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RESUMO

OLIVEIRA, Gisely de Lima. Topoquimica e abordagem sobre a estrutura e a
conectividade lignina-fenol-parede celular em Euterpe oleracea Mart. (Arecaceae). 2013.
72 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais e Florestais). Instituto de Florestas,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Euterpe oleracea Mart. é uma palmeira denominada popularmente por acai, possui caule
cespitoso, ereto ou inclinado, que tem varias utilizaces, tais como: alimentacdo humana
(palmito e xarope de acai), fabricacdo de casas, racdo animal, arborizacdo, medicina caseira e
corante natural. Atualmente, vem atraindo o interesse dos pesquisadores por ser uma fonte
valiosa de matéria-prima lignocelulésica florestal com fins energéticos. A determinacdo da
natureza das interagdes entre lignina-fenol-parede celular é primordial para compreender a
biogénese e a degradacdo desse material. O presente estudo teve como objetivos caracterizar a
estrutura anatomica, a distribuicdo topoquimica da lignina e conectividade lignina-fenol-parede
celular (&cido p-cumarico) das fibras nos caules de E. oleracea. Para o estudo anatomico e
avaliacdo do processo de lignificacdo foram utilizados individuos jovens e adultos (parte
interna e parte externa), processados de acordo com técnicas usuais em microscopia optica,
microscopia de fluorescéncia e microespectroscopia no infravermelho. Também foram
realizadas analises espectroscopicas no infravermelho, CLAE e RMN de **C. As observacoes
anatdmicas no caule jovem indicaram que E. oleracea Mart. possui epiderme uniestratificada
recoberta por cuticula espessa, dois estratos subepidérmicos formados por células
parenquimaticas e fibras que formam uma pequena calota, apresentando paredes bem espessas
com lume reduzido que separam os elementos de tubo crivado e as células companheiras em
dois grupos. Através dos testes histoquimicos e da microespectroscopia no infravermelho foi
possivel verificar que a lignificacdo inicia-se na lamela média e nos angulos comuns as células.
Os espectros de IV apresentaram sinais indicativos de lignina do tipo guaiacila, siringila e
cumarila, com os sinais 1352-1341 cm™ e 1282 cm™. A espectroscopia de infravermelho,
juntamente com as anélises de RMN de **C e CLAE permitiram verificar as concentracdes de
acido p-cumarico em todas as amostras na espécie estudada, indicando que este esta ligado a
parede celular por ligacéo éster.

Palavras chave: &cido hidroxicinamico, teste histoquimico, infravermelho.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Gisely de Lima. Topochemical and approach on the structure and
connectivity lignin-phenol-cell wall in Euterpe oleracea Mart. (Arecaceae). 2013. 72 f.
Dissertation (Master Science in Environmental and Forestry Science). Instituto de Florestas.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2013.

Euterpe oleracea Mart is a cespitous palm tree, commonly known as acai, with either a
straight or an inclined stem used as food (palm heart), for humane feeding (palmetto and acai
syrup), for house construction, animal feeding, afforestation, homemade medicine and natural
colorant. This species has been recently investigated as an important source of lignocellulosic
feedstock for energetic purposes. The determination how lignin and phenol, interact in the cell
wall is primordial to understand both the biogenesis and degradation of this material. The
objective of this study was to characterize the anatomical structure, topochemical distribution
of lignin and the lignin-phenol-cell wall (p-coumaric acid) connectivity of fibers in E. oleracea
stems. Young and adult specimens (internal and external regions) were used for the anatomical
study and evaluation of the lignification process. Individuals were processed according to usual
techniques in optical microscopy, fluorescence microscopy and infrared microscopy. Other
analysis involved infrared spectroscopic analyses, HPLC, and *C NMR. Anatomical
observations in young stems indicated that E. oleracea has an uniseriate epidermis covered
with thick cuticles, two subepidermal layers formed of fibers, and parenchyma cells which form
a small hub, having very thick walls with reduced lumen separating sieve tube elements and
companion cells into two groups. Histochemical tests and infrared microspectroscopy allowed
verifying that lignification starts in the middle of the lamella, and in cell corners. The IR spectra
presented indicative signals of guaiacyl, siringyl snd coumaryl-type lignins, based on the 1352-
1341 cm™ e 1282 cm™ signals). The infrared spectroscopy, together with **C NMR and HPLC
allowed to verify high concentration of p-coumaric acid in all samples in the studied specie,
indicating that it is bonded to the cell wall through ester linkage.

Key words: hydroxycinnamic acid, histochemical test, infrared.
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1. INTRODUCAO

A composicdo quimica de materiais lignocelulésicos é extremamente complexa sendo
formada por substancias de baixa massa molecular, sollveis em solventes organicos neutros e
de substancias de alta massa molecular insollveis, as quais compdem a parede celular
formando uma rede de ligagdes multimoleculares. Essas substancias de alta massa molecular
formam ligacOes cruzadas de diversas naturezas (ligacdo covalente, ligacdo de hidrogénio e
forca de Van der Waals). Entre as substancias que compdem a matriz polimérica da parede
celular estd a intrigante substdncia denominada lignina. Na realidade, o termo lignina é
originario do latim lignum que significa madeira, que preferimos defini-la como macromolécula
de origem fenilpropanoidica constituida majoritariamente pelos alcoois p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico que incrusta a parede celular da maioria dos vegetais, assim como 0s
espacos entre elas (LEWIS & SARKANEN, 1998).

Recentemente, o reconhecimento da potencialidade da lignina para novos produtos e
sua importancia para a producdo de biocombustivel surge com grande perspectiva e
prosperidade para o futuro. A propriedade recalcitrante que lhe é peculiar, tem levado os
pesquisadores ao desenvolvimento de novos caminhos para desconecta-la da matriz celuldsica
(MOSIER et al.,, 2005; HENDRIKS & ZEEMAN, 2008, MARCOS et al., 2013). A
degradabilidade da lignina € um tema que converge em metas cientificas e tecnoldgicas para
sua utilizacdo, assim como, dos policarboidratos da parede celular na producdo de energia de
forma sustentavel. Trabalhos cientificos que simulam e norteiam situaces sintéticas e
bioldgicas tém sido estabelecidos no desenvolvimento como métodos capazes de diminuir a
recalcitrancia da lignina durante o procedimento para utilizacdo da biomassa para producédo de
alcool de segunda geracdo (CORTEZ et al., 2008). Esse desafio faz parte de diversas
pesquisas neste contexto que esta em conexdo com outros componentes da parede celular e
muitas vezes de dificil degrada¢do (GRABBER, 2005).

As ligninas de monocotileddneas, por exemplo, surgem como o mais recente desafio,
tendo em vista que para o alcool de segunda geracdo o bagaco de cana-de-agucar revelou ser
tecnicamente e economicamente viavel principalmente na forma de residuo (SANTOS et al.,
2012). As propriedades da lignina como barreira séo notaveis pelo fato de que, apesar de cerca
de 100 milhdes de toneladas de biomassa produzida anualmente, igualando aproximadamente
cinco vezes o consumo de energia mundial anual, menos de 1% desta fonte de energia é
utilizada comercialmente (BOUDET et al., 2003).

O estudo com a espécie Euterpe oleraceae Mart. (Arecaceae), uma monocotiledonea
endémica da flora da Amazonia brasileira (PAULA, 1975), abre novos horizontes para a
utilizacdo da matéria prima lignocelulésica florestal com fins energéticos como também servira
para dirimir davidas sobre as propriedades da lignina e da parede celular de monocotileddneas,
tendo em vista que seu produto maior é o xarope de acai com grande apelo no mercado
alternativo internacional de produtos naturais energéticos saldaveis (MIRANDA et al., 2012).
Além disso, a determinacdo da natureza no ambito das interacdes entre lignina-fenol-parede
celular é primordial para compreender a biogénese e a degradacdo dos materiais
lignoceluldsicos.

Em poaceas por exemplo, os &cidos hidroxicinamicos sdo altamente envolvidos no
processo de lignificacdo durante o desenvolvimento da parede celular. Ferulatos e ésteres
ferulatos-polissacarideos sao intimamente incorporados a lignina via processos de acoplamento
de radicais que tipificam a lignificacdo, produzindo fortes ligacdes cruzadas lignina-
polissacarideos da parede celular (RALPH et al., 1995, 1998). Ligninas de outras familias de
monocotiledéneas contém acido p-cumarico conectados também aos ndcleos moleculares da
lignina por ligacBes etéricas e de ésteres (SMITH, 1955; NAKAMURA & HIGUCHI, 1976,
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1978; RALPH & HELM, 1993). Elucidagdes dos sitios de ligacdes de acido p-cumarico a
lignina sdo importantes para entender os mecanismos pelos quais este &cido é incorporado,
assim como desconectado da matriz polimérica.

Pressupde-se que 0s acidos hidroxicindmicos sdo substancias muito importantes, ndo sé
para a biologia da parede celular, mas também para a sua estrutura, porque podem ser
oxidados por peroxidase, compartilhando do acoplamento oxidativo para formar uma
variedade de dimeros desidrodiferulatos (Figura 1), formando ligagdes cruzadas com as
cadeias de polissacarideos (HATFIELD et al.,1999; RALPH et al., 1994; BRETT &
WALDRON, 1996). As ligacdes entre os polimeros nas paredes lignificadas de algumas
poaceas contribuem para a baixa digestibilidade em alimentacdo de animais na maioria das
espécies (ERASO & HARTLEY, 1990; GRABBER et al., 1998; IIYAMA & LAM, 2001;
LAM et al., 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Formac&o do acido desidrodiferulico via oxidacdo desidrogenativa.

Segundo Hatfield et al. (2008), uma explicacdo para um alto teor de unidade siringila
em ligninas de monocotileddneas é que esta se liga ao acido p-cumarico da parede celular o
gue quase ndo ocorre em gimnospermas e angiospermas dicotiledéneas. Nesse sentido, a
atuacdo de certas enzimas principalmente a cinamil-alcool desidrogenase (CAD) pode refletir
também na degradabilidade, diferenciando os tecidos xilematicos de uma determinada planta.

Diante do exposto, o presente trabalho visa responder as seguintes questdes, a saber: i)
Como ocorre a distribuicdo topoquimica da lignina nas paredes celulares das fibras de Euterpe
oleracea (Arecaceae)? ii) Qual tipo de ligacdo entre os monolignois e 0s demais componentes
da parede celular?

Assim, o0 objetivo geral do trabalho foi caracterizar anatomicamente o caule, bem como
0 processo de lignificacdo e a conectividade lignina-fenol-parede celular (&cido p-cumarico)
das células que constituem os feixes condutores dos caules jovens e adultos de Euterpe
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oleracea, compreendendo a caracterizagdo anatomica do caule por microscopia de campo
claro e fluorescéncia; caracterizacao a distribuicdo dos monoligndis na parede celular por meio
de diferentes técnicas, nos individuos jovens e adultos; caracterizando o tipo de lignina das
fibras do floema através da microscopia no infravermelho e Ressonancia magnética nuclear de
BC no estado solido nos individuos jovens e adultos. A identificacdo e quantificacdo da
presenca do &cido p-cumarico nos individuos jovens e adultos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Euterpe oleracea Mart.

A espécie Euterpe oleracea Mart. é abundante nas areas de varzeas da regido
Amaz6nica, especialmente no estudrio, ocorrendo nos seguintes Estados: Para, Amazonas,
Maranhdo e Amapa, e rompendo as fronteiras brasileiras é encontrada na Colémbia, Equador,
Guianas e Venezuela (LORENZI et al., 2004; MIRANDA et al., 2012). Conhecida também
por acai, acai-do-pard, acai-do-baixo-amazonas, acai-de-touceira, acgai-de-planta, acai-da-
varzea, jucara, jucara-de-touceira e acai-verdadeiro, pode ser considerada como a espécie mais
importante do género Euterpe pertencente a familia Arecaceae (Palmae), dentre as dez
registradas no Brasil e as sete que ocorrem na Amazonia (HENDERSON & GALEANO,
1996; SOUZA & LORENZI, 2012).

A espécie E. oleracea (Figura 2A) apresenta um caule cespitoso, ereto ou inclinado, de
3-20 m de altura e 7-18 cm de didmetro, normalmente de cor acinzentada com liquens
aderidos, provido de um cone de raizes avermelhadas na base e um palmito liso no topo.
Folhas pinadas, planas em numero de 8-14 contemporaneas, arqueadas, de 2-3 m de
comprimento; bainha de 0,6-1,5 m de comprimento; peciolo de 17-50 cm de comprimento,
com poucas escamas achatadas em relevo, ou as vezes esbranquicadas na face superior; pinas
longo-acuminadas, péndulas, em numero de 40-80 pinas de cada lado, distribuidas
regularmente e dispostas num mesmo plano, as da porcdo mediana de 0,6-1,1 m de
comprimento e 2,0-4,5 cm de largura. Inflorescéncias infrafoliares (abaixo do palmito), com
pedunculo de 5-15 cm de comprimento; bractea peduncular de 66-95 cm de comprimento;
raque (parte ramificada) de 35-70 cm, com 80-160 raquilas de 25-75 cm de comprimento.
Frutos globosos ou depressos-globosos de 1-2 cm de diametro, lisos, negro-plrpureos, negros
ou verdes quando maduros (Figura 2B) (LORENZI et al., 2004).



