UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE FLORESTAS
CURSO DE GRADUACAO EM ENGENHARIA FLORESTAL

DANIELLE AFFONSO SAMPAIO

Composicao quimica estrutural do tegumento da semente de Araucaria angustifolia
(Bert.) O. Ktze. com énfase na lignificacao

Prof. Dr. Heber dos Santos Abreu
Orientador

SEROPEDICA, RJ
Fevereiro — 2014



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE FLORESTAS
CURSO DE GRADUACAO EM ENGENHARIA FLORESTAL

DANIELLE AFFONSO SAMPAIO

Composicao quimica estrutural do tegumento da semente de Araucaria angustifolia
(Bert.) O. Ktze. com énfase na lignificacéo

Monografia apresentada ao Curso de
Engenharia Florestal, como requisito parcial
para obtencdo do Titulo de Engenheiro

Florestal, Instituto de Florestas da
Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.

Prof. Dr. Heber dos Santos Abreu
Orientador

SEROPEDICA, RJ
Fevereiro — 2014



Composicdo quimica estrutural do tegumento da semente de Araucaria angustifolia
(Bert.) O. Ktze. com énfase na lignificacéo
DANIELLE AFFONSO SAMPAIO

Comissdo Examinadora:

Monografia aprovada em 7 de Fevereiro de 2014,

Prof. Dr. Heber dos Santos Abreu
UFRRJ/ IF / Departamento de Produtos Florestais
Orientador

Prof. Dr. Tiago Boer Breier
UFRRJ / IF/ Departamento de Silvicultura

Membro

Prof’. M.Sc. Natalia Dias de Souza
UFRRJ/ IF / Departamento de Produtos Florestais

Membro



DEDICATORIA

A Deus.
Aos Meus Irmaos

Aos Meus Pais
A Matheus Tiné Palheta de Oliveira



“As Arvores sdo Poemas que a Terra escreve para o Céu".

Kahlil Gibran




AGRADECIMENTOS

A Deus, por me presentear com a VIDA, por guiar todos os meus caminhos, por me fazer
vencer com sabedoria mais essa etapa da vida.

Aos meus Pais, por me ensinarem o valor da Educacao.
Aos meus Irmaos, por todos os conselhos, por todos os cuidados.

A Matheus Tiné Palheta de Oliveira, companheiro de todas as horas, pelos conselhos, carinho
e incentivo. Obrigada por estar na minha vida!

A Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, pelo privilégio que me concedeu em poder
nela VIVER!

Ao Prof. Dr. Heber dos Santos Abreu, por ter acreditado e confiado em mim para a esta
pesquisa, pela sua ajuda e experiéncia, contribuindo em todos os aspectos para a realizacéo
deste trabalho.

Aos Professores deste Instituto, por todos os ensinamentos.

A Minha Familia Ruralina, Taiana Menezes Scheiner, Leticia Maria Souto, Sharitta Alves,
Raquel de Oliveira, Rafael Ammon, Micael Booth, Denise de Souza, Bruna Barboza, pela
amizade, pelo companheirismo, por toda nossa vivéncia ao longo da graduacao.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ), pela concesséao
da bolsa de iniciacdo cientifica, CAPES e FAPERJ pela infraestrutura de equipamentos do
laboratorio.

Ao Prof. Roberto Carlos Costa Lelis, pela cessdo do Laboratério de Tecnologia da Madeira do
Instituto de Florestas / UFRRJ.

Ao Viveiro Florestal Luiz Fernando Oliveira Capelldao da UFRRJ, em especial ao Sebastido
Corréa da Costa, pelo fornecimento das sementes de Araucaria angustifolia utilizadas neste
estudo.

Aos amigos, Monique Gurgel, Leonardo Sanchez, Clessio Gomes, pela amizade e pela valiosa
colaboracéo para o desenvolvimento deste trabalho.

Aos meus colegas de laboratdrio, Thuanny Menezes, Bruno Couto, Gisely Oliveira, Luizmar
de Assis, Vinicius Cadete, Carlos Henrique, Michel Cardoso, pela nossa boa convivéncia

Aos companheiros, José Carlos Ferreira Batista e Leonardo Davi, pela ajuda imprescindivel
para a realizacdo deste trabalho.

A empresa Rizoma engenharia & paisagismo, pela oportunidade do estdgio e pelos
ensinamentos técnicos e pessoais.

A todos aqueles que de alguma forma participaram desta importante etapa.



RESUMO

A presente monografia teve como objetivo caracterizar a composi¢do quimica estrutural e
descrever anatomicamente o tegumento da semente de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze.
enfatizando a lignificacdo. Para tanto, o tegumento da semente foi moido, homogeneizado e
submetido a um ciclo de extracdo com os solventes ciclohexano, acetato de etila e metanol de
forma a preparar o material para a anélise quimica estrutural, visando a determinacdo dos
teores de celulose, hemicelulose, da lignina de Klason e lignina dioxano. A lignina dioxano
obtida foi reduzida quimicamente, devido a presenca de terminais aldeidicos na lignina. Essa
transformacdo ocorreu com a reducdo do grupo aldeido a alcool utilizando NaBH,4 Foram
registrados espectros no infravermelho das amostras lignocelulésica, da lignina dioxano e da
lignina dioxano reduzida. Os espectros no infravermelho foram registrados em pastilhas de
KBr confeccionadas com 1 mg de amostra e 100mg de KBr. Foram realizadas analises
microscopicas das camadas da exotesta e mesotesta do tegumento da semente ao natural, por
teste histoquimico (teste de Wiesner) e analise com fluorescéncia. Neste contexto, a
quantificacdo dos elementos estruturais da parede celular foi de 32.43% de lignina, 35.16% de
celulose e 14,83% de hemicelulose. A analise no infravermelho mostrou que a reacdo de
reducdo de terminais aldeidicos da lignina de dioxano por NaBH,4 ocorreu com sucesso, Visto
que o sinal no espectro no infravermelho correspondente ao estiramento de RHC=0 em 1620-
1653cm™ diminui de intensidade apds reacdo. Os espectros também mostraram que a lignina
da casca da semente € extremamente rica em unidade guaiacila, revelando uma estrutura
molecular rica em ligacdes condensadas. Nas analises microscépicas foram observados na
exotesta a presenca de esclereideos altamente lignificados e na mesotesta a presenca de canais
resiniferos assim como a ocorréncia dispersa de macroesclereideos. Ficou evidente que a
presenca de terminais aldeidicos deve-se a baixa atividade da CAD na formacéo da lignina,
acumulando uma significativa quantidade de coniferaldeido a qual se define como lignina
hidrofobica e de maior mobilidade na parede celular.

