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Foram estudadas duas ligninas de diferentes fontes
vegetals. Lignina de eucalipto extrafda com 4cido =sulfirico e
lignina de casca de arroz extrafda com dioxano. Sua composic¢¥o en
grupos hidroxila fendlicas e carbonilas fol estimada mediante es-
pectrofotometrfia de UV. Ardistribuig%c porcentual aproximada dos
diferentes tlipos de prdétons ol determinada por RMN- "H.

Heste estudo gbordou«se a fotoguimica como método
de pré-tratamento da lignina no intulto de modificar sua estrutu-
ré para permitir uma malor acessibilidade deste polfmero a um
posterior ataque quimico ou enzimdtico.

Fol investigado o mecanismo de quinmiluminescéncla
da degrada¢Ho alcalina da lignina, utilizando-se material {irra~-
diado com luz UV e sem irradiar.

A degradagdo enzimdtica da lignina irradiada ¢ sen
irradiar, foit realizada com a enzima peroxidase de rabanebte
(HRP). Fol! proposto um mecanismo para a degradagfo da lignina por
este sistema, utilizado como nmedelo da degradac¢fo funéal do polf(-
mero.

A faixa de flu&ncia encontrada (entre 2000 e 4000
KJ/n®) na qual a lignina perde suavpropriedade antioxidante, fol

deterninada nos dolis sistemas descritos.



ABSTRACT

Two different lignins were studled. One  extracted

with sulfuric acid from eucalyptus wood and the other one fron

rice hulls with dioxane. Their relative composition In phenolic
hidroxyl and c¢arbonyl groups were est imated by oy
spectrophotometry and the percentage of different protons

presents In the polymer by '3-NHR.

In order to modify the structure of lignin and to
improve the accessibllity of <chemicals and enzjmes, uv
irradiation was used as lignin pretreatment.

Alkalline degradation mechanism of lignin , treated
and untreated with UV irradiation, was Investigated 1in relation
to the chemiluminescence of this react!én.

Enzymatic degradation of lignin with horseradish

peroxidase (HRP) was carried out iIn samples irradiated and

unirradiated with UV lamp. A mechanism of this enzymatic systemn,
a model for fungal lignin degradation, acting on lignin was
proposed.

The fluence range (between 2000 to 4000 XJ/n% > in
which lignin lost this antioxidant property was determinated 1in

both chemical and enzymatlic systems.
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CAP{TULO 1

IKTRODUCXO



THTRODUDEO

1.1. GEHERALIDRDES

Em decorrénclia do esgotamento gradatlvoe das fontes
fésgselas de matérlasg primég, intensas pesquisas t8m sido efetuadas
na racional i zagdo dos recursos disponfvels e no desenvolvimento
de novas tecnologlas que vigem o sproveltamento de fontes alter-
nativas, principalmente no que diz respeito as fontes renovévels.
| A biomassa, fonte de recursos renovivels, nZc Lon
sido até o presente momsento devidamente aproveltada., Em vista
digso, 6 de wvital lmportiSncia a reallizagdo de estudos slstemdbti-
cos que posslibllitem o desenvolvimento de processos economicamen-—
te vidvelis na conversio da biomassa em produtos de interesuse In-
duztrial.

’Acredita—se que um método adeguado de pré-tratamen-
to do materi al vegetal nativo, lsvaria a uma)diminuiqﬁc dos cus-
tos envolvidos nos processos de aprovelitamento. ﬁeste sstudo
abordou-se a fotoqufimica como ferramenta de pré-tratamento da
biomassa, no Intuito de modificar a estrutura da lignina (impor-
tante componente da bicmassa vegetal) para permitir uma wmnalor
acessibilidade deste polfmero frente a um posterior ataque quimi-
co ou enzim&tico. Outro aspecto estudado fol o modo de ag%o de
um sistema enzimnitlico modelo agindo sobre a lignina.

Para melhor entendendimento do problema, serdo in-
troduzidos alguns conceitos bdsicos e resultados de pesquisas re-

centes na drea.



1.2. CORCEITO DE BIUHASSA

Entende~se por blomassa materials produzidos por
biossfntese © aqueles provenientes de residuocs de procedénclia In-
dustrial, =gricola o domgatica.

Atualmente a produc®o mundial de bilomassa fol esti-
mada em 25 X 10" 'ton/ano tendendo a aumentar no fulturo {1y, Devi-
do 3 sua capacidade de renovacio, aoc contrdrio das fontes fds-
sels, acredita-se gue.a biomassa possa contribulr, no futuro, pa-
ra o contfinuc fornecimento de preodutos com valor qufimico ou ener-
gético compardvel aos obtidos na inddistria petroquimica.

Cerca de 85 % da biomassa corrssponde a componentes
lignoceluldsicos (2), que formam gstruturay multo egtivels, re-
sistentes a ataques de microorganismos e as variagBes de condi-
 cBes ambientals. Esse conjunto ds propriedades f{alcas e quimicas
levaram, durante séculog, a utilizacHo da madelra tanto como ele-
mento de construgio quahto como fonte de snergla., Contudo, s par-
tir de meados do século XI1X, carvido e petrdleo preenchsram as
funcBes da madelra. Ha figura I.1, o gréfico {lustra a Importan-
cia relativa da blomassa num intervalo de 250 anoz, dsstacando a
perspectiva de utilizac¥o crescente da blomassa nas prdximas dé-
cadas, em detrimento do uso de carvio e petrdleo (projecio basea-
da no estég!o tecnolégico atual) (3). Este fato realga a necassi-
dade da resalizac¢lo de eztudos que promovam‘a utilizac¢¥o racional
da bliomassa. .

Os materiais lignoceluldsicos podem ser considera-
dos como energia solar armazenada e constituem o produto biossin-
tetizado mais abundante da terra. O poteﬁcial energético que en-
cerram pode sger liberado por combusi%o direta ou por conversio on

combust{veis orginicos. No atuzl estégioc de utilizac¥o da bionas-
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sa mals de 7 % da energia consumida nos Estados Unidos provieranm
ée’fontes renoviaveis (4, ao pssso que no Brasil a contribulgHo
destas fol de 30 % (5). Por cutreo lado, pode-se obter a partir de
material ! ignoceluldsico, um grande nimero de subst@nclas de bail-
xo peso molecular de Interesse industrial e qufmico-farmacéutico
(6-10). Tem—-se observado também nos dliimos anos um grande avango
nag pesqulsas relacionadas & blomassa e sua ligagdo com a nutri-
c%o. £ o caso da produglo de protefnas unicelularss apropriadas
para o enriquecimento das ragfies animals (11,12), tal processo
tem-se mostrado economicamente vidvel (1). Na figura [.2 apresen-
ta-ge um esquema que mostra a potencialldade da madelra como su-

primento de matérias primas para a indistria (13),

1825

Figura 1.1. ImportfSncia relativa do petrdleo, carvio e bionmassa

como fonte de matdrias primaz na inddstria gquimica.
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Figura 1.2. Pogsibilidades de uso integral da madeira (13).

A lignocelulose, componente estrutural da biomassa
vegetal, & formada por tré&s macromoléculas principals: celuloss,
hemicelulose e lignina, mostradas na figura 1.3. A celulose & um
pol fmero formado por unidades de anidro-glicose unidas entre si
por ligacBez glicosfdicas B-D-1,4. As cadelas deo celulose formanm
microfibrilas, por meio de ligagBes intermoleculares do tipo pon-
te de hidrcgénio. Estas microfibrilas contém sequéncias alterna-
das de fases amorfas e cristalinas (14). A hemicelulose & um  po-
lfmero ramif icado de polipentoses, cuja composicgdo depende da
fonte da qual & isolada. Atua como matriz para as microfibrilas
de celulose e & constitufda principalmente por unidades de D-xi-
lose (15). A lignina é um polfmeroc complexo, tridimensional, for-
made por unidades de fenilpropano. Sua compogicdc varia de acordo

com a fonte vegetal estudada (16),
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Figura [1.3. Componentes estruturais dos lignoceluldsicos. (a) ce-

lulose (b) D-xilose & (c) unidade deo fenilpropano.

0O maior obstéaculo encontrado‘no tratamento de resf-
duos lignoceluldésicos é a presenga da lignina, que unida § celu-
lose © hemicelulose torna o material mais resistente aocs proces-
sos de convers3o, sejam estes quimicos ou biloldgicos. Tal resis-
téncia faz com que seja necessiarioc dassn#olver técnicas de pré-
tratamentec do material iignoce}u}és{co,‘no intuito de um aprovei-

tamento mals completo dessa fonte de matérias pr!mas (175,
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1.3. HETODOE DE PRL-TRATAHEHNTO DA BIOHAS3A

A transformacio direta dos materials lignoceluldsi-
cog nativos € econcomicamente desfavordvel do ponto de vista ener-
gético. A resisténeclia do material & atribufda a tr8s fatores de-
terminantes (18): (a) 2 celulose poszsul uma estrutura altamente
crigtalina, (b)) os sitios disponi{vels para um ataque qufmico ou
enzimdtico =%Fo limitados e (c) a lignina, gue rodeia a celulose,
forma uma barreira f{slca altamente resistente. Assim, um prsé-
tratamento € um requisito essencial para aumentar a suscetibili-
dade dos resfducs lignoceluldsicos ao atague quimico ou enzimdti-
co. lsto torna-se mals relevante se considerarmos que os proces-
sos de conversdo atualmente ultlilizados requersm o enmprego da dci-
dog dilufdoz a elevadas temperaturasz ou ent¥o, de dcidos concen-
-trados a baixas temveraturas, introduzindo dificuldades teoanold-
gicas de alto custo energdtico (13). Em resumo, um pré-tratamento
tem por objetivo a prepérag%e do material llgnoceluldsico antes
de que este seja submelido aos processos de conversdo. Como exem-—
plo, pode-se citar a transformagZo da blomassa em etancol, mostra-
da na figura 1.4, na qual a primeira etapa consiste num pré-tra-
tamento que visa separar a lignina da celulose para ¢ aproveita-
mento desta dltima na producHo do dlcool (20).

| Os métodos de pré—tratamentovpodem ser c!assifica~
dos como: {(a) fisicos: moagem (21), radiacdo eletromggnética
(22), etc., (b) gulfmicos: hidrdlise (23), delignifica¢lo por sol-
ventes (243, etc., (c) quimico-ffsicos: explosfo com vapor (25) e
(d) bioldgicos: bactérias (26), fungos (27), etc.. Estes métodos

podem ser utilizados individualmente ou combinados entre si.
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Figura 1.4. Convers3o de blomassa em etanol.

A escolha de determinado pré-tratamento depende do
objetivo a que se propfe. Por exemplo, a hidrdlise dclda dé mate-
rial lignocelulésico e posterior delignificaglo por solventes ob-
jetiva a separacdo completa da lignina dos carboidratos. Outros,
como tratamento com bases, segulida de moagem, pretendem uma sepa-
racg¥o parcial da lignina e carboidratos. Se por sua vez, © inte~
resse & um processo de biéccnvers%o, og polissacarfdeos produzi-
dos podem ser utilizados pelos microorganismos e, portanfo, ndo
se faz necessiria uma separagdo conplaeta (28).

Outro fator relevanie a considerar € © consumo
energético do pré-tratamento, que depeonde da severidade do pro-.
cosso. lsto, somado as dificuldades de separac¥o de produtos, faz

com que alguns destes pré-tratamentos sejam energsticamente in-



convenlentes.

A atual tecnologia da blomassa estd ?riﬁcipaim@ni@
concentrada na depolimerizacio dos carboldratos, gerando assin
grandes quantidades de lignina que nHo s¥%o devidamente aprovelta-
das. O potencial que repressntam estas ligninas pode contribuir &
criac¥o de novos processos o tecnologias para o aproveitamento

integral dos materials lignoceluldsicos (29).
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1.4, LIGHINA.: ESTRUTURA, APLICAQUES E BIUDEGRADACRO

A assimllzcio fotossintética do didéxwido dé carbono
pelas plantas conduz & formagdo de carboldratos. Estes s%o mebta-
bolizados & convertidos em feniialanina e tirogina, precursores
dos dlcoois cindmicos {(Figura 1.5). U= dlcools, por polimsrizacgdo
enzinmndtica oxlidativa, g@%am a lignina com uma composic8o que de-
penderd da relag%o entre os aminodcidos precursores (30,31).

A lignina é responsdvel por uma série de funcgfes
essenciais para a vida vegetal. Por exemplo, ¢ o material ligante
entre as paredes celulares e flbras da celulose, conferindo assim
as plantas resisténcia 3s tensBes mecinicas, quimicas ou biolé-
glcas. Tem também como funclo o transporte de dgua e nutriantes
e desempenha um papel significativo novcicio do carbono na natu-
reza (32,33).

As unldades de oxifenil propane, que compBem a lig-
nina, estZo uhidas entre si por ligac8es etdreas e carbono-carbo-
no, formando uma estrutura tridimensional. A proporgd3o relativa
dos trés dlcools cinamflicos precursores (Figura 1.5&, Incorpora-
dos na estrutura da lignina, varia de acordo com a espécie da
planta e a localizag¥o dos mesmos dentro das paredes celulares da
planta (34). Fatores ecqlégicos tais como a idade da madeira,
clima, quantidade de luz solar, etc., afetam igualmente a estru-
tura qufmica da lignina.