Figura 2. Planta. (A) e frutos (B) de Euterpe oleracea Mart (LORENZI et al., 2004).

O acaizeiro tem vérias utilizacdes, tais como: alimentacdo, producdo de celulose,
fabricacdo de casas, racdo animal, arborizacdo, medicina caseira e corante natural; no entanto,
a principal importancia econbmica desta espécie € como produtora de palmito utilizado
principalmente para a exportacdo. Estima-se que 95% de todo palmito produzido no Brasil é
extraido do acaizeiro, sendo usado no preparo de picles, saladas, cremes e racdo animal
(GOUVEA, 2007).

O agcaizeiro vem despertando grande interesse comercial devido as suas perspectivas de
aplicacdo nas industrias alimenticias, aliada a grande quantidade existente na regido Amazonica
e a relativa facilidade de extracdo. Existe um grande numero de familias que sobrevivem dessa
palmeira, utilizada ndo s6 como alimento, mas como principal fonte de renda pela
comercializacdo; ha, portanto, um receio generalizado de que uma exploracdo desordenada
acabe por dizimar os agaizeiros (MIRANDA et al., 2012).

Campos et al. (1951) afirmam que a polpa do fruto de “agai” possui 13,4% de lipideos
e 1,25% de protideos. Altman (1956) verificou no carogo do “acai” 4,34% de proteinas
brutas, 12,26% de hemicelulose e 34,41% de celulose. N&o consta na literatura, nenhuma
informacao sobre teor de lignina, bem como o processo de formacéo da lignina nesta espécie.

Tomlinson & Huggett (2012) vém pesquisando o tempo de vida ou longevidade dos
organismos vivos, determinadas pelo periodo de tempo em que suas células permanecem
funcionalmente e metabolicamente ativas. As palmeiras tem sido alvo de estudos desses
autores, porque possuem células vivas que podem ser sustentadas ao longo da vida de um
individuo.

A titulo de comparacdo, na maioria a arvores que possuem vida longa, ou lignophytes,
o tronco da arvore é quase inteiramente composto por tecido morto, lenhoso, tecidos do
xilema, e em certo aspecto esse O0rgao permite 0 suporte das arvores, com apenas um anel
interno de células ativamente em divisdo. Ao contrario, os troncos de palmeiras sdo
constituidos por células que individualmente vivem por muito tempo, na verdade durante toda
a vida de um individuo. Entdo se levanta a questdo por quanto tempo pode viver uma
palmeira? Os autores apontam que a idade das palmeiras é dificil de determinar, principalmente
porque ndo tém crescimento secundario e, portanto, ndo formam anéis de crescimento anual
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ou sazonal que permita ser mensurado. No entanto, a idade pode ser estimada se avaliada com
base na taxa de producdo de folhas e/ou cicatrizes visiveis no tronco a partir das folhas caidas
(TOMLINSON & HUGGETT, 2012).

Assim, os autores descobriram que varias espécies de palmeiras vivem um longo tempo
de 100 até 740 anos. As palmeiras ndo possuem estrutura secundaria provenientes de atividade
cambial. H& evidéncias que diversos tecidos primarios presentes nos caules destas plantas
mantém elevada atividade metabdlica continua.

2.2 Biossintese da lignina

O estabelecimento das plantas para o ambiente terrestre, imediatamente levaram-nas a
confrontarem vérios desafios importantes, incluindo a exposi¢do a radiacdo pelo UV-B, do
qual a agua protegia seus ancestrais. A falta de suporte estrutural, que uma vez era fornecida
pela flutuabilidade, em meio terrestre, 0 estresse, a desidratacdo e eventualmente a presenca de
herbivoros e patogenos, conduziram-nas ao desenvolvimento de uma substancia que
representasse a capacidade de resisténcia aos fatores provenientes desse novo meio (RAVEN,
1984; WENG & CHAPPLE, 2010).

De acordo com Weng & Chapple (2010), a planta gerou uma série de vias metabolicas
especializadas para lidar com as situacdes de estresse, dentre as quais 0 metabolismo
fenilpropranoidico de onde foi adquirida a capacidade de desaminar a fenilalanina e hidroxilar o
anel aromatico de metabdlitos subsequentes.

Embora a presenca de metabolismo fenilpropanoide em plantas terrestres primitivas
tenha facilitado seu movimento terrestre, estas ainda permaneceram pequenas devido a falta de
reforco mecanico (BATEMAN et al., 1998). A ascenséo das traqueofitas somente foi possivel
devido ao desenvolvimento da capacidade de sintetizar moléculas fenilpropranoidicas para a
formacdo de lignina na parede celular e iniciar assim a dominancia sobre o ecossistema
terrestre.

A lignificacdo € um processo conjunto de mecanismos bioquimicos, quimicos e
bioldgicos e determinados durante o periodo de crescimento celular. Nas espécies arbdreas, o
xilema secundério é formado pelo cambio vascular (GROOVER, 2005). Segundo Donaldson
(2001), o processo de lignificagdo comeca na lamela média nos angulos comuns as células e na
S1,estendendo-se as camadas S2 e S3 em direcdo ao lume. Normalmente as plantas detém
mecanismos coordenados de deposicdo da lignina, assim sua sintese obedece aos conceitos da
topoquimica (sitio de deposicdo de lignina na parede celular) onde o tempo e local de
deposicdo podem ser afetados enddgena e exogenamente (DONALDSON, 2001).

A lignina constitui uma classe de macromoléculas fendlicas de alta complexidade
molecular formada através de acoplamentos dos radicais dos alcoois p-cumarilico, coniferilico
e sinapilico (TERASHIMA, 2000; ANTEROLA & LEWIS, 2002; BOERJAN et al., 2003). A
lignina ocorre em pteridofitas, gimnospermas e angiospermas (mono e dicotileddneas),
conforme sua constituicdo composicional e estrutural (PEREIRA et al., 2012).

Estas macromoléculas sdo depositadas predominantemente nas paredes secundarias
espessadas, tornando-as rigidas e impermeaveis. Além da deposicdo programada da lignina, a
sua deposicao também pode ser induzida em varias condi¢Bes de estresses bidticos e abidticos,
tais como infeccdo, ferimentos, patdgenos, estresse metabdlicos e perturbacdes na estrutura da
parede celular (CANO-DELGADO et al., 2003; TRONCHET et al., 2010).

Alguns artigos de revisdo sobre este tema podem ser encontrados na literatura sobre a
biossintese da lignina (HIGUCHI, 1990; BOUDET, 2000; DONALDSON, 2001;
KARKONEN & KOUTANIEMI, 2010; VANHOLME et al., 2010). A formagéo da lignina e
sua deposicdo envolvem uma série de enzimas organizadas geralmente em superfamilias, tais
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como oxigenases, ligases, oxiredutases e transferases (VOGT, 2010), em que milhdes de anos
foram necessarios para melhorar sua especializacéo, as quais foram centralmente oriundas do
metabolismo priméario (KAPLAN et al., 2010).

Para facilitar o entendimento do mecanismo de formacdo, a biossintese da lignina foi
dividida em duas fases: a fase enzimatica e a fase ndo enziméatica ou semi-enzimatica.
Compreende a fase enziméatica a via do chiquimato que envolve a condensagdo de dois
intermediarios do metabolismo dos carboidratos: fosfoenol piruvato produto da glicolise e 4-
fosfato de eritrose da via da pentose-fosfato que é catalisada pela enzima 3-deoxi-D-arabino-
heptulonato-7-fosfato sintase que forma a substancia 3-deoxi-D-arabino-2-heptulonato-7-
fosfato até a formacdo dos fenilpropanoides que se inicia a partir da fenilalanina e envolve
sucessivas reacdes de hidroxilacdo do anel aromatico, seguida de O-metilacdo fendlica e
conversdo do grupo carboxilico em alcool (HERRMANN, 1995; BOERJAN, et al., 2003;
BARBER & MITCHELL, 1997).

A rota do chiquimato conduz a producdo dos aminoécidos aromaticos fenilalanina,
tirosina e triptofano, constitui uma parte do metabolismo que é encontrado apenas em
microrganismos e em plantas, nunca em animais (HERRMAN & WEAVER, 1999). A rota &,
portanto, um alvo importante para herbicidas (KISHORE & SHAH, 1988), antibioticos, e
vacinas vivas (O’CALLAGHAN et al., 1988).

Ao formar a molécula de chiquimato, esta é fosforilada através da enzima chiquimato
quinase, formando a substancia 3-fosfochiquimato. A penultima enzima envolvida nesta etapa,
a 3-fosfochiquimato-1-carboxiviniltransferase catalisa a formagdo de 5-O-(1-carboxivinil)-3-
fosfochiquimato que, por sua vez, é sintetizado a corismato através da enzima corismato
sintase, conforme mostra a Figura 3.
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Figura 3. Via metabdlica chiquimato-corismato: 1) 3-Desoxi-D-arabino-heptulonato-7-fosfato sintase; 2) 3-
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Em plantas, o corismato € um precursor comum de pelo menos quatro ramos de vias
metabolicas, levando & formacdo de triptofano, fenilalanina/tirosina, salicilato/filoquinona e
folato. Esses aminoacidos também servem como precursores de uma grande variedade de
produtos naturais de plantas que desempenham papéis cruciais como crescimento,
desenvolvimento, reproducdo, defesa, e respostas ambientais (MAEDA & DUDAREVA,
2012).

O aminoacido triptofano € sintetizado a partir de cinco rea¢fes enzimaticas iniciando-se
com a agdo da enzima antranilato sintase. No outro ramo da via, ocorre a conversao de
corismato formando prefenato pela agdo da enzima corismato mutase (VARISI, 2007). Em
seguida, ocorre a transaminacdo do prefenato a arogenato através da enzima prefanato
aminotransferase.

A via biossintética principal para tirosina sé difere da fenilalanina no Gltimo passo onde,
a enzima arogenato desidrogenase catalisa a descarboxilagio do arogenato a tirosina
(VELISEK & CEJPPEK, 2006; POULIN, 2011), enquanto que para a formacdo da
fenilalanina ocorre uma descarboxilacdo e desidratagdo do arogenato pela enzima arogenato
desidratase (CHO et al., 2007; MAEDA et al., 2010). Em monocotileddneas, a enzima
fenilalanina amonialiase (FAL) aceita tanto a fenilalanina quanto a tirosina como substratos,
embora a eficiéncia catalitica seja mais baixa para tirosina; entretanto, a enzima tirosina
amonialiase supre essa deficiéncia (ABREU, 1994; GLEASON & CHOLLET, 2012).

As enzimas que atuam na formacdo dos precursores da lignina e suas especificidades
estdo descritas na Tabela 1. Um esquema da via fenilpropanoide que representa a formacao
dos precursores finais da lignina esta apresentado na Figura 4.

Tabela 1. Enzimas que atuam sobre a formacdo dos precursores da lignina (adaptado de
PEREIRA et al., 2012).

Sigla Enzima Funcdo

FAL Fenilalanina amonialiase Desaminagao mgdlando a formagdo do
cinamato

C4H Cinamato-4-hidroxilase Converséo do aC|do,0|_nam|co a acido p-
cumarico

C3H 4-Hidroxicinamato-3-hidroxilase Hidroxilacdo do p-cumarato

F5H Ferulato-5-hidroxilase Responsavel pela 5-hidroxilagéo do
ferulato

5-Adenosil-metionina:cafeato/5-  Enzima bifuncional. Metila o cafeato e o0 5-
oMT hidroxiferulato-O- hidroxiferulato ou os tios ésteres
metiltransferase correspondentes.
Catalisa a formagdo de ésteres CoA do p-
ACL Hidroxicinamoil: CoA ligase cumarato, cafeato, ferulato, 5-

hidroxiferulato e sinapato.
Catalisa a conversdo de ésteres de
cinamoil-CoA para cinamaldeido, sendo a

CCR Hidroxicinamoil: CoA redutase . . S
primeira da parte especifica da biossintese
da lignina.
Catalisa o Gltimo passo da biossintese do
CAD Cinamil alcool desidrogenase monolignol, isto €, a reducédo de aldeido ao

alcool correspondente.
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Figura 4. Via biossintética do corismato aos precursores finais da lignina: 1) Corismato mutase; 2) Prefenato
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A abundancia relativa dos precursores finais da lignina depende da espécie, tecido,
estagio de desenvolvimento e localizagdo subcelular. Por exemplo, ligninas isoladas a partir de
angiospermas (dicotileddnea) sdo constituidas de unidades guaiacila e siringila e gimnospermas
de unidades cumarila e guaiacila, enquanto que ligninas de monocotiledéneas sdo compostas
de todas as trés unidades (LEWIS & YAMAMOTO, 1990; CROCKER, 2010).

Ralph et al. (2007) afirmam que em gimnospermas e algumas angiospermas,
glicosideos de monolignois (4-O-p-D-glicosideos) acumulam em altos niveis em tecido
cambial. A existéncia desses monoligndis glicosilados permite pressupor que estes sdo formas
de armazenagem ou transporte. A enzima transferase permite a glicosilacdo e a enzima f-
glicosidase a formacdo de alcool coniferilico, regulando a armazenagem e mobilizacdo de
monoligndis (Figura 5). A rota de transporte dos monoligndis para a parede celular permanece
ainda sob investigacdo (RALPH et al., 2007).
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Figura 5. Estrutura molecular de coniferina.

