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Rendimento e Comportamento Espectrofotométrico da Lignina Extraida de Preparacoes
de Parede Celular, Fibra em Detergente Neutro ou Fibra em Detergente Acido

Nancy Maria de Fatima Savioli', Romualdo Shigueo Fukushima2, César Goncalves de Lima3,
Catarina Abdalla Gomide*

RESUMO - A ligninaextraida da plantaforrageira peloreagente brometo de acetila (lignina brometo de acetila- LBrAc), paraser empregadacomo
padrido de referéncia no método espectrofotométrico para a determinagdo quantitativa da lignina, ndo pode originar-se da planta intacta, devido a
interferéncia de diversas outras substincias, que absorvem no mesmo comprimento de onda que a lignina; aconselha-se, portanto, que a extragdo da
lignina seja realizada a partir de um dos seguintes compostos: parede celular propriamente dita (PC), fibra em detergente neutro (FDN) ou fibra em
detergente dcido (FDA). Os rendimentos das extragdes das ligninas, bem como o comportamento espectrofotométrico das mesmas, foram avaliados
nestes trés compostos provenientes de diversas plantas forrageiras. Namédia, os rendimentos das extracdes de LBrAc foram relativamente uniformes
entre si, entretanto, como a concentragdo de FDA foi a menor entre todas as preparacdes (devido principalmente a solubilizagido da hemicelulose) e
como estando apresentou maior capacidade extrativadalignina, o rendimento de LBrAc proveniente daFDA, com base na plantainteira, foi o menor
observado. A absor¢do da luz ultravioleta das diversas ligninas foi desigual, revelada pelos espectrogramas tragados, de tal modo a sugerir que a

preparacdo de parede celular adotada para o isolamento da lignina deve ser a mesma para a determinacao final da concentragdo de lignina.

Palavras-chave: fibra em detergente neutro, fibra em detergente 4cido, lignina brometo de acetila, método espectrofotométrico,
parede celular

Yield and Spectrophotometric Pattern of Lignin Extracted from Cell Wall, Neutral
Detergent Fiber or Acid Detergent Fiber

ABSTRACT - The lignin extracted from the forages by the acetyl bromide reagent (acetyl bromide lignin - AcBrL) to be used as
a reference standard for the quantitative spectrophotometric determination of lignin could not originate from intact plant because of
interference of other substances, which absorb ultraviolet light at the same wavelength of lignin. It is then recommended that lignin
extraction be performed in one of the following materials: cell wall itself (CW), neutral detergent fiber (NDF), or acid detergent fiber
(ADF). The lignin extraction yields as well as the spectrographic pattern of those were evaluated in these three compounds that came
from diverse forage plants. On the average, extraction yields of AcBrL were fairly uniform among them; however as the concentration
of ADF was the lowest among all preparations (mainly due to hemicellulose solubilization) and as far this preparation did not exhibit
higher lignin extraction capacity, the AcBrL concentration from ADF on a whole plant basis was the lowest observed. The ultraviolet
light absorption from the diverse lignin was unequal, as revealed by the graphic spectrograms, which would suggest that the cell wall

preparation used for lignin isolation must be the same for the final determination of lignin concentration.
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Introducao tuintes da parede celular de plantas forrageiras e, por

estarazao, tem sido util na estimativa da extensao da

A lignina é um composto fendlico existente na
parede celular de vegetais e normalmente considerada
indigestivel pelos animais mamiferos (VAN SOEST,
1994). Além disso, a lignina, por mecanismos ainda
discutidos (DEHORITY e JOHNSON, 1961;
HARTLEY e JONES, 1977; e MORRISON, 1983),
inibe consideravelmente a digestibilidade dos consti-

digestaodafibra(AKINetal.,1977; JUNGe VOGEL,
1986). No entanto, qualquer estimador de
digestibilidade precisa ser determinado quimicamente
com niveis aceitdveis de precisdo e acuricia
(FAICHNEY, 1975).

