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Resumo:

O uso do bagaco da cana para producgéo de bioetanol de segunda geracéo,
possui inimeros beneficios quando o impacto ambiental, produtividade e
otimizag&o da producéo para as industrias sucroalcoleiras sdo abordados. O
bagaco tem uma vantagem, muitas vezes negligenciada, em comparacéo
com outras fontes celul@sicas, se caracteriza como um produto relativamente
limpo, com baixo conteudo de matéria estranha, e desprovido de inibidores
naturais. O objetivo deste trabalho foi avaliar trés inibidores de lignina, o
Acido Metilenodioxicinamico (MDCA), o Acido Piperolinico (PIP) e a
Daidzeina (DZN), para avaliar alteracdes no processo de deposicdo de
lignina, digestibilidade e sacarificacdo em dois clones de cana-energia
desenvolvidos pela RIDESA, um deles denominado de “Tipo I” denominado -
PRBIO 172, que contém 18% de fibra e outro de “Tipo II” — PRBIO 130, com
23% de fibra, comparados com duas cultivares de cana-de-agucar
comerciais a RB 867515 e RB 966928, denominadas “cana convencional”.
Tanto o tipo como a concentracdo de inibidores da via de sintese de
fenilpropandide alteraram o conteudo de lignina e proporcionam aumento na
taxa de sacarificagdo sendo apontados como genétipo especifico. A cultivar
RB 966928, que € uma cultivar sacarinica, e o clone da cana-energia PRBIO
172 apresentaram 0S maiores aumentos no processo de sacarificacdo
guando pulverizadas com os inibidores PIP, DZN e MDCA. Os inibidores
PIP, DZN e MDCA aumentam mais rapidamente a sacarificacdo do clone
PRBIO 172, e mais lentamente a sacarificacdo do clone PRBIO 130. Esse
fendbmeno pode estar ligado com a arquitetura da parede celular das
diferentes canas.

Introducéo:

O uso do bagaco de cana-de-agucar (Saccharum spp.) para produgdo de
bioetanol de segunda geracao, possui inumeros beneficios, como diminuir os
impactos dos gases do efeito estufa, ser economicamente mais viaveis, se
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caracterizar como uma fonte de energia limpa de forma geral esta fonte tem
vantagens negligenciadas, em comparagdo com outras fontes celulésica.
Nos ultimos anos comecaram a ser cultivadas no pais variedades de cana
obtidas a partir do cruzamento das espécies Saccharum officinarum e
Saccharum spontaneum e de hibridos comerciais de cana-de-agucar. O
resultado foi uma cana mais robusta, com maior teor de fibra e potencial
produtivo, ideal para fabricacdo de biocombustiveis e outros produtos
bioguimicos de segunda geracao, e para geracdo e/ou cogeracdo de energia
elétrica. As “supercanas” tém sido desenvolvidas por empresas como a
GranBio e a Vignis e por instituicdbes como o Instituto Agrondémico de
Campinas (IAC), apontadas como a solugédo para aumentar a produtividade
dos canaviais do pais, produzir etanol de segunda geracdo (o etanol
celulésico) (CTBE, 2019).
O etanol celulésico da supercana é obtido a partir de uma biomassa
lignoceluldsica. Segundo Fengel (1989), a biomassa lignoceluldsica constitui
a maior fonte de carboidratos naturais do mundo. A dificuldade de converter
essa biomassa em insumos quimicos € que sdo materiais lignoceluldsicos,
constituidos de fibras de celulose envolvidas em uma matriz de polioses e
lignina que age como barreira natural ao ataque de micro-organismos e/ou
enzimas e tornando 0s materiais pouco reativos. A composi¢do quimica da
biomassa lignocelulésica, contém 35-50% de celulose, 20-35% de
hemicelulose, 10-25% de lignina e pequena quantidade de cinzas e
extrativos.
A extracdo da celulose a partir da biomassa lignocelulésica envolve a
digestabilidade do bagaco e este processo deve ser estudado e aprimorado.
Estudos realizados por Freitas (2018) utilizando inibidores da via dos
fenilpropandides em milho e capim braquiaria, a partir de aspersao foliar,
mostram que houve um aumento na digestibilidade sem alterar o contetdo
de lignina. A hipdtese no presente estudo € que o uso de inibidores pode ser
uma estratégia promissora para potencializar a digestibilidade do bagaco da
cana-energia. O objetivo foi avaliar trés inibidores da via de sintese de
lignina, o Acido Metilenodioxicinamico (MDCA), o Acido Piperolinico (PIP) e
a Daidizina (DZN), no processo de digestibilidade e quantificacdo de lignina
em Sacharum spp., sendo avaliadas duas cultivares de cana-energia e duas
cultivares de cana-de-acucar tradicionais.