A major dificuldade encontrada no estudo da lignina
deriva da impossibilidade prética de extraf-la do material ligno-
celuldsico sem alterar sua estrutura (35). Tanto as quebras de
ligagBes como mudancas no conteddo de grupos funcionais s3o con-
sequéncia das reagBes que ocorrem durante a separag¥o da lignina

dos tecidos vegetals.
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lico.
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Virios métodos ou combinacBes de métodos tém sido

utilizados para elucidar a estrutura da lignina. Estes Incluen
desde técnicas espectroscdédpicas convencionatls (36-38) até fotoa-
cistica (39) ou métodos de simulag¥o computacional (40). Embora a
estrutura da lignina ainda n%o seja conhecida de forma exata e
definitiva, algumas fdérmulas aproximadas t8m sido propostas
{41-42), Ha figura 1.6, apresenta-se uma estrutura que representa

uma parte de lignina de faia proposta por Nimz (433,

HzCOH

I
HaCOH HC — CH

-G H

' Hc«

: «

H,COH :
co 27 Haeo OCH3
OCHz He
X %%?OH ._( i H3CO GCH3
i
——————CH
H3co)\% H?v—‘o Ch
0 ——— CH

OCHs OCH3
HC
HaCOH OCHs z -<<::j%h-
] .
HC ——0
H3aCO OCHz [ HCOH
CHO . OCH3
0
COH H,COH
Hzlo 2! H3CO OCH3
HCOH CH HC 0
i | |
HC C CH co
I
H3CO ‘
H3CO ? 0—
OH HOCHz —CH— CHO

Figura 1.6. Férmula aproximada da lignina de fala (43).
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As sub-unidades mals representativas corresponden
as estruturas B-0-4 (éter B-arflico, 55 %), -0-4 (dter a-arfli-
co, 7 A e B-1 (1,2-diarilpropano, 7 %) (42,44,45). ‘-Entre os
grupos funcionals predominanies encontram—se as metoxilas, hidro-
xilas (fendlicas e allfidticas) e tambdm duplas ligacles e carbo-
nilas em posic¢¥o @ ou B ao anel aromdtico (46},

Como se obéerva na figura 1.6, nfo existenm cadelas
de unidades repetitivas nem ligagBes facilmente hidrolisdveis. A
moldcula & globular e cpti;amente inativa apesar da presenga de
dtomos de carbono assiméiricos. 0 polfmerco € insoldvel em dgua e
£em peso molecular varidvel. Has plantas, a lignina encontra-se
ligada covalentenente & celulose e hemicelulose, por ligag8Ses ti-
po éster, formando o complexo lignina-carboidrato (LCC) (47).
Além disso ocorrem ligacles cova!entesientre a lignina e protef-
nas vegetais (48).

0 cardter fendlico das ligninas e seu bailxo custo
de produgdo (p.e. sulfonatos de lignina provenientes do polpamen-
to), tem levado 3 criac%o de processos economlcamente vantajosos
que envolvem ou depolimerizacdo gradativa a compostcé de bailxo
peso molecul ar, ou entZo, convers¥o da lignina numa grande varie-
dade de polfmeros (29).

Uma das aplicagBes mais diretas da lignina & cono
combustfivel devido a seﬁ alto poder calorffico (7.1 Kcal/g) (2).
Também € utilizada comercialmente como aditivo na fabricag3o de
cart3es (49), pneus (50), na fabricagdo de plédsticos termoests-
veis (51), resinas formo-fendlicas (52), corantes (53),fotoesta-
bilizantes (54), como aditivo de cimentos na construgiio de eslra-
das (55), e ainda na fabricag¢¥o de indmerocs produtos de baixo pe-

so molecul ar de util;dade indutrial e farmacButica (56).
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Nos dltimos anos, © reconhecimento do valor da lig-
nina comoc possivel fcnée alternativa e renovivel de matérias pri-
mas tem também intensificado as pesqulisas relativas so aprovelibta-
mento dos sistomas bilo-lignolfticos. Bs possibilidades dos slate~-
mag microbliais que degradam lignina incluem © polpeamento da  nma-
deira, brangueamento de polpas, zsumento da digsstibilidade e do
valor proteico da ra¢¥o animal, tratamento de rlos polufdos conm
lignina, bioconversZo em produtos de interesse industrial, etc.
(57-59).
0 sistema bioqufmico que degrada lignina é oxidati-
vo {(60,61), n3o especifico (62) e extracelular {63). Em 1880,
Hall (64) sugeriu que a degradagfo fungal da lignina ocorre atra-
vés de espdcles ativadas de oxligénlio, que incluem formas reduzi-
das e eletronicamente excitadas. Esta sugest¥o fol acolhida por

multos investigadores nola swxnlicava, em parite, o cardber

nespe-~ |
cifico, oxidativo e extracelular da bileodegradagdo. Iniciasimente
foi proposto oxigénio singlete (102) como espécle atlva na degra-
dagZo fungal (65). Contudo, trabalhos posteriores (66,67) refuta-
ram-no como possivel agente de degradagZo ligninclftico. Amer @
Drew (68) detectaram o 8nion superdxido (D:) extracelular em cul-

turas de Corilius versicolor e finalmente, Forney e col. (69) e

Kutzuki e Gold (70} apresentaram evidéncias do envelvimento de
radicatls hidroxila (OH*) na degradagdo de lignina pué Phanero-

chaete chrysosporium. Acreditava-se que estas espéclies eram pro-

duzidas a partir de perdxido de hidrogénjo (ﬁzOz), substéncia an-
teriormente detectada no meio fungal (71).AFoi demonstrado tambdm
por Bar-Lev e Kirk (72) que o incremento da concentragZo de oxi-
génio na reag¢dc de blodegradac¥o, causava uma elevag¢Zo na produ-~
¢Ho de perdxido de hidrogénio e, paralelamente um aumento na ve-

loclidade de degradacHo.
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Um dos argﬁmﬁntcﬁ experimentalis wutllizados polos
autores para explicar a érezeaca destap ospédcies estd baseado na
sua deteccdo direta em culturas ligninolfticas, com resultados
nem sempre conclusivos, e na inibic¢¥o da degradac¥o da lignina
com a adicio de agentes supregsores especi{ficos para cada espdcile
envolvida. Uma forma de estudsr os sistemas }igniﬂeiéticcs ¢ me-
diante a utilizac3o de compostos modelos relaclonades & lignina,
permitindo dessa maneira um melo de rea¢do menos complexo. Uma
outra forma & a ldentiflicac¥o dos metabdlitos produzlidos no wnelo
de cultura. Entre os predutoé do metabolismo fungal foram identi-
ficadog acldos carboxf{llicos (73), dlcools (74) e outros que levam
finalmente 2 formacg%o de didxido de carbone como produto final
(75), através de mecanismos do tipo mostrado na figura 1.7,

0 fungo Phanerochaste chrysorporlum, conhecido como

sendo © de maior atividade iligninoiitica, tem a propriedade de
produzir enzimas extracelulares que degradan eficazmente a ligni~
na. Em 1983, Tien e Kirk (76> e Gold e col. (77) igolaram do fun-
go, pela primeira vez, uma hemoprotefna denominada ligninase, que
apresenta a capacidade de transformar lignina om didxido de car-
bono, na presenca de perdxido de hidregénio. A enzima purificada
por Kirk apreéentou peso molecular de 42.000, n%o exibindo nele-
tividade estérica.

NHuitas reacBes complexas ocorrem durante a degrada-
¢¥%o da lignina pelo fungo, ocu pela enzima isolada. Estas incluem:
(a) quebra de ligag¢gBes p-0-4, (b? quebra de ligagBes Cx- Cp, (c)
quebra oxidativa de anéis aroméaticos, (> désmetilagﬁes, e indme-

ras outras transformacBes oxidativas.
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Durante og dltimos anos, as pesquisas té&m-se cen-~

tralizado no mecanismc de ag@%o da ligninase sobre a lignina e
compostos re lacionados (78-80). Um esquema baseado em -evidé&ncias
experimental s, que Indica os érodutos da reag¢do da ligninase
atuando sobre os modelozs de tipo 8-1 e £-0-4, ¢ mostrado na figu-
ra 1.8. UObserva-se que em ambos casos hd quebra da ligac¢Bo C,~-Cp,

com a incorporacio do oxigénio no carbono g(81).

OCHg
OCHs
OCHg
OCH3a

£ .
1

3
L

i8
k§yj&\

OCHa

OH
HO 0 : OH
o | L) —
OCH3 OCHs OCHs3
OCHs CHO

OCH
(b) 3

OCHs

Figura 1.8. ReagZo dos modelos de lignina em presencga de lignina-

ge: (a) modelo 8—1 e (b modelo 8~Q34 (81,
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Estudos recentes com resson@ncia paramagnética sle-

trdnica (RPE)Y, demonsiraram que =a oxidagZo de diéetoxibenzenes
por ligninase ocorre com a formagdo de radicals citlon-aromdticos
(82). Segundo os mecanismos atualmente propostos (83,84), a rea-
¢¥o ocorre numa primeira ebtapa com a formagfo de um complexo de
tipo oxi-ferrilo (Figura 1.9, (35)), foermado pelo grupo porfirf{-
nico da protefna (grupo heme) e perdxido de hldrogénlo {(produxido
pelo fungo). Este complexo seria capaz de oxidar a lignina por um
mecanismo de transferéncla de um olétron, gerando um radical cﬁF
tion—aromdtico no polimereo de lignina. Este mecsnismo ¢ nmostrado

na figura 1.10 (86).

+ H-0
Fd' (H,0) 272 rd'%=g
Z7H,0

Figura 1.9. Conmplexo oxi-ferrilo (85).

Qutra prova adicional ao mecanismo de degradag¥o,
via complexo oxi-ferrilo e radical cdtion, consiste na simulacHo
do grupo heme da protefna por sistemas modelos, tais como tetra-
metilporfirinato-Fe (111) (87) ou fenantrolina-Fe (111) (83). Os
resultados destas pesqﬁisas sugerem que o© éspecto central no me-
canismo de blodegradacZo de lignina é a criag%o de um cenfro oxi-
ferrilo de alto potencial de oxido-redugdo (86). Uma vez formado
o radical cétion, por remog¢Soc de um elétron do anel aromitico,
este pode reagir com oxigénio molecular explicando assim os pro-
dutos de reag¢Zo observados em publiéaqﬁes anteriores (ver ~ Figura

1.87.
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Figura 1.10. HMecanismo de decomposig3o enzim4tica proposto para

o modelo de tipo B-0-4.
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A hablilidade de degrada¢Zo de um microorganismo pa-

ra um determinado substrato, depende da capacidade do sist@ma'@ﬁ~
zimatico e da estrutura do substrato. HMuitos compostos orgénicos,
sob condigBes apropriadas, podem ser metabolizados por um ou mals
microorganismos. No entanto, hid certos tipos de moldéculas que s¥o
extremamente resistentes ao ataque microbial; este & o caso da
lignina. Na busca de melhores condi¢Bes para sua bicdegradagao, a
lignina tem sido submetida a pré-tratamentos com o objetivo de
modificar sua estrutura e otimizar sua decomposicdo. A fotoqufl-
mica j& foi utilizada, com &xito, como ferramenta para aumentar a
suscetibil tdade de sulfonato de lignina frente 2 bactéria Pasudo—

mona putida 88).




1.5. DEGRADACED FOTOQUIHICA DA LIGHIHNA

Em cgsfincia, uma reac¢ifo fotogquimica ¢é iniéiada por
um processo de absorg¥o de radiagfo eletromagnética pelo sgistema
em estudeo. A energla de ativagdo gue leva a molédécula z um estado
sletronicamente excltado pode zer dissipada por emissio de ener-
gia, preocessos ndo radiativos ou reacgfes fotoquimicas.

| Na auséncla de reacBes fotogufimicas e de sgupressio
bimolecular a moldcula excltada pode-se desativar.l Isto estd re-

presentado pelas etapas mostradas na figura 1.11 (89).

1 1SC

Riva

hV +‘So > Sy excltag3o (A)

5y ~—~~~~~——~ 350 + calor convers¥c interna (10D

Sy ~———r—~r~r—»Ty + calor : cruzamento intersistemas (1SC)
Ty ~ » So + calor cruzamento intersistemas (15C)
Ty > So + hV fosforescéncia (P)

S, > So + hV fluorescéncia (F)

Figura 1.11. Dlagrama de energia de uma moldcula oxcitada o os

procegsos cnvolvidos.
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Em geral, as moldculas orginicas contm um ndmoro

par de elétrons oz quals cstlo emparelhados no estado fundamen-
tal, ou seja, hd n eldétrons om nl/2 orbitals (30). Heste estado,
conhecido como estado singlete {SO>, ag moldculas n¥o apregsentam
momento angul ar de spin. Quando a luz € absorbida, um elétron €
?romovido a um orbitél vagio de malor energla (Sn?) originando unm
cstado com orbitals cletrdnicamente desemparelhados; isto &, hé
um elétron em cada orbital e estes possuem sping antiparslelos
(Figura 1.12). 0 novo estado produzido neste processo (So—»5n) &
conhecido como singlete excltado; 4 partir deste, pode-pe goerar
por inversfo do gpin o estado triplete (Tn) com os dois e¢l¢trons

com spins paralelos en difer@ntes orbitals.

