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ABSTRACT

This work comes to contribute with relevant aspect of the lignification, the possibility of
change compositional of the lignin for the several uses of the wood in the forest section.
The synthesis of the lignin can be affected by several factors abiotic and biotic, being
one of those factors the growth regulators, that act as indicator molecules in the plant.
Being the growth regulators an interference factor in the lignification, give relevance,
in that work, to two important classes of plant hormones: auxins and jasmonates. To
verify the performance of those in the relationship compositional of the units of lignin
in Eucalyptus urophylla, the jasmonic acid (AJ) and the 2, 4-dichlorophenoxyacetic
acid (2,4-D) were used , both with role in the physiology, growth and development of
the plant. The applications of those isolated and combined regulators were initiate 90
days after sowing, being nine treatments with five repetitions each one. The obtained
results were analyzed by infrared spectroscopy. The spectra showed that there were
not changes relevant compositional. However, there was a small alteration, in all of
the treatments (J2, A1, A2, J1A1, J1A2, J2A1 and J2A2) where it was shown that the
relationship guaiacyl/siringyl (G/S) it was lightly above the control (H,0), except forJ1 that
showed inferior relationship to the control. This takes us inside to propose that any one
of these treatments didn’t affect the phase of the first stage of formation of the lignin of
the citoplasmatic compartment. The jasmonic acid and the 2, 4-dichlorophenoxyacetic
acid can activate or to inhibit the phase of polymerization of the lignin depending on
the used concentration.
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RESUMO

Este trabalho vem contribuir com aspecto relevante da lignificagao, a possibilidade de
mudanga composicional da lignina para os diversos usos da madeira no setor florestal.
A sintese da lignina pode ser afetada por diversos fatores abidticos e bidticos, sendo um
desses fatores os reguladores de crescimento que atuam como moléculas sinalizadoras
na planta. Sendo os reguladores de crescimento um fator de interferéncia na lignificagao,
deu-se relevancia, nesse trabalho, a duas importantes classes de hormdnios vegetais:
auxinas e jasmonatos. Para verificar a atuacdo desses na relagdo composicional das
unidades de lignina em Eucalyptus urophylla, foram usados o dcido jasmoénico (Al) e o
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), ambos com atuacdo na fisiologia, crescimento e
desenvolvimento da planta. As aplicacdes desses reguladores isolados e combinados
foram iniciadas 90 dias apds semeadura, sendo nove tratamentos com cinco repeticdes
cada um. Os resultados obtidos foram analisados por espectroscopia do infravermelho.
Os espectros revelaram que nao houve mudangas composicionais relevantes. Porém,
houve uma pequena alteracdo, em todos os tratamentos (J2, A1, A2, J1A1,J1A2, J2A1E
J2A2) onde foi mostrado que a relacdo guaiacila/siringila (G/S) foi ligeiramente acima do
controle (H,0), com exce¢do do J1 que apresentou relagdo inferior ao controle. Isto leva-
nos a propor que qualquer um destes tratamentos nao afetou a fase do primeiro estadio
de formacgao da lignina dentro do compartimento citoplasmatico. O dcido jasmdnico e o
acido 2,4-diclorofenoxiacético podem ativar ou inibir a fase de polimerizacao da lignina
dependendo da concentragdo utilizada.

Palavras-chave: lignina, FEucalyptus urophylla, &cido jasmoOnico e acido
2,4-diclorofenoxiacético.
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INTRODUCAO

A lignina representa a segunda mais abundante biomacromolécula da
biosferasendo superadaapenas pelacelulose. E umaclasse de biomacromoléculas
complexas, de estrutura tridimensional embebida na parede celular de
células especializadas, representando um importante papel no crescimento e
desenvolvimento da planta (ROGERS; CAMPBELL, 2004).