Aniélises laboratoriais de plantas forrageiras sao
necessdrias para estimar a qualidade nutritiva das
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mesmas, e naturalmente é dada grande importancia a
fatores que limitam a digestibilidade dos nutrientes,
como a lignina e outros componentes da parede
celular de plantas (VAN SOEST e ROBERTSON,
1980). Entre os métodos laboratoriais empregados
para quantificar o conteido de lignina em plantas
forrageiras, situam-se os métodos gravimétricos
lignina em detergente dcido (LDA) e lignina
permanganato de potdssio (LPer), descritos por VAN
SOEST (1963) e VAN SOEST e WINE (1968),
respectivamente. Entretanto, estes métodos t€ém
recebido sérias criticas; por exemplo, a LDA usual-
mente subestima a concentra¢do de lignina, possivel-
mente pela parcial solubilizacdo da mesma nas
solugdes empregadas no método (SHIMOJO e GOTO,
1984; HATFIELD et al., 1994) e, por outro lado, a
LPer pode estar superestimando os teores de lignina,
se ocorrer a oxidac@o de outras estruturas da parede
celular pelo permanganato de potdssio (BARTON II
e AKIN, 1977). MORRISON (1972a,b) propds um
método espectrofotométrico para quantificar a lignina
em plantas forrageiras, o qual poderia oferecer resulta-
dos mais satisfatérios que os métodos gravimétricos;
este método baseia-se na solubilizagdo da lignina em
uma solucdo de brometo de acetila a 25% em 4cido
acético glacial, sendo esta entdo mensurada no compri-
mento de onda a 280 nm. Entretanto, como em qualquer
método espectrofotométrico, este também requer o
emprego de um padrio de referéncia e, a partir da curva
de calibracdo, avaliar o conteido da substincia de
interesse (FENGEL e WEGENER, 1989).

Vérios compostos foram anteriormente empre-
gados como padrio de referéncia - lignina dioxana
(PEPPER, 1959), lignina moida de madeira
(BJORKMAN, 1956), lignina “kraft” de faia
(BRILLOVET e RIOCHET, 1983), guaiacol
(SHARMA et al., 1986), acido ferilico (AL-ANI e
SMITH, 1988), ligninanativa de alfafa (FUKUSHIMA
et al., 1991) e até mesmo um fator numérico, o
coeficiente especifico de absor¢cio (IIYAMA e
WALLIS, 1990). LOWRY et al. (1994) tentaram
empregar a lignina em detergente dcido (LDA) como
padrdo de referéncia, com resultados infrutiferos.

Nenhuma das tentativas de relacionar dados de
densidade Optica provenientes dos padrdes de
referéncia supramencionados, para a obten¢do da
concentragdo de lignina na planta forrageira, foi
plenamente satisfatéria; a principal razdo reside no
fato de que € altamente desejdvel que o padrdo de
referéncia seja uma copia a mais préxima possivel da
substidncia sendo analisada. Recentemente,

FUKUSHIMA e DEHORITY (no prelo) lograram
em extrair uma lignina por meio do reagente brometo
de acetila—substincia denominada de lignina brometo
de acetila (LBrAc) e empregada como padrido de
referéncia na andlise espectrofotométrica.

Para a extracdo de lignina, é de fundamental
importancia que a amostra vegetal seja isenta de
contaminantes que absorvam no mesmo comprimento
de ondadalignina, como polifendis, taninos, lignéides,
aminodcidos aromdticos etc (MORRISON, 1972a).
Por esta razdo, a extracdo da lignina nio deve ser
realizada na planta intacta, recomendando-se materi-
ais como a fibra em detergente neutro (FDN) ou a
fibra em detergente acido (FDA), ambas descritas
por GOERING e VAN SOEST (1970), ou na prepa-
ragdo de parede celular (PC), descrita por IITYAMA
e WALLIS (1990).

Este projeto de pesquisa visou aprimorar a técni-
ca de extragdo da lignina pelo reagente brometo de
acetila, ao subsidiar a escolha do melhor material
paraarecuperagdo quantitativa dalignina brometo de
acetila, sendo basicamente trés as preparacdes: PC,
FDN e FDA.