Palavras-chave: Araucéria, lignina, semente.
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ABSTRACT

This work aimed to characterize the chemical structural composition and to describe the
anatomy of the seed tegument of Araucaria angustifolia with emphasis in the lignification.
For this, the tegument of the seed was milled and then submitted to the extraction cicle with
cyclohexane, ethyl acetate and methanol solvents to prepare the material for chemical analysis
in order to determine cellulose, hemicellulose, Klason and dioxane lignins. The dioxane lignin
was chemically reduced due aldehyde terminal presence. This transformation occurred with
the reduction of the aldehyde group to the alcohol using NaBH,. Infrared spectra from
tegument samples, dioxane and reduced dioxane lignins were recorded. The infrared spectra
were recorded in KBr pellets with 1 mg of sample and 100 mg of KBr. Microscopic analysis
of the tegument tissue from exotesta and mesotesta by histochemical test ( Wiesner ) and
fluorescence were carried out. In this context, the chemical quantification of cell wall was
32.43 %, 35.16 %, 14.83 %, to the lignin, cellulose and hemicellulose, respectively. Infrared
analysis showed that the reaction of aldehydes terminals of dioxane lignin was successful.
The signal in the infrared spectrum corresponding to the RHC=0 stretching (1620-1653 cm™)
decreased its intensity after reaction. The spectra also showed that the lignin from the seed
tegument is extremely rich in guaiacyl unit, with a molecular structure rich in condensed
bonds. Microscopy analysis revealed high lignified sclereids in exotesta and resiniferous
channels as well as the macrosclereids in the mesotesta. It was also evident that the presence
of aldehyde due low CAD activity during lignin formation, accumulating a significant amount
of coniferaldehyde which is defined as hydrophobic lignin and of higher mobility in the cell
wall.

Key-words: Araucaria, lignin, seed.
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1. INTRODUCAO

A Floresta Ombrofila Mista integra o dominio do bioma Mata Atlantica, acolhendo
uma grande variedade de espécies, algumas das quais endémicas. Esta circunscrita a uma
regido de clima pluvial subtropical em altitudes que vdo de 500 a 1200 m de altitude (Guerra
et al., 2002). Recobria originalmente cerca de 175.000 Km? na Regido Sul do Brasil (Figura
1). E caracterizada por dois estratos, sendo o superior dominado pela Araucaria angustifolia,
que chega a responder por mais de 40% dos individuos arbdreos existentes nesse ecossistema
(Medeiros et al., 2004). E, o inferior é dominado por uma variedade de espécies como canela
(Ocotea sp. Nectandra sp.) e imbuia (Ocotea porosa). No estrato arbustivo no sub-bosque
predominam a erva-mate (llex paraguariensis) e o xaxim (Dicksonia sellowiana).

N Flor. Ombedfila Densa

B Flor. Ombsofila Aberta
Flor. Ombwrafila Mista

Hl Flor. Estacional Decdual

W Flor. Estacional Semidecidual

W Formagdes  Pioneiras  (restinga

manguezal. campo salmo, vegetagio
com infludncia fuvial oy lacustre)

Campos de Alitude, encraves de cemado
zonas de tensdo ecoldgica, contatos.

RS, o

Figura 1. Mapa do Brasil contendo a area original do bioma Mata Atlantica com suas sub-formagdes
(INPE, 2006).

Para Veloso et al (1991) a Araucaria angustifolia é espécie caracteristica e exclusiva
da Floresta Ombrofila Mista, nas formacgdes Aluvial, Submontana, Montana e Alto-Montana.
Mas Carvalho (2003) afirma que a espécie é também encontrada nas areas de tensdo
ecoldgica, com a Floresta Estacional Semidecidual e com a Floresta Ombrofila Densa
(Floresta Atlantica). Ocupam, também, pequenas regides da Argentina e do Paraguai (Cozzo,



1980; Lopez et al., 1987).

Carvalho (1994) relatou que a Araucaria angustifolia ocupava uma superficie de cerca
de 200.000 Km?, ocorrendo desde o Parané (40% da superficie), Santa Catarina (31%) e Rio
Grande do Sul (25%) até em manchas esparsas no sul de Séo Paulo (3%), sul de Minas Gerais
e no estado do Rio de Janeiro (1%) em éareas de altitudes mais elevadas. Ruschi (1950)
constatou a presenca dessa espécie no Espirito Santo, crescendo em meio natural em uma area
da Serra do Caparad, em uma altitude acima de 1.700 metros. Atualmente, estima-se que 0s
remanescentes ocupem apenas entre 1% a 4% da area original (Lima & Capobianco 1997,
Guerra et al. 2002).

De acordo com Machado (1980) a Araucaria angustifolia € uma espécie que ocorre
em diferentes tipos de solos, mas de maneira geral os solos dominantes da regido de sua
ocorréncia natural sdo siltico-argilosos, podendo ainda ser encontrada em solos oriundos de
granitos, dioritos e arenitos.

Pertencente a familia Araucariaceae, a espécie é também conhecida como pinheiro-
brasileiro e pinheiro-do-parand (Lamprecht, 1986). Comercialmente é conhecida por parana
pine (Carvalho, 2003). E a (nica espécie do seu género com ocorréncia natural no Brasil e
esta na categoria de vulneravel na lista de espécies ameagadas da IUCN (Hilton-Taylor 2000).

A exploracdo do pinheiro-brasileiro teve seu marco inicial na eclosdo da Primeira
Guerra Mundial que, ao bloquear a comercializacdo de uma espécie de pinheiro da Letdnia,
suscitou a proliferacdo de serrarias nos estados do Sul do Brasil, instaladas para abastecer
alguns dos principais centros consumidores de madeira do mundo (Medeiros, 2004). O auge
dessa exploracdo ocorreu entre as décadas de 1950 e 1970, quando o metro cubico da
Araucaria angustifolia era o produto madeireiro mais importante do Brasil (Shimizu &
Oliveira, 1981; Seitz, 1986). Segundo Sousa (2000) essa exploracdo foi ostensiva e
desordenada e quase resultou na extincdo do pinheiro-brasileiro. Atualmente, € uma espécie
protegida por lei no estado do Parana, por meio da Portaria do Instituto Ambiental do Parana
(1AP) 191/2004, tendo seu corte permitido somente por autorizacdo previa do 6rgao ambiental
(IAP, 2004).