A evolucdao molecular da lignina parte da premissa que este material
apresenta caracteristicas peculiares, por ter composicao enzimaticamente
dependente e também por ser uma biomacromolécula oxi-dependente, estavel,
hidrofébica, fundamentalmente aromatica e de alto peso molecular, contribuindo
para a estabilidade e o aumento da rigidez do sistema multi-molecular da parede
celular, que evolutivamente se associa as caracteristicas fenotipicas das plantas
superiores (LEWIS; SARKANEN, 1998; MONTEIRO, 2009).

A classificacdo atual divide as ligninas em duas classes principais: lignina
guaiacila (tipo G) e lignina guaiacila-siringila (tipo G-S) com as ligninas cumarila-
guaiacila (tipo H-G) e cumarila-guaiacila-siringila (tipo H-G-S), sendo subclasses
das ligninas tipo G e G-S, respectivamente (PEREIRA et al. 2012).

A lignificacao é um processo que sempre esteve intrinsecamente ligado a
evolucao dos tecidos vasculares, ocorrendo predominantemente em células de
quase todos os 6rgaos, mais abundantemente em caules e raizes (RAES et al.,
2003; ROGERS; CAMPBELL, 2004). Pereira et al. (2012) descrevem o processo de
lignificacdo e a diferenciacao vascular nas plantas superiores.

Trata-se de macromoléculas de origem fenilpropanoidica com fungdes de
vital importancia a sustentacdo mecanica, caracteristica que provavelmente
permitiu a adaptacdo das plantas aquaticas a vida terrestre (MONTIES, 1989), a
conducdo de dgua (NORTHCOTE, 1989) e a defesa do vegetal frente a herbivoros
e patogenos (VANCE; KIRK; SHERWOOD, 1980). Grande parcela da lignina
encontra-se formando ligacdes cruzadas, ancorando-se aos polissacarideos da
parede celular ou através de fendis simples e dimeros (NAKASHIMA et al., 1997).

A acumulagcdao, composicao e arquitetura molecular da lignina em
diferentes taxons provavelmente sofreram modificacdes ao longo do tempo.
Neste contexto, plantas modernas apresentam-se com moderados niveis de
acumulagdo, composicdo guaiacila/siringila (G/S) e estruturas mais simples. Isso
se deve, ao processo oxidativo e a um desenvolvimento enzimdtico que levaram
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a formacao de ligninas adaptadas as diversidades ambientais durante milhdes de
anos, com conseqliente diminuicdao de gasto energético, menor toxidez e maior
atividade antioxidante (GOTTLIEB et al. 1995; WENG; CHAPPLE, 2010).

A arquitetura molecular da lignina tem sido também objeto de estudo em
inumeros trabalhos cientificos, aos quais estabelecem propostas estruturais
e formacdo biossintética. Considera-se para os mesmos a existéncia de um
provavel controle bioldgico diferenciado segundo os aspectos inerentes a classe
botanica a que o vegetal pertence, a influéncia genética, aos aspectos espaciais
da subestrutura da parede celular, entre outros aspectos.

Dois estadios de formacdao da lignina s3ao considerados: a formacgao
enzimatica e a formacdo semi-enzimatica (ABREU et al., 2010). Sendo a primeira
considerada como oxidagao horizontal ocorrendo no citoplasma e a segunda
oxidacao vertical que acontece na parede celular. De modo geral, a complexidade
estrutural das ligninas depende das ligacdes formadas entre as unidades
constitucionais (C,C,) durante o processo de polimerizacdo (MICIC et al., 2002).
A composicao é conseqliéncia da rota biossintética do fenilpropandide, que leva
a formacao de precursores intermedidrios para a formacao da lignina.

Na etapa da polimerizagao da lignina o oxigénio possivelmente atua
aumentando os niveis de lignificacdo da célula. Consideramos o processo
de formacgao da lignina na parede celular é semi-enzimatico, a medida que a
formacao da lignina depende de atuacao das oxidases.