Material e Métodos

As extracoes da lignina pelo reagente brometo de
acetila foramrealizadas no Laboratério de Lignina da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos
da Universidade de Sido Paulo (FZEA-USP), em
Pirassununga, SP. As amostras de plantas forrageiras
foram obtidas no campo agrostolégico da FZEA-
USP, no estadio “maduro” (ou seja, com todas as
sementes formadas e mais que a metade das folhas
mortas), cortadas a 10 cm do solo, submetidas a
secagem em estufa ventilada a 65°C, por 72 horas, e
moidas em moinho Wiley munido com peneira de
1 mm. Foram analisadas as seguintes forrageiras:
Alfafa (Medicago sativa); Aveia forrageira (Avena
sativa), Brizanta (Brachiaria brizanta); Centenario
(Panicum maximum cv. Centenario); Colonido
(Panicum maximum cv. Colonido); Napier
(Pennisetum purpureum cv. Napier); e Pangola
(Digitaria decumbens).

O procedimento para a extracdo da lignina, com
o emprego do brometo de acetila (FUKUSHIMA e
DEHORITY, no prelo), é sucintamente descrito a
seguir: foi adotado o critério de se manter constante
a quantidade de material vegetal inicial, com base na
matéria seca (quatro gramas), e a seguir foram
realizados os procedimentos laboratoriais para a
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obtencdo da PC, FDN e FDA. Certa quantidade de
preparacdo de parede celular foi pesada em um tubo
de teflon com tampa de rosquear, sendo em seguida
pipetados 35 mL de uma solucdo a 25% de brometo
de acetila em 4cido acético glacial; o tubo foi fecha-
do, agitado e aquecido em banho maria a 70°C por 30
min com agitacdo a cada 15 min. Apés a digestdo, o
material foi centrifugado a 3000 rotagdes por minuto
durante 15 min e o sobrenadante, colocado em um
erlenmeyer de um litro e mantido em um banho de
gelo por cinco minutos; a seguir, inverteu-se sobre a
solugdo aproximadamente 900 mL de dgua destilada
gelada, ocorrendo, assim, a precipitacdo da lignina
dissolvida. A mesma foi ent@o separada por filtracao
avdcuo, utilizando-se papel-filtro Whatman n°4, e o
residuo, lavado com 300 mL de dgua destilada, so-
frendo, a seguir, parcial desidratacdo em estufa ven-
tiladaa45°C. Este residuo foi solubilizado em dioxana
(30mL) e novamente precipitado pela adi¢do de 4gua
destilada (900 mL), formando entdo uma solugio de
aspecto coloidal; adic@o de trés gramas de sulfato de
sédio anidro auxiliou no processo de floculagido do
material, sendo o mesmo filtrado, lavado e parcial-
mente desidratado. Este residuo foi novamente
solubilizado em dioxana (cerca de 30 mL) e a re-
cuperagdo final da lignina ocorreu por precipitacdo,
quando esta solucdo de dioxana foi gotejada sobre
uma solugdo de éter etilico anidro/éter de petréleo
(80:20), sob constante agitacao. Apds filtrar em uma
membrana de nylon (porosidade 0,45 pw), o filtrado foi
lavado com 80 mL de éter de petréleo e seco em
estufa ventilada a 45°C, obtendo-se, assim, a lignina
brometo de acetila (LBrAc).

As determinagdes de proteina bruta nas amostras
de LBrAc seguiram os preceitos da ASSOCIATION
OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS -
AOAC (1980) e as determinagOes de carboidrato
pela técnica da antrona, descrita por VILES JR. e
SILVERMAN (1949). As andlises estatisticas
referentes aos rendimentos das extragdes de lignina
e respectivos teores de carboidratos e proteina foram
conduzidas utilizando-se o teste Tukey, a 5%. Os
dados foram analisados com o auxilio do pacote
estatistico SAS (STATISTICAL ANALYSIS
SYSTEM - SAS, 1985).

