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SUMMARY

The aim of this research was to quantify and identify the types of lignin and characterize its functionalization based on apparent
physical resistance in each seed coat layers of Araucaria angustifolia. Each seed layer (exotesta, mesotesta and endotesta) was milled,
homogenized and pre-extracted with solvents: cyclohexane, ethyl acetate and methanol for quantification of lignin. Pre-treatment with
NaOH 1% was also performed in each layer of the seed for lignin quantification and for infrared spectroscopy. The lignin content
obtained in the testa was 32.43 % for the three layers. After alkaline treatment, the lignin content was 31.52 % in exotesta, 16.88 % in
mesotesta and 15.48 % in endotesta. Dioxane lignin was isolated from the seed coat and reduced with NaHB,. Infrared spectra (FTIR)
were obtained from the dioxane lignin, reduced dioxane lignin and alkaline-treated Klason lignin of each layer. Microscopic analyses of
the in natura exotesta and mesotesta layers from the seed coat were performed through histochemical test (Wiesner) and fluorescence
microscopy. Infrared analyses made possible observation of aldehyde terminations in dioxane lignin and propose the structural profile of
Klason lignin in different layers. Fluorescence microscopic analyses allowed identification of highly lignified macrosclereids in exotesta.
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue identificar y cuantificar los tipos de lignina, y caracterizar su funcion segtin la resistencia fisica
aparente de cada capa de la testa de la semilla de Araucaria angustifolia. Cada capa de la semilla (exotesta, mesotesta e endotesta) se
molio, homogeneizé y sometié a un ciclo de pre-extraccion con solventes (ciclohexano, acetato de etilo y metanol) para preparar el
material para cuantificar la lignina. También se realizé en cada capa de la semilla un pre-tratamiento con NaOH 1 % para cuantificar
la lignina y para aplicar espectroscopia infrarroja. El contenido de lignina en la testa fue 32,43 % para las tres capas juntas. Después
del tratamiento alcalino, el contenido de lignina fue de 31,52 % en exotesta, 16,88 % en mesotesta y 15,32 % en endotesta. Lignina
dioxano se aislo del tegumento de la semilla y la misma se redujo quimicamente con NaHB,. Los espectros infrarrojos se registraron a
partir de lignina dioxano, lignina dioxano reducida y de lignina de Klason de cada capa con tratamiento alcalino. Se realizaron analisis
microscopicos de las capas de exotesta y mesotesta de la testa de la semilla al natural, por prueba histoquimica (prueba Wiesner) y por
microscopia de fluorescencia. El analisis infrarrojo permiti6 observar la presencia de terminales aldehido en lignina dioxano y trazar el
perfil estructural de las ligninas de Klason en capas diferentes. En el andlisis microscdopico con fluorescencia se identifico en la exotesta
la presencia de macroesclereidas altamente lignificadas.

Palabras clave: lignina, pifidn, infrarrojo, testa.

INTRODUCCION

Una gran parte de las semillas forestales en Brasil se ha
utilizado en la industria extractiva. Las semillas se pueden
utilizar directamente como una fuente de alimento, de pro-
teinas, minerales y aceites, entre otros. Un ejemplo es el
uso de semillas de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze.
para alimentacion, que se produce en el sur y sudeste del
Brasil (Silva et al. 2014).

Las semillas de A. angustifolia han contribuido a la
economia local en algunas regiones de Brasil. Datos del

