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Resumo

Modificacbes na composicdo e na estrutura da lignina podem resultar na
reducdo da recalcitrancia da parede celular. Esse é um efeito de interesse
comercial e industrial por aumentar a sacarificacdo dos carboidratos da
parede permitindo a producédo de etanol de segunda geracao. A cafeato o-
metiltransferase (COMT) é uma enzima chave na via dos fenilpropanoides
gue leva a producdo da lignina. A inibicdo quimica dessa enzima parece
permitir a modificacdo da estrutura da lignina por reduzir a producéo de
acido ferulico, aumentando dessa forma a digestibilidade da parede celular.
Neste trabalho, plantulas de milho foram tratadas com entacapone, um
inibidor da COMT, por um periodo de 8 dias. Em seguida foram
determinados parametros biométricos assim como os teores e a composicao
monomérica da lignina. Os resultados demonstraram um aumento
significativo das biomassas fresca e seca das folhas, sugerindo uma maior
capacidade da planta de absorver 4gua e alocar carbono nas folhas. Nao
foram observadas alteracbes no comprimento das folhas, nos teores de
lignina e na composicdo monomérica da lignina. Dessa forma, a inibicdo da
COMT de milho pelo entacapone parece nao alterar a estrutura da lignina.

Introducao

O recente cenério econdmico e ambiental tem fortalecido a necessidade de
produzir, de forma sustentavel, substitutos para os combustiveis fosseis. Um
importante reservatério para o biocombustivel estd baseado no uso de
produtos de lignocelulose (Andersen et al.,, 2008). A celulose e a lignina
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formam a lignocelulose que compde quase a totalidade dos rejeitos de
plantas utilizadas como matéria prima pela industria, como o bagaco e a
palha. Uma das principais fun¢cdes da lignina é manter a integridade
estrutural e rigidez da fibra e pode impedir o distanciamento das fibrilas além
de adsorver parte das enzimas hidroliticas em pré-tratamentos da biomassa
(Fang et al.,, 2009). A parede celular de gramineas, como o milho, é
denominada de parede tipo Il, apresentando altas concentracbes de
hidroxicinamatos, como o acido p-cumarico e acido ferulico (Carpita et al.,
2001).

Os residuos de acido ferulico se ligam aos polissacarideos sendo que seus
dimeros incorporados na lignina de gramineas (Boerjan et al., 2003) podem
atuar como um agente de ligacdo cruzada entre carboidratos e lignina ou
entre carboidratos. O acido ferulico é produzido na via dos fenilpropanoides
(via de formacao da lignina) a partir de acido cafeico pela enzima cafeato o-
metiltransferase (COMT). Com a inibicdo quimica desta enzima e a menor
producdo de acido ferudlico, parece ser possivel, modificar as propriedades
da parede celular das plantas de acordo com nossos interesses, como
afrouxar a parede celular para uso industrial ou alimentar, com impacto
reduzido sobre a planta e meio ambiente. Sendo assim, este trabalho tem
como objetivo, verificar se a aplicacdo do entacapone, inibidor enzimatico da
COMT, produz alteragbes no crescimento, no teor e na COMpPOSIGao
monomerica da lignina em folhas de milho.