Foi construida uma curva padrio paracadalignina
isolada nas trés preparacdes de parede celular. Todas
as curvas foram lineares nas concentracdes testa-
das. Para a confecg¢do da curva padrio, foram pesa-
dos 30 mg de LBrAc (com as devidas correcdes para
os teores de carboidratos e proteina) em um tubo de

teflon com tampa de rosquear e, a seguir, adicionados
4 mL da solucdo a 25% de brometo de acetila. A
solucdo foi aquecida em banho-maria a 70°C por 30
min. Apés, o tubo foi esfriado em dgua corrente e
adicionados 26 mL de 4cido acético glacial (HAc). Na
seqiiéncia, foi preparada uma série de 10 tubos, inclu-
sive um branco, cada um deles contendo 6 mL de HAc
mais 4 mL de NaOH 0,3 M. Foram pipetadas aliquotas
crescentes provenientes do tubo contendo a LBrAc e,
a seguir, acrescentou-se 1 mL de uma solu¢do 0,5 M
de cloridrato de hidroxilamina em cada tubo. O volume
final foi completado para 25 mL com HAc e realizadas
as leituras de densidade Optica no comprimento de
onda, a280 nanometros (nm), em um espectrofotdmetro
da marca Milton Roy, modelo Genesis II.

Resultados e Discussao

A extracdo da lignina do material vegetal, por
meio do reagente brometo de acetila, ndo deve ser
feita na planta intacta, e sim em algum material cujo
conteddo celular (citoplasma e seus componentes)
tenha sido removido, com a finalidade de eliminar
substancias que interferem na absor¢do da luz
ultravioleta no comprimento de onda a 280 nm
(MORRISON, 1972a). Os valores de parede celular
(PC), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente dcido (FDA) podem ser observados na
Tabela 1. Os valores de PC e FDN foram préximos
entre si (ligeiramente inferiores para a FDN), varian-
do de 50,7 a 77,8% para a PC e de 40,2 a 75,1% para
a preparacdo FDN, e superiores aos rendimentos de
FDA, que variaram entre 25,9 e 43,7%. Embora nao
tenha sido feita a andlise estatistica, pode-se observar
que, para todos os materiais, a Alfafa foi a que
ofereceu o menor valor e o capim Colonifo, o maior.
Esta observacgdo estd de acordo com a descricdo de
VAN SOEST (1994), na qual as leguminosas em geral
apresentam menores teores de holocelulose em compa-
racdo as gramineas. A diferenga observada entre as
preparagdes PC/FDN e FDA deve-se, provavelmente,
asolubilizacdo da hemicelulose — constituinte que nao
estd presente na FDA (GOERING e VAN SOEST,
1970). Empiricamente, tem-se adotado a diferenca
FDN - FDA para obtencao dos teores de hemicelulose,
entretanto, valores obtidos dessa maneira devem ser
considerados como presumidos, uma vez que a FDA
pode ainda apresentar residuos de pentosanas
(MORRISON, 1983), bem como mostrar presenga
de pectina, importante integrante da parede celular de
certas espécies vegetais, particularmente as
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Tabela 1 - Valores de parede celular, fibra em detergente
neutro e fibra em detergente &cido, na base da
matéria seca, das diferentes espécies
forrageiras’

Table 1 -  Values of cell wall, neutral detergent fiber and acid
detergent fiber, on a dry matter basis, from different
forage species’

Amostra PC FDN FDA

Sample cw NDF ADF

Alfafa 50,7 40,2 259

Alfalfa

Aveia 64,6 63,3 32,7

Oat

Brizanta 71,4 68,9 394

Brizantha grass

Centenario 73,1 65,2 40,7

Centenario grass

Colonido 77,8 75,1 437

Guinea grass

Napier 69,6 62,5 41,7

Elephant grass

Pangola 68,3 65,5 36,3

Pangola grass

Média 679 63,0 37,2

Mean

1 Valores expressos em porcentagem; PC - parede celular; FDN -
fibra em detergente neutro; FDA - fibra em detergente &cido.

1 Data are express in percentage; CW - cell wall; NDF - neutral detergent fiber;
ADF - acid detergent fiber.

leguminosas (VAN SOEST, 1994), e ainda existe a
possibilidade de parte da lignina ter sido solubilizada
pela solucdo de detergente 4cido (SHIMOIJO e
GOTO, 1984).

