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APRESENTACAO

Esta tese € composta de trés artigos cientificos. O primeiro deles, intitulado
“Inibidores da via dos fenilpropanoides promovem aumento na digestibilidade da
biomassa lignocelulésica de milho (Zea mays)”. descreve os efeitos dos acidos
3, 4-metilenodioxicinamico (MDCA) e piperonilico PIP e da daidzina sobre a
recalcitrancia da parede celular, potencializando a remocéo de acucares sollveis
em biomassas lignoceluldsicas. O segundo, “Aumento da digestibilidade na
biomassa do capim braquiaria (Brachiaria decumbens) com aplicacdo de
inibidores da via dos fenilpropanoides”, demonstrando que a pulverizacao foliar
de calda contendo os acidos MDCA e PIP aumentam a digestibilidade enziméatica
da biomassa do capim braquiaria utilizado como planta forrageira. Encerra com
o artigo “Um método rapido e econdmico para a remocéo de agUcares soluveis
da biomassa lignoceluldsica para ensaios de digestibilidade” que apresenta um
protocolo alternativo, mais rapido e econémico para remover agucares sollveis
da biomassa lignoceluldsica para ensaios de digestibilidade. Em consonancia
com as regras do Programa de Pos-graduacédo em Ciéncias Biologicas, os dois
primeiros artigos foram redigidos de acordo com as normas da revista Biomass
and Bioenergy (FI = 3,219) e o terceiro da revista Methods (Elsevier) (FI = 3,802).
1. Denis Leandro de Freitas, Diego Eduardo Romero Gonzaga, Geovanna
Gentilin Martins, Lidia Rodrigues Cicero, Dyoni M. Oliveira, Carolina Weigert
Galvao, Fabiano Aparecido Rios, Gilberto Catunda Sales, Rogério Marchiosi,
Osvaldo Ferrarese-Filho, Wanderley Dantas dos Santos. Inibidores da via dos

fenilpropanoides promovem a sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica de
milho (Zea mays).

2. Denis Leandro de Freitas, Diego Eduardo Romero Gonzaga, Fabiano
Aparecido Rios, Gilberto Catunda Sales, Dyoni M. Oliveira, Rogério Marchiosi,
Osvaldo Ferrarese-Filho, Wanderley Dantas dos Santos. Aumento da
digestibilidade na biomassa do capim braquiéria (Brachiaria decumbens) com
aplicacao de inibidores da via dos fenilpropanoides.

3. Denis Leandro de Freitas, Diego Eduardo Romero Gonzaga, Wanderley
Dantas dos Santos. Um método rapido e econdmico para a remocao de agucares
sollveis da biomassa lignoceluldsica para ensaios de digestibilidade.



RESUMO GERAL

INTRODUCAO — Ao longo da histéria evolutiva da vida no planeta, um dos
eventos-chave para a conquista do ambiente terrestre foi 0 surgimento da via
dos fenilpropanoides que permitiu as plantas se estabelecerem em terra firme.
As funcbes dos derivados fenilpropanoides s&o tdo diversas quanto as suas
variacfes estruturais. Eles servem como pigmentos, antibiéticos, protetores de
radiagdo UV, repelentes de insetos, moléculas de sinalizacdo. Gragas a sua
capacidade de se polimerizar, os fenilpropanoides ainda formam as unidades
monomeéricas da lignina, um heteropolimero dos alcoois coniferilico, sinapilico e
p-cumarilico de dificil degradacdo, encontrado principalmente em paredes
secundérias de células xileméticas. Este polimero aromético confere rigidez e
hidrofobicidade aos vasos, possibilitando o transporte de agua a longas
distancias e protecdo contra o ataque de patégenos e herbivoros, bem como
reduzindo a eficiéncia de processos industriais voltados a sacarificacdo da
biomassa lignocelulésica. Ndo obstante, modificacdes que reduzem o contetdo
de lignina, embora promovam a sacarificacdo, frequentemente reduzem o
crescimento das plantas. A parede celular vegetal possui uma arquitetura
complexa que se difere nos diversos grupos vegetais. Tal estrutura foi moldada
ao longo de ~500 milhdes de anos por processos darwinianos de mutacao e
selecdo. Durante esse tempo ocorreu uma corrida armamentista: de um lado as
plantas, que tém na parede celular uma fonte de energia e carbono, e de outro
0s herbivoros e patdgenos. As comelinides, grupo de angiospermas que inclui
as gramineas (Poaceae), possuem uma parede celular tipica, denominada
parede tipo Il, que se distingue dos outros grupos vegetais (ndo-comelinides). A
principal distincdo é a presenca de altas concentracfes do &cido ferulico nas
paredes primarias. Este fenilpropanoide aparece esterificado aos arabinoxilanos,
a mais abundante hemicelulose nas comelinides. Como os monoligndis, o acido
fertlico também pode se polimerizar interligando os arabinoxilanos entre si e
ancorando-os a lignina. A reticulacdo dos arabinoxilanos promovida pelo &cido
ferulico esta envolvida na cessacédo do crescimento celular e na defesa contra o
ataque de patégenos, por reduzir o acesso de enzimas celuloliticas aos
polissacarideos da parede. Juntamente com a lignina, o excesso de acido
feralico também reduz o poder nutricional de forragens e culturas destinadas a
producdo de biocombustiveis de segunda geracéao, por outro lado, como néo é
essencial para o crescimento vegetal, a reducédo no contetdo de &cido ferulico
estrutural ndo afeta a produtividade. Experimentos preliminares realizados em
escala laboratorial mostram que a aplicacdo de inibidores de enzimas envolvidas
na sintese do &cido ferdlico pode reduzir seu conteudo na parede celular
tornando-a mais facil de ser digerida. Um maior aproveitamento da biomassa
lignocelulésica pode inclusive reduzir os impactos ambientais causados pela
producéo agricola e pecuéaria.

OBJETIVOS - Este trabalho teve como objetivos: 1) avaliar a sacarificagédo
enzimatica da biomassa lignocelulosica do milho, apos tratamento com o acido
3, 4-metilenodioxicinamico (MDCA), &cido piperonilico (PIP) e daidzina (DZN); 2)
avaliar a digestibilidade e a produtividade do capim braquiaria apos tratamento
com inibidores da via dos fenilpropanoides MDCA, PIP e DZN; 3) desenvolver



um método mais eficiente para remover agucares solUveis da biomassa em
ensaios de digestibilidade.

METODOS — Para ensaios em laboratério, sementes de milho (Zea mays cv.
IPR-114) foram semeadas em potes plasticos (400 mL) contendo uma mistura
(1:1) de vermiculita/substrato organico de origem vegetal e cultivadas por 15 dias
em sala de cultivo sob 12 horas de fotoperiodo claro/escuro e temperatura
constante (25 °C +4). As plantas foram regadas a cada dois dias com solucdo
nutritiva de Hoagland e a partir do 7 dia, com solugao nutritiva acrescida dos
inibidores (MDCA, PIP e DZN). Para os experimentos de aspersao foliar, ao 7°
dia de cultivo, as plantas foram borrifadas com solugdo contendo o inibidor
especifico mais adjuvante (Aureo®) a 0,5%. Ao 15° dia, as plantas foram
coletadas e uma analise biométrica foi realizada. O material foi pesado e levado
a estufa a 60 °C para secagem até peso constante. Apds secagem completa,
todas as amostras foram trituradas em moinho de esfera e reservadas para
analises de digestibilidade.

Ensaios de campo com milho (Zea mays) foram conduzidos na Fazenda
experimental Iguatemi (FEI-UEM). Em duas éareas adjacentes foram feitas
aplicacdes via aspersao foliar em dois tempos diferentes: com 30 e 60 dias apds
semeadura. Foram utilizados os inibidores MDCA, PIP e DZN. Cada ensaio foi
realizado com um numero de 5 repeticdes onde cada parcela (n) consistiu de
uma area de 3 m?, separadas por 1 m de area de bordadura. A coleta foi
realizada aos 120 dias apds germinacdo. As plantas foram secas em estufa a 60
°C até peso constante. Apds secagem completa, todas as amostras foram
trituradas em moinho de esfera e reservadas para analises de digestibilidade.

Para dois experimentos de campo distintos, utilizamos o capim braquiaria
(Brachiaria decumbens) em uma area do Centro de Treinamento em Irrigacéo
(CTI) da Universidade Estadual de Maringd (UEM) onde o mesmo ja estava
plantado. Para o primeiro ensaio, foi realizado uma rocada na érea, seguida de
limpeza e apos 10 dias, através de sistema de irrigacao, foi feito aplicacdo em
dose Unica dos inibidores: (PIP) 0,5 e 1,0 umol L, e (MDCA) 350 e 700 pumol
L-1. Ap6s 30 dias do tratamento, 1 m? de cada parcela foi coletado e realizado
andalises biométricas. O material foi pesado e levado a estufa a 60 °C para
secagem até peso constante. No segundo ensaio, a aplicacdo foi feita 7 dias
apos rocada seguida de limpeza da area. A aplicagcédo dos inibidores foi realizada
via asperséo foliar como se segue: daidzina (0,5 e 1,0 mnol L), PIP (1,0 e 2,0
umol L) e MDCA (1,0 e 2,0 mmol L%). Ap6s 30 dias do tratamento, 1 m? de cada
parcela foi coletado cortando-se cada planta rente ao solo. Com as plantas
frescas, foram feitas as analises biométricas. Mais uma vez, o material foi pesado
e levado a estufa a 60 °C para secagem até peso constante. Apds secagem
completa, todas as amostras foram trituradas em moinho de esfera e reservadas
para analises de digestibilidade, teor de lignina, acido ferulico, &cido cumarico e
mondmeros.

As biomassas de capim braquiaria (B. decumbens), do milho (Z. mays) e
colmo de cana-de-agucar (Saccharum sp.) foram lavadas exaustivamente com
etanol por dois métodos: o primeiro consiste em incubar a biomassa em etanol
a 80 °C em tubo de ensaio por 2 h com agitagéo periddica, ao final desse periodo,
o sobrenadante é descartado e o procedimento repetido até eliminagdo completa
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de acucares soluveis. O segundo consiste em um sistema de refluxo baseado
no método de Soxhlet, que lava multiplas amostras ao mesmo tempo sem a
necessidade de agitacdo ou troca de etanol pelo operador.

RESULTADOS E DISCUSSAO — A daidzina é um inibidor competitivo da
coniferaldeido desidrogenase, enzima responsavel pela oxidacdo do
coniferaldeido a &cido feralico. No entanto, sua adicdo ao meio nutritivo in vivo
néo afetou a digestibilidade da planta. Uma andlise do meio nutritivo revelou que
glicosidases secretadas pelas raizes do milho degradavam a daidzina a sua
forma aglicona (daidzeina) anulando sua atividade inibitoria. A aplicacdo de
inibidores de glicosidades, preveniu sua degradacdo e promoveu a
digestibilidade da parte aérea do milho. A aplicacdo da daidzina por asperséao
foliar ndo promoveu a digestibilidade das plantas em escala laboratorial. O PIP
e 0 MDCA, por sua vez, promoveram aumentos de até 23% na sacarificagdo da
parte aérea do milho quando aplicados por aspersdo foliar em escala de
bancada. Ensaios em escala agricola mostraram que a aplicacdo dos inibidores
por aspersao foliar promoveu a digestibilidade das plantas colhidas no ponto de
silagem (120 dias). As plantas tratadas com MDCA e PIP 30 DAG tiveram sua
digestibilidade aumentada em até 54%. Por sua vez, os tratamentos com
daidzina (0,5 e 1,0 mmol L!) elevaram a digestibilidade da parte aérea do milho
em até 87%.

