seguir, servindo de modelo para mostrar como, de modo
geral na literatura, diferentes tipos de estudos sdo combinados
para permitir a proposi¢do de esquemas de fragmentos estru-
turais de ligninas. Por outro lado, essa quantificagio também
constitui uma sonda que ilustra uma parte da metodologia ge-
ral, descrita na literatura, desenvolvida para interpretar os
processos que intervém na formagdo da lignina.

A determinag@o do teor de hidroxilas fenélicas da macro-
molécula de ligninas pode ser feita por titulagdo condutivimé-
trica®s7!, enquanto que as hidroxilas totais s3o calculadas por
determinagdo indireta, através de reagSes de metilagdo ou
acetilagdo, seguida de saponificagiio e titulagdo2744.72, Por
diferenga, calcula-se o teor de hidroxilas alifiticas totais. As
hidroxilas aliféticas e fen6licas podem ainda ser quantificadas
aplicando-se a espectroscopia de RMN ao estudo de ligninas
acetiladas12.3235,

Ao contrério das hidroxilas fenélicas, apenas cerca de 20 a
25% de moles das hidroxilas alifiticas dos dlcoois precursores
de ligninas sdo envolvidos no processo de lignificagdo, segun-
do os resultados das andlises de grupos funcionais e estudos
da polimerizagdo desidrogenatival-29, Isso significa que as lig-
ninas contém um minimo de hidroxilas totais igual a 75 por
100 unidades C¢%2, ou 0,75 moles por Cy. Com excegdo das
ligninas técnicas, as ligninas que contém mais de um mol de
hidroxilas alifaticas por Cy sofreram quebras homoliticas du-
rante o processo de moagem ou a partir da hidrélise catalisada
por icido, originando novos grupos deste tipo. Portanto, estes
se somaram aos previamente existentes, formados pela adigdo
nucleofilica de dgua ao carbono @, a qual ocorre durante o
processo natural de lignificag@o%0-92.

A Tabela 8 apresenta os resultados da andlise de grupos
hidroxilas da lignina de madeira moida do E. grandis3S.

Verifica-se pelos dados dessa Tabela que o teor de hidro-
xilas fendlicas estd dentro dos limites caracteristicos descritos
para outras ligninas de madeira moida?5, enquanto o conteddo
total de hidroxilas alifdticas é ligeiramente superior ao limite
méximo tedrico. Isso sugere ter havido rompimento de liga-
¢oes etéreas durante o processo de moagem. Tomando como
base o teor de hidroxilas totais pode-se calcular a fér-
mula elementar por unidade Cy dessa lignina acetilada:
CoHs 5501,33(0OCHs); s(OCOCH3) 35%.

Combinando o resultado do total de hidroxilas fendlicas
com os obtidos pelas hidrélises alcalina e acida’! da MWL do
E. grandis’, de um lado, foi calculado o teor de ligagdes
®-0-4' com OH livre em C4 (0,08 mol/Co) e de a-0-4'
eterificada em C4 (0,10 mol/Cg), somando 18 moles por 100
unidades Cy; de outro lado, foram quantificadas as ligagdes B-
0-4' totais, obtendo-se 47 moles por 100 unidades Cy. O re-
sultado das primeiras estd dentro dos limites verificados para
outras madeiras (Tabelas 6 e 7) e o resultado das dltimas estd
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Tabela 5. Dados analiticos e férmula elementar por unidade Cy para ligninas de madeira moida (MWL) de diferentes espécies

de vegetais!257.62

Tipo de Lignina

Composigéo Elementar®

/ Férmula por

(MWL) C H (0] OCH,4 unidade Cs

Picea glauca 64,30 6,21 29,48 15,72

| CoH7,6602(H20)0,4(0CHs)o,94
Betula
papurifera 61,88 6.32 33,44 22,43

! CoHe,8702(H20)0,86(OCHs)1,52
Ligidambar
stryaciflua 58,74 5,67 35,59 22,16

/ CoHs,0002(H20)1,25(0CH3)1,55
Bischofia
polycarpa 61,66 553 32,81 19,42

/ CsHg 4902(H20)0,92(0CHs)1,25
Eucalyptus
grandis 60,60 6,00 32,40 22,00

/ CgHs,4402(H20)0,73(0CHs)1 50
Eucalyptus
regnans 22,90

/ CoHg 2202(H20)0,75(OCH3)1,54

a- corrigido pelo contetddo de carboidrato; média de duas anélises elementares (% de O, por diferenga).