Os rendimentos das extra¢des de lignina brometo
de acetila (LBrAc), provenientes da PC, FDN e FDA,
com base na matéria seca, podem ser visualizados na
Tabela 2. O rendimento de LBrAc variou de 16,4 a
27,3% na PC; de 10,7 a 36,1% na FDN; e de 8,9 a
20,2% na FDA. Nao foi constatada qualquer tendén-
cia de, em determinada preparacao, o rendimento de
LBrAc, para dada espécie vegetal, ser prevalente. Por
exemplo, o rendimento de LBrAc proveniente da PC
foi maior para o Napier em relacdo ao Pangola e a
Alfafa (p<0,05) e similar entre a Aveia, a Brizanta, o
Centendrio, o Colonido e o proprio Napier. Em relagcdo
ao rendimento de LBrAc proveniente da FDN, o
Colonido mostrou valor significativamente superior
(p<0,05) relativo as demais plantas forrageiras, a
excecdo da Aveia, enquanto a Alfafa foi a que exibiu
o menor teor de LBrAc extraida. Quanto a FDA, a
Brizanta foi a que rendeu a maior (p<0,05) concentra-
¢do de LBrAc, situando-se em igualdade apenas em
relacdo ao Pangola; das demais espécies forrageiras,
foram extraidas quantidades similares de LBrAc.

Tabela 2 - Rendimento das extragdes de lignina brometo
de acetila proveniente da parede celular, da fibra
em detergente neutro e da fibra em detergente
acido, com base na matéria seca’

Table 2 -  Yield of acetyl bromide lignin extractions from cell wall,
neutral detergent fiber and acid detergent fiber, on a dry
matter basis’

Amostra PC FDN FDA
Sample Ccw NDF ADF
Alfafa 16,4C2 10,702 12,9B.Ca
Alfalfa

Aveia 234ABb 3] 3ABa 8,9C«c
Oat

Brizanta 25,1A4-Ba 22,1Ca 20,24+
Brizantha grass

Centendrio 26,6482 23,3Ca  12,1B.Cb
Centenario grass

Colonido 21,94.B.Cb 36,142 9,3Cc
Guinea grass

Napier 27,342 282BC2  11,5B,CP
Elephant grass

Pangola 20,1B.C.ab 24,1C2  16,94Bb
Pangola grass

Média 23,0 25,1 13,1
Mean

1 Dados expressos em porcentagem; PC - parede celular; FDN -
fibra em detergente neutro; FDA - fibra em detergente &cido.
Médias, na coluna, seguidas de letras mailsculas diferentes sao
diferentes (P<0,05) pelo teste Tukey.

Médias, na linha, seguidas de letras minusculas diferentes sao
diferentes (P<0,05) pelo teste Tukey.

1 Dataare express in percentage; CW - cell wall; NDF - neutral detergent fiber;
ADF - acid detergent fiber.

Means, within a column, followed by different capital letters are different
(P<.05) by Tukey test.

Means, within a row, followed by different small letters are different (P<.05)
by Tukey test.

Como ja mencionado anteriormente, nao foi
detectada uniformidade na extracdo da lignina entre
as plantas forrageiras. Este comportamento ndo en-
contra explicacdo até o presente momento, e a pre-
suncdo mais plausivel é que os diferentes procedi-
mentos de obtencdo da PC, FDN e FDA induzem a
modificagdes de ordem fisica e/ou quimica de tal
maneira a interferir na extracdo. Quanto ao rendi-
mento das extragdes de LBrAc, a FDA, na maioria
dos casos, rendeu menos LBrAc que a FDN e PC
(P<0,05). Tal observacdo deve-se indubitavelmente
aos menores valores de FDA na planta inteira.

E necessdrio considerar o fato de que a quantidade
de amostra inicial foi a mesma para todas as prepara-
coes, assim, em tese, a concentracdo inicial de lignina
foi a mesma para todas as extragdes. Apesar de
usualmente considerar-se que apenas a hemicelulose
¢ a unica substancia que se solubiliza na solugdo de
detergente dcido, uma plausivel explicagdo para esse
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menor rendimento de lignina foi a oferecida por
SHIMOJO e GOTO (1984), os quais reportaram que
parte da lignina também seria solubilizada durante a
preparacdo da FDA. Aparentemente a FDA nao
seria, portanto, o melhor material objetivando a extra-
¢do de LBrAc.

