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ESTUDO DAS LIGNINAS DAS CAMADAS DO TEGUMENTO DA SEMENTE DE Araucaria
angustifolia (Bert.) O. Ktze.

Resumo: Recentes pesquisas com lignina em sementes mostraram caracteristicas
composicional que diferem das ligninas tradicionais (HGS). Essas caracteristicas podem
estar associadas a natureza da semente assim como a capacidade de responder as
condi¢cbes de sobrevivéncia as quais estdo sendo submetidas. Assim, o presente estudo
teve como objetivo caracterizar quimicamente as ligninas das trés camadas do tegumento
da semente bem como descrever anatomicamente a deposicdo dessa lignina nas trés
camadas do tegumento. Nas analises quimicas, determinou-se os teores de holocelulose e
lignina de Klason de cada camada do tegumento. Os grupos funcionais de cada superficie
das trés camadas do tegumento foram observados por microespectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier através do espectrémetro VARIAN 640-IR FT-IR.
Para o estudo anatémico e avaliacdo do processo de lignificacdo, foram realizados cortes
anatdmicos das trés camadas do tegumento e observados em microscopio epifluorescente
utilizando cubo de excitagdo azul em 450-480nm e filtro FITC. A exotesta foi a camada que
apresentou o maior teor de holocelulose e lignina de Klason. Os espectros das camadas do
tegumento apresentaram sinais indicativos de lignina do tipo guaiacilica (G). Através da
microscopia epifluorescente foi possivel verificar que a lignina tem maior concentracdo na
lamela média. Os resultados deste estudo contribuem para uma melhor compreensao do
tegumento da semente de Araucaria angustifolia possibilitando melhores utilizacbes no
contexto da fisiologia, conservacao do solo e energia.

Palavras-chave: pinhdo, caracterizacdo quimica, microespectroscopia no infravermelho,
microscopia de fluorescéncia.

STUDY OF LIGNINS OF THE SEED COAT LAYERS OF Araucaria angustifolia (Bert.) O.
Ktze.

Abstract: Recent research with lignin in seeds has shown compositional characteristics that
differ from traditional lignins (HGS). These characteristics may be associated with the nature
of the seed as well the ability to respond to the survival conditions under which they are
being submitted. The present study aimed to chemically characterize the lignin of the three
layers of the seed coat and anatomically describe the deposition of this lignin in the three
layers of the integument. In the chemical analyzes, holocelulose and Klason lignin contents
of each layer of the integument were determined. The functional groups of each surface of
the three layers of the integument were observed by infrared microspectroscopy by Fourier
transform through the VARIAN 640-IR FT-IR spectrometer. For the anatomical study and
evaluation of the lignification process, anatomical sections of the three layers of the
integument were realized and observed in epifluorescent microscope using blue excitation
cube at 450-480nm and FITC filter. The exotesta was the layer that presented the highest
holocellulose and lignin content of Klason. The spectra of the integument layers presented
indicative signals of guaiacyl lignin (G). Through epifluorescent microscopy it was possible to
verify that lignin has a higher concentration in the middle lamella. The results of this study
contribute to a better understanding of the seed coat of Araucaria angustifolia, allowing better
uses in the context of physiology, soil conservation and energy.
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1. INTRODUCAO

Pertencente a familia Araucariaceae, a espécie Araucaria angustifolia € conhecida
vulgarmente como pinheiro-brasileiro ou pinheiro-do-parana, e, é a Unica espécie do seu
género com ocorréncia natural no Brasil (CARVALHO, 2003). E uma espécie didica, com
arvores masculinas e femininas em individuos distintos (KOCH e CORREA, 2002).
Apresenta suas estruturas reprodutivas organizadas em estrébilos masculinos e femininos
(SILVA et al.,, 2011). Estes ultimos, também chamados de pinha, contém um ndamero
variavel de sementes (5-150).