Todo este processo de evolugcao pode ser analisado pelo aumento do grau
de metoxilacdo: alcool cumarilico — alcool coniferilico e alcool sinapilico que em
ordem diminui a freqliéncia de ligacdes intermonoméricas entre radicais, que
€ a base do modelo moderno da arquitetura molecular estabelecida apds a
polimerizacdo (PEREIRA et al. 2012).

A sintese da lignina pode ser afetada por diversos fatores abidticos e
bidticos, sendo um desses fatores os reguladores de crescimento que atuam
como moléculas sinalizadoras na planta.

Pelo fato que o crescimento e desenvolvimento vegetal dependem de
sinais internos e exdgenos que devem ser translados de uma zona a outra. Esta
comunicacao intercelular realiza-se por mensageiros quimicos chamados de
hormonios. Sua func¢ao é transportar informagao e coordenar o crescimento e
desenvolvimento (HINOJOSA, 2000).

A regulacdo do crescimento em plantas é um fendmeno interativo em que
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reguladores de crescimento podem atuar sinergisticamente ou antagonicamente
em nivel de sinalizagdo, concentragcdao e resposta fisioléogica ao hormoénio
(GROSSMANN, 2003).

Os hormonios ou reguladores de crescimento quando presentes nos sitios
celulares de acdao estimulam o processo de desenvolvimento e crescimento,
assim como o alongamento e divisdao celular, diferenciacao vascular, formacao
de raizes e dominancia apical (LJUNG et al., 2002).

A aplicagao exdgena de reguladores de crescimento pode esclarecer
guestionamentos no que se refere a dinamica dos papéis enddgenos dos
hormonios vegetais e dessa forma contribuir para o manejo de florestas e de suas
finalidades para o produto final (PEREIRA et al. 2011). De acordo com Pereira et
al. (2005) ha atuacgao dos fitohormonios durante a formacao do lenho.

Os hormonios sao substancias produzidas em uma parte especifica do
organismo, que atua em baixas concentragdes, sobre células especificas em
locais diferentes de onde foram produzidas. As mudangas nas respostas a
uma determinada quantidade de hormonios também podem ser causadas por
alteracdes nos niveis enddgenos de outras substdncias como, por exemplo,
substancias fendlicas, capazes de interagir aumentando ou inibindo a resposta do
hormodnio. Sendo os hormonios vegetais um fator de interferéncia na lignificacao,
deu-se relevancia, nesse trabalho, a duas importantes classes de hormdnios
vegetais: auxinas e jasmonatos. Para analisar a atuagdo desses foram usados os
reguladores de crescimento o acido jasmonico e o acido 2,4-diclorofenoxiacético,
ambos com atuacao na fisiologia, crescimento e desenvolvimento da planta.

A aplicagao de reguladores de crescimento em plantas no viveiro pode
aumentar sua resisténcia fisioldgica e sua relagdo com o ambiente. Para que isto
cada vez mais se torne realidade tem-se a necessidade de pesquisas no sentido
de se obter informagdes do mecanismo e modo de a¢ao de todos os hormdnios
com bioatividade em cada componente no processo envolvendo a diferenciagao
e divisao celular associado com o cambio e o meristema apical.

O conhecimento do processo de formagao da lignina ainda requer muitas
pesquisas de natureza tedrica e experimental, principalmente relacionando a
lignificacdo com a qualidade do produto final nos diversos segmentos do setor
florestal. O controle e a modulacdao da biossintese da lignificacdo pode-nos
oferecer um avango tecnoldgico.
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Assim, objetivou-se verificar as mudancas composicionais nas unidades da
lignina em Eucalyptus urophylla S.T. Blake com a utilizacao de dois reguladores
de crescimento: acido jasmodnico e acido 2,4-diclorofenoxiacético aplicados
exogenamente.