O pinheiro-brasileiro (Figura 2) € uma conifera secundaria longeva, mas de
temperamento pioneiro (Imaguire, 1979). Arvore perenifolia, de aspecto original e
contrastante com as demais arvores do Sul do Brasil (Carvalho, 2003).



Figura 2. Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze.

Ainda segundo Carvalho (2003), o pinheiro-brasileiro é uma espécie didica, raramente
monaicas por traumas ou doencas, apresentando suas estruturas reprodutoras organizadas em
estrébilos masculinos e femininos, estes ultimos sdo também chamados de pinhas (Figura 3).

Figura 3. Estrobilos feminino (A) e masculino (B) de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze.

A polinizacdo do pinheiro-brasileiro é principalmente anemocdrica (Carvalho, 2003).
O processo reprodutivo é longo (Shimoya, 1962), podendo ser de até quatro anos apds a
fecundacdo (Solérzano filho, 2001). As pinhas sdo encontradas nos galhos, entre 1 a 2 em
cada ramo (Mattos, 1972) e amadurecem de fevereiro a dezembro, conforme as variedades
(Carvalho, 2003). As sementes, que se desenvolvem a partir dos évulos nus, sdo encontradas
no Brasil de mar¢o a setembro. Sdo consideradas por Ramos e Carneiro (1988), como a
principal forma de propagacéo da espécie.

Embora as utilizagbes mais comuns da Araucaria angustifolia estivessem sempre



associadas a obtencdo de madeira para tabulados (Mainieri & Chimelo, 1989; Guerra et al.,
2002), para energia (Boiteux, 1947) e para o abastecimento da industria de papel e celulose,
suas sementes dao outra grande importéncia a espécie. Tema principal de alguns eventos
gastrondmicos no sul e sudeste do Brasil, os pinhdes, como também séo conhecidas as
sementes do pinheiro-brasileiro (Conforti e Lupano, 2007), tornam-se também fonte de renda
alternativa para muitas familias que vivem nas regiGes de ocorréncia (Ecoplan, 2000; Siega,
1998).

Rica em reservas energéticas (Carvalho, 2003), as sementes de Araucaria angustifolia
(Figura 4) sdo recalcitrantes, perdendo a viabilidade germinativa rapidamente apds a colheita
(Ferreira, 1977), o que dificulta sua conservacdo por longos periodos. Doni Filho et al.
(1985), relataram que a presenca do tegumento externo (bracteas) atrasa o processo de
germinacdo dos pinhdes, que pode estar associado a restricdo a entrada de agua (Borges et al.,
1987).

Figura 4. Sementes de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze.

Os pinhdes sdo carnosos, e, sdo uma fonte rica em amido (endoplasma), proteinas,
lipideos, acucares, fibras, magnésio e cobre (Cordenunsi et al., 2004).

Experimentos mostram que sua casca apresenta potenciais na producdo de carvdo
ativo e na remocdo de metais de aguas poluidas (Santos et al., 2011).

Cordenunsi et al (2004) afirmam que a coloracdo avermelhada da casca da semente
madura indica a presenca de substancias polifendlicas, que séo transferidas para o gametofito
quando do cozimento da semente para consumo.

Entretanto, existem polifendlicos insoldveis, como a lignina, que possuem
propriedades que garantem a estrutura celular da semente, a protecao fisica e quimica assim
como a conducdo de agua.

As ligninas diferem-se quanto a sua composi¢do. As tradicionais, que ocorrem em
madeira, apresentam composices apenas formadas pelas unidades fenilpropanoidicas tendo
as hidroxilas como um dos mais importantes grupos funcionais.

Descobertas recentes definiram outro tipo de lignina (C-lignina) que é rica em &cido
caféico. Essa lignina é depositada em alta concentracdo durante os estagios iniciais de
desenvolvimento da semente, e, foi encontrada em uma orquidea baunilha (Baunilha
planifolia), e em algumas Cactaceae. Segundo Chena (2012) algumas espécies de cactos



contém apenas C-lignina em sua semente, enquanto outros contém apenas a lignina classica
Guaiacilica / Siringilica. Em semente de soja, de variedade CD 215, o teor de lignina na
semente permitiu maior porcentagem de semente germinada, revelando a importancia da
lignina na fisiologia e na biologia da semente (Moreira et al., 2012).

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 condigdes de sobrevivéncia da espécie as quais estdo sendo submetidas. Novos
conhecimentos sobre a formacdo da lignina em termos de composicdo, estruturas e vias
metabdlicas parecem reacender novos caminhos para o entendimento completo da formacéo
da lignina.

Essa monografia da inicio a esse estudo e utiliza a casca da semente de Araucaria
angustifolia de forma a possibilitar melhores utilizagbes no contexto da fisiologia,
conservagao do solo e energia.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Género Araucaria

A familia Araucariaceae, pertence a ordem Coniferae. E 0 grupo de coniferas mais
primitivo ainda existente, tendo o inicio de seu desenvolvimento entre as eras paleozoica e
mesozdica (Dutra e Stranz, 2003). Sua distribui¢do ocorre principalmente no Hemisfério Sul,
sendo encontrada na Nova Caleddnia, na Nova Guine, na Australia, na Nova Zelandia e na
América do Sul (Setoguchi et al., 1998).

Pertencente a familia Araucariaceae, 0 género Araucaria, € composto por 19 espécies
(Carvalho, 2003), que pela proposta de Wilde e Eames (1952) sdo divididas em quatro sec¢des:
Araucaria (Columbea) (2spp.), Bunya (1spp.), Intermedia (1spp.) e Eutacta (15 spp.). Esta
Gltima secdo possui 13 especies endémicas da Nova Caleddnia. Em 1998, Setoguchiet al.
confirmaram a existéncia dessas quatro secOes atraves de analises moleculares. As secdes
caracterizam-se pelos diferentes padrées morfologicos e anatbmicos das folhas; orientacdo e
distribuicdo dos estdmatos; caracteristicas embriolégicas; numero de cotilédones e
germinacédo (Burrows, 1987).

