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Resumo:

Na producdo de etanol celulésico, é interessante que as cultivares de cana
contenham baixo teor de lignina e altas taxas de hemicelulose e celulose. Estes
componentes estdo presentes na parede celular vegetal e podem ser
separados para posterior fermentacdo. O uso do bagaco de cana para a
producdo de etanol, apos a conversdo de seus polissacarideos em agucares
monomericos, promove aumento de 40 a 50% na producéo de bioetanol de 2°
Geracdo. Para a producdo de etanol celulosico, seria preferido o uso de
cultivares contendo niveis relativamente altos de celulose, em detrimento
aquelas com niveis relativamente altos de lignina. Contudo, a lignina é
importante devido ao seu maior conteido energético. A lignina desempenha
um papel estrutural importante, evitando o acamamento da cultura no campo,
mas tornando a colheita dificil. Assim, em um programa de melhoramento e de
selecdo de cana-de-acgucar, os beneficios da lignina precisardo ser equilibrados
em contrapartida com o seu efeito negativo. O objetivo deste trabalho foi utilizar
inibidores da via dos fenilpropandides: acido o acido metilenodioxicindmico
(MDCA), acido piperolinico (PIP) e daidzeina (DNZ) por meio de asperséo
foliar, avaliando conteudo de lignina e digestibilidade de 4 cultivares, duas de
cana-de-acucar “convencional” (RB867515 e RB966928), e dois clones
desenvolvidos pela RIDESA em seu ultimo estagio de melhoramento genético,
um deles de “Tipo I”, com 18% de fibra e o outro de “Tipo 117, com 23% de fibra.

Introducao:

Paises como Brasil, Estados Unidos, Canada e alguns paises da Unido
Europeia, recebem investimentos tecnolégicos para a producdo de etanol
celulésico, e esta forma pode tornar-se uma das principais op¢cdes para o setor
de energia. Estudos revelam que para a producdo de etanol celuldsico, as
cultivares devem ter baixo teor de lignina, e apresentar altas taxas de celulose
e hemicelulose (Ferraz, 2016). Até o momento, a planta ndo é totalmente
utilizada, o seu bagaco é constituido basicamente de polissacarideos, mas a
recalcitrancia deste material impede a degradacdo destas moléculas para
posterior fermentacédo (Chen e Liu, 2014). A parede celular pode ser separada
para posterior fermentacdo, mas ela é resistente a degradagcdo enzimética

~SUEM=" @cnPq it
L) < Tecnokigico

O
Canseiho Necionsi de Desematvimento. Apolo a0 Desenvolvimento Clentifico
Coentitco. @ Tecnolégico do Porand




K UEM==

30°EAIC

10°EAICr
A

T e 12 de novembro de

plerd

30° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
10° Encontro Anual de Iniciagao Cientifica Junior

(Wingre et al., 2003). A parede celular vegetal é formada principalmente pela
celulose, composta por cadeias de glicoses unidas por ligacdes (-1,4, que
estdo dispostas em microfibrilas imersas em uma matriz amorfa de
polissacarideo, composta principalmente de pectinas e hemiceluloses. Na
cana-de-acgUcar ha sugestdo de que as arabinoxilanas estéo fortemente ligadas
a celulose. A primeira evidéncia da distribuicdo de arabinoxilana em cana-de-
acucar foi demonstrada por Costa et al. (2016) que utilizaram o anticorpo LM11
e realizaram analise imuno-histoquimica. O parénquima palicadico e as células
lignificadas ao redor dos feixes vasculares apresentam arabinoxilana em suas
paredes. A ultima fracdo da parede celular da cana é composta por cerca de
10% de pectinas, sendo considerada uma valiosa matéria prima para a
producdo de biocombustiveis de segunda geracéo, ha pesquisas em busca de
desenvolver métodos eficientes para a bioconversédo da lignocelulose para a
producédo de etanol. A reducdo no conteudo de lignina pode afetar diretamente
a sacarificacdo, aumentando a liberacdo de acucares fermentaveis. A lignina
interfere adsorvendo as hidrolases, inibindo a acdo sobre a celulose e evitando
que as fibras entumecam, diminuindo assim a area de acdo das celulases
(Chernoglazov et al.,, 1998). O bagaco de cana € uma biomassa
lignocelulésica, formada pela parede celular da planta, que é composta por trés
macromoléculas: celulose, hemicelulose e lignina. A lignina é 0 Unico
componente ndo polissacaridico sendo formada pela polimerizagdo de
precursores fenilpropandides. O acido ferdlico € um &cido livre dos
fenilpropandides que inibe as hidrolases e também pode ser um intermediario
na sintese dos monémeros da lignina (Santos et al., 2008).

Materiais e métodos:

