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Resumo

A utilizacdo de determinadas concentracdes de inibidores enzimaticos
gue atuam na via dos fenilpropandides, realizado em um estudo de campo
recentemente, promoveram aumento na digestibilidade da planta Zea mays,
mostrando evidéncias que os tratamentos realizados precocemente tendem
a aumentar os efeitos quando comparado com os tratamentos tardios.

Introducao

Na natureza, a lignina € um dos polimeros mais abundantes
encontrados, ficando atrds apenas da celulose (Carpita e McCann, 2000).
Ha quase uma década, estudos realizados na via dos fenilpropanoides,
responsaveis pela producéao da lignina, foram iniciados para explorar como
ocorre 0 seu metabolismo e qual é a sua influéncia na estrutura da parede
celular. Alguns artificios inovadores que estdo sendo utilizados para o
diagnostico desse fendbmeno sdo as aplicagdes de inibidores que atuam nas
enzimas intrinsecas da via (dos Santos et al. 2008b).

Durante esses estudos, foram alcancados resultados que
possibilitaram visualizar que, em determinadas concentracdes, alguns
inibidores enzimaticos que atuam na via dos fenilpropandides propdem
aumento na digestibilidade do bagaco da cana-de-acucar, chegando em até
250% (Pat. Req. dos Santos e Buckeridge 2011).

Dessa forma, além de averiguar a arquitetura da parede celular, este
estudo pode ser eficiente para o desenvolvimento de agroquimicos
inovadores responsaveis em gerar biomassa com menor recalcitrancia, ndo
havendo a necessidade de intervengfes genéticas.

Materiais e métodos
Cultivo das plantas estudadas

Foram realizados ensaios de campo, com a planta de Zea mays, na
Fazenda Experimental Iguatemi (FEI) da Universidade Estadual de Maringa
com a aplicacdo foliar dos inibidores enzimaticos (11) 1,0 e 2,0 pmol L%, (12)
1,0 e 2,0 mmol L™ e (13) 0,5 e 1,0 mMol L. Os tratamentos foram feitos em
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dose Unica de cada inibidor por aspersao foliar e as aplicacbes foram feitas
30 e 60 dias apos a germinacgéo (DAG). Cada tratamento foi realizado em 5
repeticdes onde cada parcela consistiu de uma area de 3 m?, separadas por
1 m de &rea de bordadura para evitar possiveis contaminac¢des. As amostras
foram coletadas na linha central de cada parcela, porém, as trés linhas foram
tratadas. A aspersao foi realizada manualmente por operador, que utilizou
uma barra com trés bicos aspersores. Para melhor espalhamento sobre a
lamina foliar, foi utilizado um adjuvante na concentragéo de 0,5%. As plantas
tratadas 30 DAG foram colhidas 120 DAG e as plantas tratadas 60 DAG
foram colhidas 120 DAG, no ponto de silagem. As plantas foram trituradas
integralmente e a digestibilidade foi avaliada sobre um homogeneizado de
todos os tecidos (colmo, folhas e espigas).

Andlise dos polissacarideos da parede celular

ApOs a coleta da biomassa, passou-se pelo processo de secagem em
estufa a 60°C até adquirir peso constante. A biomassa foi triturada em
moinho faca e 300 mg foram pesados em suportes especificos e estes foram
incubados ao etanol, a temperatura de 60°C, até que a extragcdo dos
acucares soluveis fosse completada. No final da lavagem, uma aliquota do
sobrenadante de cada amostra foi analisada para verificar a presenca de
acucares soluveis pelo método do fenol-sulfurico, usando glicose como
padrdo (Dubois et al., 1956). Apés o procedimento de lavagem, foi realizada
a andlise da digestdo utilizando-se um extrato enzimético de Aspergillus
niveus com 20 U de atividade xilanolitica. As amostras da parede celular
livres de acucares soluveis (15mg) foram ressuspendidas em 928 uL de
tampéo acetato de s6dio 50 mM pH 5,0, juntamente com 10 pL de (Azida®)
e, posteriormente, homogeneizado. Em seguida, foram acrescentados 62 uL
da enzima xilanase e as amostras foram incubadas por 4h e 24h a uma
temperatura de 50°C. A quantificacdo de acucares redutores liberados pela
digestdo foi feita através do método DNS (&cido dinitrossalicilico; Miller,
1959). As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o Teste de
Fisher — ANOVA. As Barras marcadas com um asterisco (*) e com dois
asteriscos (**) foram diferentes do controle com 90% e 95% de confianca,
respectivamente.