As espeécies desse género evoluiram na Era Mesozoica, durante o periodo Jurassico-
cetraceo, ha cerca de 200 milhdes de anos (Golfari, 1971; Koch & Corréa, 2002). Segundo
Mattos (1994), este género basicamente, se caracteriza por arvores perenes, em sua maioria
didica, com distribuicdo regular dos ramos. Os individuos jovens possuem forma conica, com
ramos até o solo, enquanto os adultos possuem uma copa densa na parte superior da arvore.
As folhas possuem grande longevidade, as juvenis sdo aciculas finas e as folhas maduras
podem ser aciculas ou escamas. Os estrobilos masculinos tem disposicdo terminal, podendo
ser solitarios ou em grupos. Os estrébilos femininos sdo globosos deiscentes na maturidade.
Nas sementes, com excecdo da se¢do Eutacta que é lipidico, Tompsett (1984) afirma que o
principal material de reserva dos pinhdes é amilaceo.

Apesar do género Araucaria possuir 19 espécies, somente duas espécies desse género
ocorrem na América do Sul, Araucaria angustifolia e Araucaria araucana. A Araucaria
araucana (Molina) K. Koch tém sua ocorréncia localizada em zonas restritas de Chile e
Argentina. A Araucaria angustifolia possui uma disperséo restrita na Argentina, enquanto que



no Brasil sua area de dispersdo é maior (NTIMA, 1968), se constituindo no Unico
representante nativo do género.

2.2 Semente de Araucaria angustifolia

A semente tem origem no desenvolvimento do dvulo fecundado. Cada 6vulo esta
ligado a plancenta através de um curto corddo chamado funiculo. Dos tegumentos do 6vulo, o
mais externo (primina) origina a testa, que é a camada mais externa do tegumento da semente.
E, o tegumento mais interno, chamado secundina, origina o tégmen (Oliveira, 2011).

As sementes sdo, geralmente, constituidas por duas partes, o tegumento e a améndoa.
O tegumento compreende, frequentemente, de duas camadas histologicamente distintas, a
testa e o0 tégmen, que garantem uma melhor hermeticidade a semente. A améndoa, localizada
no interior do tegumento, contém o embrido e, muitas vezes, tecido de reserva (Esau, 1953).

Nas sementes gminospérmicas, o tecido de reserva (endosperma) tem geralmente
origem anterior a fecundacdo, como consequéncia as sementes tem o0 mesmo tamanho que 0s
Ovulos que as originaram. A estrutura dos tegumentos é complexa e variavél. A semente de
Araucaria angustifolia, como semente de conifera, apresenta dois tipos comum de células, as
células do parénquima que geralmente ndo séo especializadas e apresentam paredes finas, e,
as células de esclerénquima que sdo células de paredes espessas fornecendo suporte e
protecdo ao embrido (Kolotelo, 1997).

A semente de Araucaria angustifolia é também conhecida como pinh&o (Conforti e
Lupano, 2007). E uma semente carnosa, medindo entre 3 cm a 8 cm de comprimento, por 1
cma 2,5 cmde largura, o peso dessa semente tem grande variagdo conforme a idade da arvore
e a regido (Koscinski, 1934), porém apresenta peso médio de 8,7 g por unidade. Sdo sementes
obovadas-oblongas, com apice terminando com um espinho achatado e curvo para a base
(Carvalho, 2003).

As sementes do pinheiro-do-parana tém curta longevidade natural, com perda total de
viabilidade em até um ano apds a colheita por causa da desidratacdo (Carvalho e Nakagawa,
2000) o que faz com que seja necessario 0 armazenamento com alto grau de umidade (Neves,
1994). As sementes sdo muito sensiveis a reducdo do teor de agua (Eira et al., 1994),
caracteristica de sementes recalcitrantes, fator este que contribui para a vulnerabilidade dessa
espécie. A recalcitrancia é descrita por Roberts (1973) como sementes que possuem alto grau
de umidade logo apds a maturacdo e que perdem a viabilidade ao serem desidratadas.
Tompsett (1984) afirma que as sementes de araucaria ndo podem ser secas abaixo de 37%
sem sofrer danos e abaixo de 25% conduz a perda total de sua viabilidade.

A dispersdo do pinhdo ocorre geralmente por autocoria, principalmente barocdrica,
entretanto, pode ocorrer de forma zoocorica, feita por aves e roedores. A cutia (Dasyprocta
azarae), grande apreciadora do pinhdo, pelo habito que possui de enterrar as sementes para
comé-las depois, Carvalho (1950) sugere que por este comportamento, a cutia seja uma das
mais importantes disseminadoras das sementes do pinheiro-do-parana. Para Sol6rzano-Filho
&Kraus( 1999), o papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinaceae) € uma ave que atua como
dispersora das sementes de araucaria. Em Minas Gerais, na Serra da Mantiqueira, dos
diversos dispersores do pinhdo, Bustamante (1948) cita o tucano (Ramphastos toco), o aiuru
(Amazona farinosa) e o macaco-prego (Cebus apella).

Lorenzi (1992) afirma que os pinhdes sdo consumidos por animais domeésticos,
avifauna, roedores e primatas. Para Monteiro & Speltz (1980), o ser humano, que utiliza o
pinhdo na sua alimentacdo, pode atuar como agente dispersor.



Os humanos consomem pinhdes desde 6.000 anos atras. Foi durante um longo periodo
um importante alimento para alguns grupos indigenas e para os primeiros agricultores
(Ragonese e Crovetto, 1947; Hueck, 1972), e, atualmente, é ainda muito utilizado por
populacdes locais. Os pinhGes podem ser consumidos crus, cozidos em agua ou leite e até
mesmo assados (David & Silochi, 2010). Com relacdo ao seu valor nutricional destacam-se os
teores de fibra dietética e vitamina C, Taco 2 (2006) presume que substancias antioxidantes
também estejam presentes no pinhéo.

As sementes do pinheiro-do-parana contribuem ativamente para a economia brasileira,
dados do IBGE (2011) registram que em 2009 5.066 toneladas foram comercializadas no
Brasil, sendo destas 4.761 no Sul e apenas 304 toneladas no Sudeste. Informac6es importantes
visto que o pinhdo é uma fonte de renda para agricultura familiar e para os povos indigenas
que habitam as regides produtoras. Tornou-se, portanto, mais uma opg¢éo para 0s agricultores
obterem renda extra todos 0s anos, mesmo restrito somente a época de sua maturagdo, visto
que o corte da Araucéria € limitada pela legislacdo (Bittencourt et al., 2004; Siega, 1998).

2.3 Lignina

Lignina é 0 nome genérico para uma classe de substancia que tem uma composicao
bésica fenilpropanoidica (Cs C3) biossintetizadas na parede celular a na lamela média da
maioria das fanerogamas (Pereira, 2012).