A semente de Araucaria angustifolia é também conhecida como pinhdo (COSTA et al.,
2013). A améndoa do pinhao é rica em substancias de reserva (amido), e, consiste em um
alimento tradicional de alto teor cal6rico, em que se destaca os teores de fibra dietética,
vitamina C e substancias antioxidantes (TACO 4a, 2011; COSTA et al., 2013). Experimentos
mostram que o tegumento da semente apresenta potenciais na producédo de carvao ativo e
na remocao de metais de aguas poluidas (SANTOS et al., 2011). Cordenunsi et al (2004)
afirmam que a coloracdo avermelhada do tegumento da semente madura indica a presenca
de substéncias polifendlicas, que sao transferidas para o gametéfito quando do cozimento
da semente para consumo.

Entretanto, existem polifendélicos insolaveis, como a lignina, que possuem propriedades
gue garantem a estrutura celular da semente, a protecéo fisica e quimica bem como a
conducdo de agua. As ligninas diferem-se quanto a sua composi¢do. As ligninas que
ocorrem em madeira apresentam composicoes apenas formadas pelas unidades
fenilpropanoidicas tendo as hidroxilas como um dos mais importantes grupos funcionais.
Recentes estudos definiram outro tipo de lignina (C-lignina), rica em &cido caféico. Essa
lignina € depositada em alta concentracdo durante os estagios iniciais de desenvolvimento
da semente da orquidea baunilha (Vanilla planifolia), e encontrada também em algumas
Cactaceae (CHEN et al.,, 2012). Ainda segundo os autores algumas espécies de cactos
contém apenas C-lignina em sua semente, enquanto outros contém apenas a lignina
classica guaiacilica / siringilica.

Estudos com lignina de sementes sdo ainda escassos, porém, recentes pesquisas
mostraram caracteristicas composicional que diferem das ligninas tradicionais. Essas
caracteristicas podem estar associadas a natureza da semente assim como a capacidade
de responder as condicdes de sobrevivéncia da espécie as quais estao sendo submetidas.

Deste modo, o presente estudo teve como objetivo caracterizar quimicamente as ligninas
das trés camadas do tegumento da semente bem como descrever anatomicamente a
deposicdo da lignina nas trés camadas do tegumento.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Neste estudo foram utilizadas sementes de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze com
dimensdes aproximadas de 56X20X17 mm provenientes da regido do Vale dos Eucaliptos,
Alagoa (Minas Gerais). O tegumento da semente é composto por trés camadas de tecido:
camada interna (endotesta), camada intermediaria (mesotesta) e camada externa (exotesta)
tal como representado na Figura 1.
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Endotesta

Mesotesta Exotesta

Figura 1. Tegumento da semente de Araucaria angustifolia composto por trés camadas:
interna (endotesta), intermediaria (mesotesta) e externa (exotesta).

2.2 Caracterizagcdo quimica do material

Para as andlises quimicas (determinacdo dos teores de holocelulose e lignina), os
tegumentos foram separados das améndoas e em seguida foram moidos em moinho de
facas do tipo Willey (Modelo SL 31). A partir da amostra moida das trés camadas do
tegumento foi realizado um ciclo de extragéo utilizando trés solventes organicos de ordem
crescente de polaridade: cicloexano, acetato de etila e metanol em um extrator do tipo
soxhlet, por um periodo de 24 horas ininterruptas para cada solvente (Abreu et al., 2006).

A determinacdo dos teores de holocelulose e lignina foi realizada de acordo com os
métodos descritos por Abreu et al. (2006). Foram realizadas trés repeticbes para cada
camada do tegumento.

Teor de holocelulose

Para a determinacdo da holocelulose foram utilizados 1,25 g da amostra livre de
extrativos de cada camada do tegumento, as quais foram homogeneizadas e colocadas em
um erlenmeyer onde foram adicionados os reagentes acido acético e clorito de sodio (80%).
Em seguida, a amostra foi mantida em banho-maria a 70°C por um periodo de 4 horas. A
cada 60 minutos foram adicionados mais reagentes dentro do erlenmeyer contendo a
amostra, até que as fibras se mostraram completamente dissociadas. A amostra reacional
foi entdo levada para a capela onde permaneceu por 24 horas em repouso. Apés esse
periodo a amostra foi lavada em um funil de placa sinterizada sob vacuo com agua destilada
até que o desaparecimento da cor e do odor do cloro. As amostras foram entdo secas em
estufa a + 60°C durante 24 horas, e novamente pesada. O teor de holocelulose foi entdo
determinado pela seguinte equagéo:

TH =P,/P,x100 (1)
onde, TH = teor de holocelulose (%); P2 = peso seco do residuo holocelulésico (g); e P1 =
peso seco da amostra livre de extrativos (g).