-

|\ ¢4 absorg¢ao | inversao

ST

T
So

vy
<

9k -
S8

Tn

Figura 1.12. Formagdo dos estados excitados Singlete ¢ Triplcte.

As leis fundamentais que governam as rea¢les foto-
qufmicas s¥o a de Grotthus-Draper € a de Stark-Einstein. A pri-
meira estebelece que as altera¢gBes quimicas num sistema ocorrem
somente apdz a absorcio de radliac¥o eletromagndtica. A segunda
lel, sstabelece que cada moldécula gue parﬁicipa de uma roeoacgdo

qufmica induzida por. luz, absorve um quantum de radiac¥o.

i
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As reacles ?oﬁ@qu{micas gnvolven um ou mals proces-
sos primdrios. Considera;se, como um processo primdrio, a absor-
c¥%o de um quantum de radiac3o pela molécula com =a subsegquente
formac¥o de um estado excitado (32). Um processo primédrioc tambénm
incluil as reacBesz da moldcula enquanto permanece no estado oexci-
tado. Um processo secundario envelve a formag¥o de produtos no
estado fundamental e pode ocorrer por diferentes vias, tals como
reacBes radicalares, adicBes, substituicies, transferdnecla de
energia, etc. (33).

A utilizacHo de processos fotoqufimicos para a de-
conposl¢¥o de compostos orgl@nicos tem zido extensivamente estuda-
da. A fotoqufmica, por exemplo, fol empregada na remogio de maté-
rias org8nicas de dguas polufdas (34). Tambdm, pesticidas (95) e
polfmeros sintéticos tém sido degradados.par estes procesgos (96)
Ne eatudos realizados com este tipo de polimeros demonstraram que
o mecanigsmo fotolftico ¢ de natureza oxidativa e ccorre princi-
palmente através de radicais livres.

Apesar ds lignina scr consideravelmente mais com-
plexa que os polfmeros sintdéticos, o mecanismo da reagd¥o fotoqul-
mica & essencialmente similar. Inicialmente, a absorc¥o de lu=z
provoca a excltac¥o da molécula‘de lignina. A energia de excita-
c3io pode ser dissipada ou empregada numa reacio fotoqufmica. As
reacgles envolvem41ntermediépios radicalares que levam a uma série
de mecanismos fotoquimicos de decomposicﬁo, substituig¥o e poli-
merizac¢do.

Quando a madeira & exposta é'luz, o primeiro efeito
observavel ¢ uma altoerag¢¥o na colora¢¥o. Uma comparagdo das pro-
priedades de absor¢3o entre lignina e celulose, indicam gque o=
grupos cromdforos presentes nas ligninas sdo os responsivels poe-

l1as mudancas da cor (37). Leary (98), reportou que o escurecimen-
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Lo da madsi?a gquando ax?egta 3 luz, & devido & absorg¢fo, pola
lignina, de radlag¥o ei@tromagnética na faixa de 330-400 nm. Pa-
ralelamente observou uma diminuic¢Zo no conteddo de grupos metoxi-
la na lignina irradiada. Posterlormente (93,100), num estudo de
fotodegradac3o da lignina em diferentes atmosferas e com a prote-
c%o dos grupos fendlicos livres, demonstrou-se que : {(a) a reacg%o
n¥o ocorre na ausénelia de oxigénio, (b) a reagdo & Iniclada com a
remog¥o de hidrogénio dos grupos fendlicos da lignina e (c) os
produtos da reag¢¥o fotoqufmica s¥o principalmente quincnas. Con
base nestes fatos, foi proposto um mecanismo (Figura 1.13) que
envolve a absorc¢fo de luz por um cromdforo (A) de natureza desco-
nhecida, gerando uma molécula eletronicamente excitada a qual re-

move um hidrogénlo fendlico.

CH,R

hv g AH- +
300-400nm |
OCH,4

0

produtos amarelos

e desmetilados

Figura 1.13. Hecanismo Inicial de fotodegradagZo da lignina.
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Outra teoria, proposta por Kringstad (101) para ex-

plicar a formagdo de quinonas, supfe uma oxida¢¥%o fotoinduzida
com a formag¢¥o de radicals na primeira etapa da reag%é (Figura
1.143. A formagdo de radicals livres no curso da fotdlise da 1ig-
nina fol relatada por Kalnins e col. (102), mediante estudos de
RPE em atmosfersa inerte.(Em presenga de oxigénlo, estes radicais
n¥oc s¥o obsgerviavels, Indicando a possibilidade de uma outra rea-

¢%o mostrada na figura 1.14.

hY

1 R Re

2. Re+ Oy~ ROO-

3. RODe + RH ——— ROOH + R«
4. 2R e

Figura 1.14. Reag%o iniciada por radicais 1livres induzidos por

luz.

Fm trabalhos posteriocres Lin e Kringstad (103,104)
estudaram os grupos fotossensiveis da lignina e compostos modelos
relacionados, encontrando que os grupos QO-carbonila, duplas liga-
¢Bes conjugadas e bifenilas s%0 os responsidveis pela absor¢3o de
luz na faixa de 300 a 400 nm. Destes, as carbonilas conjugadas ao
anel aromatico apresentam-se como os cromdéforos mals efetivogs pa-

ra dar infcio a fotodegradacgio.
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Confirmada a formacdo de radicala fenoxila por and-

lise de RPE, foram propostos os mecanismos de fotodegradacgdo da

lignina e compostos modelos mostrados na figura 1.15 (105-107).
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Figura 1.15. HMecanismos de fotodegradac¢Zo da lignina.
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A figura [.15 (A) mostra o mecanismo geral de for-
macHo de uma molécula excitada de tipo carbonila e’ a posterior
remogdo de hidrogénioc de um grupo fendlico. Os radicais gerndos
na primeira etapa da rea¢%o podem reagir como mostrado em 1.15
(B). Hestes mecanismog, a princlpal reac¢dc observada é a el imina~
¢%o da cadela lateral com a formag3o de quinonas como produtos
finaisg.

Gierer e Lin (108) propuseram vias alternativas pa-
ra o mecanismo das reacles radicalares, encontrando uma boca cor-
relagloc com os produtos observados experimentalmente.

Um mecanismo que envolve a transferéncia de energla
de uma molécula excitada para oxigénio molecular (triplete no es-
tado fundamental) com a formac3o de oxigénio singlete, fol repor-
tado por Gellestedt e col. (108-111) e Brunow e col. (112). As
cevidénclas experimentals foram obtidas da fotdlise de compoétos'
relacionados 3 lignina na presenga de reagentes supressores de
oxigé&nio singlete. Un ekemplo deste mecanismo ¢ mostrado na figu-
ra 1.16, na qual o cromdéforo & uma dupla ligagdo. HNa primeira
etapa da reacdo ocorre a absorc¢do de energia pela molécula, ge-
rando uma espécie exclitada no estado singlete. Depois, por unm me~’
canismo de cruzamento intersistemas, a moldcula & levada aoc esta-
do triplete o a partir deste estado, transfere seu excesso de
energia aé oxigénio molecular. O oxigé&nio singlete assim gerédo,
reage com duplas ligagles e, via intermedidrio dioxetano, forma

compostos carbonflicos.
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Eztudoes mai)s rocentes (1137 com compostos modolo de

lignina, f@bossensibi}iz.ados com rikpoflabina ¢ outrog corantes,
indicam que a participacio de oxigénio singlete n¥o ¢ relevante
na fotodegradacio. Postula-sc um mecanismo de reag¢lo Tipoe 1, ou
seja a remogo direta de hidrogénioc desde o grupo fenila por meio
de uma nmolécula excitada, € n3o a reacgdo de Gxigénio’singlete com
o substrato {(reac¢¥o Tipo [13. Ho entanto, a formagdo de oxig8nio
singlete no melo da reagfo fotoguimica fol confirmada posterio-
mente por Forsskahl (114,115) em reag¢Bes fotossensibilizadas, mas

pem necegsari amente participar na formacic de produtos,
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1.6. OBJETIVOS

Heste trabalho, émpr@gou—se a fatoqufmica‘como ne—
todo de pré-—tratamento da 1lignina, com o objetivo de modificar
sua estrutura, correlacionando estas mudangas com par@metros quf-
micos oueaspeétroscépicos. Estudou-se também o mecanismo de qui-
miluninescéncia da lignina em melo biésico no intuito de utilizar
esta Lécnica como uma medlida das mudancas estrubturais do substra-
to submetido a fotdlise.

Cutro éspecto estudado estd relacionado com o meca—
nismo da bio-degradag3o da lignina utilizando para este fim, unm
sistema enzimét§EO (peroxidase/H,0,) como modelo das enzimas en-
volvidas na degradag¢3o fungal. Neste caso também foi utilizada
lignina ﬁreviamente fotolisada,

i
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Uikl AR isll Fnlap t’:n})rwgauab [ R -2~ R ¥4 -3 §a PL‘UV%;‘.’:’“ i

de um processo industrial (lignina de eucaliptus [LEl) e a outra

foi extrafda no laboratdrio a partir de casca de arroz com dioxa-

no (LDJ.
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CAPITULO 11

PARTE EXPERIHENTAL



11.1 HATERIAIS

11.1.1. Reagentes

Reagente

acotato de cotila
dcido ascdrbico
dcido clorf{dricoe
dcido ferdlico

dclido sulfuricoe
#Cido vaniifnico
dgua deuterada (89.8 %)
azoteto de sddio
benzeno

benzoato de sddio
bicarbonato de sddio

boroidreto de sdédio

1,4~diazobiciclo-(2,2,2

g, 10-dibromoantraceno-2-sulfonato de sédio (DBAS)

9,10-difenilantraceno—-2-sulfonato de sdédio (DPAS)

PARTE EXPERIHENTAL

Y-octano (DABCO)

4,4'-dihidroxi-3,3'-dimetoxiestilbeno

2,6~dimetllbenzoguinona

5,5 -dimetil-i-pirrolina-R-dxido (DHPO)

Z2,4-dinitrofenil hidra=z
i,4-dioxano

ctanol

ina (DNFH)

az

procedéncia

Queel
Sigma
Herck
Sigma
Carlo Erba
Siygma
Herck
Herck
Merck
Herck
Grupo Buimica

Carlo Erba

- HMerck

(ad

{a)

(b)

Aldrich

Aldrich

Bldrich

Herck (¢

Carlo Erbsa



gogina

formiate de sddio

fogfato dibaslico de sddio

foasfato monoebisico de sddlo

hidréxido de potdssio

hidréxido de sddio

iocdeto de potdssio

luminol‘

metanol

pentdxido de fdésforo

Peroxidase de rabanete (tipo V1) (HRP)
peréxido de hidrogénio

rosa de bengala

gulfato de sddio

“aulfato ferroso amoniacal hexaidratado
superdxido dismutase (S0D)

Vanilina

(a) DBAS e DPAS obtidos por sintese

(116> .

£m

Herck
Herck
Queel
Quee!l
Herck
Herck
Herck
Sionma
Herck
Fisher
Sigma
Herck
Herck
Herck
Queel
Sigma

Sigma

33

trabalhos anteriores

{(b) Fornecido pelo Dr. K. P. Lundquist da Universidade de

borg, Suécia.

{¢) Purificado como descrito em 11.3.1.

Gote~
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11.1.2. Instrumentacio

Oc espectros de fluorescéncia das ligninas foram
obtidos através de un espectrofluorimetro Perkin-Elmer HPF-448,
As andlises por espectrofobtometria foram realizadas num aparelho
Zeiss DHR 21. Para as determina¢Bes de pH das so!ucées de lignina
empregou-se um potencibmetro Metrohm-Herisau E-512.

As irradia¢les das lignlnas foram efetuadas, a di-
ferentes fluéncias, empregando-se uma l8mpada de mercurio OSRAH
HQL de 125 W (A>254 nm). A velocidade de fluéncia da lampada fol
determinada com um radidmetro YSI-Kettering modelo 653, nos com-
primentos de onda A>254 nm {108.,0 W/m?) e A>300 nm (68.4 W/m?2 )
a uma dist8ncia entre 15 e 20 cnm. IrradiagBes em conmprimentos de
onda malores que 300 nm foram realizadas intercalando-se, entre a

. =Y T Manom el 39 pm 24 3
amostra o 2 1 nd um vidro

5 ow o 2 amemnr  pmenvasm £03 T oomoem
i BN G, ax W LWCWO T . sy

P c.

As andlises por calorimetria diferencial de varre-
dura (DSC) foram efetuadas num calorfmetro Perkin-Elmer modelo
DSC-2.

A quimiluminescéncia da ligﬁina de eucalipto (LE)
em meio badsico e no sistema enzimitico fol determinada num conta-
dor de cintidac%o 1fquida Beckman LS-7000 com o circuito de coin-
cidéncla ligado.

A leitura da emiss¥%o da lignina de eucalipto em di-
ferentes temperaturas fol feita num conﬁador de cintilac¢3o Beck-
man L5-100c com o circuito de coincidéncia désiigado.