A lignina possui trés precursores finais: alcool cumarilico, alcool coniferilico e alcool
sinapilico (Figura 5). Sasaki et al (2008) definem a lignina como sendo um polimero de
unidades fenilpropanoidicas com uma variedade de ligacdes e acoplamentos, que resulta em
uma estrutura complexa.
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Figura 5. Os trés percursores finais da lignina com os possiveis sitios ativos (*) (Pereira, 2012).

Essas macromoléculas apresentam funcdes fisiologicas e estruturais que contribuem
para facilitar o fluxo de agua e aumentar a estabilidade e rigidez da parede celular (Pereira,
2012).

Por ter acdo cimentadora (Monteiro, 2002), confere a célula maior resisténcia ao



ataque de fungos e compde toda a rede de vasos condutores do vegetal, contribuindo para a
estrutura da parede celular, além de agir como agente protetor a fatores bidticos e abioticos.
Respondem a quase todo o funcionamento fisiologico das plantas superiores assim como a
muitos estimulos causados nas plantas, como lesdo biolégica ou fisica.

A origem das plantas superiores iniciou-se a partir das algas verdes (Weng &
Chapplle, 2010), porém recentemente houve a descoberta de lignina em algas vermelhas
(Calliarthron intergeniculum), o que retoma as discussdes (Martone et al., 2009).

A lignina tem sua origem relacionada a mudancga do habitat das plantas aquéticas para
0 ecossistema terrestre, hi a aproximadamente 400 Milhdes de anos (Weng & Chapplle,
2010). Essa hipdtese tem sido apoiada pelo desempenho vegetal com base na condicdo da
vida adaptativa no ecossistema terrestre, visto que existam do mais simples ao mais
complexos dos polimeros.

Para Sakarnen & Ludwing (1971) a lignina ndo s6 contribuiu para a adaptacdo das
plantas a vida terrestre durante o processo evolutivo, como tornou a parede celular
impermeavel e possibilitou o transporte de agua e de solucgdes pelo sistema vascular.

A estrutura da lignina ainda nédo foi definitivamente estabelecida, apesar do uso de
ferramentas de alta tecnologia. Alguns estudos mostram que as estruturas possuem diferentes
perfis. A figura 6 contempla uma representacdo mais recente da estrutura da lignina.
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Figura 6. Representacéo da lignina estabelecida por andlise de Vanholve (2010).

Segundo Barcel6 (2004), izoenzimas basicas, como a peroxidase, presentes em plantas
mais primitivas sdo consideradas um portdo da evolucéo, visto que em angiospermas, podem
oxidar o alcool sinapilico a lignina. Em ginmospermas, com a falta do alcool sinapilico ndo ha
formacdo de lignina siringilica. Esta modulacdo de lignina foi de maneira adaptativa e é
baseada na flexibilidade enzimatica.

As ligninas tem em comum a flexibilidade enzimatica (Tabela 1), que ocorre em fibras
de madeira, em sementes e outros orgdos das plantas tanto de gimnospermas como de
angiospermas. Suas enzimas sdo capazes de metilar monolignois pelas formas do &cido 5-
hidroxiferulico e de seus correspondentes aldeidicos, alcoois e ésteres (Weng & Chapplle,
2010).



Tabela 1: Evolugdo enzimatica desde o metabolismo primério ao metabolismo secundario.

FAMILIA DE
ENZIMAS DO
METABOLISMO
PRIMARIO

ENZIMAS
ANCESTRAIS

NUCLEO
ENZIMATICO DA
ROTA BIOSSINTE

DE MONOLIGNOIS

ATIVIDADE~ENZIMATICO NA
FORMAGCAO DA LIGNINA

Liase-classe I-como

CitocromoP450
monooxigenase

Acil-CoAsintetase

BAHD aciltransferase

CitocromoP450
monooxigenase

SAM-
metiltranferasedependent

Desidrogenase

Alcool
desidrogenase

Histidina amonia-liase

Esterol 14-demetilase

Acil-CoAsintetase
(longas cadeias alifaticas)

Carnitrina acetil

transferase

Esterol 14-demetilse

Catecol-0-
metiltransferase

3-B-hidroxiesteroid
desidrogenase

Desidrogenase

FAL (Fenilalanina
monialiase)

C4H(Cinamato-4-
idroxilase)

4CL  (Hidroxicinamoil:
CoAligase)

HCT
C3H (4-
Hidroxicinamato-3-
hidroxilase)
CCoAOMT  (Cafeoil-

CoA O-metiltransferase

CCR (Hidroxicinamoil:
CoAredutase)

CAD
(Cinamildesidrogenase)

Enzima que converte fenilalanina em
acido trans-cindmico

Catalisa as duas hdroxilagGes
fendlicas do acido cinamico

Catalisa a formacdo de ésteres de
CoA dos &cidos: p-cimarico, cafeico,
ferdlico, 5-hidroxiferulico e sinapico.

Catalisa a formacdo de éster p-
cumarato usando chiquimato ou
quinato como um aceptor acilico
Hidroxilacdo do &cido p-cumarico.

Enzima bifuncional metilando o
acido cafeico e o é&cido 5-
hidroxiferdlico, ou os tios ésteres
correspondentes.

Catalisa a conversdo de ésteres de
cinnamoil-CoA para cinamaldeido,
sendo a primeira da parte especifica
da biossintese da lignina.

Catalisa o dltimo passo da
biossintese do monolignol, isto é, a
reducdo de aldeido ao Alcool
correspondente.

Fonte: Weng and Chapplle (2010).

Durante a formacdo dos monoligndis sdo envolvidas enzimas que alteram o nucleo

aromatico e a cadeia

lateral

propanoidica.

Plantas deficientes na enzima CAD

(Hidroxicinamoil alcohol desidrogenase) possuem ligninas restritas a hidratacdo (sdo mais
hidrofobicas) e menor degradabilidade, em decorréncia da acumulagdo em sua estrutura de
cinamaldeido e/ou coniferaldeido. Portanto, a deficiéncia de CAD pode trazer profunda
alteracdo na parede celular (Grabber, 2005). A figura 7 mostra a seqliencia biossinténtica da
lignina com distincdo dos passos enzimaticos, observando que a sua formagdo ocorre em
compartimentos celulares distintos. Essa etapa (enzimatica) ocorre apenas no citoplasma. A
fase enzimatica deficiente da CAD esta demarcada pelo retangulo.
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Figura 7. Rota biossintética da formagéo dos monolignois da lignina (Boerjan et al., 2003).