Materiais e métodos:

No presente estudo foram utilizadas duas cultivares convencionais
comerciais de cana-de-acucar (RB 867515 e RB 966928), e mais dois clones
desenvolvidos pela RIDESA. Um dos clones denominado PRBIO 172 é uma
cana-energia do “Tipo 17, esta contéem 18% de fibra o outro clone € do “Tipo
II” e foi denominado PRBIO 130, este clone apresenta 23% de fibra. Apés 60
dias da germinacao, foi realizada a aspersao foliar com os inibidores da via
dos fenilpropanoides com auxilio de um pulverizador manual com pressao.
As plantas foram aspergidas com uma solugdo de &cido piperonilico (PIP)
nas concentragcbes 0,25 e 0,5 umol L*, uma solucdo de &cido 3,4-
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metilenodioxicindmico (MDCA) nas concentraces 1,0 e 2,0 mmol L™ e uma
solucdo de daidzeina (DZN) nas concentracdes 1,0 e 2,0 mmol L™. De cada
cultivar e clone foram coletados ao acaso cinco colmos de quatro plantas de
cada material genético e de cada tratamento totalizando um nimero de 20
colmos de cada tratamento. As amostras foram separadas por tratamentos e
moidas.
Para a quantificacdo da lignina, 0,3 g de biomassa seca foi homogeneizada
em 7 mL de tamp&o fosfato 50 mmol L™ pH 7,0 com ajuda de almofariz e
pistilo, e entdo transferida para tubo de centrifuga. A lignina foi ent&o
determinada pelo método de acetil bromida. A absorbancia do sobrenadante
foi medida em espectrofotdbmetro a 280 nm, e o conteddo de lignina
expresso em mg g™ de parede celular.
A digestibilidade enzimatica — sacarificacao foi realizada por um periodo de 4
e 24 horas utilizando um extrato de xilanase de Aspergillus niveus. Foi
avaliada a digestibilidade dos sete tratamentos da quantificacdo da lignina.
Para os ensaios de digestibilidade foram pesados 15 mg (0,015 g) de
biomassa seca moida em tubos de 1,5 mL, que foi ressuspendido em
tampéao acetato de sédio 50 mM pH 5,0. Em seguida foi adicionado 10 uL de
azida de sédio a 2% as amostras foram vortexadas até homogeneizar. Apos
a mistura do material, foi adicionado 20 U-mL* de xilanase e incubado a
50°C em banho-maria por 4 e por 24 h. As leituras foram realizadas
utilizando espectrofotometro em 540 nm, utilizando DNS a 1%. Os
resultados foram apresentados como mg de acucares redutores por grama
de residuo insolavel em alcool etilico (AIR). Para determinar se as diferencas
entre as amostras sdo ou nao significativas foi realizado o teste de Dunnett
com P < 0,05. Para esta analise foi utilizado o programa Graph Pad Prism®
(Versao 6,0) e os valores foram expressos como a média dos experimentos
independentes * erro padrdo da média.

Resultados e Discussao:

Os clones de cana-energia apresentam menor contetudo de lignina que as
cultivares sacarinicas. Os inibidores da via de sintese de fenilpropandide
pulverizados em cultivares de canas-de-agucar comerciais (RB 867515 e RB
966928) e em clones de cana-energia (PRBIO 130 e PRBIO 172) alteraram
tanto o conteddo de lignina como também proporcionam um aumento na
taxa de sacarificagdo. As plantas com maior conteudo de lignina apresentam
maior reducéo deste conteido e maior aumento na sacarificacdo do que as
plantas com menor contedudo de lignina. As plantas que produzem mais
lignina, seja durante o desenvolvimento ou em resposta a estresses, séo
proporcionalmente mais afetadas pelo uso de inibidores.

O tipo de inibidor e as concentracbes dos mesmos exibem efeitos
diferenciados frente aos diferentes gendétipos. Diferentes tipos e
concentracdes de inibidores sdo mais adequados para reduzir a quantidade
de lignina em diferentes genotipos. O uso de inibidores da via dos
fenilpropandides (PIP, DZN e MDCA) reduz de maneira diferenciada a
guantidade de lignina em genotipos diferentes de cana-de-agucar. A cultivar
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RB 966928, que € uma cultivar sacarinica e apresentou maiores ganhos na
sacarificagdo quando foram pulverizadas com os inibidores PIP, DZN e
MDCA. Para a cana-energia a pulverizacdo com os inibidores PIP, DZN e
MDCA, leva a um aumento mais rapido na sacarificacdo do clone PRBIO
172, e mais lento do clone PRBIO 130. Este clone apresentou os maiores
aumentos no processo de sacarificagdo quando foi pulverizado com os
inibidores PIP, DZN e MDCA.

Os inibidores PIP (0,5 pmol-L™") e DZN (1,0 mmol-L™* e 2,0 mmol-L™) podem
ser recomendados para reduzir a quantidade de lignina em clones da cana-
energia PRBIO 172. Os inibidores PIP (0,25 e 0,5 umol-L™) e DZN (2,0
mmol-L™") podem ser recomendados para reduzir a quantidade de lignina em
clones da cana-energia PRBIO 130. Diferentes genétipos de cana-de-agucar
requerem tipos e concentracdes de inibidores da via dos fenilpropandides
para reduzir a quantidade de lignina nas plantas. A acao dos inibidores PIP,
DZN e MDCA parece ser mais efetiva (com menor tempo de hidrolise
enzimética) no processo de sacarificacdo em gendtipos de cana-energia
com menor teor de fibras.

Conclusoes:

O uso de inibidores da via dos fenilpropandides (PIP, DZN e MDCA) reduz
de maneira diferenciada a quantidade de lignina em diferentes gendétipos de
cana-de-aclcar e cana-energia. A acdo destes inibidores parece ser mais
efetiva no processo de sacarificacdo em gendtipos de cana-energia com
menor teor de fibras. A cultivar RB 966928 e o clone da cana-energia PRBIO
172 apresentaram maiores ganhos na sacarificacdo quando séo
pulverizadas com os inibidores PIP, DZN e MDCA.
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