O tratamento do capim braquiaria em campo por fertirrigacdo em dose
Unica foi capaz de aumentar significativamente a digestibilidade da biomassa em
29% (PIP 1,0 umol L1). Os tratamentos promoveram tendéncias de aumento na
biomassa, expansao foliar, teor de clorofila e produtividade. A significativa
reducdo no conteldo de acido ferulico, o que pode ter contribuido para a
expansao foliar, devido ao seu papel no controle do crescimento celular. Os
ensaios for aspersao foliar mostraram um aumento na digestibilidade com 4 h de
incubacdo de até 18% nos tratamentos com MDCA e PIP nas menores
concentracbes e de 15% para o PIP na maior concentracdo. Apds 24 h de
digestdo, o tratamento com MDCA elevou em 21% a sacarificacdo, enquanto
gue o PIP elevou este parametro em 16%, ambos nas menores concentracoes.

O método de extracao de sélidos soluveis por refluxo do solvente reduziu
o tempo de remocédo de aclUcares de 18 h para 7 h ou menos, dependendo
material. Devido tratar-se de um processo automatizado, sem a intervencéo do
operador, o método reduziu drasticamente o tempo de operacdo (pesagem,
agitacdo, manuseio de liquidos). A técnica ainda reduziu o consumo de etanol
em 77% e o consumo de energia elétrica em pelo menos 95% (considerando-se
as amostras, mais ricas em solidos soluveis (cana-de-acucar).

CONCLUSAO — A asperséo foliar dos trés inibidores testados foi efetiva na
promocédo da digestibilidade da biomassa lignocelulosica do milho e do capim
braquiaria. Dados biométricos revelaram uma tendéncia consistente de aumento
na produtividade com a aplicac&o dos inibidores. Os tratamentos apresentaram
efeitos mais tardios, tanto em milho quanto em capim braquiaria. Isto sugere que
o efeito promovido pelos tratamentos aumenta com o recrudescimento normal
da digestibilidade das plantas com a idade, sobretudo em relagcéo a daidzina. Em
nenhum dos tratamentos o contetdo de lignina foi alterado e, de modo geral, os
efeitos sobre a produtividade sdo indcuos ou benéficos. O sistema de lavagem
por refluxo permitiu extragdo de acuUcares solUveis em varias amostras em
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paralelo, reduzindo substancialmente o consumo de solvente, energia elétrica e
o tempo de operacdo quando comparado ao método tradicional utilizado.

Palavras-chave: fenilpropanoides, Digestibilidade de biomassa, MDCA, PIP, daidzina

GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION — Throughout the evolutionary history of life on the planet, one
of the key events for the conquest of the terrestrial environment was the
emergence of the phenylpropanoids pathway, which allowed the plants to settle
on dry lands. The functions of the phenylpropanoid derivatives are as diverse as
their structural variations. They serve as pigments, antibiotics, UV protectors,
insect repellents, signaling molecules and so on. Thanks to their ability to
polymerize, phenylpropanoids form the monomer units of lignin, a heteropolymer
of the coniferyl, synapyl and p-coumaryl alcohols. Hard to degrade, lignin is found
mainly in secondary walls of xylem cells where it confers rigidity and
hydrophobicity to the vessels, allowing the transport of water over long distances
and protection against the attack of pathogens, herbivores as well as reducing
the efficiency of industrial processes aimed at the saccharification of the
lignocellulosic biomass. However, modifications that reduce lignin content, while
promoting saccharification, often reduce plant growth. The plant cell wall has a
complex architecture that differs in the various plant groups. Such a structure was
shaped over ~500 million years by Darwinian processes of mutation and
selection. During this time an arms race occurred: on the one hand the plants,
which have in the cell wall a source of energy and carbon, and on the other the
herbivores and pathogens. Commelinid, a group of angiosperms that includes
grasses (Poaceae), has a typical cell wall, called the type Il cell wall, which differs
from other plant groups (non-commelinid). One of the main distinctive features of
type Il cell wall is the presence of high concentrations of ferulic acid in primary
walls. This phenylpropanoid appears esterified to arabinoxylans, the most
abundant hemicellulose in the commelinids. Like monolignols, ferulic acid can
also polymerize, interconnecting arabinoxylans with each other and anchoring
lignin (in secondary cell walls). The crosslinking of arabinoxylans promoted by
ferulic acid is involved in the cessation of cell growth and defense against
pathogen attack by reducing the access of cellulolytic enzymes to cell wall
polysaccharides. Together with lignin, excess ferulic acid reduces the nutritional
power of fodder and crops destined to produce second generation biofuels, on
the other hand, as it is not essential for plant growth, the reduction in structural
ferulic acid content does not affect productivity. Preliminary laboratory-scale
experiments have shown that the application of enzyme inhibitors involved in the
synthesis of ferulic acid can reduce it content in the cell wall making it easier to
digest. A better use of lignocellulosic biomass can even reduce the environmental
impacts caused by the agriculture and livestock production.

OBJECTIVES - This study aims to: 1) evaluate the saccharification of
lignocellulosic biomass of maize plants in laboratory, and field-scale after
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treatment with phenylpropanoid inhibitors; 2) evaluate the enzymatic digestion of
the lignocellulosic biomass of brachiaria grass in agronomical-scale after
treatment with phenylpropanoid pathway inhibitors (MDCA, PIP e DZN); 3)
develop an efficient and economical method for the removal of soluble sugars in
biomass for digestibility assays.

METHODS - For laboratory tests, maize seeds (Zea mays cv. IPR-114) were
sowrn in plastic pots (400 mL) containing a mixture (1:1) of vermiculite/organic
substrate and grown for 15 days in a growing room under 12 hours of light/dark
photoperiod with constant temperature (25 °C + 4). The plants were watered
every two days with Hoagland nutrient solution and at 7th day, with nutrient
solution plus inhibitors (MDCA, PIP e DZN). For the leaf spray experiments, at
the 7th day of cultivation, the plants were sprayed with solution containing the
specific inhibitor plus adjuvant (Aureo®) at 0.5%. At the 15th day, the plants were
harvested and a biometric analysis was performed. The material was weighed
and dried at 60 °C for drying to constant weight. After complete drying, all
samples were ground in a ball mill and reserved for digestibility analyzes.

Field trials with maize (Z. mays) were conducted at the Iguatemi
experimental farm (FEI-UEM). In two adjacent areas, applications were made by
foliar spraying at two different times: at 30 and 60 days after sowing. The same
inhibitors, concentration and volume of those applied in the brachiaria were used.
Each trial was performed with a number of 5 replicates where each plot (n)
consisted of an area of 3 m?, separated by 1 m of border area. The harvesting
was performed at 120 days after germination (DAG). Once again, the plants were
oven dried at 60 °C. After complete drying, all samples were ground in a ball mill
and reserved for digestibility analyzes.

For two distinct field experiments, we used brachiaria grass (Brachiaria
decumbens) in an area of the Irrigation Training Center (CTI) of the University of
Maringd (UEM) where it was already planted. For the first test, the area was
mowed, followed by cleaning and after 10 days, irrigation system was applied in
a single dose of the inhibitors: (PIP) 0.5 and 1.0 ymol L'* and (MDCA) 350 and
700 uymol L. After 30 days of treatment, 1 m? of each plot was collected and
biometric analyzes were performed. The material was weighed and dried at 60
°C for drying to constant weight. In the second test, the application was done 7
days after mowing followed by cleaning the area. The inhibitors were applied by
foliar spraying as follows: daidzin (0.5 and 1.0 mmol L), PIP (1.0 and 2.0 ymol
L) and MDCA (1.0 and 2.0 mmol L1). After 30 days of treatment, 1 m? of each
plot was collected by cutting each plant close to the soil. With the fresh plants,
the biometric analyzes were done. The material was weighed and dried at 60 °C
for drying to constant weight. After complete drying, all the samples are crushed
in ball mill and reserved for analysis of digestibility, lignin content, ferulic acid,
coumaric acid and monomers.

The biomasses of brachiaria grass, maize and sugarcane (Saccharum sp.)
were exhaustively washed with ethanol by two methods: the first consists of
incubating the biomass in ethanol at 80 °C in a test tube for 2 h, with periodic
shaking, at the end this, the supernatant is discarded, and the procedure
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repeated until complete elimination of soluble sugars. The second consists of a
reflux system based on the soxhlet method, which washes multiple samples at
the same time without the need for shaking or ethanol exchange by the operator.

RESULTS AND DISCUSSION — Daidzin is a competitive inhibitor of the enzyme
coniferaldehyde dehydrogenase responsible for the oxidize coniferaldehyde to
ferulic acid. However, its addition to the nutrient medium in vivo did not affected
the digestibility of maize. An analysis of the nutrient medium revealed that
glycosidases secreted by maize roots degraded daidzin to its aglycone form
(daidzein), canceling out its inhibitory activity. The application of glycosidase
inhibitors prevented their degradation and promoted the digestibility of maize
shoot. The application of daidzin by leaf spray did not promote the digestibility of
the plants in laboratory scale. The PIP and the MDCA, in turn, promoted
increases of up to 23% in saccharification of the aerial part of the corn when
applied by foliar sprinkling on a bench scale. Agricultural scale tests showed that
the application of the inhibitors by foliar spraying promoted the digestibility of the
plants harvested at the silage point (120 days). Plants treated with MDCA and
PIP 30 DAG had their digestibility increased by up to 54%. On the other hand,
treatments with daidzin (0.5 and 1.0 mmol L) increased the digestibility of maize
up to 87%.

The treatment of brachiaria grass with inhibitors with a single dose applied
by fertigation was able to significantly increase biomass digestibility by 28% (PIP
1.0 ymol L?). The treatments promoted trends of increase in biomass, leaf
expansion, chlorophyll content and productivity and a significant reduction in
ferulic acid content, which may have contributed to leaf expansion due to its role
in controlling cell growth. The leaf sprinkling assays showed an increase in
digestibility with 4 h of incubation of up to 18% in the treatments with MDCA and
PIP in the lowest concentrations and 15% in the PIP in the highest concentration.
After 24 h of digestion MDCA treatment increased saccharification by 21%, while
PIP increased saccharification by 16%, both at the lowest concentrations tested.

The method of soluble solids extraction by solvent reflux reduced the time
to remove sugars (when compared with the traditional method) from 18 hto 7 h
or less depending on material. Due to the automated process, without the
intervention of the operator, the method drastically reduced the operating time
(weighing, shaking, handling of liquids). The technique also reduced ethanol
consumption by 77% and electricity consumption by at least 95% (considering
the sugarcane samples, which is richer in soluble solids).

CONCLUSION - Foliar spraying of the three inhibitors tested was effective in
promoting the digestibility of the lignocellulosic biomass of maize and brachiaria
grass. Biometric data revealed a consistent trend of increase productivity due to
inhibitors application. The treatments had later effects, both in maize and
brachiaria grass. This suggests that the effect promoted by the treatments
increases with the normal decrease in the digestibility with the plants age. In none
of the treatments the lignin content has been altered and, in general, the effects
on productivity are innocuous or beneficial. The reflux washing system allowed
the extraction of soluble sugars in several samples in parallel, substantially
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reducing consumption of solvent, energy and operating time, when compared to
the traditional method.