Apos a biossintese dos monoligndis finais da lignina, estes sdo translocados para a
parede celular. Em uma proposta, os monoligndis sdo translocados através da membrana
plasmatica por meio de suas formas 4-O-glicosiladas, nas quais sdo desglicosiladas por f-
glicosidases quando chegam a parede celular. Em outra proposta, 0os monoligndis sdo
transportados a membrana plasmatica atraves de vesiculas derivadas do complexo de Golgi
(VANHOLME et al., 2010). Segundo Boija & Johansson (2006), os alcoois coniferilico e
sinapilico podem ter a capacidade de difusdo através da membrana plasmatica.

Uma vez no apoplasto, os monolignois sofrem polimerizacdo desidrogenativa via
mediacdo por oxidases, para desencadear o processo de acoplamento dos radicais fendlicos
formados (Figura 6) (GRABBER et al., 2004).
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Figura 6. Inicializacdo da polimerizacdo da lignina na parede celular envolvendo os precursores: alcool p-
cumarilico, coniferilico e sinapilico, respectivamente (MONTEIRO et al., 2004).

Ralph et al. (2007) afirmam que a desidrogenagdo dos monolignois a radicais tem sido
verificada com diferentes classes de proteinas, sendo as peroxidases e lacases as mais comuns
no processo. Peroxidases utilizam peroxido de hidrogénio (H,O,) e lacases utilizam oxigénio
para oxidar seus substratos.

Os radicais fenoxidos resultantes sdo relativamente estaveis devido ao sistema
conjugado do anel aroméatico com a cadeia lateral, permitindo o deslocamento do elétron ndo
emparelhado nas estruturas fendlicas. Subsequentemente, duas estruturas radicalares simples
podem acoplar entre si para formar um desidrodimero, estabelecendo assim uma ligacao
covalente entre as duas subunidades. Radicais monolignois favorecem o acoplamento nas suas
posicOes B, resultando essencialmente em apenas dimeros B-p, B-O-4, e B-5 entre outros.
(VANHOLME et al., 2010).

Até o presente momento, todos os genes da via de monolignois foram regulados ou
reprimidos proporcionando uma nova percepcdo da lignificacdo normal e perturbada e, por
vezes fornecendo materiais de plantas com eficiéncias de conversdo melhoradas em processos
tais como a producdo de pasta quimica de celulose, a sacarificacdo e fermentacdo da biomassa
e a digestibilidade dos ruminantes. Embora muitos estudos tenham demonstrado os efeitos
benéficos da engenharia genética sobre a biossintese da lignina nas aplicacdes de uso final, tais
como a producédo de pasta celulésica e etanol, poucos estudos tém sido avaliados com plantas
modificadas cultivadas no campo (BOERJAN, 2005; KAWAOKA et al., 2006; HOPKINS et
al., 2007; LEPLE et al., 2007; WADENBACK et al., 2008; WEI et al., 2008; WALTER et al.,
2010).

2.3 Conexao entre lignina e &cido p-cumarico

Hartley (1990) constatou a presenca de dimeros constituidos unicamente por acido
feralico, acido p-cumarico ou pelos dois acidos na parede celular. Estes dimeros estdo,
sobretudo, presentes nas poaceas, existindo também em outros tdxons, representando cerca de
um décimo dos mondémeros encontrados em todas as forrageiras estudadas (ERASO &
HARTLEY, 1990). A conexdo lignina-acido p-cumarico-parede celular tem sido muito
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estudada principalmente com relacdo a alimentacdo de animais ruminantes e com a utilizacdo
dos residuos lignoceluldsicos para a producdo do alcool de segunda geracao.

Em poaceas, o teor de &cidos p-hidroxicindmicos tem uma influéncia importante na
recalcitrancia (propriedade de resisténcia a degradacéo da parede celular) (LAM et al., 2003),
nos quais incluem o &cido ferulico, &cido p-cumarico, &cido cafeico e acido sinapico. O &cido
p-cumarico é integrado a planta através da parede celular durante o desenvolvimento da parede
secundaria. A medida que a lignificacdo se inicia, grandes quantidades de &cido p-cumarico s&o
depositadas e esterificam a lignina na parede celular secundéria (JUNG & VOGEL 1992;
RALPH et al 1994). Por esse motivo, este é considerado como um indicador da deposicao de
lignina nas paredes celulares (DU, 2008).

Em estado livre, ou seja, sem conectividade com qualquer substéncia da parede celular,
0 acido p-cumaérico, pode proteger as plantas do UV da luz solar que causa danos pela
radiacdo (BLOKKER et al. 2006), é um agente extremamente toxico que protege as paredes
celulares de plantas contra o ataque de microrganismos patogénicos e degradacédo
microbiolégica (KROON & WILLIAMSON, 1999) e um grande agente antioxidante
reconhecido como sendo um produto importante para a industria farmacéutica, bem como para
a saude humana como medicamento contra o cancer de estomago (ABDEL-WAHAB et al.,
2003).

Esteres p-cumarato ligados a lignina ndo participam extensivamente nas reacdes de
acoplamento oxidativo, e permanecem mais como unidades terminais com um grupo fendlico
livre e uma cadeia lateral insaturada (RALPH et al., 1994). Altos niveis de p-cumarato
eterificados com lignina tém sido descritos para poaceas, mas isto pode resultar, em parte,
devido a dificuldade de hidrolisar totalmente os ésteres p-cumarato nas paredes lignificadas
(HARTLEY & MORRISON, 1991).

A proposta de que o &cido p-cumarico funciona como um centro de nucleacdo é bem
aceita entre os pesquisadores que estudam monocotiledéneas, tendo em vista que o &cido p-
cumarico e/ou ferulico funcionam como ancoras que se ligam a ligninas junto a parede celular,
(JUNG, et al. 1993; LEWIS & SARKANEN, 1998; RALPH, 2010). O ultimo autor citou a
ocorréncia de diferentes ligacdes em ligninas de espécies de monocotileddneas, que se diferem
estruturalmente da lignina convencional. Ha também mencgdes sobre ligninas anormais
produzidas por plantas mutantes ou transgénicas (HIGUCHI et al. 1994; RALPH et al. 1997;
OSAKABE et al. 1999; LAPIERRE et al. 2000).

Experiéncia com cultura de células elicitadas com diferentes monoligndis podem gerar
lignina H, H-G, G-S in vitro, porém isso ndo influencia na degradabilidade; portanto, ndo séo
modificacbes composicionais as responsaveis pela menor degradabilidade. Plantas deficientes
em cinamil alcool desidrogenase (CAD) sdo consideradas importantes devido ao aumento de
até 50% no nivel de degradabilidade do que em uma composi¢cdo cuja CAD é altamente ativa
(BAUCHER et al., 1999; PROVAN et al., 1997; THORSTENSSON et al., 1992; VAILHE et
al., 1998). Plantas com CAD deficiente tendem a ter elevado nivel de p-hidroxicinamaldeido,
pois a enzima catalisa a reacdo do p-hidroxicinamaldeido para formar o0s seus correspondentes
alcoois (GRABBER, 2005). Outras modificacbes que acompanham a deficiéncia de CAD
imprimem reduzida quantidade de éster p-cumarato e éster ferulato e reduzida composicédo de
lignina S e G e 0 aumento na deposicdo de cinamaldeido (KIM et al, 2003;. PROVAN et al,
1997;. VAILHE et al, 1998), cuja lignina é mais insoltvel e hidrofébica.

Para Grabber (2005) a degradabilidade ndo é so devido a presenca de aldeido e sim de
outras caracteristicas estruturais. Aumento da deposicdo de unidades fenolicas (benzaldeido,
cinamaldeido e respectivas unidades S e G) com seus efeitos inibidores sobre a degradabilidade
da célula principalmente na protecdo contra doencas de plantas (GRABBER, 2005).

Os mecanismos que controlam esse processo ainda ndo estdo totalmente resolvidos,
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mas estdo provavelmente regulados pela interacdo entre a expressdo espaco-temporal dos
genes que expressam a biossintese dos monoligndis, a cinética de transferéncia dos
monoligndis para a parede celular e a quimica de acoplamento dos monoligndis para o
polimero em crescimento, seja no nicleo molecular como na regido de fronteira (RALPH et
al., 2007).

2.4 Espectroscopia no infravermelho

Segundo Lima et al. (2009), a radiacdo na regido do infravermelho foi descoberta por
William Herschel, um astrénomo inglés que, em 1800, estava investigando qual a cor da
radiacdo solar produzia calor. Ele empregou um prisma de vidro, transparente a radiacdo, para
decompor a luz branca do sol em seus comprimentos de onda visiveis e, com o auxilio de um
termometro com um bulbo enegrecido, pdde verificar a temperatura produzida por cada cor.
Surpreendentemente, a mais intensa variacdo de temperatura foi observada quando o
termometro foi colocado logo acima da regido vermelha do espectro. Herschel chamou esta
radiagdo de “raios calorificos”, que mais tarde foi denominada Infravermelho.

A espectroscopia no infravermelho (IV) é certamente uma das técnicas analiticas mais
importantes para 0 quimico moderno. Sua aplicacdo envolve o estudo de polimeros,
identificacdo de substancias inorganicas e organicas, analise de misturas complexas como
gasolina e poluentes atmosféricos, controle de qualidade de produtos diversos, estudo de
semicondutores, transporte de moléculas bioativas em tecidos vivos, mecanismo de catalise,
etc (BARBOSA, 2008). E estabelecida para identificar, de forma ndo destrutiva e dentro de
poucos segundos, os grupos funcionais das moléculas. Pertence a classe das espectroscopias
vibracionais porque explora vibracdes moleculares. Convenientemente, a frequéncia € dada em
nimero de onda definido como o reciproco do comprimento de onda. Cada sinal ou faixa
vibracional, no espectro corresponde a vibracdo de uma parte de uma molécula da amostra.
Moléculas experimentam uma variedade de movimentos vibracionais, caracteristica de seus
atomos componentes e ligacdes quimicas (HUMBERT & QUILES, 2011).

A energia denominada infravermelho corresponde a regido do espectro eletromagnético
situada na faixa de nimero de ondas entre 14290 e 200 cm™. A regido que apresenta nimero
de ondas entre 4000 — 400 cm™ é a mais utilizada pelos quimicos organicos, sendo denominada
infravermelho médio. A regido chamada de infravermelho préximo, 14290 a 4000 cm™, tem
recebido recentemente muita atencdo, em particular com as analises quantitativas de amostras
com matrizes complexas (BARBOSA, 2008).

O avango da espectroscopia no IV médio, como técnica para analise qualitativa e
guantitativa, deve-se a combinacdo da transformada de Fourier e da nova geometria dos
espectrofotdbmetros com a utilizacdo do interferdmetro de Michelson, tornando-os mais
rapidos e robustos (DURING & SULLIVAN, 1990; EIKREM, 1990; KALASINSKY, 1990;
COATES, 1998).

Os tipos mais simples, ou modos, de movimento vibracional em uma molécula, ativa no
infravermelho, que dao origem a absorcGes, sdo as formas de estiramento e dobramento
(Figura 7). Contudo, outros tipos mais complexos de estiramento e dobramento sdo mais
ativos. Em geral, vibracOes de estiramento assimétrico ocorrem em frequéncias mais altas do
que vibracdes de estiramento simétrico e as vibragbes de estiramento ocorrem em frequéncia
mais altas do que vibracdes de dobramento (PAVIA et al., 2010). Os termos scissoring,
wagging e twisting (Figura 7) sdo comumente usados na literatura cientifica para descrever
tipos de deformacdes vibracionais (PAVIA et al., 2010).
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Figura 7. Tipos de movimento vibracional em uma molécula (adaptado de BRUICE, 2005).

Segundo RIBEIRO (2009), a técnica envolve a aquisicdo de um espectro de
absorbancia/reflectancia depois que a radiacdo no infravermelho proximo penetra em uma
amostra. A reflectancia da luz para cada comprimento de onda é medida com um
espectrofotémetro, sendo utilizada para o calculo da absorcdo. O espectro de absorcéo obtido
da informacdes sobre as moléculas ou grupos moleculares envolvidos (SO et al., 2004) sendo
comparado com medidas obtidas usando técnicas analiticas convencionais como a anélise
multivariada. MOUSSAOQUI et al. (2006), afirma que a desvantagem é a complexidade dos
espectros V.

Dentre as principais técnicas experimentais se destacam a transmitancia e reflectancia
(BORJESSON et al., 2007). Segundo Naumann (2000), Lin & Dence (1992), o espectro por
transmitancia pode ser obtido a partir de solugdes liquidas, suspensdes, filmes viscosos ou
solidos colocados nas placas transparentes adequadas para o infravermelho. Os espectros no
infravermelho sdo normalmente registrados pelo modo de transmitancia, no qual, o feixe de
infravermelho passa através da amostra e a intensidade de IV é mensurada. No entanto, para
alguns estudos o modo mais apropriado é o modo de Reflectancia Difusa (HUMBERT &
QUILES, 2011).