MATERIAL E METODOS

1. Desenvolvimento Experimental

Neste experimento foram utilizadas sementes certificadas de Eucalyptus
urophylla S. T. Blake adquiridas do IPEF/SP. Foi utilizado substrato (60% de
composto organico, 20% de argila, 10% de areia e 10% de vermiculita) preparado
no Viveiro Florestal do Instituto de Florestas/UFRRIJ. Inicialmente foram plantadas
em tubetes com capacidade de 53cm3 no Viveiro Florestal, com adubacges e
tratos silviculturais para o crescimento de plantas sadias. Depois de 80 dias
foram transferidas para tubetes com capacidade de 3,8 L e transferidos para Casa
de Vegetacdo do Instituto de Agronomia/UFRRJ onde permaneceram até os seis
meses.

Os reguladores de crescimento utilizados foram o acido jasmonico (AJ)
e o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) com duas concentragdes para cada
regulador de crescimento e a combinacdo desses reguladores, conforme
esquematizado na Figura 1. As concentragdes dos reguladores de crescimento
e a forma de aplicacdo utilizados foram inovadores, isto é, ndo havia referéncia
para o tipo de experimentacao proposto nesse trabalho.

As aplicagbes com os reguladores de crescimento, 4cido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e acido jasmonico (AJ) foram iniciadas 90 dias
apos semeadura na Casa de Vegetacao. As aplicacdes foram feitas de dez em dez
dias, totalizando sete aplicacdes sempre iniciando as 05h00min.
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Figura 1. Esquema mostrando a montagem dos tratamentos com acido jasmonico e 2,4-
D utilizados nas plantas de Eucalyptus urophylla S T. Blake

2. Preparagao do material livre de extrativos

O caule das plantas com seis meses de idade foram coletados, secos e
logo em seguida moidos (cinco plantas por tratamento). Todo material passou
por duas peneiras, com malha de 0,177 mm e outra com 0,420 mm. O material
lignoceluldsico passou por extracdo sequencial através do uso de ciclohexano
(24 hs), acetato de etila (24 hs), metanol (24 hs) em um extrator do tipo Soxhlet,
durante 72 h ininterruptas e em seguida, com agua por trés horas de extracao
em uma placa de aquecimento a 90 C.

Apds a extracdo o material soluvel foi concentrado em um evaporador
rotatdrio e em seguida seco, pesado e armazenado em um dessecador contendo
anidrido fosfdrico. (BROWNING, 1967).

3. Preparac¢ao do material livre de proteinas

Transferiu-se 1,5 g de material (tecido livre de extrativo) para erlenmeyer
de 250 mL com solugdo de pepsina (10 g de pepsina para 1000 mL de solucdo
de 4cido cloridrico 1 %, esta solugdo de pepsina ndo pode ser armazenada), e
mantido a temperatura de 40 2C (durante 14 horas) em banho-maria. Depois
lavado duas vezes com H,O destilada quente; uma vez com 12,8 mL de H,SO, (5
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%); foi entdo transferido para um baldo com 240 mL de H,SO, (5 %) e refluxado
por uma hora. Depois, filtrado em um cadinho de porcelana sob vacuo lavando
com 48 mL de H,O bideionizada quente, e em seguida com 32 mL de etanol por
duas vezes e por ultimo com 24 mL de éter por duas vezes. A amostra entdo foi
colocada no dessecador com silica gel ativada (LIN & DANCE, 1992).

4. Extragao da lignina com dioxano

Adicionou-se lentamente, em um baldo de 500 mL com duas saidas e
contendo amostra de madeira livre de extrativos e proteina total, uma solucao
de dioxano e H,0 9:1 + HCI (37% - puro). A mistura reacional foi aquecida em uma
chapa de aguecimento a 90-95 2C, em atmosfera de nitrogénio, por um periodo
de 4 horas. Em seguida, esfriada ainda em atmosfera de N_; filtrada e lavada em
um funil de Blichner com 12 mL da mesma solugdo. O extrato (solucdo acida) foi
concentrado, em um evaporador rotatério, até o momento em que um material
de natureza viscosa apareceu no baldo. Precipitou-se este material em 300 mL
de H,O bideionizada sob agitacdo permanente. O precipitado foi separado por
centrifuga¢do, decantagdo e, em seguida, lavando-o com H,0O, por trés vezes. A
amostra, em seguida, foi seca em um dessecador com hidréxido de sddio e silica
sob vacuo (LIN; DANCE, 1992).