Keywords: phenylpropanoids, biomass digestibility, MDCA, PIP, daidzin
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Resumo

O aprimoramento de técnicas que visam um melhor aproveitamento da biomassa
lignocelulésica tem ganhado forca nas udltimas décadas. A producdo de
biocombustiveis pode revolucionar nossa matriz energética baseada em
combustiveis fésseis. Ainda, um melhor aproveitamento de plantas forrageiras
pode potencializar a producdo pecuaria. Diante disso, este trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo de inibidores da via dos fenilpropanoides,
responsavel pela producdo de compostos fendélicos da parede celular (lignina e
acidos hidroxicinamicos) que interferem na digestibilidade enzimética da
biomassa lignocelulésica. Os acidos metilenodioxicinamico (MDCA), piperolinico
(PIP) e daidzina agem em enzimas especificas da via, modelando a arquitetura
da parede celular o que facilita a liberacao de acucares fermentéveis a partir de
celulose e hemiceluloses. A aplicacdo desses inibidores no milho (Zea mays)
promoveram o aumento da digestibilidade das plantas colhidas ao ponto de

silagem.

Palavras-chave: fenilpropanoides, digestibilidade de biomassa, MDCA, PIP, daidzina

Introducéo

O uso de fontes ndo renovaveis de energia, como carvao e petréleo sao
insustentaveis a longo prazo. Neste contexto, a biomassa lignocelulésica, a
maior fonte de energia proveniente do processo fotossintético, surge como uma
fonte sustentavel capaz de substituir os combustiveis fésseis. Tecnologias que
viabilizem a produgcédo de biocombustiveis através do processamento dessa
matéria-prima vegetal, propiciara acesso a essa fonte renovavel de energia em
um horizonte razoavel de desenvolvimento tecnolégico. Assim, a producao de
etanol e outros combustiveis liquidos a partir da biomassa lignocelulésica podera
revolucionar positivamente a matriz energética atual, tornando sustentavel nossa
economia baseada em combustiveis ndo renovaveis [1, 2, 3, 4]. A celulose,
principal componente da parede celular vegetal, € formada por uma cadeia linear
de moléculas de glicose que podem ser separadas para posterior fermentacao,
entretanto, a parede celular é resistente a degradacéo. Esta recalcitrancia néo é

um obstéculo casual, mas resultado de um processo de co-evolu¢do competitiva
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entre as plantas e organismos que dela se alimentam. Isto tornou
progressivamente dificil aos predadores e patdgenos 0 acesso a esses acucares
fermentaveis [5,4]. Ao longo das ultimas décadas, um grande esfor¢co tem sido
despendido no intuito de desenvolver métodos eficientes para a bioconverséao da
lignocelulose, sobretudo para a producdo de biocombustiveis, como o etanol.
Para enfrentar esse desafio, varias abordagens tém sido propostas, sendo que
as mais populares sdo: pré-tratamentos quimicos [6], fisicos [7] e enzimaticos
[8]; desenvolvimento de coquetéis enzimaticos mais poderosos e modificacdo da
biomassa por engenharia genética [9]. Estudos tém mostrado que uma reducéo
no conteddo de lignina afeta diretamente a sacarificacdo, aumentando a
liberacdo de acucares fermentaveis [10, 11, 12]. A lignina interfere adsorvendo
as hidrolases inibindo sua acéo sobre a celulose [13] e ainda, evita que as fibras
de celulose se entumecam, diminuindo assim, a &rea de agdo das celulases [14].

A familia Poaceae, muito utilizada como plantas forrageiras, séo o alvo de
estudos relacionados a digestibilidade da biomassa lignocelulésica. Estas
plantas possuem uma arquitetura de parede celular tipica que a distingue dos
outros grupos vegetais (parede celular tipo Il). Este tipo de parede contém teor
reduzido de pectinas e xiloglucanos e maior quantidade de glucanos de cadeia
mista [glucuronoarabinoxilanos (GAX)] e hidroxicinamatos produzidos na via dos
fenilpropanoides [15]. Entre estes ultimos esta o &cido ferulico (FA), um dos mais
abundantes &cidos fendlicos encontrados nas plantas, cujo teor, pode afetar a
digestibilidade da biomassa lignocelulésica [16]. O FA pode ser encontrado sob
forma soluvel, onde protege a célula contra estresse oxidativo gerado por
espécies reativas de oxigénio e radiacdo UV [17]. As formas insollveis do FA
tém papel estrutural e podem ser encontradas esterificadas a parede celular
ancoradas as hemiceluloses ou formando dimeros (acido diferalico) interligando
cadeias de GAX. O FA pode ainda estar covalentemente ligado por ligacéo éter
a proteinas e a lignina, ancorando-as aos polissacarideos da parede celular.
Dessa forma, o FA atua como um fator-chave na arquitetura da parede celular,
influenciando a cessacdo do crescimento celular e dificultando a acédo de
hidrolases de patégenos e herbivoros, assim como o processo de sacarificacdo
na producdo de etanol celulésico [16, 18]. A incorporacdo do &cido ferulico a
parede celular € feita a partir da feruloil coenzima A (FA-CoA). Ha duas enzimas

na via dos fenilpropanoides capazes de produzir FA na sua forma livre: 1) a
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cafeoil ortometil transferase (COMT) que catalisa a ortometilacdo do &cido
caféico a FA [19] e 2) a coniferaldeido desidrogenase (CALDH) que catalisa a
desidrogenacéo do coniferaldeido a FA [20]. A forma ativa (FA-CoA) é produzida
pela acao da 4-cinamil coenzima A ligase (4CL) sobre o FA livre ou pela enzima
cafeoil-CoA ortometil transferase (CCoAOMT), que realiza a ortometilagdo do
cafeoil-CoA [16]. Estudos recentes tém demonstrado que a inibicdo de certas
enzimas da via dos fenilpropanoides pode contribuir para aumentos significativos
na digestibilidade da biomassa lignoceluldsica. Plantas de cana-de-aglcar
tratadas com acido metilenodioxicinamico (MDCA), inibidor quimico especifico
da 4CL [21], promoveu aumentos superiores a 2,5 vezes na digestibilidade do
bagaco dessas plantas [22]. Outro trabalho mostrou que plantas de cana-de-
acucar tratadas com &cido piperonilico (PIP) (inibidor da enzima cinamato 4-
hidroxilase) (C4H) [21] reduziu o conteudo de &cido ferulico nos tecidos
parenquimaticos, mas induz um aumento do conteddo nos vasos e fibras [23]).
Ferro et. al. 2014 [24] usou uma isoflavona (Daidzina) (DZN) em ensaios in vitro
e demonstrou que esta é um potente inibidor competitivo da coniferaldeido
desidrogenase (CALDH) concluindo que poderia ser usada para reducao da
recalcitrancia da parede celular. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
examinar os efeitos inibitérios desses compostos sobre a sacarificacdo e

producéo de acido ferulico em plantas de milho (Zea mays).

Material e métodos
Cultivo de plantas de milho em laboratorio

Para ensaios em laboratorio, sementes de milho (Zea mays cv. IPR-114)
foram semeadas em potes plasticos contendo 350 mL de uma mistura (1:1) de

vermiculita mais substrato organico de origem vegetal (figura 1) e cultivadas por

Figura 1 — Plantas de milho sendo cultivadas em sala de incubacdo sob 12 horas de fotoperiodo
escuro/claro e temperatura constante (25 °C+4).
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15 ou 21 dias em sala de cultivo sob 12 horas de fotoperiodo claro/escuro e
temperatura constante (25 °C +4). As plantas foram regadas a cada dois dias
com 65 mL de solucéo nutritiva de Hoagland e a partir do 7° dia, com solucéo
nutritiva acrescida do inibidor (daidzina, PIP e MDCA). Para os experimentos de
aspersao foliar, ao 7° dia de cultivo, 60 mL de cada tratamento foram aplicados
uma unica vez em cada planta. Essa quantidade de solucéo foi suficiente para
gue toda a lamina foliar de todas as folhas da planta fosse coberta. Para facilitar
0 processo de espalhamento da droga ao longo da folha, utilizou-se de um
adjuvante (Aureo®) a 0,5%. Ao 15° dia, as plantas foram coletadas e o
comprimento das raizes e parte aérea (colmo mais folhas) foram medidos e os
valores expressos em cm. O material (parte aérea da planta) foi pesado em
balanca analitica e levado a estufa a 60 °C para secagem até peso constante,
em seguida, triturado em moinho bola e reservado para ensaios de
digestibilidade.

Cultivo de milho em campo

Ensaios de campo com milho (Z. mays) foram conduzidos na Fazenda
experimental Iguatemi (FEI) da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Em
duas éareas adjacentes foram feitas aplicacdes via aspersdo foliar em dois
tempos diferentes: com 30 e 60 dias apés plantio. Cada ensaio foi realizado com
um numero de 5 repeticdes onde cada parcela (n) consistiu de uma area de 3
m?, separadas por 1 m de area de bordadura. A coleta foi realizada aos 120 dias
apos germinacao. As plantas (folhas e colmos) foram secas em estufa a 60 °C

até peso constante, moidas e armazenadas para analise de digestibilidade.

Tabela 1 — Massas e volumes de calda aplicados por hectare
em cada tratamento.

Tratamento Massa ha Volume de calda ha!
MDCA 1,0 mmol L 739 380 L
MDCA 2,0 mmol L 146g 380 L
PIP 1,0 umol L* 0,069 380 L
PIP 2,0 umol L* 0,1269g 380 L
DZN 0,5 mmol L1 799 380 L
DZN 1,0 mmol Lt 158g 380 L
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Digestibilidade enzimética

Apés secagem, a biomassa foi triturada e lavada exaustivamente com
etanol. Para tal, as amostras foram incubadas em 5 mL de etanol 80%, 80 °C,
2 h, sendo centrifugada a 13000 g, 10 min. O procedimento foi repetido
sucessivamente por seis ou mais vezes, fim de extrair todo o acUcar soluvel
desses tecidos. Esse processo se faz necessario para remocao de solidos
sollveis que possam interferir na analise. Considera-se que a amostra esta
adequada para os ensaios de digestibilidade quando o teor de acUcares sollveis
apresentava absorbancia inferior a 0,05 em 490 nm [25]. Por fim, o material (AIR
— residuo insoluvel em alcool) foi seco novamente em estufa a 60 °C. Em cada
reacdo, 15 mg de AIR foram adicionados em microtubo e suspendidos em
tampao acetato (50 mmol L, pH 5,0) juntamente com 20 U mL* de xilanase
obtida do extrato de Aspergillus niveus para um volume total de reagéo de 1,0
mL. As amostras, junto com um controle (amostra sem enzima), foram incubadas
a 50 °C por 24 horas, sendo feita uma primeira andlise apés 04 horas de
digestdo. Apds incubacdo, uma aliquota de 100 pL do sobrenadante foi
analisada pelo método do DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico) [26] para deteccao de
acucares redutores liberados durante o processo. Os acuUcares foram entdo
qguantificados por espectrofotdmetro a 540 nm e os valores Sdo expressos em
mg g'de AIR.