O modo de reflectancia pode ser usado para as mesmas amostras que a transmitancia.
As amostras sdo colocadas em aparatos que refletem a luz ao invés de transmiti-la (prata, ouro
ou aco inoxidavel polido), o que leva a uma passagem dupla, ou para dispositivos especiais de
reflectancia, uma multipassagem do infravermelho através da amostra. O fenémeno no qual a
luz é refletida em diferentes direcdes é denominado Reflectancia Difusa (RD) (LIN & DENCE,
1992). Esta técnica é bem adequada para a caracterizacdo da superficie de madeira e da
determinacdo de lignina em madeiras e materiais lignoceluldsicos em geral (LIN & DENCE,
1992). Essa técnica é regida pela equacdo de kubelka-Munk (K-M), que garante que a técnica
de Reflectancia Difusa mantém uma relacdo direta entre a absor¢do e a concentracdo da
amostra (ABREU, 1995).
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Por conseguinte, o estudo do desenvolvimento e diferenciacdo dos tipos de células
individuais, e da sua resposta a estimulos externos, é extremamente dificil. No entanto, o uso
no microespectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) permite o
estudo de alteragdes localizadas na composicdo da parede celular e da estrutura das células
individuais e da comparacéo destes com tecidos diferentes (STEWART, 1996).

O microscopio FT-IR foi inventado em 1949, mas continuou a ser uma curiosidade até
a adicdo de técnicas de transformada de Fourier, em 1982 (REFFNER & MARTOGLIO,
1995). Seu uso tornou-se entdo muito difundida em toda ciéncia forense e de materiais
(BEAUCHAINE et al, 1988;. ALLEN, 1992). Em contrapartida, a aplicacdo desta técnica
para ciéncias da planta tem sido relativamente limitada e sé agora estd se tornando mais
comum (STEWART, 1996).

O primeiro espectro no infravermelho de ligninas foi publicado em 1948 (MICHELL &
HIGGINS, 2002). Os dados especificos sobre andlise no infravermelho da lignina podem ser
encontrados no livro de Lin & Dence (1992) paginas 92 e 93.

2.5 Espectroscopia de RMN de *C

O estudo dos nucleos de carbono por meio da espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) é uma técnica importante para determinar as estruturas e na dindmica de
moléculas orgénicas em solucdo e em estado sélido (KAISER, 2000). Combinando dados de
espectros no infravermelho, RMN de 'H e o RMN de °C, conseguem-se determinar a
estrutura completa de substancias desconhecidas. Os espectros de “*C servem para determinar
0 numero de carbonos ndo equivalentes e para identificar os tipos de atomos de carbono
(metila, metileno, aromatico, carbonila e outros) presentes em uma substancia. Assim a RMN
de carbono oferece informacdes diretas sobre o esqueleto do carbono de uma determinada
molécula (CAREY, 2008).

Os primeiros estudos com aplicacdo da técnica de ressonancia magnética nuclear
(RMN) aplicada a polimeros ocorreram por volta dos anos 60 com o RMN de *H. Com o
avanco da técnica que primeiramente utilizava espectrdmetros de onda continua para
equipamentos que operam no modo pulsado com transformada de Fourier, foi possivel avaliar
com melhor precisdo e sensibilidades outros nucleos magnéticos, como por exemplo, o
carbono-13 (**C). Isto proporcionou um avanco da utilizacgdo desta técnica para a
caracterizacdo de polimeros (PAVIA et al., 2010).

Atualmente, a espectroscopia de RMN de alta resolucdo sendo a técnica que
proporciona um maior nimero de informac@es, tanto qualitativas quanto quantitativas, sobre a
microestrutura dos polimeros tanto em solucdo, como em gel ou no estado solido.

Embora o *C corresponda a apenas 1,1% do carbono natural, o fato do nlcleo desse
isétopo de carbono provocar um sinal de RMN tem grande importancia para a andlise de
substancias organicas. Tal situacdo, apesar de parecer muito restrita, é possivel uma vez que o
principal isétopo do carbono, o *2C, com abundancia natural de cerca de 98,9%, ndo tem spin
magnético, e por isso nao tem capacidade de gerar sinais de RMN. De certa maneira, 0s
espectros de RMN de **C séo, usualmente, menos complicados que os espectros de RMN de
'H e mais faceis de interpretar. Devido ao fato de o **C existir naturalmente em percentagem
tdo baixa, os sinais de RMN gerados pelos seus nucleos, em analogia com os sinais gerados
pelos nucleos dos prétons, ndo poderiam ser visualizados no espectro. Porém, a técnica
utilizada nos aparelhos de RMN de **C consiste em irradiar um pulso curto e potente de
radiofrequéncia, que excita todos os nlcleos de **C existentes na amostra. Os dados sio ento
digitalizados automaticamente e guardados num computador numa série de pulsos repetidos,
construindo desta forma os sinais (PAVIA et al., 2010).
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Ao contrario do espectro de RMN de 'H, que necessita apenas de algumas miligramas
de amostra, na RMN de '*C é preciso de 10 a 200 mg de lignina em 0,4 ml de solvente
deuterado. Essa grande diferenca é necessaria para compensar a baixa percentagem de *°C, e
permitir a acumulag&o de sinais. Além disso, enquanto no espectro de RMN de 'H a faixa de
absorcdo magnética dos prétons varia de 0 a 10 ppm, eventualmente 14 ppm, no espectro de
RMN **C a faixa varia de 0 a 240 ppm.

A comparacdo com o hidrogénio seu campo magnético deve ser 4 vezes maior para
registrar sua ocorréncia, por saber que a constante magnetogirica do carbono é 4 vezes menor
do que a do hidrogénio. Os estados energéticos dos spins do *C é +1/2 e -1/2, em um campo
Magnético sendo o primeiro alinhado e o segundo oposto ao campo magnético externo. No
esquema abaixo se pode de forma simplificada entender o mecanismo de absorcdo de energia
dos spins do &omo de *C em um campo Magnético Mo (Figura 8). Atualmente, 0s
espectrometros sdo conhecidos como RMN-FT pulsados, que facilita a absorcdo, tendo em
vista que a transformada de Fourier tem sido utilizada gracas a sofisticacdo dos softwares
computacionais. Sob um campo magnético os nicleos de **C precessam nas suas respectivas
fases de spin +1/2 e -1/2 (Figura 8).

0 -1/2
ﬁ 1/2 contra o campo !
e | =
¥ +1/2 afavor do campo
T’ | +1/2
Alainhamento
Sem campo

Figura 8. Estado energético de um ndcleo de hidrogénio na auséncia e presenca de um campo magnético
externo (PAVIA et al., 2010).

A ressonancia de **C atualmente se apresenta com varias tecnologias de obtencdo de
espectros. Espectros unidimensionais desacoplados e DEPT, assim como dos espectros
bidimensionais, como o0s espectros monoacoplados e heteroacoplados, como HETCOR -
Correlacdo de Deslocamento Quimico Heteronuclear, HMQC e HSQC - Correlagédo
Heteronuclear de Multiplos Quanta e Correlagdo Heteronuclear de Unico Quantum,
respectivamente, entre outras técnicas. Entretanto, tais ferramentas se aplicam em espectros
registrados de amostras no estado liquido, comuns para substéncias de baixa massa molecular
com solubilidade Otima em solventes principalmente organicos neutros e na maioria
deuterados. Neste casso, a maioria de substancias denominada de extrativos sdo aptas para
registro espectral utilizando solvente, o que para materiais insoliveis como a madeira torna-se
dificil o registro dos espectros. O advento da técnica CP/MAS (polarizacdo cruzada e angulo
magico de spin) trouxe condicGes satisfatorias para analise de madeiras, lignina, celulose, e
outros materiais de interesse (LIN & DENCE, 1992).
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2.6 RMN de "*C CP/MAS
2.6.1 Polarizagéo cruzada

A polarizagdo cruzada pode ser alcangada por sequéncia de pulsos interrompidos para
hidrogénio que permite a transferéncia de magnetizagdo de um ndcleo mais abundante como o
de hidrogénio para um ndcleo mais escasso como no caso do **C, sem o qual a relagdo sinal
ruido ndo permitiria a observacdo dos sinais, influenciando no tempo de decaimento (T1), ou
seja, transferéncia. Uma sequencia como a descrita na Figura 9 pode ser interpretada com
sequéncias de pulso de modo a manter o travamento do spin do hidrogénio durante a
transferéncia de magnetizacdo; isso acontece enquanto a magnetizacdo do préton permanece
com o spin travado e um segundo transmissor de radio frequéncia é ligado na frequéncia do
3C por um tempo de contato (tc).

1H '[d tp tC J

13C Transmissdo

DLI
13C Receptor

Figura 9. Esquema mostrando o travamento de spin (spin locking) no sistema coordenado rotatorio e abaixo
sequéncia geral de pulsos para RMN CP/MAS (LIN & DENCE, 1992).
Nota: td - tempo de atraso de pulso; tp - tempo para rearranjo da magnetizacéo; tj - tempo com transmissor
desligado; ta - tempo de magnetizacdo do préton. Trago vertical significa intensidade da Radio Frequéncia (RF)
e a linha horizontal tempo do pulso, DLI-Decaimento livre de inducéo.

2.6.2 MAS — Angulo magico de spin

A diferenca entre uma amostra solida e uma liquida depende da extensdo e do tipo de
movimento molecular, o que vai interferir em diversas interacfes entre spins. Supondo dois
spins de prétons em fase onde cada um experimenta 0 campo magnético do outro, isso gera
um acoplamento direto conhecido como Acoplamento dipolo-dipolo.

Uma equacdo simplifica esse experimento:
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3c0s20-1=0
Cos g = (1/2)"?
@ = 54.74°_54°44°

Este angulo é entdo chamado angulo méagico que permite amostras anisotropicas como
0s materiais lignoceluldsicos a terem seus espectros registrados numa relacédo 6tima entre sinal
e ruido. A Figura 10 define melhor a equagdo supracitada onde ocorre a interacdo dipolar
internuclear (Figura 10).

S

Figura 10. Interacdo dipolo-dipolo de um par de spin (MACOMBER, 1998).

A rotacdo do tubo € uma técnica que melhora os sinais restringindo o aparecimento de
sinais laterais de spin. Isso permite aproximar uma amostra anisotroprica das amostras
isotropicas. A Figura 11 detalha um rotor de angulo mégico.

BO
A\
Capsula J

Unidade de ar

Rotor [
Unidade de U

Estator/rolamento de ar e bobin de
RF

Figura 11. Diagrama do girador do &ngulo mégico.

2.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida conhecida em portugués como CLAE (Cromatografia Ligquida
de Alta Eficiéncia) ¢ uma traducdo do inglés High Performance Liquid Chromatography
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(HPLC). Essa técnica de analise tem sido muito utilizada na avaliagdo da constituicdo basica de
algumas substancias no estado liquido. A CLAE é uma ferramenta analitica para a separagdo
de misturas, que permite a realizacdo de andlises qualitativas e quantitativas das substancias
separadas (CROMATOGRAFIA, 2009).

Até o final da década de 1970 essa técnica era pouco utilizada no Brasil, tornando-se
mais popular a partir do desenvolvimento de novas fases estacionarias, como a fase reversa
quimicamente ligada, que associadas ao uso de um gradiente de eluicdo gradiente e ao
desenvolvimento de detectores mais seletivos e sensiveis, tornaram possivel a separacdo de
uma gama de substancias a partir de matrizes complexas como alimentos, fluidos bioldgicos,
madeira e solo. Nas Ultimas trés décadas ocorreram o desenvolvimento de vérios detectores
espectrofotométricos que operam em comprimento de onda variavel e houve um aumento na
utilizacdo de detectores eletroquimicos, por fluorescéncia e por fluorescéncia induzida por
laser, bem como o acoplamento com espectrometro de massas (COLLINS et al., 2006).

A cromatografia estd baseada na reparticdo dos analitos entre duas fases: uma
estacionaria e outra moével. A distribuicdo, exclusdo, particdo ou adsorcdo seletiva dos
componentes & um processo de equilibrio dindmico e as moléculas ora estdo retidas na fase
estacionaria ora deslocando-se com a fase movel (NETO & NUNES, 2003). Os componentes
de um cromatografo liquido sdo: bomba, coluna cromatogréafica, detector e o sistema de
processamento de dados (Figura 12) (DEGANI et al., 1998; PERES, 2002).

Na CLAE, a fase movel deve ser um solvente que dissolva a amostra sem que qualquer
interacdo quimica ocorra entre ambas. A fase estacionéria dever ser compativel com o
detector, possuindo polaridade adequada para permitir a separacdo adequada dos componentes
da amostra. J& a coluna cromatogréfica deve ser confeccionada de material inerte e que resista
a altas pressdes (PERES, 2002). Além disso, a composi¢do da fase movel pode-se manter
constante durante uma analise (isocratica) ou variar, linearmente ou ndo linear (gradiente)
(BIDLINGERMEYER, 1992; LOUGH et al, 1995).

A coluna cromatogréfica € feita de um material inerte que resiste a todas as pressoes
em que ela vai ser usada. A capacidade da coluna é determinada pelo comprimento, diametro e
pelo material de recheio. As colunas geralmente utilizadas sdo: octadecil (C18, RP18, ODS),
octil (C8, RP8), CN (cianopropil) e NH, (amina) (GILL, 1986).