5. Acetilagao

Inicialmente, foi dissolvido 50 mg de lignina em 5 mL de piridina, em
seguida, adicionado 5 mL de anidrido acético, na proporcao (1:1) e deixado em
repouso durante 48 horas. Depois, a lignina foi recuperada, por precipitacao,
da mistura reacional com éter etilico e centrifugada com este mesmo solvente.
Posteriormente, seca a frio no dessecador, com KOH sob pressao reduzida
durante trés dias (ABREU et al., 2006). A lignina acetilada tem sido a melhor
opc¢ao para uma diagnose mais precisa quando se trabalha com espectros de
acordo com Abreu & Oertel, 1999.

6. Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho da madeira livre de extrativos e proteina
foram efetuados objetivando-se identificar o tipo de lignina presente no material
de estudo. Esta andlise foi realizada na FIOCRUZ (Fundacdo Oswaldo Cruz) no
Instituto de Tecnologia em Farmacos de Manguinhos na Central Analitica.
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Os espectros foram registrados em aparelho de espectrometria no IV por
transformada de Fourier, Perkin-Elmer, utilizando 2 mg de amostra de material
lignocelulésico e 200 mg de KBr. Foram observados os principais sinais: 3500
cm?, 3000-2980 cm™?, 1740 cm?, 1690 cm?, 1670 cm™?, 1600 cm™, 1500 cm?,
1460 cm?, 1328 cm®e 1268 cm™ (BROWNING, 1967). As intensidades foram
determinadas através do método de linha base (MARTON; SPARKS, 1967). O
sinal foi usado de absor¢do em 1500 cm™ (vibracdo do anel aromatico), como
referéncia interna por depender menos dos substituintes aromaticos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) é uma técnica de
inestimdvel importancia na analise organica qualitativa, sendo amplamente
utilizada nas areas de quimica de produtos naturais, sintese e transformacdes
organicas (LOPES; FASCIO, 2004).

Entre as técnicas de andlise descritas na literatura, a espectroscopia mostra
caracteristicas interessantes como alta sensibilidade, seletividade, simplicidade
mecanica, tempo curto e pequena quantidade de amostra requerida para a
andlise (HORTLING et al., 1997). O espectro de uma amostra de lignina da uma
visdo global de sua estrutura quimica (GILARRANZ et al., 2001).

No infravermelho a andlise das bandas caracteristicas de determinados
grupos funcionais de uma molécula fornece, através de um simples exame do
espectro e consulta a tabelas de dados, um conjunto valioso de informacdes
sobre a estrutura da molécula. Esta técnica baseia-se no fato de que as liga¢des
quimicas das substancias possuem frequéncias de vibragao especificas, as quais
correspondem a niveis de energia da molécula (chamados nesse caso de niveis
vibracionais) (BARBETTA; MAGINI, 2007).

Os espectros no infravermelho de madeira de Eucalyptus urophylla livre de
extrativos e proteinas apresentaram-se com sinais mais largos devido a presenca
de celulose, hemicelulose e lignina.

Para atribuir os sinais foram utilizadas amostras de lignina de Bjérkman da
planta Galeziana gorzeana como referéncia. As intensidades dos sinais foram
determinadas com base no sinal 1500 cm™, e a razdo G/S pelos sinais 1200cm™ e
1300 cm™ de acordo com o método da linha base, como pode-se verificar através
dos tratamentos J1 e o H,O como controle (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Espectro do infravermelho do tratamento J1 do Eucalyptus urophylla

Figura 3. Espectro do infravermelho do tratamento H,O (controle) do Eucalyptus
urophylla
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De acordo com a Tabela 1 pode-se observar a intensidade dos sinais nos
tratamentos do Eucalyptus urophylla.