Resultados e discussao
Aplicacéo via absorcao radicular

Para avaliar a eficiéncia para promover a digestibilidade, foram realizados
experimentos utilizando daidzina em diferentes concentracdes (0, 20, 50, 100
umol L1), assim como a associacdo desta com os inibidores PIP, MDCA. Em
um primeiro ensaio, foi utilizado daidzina em trés diferentes concentracées (20,
50 e 100 umol L) onde a droga foi aplicada por irrigacdo radicular em plantas
de milho de sete dias de idade, sendo cultivadas por mais sete (em sala de
cultivo). Neste primeiro experimento néo foi observado aumento significativo na

digestibilidade (figura 2).
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Figura 2 — Digestibilidade enzimatica de plantas de milho de 14 dias apos 04 e 24
horas de incubacéo. Barras indicam valores médios + erro padrdo da média (n = 5).

Um novo experimento foi montando com concentracbes maiores de
daidzina 50, 100, 150 e 250 umol L1. Os resultados (figura 3) mostraram um
aumento significativo na digestibilidade (16%) com daidzina a 150 pumol L, apés

4 h de incubacao e 17% (néo significativo estatisticamente) apos 24 de digestao.
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Figura 3 — Digestibilidade enzimatica de plantas de milho de 14 dias apo6s 4 e 24 horas de
incubacdo. Barras indicam valores médios + erro padrdo da média (n = 5). Valores indicados
com asterisco sao significativos de acordo com o teste de Dunnett (P<0,05).

A reproducdo do mesmo experimento com a concentracdo de daidzina
que apresentou melhores resultados (150 pmol L) ndo foi conclusiva. Em
repeticbes do mesmo ensaio (resultados ndo mostrados) chegou-se a encontrar
65,5% de aumento de digestibilidade, porém em um terceiro experimento, esse
aumento ndo passou de 2%, mesmo utilizando iguais condi¢des de cultivo e
aplicacao da droga. Sendo assim, foi investigado a capacidade de absorcao da
daidzina pela planta, incubando plantulas de milho (7 dias) em hidroponia,
utilizando solucdo nutritiva de Hoagland acrescida de daidzina a 150 pmol L.

Os resultados (figura 4) mostraram que o0 composto é degradado, provavelmente
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por uma glicosidase produzida pela planta. A hidrolise libera como subprodutos
uma glicose e a daidzeina, que néo é inibidor da enzima alvo (CALDH). Em um
ensaio de 24 horas foi possivel verificar que praticamente toda a daidzina €

degrada em daidzeina.

A partir dai o foco foi anular essa hidrolise, buscando inibidores de
glicosidases para serem adicionados juntamente com a daidzina. Uma busca na
literatura revelou que o uso de um extrato alcodlico de folhas de pitangueira
(Eugenia uniflora) apresenta uma potente atividade inibidora de enzimas

glicoliticas [27].
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Figura 4 — Cromatograma da deple¢éo da daidzina apos duas horas de incubagédo na auséncia
de planta (A) e na presenca de planta (B). Os graficos mostram a absor¢éo da daizina em 4,2
minutos e de daidzeina aos 10,2 minutos.

Munidos dessa informagdo, montamos um experimento no qual
incubamos plantulas de milho por 3 dias em hidroponia. O meio de cultivo foi
preparado utilizando solucédo nutritiva de Hoagland acrescida de daidzina 150
umol L1 e também daidzina mais extrato alcodlico de folhas de pitangueira (1
mg mL71). Os resultados mostraram que o extrato foi capaz de inibir o efeito
glicolitico de glicosidases das raizes do milho (figura 5). Com isso, realizamos o
teste de digestibilidade das plantulas desse mesmo experimento. Os resultados
(figura 6) mostraram um aumento de até 43% de sacarificacdo nas plantas
tratadas com daidzina e extrato de pitanga, porém ocorre um efeito antagénico
onde se percebeu uma reducéao significativa na biomassa das plantas tratadas

(dados n&o mostrados).
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Figura 5 — Andlise em HPLC da deplecéo da daidzina em solugdo de hidroponia. Os inibidores
presentes no extrato alcodlico de folhas de pitangueira inibem esterases liberadas pela planta,
mantendo alta a concentracéo de daidzina depois de duas horas de incubacédo (C). A droga é
estavel qguando mantida na auséncia de plantas durante 24 horas (D).
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Figura 6 — Digestibilidade enzimatica de plantas de milho de 6 dias cultivadas em hidroponia,
apos 04 e 24 horas de incubacéo. Barras indicam valores médios + erro padrdo da média (n
= 3). Valores indicados com asterisco sao significativos de acordo com o teste de Dunnett
(P<0,05).

Diante das evidéncias da desativacédo da DZN pela acao de glicosidases,
durante os tratamentos por hidroponia, iniciamos ensaios com tratamentos por
aspersao foliar. Para isso, plantas de milho foram cultivadas em laboratério e
borrifadas com daidzina a 0,5 e 1,0 mmol Lt. Porém, os tratamentos ndo foram
capazes de elevar a digestibilidade conforme pode ser observado na figura 7.
Diversos fatores podem ter impedindo a agdo da daidzina in vivo, como
dificuldades de absorcéo foliar - uma vez que a molécula apresenta uma glicose
ligada a uma isoflavona o que poderia interferir em sua difusdo através da
membrana plasmatica - bem como por uma falha no modelo escolhido, uma vez
gue plantas muito jovens (3 semanas) apresentam baixo teor de lignificagéo, o
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que poderia dificultar a identificagcdo de alteracbes na digestibilidade que
naturalmente j4 é elevada em tecidos imaturos. Assim, para testar o modelo,
iniciamos tratamentos com os inibidores MDCA e PIP.

Digestibilidade milho aplicacéo foliar
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Figura 7 — Digestibilidade enzimatica de plantas de milho tratadas com daidzina por aspersao
foliar apés 4 e 24 horas de digestdo. As plantas foram cultivadas por 14 dias em sala de cultivo.
Barras indicam valores médios * erro padrdo da média (n = 5). Valores indicados com asterisco
séo significativos de acordo com o teste de Dunnett (P<0,05).

Seguindo o mesmo protocolo da aplicacao foliar da daidzina, aplicamos
em milho PIP, MDCA e uma combinag¢do dos dois inibidores. Os resultados
mostrados na figura 8 revelam um aumento significativo na digestibilidade apés
quatro horas de incubacéo nos tratamentos com PIP (15,9%) e na combinagé&o
dos dois inibidores (23,3%). Ja ap0s 24 horas de digestdo somente o tratamento
que continha as duas drogas apresentou aumento significativo de 14,3%.

Embora os resultados sugiram que o modelo é adequado, novos experimentos
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Figura 8 - Digestibilidade enzimética de plantas de milho tratadas com PIP e MDCA por asperséo
foliar apds 4 e 24 horas de digestao. As plantas foram cultivadas por 14 dias em sala de cultivo.
Barras indicam valores médios + erro padrdo da média (n = 5). Valores indicados com asterisco
sdo significativos de acordo com o teste de Dunnett (P<0,05).
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foram realizados em ensaios de campo conduzidos na Fazenda experimental
Iguatemi (FEI-UEM). Foram realizadas aplicacdes de PIP, MDCA e DZN em
duas concentracdes diferentes, 30 e 60 dias apos germinacao (DAG). Em ambas
as areas, as plantas foram coletadas com 120 DAG. Aos 60 dias de cultivo e,
portanto, 30 dias de tratamento (plantas jovens), realizamos uma coleta, onde
cada planta foi separada em colmo e folhas. A digestibilidade média do colmo
(figura 9) apresentou uma tendéncia de elevacdo nos tratamentos com MDCA e
PIP nas concentracbes mais baixas (1,0 mmol L' e 1,0 pmol L7,
respectivamente), porém esses resultados ndo foram diferentes do controle pelo
teste de Dunnett.
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Figura 9 — Digestibilidade do colmo de milho jovem (60 DAG), tratado com inibidores de
lignificac@o por asperséo foliar (30 DAG), apds 4 h de digestdo (grafico a esquerda) e 24 h de
digestéo (gréafico a direita). Valores médios + erro padrdo da média (n = 5, P<0,05).

A digestado das folhas por 4 h (figura 10) também né&o indicou aumentos
significativos, embora uma pequena tendéncia tenha sido observada nos
tratamentos com PIP 2,0 umol L1. Nos ensaios de digestdo conduzidos por 24 h,
este mesmo tratamento aumentou a digestibilidade em 15,8% de forma
consistente quando comparado com o controle. Quando as plantas tratadas 30
DAG foram colhidas no ponto de silagem, os resultados foram bem mais
relevantes. Nesta coleta, a parte aérea das plantas (folha, colmo e espiga) foi
triturada em conjunto formando uma Unica biomassa visando simular o que
acontece no campo, onde toda a planta é triturada e armazenada para servir de

alimento para o gado. O tratamento com MDCA 1,0 mmol L-! 30 DAG, aumentou
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a digestibilidade em cerca de 48% em 4 h de digestdo e ap6s 24h, o aumento
chegou a 54% (figura 11).
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Figura 10 — Digestibilidade foliar do milho jovem (60 DAG), tratado com inibidores de lignificagdo
por asperséo foliar (30 DAG), apos 4 h de digestao (grafico a esquerda) e 24 h de digestao
(grafico a direita). Valores médios + erro padrdo da média (n = 5). (*) indica significancia
estatistica segundo o teste de Dunnett (P<0,05).
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Figura 11 — Digestibilidade do milho 30 DAG ap0s 4 e 24 h de digest&do. Barras marcadas com
asterisco (*) foram diferentes do controle pelo teste de Dunnett, com 90% de confianca.

Quando estas plantas tinham sido coletadas mais jovens (60 DAG) os
tratamentos com MDCA 1,0 mmol L* haviam promovido apenas uma tendéncia
de aumento na digestibilidade dos colmos (figura 9). As plantas tratadas com PIP
2,0 mmol L1 30 DAG tiveram sua digestibilidade média aumentada em 54% apés
4 h de digestdo e em 24% apds 24 h em relagcdo ao controle, porém, esse
aumento veio acompanhado de uma grande variancia, de modo que as
diferencas ndo foram significativas. Aumentos mais expressivos foram
observados nas plantas tratadas com daidzina (0,5 e 1,0 mmol L1). Estas plantas

apresentaram uma elevacao na digestibilidade de 83 a 87% em 4 h e de 40 a
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42% em 24 h de digestdo. Porém, a variancia também aumentou de modo que
apenas a andlise de 4 h para a daidzina 1,0 mmol L? foi estatisticamente

significativa (figura 11).

Nas plantas tratadas 60 DAG a digestibilidade média foi elevada em todos
os tratamentos apés 4 h de digestdo, porém, somente os tratamentos com PIP
aumentaram significativamente a digestibilidade do milho (54% com PIP 1,0
umol Lt e 74% com PIP 2,0 umol L (figura 12). Apdés 24 h de digestédo
enzimatica, todos os tratamentos realizados 60 DAG elevaram a digestibilidade
média das plantas coletadas no ponto de silagem (figura 12). Este aumento
generalizado da digestibilidade observado em 24 h é consistente com os
resultados obtidos apo6s 4 h de digestdo. Todavia, em 24 h, os aumentos foram
menos contundentes (22-41%) que na digestdo por 4 h (15-74%) e da mesma
forma, a variancia aumentada fez com esses valores ndo fossem significativos

estatisticamente segundo o teste de Dunnett (figura 12).
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Figura 12 — Digestibilidade do milho 60 DAG apéds 04 e 24 h de digestdo. Barras marcadas com
asterisco (*) foram diferentes do controle pelo teste de Dunnett, com 90% de confianca.