Quanto aos detectores, nao existe um que apresente todas as propriedades para que ele
seja ideal para CLAE; porém, existem detectores que apresentam ampla faixa de aplicacfes. Os
detectores mais usados na CLAE sdo os fotométricos, baseados na absorbancia no ultravioleta
e no visivel (GILL, 1986). Os detectores de fluorescéncia, utilizados como métodos de
deteccdo especifica sdo sensiveis para substancias que fluorescem. Também sdo utilizados
detectores por indice de refracdo, os quais acompanham continuamente a diferenca no indice
de refracdo entre a fase movel pura e o efluente que sai da coluna contendo os componentes da
amostra (SKOOG et al., 2002; PERES, 2002).
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Figura 12. Esquema de um sistema de CLAE (PFARMA, 2013).
3. MATERIAL E METODOS

Para as analises quimicas e anatémicas foram utilizadas plantas de E. oleracea com 6
meses de idade (Figura 13A) que foram germinadas em sacos plasticos preenchidos com
substrato (30% de composto organico, 30% de argila, 40% de terra), preparadas no viveiro
florestal “Fernando Capelao” do Instituto de Florestas’fUFRRJ. Também foram analisados
individuos adultos, com aproximadamente 12 anos de idade (Figura 13B), coletados no
campus da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no Bosque Florestal ao lado do
viveiro. A planta jovem foi registrada sob o n° RBR 35623 no Herbario do Departamento de
Botanica da UFRRJ, e a planta adulta sob o n° 7538, na xiloteca do Departamento de

Produtos Florestais do Instituto de Florestas.
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Figura 13. Exemplar da planta jovem (A) e planta adulta (B) de Euterpe oleracea Mart.
Nota: PE — parte externa; Pl — parte interna.

3.1 Preparacéo do material para estudo anatdmico
3.1.1 Microscopia de campo claro

Foram preparados corpos-de-prova dos individuos jovens e adultos com 0,5 e 30 cm
de didmetro, respectivamente, a partir da area basal. Os fragmentos de ambos os individuos
foram conservados em alcool etilico 50%. Para a andlise anatdmica do caule adulto, 0 mesmo
foi dividido em duas regifes: uma parte interna (Pl - mais proxima da regido central do disco)
e uma parte externa (PE - mais proxima da casca). Os corpos-de-prova da parte interna foram
aquecidos em agua por 3 horas e a parte externa por 6 horas.

Os materiais botanicos foram seccionados no microtomo de Ranvier no plano
transversal e longitudinal, com espessura entre 20 a 30 um. Os cortes foram clarificados em
solucédo de hipoclorito de sodio 50%, durante 10 minutos e em seguida foram lavados em agua
destilada. Em seguida, os cortes foram neutralizados em solucdo de acido acético 1% e
lavados em &gua destilada. Posteriormente, foram corados com a mistura de azul de astra 1% e
safranina a 1% (9:1 v/v) (KRAUS & ARDUIN, 1997) e laminas semipermanentes foram
montadas em glicerina.

Testes histoquimicos foram realizados nos individuos jovens e adultos (Pl e PE) a fim
de detectar: lignina pelo teste de Wiesner (Floroglucina &cida) (Figura 14A) e teste de Maiile
para identificacdo de lignina do tipo guaiacilica (G) (marrom) e siringilica(S) (vermelho)
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(Figura 14B) (LIN & DENCE, 1992; ABREU et al., 2006). Este ultimo teste foi modificado
para evitar ruptura das células, utilizando-se a concentracdo de NH,OH com diluicdo de 50%,
durante 15 segundos.

Para a dissociacdo dos elementos traqueais desses Orgdos foi utilizado o método
modificado de Franklin (1945), esse consiste na mistura de peroxido de hidrogénio 30% e
acido acético glacial, na proporc¢do 1:1. Os fragmentos obtidos foram corados com safranina
aquosa 1% e depois montados em laminas semipermanentes.

Fotomicrografias foram obtidas com um microscépio 6ptico (Olympus BX 51) com um
sistema digital de processamento de imagens (cell” imaging software).

HO OH
CHO HC:Q/

= = OH
A Floroglucinol - HCI
OCHj4 OCHj,
OR OR
R =H ou alquila Amax ~ 550 nm
CH,0H CH,OH CH;
= = =
Cl cl
B KMnOa- HCl NH4OH
R _—
N
H3CO OCH3 H;CO OH H,CO O
OH OH

Figura 14. Proposta de mecanismo de reacdo com reagente de Wiesner (A) e com reagente de Madle (B) (LIN
& DENCE, 1992).

3.1.2 Microscopia de fluorescéncia

Sec0es transversais dos caules jovens e adultos (Pl e PE) foram tratadas com solucao
de auramina 0,01% por 15 segundos, em seguida lavados com &gua bidesionizada. Essas
secdes foram observadas em microscopio de fluorescéncia utilizando cubo de excitacdo azul
em 450-480 nm e filtro FITC (U-MWB,) (BARROS & MIGUENS, 1998). As laminas foram
observadas e descritas ao microscépio éptico Olympus, acoplado a um sistema de analise de
imagem digital (cell” imaging software).

3.2 Microespectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Foram realizadas sec¢des transversais com 20-30 um de espessura dos caules jovens e
adultos (Pl e PE), como j& descritos anteriormente, para obtencdo dos espectros de
infravermelho.

Para a andlise de microespectroscopia no infravermelho, as secdes transversais do
orgdo foram preparadas em duas condi¢des diferentes: A - extraidas somente com metanol por
24 horas e B - extraidas com metanol e tratados com NaOH 1% conforme descrito na norma
da TAPPI — T 212 os — 76 (TAPPI, 1979).
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Em ambas as metodologias, as se¢fes foram congeladas em nitrogénio liquido e em
seguida secas entre ldaminas de vidro por 12 horas em um liofilizador. Depois de liofilizados, os
cortes das secOes transversais foram colocados sobre uma lamina de KBr, e os espectros
registrados utilizando o detector Mercurio Cadmio Telureto (Mercury Cadmium Telluride -
MCT), usando condicGes experimentais de Reflectancia Difusa.

Nos individuos jovens foram registrados espectros em duas regides da calota de fibras
do floema: regido distante do floema (A) e mais proxima do floema (B) e nos individuos
adultos (PI) e (PE) em trés regibes: regido distante do floema (A), regido central (B) e mais
proxima do floema (C).

A analise foi feita através de um microscopio acoplado a um espectrémetro de
infravermelho VARIAN 640-IR FT-IR spectrometer, de modo a caracterizar a presenca e 0
tipo de lignina nos tecidos, com condicbes experimentais de 4 cm™ de resolucdo, 128
varreduras com amplitude espectral entre 4000-700 cm’™.

As intensidades de absorcdo em 1500 cm™ (vibracdo do anel aromético) foram
determinadas através do método de linha base. Esse sinal foi usado como referéncia interna por
depender menos dos substituintes aromaticos (ABREU, 1995).

3.3 Preparacao do material para analises quimicas

Para as andlises quimicas, os materiais dos caules jovens e adultos (Pl e PE) foram
secos em estufa 60° C e preparados (moidos) em um moinho de facas do tipo Wiley (Modelo
SL 31). Os materiais foram peneirados para a homogeneizacéo das particulas, sendo utilizadas
para obtencdo dos extratos, particulas com a fracdo que ficou retida na peneira de malha 18
ABNT.

As amostras foram extraidas com os solventes acetona (PA) e metanol (PA) e agua
bidesionizada no soxhlet, por um periodo de 24 horas ininterruptas, para cada solvente
(ABREU et al., 2006). Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotatorio e
colocados em uma capela onde permaneceram até a completa evaporagédo dos solventes.

3.4 Espectroscopia no infravermelho
Para espectroscopia no infravermelho, foram utilizadas amostras do caule jovem e
adulto (Pl e PE) em trés condigdes de tratamentos: uma amostra in natura, uma amostra livre

de extratos e uma amostra livre de extratos e tratada com NaOH 1% (TAPPI — T 212 os — 76,
1979) conforme mostra a Tabela 2.
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Tabela 2. Formulagdes dos tratamentos dos materiais caulinares.

Amostras Tratamentos

Livre de extratos (acetona, metanol e agua)
Planta jovem Livre de extratos (acetona, metanol e 4gua) e tratada com
NaOH 1%

Livre de extratos (acetona, metanol e agua)
Planta adulta (PI) Livre de extratos (acetona, metanol e agua) e tratada com
NaOH 1%

Livre de extratos (acetona, metanol e agua)
Planta adulta (PE) Livre de extratos (acetona, metanol e agua) e tratada com
NaOH 1%

As amostras no estado solido foram preparadas em um moinho de bolas de aco
inoxidavel para reducdo da granulometria até certo tamanho das particulas, para evitar os
efeitos de espelhamento de radiacdo. Foram feitas pastilhas utilizando 1 mg de amostra e 100
mg de KBr.

Os espectros foram registrados em um aparelho VARIAN 640-IR FT-IR spectrometer
utilizando o modo experimental de transmissdo com 4 cm™ de resolucdo, 32 varreduras,
amplitude espectral entre 4000-400cm™ e atenuacdo 7, onde a luz transmitida atravessa a
amostra e a quantidade desta luz que for absorvida pela substancia informa sobre a quantidade
e a qualidade dos componentes desta amostra.

3.5 Determinacéo de acido p-cumarico na parede celular por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

Para identificacdo do acido p-cumarico na parede celular foi utilizada a metodologia
descrita por Deschamps & Ramos (2012). Para o preparo das amostras, 50 mg de material
livre de extratos e tratadas com NaOH 1% (TAPPI, 1979) foram extraidos com 5 mL de
NaOH 1M em um tubo de ensaio por 24 horas em uma incubadora a 20°C. Em seguida, 0
material foi filtrado com auxilio de um funil de placa sinterizada e lavado com agua
bidesionizada, sendo o filtrado acidificado para um pH 2,5 com adicdo de uma solucao de HCI
(2:1). O volume final foi ajustado para 10 mL com agua.

Apo6s uma noite em geladeira, o material foi centrifugado (13.000 rpm) por 5 minutos,
sendo deixado em congelador até 0 momento da andlise. Para as injecdes no cromatografo, as
amostras foram descongeladas e novamente centrifugadas sob as mesmas condicfes descritas
anteriormente.

Foi utilizado como padréo o &cido p-cumarico (marca Fluka) no qual foi dissolvido em
metanol para preparar a solucdo estoque na concentracao de 100 pug/mL. A partir da solucéo
estoque, esta foi diluida em cinco diferentes concentracdes para a montagem da curva de
calibracéo.

As andlises foram realizadas no Shimadzu HPLC com duas bombas LC-20A, Detector
de arranjo de diodos SPD-M20A (Shimadzu), forno da coluna CTO-20A (Shimadzu) e sistema
da controladora DGU-20A; e foi utilizada a coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um). A fase movel
foi composta por metanol-acido férmico 0,8% e agua na proporc¢do de 6:4, elui¢do isocrética.
A razdo de fluxo foi mantida em 1 mL/min e o volume de inje¢cdo 20 puL. O comprimento de
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onda para deteccdo foi fixado em 326 nm e a temperatura da coluna foi mantida em 35°C
(GEETHA et al., 2011).

3.6 Ressonancia Magnética Nuclear de *C no estado solido

O material lignocelulésico livre de extratos e tratados com NaOH 1% (ver item 3.3 e
3.4) foi processado em um moinho de bolas para reducdo da granulometria. Apds moagem, 0
material foi seco em um dessecador contendo anidrido fosférico por trés dias. Foram utilizados
500 mg para analise de RMN de **C no estado sélido (ABREU et al., 2006).

Os espectros foram obtidos em um aparelho Bruker 400 MHz (BRUKE AVANCE 2),
com rotor de 4 mm, com a técnica CP/MAS com giro de 8000 Hz com polarizacdo cruzada.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da lignificacdo no caule jovem e adulto de E. oleracea por testes histoquimicos
e microscopia de fluorescéncia

O caule jovem, em secdo transversal, apresenta uma epiderme uniestratificada,
recoberta por cuticula espessa. Logo abaixo, ocorrem dois estratos subepidérmicos formados
por células parenquimaticas e fibras. Adjacentes aos feixes externos, de menor calibre, ocorrem
pequenas faixas de fibras (Figura 15 A). Junto aos elementos condutores do floema essas fibras
formam uma pequena calota, apresentando paredes bem espessas com lume reduzido que
separam os elementos de tubo crivado e as células companheiras em dois grupos. O xilema é
formado, em geral, por dois a seis elementos de protoxilema, um a dois elementos de
metaxilema e fibras que possuem lume bem amplo. O sistema vascular é constituido por feixes
colaterais fechados dispersos, com poucas unidades independentes que formam um atactostelo.

Foram realizados testes histoquimicos para identificacdo dos componentes da parede
celular no caule jovem. Foi observado na regido periférica do 6rgdo faixas de células
esclerenquimaticas, que apresentaram variacao de intensidade de cor, distinguindo duas regides
(A e B) (Figuras 15 C).