Tabela 6. Percentagens dos diferentes tipos de ligagdes na
MWL de Picea abies (madeira mole)512,

Tabela 7. Percentagens dos diferentes tipos de ligagGes na
MLW de Betula verrucosa (madeira dura)512,

Tipo de ligagdo Percentagens

Tipo de ligagdo Percentagem/100 unidades Cy

/exemplo de subestrutura® /100 unidades Cqy /exemplo de subestrutura  guaiacila  siringila total
B-0-4'/1 48 B-0-4'/1 22-28 34-39 58-65
B-O-4'12 2 B-0-4'2 2
0.-O-4' ndo ciclicas/3 6-8 0-0-4' nio ciclica/3 6-8
B-5'/4 9-12 B-5a

0-4' ciclicas/d 9.12 o-0-4' ciclica/4 6
a-O- -

cieneas a-6' ¢ B-65 1-1,5 05-1 1,525

o-6' e B-6'/5 2,5-3 5.5'6 45 45
5-5'/6 9,5-11 4.0-5'7 1 5.5 6.5
4-0-517 3,54 B-1/8 7
B-1'/8 7 B-p’/9 3
B-p°/9 2 a-conforme apresentado na Figura 3.

a-conforme apresentado na Figura 3.

bem abaixo dos 60% verificados para outras madeiras duras.
O total de ligacGes etéreas aril-alquila &, portanto, 65%. Bland
relata que para a MWL do E. regnans foi encontrado 63% de
ligagBes etéreas, sem especificar a parcela devida a 0-O-4' e
a B-0-4'62, Estes dois valores sugerem uma especificidade de
ligninas de Eucalyptus, em relagdo a outras madeiras duras.

A Tabela 9 apresenta os resultados da interpretagdo do
espectro de RMN de H para a lignina de madeira moida
acetilada do E. grandis (Figura 7b)57.65, Algumas observagdes
importantes afloram desses dados. Verifica-se que os sinais
de ressonincia dos hidrogénios dos grupos acetatos aliféticos
e arométicos somam 30,65%. Esse niimero corresponde a 1,50
moles de acetilas derivadas das hidroxilas totais por unidade
Cs, sendo cerca de 10% maior que os 1,35 apresentados na
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Tabela 8. Teor de grupos hidroxilas da MWL do E. grandis’-.

Tipo de grupo % mol/Cy  mol/OCHj;
OH alif. primdria 5,94 0,72 0,49
OH alif. secundéria 2,86 0,35 0,24
OH alif. total 8,80 1,07 0,73
OH fenol. conjugada 1,26 0,15 0,10
OH fenol. nio conjugada 1,04 0,13 0,09
OH fenol. total 2,30 0,28 0,19
OH Total 11,10 1,35 0,92

QUIMICA NOVA, 16(5) (1993)
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Figura 8. Reagées de acoplamento levando a formagdo de ligagdes a-0-4" ¢ B-0-4".

Tabela 8 e que foram incorporados 2 férmula elementar da
lignina acetilada. Essa discrepéncia pode ser devida em parte
A superposigcdo de sinais de outros tipos de hidrogénios que
poderiam ser observados no intervalo de 1,7 a 2,6 & (Figura
7b) e, em parte, ao erro relativo do célculo da integragdo dos
sinais do espectro de RMN de !H.

Os 28,7% de hidrogénios de metoxilas calculados pelos
dados do espectro de RMN de !H estdo bem préximos dos
29,8% de hidrogénios calculados a partir dos 1,50 moles de
metoxilas, que foram obtidos por métodos quimicos ou por
infravermelho®7.

QUIMICA NOVA, 16(5) (1993)

Os sinais de ressonancia devidos a hidrogénios arométicos
de unidades guaiacila e siringila apresentam-se nas mesmas
intensidades relativas, correspondendo praticamente s mes-
mas percentagens de nidcleos, respectivamente, 7,0 e 6,9%.
Como essas unidades ocorrem em mesmas proporgdes nesta
lignina, fica evidenciada a ocorréncia de condensagdes das
unidades guaiacilas. Considerando que a percentagem teérica
de hidrogénios, calculada a partir do nimero de moles de
metoxilas da férmula elementar Cy (Tabela 5), é 2,50 moles/
Cy%7 e que, pela anslise do espectro de RMN de !H, o conteti-
do de hidrogénios arométicos é igual a dois moles por unida-



Tabela 9. Atribuigdes e percentagens de diferentes tipos de prétons da MWL acetilada do E. grandis (Figura 7b).