Conclusdes

A partir de dados de experimentos em laboratério, testamos em campo a
eficiéncia dos inibidores PIP, MDCA e Daidzina por aplicacao foliar em milho. A
aspersao foliar reduziu drasticamente a quantidade de agua a ser utilizada
durante os tratamentos. Houve aumento significativo de até 87% na
digestibilidade das plantas. Os tratamentos aumentaram a digestibilidade sem

alterar o conteudo de lignina, um resultado relevante, visto que uma redugéo na
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lignina poderia reduzir a resisténcia das plantas ao ataque de patdgenos e/ou
promover o acamamento. As plantas de milho tratadas 30 DAG apresentaram
aumentos mais discretos na digestibilidade quando colhidas jovens (60 DAG) do
gue quando colhidas maduras, no ponto de silagem (120 DAG). Estes resultados
sugerem que o efeito dos tratamentos sobre a digestibilidade se eleva com o
envelhecimento e endurecimento da biomassa. Este fenbmeno € util para a
pecuaria, visto que o maior tempo de cultivo resulta em aumento de biomassa,
mas também implica em uma menor palatabilidade das plantas. Os resultados
sugerem fortemente que os tratamentos revertem esta logica, permitindo que a
lignocelulose permaneca tenra, mesmo quando os tecidos atingem maturidade.
Ao observarmos os valores de acucares redutores liberados, claramente
notamos que apds 24 h de digestdo, algumas plantas tratadas maduras sao
digeridas mais facilmente que as plantas tratadas ou nao colhidas jovens. Os
tratamentos em estagio precoce (30 DAG) foram mais dependentes da dose que
0os tratamentos em estagio mais tardio (60 DAG), que aumentaram a
digestibilidade de modo geral, independente de dose maior ou menor. Porém, a
intensidade desses aumentos na digestibilidade foi menor que a obtida nos
tratamentos precoces e a variancia nos resultados foi maior. Isto sugere que uma
vez encontrada a dose-resposta ideal para cada inibidor, os efeitos dos
tratamentos mais precoces tendem a ser mais intensos que tratamentos mais
tardios. Este fendbmeno € benéfico ao produtor, visto que a aspersao foliar em
plantas de milho mais maduras podem ser limitadas pela altura das plantas.
Acredita-se que o tratamento inicial pode nuclear a formacdo de uma parede
celular modificada, que facilita o acesso das hidrolases que agem degradando

os polissacarideos da parede celular.
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Resumo

Atualmente, existe uma grande preocupacdo em relacdo aos impactos
ambientais causados pela expansao das areas agricolas, principalmente no que
diz respeito a producdo de biocombustiveis. O aprimoramento de técnicas que
visam um melhor aproveitamento da biomassa lignocelulosica tem ganhado
forca nas ultimas décadas. A producdo de biocombustiveis de maneira
sustentével, pode revolucionar nossa matriz energética insustentavel e poluente
baseada em combustiveis fésseis. Ainda, um melhor aproveitamento de plantas
forrageiras pode potencializar a producdo pecuaria e reduzir a emissao de
metano. No territério nacional aproximadamente 80 milh6es de hectares séo
cobertos por gramineas, principalmente o género Brachiaria. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicacédo de inibidores da via
dos fenilpropanoides, responsavel pela producéo de fenilpropanoides estruturais
como a lignina e o acido ferulico que interferem na digestibilidade enzimatica da
biomassa lignocelulésica. Uma Unica aplicacdo (10 dias ap6s a rocada) por
fertirrigacao de acido 3, 4-metilenodioxicinamico (MDCA) e o acido piperolinico
(PIP), que agem inibindo enzimas especificas da via dos fenilpropanoides,
reduziu o conteudo de &cido ferulico e promoveu um aumento expressivo na
digestibilidade das plantas no campo sem afetar o conteddo de lignina ou a
produtividade.

Palavras-chave: Fenilpropanoides, Digestibilidade de biomassa, MDCA, PIP,

Daidzina, Brachiaria

Introducao

O declinio da producdo mundial de petroleo, seus altos precos de
mercado, distribuicdo heterogénea no planeta e os impactos ambientais de sua
queima fizeram com que a produgcdo de biocombustiveis atingisse volumes
inéditos nos ultimos 10 anos. O crescimento populacional e a demanda por
energia e alimento sdo um tema de intensos debates entre organizacfes
internacionais e lideres politicos para discutir os impactos da intensificagdo do

uso de biocombustiveis e outas praticas agricolas que podem ser
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potencialmente danosas ao ambiente, como por exemplo, a instalagcdo e
conducéo inadequada de pastagens em monocultivo [1, 2]. A producao agricola,
seja para alimentos, matéria prima ou combustivel, afeta os ecossistemas e as
espécies dentro deles, incluindo os seres humanos [3]. Diante desse contexto,
estratégias de readequacdo do uso de terra que possam potencializar a
producdo sdo necessarias, evitando que novas areas necessitem ser
desmatadas [4, 5]. No Brasil, as areas de pastagem correspondem a
aproximadamente 10% de todo o territério nacional, sendo compostas
principalmente pelo género Brachiaria [2] pertencente a familia Poaceae, que
sdo o alvo de estudos relacionados a digestibilidade [6, 7]). Estas plantas
possuem uma arquitetura de parede celular tipica que a distingue dos outros
grupos vegetais (parede celular tipo Il). Além da celulose, o principal componente
da parede celular, a parede tipo Il contém teor reduzido de pectinas e maior
quantidade de glucanos de cadeia mista, glucuronoarabinoxilanos (GAX) e
hidroxicinamatos [8]. Portanto, apesar da baixa digestibilidade, as gramineas
possuem alto potencial energético que pode ser explorado. Entretanto, a parede
celular é resistente a degradacéo. Esta recalcitrancia ndo é um obstaculo casual,
mas resultado de um processo de coevolucdo competitiva entre as plantas e
organismos que dela se alimentam. Isto tornou progressivamente dificil aos
predadores e patdgenos obter acesso a esses agucares fermentaveis [6, 7].
Desde o inicio da colonizacdo do ambiente terrestre durante o periodo
Ordoviciano, ha 470 milhées de anos [9, 10]. A selecédo natural atuou sobre os
pioneiros ancestrais das plantas terrestres selecionando linhagens com
adaptacdes que permitiam suportar radiacdo UV-B, dessecacdo e a acao da
gravidade [11]. Um evento-chave ao longo da histéria evolutiva da vida no
ambiente terrestre foi o surgimento da via dos fenilpropanoides, que tornou as
plantas capazes de sobreviver nesse novo ambiente até entédo inéspito [12]. Os
fenilpropanoides sédo um grupo diversificado de compostos fendlicos, derivados
da felnilalanina, com func¢des tao diversas quanto as suas variagdes estruturais.
Eles servem como pigmentos, antibioticos (fitoalexinas), protetores de radiacéo
UV, repelentes de insetos, moléculas de sinalizacdo e funcionam como
componentes reticuladores em estruturas de revestimento e de suporte, como
suberina, lignina e outros componentes de parede celular [13, 14, 15]. A lignina
€ um heteropolimero composto — na maioria das plantas — por trés alcoois

hidroxicinamilicos que diferem no seu grau de metoxilagcéo. p-Coumaril, coniferil
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e sinapil &lcoois, sdo oxidativamente polimerizados numa reagéo catalisada por
peroxidases especificas. Produzidos na via dos fenilpropanoides, quando
polimerizados, seus residuos podem ser identificados pela decoracéo dos anéis
aromaticos sendo denominados de unidades p-hidroxifenil (H), guaiacil (G), e
siringil (S) [16]. A lignina é encontrada principalmente em paredes secundarias
de células xilematicas, cimentando os polissacarideos da parede celular
(celulose e hemiceluloses) o que confere rigidez e hidrofobicidade, além de
tornar estas estruturas resistentes a degradacdo pela maioria dos
microorganismos [17]. Estudos tém mostrado que uma reducdo no conteudo de
lignina afeta diretamente a sacarificacdo, aumentando a liberacdo de acucares
fermentaveis [18, 19, 20].

Ao longo das ultimas décadas, um grande esfor¢o tem sido despendido
no intuito de desenvolver métodos eficientes para a conversdo da biomassa
lignocelulésica em seus acucares constituintes. Para isso, varias abordagens
tém sido propostas como pré-tratamentos quimicos [21], fisicos [22] e
enzimaticos [23]. O desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas para
produzir menos lignina, aumentam a sacarificacdo, mas também afetam a
produtividade [24, 25]. Trabalhos recentes produzidos por nosso grupo tém
demonstrado que a aplicacdo de inibidores da via dos fenilpropanoides durante
o desenvolvimento da planta resultam em aumentos expressivos na liberacao de
acucares soluveis, durante a digestao enzimatica, por interferirem na arquitetura
da parede celular [26, 27]. Os resultados apresentados no Capitulo I, entre outros
estudos acumulam evidéncias de que a reducdo no contetdo de acido ferulico
pode elevar a sacarificacdo da biomassa lignocelulésica sem reduzir a
produtividade. Nesse estudo, aplicamos em plantas de capim braquiaria
(Brachiaria decumbens) o acido metilenodioxicinamico (MDCA), inibidor da
enzima 4-cinamil coenzima A ligase (4CL), o acido piperonilico (PIP), inibidor da
enzima cinamil 4-hidroxilase (C4H) [28] e daidzina, uma isoflavona inibidor da
coniferaldeido desidrogenase (CALDH) [29], avaliando seus efeitos sobre a

digestibilidade e produtividade.

Materiais e métodos

Cultivo de capim braquiéria
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Para dois experimentos de campo distintos, utilizamos o capim braquiaria
(Brachiaria decumbens) em uma area do Centro de Treinamento em Irrigacéo
(CTI) da Universidade Estadual de Maringad (UEM) onde o mesmo ja estava

plantado (figura 1).

Figura 1 — Visdo aérea da area experimental no CTI/UEM.

Para o primeiro ensaio, foi realizado uma rocada na area, seguida de
limpeza e ap6s 10 dias, através de sistema de irrigacao (figura 2), foi feito
aplicacdo em dose Unica dos inibidores: acido piperonilico (PIP) nas
concentracdes de 0,5 e 1,0 umol L%, e &cido 3,4-(metilenodioxi)cinamico (MDCA)
nas concentracdes de 350 umol L't e 700 pmol L1. Cada ensaio foi realizado

Figura 2 — Sistema de irrigagdo com protecdo plastica para evitar influéncia do vento e assim
evitar perda de solu¢éo, garantindo homogeneidade do tratamento.

com 6 repeticbes em parcelas de 7,5 m2. A quantidade de inibidor por area
aplicada € mostrada na tabela 1. Nesse primeiro experimento, a quantidade de
solucdo de tratamento aplicada visou a absorcéo radicular. Apés 30 dias do
tratamento, 1 m? de cada parcela foi coletado cortando-se cada planta rente ao
solo. Com as plantas frescas, foram analisados: a massa total, 0 nimero de
folhas, produtividade (ton ha?), comprimento e largura da primeira e segunda
folha totalmente expandida e indice de clorofila (SPAD). ApGs secagem em

estufa a 60 °C, as amostram foram novamente pesadas, moidas e estocadas
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para as analises de digestibilidade, teor de lignina, &cido ferilico, acido cumarico
e mondémeros da lignina.

