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RESUMO
FUZETO, A. P. Determinagdo do teor de lignina em amostras vegetais
através de trés métodos analiticos e correlagdo com digestibilidade in
vitro. [Determination of lignin concentration in vegetable samples through
three analytical procedures and correlation with in vitro digestibility]. 2003. 73

f. Dissertagdo (Mestrado em Nutricdo Animal) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2003.

A digestibilidade in vitro da matéria seca e da parede celular, de diferentes
amostras vegetais arranjadas em trés grupos: forragens, madeiras ou
bambus, foi correlacionada com os teores de lignina estimados por trés
métodos analiticos. Os métodos empregados foram: lignina em detergente
acido (LDA), lignina Klason (LK) e lignina permanganato de potassio (LPer).
Os teores de lignina foram diferentes entre os métodos, para as mesmas
amostras analisadas, sendo no geral maiores para LK e LPer. Para quase
todas as amostras, o0s teores de lignina foram negativamente
correlacionados com a digestibilidade in vifro da matéria seca e da parede
celular. O método LDA estimou razoavelmente bem a digestibilidade de
forrageiras e bambus, seguindo-se a LPer. A LK n&o estimou bem a
digestibilidade de gramineas. Quanto as madeiras, nenhum dos trés
métodos foi um bom indicador da digestibilidade, mesmo o método LK,
tradicionalmente usado para madeiras. Conclui-se que, nenhum dos trés
métodos foi totalmente satisfatorio, sugerindo que a determinacéo analitica

da lignina seja mais profundamente estudada.

Palavras-chave: bambu, forragem, lignina em detergente acido, lignina
Klason, lignina permanganato de potassio, madeira.



ABSTRACT

FUZETO, A. P. Determination of lignin concentration in vegetable
samples through three analytical procedures and correlation with in
vitro digestibility. [Determinagéo do teor de lignina em amostras vegetais
através de trés métodos analiticos e correlagdo com digestibilidade in vitro].
2003. 73 f. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo Animal) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga,
2003.

The in vitro digestibility either dry matter or cell wall of different vegetable
samples arranged in three groups: forages, wood or bamboos was correlated
with lignin concentration determined through three analytical methods. The
employed methods were: acid detergent lignin (ADL), Klason lignin (KL) and
potassium permanganate lignin (PerL). Lignin concentrations were different
among the methods for the same samples, generally larger for KL and PerL.
For almost all samples, lignin concentration was negatively correlated with in
vitro digestibility of dry matter and cell wall. ADL method predicted
digestibility of grasses and bamboos reasonably well, followed by PerlL. KL
content was not a good predictor of grass digestibility. Concerning woods,
none of the three methods was a good predictor of digestibilty, even the KL
method, traditionally used for wood. It is concluded that none of the three
methods was totally satisfactory, suggesting that analytical determination of

lignin needs more research effort.

Key words: bamboo, grasses, acid detergent lignin, potassium permanganate
lignin, Klason lignin, wood.
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1 INTRODUGAO

A lignina é o mais importante fator limitante da disponibilidade do material da
parede celular das plantas para os animais herbivoros em um sistema de digestdo
anaerébica (VAN SOEST, 1994). Ela € um componente ndo-carboidrato da parede
celular dos vegetais, normalmente considerada indigestivel pelo animais mamiferos
(CRAMPTON; MAYNARD, 1938).

Assim, por inibir consideravelmente a digestibilidade dos constituintes da
parede celular de plantas forrageiras, a lignina tem sido util na estimativa da digestao
da fibra (AKIN et al., 1977; JUNG; VOGEL, 1986). Para ser empregada com estas
finalidades a lignina precisa ser determinada com elevados graus de precisdo e
acuracia (FAICHNEY, 1975). No entanto, os métodos corriqueiramente utilizados em
laboratério para quantificar os teores de lignina, apresentam sérios entraves
analiticos e em consequéncia apresentam diferentes resultados para as mesmas
amostras analisadas (FUKUSHIMA; DEHORITY, 2000).

Os trés métodos analiticos mais empregados para mensurar o teor de lignina
sdo: a lignina em detergente &cido (LDA) preconizada por Van Soest (1963a), a
lignina permanganato de potassio (LPer) de Van Soest e Wine (1968) e a lignina
Klason (LK) desenvolvido por Theander e Westerlund (1986). No entanto, tais
métodos de natureza gravimétrica apresentam sérios percalgos e, muitas vezes, os

resultados s&o mascarados por artefatos da técnica (FAICHNEY, 1975).
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Embora sejam corriqueiramente utilizados, a pergunta é: “Qual destes
meétodos laboratoriais é o que esta realmente determinando o verdadeiro teor de
lignina?” .