IBGE (2013) informan que en 2013 se vendieron en el pais
8.889 toneladas; de estas, 8.608 toneladas fueron comer-
cializada en el sur y 281 toneladas en el sudeste. La semilla
del A. angustifolia es también conocida como pifion (Con-
forti y Lupano 2007); ha sido estudiada su germinacion
(Carvalho 2003) asi como su uso en alimentacion (Silva et
al. 2014). En el primer caso, debido a su corta vida natural
y la pérdida total de viabilidad por deshidratacion un afo
después de la cosecha (Carvalho y Nakagawa 2000); en
el segundo caso, debido al poder nutricional de la misma
(Carvalho 2003, Cordenunsi et al. 2004). Estas semillas
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son sensibles a la reduccion del contenido de agua (Eira
et al. 1994), lo cual es una caracteristica de las semillas
recalcitrantes, un factor que contribuye a la vulnerabilidad
de la especie. Cordenunsi et al. (2004) afirman que el color
rojizo de la testa de la semilla madura indica la presencia
de polifenoles. Sin embargo, hay polifenoles insolubles,
tales como la lignina que poseen propiedades que garanti-
zan la estructura celular de la semilla, la proteccion fisica
y quimica, asi como la conduccioén de agua.

Debido a la flexibilidad de las enzimas en las plantas,
las ligninas pueden ser diferentes en su composicion y
su contenido. Las que constituyen la madera, conocidas
como ligninas tradicionales presentan una composicion
caracteristica formada por unidades fenilpropano de la
serie cumarilica, guaiacilica y siringilica. En las plantas
modificadas genéticamente y en otras plantas normales las
unidades se han identificado y diferenciado del concepto
tradicional (Chen et al. 2013).

Un ejemplo muy reciente ha sido la identificacion de
lignina rica en acido cafeico (lignina-C). Este tipo de lig-
nina se encuentra en alta concentracion en la testa de la se-
milla de la orquidea Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews
y otras especies tales como Vanilla Pompona Schiede,
Vanilla tahitensis Moore, aunque se ha informado de que
no todas las semillas monocotiledoneas tienen este tipo de
lignina (Chen et al. 2012). El tegumento de las semillas
de algunas plantas de la familia de las cactaceas también
cuenta con lignina tipo C (Chen et al. 2013). Estas lig-
ninas pueden estar presentes de forma independiente, o
coexistir con las ligninas G/S (Guayacil/Siringil), que han
sido depositados en los tejidos en las mismas condiciones
temporales/espaciales (Tobimatsu et al. 2013). Ademas se
ha registrado, por primera vez, la lignina natural formada
por unidades de alcohol-5-hidroxiconiferilico (lignina-5H)
en el tegumento de la semilla Escobaria dasyacantha (En-
gelm.) Britton et Rose (Chen et al. 2012).

El conocimiento de la existencia y el papel de la lignina
en algunas semillas es todavia muy incipiente; mientras
que la presencia de lignina en las maderas tiene como fun-
cion principal dar rigidez a la estructura, en las semillas
puede tener un papel importante en la regulacion del flujo
de agua entre el medio interno y externo a través de la
testa. Es posible que la relacion entre el intercambio de
agua de una semilla con la atmoésfera esté relacionada con
la funcionalidad de la lignina. En este sentido, el objetivo
de esta investigacion es cuantificar la lignina, caracterizar
su funcion y su solubilidad en NaOH 1 % en la testa de se-
millas de A. angustifélia, dada su importancia como fuente
de residuos lignoceluldsicos.

METODOS

Preparacion del material para andlisis. Para comenzar a
trabajar con el tegumento de las semillas de A. angustifo-
lia, primero se separaron las almendras de las semillas, uti-
lizando solamente la capa exterior de los pifiones (testa) sin
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el endospermo se utilizé para el analisis quimico y histolo-
gico. El tegumento de esta semilla comprende: endotesta,
mesotesta y exotesta (figura 1). Las capas del tegumento
fueron molidas separadamente en un molino de cuchillas
tipo Willey después se secaron a temperatura ambiente.
Posteriormente, las muestras fueron homogenizadas y so-
metidas a extraccion quimica. Estas semillas fueron dona-
das por el Departamento de Silvicultura del Instituto de
Bosques de la UFRRI, pero su origen no fue revelado.