FUKUSHIMA et al. (1991) extrairam lignina com
etanol em amostras de alfafa, obtendo rendimentos
menores a 1% da matéria seca, possivelmente pela
ineficiéncia da extragdo alcodlica. ROSSINI et al.
(1989) empregaram diversos solventes (metanol, etanol,
acetona, dioxana, acetonitrilo, dimetilformamida e
trietilenoglicol) para extrair a lignina da serragem do
Pinus caribaea hondurensis, obtendo rendimentos
de 2,0 a 6,6% do peso seco da madeira. Extracdo de
lignina variando de 1,1 a 24,4% da matéria seca foi
obtida por BALOGH et al. (1989), quando emprega-
ram outros solventes (cloroféormio, acetona, dioxana,
tetrahidrofurano, 2-butanol, 1-butanol, 1-propanol,
etanol e metanol), entretanto, os maiores rendimentos
sé foram obtidos mediante catdlise por 4cido mineral.

FUKUSHIMA e DEHORITY (no prelo) e
FUKUSHIMA et al. (no prelo) obtiveram menores
rendimentos na extracdo de LBrAc proveniente da
preparacdo parede celular de plantas forrageiras em
estddio de maturidade semelhante, cujos valores
variaram de 5,1 a 14,4% na matéria seca da planta
inteira, provavelmente devido 2 menor quantidade do
reagente brometo de acetila, empregado em relagio
a quantidade de amostra. Nesse experimento, a
extracdo da lignina pelo reagente brometo de acetila
possivelmente solubilizou maior fragdo da lignina
total, uma vez que foram obtidos rendimentos mais
elevados que os autores anteriormente citados; en-
tretanto, ainda € questiondvel se a totalidade da
lignina, ou a quase totalidade da mesma, € passivel de
ser extraida e recuperada. Se esses dados numéricos
de extracdo fossem comparados com metodologias
paraquantificar lignina, seriam mais préximos a LDA
e sensivelmente inferiores aos valores de lignina
soldvel em brometo de acetila reportados na literatura,
por exemplo, os dados obtidos por SHIMOJO e
GOTO (1984) e IYAMA e WALLIS (1990). Algu-
mas explicagdes plausiveis residiriam em algum
(ou alguns) dos seguintes aspectos: 1. na possibilidade
de que a capacidade extrativa do reagente brometo
de acetila foi a mdxima, como poderia ser o caso do
presente experimento, e, portanto, os dados de lignina
brometo de acetila reportados na literatura estariam
superestimados; 2. na possibilidade de o reagente
brometo de acetila solubilizar toda alignina, entretanto,

nas etapas subseqiientes nao for possivel a recupera-
cdo quantitativa de sua totalidade, por exemplo,
pequenas estruturas derivadas dalignina (mondmeros
e dimeros) e/ou cadeias carbOnicas acetiladas duran-
te a digestdo com o brometo de acetila, que permane-
ceriam soldveis na solu¢ao aquosa, nao sendo, por-
tanto, recuperadas durante o processo de filtracdo; 3.
estas estruturas hidrossoliveis, apesar de nao-
quantitativamente recuperaveis, seriam responsaveis,
em conjunto com o restante da lignina, por intensa
absorbancia no comprimento de onda a 280 nm,
explicando, portanto, os altos valores de lignina
solivel em brometo de acetila reportados na literatura;
4. existe ainda a possibilidade de o reagente brometo
de acetila ndo ser capaz de extrair a totalidade, ou
quase, da lignina; entretanto, esta hipdtese ndo pare-
ce ser provavel, sendo ja demonstrado anteriormente
que o residuo da centrifugacdo, apds o passo da
digestdo no brometo de acetila, mostrou insignifican-
tes picos de absorcao no intervalo de 240 a 320 nm
(FUKUSHIMA e DEHORITY, no prelo).