5 Atribuigdo %
10,0-9,6 Prétons formilicos em unidades cinamaldeidicas e benzaldeidicas 0,61
7,70-7,53 Prétons aromiticos localizados orto a um grupo carbonilico

em unidades benzaldeidicas 0,97
7,20-6,75 Prétons aromiticos em unidades guaiacflicas 7,00
6,75-6,40 Prétons aromiticos em unidades siringilicas 6.90
6,20-5,90 Ho em unidades B-O-4 certos prétons vinilicos 3,35
5,90-5,30 Ho em estruturas B-5 de fenilcumaranas;

Ho de subestruturas a-O-4 1,85
5,25-4,43 HP em B-O-4 (forma eritro); Ho em pino- e siringorresinol; xilanas;

HP em B-O-4 (forma tréo); prétons metilénicos em flcoois cinamilicos 7,66
4,43-4,15 Hy em virias estruturas 6,70
3,717 Prétons metoxilicos 28,69
3,09 HP em estruturas pino- e siringorresinélica 1,02
2,60-2,28 Acetatos aromiticos 7,53
2,28-1,70 Acetatos alifdticos 23,12
1,70-0,80 Contaminantes alifiticos 3,47

180 100 80 - S 6 200 150 100 80

w

W

220

200 18 80 140

120

Figura 9. Espectros de RMN de "3C no estado sélido (CPIMAS) da madeira (A), da MWL (B) e da MWL do E. grandis, em solugdo no DMSO-

d, (C).
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Tabela 10. Atribuigdes dos sinais de RMN de 13C de MWL de madeiras duras em geral e da MWL do E. grandis em DMSO -

dg353691(Figura 9C).

Madeiras duras E. grandis, Atribuigdes®

em geral, 8 13C 8 13C

193,6 a-CO e y-CHO

191,0 o-CHO

172,0 -C=0 de 4cidos carboxilicos alifédticos

169,6 -C=0 de grupos acetilicos de xilanas

152,9 C-a de Ar-CH=CH-CHO

152,9-152,2 152,1 C-3/C-5 de Se, C-3/C-5'de 5-5' ¢

149,5-149,2 149,5 C-3 de Ge

147,7-146,5 147,7-146,5 C-4 de Ge, C-3/C-5 de Sne,C-3 de Gne

145,5 145,5 C-4 de Gne

143,2 C-4' de subestr. fenilcumaranicas
(B-5), C-4/C-4' de 5-5' e

138,0 138,0 C-1 de Se

136,1 C-4 de Se

135,6-135,0 134,4 C-1 de Ge, C-4 de Sne

132,2 132,5 C-1 de Gne, C-1 de Sne

130,0-128,0 C-0/C-B em Ar-CH=CHCH,O0H, C-f em
Ar-CH=CH-CHO, C-2/C-6 de Hne, -CH=CH de olefinas

119,3-119,0 119,3 C-6 de Ge e Gne

115,8-114,6 115,0-114,7 C-5 de Ge e Gne

112,2 113,3 C-2 de Ge e Gne

106,8-103,5 104,5-103,5 C-2/C-6 de Se e Sne com ou sem 0-C=0

101,9-101,6 C-1 de xilanas

87,0-86,2 86,0 C-B de B-O-4 de S (forma eritro)

84,6-84,0 85,0 C-B de B-O-4 de G (forma eritro)

76,0-73,0 C-2/C-3/C-4 de xilanas

73,3-72,4 72,2 C-o de B-O-4 de S (forma eritro),
C-o. de B-O-4 de G (forma eritro)

71,6 71,6 C-o de B-O-4 de S ou G (forma tréo)
CydeB-BdeGeS

62,9-62,6 62,8 C-y de B-O-4 de G com a-C=0, C-y de
BSeB-1deGeS

60,3 60,1 C-y de B-O-4 de G ou S (formas tréo e eritro)

56,0 55,9 -OCH3de G e S

54,2-53,8 53,7 CBdep-BdeGesS

53,5 53,7 CPdeB5deGeS

20,9 -CH3 de grupos acetilicos de xilanas

a- Se, Ge: unidades siringilicas e guaiacilicas eterificadas; Sne, Gne: unidades siringilicas e guaiacilicas ndo eterificadas; S, G: unidades si-
ringilicas e guaiacilicas eterificadas ou ndo eterificadas; Hne: unidades p-hidroxifenilpropilicas néo eterificadas; 5-5' e: unidades bifenilicas

eterificadas.