Tabela 1. Atribui¢do dos sinais no infravermelho das ligninas dos nove tratamentos de
Eucalyptus urophylla S. T. Blake
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Sinal

J Atribuicdes 11 J2 Al A2 J1A1 J1A2 J2A1  J2A2 H20

Vibragdo do
esqueleto
aromatico

1500-
1515

1505,05 1505,56 1505,25 1503,41 1506,50 1505,73 1502,91 1506,51 1503,01
1315- Respiragao

1330 doanel
siringilico

1319,09 1325,27 1328,06 1326,74 1326,64 1326,02 1327,15 1327,37 1326,00

1240- Respiragdo do

@B 124503 1242,03 1243,63 124227 124420 1241,81 124136 1242,27 1243,19
1270 anel guaicilico

Nota: J1 (19 concentragdo de AJ: 1uM), J2 (29 concentragdo de AJ : 2uM).A1 (19 concentragdo de 2,4-D : 18,12uM), A2
(29 concentragdo de 2,4-D : 36,24uM); J1A1 (combinagéo da 1¢ concentragéo de AJ com a 19 concentragdo de 2,4-D),
J1A2 (combinagdo da 19 concentragéo de AJ com a 29 concentragdo de 2,4-D), J2A1 (combinagdo da 22 concentragdo
de AJ com a 19 concentragdo de 2,4-D), J2A2 (combinagdo da 29 concentragdo de AJ com a 29 concentragdo de 2,4-D)
e H,0 (testemunha).

Estudos realizados por Ibarra et al. (2005) investigaram as modificacdes
da lignina durante a producdo de polpa para papel, as ligninas residuais foram
analisadas usando espectroscopia de infravermelho, e comparadas com lignina
da madeira de Eucalyptus globulus (lignina de madeira moida) e com a lignina
kraft isolada de madeira de eucalipto durante cozimento industrial. Os espectros
das ligninas residuais apresentaram uma intensidade maior de sinais atribuidos
para unidades tipo S (sinal de 1329 cm™) que para unidades tipo G (sinal de
1270 cm™). Quando comparado com a lignina de madeira moida de eucalipto,
as ligninas residuais ndo mostraram diferenca nas intensidades relativas das
bandas trigémeas de lignina para as faixas de 1515-1421 cm™ e 1594-1609 cm
. Por comparagao, a lignina Kraft mostrou intensidade mais alta a 1505-1515 e
1216-1225 cm’?, e mais baixa intensidade a 1030-1033 cm™.

J& em nosso estudo com Eucalyptus urophylla tratados com a
aplicacdo exdgena dos reguladores de crescimento: acido jasmonico e acido
2,4-diclorofenoxiacético, os espectros apresentaram os sinais caracteristicos de
lignina e ndo houve mudancas composicionais significativas. Porém, houve uma
pequena sinalizacdo, em todos os tratamentos (J2, A1, A2, J1A1, J1A2, J2A1 E
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J2A2) onde se apresentaram relacdo guaiacila/siringila (G/S) ligeiramente acima
do controle (H,0), com excegdo do J1 que apresentou relagdo inferior ao controle.

Entre as biomacromoléculas, a estrutura da lignina tem sido a mais dificil
de se caracterizar e até hoje sua estrutura ndo estd completamente definida
(CHAKAR; RAGAUSKAS, 2004).

As unidades composicionais (monolignéis) da lignina de angiospermas
sdo siringilas, guiacilas, e tracos da cumarila. Os monoligndis diferem no grau
de substituicao do anel fendlico pelos grupos metoxilicos nas posicdes C3 e
C5. No caso do alcool cumarilico (estrutura H) estas duas posi¢Ges sao livres,
enguanto alcool guaiacilico (estrutura G) e alcool siringilico (estrutura S) é mono-
e bisubstituido, respectivamente (LIN, 1992; GOUVEIA et al, 2012).