As ligninas do tipo H, G, S, HG, GS, HGS, HO-5, C, CaLp € Cac, sdo ligninas que
ocorrem naturalmente em grupos boténicos distintos (raizes, caules, sementes) e em
transgénicos. A lignina do tipo Ca.p tem sido considerada a de mais baixa massa molecular,
mais hidrofébica e de maior mobilidade na parede celular (Ralph, 2001).

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Neste contexto a presente pesquisa teve como objetivo caracterizar a
composicdo quimica estrutural e descrever anatomicamente o tegumento da semente de
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Araucaria angustifolia com énfase na lignificagdo. Visando a sua importancia na utilizagdes
tecnoldgicas e silviculturais, podendo subsidiar pesquisas mais avancadas na area de
utilizacdo dos recursos florestais ndo madeireiros.

3.2 Objetivos Especificos

e Quantificar a composicao quimica dos elementos estruturais tegumento da semente;

e Identificar por métodos fisicos e quimicos as caracteristicas funcionais da lignina
dioxano;

e Registrar por infravermelho espectros do material lignocelulésico;

e Descrever anatomicamente a estrutura da exotesta e da mesotesta do tegumento da
semente através da fluorescéncia e teste histoquimico.

4. MATERIAL E METODOS

As sementes de Araucaria angustifolia estudadas foram gentilmente doadas pelo
Departamento de Silvicultura da UFRRJ através do Viveiro Florestal Luiz Fernando Oliveira
Capelléo.

4.1 Preparo do material para a caracterizagdo da composi¢ao quimica estrutural

Dessas sementes, uma certa quantidade foi descascada, e apenas a camada externa do
pinhdo (tegumento) sem o endosperma (Figura 8) foi utilizada para analise quimica estrutural.
Esse material foi moido em um moinho de facas do tipo Willey. Posteriormente, as amostras
moidas foram homogeneizadas para que fossem submetidas a extracao.

Endotesta

Figura 8. Camadas exotesta, mesotesta e endotesta do tegumento da semente de Araucaria angustifolia.

O ciclo de extracdo ocorreu com o0s solventes ciclohexano, acetato de etila e metanol
em um extrator do tipo soxhlet (Figura 9), por um periodo de 24 horas sem interrupcao para
cada extracdo (Abreu et al., 2006). Apos a extracdo o material foi lavado em bomba de vacuo
e seco em estufa de + 60°C. A partir das amostras das cascas das sementes de Araucaria
angustifolia livre de extrativos, foram entdo realizadas a composicdo quimica estrutural e
analises quimicas (determinacdo da lignina dioxano; reducdo de terminais aldeidicos com
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BNaH, e espectroscopia no infravermelho).

Figura 9. Extrator do tipo Soxhlet

Para a determinacdo do teor da lignina de Klason, foram realizadas trés repeticoes,
onde para cada repeticdo foram utilizados aproximadamente 300 mg da amostra seca e livre
de extrativos e tratada com é&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°C e
30°C em banho-maria. Em seguida, o material foi diluido em baldes volumétricos com adigédo
de 84 ml de agua destilada e, submetidos em 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 em seguida foi feita uma nova pesagem
(Effland, 1977).

A determinacdo da celulose se faz a partir da holocelulose, portanto primeiramente
determinou-se a holocelulose. Para tanto, foram utilizados 1,259 da amostra livre de
extrativos da casca da semente de Araucaria angustifolia homogeneizados e colocados dentro
de um Erlenmeyer onde foram adicionados os reagentes, acido acético e clorito de sédio
(80%). Em seguida, a amostra foi levada ao banho-maria a 70°C, por um periodo de 6 horas.
A cada 60 minutos foram sendo adicionados os reagentes dentro do Erlenmeyer contendo a
amostra, até que as fibras mostraram-se completamente dissociada da lignina (Abreu et al.,
2006). A amostra reacional foi entdo levada para a capela onde permaneceu por 24 horas em
repouso. Apos esse periodo a amostra foi lavada em um funil de porcelana sob vacuo com
agua destilada até que a cor e o odor do cloro desapareceram. A amostra foi entdo seca em
estufa de + 60°C durante 24 horas, e novamente pesada.

A amostra para a obtencdo da Celulose, preparada a partir da holocelulose, foi pesada
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e levada para dentro de um Becker. O Becker contendo a amostra foi levado ao banho-maria a
20°C. A amostra foi tratada com uma solucdo de hidroxido de sodio a 17,5% e agua destilada.
Apobs um periodo de 45 minutos, o becker foi retirado do banho-maria e a amostra lavada sob
vacuo com hidréxido de sodio a 8,3%, assim como &cido acético a 10% (Abreu et al.,
2006).Posteriormente, a amostra foi lavada e filtrada sob vdcuo com &gua destilada até retirar

todo o residuo. A amostra foi levada para secar em estufa a + 105°C, onde ficou por 24 horas.
Em seguida, a amostra foi novamente pesada.

4.2 Preparo do Material para as Anélises Quimicas

Para a obtencéo da lignina dioxano foram utilizados, aproximadamente, 5g da amostra
seca e livre de extrativos. A amostra foi colocada em um baldo volumétrico de duas saidas,
onde adicionou-se uma solucdo de dioxano e agua (9:1) juntamente com HCI. A mistura
reacional obtida foi mantida em uma chapa de aquecimento em atmosfera de nitrogénio
durante um periodo de 24 horas (Figura 10). A mistura reacional foi entdo filtrada e lavada
sob vacuo com a mesma solucdo, onde se obteve o extrato. O extrato foi concentrado em um

evaporador rotatorio até o aparecimento de um material viscoso. Este material foi precipitado

em um grande volume de agua destilada sob agitacdo constante. O precipitado foi separado

por meio da centrifugacdo, em seguida lavado sob vacuo com &gua destilada e seco em um
dessecador com anidrido fosforico sob vacuo (Abreu et al., 2006).

=
=
%.,
-2
&
©
1
[
&
]

Figura 10. Aparelho para preparacao da lignina dioxano.
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Foi realizada a reacdo de reducdo de grupos aldeidicos da lignina dioxano por NaBHs.
Para essa reacgdo foram dissolvidas 70 mg de lignina de dioxano em uma solugéo de etanol e
NaOH 0,1N em atmosfera de nitrogénio. Em seguida, adicionou-se 20mg de NaBH4 e 2mL
de agua destilada. Apds 2 dias, a solucdo foi acidificada e, o produto da reacdo foi precipitado
em agua destilada, centrifugado, recentrifugado e seco a frio (Abreu et al., 2006).