Materiais e métodos

Sementes de milho IPR 114 foram acondicionadas em vasos de 1L com
350g de vermiculita. A partir do 6° dia as plantulas foram tratadas com
solugcédo nutritiva contendo entacapone nas concentracées de 0, 50, 100 e
150 uM. No 14° dia as plantas foram retiradas do sistema experimental
sendo, em seguida, determinado o comprimento e a biomassa fresca das
folhas. A biomassa seca foi obtida ap6s secagem em estufa a 70°C por 48 h.
Para determinacao dos teores e da composicdo monomeérica da lignina 0,3 g
de folhas secas foram inicialmente homogeneizadas em tampéao fosfato 50
mM. Apos centrifugacdo o precipitado foi lavado sucessivamente com
tampdo fosfato 50 mM, Triton® X-100, NaCl 1 M, 4gua e acetona. Em
seguida, vinte miligramas do material seco em estufa (60°C, 24 h) foi
acondicionado em tubo de vidro e, entdo, 500 ul de brometo de acetila 25%
foram adicionados. Apos 30 min a reacéo foi interrompida com a adicao de
0,9 mL de NaOH, seguida de banho de gelo. Foi, entdo, adicionado as
amostras 0,1 mL de hidroxilamina-HCl e 2 mL de acido acético. O material
foi centrifugado e o sobrenadante utilizado para leitura em espectrofotdbmetro
a 280 nm. A concentracdo de lignina foi determinada de acordo com uma
curva padréo e expressa em mg lignina/ g de parede celular.
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Para determinacdo da composicdo monomérica da lignina foi usada a
oxidagcdo com nitrobenzeno. Cinquenta mg da parede celular foram
adicionados em uma ampola Pyrex® contendo 1 mL de NaOH e 100 pL de
nitrobenzeno. A ampola foi lacrada e a reacdo posta a ocorrer em estufa a
170°C por 150 min. Ap6s oxidacdo, os mondémeros da lignina foram
extraidos com cloroférmio. Os extratos organicos foram secos e
ressuspendidos em 1 mL de metanol. As amostras foram filtradas e
analisadas por HPLC. A fase mével utilizada foi metanol:acido acético 4%
(20:80, v:v), com fluxo de 1,2 mL min™. A leitura foi realizada a 290 nm
utilizando os padrées correspondentes. Os resultados foram expressos
como pug mondémero/g de parede celular.

Resultados e Discussao

Os efeitos do entacapone sobre o crescimento de folhas de milho estéo
mostrados na tabela 1. Embora nenhuma alteracéo tenha sido observada no
comprimento das folhas, foram constatados aumentos significativos nas
biomassas fresca e seca em todas as concentracdes testadas. O maior
incremento nas biomassas fresca e seca, 34 e 35% respectivamente, foram
encontrados apoés tratamento com 100 uM de entacapone. Estes resultados
sugerem que a aplicacdo do entacapone proporcionou uma maior absorcao
e alocacao de agua e carbono nas folhas.

Tabela 1. Crescimento de folhas de plantas de milho tratadas com diferentes concentracdes
de entacapone.

Entacapone Comprimento Biomassa Biomassa seca
(uM) (cm) fresca (g) (9)

0 29.3028 1.5196 0.4301

50 29.8194 1.9312* 0.4542

100 30.3333 2.0385** 0.5794**

150 30.3889 2.0162** 0.5702**

Médias (N = 5) diferentes do controle segundo o teste de Dunnett (p< 0,05) estdo assinaladas com *.

O tratamento com entacapone nao alterou significativamente os teores e a
composi¢cdo monomérica da lignina em folhas de milho (Figura 1A e B).
Estes resultados sugerem que a inibicdo da COMT pelo entacapone nao
alterou o processo de lignificagdo em folhas de milho. Ndo obstante, é
possivel que a producéo de acido ferulico pela COMT tenha sido reduzida.
Por sua vez, isso contribuiria para o aumento da digestibilidade da parede
celular devido a reducédo do nimero de ligacdes cruzadas entre carboidratos
e lignina ou entre carboidratos.



23 a 25 de setembro
de 2015

[ p-Hidroxifenil
34 B 3 Guaiacil
B Sirilgil

250+

200+

1504

1004

504

Lignina (mg lignina/g parede)
ug x mg-1 de parede celular

0 50 100 150
Entacapone ( uM)

QPPN 9N LE O ID®
EPP COLE CELS
Entacapone ( uM)

Figura 1. A) Teores de lignina e sua B) composicdo monomérica nas folhas de plantas de
milho tratadas, ou ndo, com entacapone por 8 dias. Médias (N = 4 * erro padrdao da média)
diferentes do controle segundo o teste de Dunnett, significativas em nivel p< 0,05, estao
sinalizadas com *.

Conclusbes

Plantas de milho expostas ao entacapone apresentam maior alocacdo de
agua e carbono nas folhas sem qualquer evidéncia de alteracéo no processo
de lignificacdo. Todavia, uma possivel reducéo na producado de acido ferulico
pela COMT, com consequente diminuicdo da recalcitrancia da parede
celular, deve ser investigada em plantas de milho expostas ao entacapone.
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