La preparacion del material libre de extractivos, se rea-
liz6 en un extractor de tipo Soxhlet con la siguiente serie
eluotrépica de solventes: ciclohexano, acetato de etilo y
metanol, por un periodo de 24 horas sin interrupcion para
cada solvente (Abreu et al. 2006). Después de cada extrac-
cion, los extractos fueron concentrados en un evaporador
rotatorio al vacio y en seguida puestos en una cadmara para
la evaporacion completa del solvente. A partir de las mues-
tras libres de extraibles se iniciaron los analisis.

Lignina de Klason. Para la cuantificacion de la lignina de
Klason fueron utilizados 300 mg de cada capa procesada
secas y libre de extraibles (exotesta, mesotesta y endotes-
ta) tratadas con acido sulftirico 72 % (Abreu et al. 2006).

Tratamiento con NaOH 1 %. En cada capa procesada libre
de extraibles (exotesta, mesotesta y endotesta) se realizd
un tratamiento alcalino. A 2 g de material seco se afiadie-
ron 50 mL de solucién de hidroxido de sodio 1 % y se
colocd en bailo maria a aproximadamente 90 °C durante
una hora. Luego las muestras se transfirieron a una pla-
cay se lavaron con 100 mL de agua caliente, después se
anadieron 25 mL de acido acético al 10 %, manteniendo
la mezcla durante un minuto. Finalmente, se lavaron las
muestras con agua desionizada hasta estar completamente
libres de acido y se colocaron en estufa a 105 °C hasta peso
constante (Abreu et al. 2006). El tratamiento se realizd por
triplicado para cada capa. Las muestras tratadas fueron

Endotesta

Figura 1. Vista de las capas de tejido de la exotesta, mesotesta y
endotesta del tegumento de la semilla de Araucaria angustifolia.

Prospect of the layers of tissue exotesta, mesotesta and endo-
testa of the seed coat from Araucaria angustifolia.



utilizadas para la cuantificacion de la lignina de Klason y
para analisis infrarrojo.

Lignina dioxano. En la preparacion de lignina dioxano se
utilizaron, aproximadamente 5 g de muestra seca libre de
extractivos, que se colocaron en un matraz aforado de dos
salidas, al que se afiadié una solucion de dioxano y agua
(9:1) con HCI. La mezcla de reaccion obtenida se mantuvo
bajo calentamiento en un plato caliente en una atmodsfera
de nitrogeno durante 24 horas. La mezcla de reaccion se
filtr6 en un embudo de vidrio sinterizado y se lavd bajo
vacio con la misma solucion en la que se obtuvo el extrac-
to. Este se concentrd en un evaporador rotatorio hasta la
aparicion de un material viscoso. Este material se precipito
en un gran volumen de agua destilada bajo agitaciéon cons-
tante. El precipitado se separd por centrifugacion y se lavo
bajo vacio con agua destilada y se secd en un desecador a
vacio con anhidrido fosforico (Abreu et al. 2006).

Cuando el espectro infrarrojo indico la presencia de
grupos aldehido terminales, se realizé la reaccion de re-
duccion de lignina dioxano usando el reactivo NaBH,.
Para esta reaccion se disolvieron 70 mg de lignina dioxano
en una solucion de etanol y NaOH 0,1 N en una atmoésfera
de nitrogeno.

Espectroscopia infrarrojo. El analisis por espectroscopia
infrarroja se efectu6é con muestras de lignina de Klason de
cada capa tratada con NaOH 1 %, lignina dioxano y lig-
nina dioxano reducida con NaBH, usando tableta de KBr
(100 mg de KBr/ material de 1-2 mg) en un espectrémetro
(Varian 640-IR espectrémetro FT-IR). Los espectros se re-
gistraron en modo experimental de la transmision por me-
dio de 4 cm de resolucion, 128 exploraciones, amplitud
espectral entre 4.000-400 cm™. El analisis por espectrosco-
pia infrarroja se realizo6 por triplicado para lignina dioxano
y lignina dioxano reducida.