de Cg, a combinagédo desses dados permite calcular que o grau
de condensagdo dessa lignina é 0,50 /Cy?5:57.62,

A Tabela 10 apresenta atribui¢Ges dos sinais de RMN de
13C para MWL de madeiras duras em geral e para o E.
grandis'1-13.32-36.65_ Esses dados complementam os obtidos por
RMN de H e, conjugados com as informagdes provenientes
de anidlises quimicas, permitem um conhecimento mais preci-
so das ligacGes existentes entre as unidades bédsicas da macro-
molécula de ligninas.

possivel, por técnicas especiais, obter espectros de RMN
de 13C mais detalhados e também espectros quantitativos de
ligninas?33.80-83.93-96 Egges recursos vem contribuindo para que
esta metodologia esteja adquirindo uma importéncia cada vez
maior no estudo estrutural das ligninas.

QUIMICA NOVA, 16(5) (1993)

A utilizagio da RMN de 13C em estado sélido, envolvendo
técnicas de polarizagdo cruzada e rotagdo no angulo mégico
(CPIMAS, cross-polarization/magic angle spinning), tem tam-
bém propiciado estudos importantes sobre a estrutura de ligni-
nas97-104, Apresenta a grande vantagem de nio modificar a
composigdo da lignina quanto a fragmentos macromolecula-
res, mas ndo possibilita resolugéio espectral compardvel aque-
la obtida na RMN em fase liquida. Aplica-se principalmente
ao estudo dos produtos da pirélise de ligninas!0%103, 3 anjlise
de protoligninas!® e de ligninas insoldveis, estas tltimas de
particular interesse para o conhecimento aprofundado do pro-
cesso de deslignificagdo.

A Figura 9 apresenta os espectros em fase s6lida (CP/MAS)
da madeira moida (A) e da MWL (B) do Eucalyptus grandis,
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assim como o espectro desta MWL em solugéo no dimetilssul-
féxido deuterado (C)?. A Figura 9-A mostra a maior intensi-
dade relativa dos sinais de carbonos alifiticos, entre 50 ¢ 90
8, por causa da maior abundéincia da celulose na madeira.
Nesse espectro os sinais caracteristicos da lignina sdo relati-
vamente mais fracos, podendo ser observados entre 110 e 160
0, regido da ressondncia dos carbonos arométicos e em 55,3 §,
devido aos carbonos de metoxilas (Tabela 10).

H4 uma correspondéncia geral entre os espectros de RMN
do 13C da amostra no estado sélido (9B) e em solugdo (9C).
Entretanto, verificam-se diferengas na feigdo dos sinais em
cada intervalo de § que engloba determinados sinais. O espec-
tro 9-B da MWL apresenta sinais mais largos e mal resolvi-
dos, se comparados aos sinais mais distintos e numerosos do
respectivo intervalo do espectro 9-C dessa mesma lignina,
porém obtido em solugiio. Além do efeito residual da intera-
cdo dipolar magnética entre os nicleos de carbono e hidrogé-
nio, a largura dos sinais de ressonéncia de ligninas registrados
no estado sélido reflete a dispersdo dos deslocamentos quimi-
cos muito préximos, causada pela variag@o de arranjos espaci-
ais diferentes das unidades bédsicas arilpropanéides, que estio
“congeladas”. Essa imobilizagdo relativa das diferentes confi-

/100 Cy
OH, 4lcoois cinamilicos 3
OH, élcool primério 72
O, aldeidos cinamilicos 3
v-O-a, pino e siringorresinol 8
Cy ﬁ OH, de éter 2-arilgliceraldeido 6
B-O-y
v¥-O-y 8
outras
B-O-4 47
B-5, fenilcurana 10
B-B, pino e siringorresinol 8
B-1 6
Cp ¢ Cp 6
B-6
B-B 23
B-o
outras
OH 35
O, de éter 2-arilgliceraldeido 6
O, cetonas conjugadas 8
a.-O-Y, pino e siringorresinol 8
Ca 0.-0-4, fenilcurana 8
a-0-4 10
Cal 6
-6
ao-p 19
outras

/ 5-5 6

I 4.0-5 6
OH fenélico 28
NS anéis condensados 50

Figura 10. Diagrama de Rydholm ilustrando a distribui¢éo dos
principais grupos funcionais e as ligagdes em relagdo ds unidades
C, da MWL do E. grandis.
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guragdes faz com que haja ambientes quimicos e magnéticos
ligeiramente diferentes para um mesmo tipo de carbono97:100,
o qual ocorre repetidas vezes na macromolécula, porém sem
uma regularidade estrutural. No liquido, o movimento das
moléculas faz os sinais serem relativamente mais estreitos,
representando a média desses arranjos espaciais e refletindo,
portanto, uma configuragio média da macromolécula.