Teor de lignina de Klason

Para a quantificacdo da lignina foram utilizados 300 mg da amostra seca e livre de
extrativos tratada com &cido sulfurico a 72%. Cada amostra foi homogeneizada por
agitacdo dentro de um tubo de ensaio durante 1 minuto e conservada por 1 hora entre 25-
30°C em banho-maria. Em seguida, o material foi diluido em balées com adicdo de 84 ml de
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agua destilada e, mantidos sob refluxo por um periodo de 4 horas, com temperatura em
torno de 70°C. Terminado este procedimento, o material foi lavado sob vacuo com 500 ml de
agua destilada quente em um funil de placa sinterizada previamente tarado e em seguida
seco em estufa a 105°C durante 24 horas e foi feita uma nova pesagem (EFFLAND, 1977).
O teor de lignina foi entdo determinado pela equagéo abaixo:

TL=P,/P,x100 2
onde, TL = teor de lignina de Klason (%); P2 = peso seco do residuo; e P1 = peso seco da
amostra livre de extrativos.

2.3 Microespectroscopia no Infravermelho (FTIR)

As superficies externa e interna de cada camada do tegumento (exotesta, mesotesta e
endotesta) ao natural foram utilizadas para registro de espectros no infravermelho in loco
através de um microscépio acoplado a um espectrbmetro de infravermelho de modo a
caracterizar e localizar a presenca de lignina nos tecidos. As superficies (externa e interna)
secas de cada camada foram colocadas sobre uma lamina KBr, e, registrados os espectros
com detector MCT, usando condicbes experimentais de reflectancia difusa. Foram
registrados espectros das regifes externa e interna de cada camada do tegumento com
amplitude espectral entre 4000-700 cm™, 2 cm™ de resolugdo e 128 varreduras. As analises
foram realizadas em triplicata.

2.4 Microscopia Epifluorescente

Para o teste com fluorescéncia, foram realizados cortes transversais e longitudinais de
cada camada do tegumento (exotesta, mesotesta e endotesta) e, posteriormente,
observados em microscopio epifluorescente utilizando cubo de excitagdo azul em 450-
480nm e filtro FITC (U-MWB2), sendo observado a autofluorescéncia (BARROS e
MIGUENS, 1998).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagcdo quimica

A Tabela 1 apresenta os teores de holocelulose e lignina encontrado nas camadas
exotesta, mesotesta e endotesta do tegumento da semente de Araucaria angustifolia. A
exotesta foi a camada que apresentou o maior teor de holocelulose, em torno de 56%, valor
este que pode ser comparado ao encontrado em biomassa oriunda de madeiras (HANSTED
et al., 2016).

O teor de lignina de Klason encontrado nas trés camadas do tegumento da semente foi
em torno de 31% na exotesta, 29% na mesotesta e 38% na endotesta. A lignina de Klason é
um método usado para determinar o percentual de lignina em materiais lignocelulosicos
(TOBIMATSU et al., 2013) porém esse método pode apresentar um valor superestimado do
teor de lignina devido a presenca de polissacarideos e proteinas ndo extraidos (HATFIELD
e FUKUSHIMA, 2005). Isso poderia explicar o elevado teor de lignina de Klason para a
endotesta (Tabela 1).