A distribuic¢3o espectral da émiss%o foi registrada
num contador de fdétons Hamamatsu TVC-767.

A guimiluminescéneia do sistema luminol/LE, fol

analisada num fotdmetro Mitchell-Hastings, acoplade com registra-

dor.



Os oxperim§ntos com rosgondncia paramagndbica eleoe-
trénica (RPE} foran rea{izados numn cgpectrémetro Varien E4 a tem-
peratura ambiente (25 <C).

Oz egpoctros de Dicroismo Circular (CD)  foram re-
gistrados num espectropolarimetro Cary 50 acoplado com acegsdrio
de CD modelo 5001, |

Para ags cromatografias de permeaclo eom  gel (GPCh
utilizou-se um colector de frac¢Bes LKB munido de detector ultra-
violeta (UVICORD $5-2138), ¢ as medidas de absorc3o feitas em 280
nm,

Oz espectros na regifo do infra-vermelho foram fei-
tos, em pastilhas de KBr, num espéctrofotﬁm@tro~ da Perkin-Elmer
modelo 337 {(callbrac¥%o com poliestirenoc),

Os espectros de resson8ncia magnetica nuclear (RHN)
de prdtons das ligninas aceviiadas, foram reaiizados num espec-

tr8metro VARIAN XL-100 (100,1 MHz) om cloroférmio deuterado.

11.2. PREPARACKD DAS SOLUCBES

11.2.1. Solucdo de Peroxidase (HRP)

Foram dissolvidos 4 mg de HRP nativa em 1 ml de
dgua destilada. A concentrac¥o molar exata foi determinada pela
iettura da absorbincia em 403 nm cujo coeficiente de extingfo mo-

lar, neste comprimento de onda, & 102,000 Mdcd‘.
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11.2.2. Soluclies de DBAS o LIPAS

Foram adicionados a 1 mg de DBAS 0.1 ml dé etanol e
4.5 mnl de dAgua. Devido 3 baiwa solubllidade do composto, este fol
_agitado no escuro por 2 horas e logo filtrado. A seguir foi lida
a absorb8ncia em 382 nm ( €382 = 8340 N' cm') e calculada a con-
centracio. Da mesma formé foi determinada a concentracdo de DBAS
considerando que em 375 nm o coeficiente de extingdo molar &

5040 H! cm '@ .

11.2.2, Solucles de Lignina

As solugles de lignina fbram preparadas em dioxano/
H;0 (171> (v/v) nas concentrac@ies oportunamente indicadas em cada
caso.

A lignina de casca de arroz (LD) & completamente
soldivel em soluc¥o de dioxano/H;0. A lignina de eucalipto (LE)
n¥o & totalmente soldivel em dioxano/H,0, portanto o resfduo n%o
dissolvido fol filtrado, secado a 105 2C e pesado, permitindo o

cédlculo da concentrag¢fo da solucg3o de estoque.
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11.3. HLTODOS

11.2.4. Purificacdo de Dioxano

Antes de ser wutilizado, o dioxano fei.purificado da
seguinte forma (117): 1 1 de dioxano, 14 ml de décido clorfdrico
concentrado e 100 ml de dgua destilada foram refluxados durante
10 horas sob atmosfera de nitrogénio. A solucglo frla, a tempera-
tura ambiente, fol tratada sob agitag¥o com pastilhas de hidrdxi-
do de potdssic em quantidade tal que algumas pastilhas nHo se
dissolvam. A fase org8nica foi separada e mantida durante 24 ho-
ras sobre pastilhas de hidrdxido de potdssio. Posteriormente, o
dioxano, separado do KOH, foi refluxado com sdédio metalico duran-

te 24 horas, 2té o cddio permanecer bkrilhente. Finalmente

‘e -y By R T FIRSSSSaing S ) 4 ot ae ¥

o dio- .
xano fol destilado a 102 =2C (760 mm Hg).

Quando o dioxano purificadé, conforme descrito, fol
utilizado em espectroscopia, foi ainda filtrado em coluna de Oxi-
do de alumfnio ativado por 12 horas a 180 2C (118). A eliminagSo
de peréxidos do dioxano obtida através do dxido de aluminio, foi’
comprovada péla auséneia de absorbincia em 353 nm (€353 = 2,55
10“ﬁlcdl). Este teste consiste na reagio de HRP (5 x 167 My, KI

(5 x 10°H) e dioxano (10 jil) (119).

11.3.2. Extraclio de Ligninas

Foram estudadas duas ligninas de diferentes fontes

vegetats: lignina de eucalipto (LE) e lignina da casca de . arroz

{LD).
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A lignina de eucalipto (Eucaliptus paniculata) for-
necida pela Escola de Engenharia de Lorena (EEL}, S?, foi extrail-
da com dcido sulfidrico. A composico aproximada, fornecida pela
EEL &: 72 % de lignina, 19.8 % de celulose ¢ 8.2 % de cinzas.

A lignina de casca de arroz (LD} foi preparada de
acordo com © método de Pepper e col. (120). Resumidamente a2 téc-
nica de prepara¢do consiste no seguinte: a casca de arroz fol
previamente mofda e peneirada (malha de 0.3 mam). 0O material pe-
neirado fol extrafdo de forma contfnua num aparelho Soxhlet com
2.5 1 de solugdo de etanol/benzeno (1/1, v/v) durante 53 horas.
Em seguida foi filtrado, secado ao ar e, posteriormente, secado
até peso constante num dessecador sob vidcuo na presengz de penbd-
xido de fdésforo. Foram colocados 25 gramas do material pré-ex-
trafdo num bal%o 3 bocas, conectadas simultaneamente, a um con-—
. densador de refluxo, funil de adicZo e korbulhador de nitrogénio
e bomba de vicuo, estes dltimos ligados 3 mesma boca através de
uma torneira em T.

Com o funil de adig¢Fo carregado com a mistura de
solventes, este sistema foi submetido a vacuo durante 15 minutos.
Em seguida iniciou-se o borbulhamento de nitrogé&nio e a2 adicg%o de
golvente. A nistura de 36Iventes, constitufda de 500 ml de dioxa-
no/Hzﬁ (9:1, v/v) e 0,2 N em HCl, foi =adicionada lentamente.
Atingiu~sé a ebulicHo com auxflio de manta elétrica e o sistema
reacional foi refluxado por 30 minutos, sos agitagdo e atmosfera
de nitrogénio.

A mistura resultante foil esfriada até temperatura
ambiente e filtrada. O resfduo sélido fol lavado {imediatamente
com 50 ml da mistura de solventes acima' descrita. 0O filtrado,
neutralizado com excesso de bicarboéato»de sédio até pH 7, foi

deixado em repouso durante 24 horas. A solucg¥c foi concentrads
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atdé 30 ml num svaporador rotatdrio e adiclionada sobre 1 litro de
dgua destilada que continha 1 % (p/v) de sulfato de sddio.

A lignina de casca de arroz, precipitada nesta dl-
t.imo etapa, fol separada por centrifugacfo e lavada com dgua. Es-
ta operagdo fol repetida 3 vezes. A seguir a lignina fol secada
até peso constante num dessecador sob vicuo na presenca de pentd-

=ido de fdsforo.

11.3.3. Ansdlise de CGrupos Fendlicos em Ligninas

O conteudo de grupos fendlicos livres nas ligninas
foi determinado conforme o método de Wexler (121). Tal wmétodo
consiste na obten¢io do espectro diferencial da lignina em meio
béaslco, usando-se como branco a mesma amostra. porédm em meio acl-
dificado, @ finalmente lendo-se a altura do pico em 250 nm pelo
método da linha base. Destes espectros foil calculado o contelddo

porcentual de grupos fendlicos aplicando-se a seguinte equacg¥o:

% ¢ OH = £\AL (0.192)

C

onde A1 € a leitura diferencial em absorbéncia em 250 nm e ¢ ¢
a concentragdo da lignina em g/1l.

As solugles foram preparadas da seguinte forma: a
3.4 ml de solugZo de lignina (0.15 g/l1) foram adicionadeos 1.1 ml
de dgua destilada e 0.5 ml de HC1 1N (branco). A amostra foi pre-
parada da mesma forma, porém aoc invés de adiclonar dcido, adiclo-

nou-ge 0,5 ml de KOH 1IN.
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11.3.4. Andlise de Grupos Carbonila sm Ligninas

’ﬂa andlise de grupos carbonila, que consiste na me-
dida da absorbincia da lignina reduzida, empregou-se o método de
Adler e Harton (122) modificado por Barnett e col. (123). Para a
reagHo de redug¥o da lignina agregaram-se 30 mg de ﬁaBH~ a Sml de
de solugdo de lignina (0.15 g/1) sob agitagZo ¢ em atmosfera de
nitrogénio. Apds 15 horas, acidificou-se o meio reacional com HCI
iN até pH 2.

As solucles de lignina utilizadas para a leltura
das absorb8ncias foram preparadas com 4 ml de soluc3o de tignina
reduzida {amostral, conforme descrito acima, ou entio de tignina
ndo reduzida (branco) (0,15 g/l1) & 2 ml de solvente.

As absorbi3ncias lidas em 310 nm e 342 nm , permiti-

ram egtimar o conteoddo de ipos carkenila nas ligninze estuda-

das. Para tal, empregaram-se as fdrmulas [1-4] citadas a seguir:

(L\Er)310

i

A310 (175 . £11
C

it

(/\Er)342 A342 (175) £21

C

onde ¢ é_a concentragZo da lignina em g/1, A310 e A342 s3¥o, res-
pectivamente, as absorb8@ncias em 340 nm e 342 nm. 0O valor 175

corresponde 2 unidade média de peso do grupo fenil propano.

10.500 X + 9.400 Y (£MEr)310 £31

i

i

19.800 X + 2.020 Y (/NEr)342 . (43



A2
soguinte forma: 0.25 g dé DHFH foram dissolvidos om 5ml de mcta-
nel contendo 0.5 ml de é;ido suifudrico conceontrado. Apds 30 nin,
a mistura fol filtrada. Em scguida 0.5 ml deste reagente foranm
adicionados a 2 ml de solugHo de lignina (0.2 g/1 em dioxano/Hp()
e, posteriormente, 1 ml de H,S0, 2H. Apés 12 horas de reag3o, o
precipitado obtido fol centrifugado, lavado com égué destilada,
secado em dessecador gob vdcuo e pesntéxido de fésforo, e final-
mente pesgado.

0 precipitado, dissolvido em metanol, fol c¢romato-
grafado em camada delgada (Alufolion Kieselgel-60-Morck) com bon-
zeno/acetato de etila (2071, v/v) como mistema de solventes. A

revelagdo foi efetuada em cB8mara saturada com vapor de iodo.

i1.3.8, Calorimeiris DiTterencial d» Verredura da LE

Az leituras em DSC foram efetuadas nazs speguintes

condic¢leg:

anostra : Velocidade de aquecimento: 40 K/min
Velocidade do papel : 20 mm/min
Fluxe de energia : 10 mcal/seg

padr3o (fndio): Velocidade de aquecimento: 5 K/min
Velocidade do papcl : 80 mm/min

Fluxo de energia : 5 mcal/secg

Foi empregada a seguinte férmula para o cilculo do
£AH de transicdo (AHt), das amostrasz de LE irradiadss om oestado

sdlide (A2>254 nml:
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Has equacles [3]1 e [41, X representa o nidmerc de

unidades por mol de estruturas de tipo cen%?er?laldeféo por
unidade de metoxila (Y-carbonila), e Y de tipo cetogualacona por

unidade de metoxila {d-carbonilial.

11.3.5. Cromatograliaz de Permeacio sn Gel

Foi utilizada uma coluna de vidro (40 % 1,5 cmn) con
Sephadex LH-20 (Aldrich) como fase estaclondria e dloxano/H, O
(1/1) como fase mdével. Os cromatogramas das amostras analisadas
foram obtidos com injecBes de 0,5 ml de lignina (1 g/l). & wvaz¥o

da fase mdvel fol de 1, & ml/min por tubo.

i1.3.6. Fotdlise das Ligninas

A fotdlise das ligninas em solugdo foil feita em
dioxano/H,0 (1/1) em cubetas de quartzo a uma dist8ncia entre 15
e 20 cm. As IrradiagBes das ligninas em estado sdélido foram
real lzadas colocando-se uma camada de lignina sobre uma placa de

vidro e fotolisada também 2 uma dist8ncia entre 15 e 20 cm. .

11.3.7. Conteudo Relativo de Grupos Carbonila na LE Fotolisada
{(Reac%0o com DHFH).

A concentrag3o relativa de grupos carbonila na
lignina, apds fotdlise., foi determinada por precipitacgdo com 2,4~

dinitrofehii hidrazina (DNFH) (124). Preparou-se o reagente da



/\Ht = AHindlo x Wi x Aa x Ra x Si
Wa AP Ri  Sa

onde ¥ ¢ o pcso do material analisado, A & a dreca gob a curva, R
& fluxo de energia, S a volocidade do papel e /NHi a ontalpia de
transicdo do {ndio. Os sub—fndices a3 e 1 representam; respectiva-
mente, a amostra e o padrio.