4.3 Espectroscopia no infravermelho

Para espectroscopia no infravermelho, foram utilizadas amostras secas do material
lignocelul6sico pré-extraido, da lignina de dioxano e da lignina de dioxano reduzida. Os
espectros registrados foram das amostras secas em condi¢cdo de pastilha de KBr (100 mg) e a
amostra (1-2mg do material) em um espectrometro (VARIAN 640-IR FT-IR spectrometer)
(Figura 11). Os espectros foram registrados no modo experimental de transmiténcia utilizando
4 cm-1 de resolucdo, 128 varreduras, amplitude espectral entre 4000-400cm-1 (Abreu et al.,
2006).

Figura 11. Espectrémetro no infravermelho VARIAN 640-IR

4.4 Preparo do Material para as Anélises Anatémicas

e Preparo do material para as analises histologicas

Outra certa quantidade de sementes de Araucaria angustifolia foi separada e colocada
em um Becker contendo agua destilada a +100° C. As sementes foram cozidas por 5 minutos,
de modo a facilitar o corte da casca da semente para as analises histoldgicas. Foram realizados
cortes anatdmicos transversais do tegumento (Exotesta e Mesotesta) da semente da Araucaria
angustifolia, com o auxilio de um bisturi. E, posteriormente, feita as analises por microscopia
de campo claro e microscopia epifluorescente.

As analises por microscopia de campo claro foram realizadas com cortes transversais
da exotesta e mesotesta da semente de Araucaria angustifolia ao natural. Além das analises
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anatémicas, foi realizado o teste histoquimico de Wiesner (Lin & Dence, 1992), para a
localizag&o do tecido lignificado.

Para o teste com fluorescéncia, os cortes transversais do tegumento da semente ao
natural e corados pelo teste de Wiesner, da exotesta e mesotesta, foram observados em
microscopio epifluorescente utilizando cubo de excitagdo azul em 450-480nm e filtro FITC
(U-MWB?2) (Figura 12), sendo observado a autofluorescéncia (Barros & Miguens, 1998).
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Figura 12. Microscopio 6ptico Olympus, acoplado a um sistema de analise de imagem digital (Imaging
Software cellf) utilizado para a microscopia de campo claro e epifluorescente.

e Preparo do material para a dissociacdo de fibras

Outra certa quantidade de sementes foi descascada para que, novamente, pudesse se
trabalhar apenas com a camada externa da semente (exotesta e mesotesta). Os tegumentos
foram colocados em um pequeno frasco de vidro, onde posteriormente, foi adicionada uma
solucdo de &cido acetico glacial e peroxido de hidrogénio (130 vol.) na proporgdo (1:1)
(Franklin, 1945). O frasco foi novamente tampado e vedado com lacre de aluminio, para
evitar a evaporacdo da solugdo. ApoOs a vedacdo, foi levado para a estufa a 60°C onde
permaneceu por 24 horas, para completa dissocia¢do dos elementos celulares. Concluido esse
tempo, o frasco foi retirado da estufa e a solucdo existente eliminada. O material
deslignificado foi lavado em &gua corrente até retirar completamente a solucdo. Em seguida, o
material foi corado com safranina alcoolica a 1% e observado em microscopio dptico.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo quimica estrutural do tegumento da semente de Araucaria
angustifolia
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O teor de lignina encontrado no tegumento da semente de Araucaria angustifolia
(tabela 1), se comparado com os teores descritos para sementes de outras espécies florestais
de ocorréncia também do bioma Mata Atlantica (Costa et al., 2011) é superior, corroborando
a indicacdo do tegumento dessa semente para a producdo de carvao ativo (Santos et al., 2011).

Tabela 2: Composi¢do quimica do tegumento da semente de Araucauria angustifolia e de outras sementes
florestais.

ESPECIES LIGNINA CELULOSE HEMICELULOSE
% % %

Araucaria angustifolia 32,4 35,16 14,83

Anadenanthera macrocarpa 18,9 - -

Cassia grandis 10 - -

Enterolobium contortisiliquum 8,1 - -

Adaptada por fonte: Costa et al (2011).

Esse alto teor de lignina obtido pode ser comparavel aos encontrados em bagaco de
cana, madeiras, etc. Visto que a propria madeira de Araucaria angustifolia, possui teor de
lignina préximo de 28% (Mattos, 2006).

5.2 Analise Espectroscopica no Infravermelho do tegumento da semente de Araucaria
angustifolia

O espectro no infravermelho do material lignocelululésico pré-extraido (Figura 13)
mostra-se extremamente complexo, tendo em vista as absor¢Ges conjunta da celulose,
hemicelulose e lignina. O espectro revelou a existéncia de uma lignina tipica de conifera,
visto que aparece apenas o sinal em 1269 cm™ (Vibracdo do anel guaiacilico com
contribuicdo do estiramento de C=0) (Lin & Dance, 1992), com auséncia de sinal referente a
lignina do tipo Siringila. Os sinais 1600, 1514, e 1263 cm™ foram também atribuidos a
lignina. Foi observado sinais de grupo éster em 1739 cm™, que pode ser da hemicelulose e/ou
da lignina.
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Figura 13. Espectro no infravermelho do material lignoceluldsico pré-extraido.

Pelo espectro no infravermelho da lignina dioxano (Figura 14) foi possivel confirmar
as absorcdes da lignina, visto que se manteve a absor¢do em 1700-1720 cm™ (vC=0), que
corresponde a éster conjugado, mostrando que esse grupo funcional pertence ndo somente a
hemicelulose como a lignina também. A presenca de grupo éster pode contribuir para
aumentar a hidrofobicidade da lignina.
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Figura 14. Espectro no infravermelho da lignina dioxano.
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O espectro no infravermelho da lignina dioxano caracteriza por uma absor¢do muito
forte na regido de estiramento de carbonila aldeidica conjugada (1622 cm™). Esses grupos
funcionais aldeidicos contribuem para rédpida desidratacdo da semente e para sua baixa
degradabilidade, tendo em vista a hidrofobicidade da lignina aldeidica, que possui grande
influéncia na germinacdo da mesma. Foi possivel a identificagdo da lignina Guaiacilica pelo
sinal 1269 cm™ de estrutura condensada (Figura 15) visto o sinal absorvido em 1221 cm™.