O teste de Wiesner revelou unidades de cinamaldeidos por meio da coloracéo vermelha
observadas nas paredes das fibras. Houve uma variacdo do processo de lignificacdo no
esclerénquima, sendo mais intensa nas partes externa e interna (regido A) em relacdo a porcao
intermediéria (regido B) (Figura 15 C). O espectro de IV (item 4.2), que abrange as duas
regides, revelou sinais em 1651-1648 cm™ de estiramento vC-O (cetonas ou aldeidos
conjugados), confirmando essas unidades. Pomar et al. (2002) afirmam que este reagente é
muito abrangente pois revela os trés aldeidos precursores dos diferentes tipos de lignina,
enquanto Sarkanen & Ludwig (1971) consideram que essa reacdo com floroglucinol € mais
especifica para as unidades de aldeido coniferilico que constituem a lignina guaiacilica (G). O
resultado obtido pelo teste de Malile, por meio da coloracdo marrom nas paredes (Figura 15 E
e F), e pelos sinais dos espectros de 1V em 1244-1255 cm™, confirmaram o predominio dessa
lignina.

Segundo Fukushima & Terashima (1991) a lignina é formada na lamela média e nos
angulos comuns as demais células, nos estagios iniciais da lignificacdo. A lignina G €
primeiramente depositada na regido da lamela média e depois na parede secundaria, enquanto
lignina S € depositada em quantidades menores durante o estagio final da lignificacdo da
parede secundaria. A formacédo e a distribuicdo da lignina, na espécie estudada, ocorreram de
forma semelhante ao descrito pelos autores, como observado nas Figuras 15 (C e D) reveladas
respectivamente, pelo teste de Wiesner e microscopia de fluorescéncia.
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Figura 15. Caule da planta jovem de Euterpe oleracea. A — F - Se¢do transversal. A- Aspecto geral do caule da
planta jovem. B- Detalhe das fibras. C- Detalhe da lignificacdo das fibras do floema, evidenciado pelo teste de
Wiesner, mostrando regides A e B. D- Detalhe da lignificagido (), evidenciada pela microscopia de
fluorescéncia. E- Lignina guaiacilica (coloragdo marrom) nas paredes das fibras do floema (=), evidenciada
pelo teste de Maiile. F- Detalhe das paredes celulares com o reagente de Maiile ().

Ep= Epiderme; Pa= Parénquima; Fb= Fibras; FI= Floema; Mx= Metaxilema; Px= Protoxilema; Ac= Angulo
comum as células; Lm= Lamela média.

Barras: A e E= 200 um; B, C, D e F=50 pm.
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O espessamento secundario das palmeiras ocorre por extensa divisdo e alargamento das
celulas do parénquima fundamental, por meio de crescimento secundério difuso (RUDALL,
1992), ou ainda, segundo Eames & MacDaniels (1947) é resultante do aumento gradual do
tamanho das células e dos espacos intercelulares. Este Gltimo citou que raramente ha
proliferacéo de faixas de tecidos, com formacéo de novas fibras.

No caule adulto de E. oleracea, em secdo transversal, foi verificado uma maior
quantidade de feixes vasculares na parte externa (PE), circundados por calotas de fibras
conspicuas. Sdo observados dois tipos de fibras associados aos elementos condutores do
floema, sendo: o primeiro mais interno com células com paredes espessas e lume reduzido e o
segundo tipo formado por células com lume mais amplo e paredes menos espessas, que
apresentam uma lignificacdo gradual (Figura 16 A e B). Tomlinson & Huggett (2012)
descreveram para espécies da familia Arecaceae esse processo de espessamento e lignificacao
das fibras, em que ocorre a maturacdo gradual dessas células, a partir dos elementos
condutores do floema, com uma progressdo radial, que finaliza na por¢do mais externa da
calota.

O parénquima fundamental apresentou células longas, retangulares dispostas
radialmente aos feixes. Em certos trechos, algumas dessas células sofreram lignificacdo
(Figuras 16 C e 17 A).

Em PE e PI foram realizados testes histoquimicos para identificacdo dos componentes
da parede celular. Foi observada nas calotas de fibras floematicas uma varia¢do de intensidade
de cor, que possibilitou a distin¢cdo em trés regides (A, B e C) (Figuras 16 D e 17 C).

O teste de Wiesner revelou unidades de cinamaldeidos por meio de uma cor
avermelhada observada nas paredes das fibras, indicando uma maior intensidade de cor na
lamela média das células e angulos comuns as células (16 E e 17 D). Foram encontradas, tanto
nas amostras PE quanto em PI, diferencas no tipo de lignina. Pelo teste de Maliile, foi
detectada lignina guaiacilica (G), nas calotas de fibras, confirmados pelos sinais 1266-1270 cm’
! (Respiracdo do anel guaiacilico com contribuicdo do estiramento de C=0) (item 4.2). Estes
resultados foram similares aos obtidos na planta jovem.

Os testes histoquimicos e microscopia de fluorescéncia, na porcdo do caule do
individuo adulto (PE), permitiu observar fibras com paredes polilameladas (Figuras 16 E, F e
G). De acordo com Itoh (1990), Weiner et al. (1996) as paredes das fibras de palmeiras e
bambus podem mostrar uma polilamelacéo resultante de variacdes no depdsito da lignina em
cada camada da parede celular. Segundo estes autores tais fibras permanecem vivas por um
longo periodo e por isso continua a desenvolver novas lamelas.

Segundo Donaldson & Lausberg (1998) as diferencas na intensidade da fluorescéncia
também podem fornecer indicios quanto a distribuicdo de lignina na fibra, ou seja, a
concentracdo de lignina reflete no aumento ou a diminuicdo na intensidade da fluorescéncia.
Em Euterpe oleracea foram observadas também pequenas variacGes de intensidade nas fibras
(Figuras 16 Ee F; 17 E).
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Figura 16. Caule da planta adulta (PE) de Euterpe oleracea. A, C, D, E, F e G - Secdo transversal. B —
Material dissociado. A e C- Aspecto geral do feixe condutor. B- Detalhe das fibras. D- Detalhe da lignificacdo
das fibras do floema, evidenciado pelo teste de Wiesner, mostrando regides A, B e C.

E, F e G- Topoquimica da lignina nas fibras, evidenciando a polilamelacéo e a distribuigdo da lignina;

E- Lignina evidenciada pelo teste de Wiesner na lamela média e nos angulos das células.

F- Detalhe da lignificagdo (=), evidenciada pela microscopia de fluorescéncia. G- Detalhe das paredes
celulares constituida de lignina guaiacilica (coloracdo marrom) nas paredes das fibras do floema (),
evidenciada pelo teste de Maille.

Pa= Parénquima; Fb= Fibras; FI= Floema; Mx= Metaxilema; Px= Protoxilema; Ac= Angulo comum as células;
Lm= Lamela média; La= paredes polilameladas.

Barras: A, C e D= 200 pm; E, F e G=50 pm.
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Figura 17. Caule da planta adulta (PI) de Euterpe oleracea. A, B, C, D, E e F - Se¢do transversal. A e B-
Aspecto geral do feixe condutor. C- Lignificacdo das fibras do floema, evidenciado pelo teste de Wiesner,
mostrando regides A, B e C. D- Detalhe da lignificacdo pelo teste de Wiesner na lamela média e nos angulos
das células. E- Detalhe da lignificacdo (=), evidenciada pela microscopia de fluorescéncia. F- Detalhe das
paredes celulares constituida de lignina guaiacilica (coloragio marrom) nas paredes das fibras do floema (=),
evidenciada pelo teste de Maille.

Pa= Parénquima; Fb= Fibras; FI= Floema; Mx= Metaxilema; Px= Protoxilema; Ac= Angulo comum as células;
Lm= Lamela média; La= paredes polilameladas.

Barras: A e C=200 pm; D e E= 100 pum, B e F= 50 pm.
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4.2 Andlises dos espectros de microespectroscopia no infravermelho (FTIR) das fibras do
floema no caule jovem e adulto

Através da andlise por microespectroscopia no infravermelho, os espectros revelaram
sinais caracteristicos de lignina, em todas das se¢des da planta jovem e adulta (Pl) e (PE)
(Tabelas 3 e 4).

Para avaliar a composicao e distribuicdo da lignina foram obtidos espectros em duas
regides distintas (regido A e B) do caule da planta jovem, que apresentaram sinais com
estiramento de 1752-1700 cm™ corresponde ao estiramento de vC=0 de éster de carboidratos
(Figura 18).

O espectro da regido A revelou sinais mais definidos, com absorcao em 3595-3436 cm™
relativamente fino em comparacdo com os demais espectros. A intensidade relativa dos sinais
em espectros normalizados baseou-se na razdo entre a intensidade de qualquer sinal pela
intensidade do sinal em 1500 cm™ (método de linha base). Esse sinal é usado como padrdo em
espectros de lignina por ndo apresentar perturbacdes na sua intensidade de absorcao
independentemente dos seus substituintes.

As razdes entre as intensidades dos sinais das absor¢des de aldeido com a intensidade
da absorcdo do anel aromatico foram (A=2,5; B=5,0), apresentando uma concentragdo maior
na regido B. Apos o tratamento com NaOH 1% do caule da planta jovem, os sinais em 1178-
1175 cm™ foram mais intensos que os sinais em 1137 -1135 cm™, correspondentes ao
estiramento de vC-O do acido p-hidroxicinamico (&cido p-cumarico) e dos outros estiramentos
vC-O de outras substancias, revelando uma alta concentracdo de &cido p-hidroxicindmico
(&cido p-cumarico) nas regides A e B nesse estagio de desenvolvimento (Figura 18).
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Figura 18. Espectros no infravermelho das regides das fibras do floema (A e B) da planta jovem em duas
condi¢des de tratamento: linhas vermelhas — metanol por 24 horas e linhas azuis — metanol por 24 horas +
NaOH 1%).
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O sinal correspondente ao estiramento de vC=0 de cetonas ndo conjugadas, de grupo
éster, que pode ser caracteristicos da celulose ou hemicelulose, foi evidenciado em todas as
secOes. Abreu & Oertel (1999) em estudo sobre a maleabilidade de Paullinia rubiginosa
Cambess afirmam que o grupamento éster confere plasticidade em diversos materiais. Os sinais
em 1325-1330 e 1260-1270 cm™ apresentaram-se claramente em todos os individuos,
revelando se tratar de uma lignina guaiacilica/siringilica (G/S) com alta propor¢do de unidades
guaiacilicas (G), porém com intensidades diferentes, confirmado pelos testes histoquimicos,
muito embora para ligninas que possuem unidade cumarila essa estimativa torne-se mais dificil,
principalmente em decorréncia da sobreposicdo do sinal em torno de 1161 cm®,
correspondente a0 vC-O de &cidos p-hidroxicinamicos e vC-O de policarboidratos onde
G+S+H=100%.

Os espectros das regides A, B e C da planta adulta (PE) mostraram a presenca de
ésteres hemiceluldsicos e/ou éacidos p-hidroxicindmicos evidenciados pelos sinais em 1746-
1750 cm™ (vC=0 de éster), 1698 cm™ vC=0 (4acido conjugado) e 1179 cm™ (vC-O) e 1138
cm™ (vC-O de éster e/ou policarboidratos).

As intensidades dos sinais de aldeido e cetonas conjugadas ndo foram téo altas, porém
na regido C os sinais correspondentes aos estiramentos de carbonila (podendo aqui incluir os
aldeidos conjugados) foram intensos. Na regido C da planta adulta (PE) ha fortes indicios de
presenca de grande quantidade de &cidos, de aldeidos e também apresenta sinal mais largo de
estiramento de vO-H. Esta mesma regido também apresentou fortes indicios de alta
concentragdo de carboidratos, em decorréncia da largura dos sinais em todo o espectro.

A presenca de &cidos e de seus respectivos anions com estiramento de vC=0 em 1680
cm™ pode aumentar ou diminuir as absorcdes em 1600 e em 1260 cm™ (STEWART et al.,
1995). Essa variacdo foi também observada nos espectros das regides A, B e C da planta
adulta (PE) apo6s tratamento com NaOH 1% (Figura 19), o que revela a presenca desse tipo de
substancia na parede celular interferindo na analise do material antes do tratamento alcalino.
Neste caso, 0s espectros das amostras tratadas com NaOH 1% das regides A, B e C, revelaram
que as absorcdes em 1280 cm™ que antes do tratamento eram mais intensas e a de 1340 cm™
(respiracdo do anel aromatico siringilico) que eram menos intensas se inverteram; isso permitiu
supor que nesses tecidos pode haver um teor de unidade siringila mais alto (LIN & DENCE,
1992). Foi também observado que no espectro da planta adulta (PE) da regido B tratado com
NaOH 1% o sinal proximo a 1181 cm™ (Estiramento de C-O de &cido p-cumérico ou ferdlico)
quase desapareceu totalmente, enquanto os demais espectros se mantiveram com a forma de
dubletos. O espectro da regido C das fibras do floema da planta adulta (PE) apresentou uma
absorcdo em torno de 1500 cm™ bastante larga, caracterizando a existéncia de uma grande
quantidade de celulose nessa regido, além da lignina.

Ha também a hipotese de que as regides A e B possuem maior (OH) livre sugerindo
maior quantidade de (OH) priméario e secundario no estado livre, ou seja, ndo formando
ligacBes de hidrogénio. O espectro da regido C foi o que mais se aproximou de uma parede
rica em lignina com pouca quantidade de policarboidratos, tendo em vista as intensidades
baixas dos sinais em 1473 cm™ e 1393 cm™, sendo este Gltimo com menor intensidade em B.
Os sinais dos espectros da regido A da planta adulta (PE) apresentaram-se mais definidos,
principalmente na regido de estiramento de carbonilas. Um ombro foi observado em torno do
sinal de 1600 cm™ em ordem crescente da regido A para a regi&o C.