Neste estudo foram utilizadas duas cultivares convencionais comerciais de
cana-de-acucar (RB 867515 e RB 966928), e dois clones desenvolvidos pela
RIDESA, o PRBIO 172 é uma cana-energia do “Tipo I” com 18% de fibra e o
outro clone € do “Tipo II”, denominado PRBIO 130 e contém 23% de fibra. Apos
60 dias da germinacéo, foi realizada a asperséo foliar com os inibidores da via
dos fenilpropandides. As plantas foram aspergidas com uma solucéo de acido
piperonilico (PIP) nas concentracdes 0,25 e 0,5 pumol L™, uma solugéio de &cido
3,4- metilenodioxicinamico (MDCA) nas concentracdes 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,
20 colmos de cada tratamento. As amostras de cada tratamento foram moidas.
A extracado e separacao da hemicelulose e celulose foi baseada no uso de dois
acidos com diferentes forcas ibnicas para quebra das ligacdes sacaridicas.
Inicialmente utilizou-se um acido fraco, &acido trifluoracético, removeu-se
hemicelulose da biomassa previamente macerada e lavada em Soxhlet em
etanol 80%. Apo6s solubilizacdo da hemicelulose, as amostras foram
centrifugadas, o sobrenadante analisado. O pellet foi submetido a lavagem com
acetona e seco em vacuo. A celulose obtida foi solubilizada em acido sulfurico.
O sobrenadante foi analisado quantificando os agucares presentes nos
sobrenadantes utilizando o método do fenol sulfarico. A avaliacdo dos
compostos fendlicos presentes na biomassa, foi realizada utilizando a
saponificacdo da biomassa. Os compostos fendlicos totais e dupla reacdo de
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saponificacdo foram quantificados apo6s hidrolise da biomassa utilizando acido
trifluoracético. Os compostos fendlicos foram analisados utilizando HPLC.

Resultados e Discusséao:

As cultivares denominadas cana energia (PRBIO 130 e 172) apresentaram
maior concentracdo de acucares na parede em relacdo aquelas que sé&o
originalmente cultivadas para extracdo de caldo (RB867515 e RB966928).
Essa diferenca no conteudo de aclcares de parede ocorre pela diferenca na
proporcdo de hemicelulose entre as cultivares, que € cerca de 40% maior na
cana energia, em relacdo as outras cultivares. Para RB867515 os diferentes
tratamentos ndo alteraram o conteddo total de acuUcares presentes na
biomassa. Porém, foi identificado que o tratamento com PIP 1 uM reduziu o
conteudo de hemicelulose, enquanto que os tratamentos com a menor
concentracdo DZN e as duas concentracbes de MDCA reduziram
significantemente o conteudo de celulose.

Para a cultivar RB966928 apenas os tratamentos com MDCA apresentaram
aumento no conteudo total de agucares presente na biomassa. Foi constatado
gue houve aumento de hemicelulose em todos os tratamentos, enquanto que
os tratamentos com PIP e o tratamento com maior concentracdo de MDCA
levou a reducéo na concentracao de celulose da referida biomassa.

A cultivar de cana energia PRBIO 130 ndo apresentou alteracdo na estrutura
sacaridica de sua biomassa, porém a analise das fracbes de hemicelulose e
celulose demonstram que houve aumento da porcao de hemicelulose no
tratamento com maior concentracdo de MDCA. Enquanto que os tratamentos
com menor concentracéo de PIP e as duas concentracoes de MDCA levaram a
reducdo na quantidade de celulose presente na biomassa desta cultivar.
Apenas no tratamento com maior concentracdo de MDCA houve reducdo do
contetdo de acUcares presente na biomassa da cultivar PRBIO 172. De forma
oposta ao encontrado na cultivar 130, a biomassa da cultivar 172 apresentou
reducdo no conteudo de hemicelulose no tratamento com maior concentracéo
de MDCA. Quanto a celulose presente na biomassa desta cultivar, o0s
tratamentos com PIP e MDCA promoveram reducao em sua quantificacao.
Quando o conteudo total de acido p-cumarico nos tecidos foi avaliado nas
amostras da cana 7515 nao se observou diferencas, esta avaliacao inclui, além
das fracdes de hemicelulose e lignina, o contetdo livre presente no tecido. Os
tratamentos também nado detectaram alteracdes do conteddo de acido p-
cumarico ligado a hemicelulose ou a lignina. A cultivar 6928 apresentou
reducdo significativa no conteudo de acido p-cuméarico nas diferentes porgoes
da parede celular. As cultivares de cana energia, embora tenham apresentado
reducdo no conteudo do acido p-cuméarico, somente a por¢ao ligada a lignina e
a hemicelulose para a cultivar 172 apresentou diferengca significativa em
relacdo ao controle. Avaliamos também o conteudo de &cido ferulico nas
amostras das cultivares de cana 7515 e 6928, ambas apresentaram reducéo
em seu conteddo ligado a hemicelulose e observou-se reducdo da lignina
somente para a cultivar 6928. As cultivares de cana energia nao apresentaram
reducdo no conteudo de &cido ferdlico em nenhuma das fracdes e em nenhum
dos tratamentos.

Conclusoes :
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Neste trabalho realizado em ano pandémico, onde muitas restricdes nos foram
impostas, foi aperfeicoado uma metodologia que usa acidos com diferentes
forcas ibnicas para solubilizacdo das diferentes fracdes da parede celular, apés
lavagem exaustiva com etanol a 80°C por refluxo em soxhlet. Esta nova técnica
possibilitou a avaliacdo do conteudo de hemicelulose e celulose presente na
biomassa das diferentes cultivares tratadas com os diferentes inibidores
enzimaticos da via dos fenilpropandides. A parede celular das cultivares PRBIO
172 e PRBIO 130 possui maior conteudo de acucar estrutural (hemicelulose e
celulose) que as cultivares RIDESA 867515 e RIDESA 966928. A analise da
composicdo bioquimica destas cultivares, mostrou que o0s inibidores de
enzimas da via dos fenilpropandides promoveram reducdo no contetudo de
acido hidroxicinamicos, p-cumérico e ferulico comprometendo a lignificacéo,
uma vez que estes compostos sdo polimerizados junto com a hemicelulose,
preferencialmente nas fases iniciais do desenvolvimento atuando como
compostos de defesa e de enrijecimento estrutural, mas também como pontos
de ancoramento para polimerizacao da lignina core.
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