Curvas de regressdo linear das LBrAc extraidas
da PC, FDN ou FDA de trés plantas forrageiras
(escolhidas ao acaso) estdo na Figura 1. Apesar de o
comportamento espectrografico da LBrAc do capim
Colonido ter sido muito semelhante entre a PC, FDN
e FDA, o padrido espectrografico das gramineas
Aveia e Napier foi diferente em cada uma das
preparacdes. A falta de padrio regular, quando das
extracdoes das diversas LBrAc, é condizente com
esta Ultima observacio.

Constata-se na Figura 2 que o comportamento
espectrografico das ligninas foi diferente entre PC,
FDN ou FDA, exceto para o Colonido. Esta variabili-
dade no comportamento espectrografico, como ja men-
cionado anteriormente, deve-se provavelmente
aos diferentes procedimentos para a obtengdo da PC,
FDN e FDA. Isso significa que, quando se optar por
determinado material objetivando aextragdo de LBrAc,
este deve ser necessariamente 0 mesmo a ser empre-
gado no método analitico, quando da anélise quantita-
tiva final do teor de lignina na planta forrageira.

Teores de carboidratos (CHO) e proteina bruta
(PB) das diversas LBrAc constam da Tabela 3. O
teor de carboidratos na LBrAc proveniente da PC
variou de 1,4 a 3,2%; da FDN, de 1,6 a 2,6%; e da
FDA, de 1,1 a 3,1%. Referente as concentracdes de
CHO dentro da PC ou FDA (n@o houve diferenca
estatistica para a fracdo FDN), observou-se maior
concentracdo de CHO no Pangola em comparagao
ao Colonido (P<0,05), tanto para a PC, como para a
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Figura 1 - Curvas de regressao linear da lignina brometo Figura 2 - Curvas de regresséo linear da lignina brometo
de acetila proveniente da parede celular, da fibra de acetila proveniente de diferentes preparagoes
em detergente neutro e da fibra em detergente de parede celular da planta forrageira.
acido de trés forrageiras. Figure 2 - Linear regression curves of acetyl bromide lignins from

Figure 1 - Linear regression curves of acetyl bromide lignins different cell wall preparations of each forage species.

from cell wall, neutral detergent fiber and acid detergent
fiber of three forages.
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FDA. De modo geral, ndo se observaram grandes
diferencas nos teores de CHO, entre as espécies
vegetais, exceto o Colonido. Dentro de cada espécie
vegetal, ndo foram detectadas diferencas estatisticas
entre a PC, FDN e FDA. Obtencdo de uma lignina
relativamente pura em quantidades aprecidveis nao é
tarefa facil (ITYAMA e WALLIS, 1990). A lignina é
covalentemente ligada a fragdo carboidrato da parede
celular, em particular a hemicelulose, e se acentua a
medida que as plantas forrageiras amadurecem, sen-
do esta uma das possiveis causas a explicar a baixa
digestibilidade da parede celular de plantas maduras
(MORRISON, 1973). FUKUSHIMA (1989), ao exa-
minar algumas formas de lignina “kraft”, verificou a
presencade 10,3a11,2% de CHO, enquanto alignina
obtida da alfafa apresentou 15,5% de CHO.
FUKUSHIMA e DEHORITY (no prelo) e
FUKUSHIMA et al. (no prelo) obtiveram teores
mais elevados de CHO, que variaram de 7,3 a 29,7%
nas espécies botanicas. Observa-se, entdo, que no
presente estudo os teores de CHO foram sensivel-
mente menores que os reportados na literatura, e
possiveis explicacdes residiriam em diferentes condi-

cOes laboratoriais ou em caracteristicas inerentes as
proprias plantas forrageiras.

Os teores de PB variaram de 2,6 a 10,0% na PC,
de2,1a6,3% naFDNede 1,1 a3,0% naFDA. Com
respeito as concentracdes de PB, dentro dos materi-
ais estudados, nao foi observada qualquer tendéncia
de determinada LBrAc apresentar maior ou menor
teor de PB; destaca-se apenas a significativa presen-
ca de PB na amostra de lignina do capim Centendrio
na PC, o que ndo se repetiu com a mesma magnitude
nas demais fracdes. A explicacdo mais plausivel
pode ser atribuida & maior ou menor capacidade
extrativa das solugdes empregadas, pois, para o pre-
paro da PC, utilizam-se dgua quente e solventes
organicos (dlcool e cloroférmio), enquanto, para a
obtencdo da FDN e FDA, sdo empregadas solucdes
de detergente. Uma das finalidades da solucdo de
detergente 4cido utilizada para o preparo da FDA,
preconizada por VAN SOEST (1963), € dissolver a
proteina contida na parede celular; no presente trabalho,
foi a frac@o a apresentar para a maioria dos casos, 0
menor teor de PB nas LBrAc (P<0,05). HATFIELD
etal. (1994) reportaram que, no geral, ligninas prove-