Estudio histolégico. Parte de los tegumentos de las semi-
llas de A. angustifolia se separaron y fueron puestos en un
vaso de Bohemia con agua destilada a ebullicién, donde
fueron cocidos durante 5 minutos, para facilitar el corte de
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la testa de la semilla para los analisis histologicos. Los cor-
tes anatomicos transversales del tegumento de las semillas
de A. angustifolia (exotesta y mesotesta) se hicieron con
un escalpelo. Se utilizé la microscopia de campo claro, mi-
croscopia fluorescente seguida de la prueba histoquimica
de Wiesner (Lin y Dence 1992) para identificar los tejidos
lignificados. Los andlisis por microscopia de campo cla-
ro se realizaron con cortes transversales de la exotesta y
mesotesta de la semilla de A. angustifolia al natural.

La observacion con microscopio de fluorescencia fue
realizada con el cubo verde de excitacion a 330-385 nm y
el filtro FITC (U-MWB?2), utilizando el microscopio opti-
co OLYMPUS BXS51 (Barros y Miguens 1998). Se realizod
en secciones transversales de la testa de la semilla natural
y se tifieron con reactivo Wiesner, la exotesta y mesotesta.

RESULTADOS

Caracterizacion quimica. El contenido total de lignina que
se encontro fue de 32,43 % y represento las capas de tejido
juntas (exotesta, mesotesta y endotesta). Este contenido de
lignina en el tegumento de las semillas de A. angustifolia
fue relativamente alto, en comparacion con los niveles re-
portados para semillas de otras especies arboreas (cuadro 1).

Los espectros de infrarrojos de la lignina dioxano y lig-
nina dioxano reducida revelo la existencia de una lignina
tipica de coniferas (G), sefial correspondiente ~ 1.263 cm'?
(Kubo y Kadla 2005). La confirmacion de grupos aldehi-
do terminales se realizé con la reaccion de reduccion del
grupo aldehido con NaBH,, cuya sefial correspondiente a
1.621-1.690 cm* tenia una intensidad muy reducida (parte
con trazos) (figura 2).

La intensidad de las sefales caracteristicas de ligni-
na después del tratamiento con NaOH 1 % (1.600 cm™ y
1.500 cm?) fueron utilizadas para la comparacion semi-
cuantitativa. Esta proporcion fue 1,30 para la capa exo-
testa, 1,81 para mesotesta y 2,80 para endotesta (figura 3).

Caracterizacion histoldgica. En la observacion microsco-
pica, el material natural sin ningin pre-tratamiento histo-
quimico mostrd una capa de células esclereidicas, como

Cuadro 1. Contenido de lignina encontrado en las tres capas de las semillas de Araucaria angustifolia antes y después del

tratamiento con NaOH 1 %.

Lignin found in the three layers of the testa of the Araucaria angustifolia seeds before and after treatment with NaOH 1 %.

Lignina de Klason (%)
Capas - - - - - Diferencia (%)
Antes del tratamiento alcalino Después del tratamiento alcalino
Exotesta 30,1 315 -1,4
Mesotesta 29,9 16,8 13,1
Endotesta 37,8 15,3 22,4
Valor medio 32,6 21,2 11,4
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un tejido de tono rojizo (figura 4A). La prueba de Wiesner
(figura 4B) mostr6 una coloraciéon roja mas intensa, lo que
indica la presencia de alta concentracion del grupo termi-
nal aldehido, consistente con los resultados obtenidos por
analisis de espectrometria.

La observaciéon por microscopia de fluorescencia in-
dico la presencia de lignina en la capa esclerenquimatica
(figura 5). La presencia de lignina en las macroesclereidas
de la mesotesta y en la region de transicion entre exotesta
y mesotesta era muy evidente en la fluorescencia.
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Figura 2. Espectro infrarrojo de lignina dioxano (A) y lignina dioxano reducida con NaBH, (B).
Infrared spectra of dioxane lignin (A) and dioxane lignin reduced by NaBH, (B).
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Figura 3. Espectros infrarrojos de la lignina Klason de las capas exotesta, mesotesta y endotesta tratadas con NaOH 1 %.