Tabela 1. Teores de holocelulose e lignina de Klason para as camadas do tegumento de
Araucaria angustifolia
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Camadas Holocelulose (%) Lignina de Klason (%)
Exotesta 56,20 31,89
Mesotesta 52,66 29,90
Endotesta 33,89 38,58

3.2 Microespectroscopia no Infravermelho (FTIR)

O espectro no infravermelho das superficies externa e interna da camada externa (Figura
2A), intermediaria (Figura 2B) e interna do tegumento (Figura 2C) mostra-se extremamente
complexo, tendo em vista as absor¢des conjunta da celulose, hemicelulose e lignina.

Nos espectros no infravermelho de cada camada é possivel observar os seguintes picos:
em ~1600 cm? referente a vibracdo do anel aromaético, porém este sofre influéncia do
estiramento de grupo carbonila (C=0). O pico em ~1500 cm?, também é atribuido a
vibracdo do anel aromético, é considerado uma banda pura e é utilizado como padrao
interno em espectros de lignina por ndo apresentar perturbacdes na sua intensidade (LIN e
DANCE, 1992). O pico em ~1260 cm™ se refere a vibracdo do anel aromatico guaiacilico
(lignina tipo G). O pico em ~1050 cm™ é atribuida a deformacgéo C-H aromatico no plano em
gue as unidades guaiacilicas (G) ocorrem em maior porpor¢ao que as siringilicas (S). E, o
pico em ~830 cm™ é referente a deformacé&o de C-H fora do plano do C-H nas posicdes 2, 5
e 6 de unidades guaiacilicas.

Em todas as superficies das trés camadas do tegumento da semente foram observados
sinais caracteristicos da presenca de celulose, hemicelulose e lignina (KUBO e KADLA,
2005; SILLS e GOSSETT, 2011; XU et al.,, 2013). Por meio de uma comparagao
semiquantitativa das intensidades das bandas € possivel classificar as ligninas (LIN e
DENCE, 1992). Assim, foi possivel verificar a presenca de unidades guaiacila
caracterizando essa lignina como guaiacilica (G) tipicamente encontrada em espécies de
coniferas (VANHOLME et al., 2010).
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Figura 2. Espectros FT-IR das superficies externa e interna de cada camada do tegumento

da semente de Araucaria angustifolia. A. Camada Externa (exotesta). B. Camada

intermediaria (mesotesta). C. Camada interna (endotesta).

3.3 Microscopia Epifluorescente

O teste de fluorescéncia indicou a presenca de lignina em todas as camadas do
tegumento corroborando com os resultados encontrados anteriormente.

A exotesta é formada por células isodiamétricas de paredes espessas, revestida por uma
cuticula. Observa-se a autofluorescéncia da lignina na exotesta, tanto na secao transversal
quanto na secao longitudinal, sendo sua presenca, na parede celular, mais acentuada na
regido da lamela média e proxima ao limen das células (Figura 3A-3B). A mesotesta, em
sec¢do transversal, apresenta trés tecidos distintos. A autofluorescéncia da lignina na parede
celular € mais marcante no primeiro tecido quando comparado aos demais tecidos da
mesotesta (Figura 3C-3D). E, a endotesta, em secdo transversal, € formada por dois
tecidos. A autofluorescéncia da lignina ndo apresentou diferenca entre os dois tecidos
(Figura 3E-3F).
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A estrutura anatdmica do tegumento da semente de Auraucaria angustifolia apresenta
algumas similaridades com o tegumento de Araucaria mirabilis, espécie de conifera extinta
da Patagbnia (STOCKEY, 1975).

Figura 3. Fotomiografias das trés camadas do tegumento da semente de Araucaria
angustifolia evidenciando a autofluorescéncia da lignina. A. Camada externa transversal. B.
Camada externa longitudinal. C. Camada intermediaria transversal. D. Camada
intermediaria longitudinal. E. Camada interna transversal. F. Camada interna longitudinal.

4. CONCLUSAO
A exotesta foi a camada que apresentou o0 maior teor de holocelulose e de lignina de Klason.

A concentracdo da lignina, na exotesta e mesotesta, € maior na lamela média.
A lignina encontrada nas trés camadas foi identificada como sendo do tipo G.
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