CHO
HOH,C CHO CHO
(®)
v . NN

\| OCHy,

N

\|/\OCH3 H,CO OCH,

OH OH OH
Estrutura ndo condensada Estrutura condensada

Figura 15. Modelos de estrutura de ligninas.

Em uma comparacdo da lignina de dioxano e da lignina de dioxano reduzida através
do espectro no infravermelho (Figura 16) foi possivel confirmar a presenca de aldeido
conjugado pela diminuicio do sinal 1622 cm™. A porcdo da 4rea eliminada no sinal em 1662
cm™ esta destacada pelas linhas diagonais em vermelho.
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Figura 16. Espectro no infravermelho da lignina de dioxano (A) e da lignina de dioxano reduzida (B).

A absorcdo diminuida em intensidade, mostra que a reacdo de reducdo de terminais
aldeidicos por NaBH, (Figura 17) foi realizada com sucesso, caracterizando a existéncia de
grupamento aldeidico conjugado. A absorcdo em 1263 cm™ e 1222 cm™ no espectro da

lignina reduzida confirma a existéncia de lignina do tipo guaiacilica de estrutura condensada,
comumente encontrada em Gimnospermas.

CHO CH,OH

NaBH,

HO HO

Figura 17. Reducéo do coniferaldeido por NaBH, a alcool coniferilico.

As atribuicGes para os espectros no infravermelho dos sinais obtidos de todas as
amostras realizadas estdo conforme a tabela 3.
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Tabela 3. AtribuigBes dos sinais das ligninas no infravermelho.

cm’ Atribuictes Material Lignina Lignina
Lignocelulésico  dioxano dioxano
(casca) reduzida
(cm™) (cm™) (cm™)
3568 Estiramento de O-H - - -
2938 Estiramento de C-H de grupos metilicos e - - -
metilénicos
1700-1696 Estiramento de C=0 de &cido ou éster 1700-1939 1704 1719
conjugado ou cetona conjugada
1651-1648  Estiramento de C=0 em cetonas ou aldeidos 1631-1553 1522-1660 1606-1660
conjugados Alta Baixa
intensidade intensidade
1600 Vibragdo do esqueleto aromatico com - 1622 1606

estiramento de C=0, S > G,
G condensado > Eterificado.

1511-1506 Vibracdo do anel aromatico 1515 1513 1510
1473-1469 Deformacéo assimétrica de -CHz e CH, 1463 1460
1393 Estiramento de CH e CHj alifatico exceto - - 1422
OCH;
1282 Vibracdo do anel guaiacilico com 1263 1269 1263
contribuicdo do estiramento de C=0
1221-1230 Estiramento de C-C + C-O + C=0, G>S; - 1221 1222
G condensado> G eterificado
817-832 Deformacéo fora do plano de C-H nas - 813 804

posicdes 2, 5 e 6 de unidade G

Fonte: Boerjan et al (2003)

5.3 Caracterizagdo Anatomica do tegumento da semente de Araucaria angustifolia

e Caracterizacdo Histologica

A semente de Araucaria angustifolia é descrita anatomicamente por trés camadas: a
mais externa denominada de exotesta; a porcdo mediana que estd aderida a exotesta,
denominada de mesotesta, e, a porcdo mais interna denominada de endotesta.

Na secdo transversal do tegumento in natura da semente de Araucaria angustifolia
observou-se as duas camadas mais externas: a exotesta e a mesotesta (Figura 18). Na exotesta,
uma camada coriacea (cutinosa), lignificada, esclerenquimatica. Na mesotesta, uma camada
também lignificada com presenca de grandes espacos intercelulares.
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Figura 18. Fotomicrografia do tegumento in natura da semente de Araucaria angustifolia (exotesta e
mesotesta).

Na regido de transicdo do tegumento in natura da semente de Araucaria angustifolia,
entre exotesta e mesotesta, no corte longitudinal é possivel observar a ocorréncia canais
resiniferos ( Figura 19).

Figura 19. Fotomicrografia da exotesta in natura sob o filtro excitacdo azul (450-480nm) da exotesta de
Araucaria angustifolia.

Na observacdo microscopica, 0 material natural sem qualquer preparagdo histoquimica
mostrou que a camada de células esclereidicas constitui um tecido de cor avermelhada (Figura
20A), indicando claramente a presenca de lignina. Tal fato, foi confirmado pelo teste de
Wiesner (Figura 20B) que mostrou uma coloragdo avermelhada forte, evidenciando a
presenca de alta concentracdo de grupos terminais aldeidicos na lignina caracterizando a
regido lignificada como do tipo guaiacilica, confirmando os resultados obtidos pela analises
quimicas.
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Figura 20 . Fotomicrografia do tegumento da semente ao natural (A) e corado (B) de Araucaria angustifolia.

A observagdo com microscopia de fluorescéncia indicou a presenca de lignina na
camada esclerénquimatica (Figura 21), confirmando os resultados encontrados anteriormente.
E, também a ocorréncia dispersa de macroesclereideos na mesotesta e na regido de transicao
entre exotesta e mesotesta.

Camada
esclereidica
lignificada da

g
9%

]

5
B

-

Figura 21 . Fotomicrografia exibindo autofluorescéncia sob o filtro de excitagdo verde (330 - 385 nm)
do tegumento da semente ao natural de Araucaria angustifolia.

o Caracterizacdo por Dissociagdo de Fibras

Na andlise por dissociacdo de fibras foi possivel observar esclereideos colunares de
extremidades ramificadas (Figura 22 A), variando de 4 a 7 células de espessura, esclereideo
bifurcado em decorréncia do crescimento intrusivo (Figura 22 B), esclereideos filiformes, e
diversas formas de astroesclereideos e braquiesclereideos.
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Figura 22. Fotomicrografia exibindo esclereideo colunar de extremidade ramificada (A) e esclereideo bifurcado
(B) corados com safranina alcodlica 1%.

6. CONCLUSAO

Os resultados das analises permitiram propor que o tegumento da semente de
Araucaria angustifolia contém alto teor lignina do tipo Guaicilica de estrutura condensada,
revelando alta complexidade estrutural. As analises também permitiram observar a presenca
de grande quantidade de grupos terminais aldeidicos, o que significa baixa atividade da
enzima CAD na semente. Em termos de estrutura anatdmica o tegumento da semente se
constitui um material peculiar pela evidéncia de uma estrutura com grande diversidade
estrutural.
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