Spectra in the infrared of the Klason lignin the layers exotesta, mesotesta and endotesta treated with NaOH 1 %.
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Capa esclereidica lignificada de la exotesta
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Macroesclergideos

en la mesot@

Figura 4. Microfotografia del tegumento de la semilla de Auraucaria angustifolia sin tratar (natural) de exotesta y mesotesta (A) y

tefiido con reactivo Wiesner (B).

Seed coat photomicrography of Auraucaria angustifolia without treatment (natural) from exotesta and mesotesta (A) and under Wiesner

reagent stain (B).

Figura 5. Microfotografia que muestra autofluorescencia bajo filtro de excitacion verde (330-385 nm) de la testa de la semilla natural

de Araucaria angustifolia.

Photomicrography showing autofluorescence under green excitation filter (330-385 nm) from natural cross-section from seed coat of Arau-

caria angustifolia.

DISCUSION

El alto teor de lignina de 32,43 % obtenido de la testa
de la semilla puede ser comparable a los encontrados en
el bagazo de la cafia de azticar, madera, etc., puesto que la
propia madera Araucaria angustifolia tiene un contenido
de lignina de alrededor de 28 % (Mattos 2006).

En los espectros de infrarrojos de la lignina dioxano y
lignina dioxano reducida (figura 2), la sefial en 1.263 cm™*
registrada de la lignina dioxano fue asignada a la vibracion
del anillo aromatico de unidades guaiacilicas con contribu-
cion del estiramiento C = O (Lin y Dence 1992). Se obser-

varon sefiales de grupo éster a 1.700-1.720 cm™ (vC = O).
Una fuerte sefial fue observada a 1.606-1.660 cm™ asigna-
da a las extensiones de carbonilo de aldehido y/o cetona
conjugados. La ocurrencia de la sefial a 1.221 cm™? presu-
pone la existencia de una alta concentracion de enlaces C-C
atribuidos a la presencia de estructuras condensadas (Lin 'y
Dence 1992). Se observo también que hubo un incremento
de las intensidades de las sefiales entre 1.126-1.031 cm™
caracteristica del aumento de estiramiento vC-OH.

La presencia de grupos funcionales aldehidos en la lig-
nina (lignina , ), como se observa en lo mismo espectro
infrarrojo (figura 2), puede contribuir a la rdpida deshi-
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dratacion de la semilla y su baja degradabilidad, mientras
que las ligninas aldehidicas son mas hidrofobicas que las
ligninas comunes (Ralph et al. 2001). Bhinu et al. (2009)
cambiaron la via metabdlica de la lignina en la semilla de
Brassica napus L. (canola) y llevo a la formacion de lig-
nina con una mayor concentracion de grupos aldehidos.
Los espectros infrarrojos registrados para la ligni-
na de Klason de las respectivas capas tratadas con NaOH
1 % (figura 3) mostraron sefales caracteristicas de ligni-
na (1.600 cm? y 1.500 cm?). La sefial en 1.500 cm? se ha
atribuido a la vibracion del anillo aromatico siendo la mis-
ma considerada un modelo interno para la normalizacion
de los espectros, al no modificar los sustituyentes en el
anillo aromatico y la sefial alrededor de 1.600 cm? se le ha
asignado enlaces de vibracion aromadtica con estiramiento
C=0,S> G, G condensado > eterificado (Lin y Dence 1992).

El contenido de lignina Klason encontrados en diferen-
tes capas de la testa fue del orden de 31,89 % en exotesta,
29, 90 % en mesotesta y 38,58 % en endotesta (cuadro 1).
Aunque la lignina Klason es un método ampliamente uti-
lizado para la determinacion del porcentaje de lignina en
materiales lignoceluldsicos (Chen et al. 2012), la misma
puede presentar un valor sobreestimado del contenido de
lignina debido a la presencia de polisacaridos y proteinas
no extraidos que puede medirse junto (Hatfield y Fukushi-
ma 2005). Esto podria explicar el alto contenido de lignina
Klason para la endotesta.