Além da area zootécnica, a lignina é pesquisada na industria de papel e
celulose, pois interfere negativamente na confecgdo da pasta celuldsica. Segundo D’
Almeida (1988) a madeira & constituida de fibras em multiplas camadas ligadas entre
si por forcas interfibrilares e pela lignina que age como ligante, portanto esta
molécula precisa ser removida.

A producéo brasileira de pasta celuldsica baseia-se fundamentalmente em
madeiras (cerca de 95%), sendo o eucalipto (Eucalyptus sp.) a principal matéria
prima (65%), seguida pelo pinheiro (Pinus sp.). Outros produtos (sisal, rami, bagaco
de cana, palhadas, bambu, etc.) respondem por menos de 5% do total.

Plantas forrageiras, particularmente gramineas, possuem caracteristicas nao
encontradas nas madeiras. Desta forma,v os principais métodos analiticos para
quantificar o teor de lignina em madeiras e polpas s&o ligeiramente diferentes
daqueles empregados para plantas forrageiras.

Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram o de determinar os teores
de lignina das mais diversas amostras vegetais, através destes trés métodos e
correlaciona-los com um ensaio de determinagdo do valor nutritivo (digestibilidade in
vitro). O grau de correlagédo existente entre a digestibilidade e o parametro medido é
muitas vezes empregado para avaliar procedimentos analiticos. Embora o grau de
correlagdo seja muitas vezes um critério insatisfatério, este indice reflete a
praticidade de se obter a estimativa mais acurada do valor nutritivo a partir de dados

da composi¢édo bromatologica (VAN SOEST; ROBERTSON, 1980).
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2 REVISAO DE LITERATURA

As forragens desempenham um papel importante na nutricdo animal. A
por¢cao fibrosa, denominada parede celular, perfaz cerca de 30 a 80% da matéria
seca da forragem e representa a principal fonte de energia para os ruminantes
(HATFIELD et al, 1999). Porém menos que 50% desta fragdo & prontamente
digerida pelo animal, assim, a parede celular é um fator controlador da qualidade

das forragens.

2.1 Parede celular

O desempenho estrutural e funcional da parede celular das plantas, incluindo
a utilizagdo dos polissacarideos pelos ruminantes, sdo controlados pela composigao
e organizagdo dos componentes da parede celular. Segundo Hatfield (1992), a
qualidade do caule de alfafa esta relacionada com a deposi¢cdo de parede celular,
tais como o teor e composi¢éo de carboidratos estruturais. Corroborando com esta
afirmacao, Vallet et al. (1997) também ressalta o papel das ligagbes quimicas com a

molécula de lignina como fator de protecéo fisica dos caules de alfafa.
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A parede celular é composta de polissacarideos estruturais, com variedade na
composicao e estrutura, acidos hidroxicindmicos, lignina, proteina, ions e agua. As
interagcdes dos componentes, especialmente tipos de ligacbes covalentes, controle
da organizagdo da parede e integridade estrutural podem controlar a expanséo da
parede durante o crescimento e a degradacé@o para a utilizagdo pelos herbivoros
(HATFIELD et al., 1999).

Muitos estudos sobre o desenvolvimento de métodos para isolamento dos
componentes da parede celular tém sido publicados (SHARMA, 1996). Enfase é
colocada sobre a pureza das fragbes isoladas, na rapidez, economia e versatilidade
da aplicagcdo do método em pauta (VAN SOEST; WINE, 1968).

Os métodos utilizados para a estimativa da fibra e fragdes de lignina séo
baseados na simples extracdo dos componentes sollveis para remover proteina e
outros materiais. Segundo Christian (1971) e Van Soest e Wine (1968), estes
métodos permitem um meio conveniente para estudar as proporcdes dos
componentes da fibra. Dentre os métodos mais comumente utilizados, estdo a fibra
em detergente neutro (FDN) e a fibra em detergente acido (FDA). A FDN representa
a celulose, hemicelulose e fragbes de lignina da parede celular das plantas,
enquanto que a FDA é caracterizada pela presenca de celulose e lignina (SHARMA,
1996).