Tabela 1 - Massas e volumes de calda aplicados por hectare em cada

tratamento
Tratamento Massa ha! Volume de calda ha!
MDCA 350 umol Lt 1,85Kg 27 000 L
MDCA 700 umol Lt 3,7kg 27 000 L
PIP 0,5 pmol L1 2,259 27000 L
PIP 1,0 pmol L1 45g 27 000 L

Para o segundo ensaio, foi feito uma rogada seguida de limpeza da &rea
e apos 7 dias feito aplicagdo, via aspersao foliar dos inibidores: daidzina (0,5 e
1,0 mmol L), PIP (1,0 € 2,0 mmol L) e MDCA (1,0 e 2,0 mmol L1). A aplicacéo
foi feita em parcelas de 3 m? com 5 repeticdes para cada tratamento (figura 3).
Um espaco de 1 m foi preservado entre cada repeticdo como area de bordadura.
Devido a aplicacéo e absorcéo ser via foliar, as solu¢des foram preparadas com
adicdo de 0,5 % de um adjuvante (Aureo®) para facilitar a penetracdo dos
inibidores via epiderme foliar. A tabela 2 mostra as concentracdes de cada
inibidor por area aplicada. Nesse caso, o objetivo era avaliar a capacidade de

absorcao via foliar. Apos 30

Tabela 2 — Concentrac¢des, massas e volumes de calda aplicados
por hectare em cada tratamento.

Tratamento Massa hal Volume de calda ha!
MDCA 1,0 mmol L* 73¢9 380 L
MDCA 2,0 mmol L* 146 g 380 L
PIP 1,0 umol L1 0,06 g 380 L
PIP 2,0 umol L 0,126 g 380 L
DZN 0,5 mmol L1 7949 380 L
DZN 1,0 mmol L 158 g 380 L

dias do tratamento, 1 m? de cada parcela foi coletado cortando-se cada planta
rente ao solo. Com as plantas frescas, foram analisados a massa total, altura
total de cada planta, comprimento da 22 folha totalmente expandida e indice de
clorofila (SPAD). Ap6s secagem em estufa a 60 °C, as amostram foram
novamente pesadas, moidas e estocadas para as analises de digestibilidade,

teor de lignina e acido feralico.
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Figura 3 — Visdo da area 7 (esquerda) e 30 (direita) dias ap6s rogada.

Digestibilidade enzimatica

ApoOs secagem, a biomassa foi triturada e lavada exaustivamente com
etanol. Para tal, as amostras foram incubadas em 5 mL de etanol 80%, 80 °C,
2 h, sendo centrifugada a 13000 g, 10 min. O procedimento foi repetido
sucessivamente por seis ou mais vezes, fim de extrair todo o aclcar solavel
desses tecidos. Esse processo se faz necessario para remocao de solidos
soluveis que possam interferir na andlise. Considera-se que a amostra esta
adequada para os ensaios de digestibilidade quando o teor de acUcares sollveis
apresentava absorbancia inferior a 0,05 em 490 nm [30]. Por fim, o material (AIR
— residuo insoluvel em alcool) foi seco novamente em estufa a 60 °C. Em cada
reagdo, 15 mg de AIR foram adicionados em microtubo e suspendidos em
tampéo acetato (50 mmol L1, pH 5,0) juntamente com 20 U mL* de xilanase
obtida do extrato de Aspergillus niveus para um volume total de reacéo de 1,0
mL. As amostras, junto com um controle (amostra sem enzima), foram incubadas
a 50 °C por 24 horas, sendo feita uma primeira analise apos 04 horas de
digestdo. Apds incubacdo, uma aliquota de 100 pL do sobrenadante foi
analisada pelo método do DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico) [31] para deteccao de
acucares redutores liberados durante o processo. Os agucares foram entdo
guantificados por espectrofotdbmetro a 540 nm e 0s valores sd0 expressos em
mg gtde AIR.

Quantificacdo da lignina e composi¢cdo dos monolignadis

Para a quantificacdo da lignina, 0,3 g de biomassa seca foi
homogeneizada em 7 mL tampéo fosfato 50 mmol L%, pH 7,0, com ajuda de

almofariz e pistilo e entdo transferida para tubo de centrifuga. O material foi
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centrifugado (14009, 4min), e o pellet foi lavado sucessivamente e centrifugado
como segue: tampéo fosfato 50 mmol L2, pH 7,0 (7,0 mL, 2x), triton® X-100 1%
em tampéao fosfato (7 mL, 3x), NaCl 1,0 mol L' em tampéo fosfato (7,0 mL, 2x),
agua destilada (7,0 mL, 2x) e acetona (5,0 mL, 2x). O pellet foi seco em estufa a
60 °C por 24 horas e o material obtido considerado como parede celular livre de
proteinas (PFCW) [32]. A lignina foi entdo determinada pelo método do brometo
de acetila como se segue [33]: uma aliquota de 20 mg de cada amostra foi
pesada em tudo de ensaio com tampa e em seguida adicionado 0,5 mL brometo
de acetila (25% v/v em &cido acético glacial) e incubada a 70 °C por 30 minutos.
Depois da digestdo completa, a reacao foi parada adicionando 0,9 mL de NaOH
2,0 mols L' e as amostras colocadas imediatamente em banho de gelo. Na
sequéncia foi adicionado 0,1 mL de hidroxilamina-HCI 7,5 mols L* e 2 mL de
acido acético glacial. As amostras foram entao centrifugadas (1000 g, 5 minutos)
e entdo a absorbancia do sobrenadante foi medida em espectrofotdmetro a 280
nm, e o contetdo de lignina expresso como mg g de parede celular.

A oxidacdo com nitrobenzeno foi usada para determinar a composi¢cao
monomérica da lignina [34]. Uma fracdo da parede celular livre de proteinas (50
mg) foi selada em ampola Pyrex® contendo 1,0 ml de NaOH 2,0 mols L* mais
100 pl de nitrobenzeno e aquecida a 170 °C por 150 minutos, com agitacao
ocasional durante a reacdo. Apdés oxidacdo, a amostra foi resfriada até
temperatura ambiente, lavadas duas vezes com cloroférmio, acidificada para pH
3-4 com HCI 5,0 mols L, e extraida duas vezes com cloroférmio. Os extratos
organicos foram combinados, secos e ressuspendidos em metanol. As amostras
foram filtradas em filtro de seringa descartavel 0,45 ym (Hamilton® Co., Nevada,
USA) e analisada em sistema HPLC com 2 bombas (Shimadzu 10 Avp) usando
uma coluna Phenomenex® C18 (250 x 4,6 mm, 5 um). A fase movel utilizada foi
metanol/acido acético 4% em agua (20/80, v/v) com fluxo de 1,2 ml min para
corrida isocratica de 20 min. A quantificacdo de p-hidroxibenzaldeido, vanilina e
siringaldeido foi realizada a 290 nm utilizando os padrdes correspondentes. Os

resultados foram expressos como ug monémero mg* de parede celular.

Analise do conteudo de acido feralico e acido p-cumarico
O écido ferulico foi extraido conforme descrito por de Ascensao e Dubery
[35], com modificac¢des [36]. O material seco e triturado (0,1 g) foi macerado com

pistilo e gral em 500 pL de metanol 50% e, a seguir, transferidos para um tudo
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de centrifuga e incubados em banho-maria (80 °C, 90 min). Depois desse tempo,
os tubos foram inseridos imediatamente em banho de gelo para parar a extracao.
Apos o resfriamento, as amostras foram centrifugadas (1000 g, 15 min, 4 °C) e
0 sobrenadante descartado. O pellet foi lavado mais duas vezes com metanol
50%, centrifugado e secado em estufa a 60 °C por 24 h. O material foi
ressuspendido em 1 mL de NaOH 0,5 M e incubado (96 °C, 2 h). Apés esse
periodo, as amostras foram colocadas em banho de gelo e acidificadas a pH 2,0
com HCI seguido de centrifugacao (1000 g, 15 min, 10 °C). O sobrenadante foi
transferido para funil de separacéo onde foram adicionados 6 mL de éter etilico.
ApoOs agitacdo e separacado, a fase aquosa (inferior) foi transferida para outro
frasco para uma segunda extracdo. A fase etérica foi transferida para um bal&o
e a fase aquosa retornada ao funil de separacéo para uma segunda extracéo
com éter. As duas fracdes etéreas foram combinadas em um baldo e a fase
aguosa descartada. As amostras foram evaporadas e analisadas em HPLC. A
fase movel consistiu de uma mistura de metanol mais acido acético 4% em agua
(30:70 v/v). As amostras foram ressuspendidas em 1 mL de fase maovel, filtradas
(0,45 pm) e analisadas em sistema HPLC com 2 bombas (Shimadzu 10 Avp)
usando uma coluna Phenomenex® C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), e fluxo de 1 mL
min. O A para o acido ferulico foi 322 nm para o acido p-cumarico 309 nm
(Shimadzu SPD-M10A VP) utilizando-se um padrdo como controle. Os

resultados séo expressos em mg hidroxicinamato g biomassa.

Anélise estatistica

Para determinar significancia das diferencas entre as amostras foi
realizado o teste de Dunnett com P<0,05 ou 0,1 utilizando o programa Graph
Pad Prism® (Versdo 6,0) e os valores foram expressos como a média dos

experimentos independentes + erro padrdo da média.

Resultados e discusséo
Tratamento em dose Unica por fertirrigagao

A figura 4 compara a producgéo de agucares redutores a partir da hidrolise
das amostras dos quatro tratamentos e do controle. A analise estatistica
(Dunnett) permite constatar que o tratamento com PIP na maior concentragéo
(1,0 umol L 1) aumentou a digestibilidade em 29% em relacdo ao controle. Na
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Figura 4 — Digestibilidade da biomassa de braquiaria 45 dias ap6s a rogada e 35 dias apds
tratamento em dose Unica com diferentes concentracGes de PIP e MDCA (vide texto). Barras
indicam valores médios * erro padrao da média (n = 6). Barras marcadas (*) séo diferentes do
controle com 95% de confianga segundo teste de Dunnett.

menor concentracdo de PIP (0,5 umol L) e nas duas concentracées de MDCA
nao foram observadas diferencas significativas na digestibilidade em relacao ao
controle. A figura 5 compara os tratamentos e testemunha em relacdo ao numero
total de folhas de cada planta coletada. Todavia, ndo se observam diferencas
significativas entre os tratamentos. Foi observado uma tendéncia de aumento na
produtividade (ton hal), nas maiores concentracées tanto de PIP como de
MDCA. Porém, devido as diferencas entre as repeticdes o resultado também nao

foi significativo.
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Figura 5 — NUumero total de folhas e produtividade do capim braquiaria 45 dias apés a ro¢cada e
35 dias apds os tratamentos em dose Unica com PIP e MDCA. Valores médios + erro padréo da
média (n = 6), analisados com o teste de Dunnett.