A partir de dados obtidos na literatura (125, sa-
be-se que ZN\HiI = 6.79 cal/g. Desta forma, fol possfvel calcular a
entalpia de transi¢¥o de cada amostra estudada. As medlidas foranm

repetidas duas vezes ¢ o erro relative ndo ultrapassou 5 %.

11.32.9. Quimiiuninoscdncia da Lignins ¢ de Hodelos em Heio Bésico

Oz estudos dc fotocmiss3o da LE em solugdo aerada
em meio basico foram efetuados da segﬁinte forma: a 3 ml de solu-
¢¥o de lignina (0.15 g/1 em dioxano/H,0), adicionou-se 40 al de
HaOﬁ 5M e contou-se a emissFo da solugBo a cada 6 segundosz. Os
reagentes aceptores cmissivos e supressores de cmisgdo do sigtena
foram utilizados nas concentracBes indicadas, conforme tabelas de
resultados. Nestas amostras, assim preparadas, foram feitoz o=
estudos de dlstribuic%o espe;tral.

Os espectros de emissdo dds compostos modeclo de
lignina foram realizados com amostras obttdas‘através da adig¥o
de 3 ml do composto modele (10 mM em dioxané/HZO, 1/1) com 40 pl
de NaOH 5N. A contagem da emiss¥o foi felta a cada 6 segundos.

A leitura da emioss¥o da LE em diferentes tempeoratu-
ras fol realizada com solug®es previamente aquecidas com banho de

dgua 3 temperatura descjada.
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11.2.10. Ouiniluninseschneis do Sistema Luminol/LE

0 sistema de luminol foi preparado como descrito
por Pugachevskii e Plesha (126). Em 4 ml de uma solucdo conten@o
10 nM em NaUH, 0.25 nE en Fe{SO“}z(ﬂﬂg)z, 1.7 M em H,0, ¢ 5 pnli
de lignina de eucalipto (0.15 g/1 em dioxano/H,0), agregou-se lu-
minol até concentragio final de 0.25 mH do mesmo. Em segulida fol
registrada a cinética de decaimento de guimiluminescéncia do sis-

tenma.

11.3.11. Quimiluminescénecia do Sistema HRP/H;0,/LD

Ensaios com este sisiema foram realizados segundo a
técnica de Young e Steelink (127 que consiste em adicionar pero-
xidase nativa até concentracZo final de 2 uM da mesmz a uma mnis-
tura de 2.3 nml de tampZo fosfato 0.1 H (pH 5.5} e 0.5 m! de solu-~
¢%o de lignina (0.15 g/1) contendo 90 mM em H,0,. A contagem da
emissfo deste sistema foi feita a cada 6 segundos.v

Os reagentes aceltores emissivos e supressores da
emiss¥o foram utilizados nas concentrag@es indicadas e apresenta-

dag nas tabelas de resultados.

11.3.12. Ciclo da Peroxt¢ase

Nos estudos do ciclo da peroxidase, acompanhados
por UV e CD, as amostras foram preparadas da seguinte forma: em 3
ml de solug3o contendo tampZ3o fosfato 0,1 B (pH 5,5) e 40 nH em

HRP, foram =adicionados H,0, até concentracdo final de 40 pﬁ, fe-
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nol atdé concentracio final de 20 mM o HpD2 até concentraci¥e final
de S0 )uﬁ. Desta forma fo}*am cbt.idas, respecctivamente, as espdcics

de peroxidase HRP-I1, HRP-I1 < HRP-III.

11.3.12. Deteccio de Radicals Hidroxila

Heste cstudo realizado por reossonéncia paramagnéti-
ca eletré8nica (RPE) as medidas foram feltas na reag¢do de Fonton
constitufdo de 0,01 H em FeCl, , 0,1 H em Hy0p, 0,14 H em DHPO e
62 ml de tamp¥o fosfato 0,1 M (pH 5,5) totalizando um volume Fi»-
nal de 0,1 ml. Ho sistema enzimdtico o sistema fol prepsrado com
2uM em peroxidase, 20 mM om HpOy, 0,3 g/l om llignina dlioxanc e

0,1 H em DHPO.

11.3.14. Acetilaclo de Ligninas

Aproximadamente 300 mg de lignina foram digsolvidos
em 18 ml de piridina e posteriormente foram agregadoz 20 ml de
anidrido acético. Apds 48 horas sob agitag¢do magnética e tempera-
tura ambiente, a lignina acetilada foi precipitada . com gelo mofdo
e em peguida Fil;c,rada. Esta lignina fol solubilizada em clorofor-

mio e re-precipitada gotejando-a em dter anidro (128).
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11.4. CALCULOGS

11.4.1. Rendimento Quintico de Quiniliusinescénecia

0 rendimento quéntico de quimiluminescénecia do sis-
tema LE/OH™ /0, , fol calculado em relac¢io ao padr¥o, ou coquetel,
de cintilacg@o Hitchell-Hastings. O rendimento Quantico (éq) é de-

finido peia seguinte éexpressio:

éq = fdétong emitidos

moléculas emissoras

Conhecido o numero de fdtons emitidos pelo padrio,

2, pode—ge calcular pars o sisgstema an .

A leituré integrada de 3 ml do padr%do durante 2 mi-
nutos no contador de cintilac3o Ifquidé Beckman LS5-7000 foi de
1,73 % 107 contagens. Sabe-se que o padrio emite 5,2 % 108 fé-
tons/ml x 8 , portanto sua emissio nas condic¢Bes de leitura serd
de 2,23 x 109f6tons. A contagenm integrada para 3 ml de lignina

-5
(0,15 g/1) em 2 minutos fol de 1,6 x 10 . Portanto:

7 9
Padr3o: 1,73 x 10 contagens ------ 2,23 %x 10 fdtons
. 5 7 ,
LEZOH /02: 1,16 x 10 contagens --——--- 1,42 x 10 fétons
Para conhecer o numero de moléculas emissoras, fo-

ram feitag as seguiﬁtes aproximacBes: (1) a formagdo de espédcles

excitadas € proporcional ao consumo de oxigénio e, (2) a reag3o

termina em aproximadamente 2 minutos consumindo todo o oxigénio
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disgolvido na solugio. Sabe—se que om solugdo a concontragHo

- Ep

aproximada de 0z ¢ de 2 x 10 H, portanto em 3 ml de solug¢do have-
-7 .

réd 6 x 10 moles (129), ou seja, azs moldculas que reagem sdo (6 x

-7 23 47
10 Y % (6 3 10 ¥y = 3,6 v 10 moldculag. EntHo:

-7
éq = 1,49 x 10 fdétons

47
3,6 x 10 moldéculas

T
?q'= 4,15 ¢ 10 Einstein/mol

11.4.2. Energla de AtivacHo

A integrag¢do de cada curva de decaimento da cmiss¥o

luminescente fol feita da seguinte forma:
Contas integradas (Cl) = {in + ( In+1)1 Z\t

2
onde In e In+l s%o as leituras das intensidades (om cpm) nos tom-
pos tn e tn+l respectivamente e /\tn = tn+l - tn.
Na equa¢o de Arrheniug, a seguinte aproximagio foi
considerada:
K = A exp(- Ea/RT)

onde K = Cl, portanto:

In C1 = InA - Ea/RT
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11.4.3. Cdleculo da Fludnelis

A fluéncia de irradiac¥Bo recebida pelas amostras
foi calculada levando-ge em conta a2 velocidade de fiuéncia da
l1ampada num determinado comprimento de onda. Por exemplo, ‘para
A> 254 nm, =a velocidade de flu&ncia da l2mpada tem um valor de
108 W/m (ver 11.1.2). Este valor nmulitiplicado pelo tempo de ir-
radiac8o fornece a fluénclia de irradiag¥o. Assim, no casc de uma

hora de irradiac3o em A> 254 nm, a fluéncia serd de 388 EKJ m

-2 - : -2
(108 J m’s ' 3600 s = 388 KJ m ).
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RESULTADOS E DISCUSBHEO

111.1. CARACTERIZAGED DAS LIGR!ﬁRS

As mﬁitiplag aplicacBes da lignina ¢ derivados tor-
nam aconselhdvel a caracterizacico do substrato. Ainda mals oe
considerarmos gue a lignina varia em conmposicdo dependendo da
fonte e da técnica de extragHo. Algumas técnicas rotineiras foram
aplicadas para a determinacio de par8metros que caracterizam par-
cialmente a lignina. Considerando-se que a casca de arroz possul
2 secguinte compos;cﬁo: celulose 38,4 %, lignina 29,4 %, hemicelu-
lose 11,4 ¥ e cinzas (principalmente SiDa) 20,8 % (130,131>, o
rendimentonde cextrag¥o da lignina com dioxano ({(conforme [11.3.27

£
i

i A
e \a

)

ol 4 £4 =
F e o LN NP

f?‘
b 2

9

Uma andlise qualitativa dos especctros de UV e 1V
das ligninas extrafdas de madeira de cucalipto com dcido sulfdiri-
co (LE) e da casca de arroz com dioxano (LD). (Figura 111.1 e
111.2), indica uma concordd3ncia entre estes e os espectros repor-
tades em literatura para uma ampla variedade de ligninas
(132,133). Tambdém as experidnclas realizadas por Cromatografia de
Permeag¥o em Gel mostraram um pico dnico em ambas ligninas (Figu-
ra 111.3), indicando portanto uma estreita faixa de pesos molecu-
lares. As bandas caracterf{sticas mostradas pelos espectros de 1V
e UV permitem concluir que as ligninas n¥o foram significativa-
monte modif icadas durante o processo de extracgfio. Da mesma forma,
i'sto tambdém & observado para os deslocamentos quimlicos nos espec-
tros de 'H-RMN.

Um estudo scmi—quantitativo do cspectro de RHEN- 'y

para ambas ligninas (Figura [11.4), permitiu determinar aproxima-
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damonte a distribui¢io porcentual dos diferentos tipos de prdétons
presentes nap ligninas (134). Esta tdenica congiste na separacio
do espectro em faixas de des locamentos guimicos que s¥o’ ‘atribuf-
dos acs diferentes hidrogénios r;a estrutura da lignina. Pela . in-~
tegrag¢io destas falxas fol possivel obter os resultados mostrados

na Tabela 1311.1
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Figura 111.1. Espectros de UV ¢ IV da LE (ver 11.1.2, p. 34).
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Tabela II1.1. Tipos de prdtons presentes nas ligninas estudadas.

tipo de prdton faixa ppm %H (LED ZH (LD
G-yinila e aromatico 8,006,228 i2.2 19,3
B~vinila © a-1 . 6,28-5,74 2,3 ' 1,7
a-3 5,74-5,18 1,8 2,6
o~-2, B8,¥ = OHe 5,18~-2,50 47,4 44,9
acetox! aromético | 2,50-2,18 12,3 8,5
acetoxl alifdtico 2,18-1,58 24,0 25,0
1@0,0 100,0

- o - o Shs N T o WA e IS D OE N W AR S VS T S T e L G, TS AR Ve WD D s e o D S W Ve iSRS My W D A fior Mo e o S O TR ST, b SR S o R e WO% Nt R en i o

0 contevddo de hidroxilas fendlicas nas ligninas LE
e LD, estimado mediante especiros diferenciais das ligninas (ver
11.3.3) (Figura 111.5), & mostrado na tabela 111.2. Este cdiculo
fol reali=zado considerando que na casca de arroz had uma relagio
de 0,73, 1,00 e 0,73, respectivamente, entre grupos p-hidroxife-
nilpreopano, p-hidroxi-3-metoxi-fenilpropanoc (guaiacila) e p-hi-
droxi-3,5-dimestoxifenilpropanc (giringila) (135} com um pesc mo-
lecular médio de 180 por unidade de fenllpropanoc. Assim o nidmero
de hidroxilas fendlicas por unidade de peso molecular 180, foi

calculado mediante a fdrmula mostrada a seguir:

ne unidades §-OH = 180 x % ¢-OH

17 = 100
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Figura I11.5. Espectros diferenciais da (a)> LE e (b) LD.

0 conteddo de grupos carbonila das ligninas em es-
tudo, Foi'analisado de acordo com técnicas(citadas anterlorménte
(ver 11.3.4). Desta forma fol determinado que na LE ha 0.903 gru-
pos Y-carbonila por metoxila e 0,034 grupos O-carbonila por me-
toxila. No caso da LD, hd 0,012 Y-carbonilas e 0,045 O-carbonilas
por metoxila. Os valores calculados para ambas ligninas, junto
com o conteuddo de hidroxilas fendlicas, ‘encontram~se na taﬁela
111.2. Estez resultados s¥o comparivels aos citados na ligeratura

para uma ampla variedade de ligninas (123). & lignina extrafda
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com dioxano tem sido citada como aspropriada para estudos de  bio-

degradagio apresentando baixo conteldde de carbolidrateos (1363 .