Alguns métodos alternativos para a extragdo de parede celular tém sido
utilizados recentemente, com o intuito de obter preparagdes de parede mais
purificadas. Dentre estes, destaca-se o método de preparagdo de parede celular
bruta (PCB), protocolado por Fukushima e Hatfield (2001), na qual s&o utilizados
solventes organicos (etanol, cloroférmio e acetona) apés extracéo hidrica a quente

em aparelho de Soxhlet. De acordo com Fukushima e Savioli (2001), que estudaram
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a extragcdo de parede celular de plantas forrageiras pelos trés métodos supracitados,
os rendimentos de PCB e FDN foram préximos entre si e por sua vez superiores aos
‘rendimentos de FDA. E de se esperar esta diferenca, uma vez que a solucédo de
detergente acida solubiliza a hemicelulose; por outro lado, esta solucéo preserva a
pectina enquanto que a solugdo de detergente neutro a solubiliza. Infusédo em agua
quente como acontece na preparagéo de PC, remove apenas parte da pectina
(FUKUSHIMA e HATFIELD, 2001). Em outras palavras, a diferenca algébrica FDN —
FDA para estimativa do teor de hemicelulose (VAN SOEST, 1994) pode induzir a
erros naqueles materiais com substancial presenca de pectina, como as
leguminosas, polpa citrica, etc.

Portanto, pressupde-se que os diferentes procedimentos para a obtenc&o de
parede celular induzem a modifica¢gdes de ordem fisica ou quimica de tal maneira a
interferir nas extracdes e estas modificagbes podem ser dependentes da espécie

botanica.

2.2 Carboidratos estruturais

Os carboidratos sédo amplamente distribuidos tanto nas plantas como nos
animais. Nas plantas s&o produzidos por fotossintese, como por exemplo a celulose
e a hemicelulose que funcionam na estruturacéo fisica das plantas, e o amido que
tem carater de reserva. Esses carboidratos compreendem de 50 a 80% em peso da

matéria seca das plantas.
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Tais carboidratos podem ser classificados de diversas maneiras, como por
exemplo baseado no numero de unidades monoméricas: 1) monossacarideos —
glicose, frutose, galactose... 2) dissacarideos — sacarose, lactose, maltose,
celobiose... 3) oligossacarideos — rafinose, estaquiose... 4) polissacarideos —
celulose, hemicelulose, amido, glicogénio, pectina...

A composicdo monomeérica € um dos fatores determinantes das
caracteristicas nutritivas dos carboidratos, bem como a disponibilidade de utilizacdo
destes, como alimento pelos os animais. Por exemplo, a pectina, é rapida e
extensivamente degradada a partir das matrizes das paredes, incluindo caules
fortemente lignificados (CHESSON; MONRO, 1982). A degradacgéo ¢ rapida, mas
ndo resulta em decréscimo do pH ruminal, o que é freqUentemente observado com
amido rapidamente degradado (HATFIELD; WEIMER, 1995).

Quanto aos polissacarideos estruturais presentes na parede celular, estes
podem ter estruturas bem complexas (HATFIELD et al., 1999). Dentre os
polissacarideos destaca-se a celulose, que juntamente com a hemicelulose, formam
0 arcabouco da parede celular das plantas. Embora os carboidratos nao sejam
digeridos pelas enzimas tissulares dos animais eles sdo degradados pelas enzimas
microbianas presentes no rumen e no intestino grosso. Além disso, apresentam
importante papel no trato gastro-intestinal dos animais por formar o “lastro” da
digesta e do bolo fecal.

De forma geral, os carboidratos estruturais ndo sdo materiais com
caracteristicas nutricionais, quimicas ou fisicas uniformes (VAN SOEST et al., 1991).
E estes apresentam vérios padrdes de complexidade que muitas vezes estdo

associados as ligagbes realizadas com outras moléculas, como por exemplo a

lignina. Segundo varios pesquisadores, a molécula de lignina esta intimamente
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associada aos carboidratos estruturais da parede celular, inibindo acentuadamente a

digestéo da fibra (DEHORITY et al., 1961; JOHNSON; DEHORITY, 1962).

2.3 Lignina

A lignina € um complexo polimero fendlico, encontrado integralmente como
componente da parede celular e ndo pode ser digerido pelas enzimas tissulares dos
animais mamiferos (VAN SOEST, 1994). Sua concentragdo aumenta a medida que
as plantas forrageiras amadurecem, interferindo substancialmente na degradagéo

microbiana dos carboidratos estruturais da parede celular.