A Figura 10 apresenta o Diagrama de Rydholm?236¢ para a
lignina do E. grandis, o qual resume os dados obtidos para os
diferentes grupos funcionais e ligagdes que a constituem, ilus-
trando a distribui¢io dos mesmos, em relagéo as unidades Co.
Esses dados s@o resultantes da combinagdo dos diferentes
métodos quimicos e espectroscépicos de anélise orgdnica
empregados e propiciaram a proposi¢do do modelo estrutural
apresentado na Figura 6. A composicdo global desse
modelo estrutural é equivalente a férmula molecular
Ci162H131045(OCH3)27. Esta, ao ser dividida pelo nimero de
unidades que constituem o modelo apresentado na Figura 6,
resulta na férmula elementar CgoH73025(0OCH3),,557-63-67 a
qual estd em concordancia com aquela calculada a partir dos
dados experimentais e mostrada na Tabela 4, para a lignina de
madeira moida do E. grandis.

A énfase particular no detalhamento desses estudos sobre a
constituigio quimica da lignina do E. grandis36.57.63-67.103
objetivou, particularmente, ilustrar em detalhe o conjunto da
metodologia geral desenvolvida por diferentes pesquisado-
resl6-12,27.35-38,58-62.85 para o estudo da constituigio intima das
ligninas.

Essa metodologia esta bem consolidada e, juntamente com

as propriedades de nido-cristalinidade?; insolubilidade das
ligninas virtualmente em todos os solventes comuns?’; varie-
dade de conformagdes de suas macromoléculas e andlise do
peso molecular das fragdes de ligninas solubilizadas!1,105-107,
propiciou a formulagdo do paradigma cléssico, segundo o qual
ligninas s&o polimeros de estrutura tridimensional aleatéria,
constituidas de unidades de arilpropanéides interligadas de
modos diferentes*!. Entretanto, a verificagio de que h4 um
fator topoquimico influenciando na estrutura de ligninas237-42;
o fato de vérios autores postularem que algumas ligninas em
solugdo ndo sdo polimeros covalentes, mas associagio de
moléculas menores!%-111; resultados verificados de distribui-
¢do binodal de pesos moleculares de ligninas soldveis, assim
como consideragdes sobre a ultraestrutura dos polissacarideos
nas paredes celulares?!, colocam em questdo o paradigma aci-
ma citado, sendo proposto um paradigma modificado para lig-
ninas:
-Lignina das lamelas médias da madeira é um polimero de
estrutura tridimensional aleatéria, composto de mondmeros
de arilpropandides, interligados de modos diferentes. Lignina
da parede secunddria é um polimero de estrutura bidimensi-
onal “ndo aleatéria”. A constitui¢do quimica dos mondmeros
e as ligagdes que constituem estas estruturas espaciais vari-
am em regides morfolégicas diferentes (lamela média versus
parede secunddria), em diferentes tipos de céculas (vasos
versus fibras) e em diferentes tipos de madeiras (madeiras
moles versus madeiras duras). Quando a madeira é desligni-
ficada as propriedades das macromoléculas que sdo
solubilizadas refletem as propriedades da estrutura das quais
elas sdo derivadas®!.

A partir dessas ambiguidades ressaltadas do estudo das
propriedades das ligninas, pode-se verificar que, apesar do
grande desenvolvimento cientifico e tecnolégico dos nossos
tempos, o qual vem propiciando metodologias cada vez mais
aperfeigoadas para o isolamento e andlise estrutural das mes-
mas (cromatografias de permeagio em gel; técnicas modernas
de espectroscopias no infravermelho e de ressonincia magné-
tica nuclear), este assunto continua sendo um campo aberto
para o avango do conhecimento da érea, constituindo-se em
um desafio para os pesquisadores.

QUIMICA NOVA, 16(5) {1993)
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