Embora o aumento na biomassa total ndo tenha sido significativo pelo
teste Dunnett, pode-se observar uma tendéncia de acréscimo nas plantas
tratadas com PIP na concentragcdo mais alta, 0 que ocorreu tanto na biomassa
fresca quanto na seca (figura 6). O tratamento com PIP nas duas concentragoes
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resultou em aumento na altura das plantas, como observado na figura 7. O teor
de clorofila analisado pelo indice de SPAD apresentou um discreto aumento,

porém nao significativo nos tratamentos com PIP e com MDCA na maior

concentracéo (figura 7).
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Figura 6 - Biomassa fresca e seca de capim braquiaria 45 dias ap0s a rocada e 35 dias apds os
tratamentos em dose Unica com PIP e MDCA. Valores médios + erro padrao da média (n = 6),
analisados com o teste de Dunnett (P<0,05).
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Figura 7 — Altura total das plantas e indice SPAD das folhas de capim braquiaria 45 dias apés a
rogada, 35 dias ap6s os tratamentos em dose Unica de PIP e MDCA. Valores médios * erro padrao
da média (n = 6). (*) significativamente diferentes do controle de acordo de acordo com o teste de
Dunnett (P<0,1).

O comprimento da primeira folha ndo apresentou variagcdo significativa
com os tratamentos, enquanto a largura da primeira folha, bem como o
comprimento da segunda folha aumentaram discretamente apdés ambos 0s
tratamentos com PIP (figura 8). A despeito de seu mecanismo de acao ser a
inibicdo de enzimas da via de sintese da lignina, os inibidores n&o produziram

efeito significativo sobre a mesma (figura 9).
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Figura 8 — Comprimento e largura da primeira e segunda folha. Valores médios * erro padréo da

média (n = 6), analisados com o teste de Dunnet. (*) indica valores siginificativos (P<0,1).

Nao foi observado, alteracao significativa na composi¢cdo monomérica da lignina,

a excecao de uma pequena reducdo no mondémero S de plantas submetidas ao

tratamento com MDCA 350 pumol Lt conforme mostra a figura 9.
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Figura 9 - Razédo entre os mondmeros e teor de lignina da parte aérea do capim braquiaria 45
dias ap0s a rocada e 35 dias ap6s os tratamentos em dose Unica de PIP e MDCA nas menores
(me) e na maiores (ma) concentra¢des. H, p-hidroxifenil. G, guaiacil. S, siringil monolignol. (*)
indica significancia estatistica segundo o teste de Dunnett (P<0,05). PFCW, parede celular
isenta de proteinas.

Além da lignina central (core lignin), acidos hidroxicinamicos como o acido

p-cumarico e o acido ferulico também podem desempenhar um papel estrutural

importante na parede celular. Na figura 10, observa-se que o acido p-cumarico

(CA) apresentou uma tendéncia de reducdo em todos os tratamentos, embora

apenas o tratamento com PIP na menor concentracao foi significativo pelo teste

41



de Dunnett. Por outro lado, os tratamentos foram mais eficazes em reduzir o
conteudo de acido ferulico (FA) esterificado a parede celular, como pode ser

observado na figura 10.
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Figura 10 — Quantificacdo dos teores de acido p-cumarico (CA) e acido ferilico (FA) nos
diferentes tratamentos de braquiaria. Valores médios = erro padrdao da média (n = 6),
analisados com o teste de Dunnett. (*) indica valores significativos com P<0,1.

Os dados biométricos (massa, altura total das plantas, comprimento e
largura das folhas) apresentam uma tendéncia ao aumento nos tratamentos com
PIP acompanhado de melhor digestibilidade do material. Em experimentos
anteriores realizados em escala laboratorial, ja havia sido observado este tipo de
correlacdo, onde a biomassa apresenta uma tendéncia de elevacdo em plantas
cuja digestibilidade foi promovida pelo uso de inibidores. Isto pode decorrer do
fato de que o FA interliga as moléculas de hemicelulose entre si, bem como
ancora a lignina nestas moléculas da parede primaria. Assim, além reduzir o
acesso de enzimas hidroliticas, o FA desempenha um papel na cessacao do
crescimento celular das gramineas. A aplicacdo dos inibidores aparentemente
afeta particularmente a producdo do FA o que, devido a pressao de turgéncia,
uma reducao no conteudo de FA, pode levar a um leve aumento da expansao
celular. A reducéo do acido ferulico nos tratamentos com MDCA, provavelmente
resultam da inibicdo da 4CL, uma vez que esta produz feruloil-CoA a forma ativa
do &cido ferulico que é precursor do residuo esterificado a parede celular. Por
sua vez, o PIP inibe a acdo da enzima C4H, envolvida na sintese do &cido p-
cumarico, precursor de todos os compostos fendlicos, inclusive o acido ferdlico.

As plantas da area onde o experimento foi realizado (figura 01) foram
deixadas crescer livremente e, aproximadamente 11 meses ap0s 0 experimento,
novas amostras destas mesmas plantas foram coletadas e reanalisadas para

verificar se apos esse tempo teriamos ainda diferencas na digestibilidade entre
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o controle e tratamentos. A figura 11 mostra os resultados da digestibilidade apo6s

04 h de incubacao com extrato enzimatico.

Digestibilidade braquiéria 11 meses
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Figura 11 — Digestibilidade da braquiaria de 11 meses de idade ap6s 04 h de incubag&o com
coquetel enzimético. Valores médios * erro padrdo da média (n = 5). (*) indica significancia
estatistica segundo o teste de Dunnett (P<0,05).

Os resultados mostram aumento na digestibilidade em todos os
tratamentos, onde apenas a aplicacdo de MDCA, na maior concentracdo nao
mostrou resultado significativo segundo o teste de Dunnett. Isto demonstra que
aplicacao pode ter causado modificacdes permanentes no tecido da planta, ou
pode nuclear alteracdes na estrutura da parede celular que perduraram mesmo
depois de 11 meses da aplicacéo. Vale ressaltar que esses resultados foram de
plantas que estavam no campo todo esse periodo e ndo de plantas resultantes

de uma nova rebrota apés rocada.

Tratamento em dose Unica por asperséao foliar

Apo6s 30 dias do tratamento do capim braquiaria, 1 m? de cada parcela foi
coletado e com as plantas frescas foram analisados a massa total, altura de cada
planta, comprimento da 22 folha totalmente expandida e indice de clorofila
(SPAD). Ap6s secagem, foram analisados a biomassa seca, digestibilidade,
conteudo de lignina e acido ferulico esterificado a parede celular. Os resultados
da figura 12 mostram um aumento na biomassa fresca nos tratamentos com
MDCA e uma reducao no tratamento com PIP na menor concentracdo que foi

utilizada, porém esses valores nao sao significativos segundo o teste de Dunnett.
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Figura 12 - Massa fresca e seca correspondente as médias das 5 parcelas de cada tratamento. Foram
consideradas apenas a parte aérea (folhas e colmo) de 1 m? de cada parcela. Valores médios * erro
padrao da média (n = 5) (P<0,05).

A analise do indice de SPAD para o contetdo de clorofila ndo apresentou
resultados com alteracdes significativas quando comparados ao controle. A
altura total da planta considerada do colo até o apice da primeira folha em
emergéncia, nao apresentou diferencas significativas. O comprimento da
segunda folha totalmente expandida apresentou um aumento em todos 0s
tratamentos, porém apenas o tratamento com DZN na maior concentracao foi
significativo estatisticamente (15%) (figura 13).
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Figura 13 — indice SPAD, altura total das plantas e comprimento da 22 folha totalmente expandida
correspondente as médias das 5 parcelas de cada tratamento. Foram consideradas apenas a parte
aérea (folhas e colmo) de 1 m2 de cada parcela. Valores médios * erro padrdo da média (n = 5).
(*) indica que as amostras séo diferentes do controle segundo o teste de Dunnett (P<0,05).

Os resultados de digestibilidade com 4 h de incubacdo mostram aumentos
significativos de até 18% nos tratamentos com MDCA e PIP nas menores
concentracdes e de 15% para o PIP na maior concentracdo. Outros tratamentos
também apresentaram aumento, porém, ndo significativos estatisticamente.

Apés 24 h de digestéo, o tratamento com MDCA em sua menor concentracao
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chegou a 21% de aumento na liberacdo de acucares redutores, enquanto que o
PIP chegou a 16%, também na concentracdo menor. Os outros tratamentos
também apresentaram maiores valores comparados ao controle, porém néao
significativos pelo teste de Dunnett (figura 14). Dados indicam que a
digestibilidade do capim braquiaria gira em torno de 50% com um ganho de
massa corporal no gado leiteiro de aproximadamente 560g dia! e com uma
producdo de 11 L dia* de leite [37]. Melhorar a digestibilidade do pasto pode
trazer rendimentos ainda maiores a longo prazo.
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Figura 14 — Digestibilidade enzimatica de plantas de milho tratadas com PIP, MDCA e DZN por
aspersao foliar. Resultados apds 4 e 24 horas de incubag&o. As plantas foram cultivadas por 14
dias em sala de cultivo. Barras indicam valores médios + erro padrdo da média (n = 5). (*) indica
gue as amostras séo diferentes do controle segundo o teste de Dunnett (P<0,05).

Diferentemente do primeiro ensaio, a analise do conteddo de &cido
ferdlico (figura 15) revelou um aumento significativo no tratamento com PIP na

menor concentracdo. Na maior concentracao de daizina houve uma reducao.
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Figura 15 — Teor de &cido ferulico esterificado a parede celular e lignina. Valores médios * erro
padrao da média (n = 5). (*) indica significancia estatistica segundo o teste de Dunnett (P<0,05).
AIR (residuo insolGvel em etanol). PFCW — Parede celular livre de proteinas.
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Trabalhos em cana-de-acgUcar [26] mostraram que a redugdo no &cido
ferulico estaria associado a aumentos na digestibilidade, o que ndo observamos
aqui, pelo contrario, o tratamento com daidzina com uma reduc¢éo significativa
do &cido ferulico, ndo aumentou a digestibilidade, enquanto o tratamento com
PIP promoveu aumento do acido ferdlico e na digestibilidade. A explicagdo pode
estar na expresséao da fenilalanina amonia-liase (PAL), a enzima que inicia a via
dos fenilpropanoides, que é estimulada por estresse ambiental como radiacéo
UV, radicais livres e tecidos lesionados [38, 39]. Acreditamos que essa
discrepancia na correlacdo &cido ferdlico/digestibilidade ocorreu devido aos
periodos distintos onde a droga foi aplicada (apds 10 dias da ro¢cada no primeiro
experimento e 7 dias no segundo). E ainda, os dois experimentos foram
conduzidos em periodos distintos, podendo as plantas ter experimentado
condicdes climaticas diferentes. Apesar dos inibidores atuarem diretamente na
sintese dos monoligndis, o conteudo de lignina (figura 19) ndo foi alterado
significativamente em nenhum dos tratamentos; um dado importante uma vez

que destaca a funcéo fisiolégica deste componente da célula vegetal.