TABELA 111.2. Conteddo de hidroxilas

ligninas estudadag

C/A\Er)310

{/NEr>342

=0

350
112
0,034

0,003

fendlicas © carbonilas nas

550
394
0,045

0,012
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Ii11.2. ESTUDO FOTOQUIHICO DAS LIGNINAS

111.2.%., Andlizse Por Fluorescénecla

Estudos realizados com espectroscopia;mde fluores-
cénecia de diferentes ligninas, Indicaram que o polimerc se com-
porta como unm cromdéforo gimples (137-1393, isto &, a emigsdo
flucocrescente corresponds a uma dnica estrutura. Estas observacglss
foram expllicadas sgsunindo—se que oz cromdéforos presentes na lig-
nina absorvem a ensrglas de excitac¥o & sm segulida, por um meca-
nismo n3o radiativo, esta & transferida a uma unica estrutura que
atua como um depdsito de snergia a partir da quél é emitida a luz
fluorescente. A comparag¢do dos espectros de emlss¥o das ligninas
com compostos modelo, revel aram aque estes depdslitos de snergla
s¥%0 diferesntes para cada tipo de lignina.

Experimentalmente, o que se observa ¢ uma banda
inica de emissdo (Figura 111.6A) que permite o acompanhamento da
fotdlise da lignina por esta técnica. A lignina de esucalipto (LE)?

330 nm2?. O com—-

it

apresenta um miximo de emiz=sio em 480 nm ( lexc
portamento desta banda durante a irradia¢¥o de lignina em solu-
c%o, a diferentes fluéncias (ver 11.4.3), fol seguide lendo-se a
intensidade de‘emissﬁo emn éBO nm. DObserva-se (Figura [11.6B) que
hd um aumento da emiss¥o com o tempo de irradiagio, ou seja, hd
geragdo de novos cromdéforos com a fotélise..ﬁste fato & coinci-
dente com resultadoz anteriormente publicédos que indicaram a
formagdo de estruturas carbonflicas conjugadas, quando a lignina
& fotcoclisada (103)., Por outro lado, cobszervou-se um peguenc deslo-
camento do miximo de emiss¥o, a maior comprimentc de onda, em re-

iac%o 3 amostraza gem irradiar.
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Figura 111.6. (A) Espectro de fluorescdnecia da LE (0,15 g/l) e
{B) aumento da comisslo cm 480 nm da LE fotolisada,

{Xexc.330 nm)

Uma andlise qualitativa de grupos carbonila (reag¢3o
com 2,4-dinitrofenilhidrazinal) gerados durante a fotdlise da LE,
permitiu fazer uma correlag¥o entre o aumento da intensidade de
fluorescéncla em 480 nm ¢ a formac%o de cestruturag carbonflicas
durante a fotdlise. A precipitagio de hidrazonas fol acompanhada
por cromatografia de camada delgada (ver I1.3.7, p.41), a qual
n¥o indicou a formac¢¥o de outros tipos de compostos. Os resulta-
dos das zndlizes s%o apresentados na figura 111.7 om forma norma-
lizada ¢ indicam que hd uma boa concord8ncia entre ©o aumento da

fluorescéneia e a formacdo de grupos carbonila.
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No caso da lignina extrafda da casca de arroz com

fol realizado um estudo comparativo de fluorescén-

cia com compostos modelo relacionados & lignina (ver Ap&ndice 1).

Obzmervou-se que © ndximo de omiss¥o da LD (410 nm, roxc = 350 nm)
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irradiada, sofre um doslocamento positivo om  aproximadamente 30
nm. Isto indica, como na LE, gue hid formagfo de estruturas dife-
rentes das presentes na lignina nativa. A comparacXo dos egpeoc-
tros de fluorescénela da LD comtaqueies dos conpostos modelo, su-
gere a formac¢do de estruturas quindnicas apds a fotdlise e que a
lignina n¥%o irradiada apresenta caracterfsticas de estruturas es-

tilb8Bnicas (Figura 111.87,

RELATIVA

FLUORESCENCIA

Figura 111.8. Espectros de fluorcgcéncia da LD sem irradiar (—),
irradiada (590 KJ/m*) (-9 e de compostos modelo:
() 4-4'~diidroxi-3-3'~dimctoxlestilbeno, &2 3,5~
dimotoxiquinona, (X)) vanilina, (&) dcido wvanilini-

co, (0) dcido vanilpirdvico ¢ (&) &dcido ferdlico.
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Quando a LD fol irradiada em estado sélido houve um

deslocanento do méximo‘da emissdo fluorescente a comprimentos de
onda menores, ao contrério do que acontece guando irradiada en
solucio. Este fato pode ser explicado considerande o efeito  da
matriz polimérica com a penetrac¢do da luz incidente (entre 75 e
200 um) (140). Por outro lado, o polimero onm estadé gadlido deve
influir nas reaces radicalares que ocorrem, levando 23 formacio

de produtos diferentes.

111.2.2. Variag%o da Absorb@ncia, pH e Propriedades Térmicas

As modificagBes estruturais das ligninas durante a

fotSlise podenm ser também observadas no espectro de absorco das

B

Q2

ninas. Dols aspectos devem gser desbtacados: (2) um  2umoenteo  da .

absorbi3ncia acima de 400 nm (Figura [[1.9) o (b) a diminulicZo da
absorbincia em 280 nm e 315 nm (Figuras 111.10 @ 111.11), na lig-
nina irradiada em molug¥o. Estes fatos s3o Interpretados na lite-
ratura como sendo provenientes da formaclo de guinonas {(108), =
do concomitante desaparecimento de duplas ligacBes e carboni!asA
conjugadas com anéis aromiticos (141).

O pH da solug®o de lignina de casca. de arroz sen
irradiar foi aiterado durante a fotdlise a qual foi realizada
tanto em estado sglido como om solucﬁo.'Em ambogz casos (Figuras
111.10 @ 111.11) observou-se um decaimento éo pH com a fluéncia
de irradiacdo, fato atribufdo 3 formac3o dé grupos 4cidos como

produtos da fotdlise (109),.
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Figura [11.10. Variac¥o da absorb8ncia da LD em 280 nm (0) e 315

nm (&) © do PH da solugfo (AY, durasnte z irradia-

cdo em solucHo.
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Figura 1I1.11. Variag¥o da absorbancia da LD irradiada em estado

sSlido em 280 nm (0), 315 nm (®) e do pH (4),

A técnica de DSC (Calorimetria Diferencial de Var-
redural) fornece Iinteressante informag¥o relativa as mudancas
energéticas assocliadas as transformagfes estruturals durante o
aquecimento da amostra. Desta forma; a grea embalxo da curva &
uma medida da entalplia das transi¢Bes térmicas que ocorrem no
substrato (142). A curva DSC da lignina de eucalipto, sem irra-
diar, mostra uma temperatura de transig¢do (Tt) em 370 K, & quando
irradiada ( A > 254 nm) em estado sélido enm diferentes fluéncias,
sofre um deslocamento para 380 K. Estes valores encontram-se - de
acordo com ©8 encontrados para sulfonastoz de lignina (143). Sabe-
se da literatura que no caso dag ligninas obtidas por hidrdélize

com dcido sulfidrico, as transi¢Bes ocorrem em trés etapas (144):
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entre 220 o 230 K ha cond@nsaqﬁc o quebra das  cadelazs  latorals;
entre 300 ¢ 400 K ccorrém a pirdlise e formag¥o de radicais 11~
vres e, fﬁrxa}ménte, na terceira stapa, acima de 500 K acontocon
simultancamente ums sdrie de reacfes de degradagio o condensaclo.

Obteve-se uma razodvel correlac¢lo entre a entalpla
da transic¢Zo, calculada om base & entalpia do fndio,lc a fluéncia
utillizada para fotolisar a lignina de eucalipto (Figura 111.12).
0 fato da lignina aumentar gua temperatura de transic¥o iIndica
uma mudanga estrutural da mesma, tornando-as malg regsistonte 3 de-~
gradac¥o térmica. Este fato reveste-se de grande importincia de-
vido ao fato da lignina, om seu estado natural, ser utilizada co-
mo elemento retardador da degradacgdo térmica de diversos polime-

ros (145>,

i s H s i

10 20 . 30

FLUENCIA x 1072 (KJ/mB)

Figura 111.12. Correlac%o entre fluéncia do irradiaciBo ¢ /Z\H de

transic¥o na LE.
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111.3. QUIKILUHIKESCEHCIA DA LIGHINA EN HEID BASICO

A quimiluminescé&ncia é o resultado de reégges gque
ievam 3 formacif@o de produtos on estado eletronicamente excitado.
Algunmas dessas moldéculas exclitadas podem desstivar-se com a omis-
a¥o de fétons ou transferir sus energia de excltagdo a cutras mo-
léculas, as qguals a sua vez podenm cemitir fdétons (146). Este fond-
meno tem—ée transformado numa vallosa técnica para avaliar modi-
ficagBes nas oestruturas polimdéricas (1477,

A recacglo de autooxidac8o da lignina apresenta qui-
miluminescéncia com uma cindtica de decalmento caracterfstica
(Figura 111.13).‘Uma excelente revis¥o dos possiveis mecanismos
desta reac¢fo da lignina, em meio alcalino, foi realizada por XKin
e col. (148). Hestes mecanismos n¥o se incluem as reagfes quimi-

b S = - v
LUl iies [

centes agu: repor clero
geradas no melo da reac¥o, € responpdveis pela qﬁimiluminesc&n~
cia, fol investigada com-a utilizag¢3o de compostos modelo e com
a andlise dos espectros de emissio quimiluminescente.

Inicialmente foram utilizados reagentes aceltadores
emissivos © supregsores da emissio para as possivels espécles
ativaaas, que incluem compostos eletronicamente excitados e espdé-
cies reduzidas de oxigénio, geradas neo meio reacional (ver Apén-
dicel. |

0 efeito proveocado por essges reagentes na pmissﬁo
de vanilina e dcido vanil pirdvico em meio alcalino é mostrado na

Tabela 111.3. Esta tabela mostra a emiss¥o integrada de cada com-—

posto modelo de lignina na presenca dos agentes especfficos.
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Figura II1.13. Emiss¥o fot&nica da LE em meio bisico.

Uma indicagBo da presencga de oxigénio singlete
(102} na roacdo quimiluminescénte da vanilina em meio bisico & o
efelto do DABCO (1,4-diazobiciclo [2.2.2] ocpano). A modificac%o
da cindtica de gquimiluminescéncia na presenga de DABdD, tem sido
interpretada na literatura como sendo devida 3 presenca de ! DL
(143). Por outro lado, a reac¥o realizada em dgua deuterada indi-
ca um significative efe?to intermolecular de 4tomo pesado que ra-
tifica a presenga dessa espdcie no melo regcional. A autocoxidagdo
da vanilina em presen¢a de azoteto de sdédio confirma ssta afirma-

¢%o. Este fon inibe a emiss¥o de luz (Tabela 111.3) por o R

2
transformando-o em oxigénio molecular (triplete no estado funda-

mental) de acordo 3 seguinte reaclo (150):

1 - * - V - 4 .
N=N=N + 0, ——= HN=N=N-0-0 —> K=N=N + O
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Tabela I11.3. Influénecia de varios agentes na quimiluminescéneia

da vanilina € dcldo vanilpirmivico em melo bisico.

-4
Contagens Integradas em 3 min x 10

S e o o O Swes e e i (e R e i e e W Vi Wy T R T Tk S e KO SO i WA S B D SR e Sran

Agentos vanilina dcido vanilpiridvico
Controle | 1,5 21,3
DABCO (20 =D 2780,0 10,0
DL/ /dioxkano 20,0 21,0
N, (20 miD 0,8 21,0
Bonzoato de sdédio (10 mi)D 0,9 21.5
Rogsa de Bengala (5 ul) 111,0 60,0
Eosina Y (5 ni ' 255,0 89,1
DPAS (20 nMd 1.2 20,0
DBAS (20 ,uﬁi' 1,3 30,2

KEcido ascorbico (10 nM) 0,0 . 0,0

D A AR WD Tl S S h T T SO (o) Ao W 08 o DA R TV ST W B o T S TS Wit vy Wt o o N it o St e Moot a3 B R G S AR Do TR S S AR b A A W B S S i oS
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0O radical hidroxila (GH+¢), sugerido poela roac¥o conm
benzoato de sddio, tanbém contribui para z guimiluminescénela do
sistema. Nesta reagdo, o benzoato ¢ descarboxiladoe goraﬁdo fenol
(1513,

0 mecaonismo do outooxidacf@o da vanilina proposto na
literatura (152,153) envolve um intermedidrio de tipo dioxetano,
com a formag¢¥o de metoxiquinona, como mostrade no esquema 1. Esse
m@canismo‘impiica na formac¥o de uma eapdcie carbonilica oxcita-
da, a qual n#Ho fol detectada pela reacfo com DBAS o DPAS. Sabe-se
que estes reagenteg, por transferéneia de energla, atuam cono
aceitadores emisslivos da emisosilo de carbonilas excitadas, respec-—
tivamente, om estado itriplete e singlete (154,1535). Portanto,
postulou~-se um mecanlismo que convolve a formacio de un intermediéQ

rio hidroperdxido, o qual, por um mecanismo de Benson (156), pro-

duziria oxigfnio singlete (egsqguema 11),
4 N,
CHO CHO CHO CHO CHO
OH™ ~
OCHs OCH3 i OCHs3 f OCHs N § OCHs
OH § O_ (8] (0] 0

o

02

=0

’ H
!
o 0-c-0" ;
i 0 CHO -
0
HCOZz + B e
OCHs OCHs OCHs
I
o o 0

Esquema 1. Mecaniomo de sutooxidac3o da vanilina (152,153),
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0 0 0 0 HO.  H
n i I i '
o . CH C—H C—=H C -0
i
. ') < o 00H 0
_on =~ | 2 § = I {
OCH, OCH3 OCH, OCHy ~OCH,
OH O. O O 0
{1}
}k’ﬁgco
0 6-0
H
2 + G, 4————~§—-——— @
OcH OCiis
3 (1)
1s) 0

hy > 800am

Esquema [I. Hecanismo proposto para a autooxidacHo da vanilina.