A razdo das intensidades dos sinais em 1600:1500 cm™ revelou os seguintes valores:
B=1,0; A=1,33; C= 3,00 dos tecidos adultos (PE), significando que as ligninas das respectivas
amostras possuem estruturas mais eterificadas do que condensadas (LIN & DENCE, 1992).
Considerando-se a razao entre os sinais 1648 cm™ a 1651 cm™ em ordem crescente de
estiramento de carbonila aldeidica conjugada com o sinal do anel aromatico, obtém-se 0s
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seguintes valores: B=1,5; A=2,0; C=6,5 da planta adulta (PE), coadunando com o resultado
positivo do teste de Wiesner regido C, enquanto B e A foram insignificantes (Figura 19),
provavelmente devido ao baixo teor de coniferaldeido nas ligninas das respectivas regides. As
diferentes concentracBes de aldeido, &cido p-cumarico e/ou éacido feralico, mostrados nos
espectros evidenciam que em um mesmo grupo de fibras do floema das plantas adultas (PE)
existem ligninas com perfis estruturais diferentes, provavelmente devido ao efeito da CAD.
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Figura 19. Espectros no infravermelho das regides das fibras do floema (A, B e C) da planta adulta (PE) em
duas condig¢des de tratamento: linhas vermelhas — metanol por 24 horas e linhas azuis — metanol por 24 horas +
NaOH 1%).

Stewart (1996) trabalhando com Erwinia carotovora ssp. carotovora em condicdes
aerobica e anaerobica verificou uma série de absorcdes, que sdo comuns em plantas. Ele se
referiu as absorcdes em 1650 cm™ que pode ser proveniente do estiramento de vC=0 de
amida, assim como estiramento de vC-O de quinona formada pela oxidacdo da parede celular.
Também relatou uma possivel existéncia de suberina, a qual absorve em 1480-1300 cm™ com
estiramento de vC-O em 1300 - 1050 cm™; todavia, os cortes analisados passaram por uma
extracdo prévia com metanol, que possivelmente retirou essas substancias.

Neste sentido, os sinais em 1680-1600 cm™, 1260 cm™ e 955 cm™ observados nos
espectros da regido (C) do feixe vascular da planta adulta (PE) extraida com metanol podem
ser atribuidos a pectina (Figura 19). Existem também evidéncias da presenca de hemicelulose
devido ao sinal em 1660 cm™, que é provavelmente oriundo do estiramento de C=0 do &cido
glicurdnico. Sinais em 1427 e 895 cm™ podem representar também deformacgéo de CH, e do
CH anomeérico de celulose cristalina, respectivamente (KATAOKA & KONDO, 1998).

A concentracdo de acido p-hidroxicindmico nas regides A, B e C da planta adulta (PI)
comparada com as regides da planta adulta (PE) (Figura 20) € abordada pela pouca diferenca
entre os sinais 1179 cm™ e 1137 cm™ (Figura 20). Apds tratamento com NaOH 1%, o espectro

31



da regido B da planta adulta (PI) mostrou sinais de estiramento de (vOH) mais estreito e o
sinal da regido C mais largo, provavelmente com grande concentracdo de polissacarideos
hemicelul6sicos. O espectro da regido A da planta adulta (P1) mostrou maior intensidade do
sinal correspondente ao &cido p-hidroxicinamico e o sinal em 3550 cm™ relativamente largo,
com policarboidrato residual. A intensidade do sinal em 1182 cm™ e 1137 cm™ (dubleto)
apresentou sinal com alta intensidade, revelando maior concentracdo de p-hidroxicinamico
(&cido p-cumérico).

A razdo da intensidade entre os sinais de A=1649 cm™, B=1649 cm™ e C=1647 cm™
respectivamente sendo A= 1510 cm™, B=1515 cm™ e C=1518 cm™ das amostras de plantas
adultas (PI) foram respectivamente 1,66; 2,33 e 8, mostrando que a concentracdo de aldeido
conjugado é maior na regidao C.
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Figura 20. Espectros no infravermelho das regides dos feixes vasculares (A, B e C) da planta adulta (Pl) em
duas condic¢des de tratamento: linhas pretas — metanol por 24 horas e linhas azuis — metanol por 24 horas +
NaOH 1%).

Segundo Willats et al. (2000) e Tranquet et al. (2009), a ocorréncia de acidos p-
hidroxicindmicos € mais alta em tecido adulto do que em tecido jovem, o que coaduna com a
existéncia de ligacdes intramoleculares de natureza menos condensada de A para C. Allison et
al. (2009) afirmam que os sinais em 1688 cm™ e 1630 cm™ podem ser associados as ligacdes
entre lignina e ferulato e/ou cumarato, e que a presenca deles favorecem o aparecimento do
sinal forte em 1171 cm™. Essas atribuicdes foram comparadas com dados da literatura (Anexos
1e 2) (LIN & DENCE, 1992). Na regido C da planta adulta (PE) o espectro do tecido tratado
com NaOH 1% mostrou que a absor¢6es de estiramento de carbonila de éster hemicelulésico
desapareceu revelando a sua presenca; entretanto, o carater acido permaneceu revelado pelo
sinal largo em 1701 cm™. Lozovaya et al. (1999), afirmam que tratamento alcalino brando com
NaOH 1% apenas hidrolisa as ligacGes ésteres dos &cidos cindmicos com a parede celular ndo
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sendo possivel nessa concentracdo romper as ligacdes etéricas com a lignina, e que apenas sob
o tratamento com NaOH 4% a quente seria possivel. A observacdo do sinal em 1700-1716 cm’
! pode ser atribuido aos acidos p-hidroxicinamicos (acido p-cumarico). A Figura 21 mostra as
possiveis ligacBes entre lignina-acido p-cumarico-hemicelulose (ligacdo éter e/ou éster) e apos
a hidrolise alcalina com conectividade lignina-a4cido p-cumarico e hemicelulose-acido p-
cumarico.

O/ J\l% L\
LIGNINA @/rk
o

‘ ‘LIGNINA

//0

NaO

Figura 21. Tratamento alcalino com NaOH 1% dos tecidos levando a formag&o da lignina-4cido p-cumaérico.

As absorcdes de aldeido em 1636-1650 cm™ mantiveram-se com ligeira modificac&o
em suas intensidades. Os sinais em forma de dubleto em 1181-1137 cm™ foi alterado
ligeiramente na amostra B apos tratamento com NaOH 1%. Embora os sinais do espectro C da
amostra da planta adulta (PE) ndo tenham ficado bem definidos por apresentarem hemicelulose
em grande concentracdo, esse mesmo espectro também apresentou sinal em 3541 cm™ bastante
largo.
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Tabela 3. AtribuicBes dos sinais dos espectros por microscopia no infravermelho das regiées A, B e C da planta jovem e adulta (P1) e (PE) pré-
extraidas com metanol por 24 horas (adaptada de LIN & DENCE, 1992).

-1
cm Atribuictes
3568 Estiramento de O-H
2938 Estiramento de C-H de grupos metilicos e metilénicos
1750-1746 Estiramento de C=0 de grupos éster de carboidratos
1700-1696 Estiramento de C=0 de acido ou éster conjugado ou cetona conjugada
1651-1648 Estiramento de C=0 em cetonas ou aldeidos conjugados
1600 Vibragdo do esqueleto aromatico com estiramento de C=0, S > G, G condensado > eterificado.
1511-1506 Vibracdo do anel aromatico
1473-1469 Deformacéo assimétrica de -CH; e CH,
1393 Estiramento de CH e CHj alifatico exceto OCHj,
1352-1341 Vibragédo do anel siringilico com contribuicdo do estiramento de C=0 de estrutura condensada
1282 Vibracdo do anel guaiacilico com contribuigcdo do estiramento de C=0
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Tabela 4. AtribuicBes dos sinais dos espectros por microscopia no infravermelho das regides A, B e C da planta jovem e adulta (PI) e (PE) pré-
extraidas com metanol por 24 horas e tratadas com NaOH 1% (adaptada de LIN & DENCE, 1992).

1

cm Atribuicio
3611-3609 Estiramento de O-H
2948-2938 Estiramento de C-H de grupos metilicos e metilénicos
1700-1699 Estiramento de C=0 de &cido ou éster conjugado ou cetona conjugada
1660-1648 Estiramento de C=0 em cetonas ou aldeidos conjugados

1600 Vibragéo do esqueleto aroméatico com estiramento de C=0, S > G, G condensado > eterificado.
1513-1512 Vibracdo do anel aromético
1473-1471 Deformacdo assimetrica de —CH; e CH,
1393-1291 Estiramento de CH e CHj alifatico exceto OCHj,
1348-1345 Vibracédo do anel siringilico com contribuicdo do estiramento de C=0 de estruturas condensadas
1280-1279 Vibracdo do anel gauiacilico com contribuigdo do estiramento de C=0

Estiramento de C-O de acido ou ésteres insaturados e aromaticos: 2 sinais ou aromaticos e vinilicos e ou de
1181-1180 :
carboidratos
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4.3 Analises dos espectros no infravermelho do material caulinar da planta jovem e adulta

Os espectros foram registrados no modo de transmissdo e as atribuicdes foram
direcionadas para estimar a variacdo da estrutura da lignina nas amostras de plantas jovens e
adultas (PI) e (PE), em amostras pré-extraidas e tratadas com NaOH 1%. Apesar de ser um
método Util para o estudo das alteracGes quimicas de madeira, 0s espectros de 1V fornecem
resultados gerais, visto que ocorre uma sobreposi¢cdo dos sinais de lignina, hemicelulose e
celulose.

Uma anélise comparativa entre importantes sinais dos espectros foi realizada dividindo
a intensidade desses sinais pelo sinal 1500 cm™ de todos os espectros utilizando a técnica de
linha base. Apesar de ser uma analise empirica € possivel estimar essa comparagdo. Verificou-
se ao analisar a Tabela 3 que na sequéncia da planta jovem, planta adulta (PI) e (PE), os sinais
entre 1736 a 1738 cm™ (estiramento vC=0 de éster alifatico e/ou fendlico), diminuem sua
razdo da intensidade na ordem de 3,0; 2,5 e 2,0 o que revelou uma reducdo da hemicelulose
esterificada entre outros ésteres ou éster fendlico. Usando o mesmo principio de analise,
verificou-se que entre 1640-1600 cm™ (estiramento de carbonila de aldeidos e/ou cetona e/ou
acidos p-hidroxicinamicos e estiramento de vC=C houve diminuicdo das concentracdes das
substéncias carboniladas na sequéncia planta jovem, Pl e PE, o que evidencia que as plantas
jovens acumulam mais acidos e aldeidos do que Pl e PE respectivamente conforme Tabela 5.

Segundo Hergert (1971) apenas alguns poucos sinais sdo inequivocamente atribuidos, e
muitos sinais podem ser interpretados de varias maneiras. Os sinais de estiramento de vO-H,
vC-H, e vC=0, acima de 1600 cm™ e a vibracdo do esqueleto do anel aromético em torno
1510 cm™ séo sinais "puros”. McCann et al. (1992) afirmam que para as espécies quimicas de
interesse, a regido mais importante do espectro se encontra na regido entre 2000 a 900 cm™. O
grupo éster carboxilico absorve em aproximadamente 1740 cm™, grupamento de écidos
carboxilicos em pectinas absorvem em 1610 cm™, grupos fenélicos em 1600 cm™ e 1500 cm™ e
carboidratos apresentam sinais entre 1200 e 900 cm™.

Apbs hidrélise alcalina com NaOH 1%, os sinais do estiramento de YC=O de éster
desapareceram totalmente, sendo substituidos pelo sinal em torno de 1700 cm™ que
correspondente a presenca de acidos fendlicos. Estes resultados corroboraram com MacCann
et al. (1992) que verificaram a variacdo de éster carboxilico em amostra de Allium cepa,
utilizando diferentes solucdes alcalinas.
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Tabela 5. Célculo empirico da concentragdo de ésteres, aldeidos, cetonas e acidos por técnica
de linha base utilizando os espectros no infravermelho do material lignocelulésico da planta
jovem, Pl e PE.

Intensidade em Razdo Sinal I de

Amostras Sinais mensurados mm interesse/l de
1500 cm™

1738 6 3

Planta jovem 1640-1600 11 55
1520 2
1737 15 2,5

P'a”t(?:?)d”'ta 1640-1600 18 3
1511 6
1736 20 2

P'anzzé‘)d”'ta 1640-1600 17 1,7
1508 10

Nota: | — Intensidade dos sinais; Pl — parte interna; PE — parte externa

4.4 identificacdo e quantificacao de acido p-cumarico por CLAE

A determinacdo de é&cidos fenolicos na parede celular pode oferecer informacdes
importantes para a compreensdo de como estes estdo envolvidos na parede celular e na
conexdo entre a lignina e os carboidratos, bem como a influéncia destes na recalcitrancia da
lignina.

O método discutido neste trabalho revelou a presenca de acido p-cumarico nas
amostras da planta jovem e planta adulta (P1 e PE). Para a analise quantitativa da concentracao
do &cido p-cumarico foi elaborada uma curva de calibracdo. A equacdo obtida foi f(x) =
7,25242e-006.(X) + 0,659972 , apresentando R? igual a 0,9990582.