Concluséo

O tratamento das plantas por fertirrigacdo com PIP promoveu aumentos
de até 29% na digestibilidade do capim braquiéria, concomitantemente com
aumento na produtividade. A asperséo foliar reduziu drasticamente a quantidade
de agua a ser utilizada durante os tratamentos quando comparada com a
fertirrigacdo. Houve aumento significativo de até 21% na digestibilidade das
plantas no tratamento com MDCA e de 16% no tratamento com PIP. Outros
tratamentos também promoveram aumentos na digestibilidade menos
expressivos. Dados biométricos do tratamento por aspersdo revelaram uma
tendéncia consistente, porém ndo significativa de aumento na biomassa nos
tratamentos com MDCA e PIP. O PIP a 1,0 umol L foi responséavel por elevar a
concentragdo de &cido ferulico e a daidzina a 1,0 mmol L pela reducéo, sem
afetar consistentemente a digestibilidade. Os tratamentos aumentaram a
digestibilidade sem alterar o contetudo de lignina, um resultado relevante, visto
gue uma reducao na lignina poderia reduzir a resisténcia das plantas ao ataque

de patégenos.
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Resumo

A producédo de etanol a partir da biomassa lignoceluldsica tem ganhado forca
nos ultimos anos e varias abordagens tém sido propostas para o
desenvolvimento de tecnologias que tornem o processo menos onNeroso e mais
eficiente: pré-tratamentos, novos coquetéis enzimaticos, modificagdes genéticas
de plantas, fungos e leveduras tém permitido avancgos substanciais na eficiéncia
da sacarificacdo da biomassa. Para avaliar a eficiéncia da sacarificacdo em
biomassas ap0s pré-tratamentos ou em plantas que foram modificadas
geneticamente é usual proceder uma lavagem exaustiva com etanol a fim de
remover acgucares soluveis que podem interferir na analise de digestibilidade.
Este processo consome grandes quantidades de etanol, energia elétrica e tempo
de operacao. Assim, neste trabalho, propomos um método rapido e econémico
para remoc¢do dos acgUcares soluveis através de um sistema de refluxo. Nosso
método permite a lavagem de varias amostras ao mesmo tempo, reduz
substancialmente o consumo de solvente, energia elétrica e o tempo de

operacdo quando comparado ao método tradicional utilizado.

Palavras-chave: sistema de refluxo, etanol celuldsico, biomassa lignocelusélica.

Introducéo

A producédo de biocombustiveis vem apresentando um crescimento sem
precedentes nos ultimos anos [1]. A conversao da biomassa lignocelulésica em
combustiveis liquidos ganhou forca e varias matérias-primas, como o bagaco da
cana, trigo, milho, etc, tem mostrado um grande potencial para a producéo de
bioetanol [2, 3]. A parede celular vegetal é formada por celulose e hemiceluloses
gue podem ser hidrolisadas liberando acucares simples, que assim, podem ser
fermentados para a producdo de etanol. Porém, o acesso a esses acucares é
limitado pela presenca de compostos fendlicos e interligagdes que dificultam a
acao das enzimas nos polissacarideos da parede celular vegetal [4, 5]. Varios
métodos vém sendo propostos para tornar a biomassa lignocelulésica mais facil
de ser digerida, como modificacdes genéticas e pré-tratamentos [6]. Para se
determinar se os diferentes tipos de tratamentos e modificacbes na biomassa

interferem na digestibilidade, o material € normalmente digerido utilizando-se
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extratos enzimaticos [7, 8, 9] avaliando-se a quantidade de acgUcares redutores
liberados apds algumas horas. Para facilitar a analise dos agucares liberados, €
conveniente que antes da digestdo, a biomassa seja lavada para extracdo dos
acUcares soluveis naturalmente presentes na biomassa in natura que podem
interferir na andlise. Assim, uma lavagem exaustiva com etanol pode ser
realizada para este fim. De forma geral, tal procedimento consiste em incubar as
amostras em etanol 80% a 80 °C por duas horas, centrifugar, descartar o
sobrenadante e repetir o processo de forma exaustiva até que a biomassa esteja
livre dos agUcares solluveis. Este processo consome uma grande quantidade de
etanol, energia para o aquecimento do solvente e centrifugacdo, além de
consumir sucessivas horas de dedicacdo exclusiva do operador, sobretudo
gquando uma grande quantidade de amostra precisa ser analisada. Assim, o
objetivo deste trabalho foi aprimorar o processo de lavagem da biomassa
lignocelulésica. Para isso, foi utilizada uma lavagem por refluxo baseada no tipo
Sohxlet, em um porta-amostras capaz de admitir um grande namero de amostras

simultaneamente (figura 1).

Material e Métodos

As biomassas lignocelulésicas de capim braquiaria (Braquiaria
decumbens), milho (Zea mays) e colmo de cana-de-acucar (Saccharum sp.)
foram lavadas pelo método tradicional e pelo método de refluxo a fim de
comparar a eficacia do sistema de lavagem. A biomassa fresca foi coletada, seca
em estufa a 60 °C até peso constante, triturada em moinho bola e 300 mg foram
adicionados em tubo de centrifuga para o método convencional e em um suporte
especifico (figura 2) para o sistema de refluxo. No método convencional, as
amostras foram incubadas em 5 mL de etanol 80%, 80 °C, 2 h, sendo
centrifugada a 13000 g, 10 min. O procedimento foi repetido sucessivamente por
seis ou mais vezes, dependendo do material a fim de extrair todo o acguUcar
soluvel desses tecidos. Ao final, uma aliquota do sobrenadante foi testada para
a presenca de acucares soluveis pelo método do fenol-sulfurico, usando glicose
como padrdo [10]. O método de lavagem por refluxo (figura 1) consistiu em
embalar as amostras em telas de nylon semipermeéaveis que permitem a
perfusdo do solvente e solutos, mas ndo dos componentes solidos insoluveis da
biomassa (figura 2). Estas amostras (0,3 g das 20 amostras) foram depositadas
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em um compartimento de lavagem equipado com um agitador magnético
responsavel por manter a homogeneidade do sistema. O recipiente foi ligado a
um baldo de destilacéo através de um sifao e a um condensador. Por sua vez, o
baldo foi acomodado em uma manta térmica que permite a destilagdo do volume
de etanol adicionado ao baldo (500 mL). O vapor de etanol € liquefeito em um
condensador resfriado a agua, bombeada através de um banho termostatico de
modo que o etanol liquido, se deposita ainda quente sobre o recipiente contendo
as amostras. Ao atingir o nivel méximo, o etanol preenche um sifédo e escorre

completamente até retornar ao baléo de destilagéo.

— Saida de 4gua quente

Condensador

<— Entrada de agua fria

Frasco contendo amostras

embebidas em &lcool. IIIIIIIII
Amostras

Agitador magnético ﬁL ‘ \

Manta aquecedora

Solucgéo contendo
sollveis em etanol
arrastados durante o
refluxo.

<“— Fluxo do vapor de etanol
<— Retorno do etanol condensado

Figura 1 — Diagrama esquematico representando o sistema de lavagem de biomassa por refluxo.
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Dessa forma, os solidos removidos das amostras pelo etanol se
acumulam gradativamente no baldo de destilagdo. A medida que o etanol é
sucessivamente destilado, as amostras sdo constantemente lavadas até

remoc¢do completa de compostos soluveis.

Figura 2 - Sistema de acondicionamento de amostras. Dois anéis de PVC de diametros
diferentes (2,5 e 2,0 cm) se ajustam prendendo a amostra de interesse entre duas telas de nylon
de serigrafia (4,5 x 4,5 cm, malha de 77 fios cm??1),

Resultados e Discussao

Para lavar as amostras pelo método convencional, utilizamos 10 aliquotas
de 0,3 g de cada uma das trés espécies. Considera-se que a amostra esta
adequada para os ensaios de digestibilidade quando o teor de acUcares sollveis
apresentava absorbéancia inferior a 0,05 determinada a 490 nm. Esta
absorbancia equivale a uma concentracéo de acUcares inferior a 372 pmol L de
um padréo de glicose. Esse limiar foi alcancado ap6s 7 lavagens (figura 3). Da
oitava lavagem em diante, nota-se que as leituras voltam a subir apds terem
atingido valores proximos de 0,00 de absorbancia (dados ndo mostrados).
Provavelmente este fenbmeno se deva a liberacdo de outros polissacarideos
como pectinas e hemiceluloses mais fracamente ligadas a celulose. Para a
lavagem convencional, foi necessario 35 mL por amostra somando um total de
1,05 L de etanol. O procedimento levou aproximadamente 18 h distribuidos em
3 dias de trabalho intensivo do operador e consumiu 58 KWh de energia elétrica,
ou 1,9 KWh amostra.
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Figura 3 — Reducéo do teor de aglcares sollUveis em fungdo do nimero de lavagens pelo método
convencional.

Para a remocao dos acguUcares soluveis pelo método de refluxo, foram
necessarias 3,5 h para a braquiaria, 4,5 h para o milho e 7 horas para a cana-
de-acucar. No total, foram utilizados 500 mL de etanol para lavagem de todas as
60 amostras (20 amostras de cada espécie), ou seja, aproximadamente 8 mL
amostral. Este mesmo etanol poderia ser utilizado para lavar ainda mais
amostras, uma vez que apoés a lavagem, o etanol pode ser destilado no préprio
sistema permitindo recuperacao até 80%. Para a lavagem da biomassa de cana,
o consumo de energia foi de 10,7 KWh (0,53 KWh amostra?). A figura 4 mostra

a reducédo de acucar nos trés materiais em funcdo do tempo.
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Figura 4 — Reducao do teor de aglcar pelo sistema de refluxo. O valor de agiicar, mesmo da primeira
lavagem é baixo, quando comparado ao método tradicional, em fun¢éo de estar diluido em um volume
muito maior de etanol (400 mL).

Ao término de cada periodo de lavagem, cada amostra foi retirada dos
anéis de PVC, colocada em um tubo de centrifuga de 15 mL e incubada a 80 °C
em 5 mL de etanol 80% por 2 h seguido de centrifugacdo. Uma aliquota do
sobrenadante foi testada para a presenca de acucares soluveis. O objetivo foi

testar a eficiéncia do processo automatico que deveria apresentar valores de
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acucar inferiores a 0,372 mmol L usando o método tradicional. A tabela 1
apresenta os valores da concentracdo de acucares solliveis de cada material,
obtidos apés a lavagem pelo sistema de refluxo. A analise foi feita pelo método

do fenol-sulftrico.

Tabela 1 — Validacéo do sistema de refluxo. As amostras lavadas pelo sistema de refluxo foram
incubadas em tubos de centrifuga com etanol 80% por 2 h a 80 °C. Os valores expressam a
concentragcao média de agUcares totais em 20 amostras.

Material mmol L aglcar £+ EPM
Braquiaria 0.094 + 0,001
Milho 0.183 + 0,018
Cana 0,121 + 0,008

Em conclusédo, o método de refluxo reduziu o tempo de remocéo de
acucares soluveis em etanol de 18 h para entre 4 e 7 h, dependendo do tipo de
material. Devido tratar-se de um processo automatizado, sem a intervencéo do
operador, o método reduzindo o trabalho de 24 para 8 homens-hora, incluido o
tempo de preparacédo e operacao. A técnica ainda reduziu o consumo de etanol
em 77% e o consumo de energia elétrica em 95% considerando-se a mostra
mais rica em sélidos sollveis (cana-de-agucar). O método ainda reduziu o tempo
de espera de secagem do material apds a lavagem de 2 dias a 60 °C para 12 h
(dados ndo mostrados). Os resultados revelam que, a lavagem pelo sistema de
refluxo foi eficaz na remocdo de acucares, apresentando eficiéncia muito

superior ao método tradicional.

Notas

1. Paraque aidentificacdo das amostras nao seja removida pelo etanol, esta
deve ser feita a lIapis, no anel de PVC. Quando necessario, esta marcagao

é facilmente removida com uma borracha.

2. O numero de amostras a ser colocado no sistema de refluxo pode ser
aumentado, diminuindo-se o diametro dos anéis de PVC, conforme o

tamanho das aliquotas desejado.

3. Anéis com diametros maiores também podem ser usados quando maiores
volumes de amostra sdo necessarios.
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