A indicagldo mais relevante da presengca de O e da
ausé@ncia de carbonilas eletronicamente excitadas, & o espectro de
emiss¥o da vanilina. Este cospectro fol obtido num contador de fé~v
tons e é mostrado na figura II11.14, o;de se obgorva cmissﬁo de

luz a comprimentos de onda maliores que 600 nm (1577,
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Figura [11.14. Distribuiéﬁo egpectral da quimiluminezcBnela da

‘vanilina, integrada em 3 minutos,

No casgo da reac¥o do scido vanilpirdvico com hidrdé-
xido de pddio, foram detectadas carbonilas excitadag como respon-
sdvels pela quinmilunminescénclia do sistema (Tabela 111). Esta ob-
servacdo baseia-ge na reagdo do gistema em presenga de DBAS e
DPAS. Desta forma fol possivel propor um mecanismo para a reaglo,
na qual héd formagc3o degtas egpécies (esquema 111).

Resultados similares foram obgservados nos outrog
composntos mode)o da lignina, tais como dcido vanilfnico e 4dcido
ferdilico. A distribuicio espectral da guimilumincescénecia destes
modelos (Figura 111.13), indica a prescnga de carbonilas aromdti-
caz (400-500 nm) (89) & guinonas (500-600 nm? elctronicamente

excitadas (1587,
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Esquema [11. Mecanismo proposto para a autocoxida¢¥o do dcido va-

nil pirdvico.
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Figura 111.15. Distribuig¥do cgpectral da quimiluminescénecia a
partir do modolos de lignina: (@) dcido vanilpird-
vico, () dcido vanilfinico o (A 4Acido ferilico.

Iintegracio om 3 minutos.
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0 espoctro g@ omissHo da lignina do cucalipte (Fi-

gura 1(11.1672, iﬁdica a formaglo de todas as cspdcles ativadas en-
contradas na autooxidaglo dom compostos relacionados 3 lignina.
Isto ¢, cetonag e quinonés cletronicanente excitadnn, sgoim  como
oxigénio singlete, s¥%o gerados durante a reacfo do polimoro on
melo bisico. Deve-sc destacar que s oxigénio szinglete foi citado
na literatura, como ezpdcie ativa na autooxidagde da lignina
(159> . Legvando-se om conta esses fatos, fol proposto um mecanismo

goeral de autooxidagdo da LE, mogtrado na figura 111.17.

o
<
T

1673)

X

{(contas
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| S | SR RO Y.
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N (nm)

Figura 111.16. Distribuic¥o cspectral da quimiluminescéneia da

lignina de cucalipto. Integrac¢io om 3 minutosg.,
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A omigsdo dé luz pelo sigtoma LEKSﬁv ¢ provoenlente

de uma rea¢do excen@rgét&cag e fol de nospo interessce o cdlculo
da encrgla de ativac3io da roacg¥o. Para isgo, a cindtica da roaglo
fol scompanhada a diferentes temperaturas e o@ valores Integrados
da omlss¥o colocados numa equacio de Arrhoenius {ver 11.4.27 {(Fi~-
gura 111.18). A energia de ativagdo (Ea = 6,18 + 0,4% Kcal/mol)d
fol obtida do coefliciente angular da reta. O resultade obtlido
coincide com ©s valores reportados na literatura para a recombi-
nac¥o de radicals peroxila, com forma¢do de totrdxidos o poste-

rior liberac¥o de luz, como mostrado na seguinte equaglo (160D

2 ROO: ———= ROOGDOR =———= 2 RO° + 0,

RONR

A lignina de cucalipto fotolisada a diferentes
fluénclas n¥o apresentou uma correlagio com a equagdo de Arrhe-
nius. Provavelmente lsto ocorre porque as transformacgfes induzi-~
das na lignina com a irradiac3o, cstimulam unma recombinac®fio alea-
téria de radiéais que independe da temperatura. Ho entanto, a fo-
télise da LE modifica a cindtica da quimiluminescéncia do gsigtoma
LE/OH . Na figura [11.19 observa-se que na lignina irradiada on~-
tre 2000 ¢ 4000 KJ/m2 ocorre a maxima emiss¥o, scndo que a tempos
malores de fotdlise a lignina torna—-se mals fesistonte a2 omissio
de luz. lsto mogstra que a lignina lrradiadé a baixas fluéncias
comporta-se como uma lignina pouco modificada, aumentando grada-
tivamente a cmiss¥o em meio alcalino. Posteriormente, com o au-
mento da fludncia, a lignina adquire uma estrutura que a  torna

mais antioxidante.
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Figura 111.18. Gréfico de Arrhenius da emiss3o fotdnica integrada

da LE em meic biasico
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Figura [11.19. Emissdo da LE {irradiada &s fluéncigs de: (8> 0,0
KI/m?, (&) 390 KJ/m?, (8) 1015 KJ/m> , (O ) 2030

KJ/m2, (o) 4060 KJ/m? e (A) 8120 KJ/m >

Klein e col. (88) demonstfarém, por medidas de ab-
sorbincia, que a formac¢do de croméforos aumenta atd 1,5 horas de
exposicio 3 irradiacdo com luz ultravioleta & gue posteriormente,
a lignina recupera suas propriedades antioxidantes, formando wuma

estrutura mais complexa que a nativa.
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U métodolutilézad@ para counfirmar as alteragfes

malg significativas na.est?utu?a da lignina, ol o teste da quil~-
miiumingscéncia do luminol (161). Este sistema & constitufdo por
jfuminol, H282 e Fo (11}. A& emigsio de luzs por ssta rez¢fo & re-

sultante da oxldag¥o do luminol, como mostrado na figura 111.20.

O O 2 - 0O
X NH  OH— K\/U\o- =z j)j\ -
SN e | Y
: ‘\\T/}(O“ k

NHs O NHz O NHz O

Figura 111.20. Hecanismo de emissio de luz pelo sistema de lumi-

nol.

A emiss¥%o de luz é totalmente suprimida quando a
lignina de eucalipto sem irradiar & colécada neste sigtema, como
gsperado pelas conhecidas propriedades da lfgnina come antioxi-
dante {(162,163). Ho entanto, este efeito sﬁpressor comega a dega-
parecer quando a lignina & previamente irradiada com fluéncias
superioresg a 1000 KJ/m 2, Apdézs irradiagdc por tempos malores,
fluéncias acima de 8000 KJ/m?, as propriedades antioxidantes da

lignina s¥do recuperadas (Figura 111.21). Estes resultados confir~
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mam aqueles obtidos com o sistema LE/DH e gugerem gue na lignina
irradiada a baixas flubnclias hié Fcrmss%o de novos croméforos e
que a malores fludnclas, como consequénela do acudmulo ds estrutu-
ras radicalares, ocorre pol imerizacio. Esta fornmagio o diminulicio
de radicais com a fotdlise, & confirmada pela literatura recente-~

mente publ icada (1643,
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Figura 111.21. LE fotolisada a diferentes fluéncias e adicionada
ao sistema de luminol: (8 0,0 KJ/m?, (4) 330 KJ/m?
() 1015 KJ/m?, (0) 2030 KJ/m?,(0) 4060 KJ/m?e (A)

8120 KJ/m”.
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111.4. DEGRADACKO ENZIHATI CA DA LICHIHA

£ sabido que a degradagi3o da lignina por fungos
occorre através de enzimas extracelularss as quals forman parte de
um complexo de 10 hemoprotef(nas, responsdveils pela clivagenm da
ligagdo C,~Cg da cadela lateral do polfmero (16535). Kﬁeste estudo
pretende-se LlLrazer novos antecedentes com respeito ao mecanlamo
da degradag®@o fungal utilizando-se o sistema enzimitico da pero-
xidase de rabanete (HQP)/HzOz agindo sobre a lignina. A enzinma
HRP utilizada neste estudo como modelo de ligninase, possuil  um
grupo porfirfnico, um dtomo de ferro por moldcula e apresenta un
peso molecul ar de 40.500. A likeragfo do sistema enzimidtico pelos
fungos que degradam lignina & induzide pela presencga do pol{mero.
Este sistema enzimitico natural tem caracteristicas de peroxida-

o E om0 4w a bhk s W A e ws

vy Aires Y S - R EEYE:
raz SIS avae s -l U5 B F
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jagey a 11

g ke e
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corresponde a uma peroxidase de peso mo}ecu{ar 42.000 (84,166).
Numa primeira etapa estudou-se a fotoemiss¥o do

sistenma HRP/HZD2 e o comportamento emissivo quando a lignina dio-
xano (LDY, irradiada a diferentes fludnciazs, fol colocada em tal
sistema. 0O objetivo desta experiénecia fol utilizar o sistema en-
zimdtico como medida das modificagBes estruturals que sofre o po-
l{mero quando foteolisado. A figura 111.22 mostra que a LD irra-
diada apresenté a mdxima emisso entre as fluéncias de 2000 e
4000 KJ/m” , sendo que a lignina sem irfadiar ¢ aquela irradiada
com fluéncias malores que 4000 KJ/m2 iniben Fconsideravelmente a
quimiluminescéncia do sistema. Este resuliado coincide com o en-
contrado para a lignina de eucalipto (LE) no sistema quimilumi-
nescente LE/OH (ver Figura 111.19). Assim pode-se deduzir que

aparentemente a faixa de fluéncias em que occorre a mator modifi-

cagdo da lignina corresponde a fluéncias entre 2000 ¢ 4000 KJ/mz,
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fato demonstrado por dols sistemas diferentes gue sdc quimilumi-
nescéncia em melo alcalino o mistema enzimdtico. Tambdém & impor-
tante destacar que a faixa encontrada para melhor wmodificar a
lignina € a mesma para duas ligninas de procedéncia e metodos de
extracio diferentes, como s¥%o a lignina de eucalipto isolada con
dcido sulfiurico (LE) e a lignina de casca de arroz extrafda con

dioxano (LD,
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Figura 111.22. Quimiluminescéncia do sistema HRP/Hzﬂz/LD, A lig-
nina fol irradiada 3as seguintes fluénctias: (®) 0,0

2 2 2
Kd/m , (B) 1015 KJ/m , () 2030 XI/m , (0 3 4060

KJ/m> e (A) B120 KJ/m?2.
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Espdécies roduzidas de oxigénio ou oletronicamonte

oxcltadog, reospongivels pela eniogiio, foram zsnalizsadas utilizan-
do~se agentes aceltadores comissivos e supressores da omissfo do
siztema enzimdtico. A emissdo integrada de cada uma destas expe-

rié&nclag ¢ mostradas na btabelas 111.4.

Tabela 111.4. Influéncia de vérios agentes gobre an enissfo do

sigtoma HRP/H,O, /LD

Agenteo Contagens Intcogradas om 3 nin %10

S s e o 0 S S D O D o TR A 0 s Mo T T G S ) v i e W ok S S e S Sy w38y A e ey . W Srmh i St S e S S e S St s e e Ve e e e o e

Controle (BREFA 0,3 22,7
HCO, (10 miD 22,0
Controle + lignina {a) 53,1
SOD (60 WD 48,7
SO0 desnaturade (60 U ‘ 59,0
Formiato de sdédio (100 mM2 7 56,0
DPAS (50 mi) | 59,0
DBAS (50 miD 59,0
HCO3 (10 mHD : ‘ 84,7
HCO, (20 mMD 224,1
DABCO (10 mM) 14,0

o o —— o - T o W ] Y S T S D D S WD S e D Vo W o A LS S W D e Sl i R B S N - — " W SO D KD Wy Ao W s o o

{a) 0,27 mg/ml.
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Nesta tabela obsorva-se que para o gsistoms controle

(HRP/H,0,2 nEHo hd formac¥o do radical hidroxila, o quc ¢ deomong-
trado pela reacdo com bicarbonato de sédio. Quando lignina & adi-
cionada aoc sistema enzimdtico na presenca de HCO3 , hd um aumeon-—
to na emiss¥o de 1,4 e 3,8 voezes, resgpectivamente, para 10 mH e
20 ol de QCGg'- Ou seja, a'forma§5o de radicaig hidroxila ¢ indu-
zida pela lignina no glstema onzlimdtico. O aumento da quimllumi-
nezscénecia do =ristema conm HCS; poderia ser gerado por uma reoacio
de transferénocla de hidrogénio do {fon bicarbonato zo radical hi-

droxila, de acordo ao seguinte eosquema (16?5:
HCO; + OHe ——— COJ + H,0
2 COsg e hY + 2 COz + Qg

0 dnion superdxido (03 Xfol detectado no gigstema
enzimdtico mediante a reagio com a enzima superdxide dismutase
(50D), a2 qual Inilbe scloetivamente a quimiluminescéncla produzlda
por este 8@nion (168). Portanto, outra fonte provdvel de qguimilu-
minescéneia seria a reaclio do 8nilon superdxido com o radical hi-

droxila, reag@o que cocorre conforme a seguinte equag¢fo (169):
03 + OH ——s HO3 ——> OH + 'O, ——>nhV

No gsistema reacional n¥%o foram detectadas carboni-
las excitadaz, como mostrado nas experiéncias com DBAS o DPAS.
Oxigénio singl ete poderia ser também outra fonte de emissHo, Jjé
que ele encontra-se presente no sistema. A reacido com DABCO prova

epgte dltimo fato.