O tempo de retencdo do padrédo foi de (RT — 4,59 min), correspondendo também aos
perfis cromatogréaficos das amostras RT - 4,60; 4,69 e 4,68 e as concentracdes do acido p-
cumarico foram 0,019; 0,0019 e 0,001 mg/mL da planta jovem, planta adulta (Pl) e (PE),
respectivamente (Figura 22). O perfil cromatografico do padrdo de &cido p-cumarico para
planta jovem, planta adulta (PI) e (PE) esta apresentado na Figura 23.

Os tecidos da planta jovem de E. oleracea apresentaram maior concentracdo de acido
p-cumarico do que os de plantas adultas (Pl e PE). Substancias foram observadas em planta
jovem, Pl e PE além do &cido p-cumaérico, entretanto ndo foram identificadas. Esses resultados
sdo diferentes dos encontrados em parede celular de poaceas, onde a concentracao do acido p-
cumarico aumenta de plantas jovens para plantas adultas (MORRISON et al., 1998; JUNG et
al., 1998).
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Figura 22. Declinio da concentracdo do acido p-cumarico da planta jovem e adulta (Pl e PE) de E.oleracaea.

Nota: PJ — planta jovem; Pl — parte interna; PE — parte externa.
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As andlises conjuntas dos dados por CLAE e infravermelho permitiram observar
que o &cido p-cumarico esta principalmente ligado a parede celular por ligagdes éster,
principalmente nas células do cilindro central (PI), constituido na maioria por células de
parénquima fundamental. Isso ndo descarta a possibilidade desse fenol estar ligado a
proteinas ou a outras substancias da parede celular e significa também que a regido da
PE contém células dos feixes vasculares com baixa concentracdo de éster p-cumarato em
suas paredes celulares.

Isso leva-nos a propor que esses acidos em PE sdo incorporados as ligninas na
condicdo de ligacGes acido-sensivel (ligacdo éter) o que configura uma estrutura de
lignina eterificada, diferenciando de poéceas onde a concentracdo aumenta com a
maturidade da planta. Outra proposta é que o &cido p-cumarico presente em altas
concentracdes em tecido jovem, possivelmente foi incorporado as estruturas da lignina
que se tornaram altamente eterificadas, como foi verificada por diferentes técnicas de
analise em tecidos adultos.

MORRISON et al. (1998); JUNG et al. (1998) descreveram que nas plantas
jovens, os complexos éster/acido ferulico se constituem em sitios de nucleacdo. Isto
porque, com o envelhecimento dos tecidos, a quantidade de ferulatos éster-ligados tende
a se manter, enquanto aqueles éter-ligados ¢é incrementado conforme a Figura 24.

Parede celular-planta jovem e (PI)

xoﬁéasg
o *° OCHg

Parede celular -planta adulta (PE)

COOH

\ O\LIGN\NA
© COOH

OCH3
(®)
\ OCHg3
Estrutura f-eterificada
H,CO
O\
LIGNINA

Figura 24. Formacéo de lignina em sitios de nucleagdo (&cido p-cumaérico).

A concentracdo dos p-hidroxicindmicos varia de acordo com o tipo de tecido e
com o desenvolvimento da planta. Em poéaceas, sdo mais comuns a presenca dos acidos
p-cumarico e ferulico. A ligacdo do &cido fertlico € mais &cido-sensivel (ligacdo éter
com a lignina) na posi¢do P da cadeia lateral; ele também pode aparecer ligado aos
polissacarideos através de uma ligacdo alcali-sensivel na forma de éster sobre o C-5 de
um segmento de arabinosil de arabinoxilana. O &cido p-cumarico € mais extensivamente
esterificado através da lignina quando o mesmo é ligado em menor extensdo aos
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polissacarideos. A deposicdo de &cido p-cumarico é continua durante a lignificacéo e se
torna mais predominante em tecidos mais adultos (TRANQUET et al., 2009; WILLATS
et al., 2000).

4.5 Anélises dos espectros de RMN DE **C NO ESTADO SOLIDO

Andlise dos espectros de RMN de **C do tecido oriundo da planta jovem e adulta
(PI) e (PE) foram registrados e seus espectros analisados de acordo com a literatura
(LIN & DENCE, 1992).

O espectro de uma amostra lignoceluldsica pré-extraida assume caracteristicas
peculiares e de facil reconhecimento em decorréncia da sua composicdo mdultipla
formado pela celulose, hemicelulose e lignina. Embora os espectros sejam aparentemente
simples, sua complexidade impde uma analise acompanhada de outros métodos de
analise. A anisotropia do material lignocelul6sico conduz a espectros com sinais muitos
largos, visto que os sinais estdo concentrados na regido entre 50 e 120 ppm, no qual a
grande parte € atribuido pelos carbonos da molécula de celulose, com contribuicdo de
sinais de hemicelulose e lignina (REZENDE et al., 2011).

Os picos caracteristicos de suberina aparecem em CP/MAS de RMN de **C entre
29 e 33 ppm (caracteristico de carbono metilénico em grande quantidade ), em 110 - 160
ppm (aromaticos e alcenos), e 172 ppm (carbonilas de acidos e ésteres). O sinal em torno
de 50 — 56 ppm e entre 105 e 160 ppm, é caracteristico da presenca de acidos p-
hidroxicindmicos e derivados O-metilados (GARBOW et al., 1989).

Tais atribuicBes mostraram que nos espectros de RMN de *C CP/MAS das
amostras sem extratos e tratadas com NaOH 1% apresentam sinais equivalentes
principalmente em 29 - 33 ppm de baixa intensidade revelando a presenca de carbonos (—
CH,-)n, caracteristica da cadeia alifatica das suberinas nos espectros de RMN CP/MAS
da planta jovem evidenciado pelos sinais em 25 ppm e 140 ppm.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos das unidades estruturais da lignina séo
relativamente complexos; entretanto, pode-se atribuir alguns sinais de espectros de
modelos utilizados para determinacéo estrutural da lignina. Muito embora, estes sofram
alteracOes em decorréncia das ligacbes formadas entre as unidades, constituindo
estruturas do tipo condensadas e eterificadas. Isso é refletido em diferentes grupos
boténicos, assim como em distintas células, camadas celulares e a lamela média.

Os espectros de RMN de **C apresentaram-se com pouca diferenca, nas amostras
livre de extratos dos individuos jovens e adultos (PI) e (PE), podendo observar o sinal
em aproximadamente 169 ppm em todos os espectros (Figura 25). Segundo Lin &
Dence (1992), os sinais em 163 a 180 ppm correspondem a carbonilas conjugadas de
acidos p-hidroxicinamicos e de segmentos moleculares da lignina. Grupo acetoxilico de
hemicelulose pode ocorrer em 173 ppm. Bardet et al. (2004) em trabalho com amostras
de madeiras arqueoldgicas afirmam que se pode observar varios sinais de lignina em
espectro de RMN de **C. O pico em 56 ppm é caracteristico de substituintes metoxila,
na regido entre 60 e 100 ppm para as cadeias de carbonos laterais com diferentes tipos
de substituicdo. As estruturas aromaticas da lignina apresentam sinais entre 120 e 160
ppm. Nesta gama de sinais, o sinal intenso proximo a 153 ppm é atribuido ao oxigénio
substituido (-OCH; e —OH) do carbono aromatico.

O tratamento alcalino permitiu uma pequena melhoria da resolucdo dos espectros
de RMN de *C na regido entre 50 a 120 ppm pela remocéo de hemicelulose; porém, ndo
houve modificacéo significativa. Em relacdo aos sinais de lignina, ndo houve alteragoes.

Experimento com precursor fenilalanina marcada nos carbonos [CI-13C], [C2-
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13C] e [C3-13C] in situ de L. leucocephal em microhidroponia, permitiu observar que
os deslocamentos quimicos dos carbonos a, € y da cadeia lateral ligados a carboidratos
e outras unidades moleculares da lignina, mostram deslocamentos na faixa de 75 a 90
ppm. Sinais desses carbonos de qualquer material lignocelulésico em condicGes naturais
tornam-se de dificil atribuicdes, pois sdo sobrepostos pelos sinais dos carbonos de
celulose e outros carboidratos (LEWIS & YAMAMOTO, 1990).

Os espectros CP/MAS do caule da planta jovem e adulto (PE) e (Pl) sem
extratos foram divididos por regifes para facilitar as analises comparativas. As amostras
pré-extraidas ndo mostraram modificagdes fortes, mas apenas 0s espectros das amostras
dos tecidos da planta jovem. As atribuicdes estdo na Tabela 6.
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Figura 25. Espectro CP/MAS da planta jovem e adulta (P1) e (PE) sem extratos.




Tabela 6. Deslocamentos quimicos dos constituintes do caule da planta jovem e adulta (PI) e (PE) de E. oleracea (adaptada de LIN & DENCE,
1992; WIKBERG, 2004; RESENDE et al 2011).

Deslocamento Atribuicéo Planta jovem Planta adulta (PE) Planta adulta (PI)
quimico em ppm
164 - 174 COO- de grupo acetilico de Presente Presente Presente
hemiceluloses e/ou C=0 alfa em
Ar- COOH e/ou Grupo carboxilico
de lignina
153 C3eC5deS (e) Presente Presente Presente
148 C3eC5(ne)deSeCleClddeG Presente Presente Presente
142 -C=C- Presente Ausente Ausente
128 Ca e Cp em ARCH=CH-CH,0OH Presente Presente Presente
ouC2deG
112 C2eC6deSeC5eCbde G Presente Presente Presente
101 C-1 de celulose Presente Presente Presente
98 C-1 de hemicelulose OMBRO Presente Presente Presente
85 C-4 de celulose cristalina Presente Presente Presente
84 C-4 de celulose amorfa Presente Presente Presente
71-75 C-2/C-3/C-5 de celulose Presente Presente Presente
61 C-6 de cellulose cristalina Presente Presente Presente
59 C-6 de cellulose amorfa Presente Presente Presente
53 OCHj5 de lignina Presente Presente Presente
26 - 33 -(CHy)n- suberina Presente Ausente Ausente
17 -CHj; de grupo acetilico de Presente Presente Presente
hemicelulose
Presente Presente Presente

Nota: e- eterificado; ne — ndo eterificado; Pl — parte interna; PE — parte externa.
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5. CONCLUSAO

A partir da avaliagdo da quimica lignoidica por meio da topoquimica, da histoquimica e
dos métodos espectrométricos do caule jovem e adulto de E.oleracea, foi possivel identificar
que o depdsito das unidades guaicilicas iniciou-se na lamela média e nos angulos comuns as
células. A existéncia do &cido p-cumérico, comum em monocotiledéneas, encontra-se nesta
espécie altamente concentrado e esta ligado a parede celular por ligagdo éster, principalmente
nas células do cilindro central (Pl — parte interna do caule). A regido PE (parte externa do
caule) se caracteriza por ser altamente lignificada onde as células do parénquima associadas ao
feixe vascular disposta radialmente, mostram-se em processo de lignificacdo; entretanto com
baixo acimulo de éster p-cumarato ligado a lignina. A alta taxa de lignificacdo na parte externa
(PE) coaduna com a existéncia de maior massa especifica em caules de palmeiras, conferindo
propriedades de resisténcia fisica, quimica e bioldgica.

O teste de Wiesner revelou uma variagdo na intensidade de cor nas calotas de fibras
floematicas, distinguindo-se trés regides (A, B e C). A condicdo de lignina livre na regido PE
até mesmo nas células parenquimatosas e fibrosas das regifes A, B e C do feixe vascular é
prejudicada pela conectividade entre o acido p-cumarico e a parede celular. Evidéncia de
ligacOes etéricas acido-sensiveis entre o acido p-cumarico e lignina, principalmente em PE,
permite supor que sob-hidrdlise &cida a liberacdo da lignina torna-se mais facilitada do que se a
mesma tivesse associada via ligacéo éster, configurando uma estrutura de lignina eterificada em
PE, enquanto mais condensadas, ricas em unidade guaicilica e com mais baixo teor de unidades
B-O-4 na regido PI e na planta jovem. Isso € justificado pelos testes histoquimicos que acenam
para existéncia de ligninas guaicilicas ricas em coniferaldeido, ligado ao nicleo molecular da
lignina em células do feixe vascular na ordem crescente de A a C, coadunando com a hipotese
que baixa atividade da cinamil alcool desidrogenase (CAD) promove o0 acumulo de
coniferaldeido, tanto na planta jovem como em Pl e em PE. As ligninas da regido A dos feixes
vasculares, portanto, sdo mais ricas em ligninas com terminais cumarilicos e provavelmente de
natureza siringilica, revelando que a expressao génica em cada regido do feixe vascular €
diferente.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo topoquimico e quimico do caule de Euterpe oleracea abrem novas
perspectivas no entendimento da bioquimica da parede celular de palmeiras, contribuindo para
0 uso sustentavel do caule que vise 0 uso para a producéo de polpa e celulose, biocombustivel,
energia etc. Estudos dessa natureza ainda ndo foram realizados com essa palmeira, o que torna
a dissertacdo inédita. A etapa seguinte sera a realizacdo de uma tese de Doutorado mais
profunda focado nas espécies Euterpe oleracea e Euterpe.edulis.
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