Resultados e Discusséo

As figuras 1 e 2 apresentam os resultados da digestibilidade de 4h e
24h, respectivamente, das plantas tratadas 30 DAG e coletadas 120 DAG e
as figuras 3 e 4 apresentam os resultados da digestibilidade de 4h e 24h,
respectivamente, das plantas tratadas 60 DAG e coletadas 120 DAG.
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Figura 1 — Digestibilidade apos 4 h de digestdo. Figura 2 — Digestibilidade ap6s 24 h de
digestao.

No ponto de silagem, o tratamento com 11 1 mmol L* 30 DAG
aumentou a digestibilidade em cerca de 50% tanto em 4 h (Fig. 1) quanto
em 24 h de digestédo (Fig. 2). As plantas tratadas por asperséao foliar 30 DAG
com 12 2 mmol L™ tiveram sua digestibilidade média aumentada em 54% em
4 h de digestdo (Fig. 1) e em 24% apos 24 h de digestédo (Fig. 2). Porém,
este aumento veio acompanhado por uma grande variancia, de modo que os
resultados nao foram significativos. Tendéncias ainda maiores na
digestibilidade foram observadas nas plantas tratadas com 3. Nestas
plantas, a digestibilidade média aumentou de 54 a 87% em 4 h (Fig. 1) e de
34 a 42% em 24 h de digestéo (Fig. 2). Porém também aqui as diferencas
ndo foram estatisticamente significativas devido a alta varidncia das
amostras
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Figura 3 — Digestibilidade apos 4 h de digestéo Figura 4 — Digestibilidade apds 24h de
digestao.

Apbs 24 h de digestdo enzimatica todos os tratamentos realizados 60
DAG elevaram a média da digestibilidade das plantas coletadas no ponto de
silagem (Fig. 4). Este aumento generalizado da digestibilidade observado
em 24 h é consistente com os resultados obtidos apés 4h de digestéao (Fig.
3). Todavia, em 24 h, os aumentos foram menos contundentes (19-41%)
que na digestao por 4 h. Além disso, apos 24 h de digestédo, apenas o I1 2
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mmol L™ apresentou uma diferenca significativa da digestibilidade quando
comparada a do controle (Fig. 4).

Conclusoes

As plantas tratadas 30 DAG apresentaram aumentos mais discretos
na digestibilidade quando colhidas aos 60 DAG (dados ndo mostrados) do
que quando colhidas maduras, no ponto de silagem (120 DAG). Estes
resultados sugerem que o efeito dos inibidores enziméticos sobre a
digestibilidade eleva-se com o envelhecimento e endurecimento da
biomassa. Assim, esse fenbmeno é de grande utilidade para a pecuaria,
visto que o maior tempo de cultivo aumenta a producdo de biomassa. Os
resultados apresentados sugerem que 0s tratamentos permitem que a
lignocelulose permaneca jovem, mesmo quando os tecidos alcancam grande
maturidade. Os tratamentos 30 DAG (Fig. 1 e 2) foram mais dependentes da
doses que os tratamentos em estagio 60 DAG (Fig. 3 e 4). Os tratamentos
60 DAG aumentaram a digestibilidade de modo mais consistente, ou seja,
todos os tratamentos aumentaram a digestibilidade independente das doses
usadas. Porém, a intensidade dos aumentos na digestibilidade foi menor que
a obtida nos tratamentos precoces e a variancia nos resultados foi maior.

Dessa forma, ao resultados mostram que o0s tratamentos precoces
tendem a ser mais intensos que tratamentos tardios, uma vez encontrada a
dose resposta ideal para cada inibidor.
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