A emiso¥o de luz pelo sgistema enzimdtico ocorre
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concomitantemnente com a degradagio da lignina. iSiQApQﬁg ser  ob-
servado nos especiros de fluorescéncia mostrados na figura 111,23
gue indicam a formagio de um cromdforo gque emite en 460 nm guando

a lignina ¢ incubada no sistema %RPIHZDZ.

FLUORESCENCIA

INT.

Figura 111.23. (—) Espectro de fluorescéncla da LE e (---) da LE

incubada no sistema enzimitico HRP/Hzﬂz.

A cinética de formagdo deste novo composto fol
acompanhada fixando-se o comprimento de onda de emiss¥o de fluo-
rescéncia em 460 nm e processando-se 2a réa;ﬁo em presenca de ‘SDD
e formiato de sdédio para determinar, respectivamente, a iméortén-

cla das espécles G? e OH®, na degradacgZo da lignina pelo sistena
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onzimdtico, HNa figura [11.24 obscorva-zo qgue SOD n3o alteora a cf-

nética o portanto 0z n3o participa na reagdo do degradacio da

lignina. 0O formiato inibe moderadasmente a formag¥o do novo cromd-

foro, indicando que OH-. n¥o & a copdcie de maior atividade ligno-

litica. Resultados recentomente publicados na ltiteratura donong-

. traram que © radical hidroxila n¥%o desempenha um papel importante

na blodegradacio, apezgar dosta sopdocle egtar prosente no wmolo

fungal (1703 .

INT. FLUORESCENCIA {460 nm)

1 1 : ]
30 80 90

TEMPO {min)

Figura 111.24. Cinética de deogradagBo da LE nos sistemas: (0).

£

HRP/H,0,/LE, (&) HRP/H,0,/LE/SOD (60 U) o (1)

HRP/H,0,/LE/formiato (100 mHY.
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4 oxldag¥o do compontos fendlicoz o ligninas por

HEP tem sido objeto de multos ostudos om relacio o gua participa-
c¥o na blog8nose e blodegradagio de ligninas (1710, Atualmente
sabeo~ge que 82 onzimas iigno}ftiaas provenientes do fungo oo de
tipo peroxidase (172,173), portanto, fol estudado o ciclo da on-
zima HRP ut il izando-se LD como gubstrato. O cstudo fol iﬂicialm
mente acomnpanhado mediante ospectrofotometria. A filgura I111.253A
mostra que a =@dig¢¥o de lignina & cspdcle HRP-1 {(ocbtida adicionan-
do-ge quantidades equimolares de H;02 sobre HRP ﬁaiiva) provoca
uma rdpida transformagio de HREP-1 em HRP-I11. A c¢indética desta
transformacfo, acompanhada a 411 nm, ¢ mogpirada na figura 111.25
B. Observa-go cla%amcate ﬁesta figura, gque a copdcie HRP-I  apre-
zenta atividade frente & lignina. Saboe-se que a transformagfo de
HRP-1 om HRP-11 & promovida por grupos fendlicos livres (1747,
Portantec podoe—

1remeonen 4 m
A A A

o gm e L P Vo |
B et u‘-ﬁv ok S S r b

RS 8w § e U o
2 Aastas S

wo & am o B, 3
% FR Pl

o~
LS S )

quo ) agi & oz grus
pos hidroxila—fendlicas livres da lignina provocando alguma rea-
cHo de degradagio no pelfimero.

Quando H,02 ¢ adiclionado em coxcesso gobre a peroxi-
dase nativa, <& produzida a ogpdclie HRP-I11 com bandas de absorcilo
caracter{sticas no ecopectro vigsfvel (416 nm, 5486 nm ¢ 673 nm)
(175). A figura [11.26A mogtra cogoa transformacfo. Hosto cago ob-
gerva-ge que @ ecgpdcie HRP-111 também apregenta atividade frente
a2 lignina com uma cindtica de reaclio que ¢ mostrada na figura

I11.26B.
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magdo acompanhada om 411 mm (ver 11.3.12, p. 44).
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Em resumo, og compostos HRP-1 o HRP-111 s%c consu-
midos rapidamente na presenca de lignina . t?ansfor*méndeﬁges, res-
pectivamente, em HRP-I11 e HRP-1. Da literatura sabe-se que a os-
pécie HRP—11 apresenta atiwvidade, com uma velocidads malor que
HRP-111, frente a estruturas fendlicas similares 2 lignina. Por
exemplo as wvelocidades de reac¢3o reportadas para grupos gualacila
(4~-hidroxl~Z-metoxlibenzenol frente 3 HRP-I1 e HRP-111, =30, roes-
pectivamente, 3 x 10° H's' o 9 x 10% ¥'s! (178).
| Resultados andlogos foram obtldos fazendo-ses o oa-
tudeo por melo de dicrolsmo circular (CDY. Ha figura 111.27 obser-
vam~s® os espectros de CD para as diferentes espécles de peroxi-
dase. A cinética de degradacHo da lignina frente as sepécies HRP-
I  HRP-111, acompanhadas a 430 e 425 nm respectivamente, & mnos-

trada enm destaque na mesma {igura.

]
HRP

- I LIGNINA {B) © HRP - (g
2 . HEOZ ‘ g H)OZ
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Figura 111.27. (A) Espectros de DC das espécies de pefoxidase e

(B} atividade de HRP-1 o HRP-111 frente = LD.
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Conclul-se poritanto que as espdcies HRP-1 e HRP-I1

teria atividade lignolftica frente iz sstruturas fendlicas livres

presentes na lignina, levando 2 formag3o de radicalg. fenoxila,

com posterior quebra da cadeia lateral. A formac3o de radicals

fenoxila por HRP agindo scbre fendls fol reportada anteriormente
(1773

A detecg%o‘d@ radicals no melo reacional ol realii-

zada mediante ressonidnclia paramagnética eletrdnica (RPE). Esta

técnica permiliu acompanhar a formag¥s de derivados destes radi-

cals fazendo-se a reag8o n=a presgenca de 5,5-dimetil-l-pirroline-

N-6xido (DHPO)Y. Esta reac¢o, mostrada a seguir, produz radicais

estdvels, de tipé nitréxido, que permitem um melhor acompanhamnen-

to da reacilo.

TN ST
H OHe N H
r =
N N OH
| |
0. 0.

Os espectros obtidos (Figura 111.28), indicam a
presenca do aduto radicalar DMPO-0UH na reag¥o de Fenton (178) e
no sistema enzimsdtico,. Ha reacdo enzinmdtica, observa-se Lambém a
contribuig¢do de outros radicatls, provavelmente de tipo DMPO-R que
indicam a formacfo de radicais de carbono.

Novamente fol corroborada a formac3c de radicals
hidroxila no sistema enzimético, os quals poderiam ser gerados na

reacfo de peroxidac3o da lignina.



GANHO

Figura 111.28. Espectros‘de RPE dos radicaig formadeos na reaclio
de: (AY LD/DHPO/Fenton e (B)Y HRP/H,0/DHFO/LD (ver

11.3.13, p. 45).

Com base nos resultadog de UV, DC e RPE, postula-se
que um dos provivels mecanismos para a reoagio da peroxidase agin-
do sobre a lignina € o aprescontado no egquema 1V, que nostra a
participag¥o da cgpdcie HRP-I reagindo com grupos fondlicoz 11i-
vregs da lignina. Heste mecanismo proposto observa-se que a cliva-
gem do polimero acontece entre a cadela lateral e o anel arométi-
co. A Formacﬁo‘de quinonas como produtos de recacgio cstd de acordo
com o reportado por Kirk (179), quando a lignina fol incubada om

sistemas fungalis.
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A reaclo mals conhecida & estudada que ocorre na

biodegradag®o da lignina por sistemas fungais consiste na quebra
da llgag¥o Cy- Cg da cadela lateral do polfmero (1807 . Este meca-
nismo, de acordo com nossos resultados, ocorre com a participacSo
da espécie HRP-1I1 agindo sobre as estruturas fendlicas substi-
tufdas (esquema V) que induz 3 formag¥o de radicals de carbono na
cadela lateral da lignina, formag¥o de perdxido e, posterior,
gquebra da 1igacdo Ca~CS . Esta proposta baselia-se noé resultados
de UV, CD e RPE que indicaram que HRP-I111 ten pafticipagﬁc na de—

gradascdo da lignina e que sugerem a formag3o de radicais de car-

bono.
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CAPITULO 1V

CORCLUSBGES



COHCLUSHEES

Hoz capftulos antoriores foram analligados wvirlos
agpectos relaclionados & lignina. Este esptudo ateve-se 3 caracte-
rizacal da lignina ¢ sua degradac3o fotoquimica, alcalina o onzi-
matica.

Verificou-se que a irradiac¥o das ligninas (LE o
LD) com luz ultravioleta (XN>254 nm) mediflica a estrutura do polf-
mero. Andlises de fluorecscéneia indicaram que a fotdlise da 1lig-
nina em solug¢®o induz & formac¥o de estruturas quindnicas. Estog
resultados COﬁFirﬁam aqueles anteriormente reportados por outrog
autores, apezar de empregarem Ldécnicas diferentes (100)., 0Oz ro-
sultados obtidos stravés da tdcnica de DSC, utilizada para cgtu-
dar agz modificacBes das propricdades tdérmicns da lignina irradia-
da em estado sdélido, indicaram que esta adquire uma estrutura que
lhe permite aumentar sua resisténeia 3 tomperatura,

A reagdo de autcoxidagZBo da lignina ocorre com
emlgssdo de luz. Fol proposto o mecanismo desta oxidac¥o com bazo
na identificag¥o dag cspécies reduzidas de oxigfnio e eletronica-
mente exclitadas no moio reac!onél. Este mecanlismo postula a  par-
ticipagdo de oxigénio singlcte e carbonilas cletronicamente eoxci-
tadas como respongsdvels pela omisé%o do sisteoma. A prova mals
convincente para esta proposig8o consiste na deotecgFo destas es-
pécies medianté espeoctiros de omiss¥o da lignina e de compostos
modelos.

A tdécnica da quimiluminescéncia da lignina em meio
bédzico mostrou sor uma valiosa ferramoenta para cencontrar a faixa
de flu@ncias em que ocorrcram as modificacBes mais significabti-

vaz. A faixa do flufncias cencontrada, fol oentro 2000 o 4000 KJ/da
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obzervando—=6 nesta faixa, a perda das propriedades antioxidan-
tes, propriedades estas caracteri{sticas das ligninas.

Congtatou-se que os intermedidrios envolvidos na
autooxidagdo da ligninas coincidem com aqueles reportadcs para a
reagdo de fotooxidacHo do polfmero (109,110).

0 sistema enzimsitico (HRP/H,0,) utilizado como nmo-
delo de ligninase permlitiu confirmar com precis¥o a falxa ds
fluénclias na qual a lignina, submetids a fotdlise, fol mais modi-
ficada. Esta colncide exatamente com aquela observada pelo métode
quimilumine=cénte en meio biszlco,.

Identificou—se uma série de espécies atlivadas de
oxigénio no meio enzimitico. Chegou-se conclus¥o de que nenhuna
destas era responsdvel pela degradac¢3o da lignina @ sim a prdpria
enzima quando em seus diferentes estados de oxidac¥o. Hediante
- informacHBo espectroscdpica (UV,. DC e RPE) postulou-se um mecanis—
mo de degradag¢¥o enzimdtica da lignina.

Tanto noé sistemas fotogquimico ¢ alcalino como no
enzimatico foram detectadas espdcies radicalares de tipo fenoxi-
la, como intermedidrios da reacfo. Essa informacio nog leva a
supor que as enzimas lignolfticas naturais receonhecem as modifi-
cacBos geradas fotoquimicamente na lignina. Isto provocaria um

aumento da dligestibilidade das ligninas nos sistemas fungais.
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ESTRUTURAS DOS COMNPOSTOS UTILIZADOS COMO HMODELOS DA LICHINA

COOH COOH
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3,5 dimetoxibenzoguinona 4,4'-dihidroxi-3,3' -dimetoxiesti lbeno

ESTRUTURA DOS REAGENTES UTILIZADOS NAS REACBES QUIHILUMINESCENTES

17

DABCO: 1,4~diazobiciclo-12,2,2]-octano
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Ph

QO™

DPAS: 9,10~-difenilantracesno~2~-gulfonato de sdédio

Br
: : sog
Br

DBAS: 9,10~-dibromoantraceno—-2-sulfonato de sddio

cl

Rosa de Bengala: 4,5,6,7-tetracloro-2',4',5',7" ' ~tetraclorofluo-

rescelina de gddio

Eogina: tetrabromofluoresceina de sddio e
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