Através dos espectros do infravermelho foi calculada a relagio G/S
(guaiacila/siringila) como demonstrado na Figura 4. A composicdo da lignina ndo
foi alterada relevantemente em nenhum dos tratamentos por essa observagao.
Apenas foi constatado um leve aumento das unidades guaiacila em relagao
a siringila nos tratamentos: J2, Al, A2, J1A1, J1A2, J2A1 e J2A2. Sendo que a
relacdo G/S foi decrescente do J2A2 > J1A2 > Al >J2 > A2 >J2A1 > J1A1. O Unico
tratamento que ficou com a relagdo menor que o controle (H,0) foi o J1.

Figura 4. Relacdo guaicila/siringila (G/S) nos diversos tratamentos do Eucalyptus
urophylla

Nota: J1 (19 concentragdo de AJ : 1uM), J2 (29 concentragdo de AJ : 2uM).A1 (19 concentragdo de 2,4-D : 18,12uM), A2
(29 concentragdo de 2,4-D : 36,24uM); J1A1 (combinagdo da 19 concentragdo de AJ com a 19 concentragdo de 2,4-D),
J1A2 (combinagdo da 19 concentragdo de AJ com a 29 concentragdo de 2,4-D), J2A1 (combinagdo da 29 concentragdo
de AJ com a 19 concentragdo de 2,4-D), J2A2 (combinagdo da 29 concentragdo de AJ com a 29 concentragdo de 2,4-D)
e H,0 (testemunha).

BBR - BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY REPORTS 53
Jul./Dez., v.1, n.2, p. 48-56, 2012




De acordo com o método da linha base calculamos através da relagao dos
picos da vibragdo do esqueleto aromatico (1500-1515 cm?), respiracdo do anel
siringilico (1315-1330cm™?) e respiracdo do anel guaiacilico (1240-1270cm™) as
concentracdes das unidades guaicilas e siringilas.

O tratamento com a primeira concentracao de AJ (J1) ficou com relagao
menor em relagdo ao controle (H,0), mostrando maior porcentagem de unidades
siringilas (30,56%) como pode ser observado na Figura 5 em comparagdo com
os outros tratamentos, neste caso, a atua¢ao do acido jasmoénico possivelmente
interferiu na proporcdo dos monémeros da rota biossintética que leva a formacao
da lignina guaiacila e siringila.

Dos tratamentos conjugados o J1A1 apresentou-se a menor relagdo G/S,
apesar de um pouco acima do controle (H,0), sugerindo que o efeito sinergistico
dos dois reguladores de crescimento, o Al e 0 2,4-D, ocorrendo o mesmo com os
outros conjugados.

O tratamento J2A2 foi o que teve a maior relacdo G/S apresentando 73,80
% de unidades guaicilas e 26,20 % de unidades siringilas. Sinalizando uma
resposta positiva na mudanca proporcional das unidades de lignina do Eucalyptus
urophylla. A estrutura da lignina dependendo de sua composi¢cdo é mais ou menos
rigida, de acordo com Pereira et al. (2012) a organizacdo estrutural da lignina
contribui extensivamente para as propriedades fisicas e mecanicas da madeira,
entre outras caracteristicas. Em angiospermas, a lignina é formada de unidades
guaiacila e siringila, com tracos de unidades cumarila destacando as ligacdes
B-0-4 que possibilitam maior flexibilidade a biomacromolécula, conferindo
diferentes estruturas supramoleculares da lignina na parede celular, Este tipo de
ligacdo predomina nas ligninas de angiospermas, chegando a alcangar até 75 %
das ligagdes existentes. Quanto mais unidades guaiacilas na lignina de Eucalyptus
mais ligagdes cruzadas ocorreram na parede celular.

Através da espectrometria no infravermelho pode-se empiricamente propor
modificacdes composicionais ocorridas nas unidades guaiacilas e siringilas da
lignina.