Tabela 3 - Teores de carboidrato e de proteina na lignina brometo de acetila proveniente da parede celular,
da fibra em detergente neutro e da fibra em detergente &cido’

Table 3 - Concentration of carbohydrate and protein of acetyl bromide lignin from cell wall, neutral detergent fiber
and acid detergent fiber!

Carboidrato Proteina

Carbohydrate Protein
Amostra PC FDN FDA PC FDN FDA
Sample cw NDF ADF cw NDF ADF
Alfafa 2,848 2,5 3,14 5,282 3,5BCb 3 2ABCe
Alfalfa
Aveia 3,04 22 2,548 3,06Pa  35BCa | 7BCa
Oat
Brizanta 2,4A-B 2,5 2,6A-B 2,6P2 2,1Cb 1,260
Brizantha grass
Centendrio 2,04-B 2,6 2,548 10,043 3,680 3,040
Centenario grass
Colonido 1,48 16 1,1B 4,9BCa  34BCb 5 gABCe
Guinea grass
Napier 2,4AB 2,6 2,3A.B 3,06Da  p7BCa 9 GABa
Elephant grass
Pangola 324 2,5 3,04 5,1B2 6,342 1,1Cb

Pangola grass

1
acido.

Médias, na coluna, seguidas de letras maiusculas diferentes séo diferentes (P<0,05) pelo teste Tukey.
Médias, na linha, seguidas de letras minusculas diferentes séo diferentes (P<0,05) pelo teste Tukey.
Data are express in percentage; CW - cell wall; NDF - neutral detergent fiber; ADF - acid detergent fiber.

-

Means, within a column, followed by different capital letters are different (P<.05) by Tukey test.
Means, within a row, followed by different small letters are different (P<.05) by Tukey test.

Dados expressos em porcentagem; PC - parede celular; FDN - fibra em detergente neutro; FDA - fibra em detergente
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nientes de gramineas exibiram maiores teores de PB
que a lignina da alfafa. Entretanto, no presente traba-
lho, ndo foi constatada essa observacio.
FUKUSHIMA (1989) reduziu a concentragio de N
de 3,6 para 0,8%, com infusdo em 4gua quente ou
extracdo alcodlica de lignina “kraft”, e a estarelativa
facilidade na remoc¢do de N poderia ser creditada a
ndo-existéncia de liga¢des quimicas entre lignina e
proteina (MORRISON, 1973). Entretanto, permane-
ce ainda a questdo se o N é parte constituinte da
molécula de lignina, ou se esta presente na forma de
proteina como contaminante ou nao. McDOUGALL
et al. (1996) mencionaram, em uma revisio sobre
parede celular, alguns resultados de pesquisas, nos
quais se reconhece a presenca de proteinas, sendo a
principal denominada de extensina, uma glicoproteina
na qual predominam os aminodcidos hidroxiprolina,
lisina e serina (WILSON e FRY, 1986). Diferentemente
do descrito por MORRISON (1973), aparentemente a
inter-relacdo entre parede celular e proteinas ¢ bem
mais complexa (CARPITA e GIBEAUT, 1993). Entre-
tanto, lignina extraida de madeira (eucalipto) revelou
praticamente total auséncia de proteina (FUKUSHIMA
e DEHORITY, no prelo).

Conclusoes

Com base no rendimento das extracdes de LBrAc,
aparentemente as preparacdes PC e FDN mostra-
ram-se como as mais eficazes.

A escolha de determinado material, objetivando
a extracdo da lignina brometo de acetila, devera ser
no sentido de que a determina¢do quantitativa da
lignina também seja realizada nesse mesmo material.
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