Las diferencias de la lignina (cuadro 1) (figura 3) de las
capas muestran una disminucién significativa de la exo-
testa a la endotesta después del tratamiento alcalino. Esta
pérdida de la lignina de la mesotesta a la endotesta, puede
ser debida a una mayor cantidad de ligninas con OH libres
en el mesotesta y endotesta, o a la presencia de complejo
lignina-carbohidrato (LC) (Jeffries 1990) o fenoles en co-
nectividad lignina-pared celular refiriéndose a las llama-
das areas “core” y “no core lignin” (Weng y Chapple 2010,
Jayabal et al. 2012).

Dado que las sefales en el infrarrojo (figura 3) repre-
sentan la proporcionalidad de los grupos funcionales en
las muestras, este hecho se utiliza para inferir la presen-
cia y frecuencia de las subestructuras que componen las
ligninas. Los espectros infrarrojos registrados en maderas
tropicales muestran que la sefial en 1.600 cm™ tiene tres
componentes. La sefial de intensidad mas alta corresponde
a la vibracion de los anillos aromaticos de las subestructu-
ras -O-4 y sefiales de intensidades de vibracion mas bajos
corresponde a los anillos aromaticos de las subestructuras
B-B e B-5 (Liny Dence 1992). Con base en este hallazgo, la
razén de intensidad de las sefiales a 1.600 cm™ y 1.500 cm?,
hacen suponer que la lignina de la exotesta tiene un perfil
estructural expresado por la naturaleza condensada, mien-
tras que el perfil de lignina presente en las otras capas pre-
senta menores grados de condensacion. Esto puede hacer
que la capa interna (mesotesta y endotesta) sufra mayores
niveles de degradacion que la exotesta, que actua como
una barrera de proteccion fisica y quimica en las semillas
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contra factores biodticos y abidticos del medio ambiente
(Wada et al. 2011).

Las ligninas del Pterophyta, Gimnospermas y Mono-
cotiledéneas mantienen una cierta proporcion del grupos
p- hidroxifenila, la cual cae a niveles insignificantes en
dicotiledoneas. La relacion de los grupos guayacil-siringil
se produce en 99:1 en Pterophytas, se elevaen 1:1 en Gim-
nospermas, y luego llega a 1: 4 en las Angiospermas. De
manera significativa, las ligninas de los géneros Welwits-
chia, Gnetum y Ephedra, del grupo gimnospérmico mas
reciente, Gnetatae, tienen proporciones guayacil-siringil
de 1:1 a 1:3, asemejandose asi a la composicion de las lig-
ninas angiospémicas (Gottlieb et al. 1996).

Los tejidos mostraron un tinte marcadamente rojizo en
comparacion con el tejido original después de la prueba
Wiesner. Incluso la sintesis de DHP con el coniferaldehido
produjo un precipitado de tono rojizo (Baucher et al. 1996)
en consonancia con lo percibido. En plantas modificadas
genéticamente pueden ser mas evidente este tipo de ligni-
na puesto que desactivar la enzima CAD (cinamil alcohol
deshidrogenasa) en plantas transgénicas conduce a la acu-
mulacién de lignina aldehido. Esta enzima funciona en el
paso final de la reduccién enzimatica de cumaraldehido,
coniferaldehido y sinapaldehido en los respectivos alcoho-
les durante la formacion de la lignina (Ralph et al. 2001).

CONCLUSIONES

Los resultados de la cuantificacion y del analisis por
espectroscopia infrarroja permiten proponer que el tegu-
mento de las semillas de A. angustifolia contiene altos ni-
veles de lignina tipo guaiacilica (G) rica en una estructura
condensada de alta complejidad estructural. El analisis
también permite observar la presencia de grandes canti-
dades de grupos terminales aldehidos, lo que significa una
baja actividad de la enzima CAD en la semilla. En cuanto
a la estructura anatomica de la exotesta de la semilla, cons-
tituye un material con una estructura altamente lignificada.
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