De acordo com os sinais 1500-1515 cm™ (vibracdo do esqueleto aromatico),
1240-1270cm™ (respiracdo do anel aromatico guaiacilico) e 1315-1330cm’
! (respiracdo do anel aromatico siringilico) determinou-se a razdo guaiacila/
siringila (G/S), conforme Figura 5, a porcentagem de unidade guaiacilas e
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siringilas da lignina de cada tratamento, que sao os monoligndis constituintes da
biomacromolécula da lignina.

Figura 5. Porcentagem de unidades guaiacila(G) e siringilas (S) Eucalyptus urophylla

Nota: J1 (19 concentragdo de AJ : 1uM), J2 (22 concentragdo de AJ : 2uM).A1 (1€ concentragdo de 2,4-D : 18,12uM), A2
(22 concentragdo de 2,4-D : 36,24uM); J1A1 (combinagdo da 12 concentragdo de AJ com a 19 concentragdo de 2,4-D),
J1A2 (combinagdo da 19 concentragdo de AJ com a 29 concentragdo de 2,4-D), J2A1 (combinagdo da 22 concentragdo
de AJ com a 19 concentragdo de 2,4-D), J2A2 (combinagdo da 29 concentragdo de AJ com a 29 concentragdo de 2,4-D)
e H,0 (testemunha).

Em trabalho realizado por She et al. (2010) n3o foi encontrada nenhuma
diferenca significativa nas caracteristicas estruturais principais entre as
preparacoes de lignina de caule de sorgo isoladas com 50% dioxano e isolada
com dlcali, e estes tratamentos nao resultaram em mudancas relevantes na
composicao da lignina e sua estrutura. Os resultados revelaram que o conteldo
de carboidrato associado nas prepara¢des de lignina obtidas por tratamento
com 50 % dioxano e tratamentos alcalinos foram menores que nas fragdes de
lignina isoladas por dgua quente e DMSO (dimetilsulféxido), isso indicou que os
tratamentos com 50 % dioxano e os alcalis sob tais condi¢bes, proporcionaram
significativa ruptura dos acoplamentos entre hemiceluloses e ligninas da parede
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celular de sorgo, o que tornou possivel obter fragdes de lignina com alta pureza.
Os sinais 1327, 1250, e 1227 cm™ sdo indicativos do anel de respira¢do tipo
siringila e guaiacila, respectivamente.

Em particular, a relacdo de unidades guaiacila e siringila (relagdo G/S)
em lignina de angiosperma, afeta ndo somente a eficiéncia de polpacdao, mas
também a resisténcia da polpa e papel. Entdo a espectroscopia do infravermelho
é um método simples e seguro para determinar a relagcdo de G/S de materiais
lignoceluldsicos.

A mudang¢a composicional da estrutura molecular da lignina é um campo
de pesquisa em expansdo, pois, dependendo da finalidade do produto final
desejado pela industria - papel e celulose, mdveis, biocombustiveis, e outros - a
arquitetura desta biomacromolécula é desejada de forma a balancear as suas
trés unidades principais que sao siringila, guaiacila e cumarila, para um melhor
aproveitamento dos produtos nao sé beneficiando a prépria industria, como
também corroborando com a sustentabilidade. Nesse aspecto, a engenharia
genética ja tem resultados, e esse trabalho apenas com aplicagao exdégena de
reguladores de crescimento mostrou a possibilidade de se alterar a composi¢ao
da lignina em Eucalyptus urophylla nas condicdes estabelecidas.

Isto leva-nos a propor que qualquer um destes tratamentos ndo afetou
a fase do primeiro estadio de formacdo da lignina dentro do compartimento
citoplasmatico. O acido jasmoénico e o acido 2,4-diclorofenoxiacético podem
ativar ou inibir a fase de polimeriza¢ao da lignina dependendo da concentragao
utilizada.

O entendimento do papel desempenhado pelos hormonios naturais ou
sintéticos, os chamados reguladores de crescimento, abre uma nova perspectiva
na melhoria da qualidade da madeira.

Lembrando que s3ao necessarios mais estudos relacionando outras
concentragdes e/ou outros reguladores de crescimento.
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