2.3.1 Definigao

A lignina é a segunda mais abundante matéria organica renovavel sobre a
terra, imediatamente depois da celulose (GUILLON, 2001). A lignina pode ser
definida de varias maneiras. A definicdo dos quimicos que militam na area da
madeira e papel e celulose é de elimina-la do papel e ter utilizag&o industrial para a
mesma. A visdo dos nutricionistas € estreitamente definida dentro do contexto da
disponibilidade nutritiva. Enquanto que os botanicos e bioquimicos tendem a ver a
lagitimidade da lignina como um produto Unico com extrema importancia biolégica

para as plantas.
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Embora haja variagdes quanto a organizagdo macromolecular da lignina,
alguns autores a classificam em lignina core e lignina non core. No entanto, tal
}nomenclatura ainda apresenta problemas de consisténcia e ndo é unanimidade com
outros autores. Entretanto, estes conceitos tém a vantagem de serem didaticos.
Segue, portanto, uma breve descrigao:

A lignina core € um termo empregado para distinguir o principal polimero de
lignina, a parte central da molécula, oriunda apds a extragdo dos fendlicos com
solucéo alcalina fraca a temperatura ambiente. Os compostos fendlicos extraidos
com solucdo alcalina representariam a lignina non-core, compreendida
primordialmente pela fragédo acido p-coumarico (JUNG; FAHEY, 1983). Outra viséo &
que a lignina insoltivel em detergente acido (LDA) seria a lignina core (VAN SOEST,
1994).

Segundo Higuchi et al. (1967a), os acidos p-coumarico e ferulico podem ser
considerados parte da estrutura da Iignina'. Entretanto, outros autores propuseram
que todos os &cidos cinamicos ligados a molécula de lignina através de ligagdes
covalentes do tipo éter sejam considerados parte integranté da lignina e, por sua
- vez, aqueles ligados através de ligagdes éster deveriam ser excluidos (MORRISON,;
STEWART, 1995). Assim, € necessario distinguir todos os componentes fendlicos,
suas localizagbes, e seus efeitos biologicos. Valendo-se desta premissa, a
classificacdo da lignina pode ser assim definida:

Lignina non core: consiste de compostos fenodlicos de baixo peso molecular,
liberados da parede celular por hidrélise alcalina, e s&o representados
principaimente por acidos hidroxicinamicos éster-ligados, tais como o &acido p-

coumarico e o acido ferulico.
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Lignina core: sdo polimeros fenilpropandides da parede celular, altamente
. gendensados e muito resistentes a degradacdo, devido as ligagdes quimicas
'aovalentes interunidades do tipo éter e C-C. Eles sdo compostos de unidades p-
hidroxifenila (H), guaiacilica (G) e siringilica (S), em propor¢des diferentes de acordo
com a sua origem filogenética. Estas se interligam numa malha complexa, resistente
a hidrélise acida e alcalina, e a varios complexos enzimaticos, inclusive as enzimas
microbianas e tissulares do trato gastrointestinal dos animais superiores (VAN
SOEST, 1994).

Outra classificacado proposta, baseia-se na presenca das unidades fendlicas:
1) lignina de madeira dura, formada principalmente de unidades G e S; 2) lignina de
madeira mole, formada de unidades G; e 3) ligninas de gramineas que
compreendem as unidades G-S-H (FENGEL; WEGENER, 1984). A lignina de
leguminosas comporta-se como uma lignina de madeira dura (como seria de se
esperar), apresentando os nucleos guaiacilicos e siringilicos em proporcoes
aproximadamente iguais (FUKUSHIMA; HATFIELD, 2003). Ja o pinheiro (madeira
mole) apresentou uma lignina constituida quase que exclusivamente de unidades
- guaiacilicas, como foi demonstrado por Fukushima e Hatfield (2001) apés oxidacéo
da lignina do pinheiro com nitrobenzeno em meio alcalino. O milho mostrou elevada
concentracdo dos acidos p-coumarico e ferulico, enquanto que o “bromegrass” exibiu
teores menores destes acidos (FUKUSHMA; HATFIELD, 2003). Tal fato também foi
constatado por Fukushima e Hatfield (2001), em que estes compostos foram os
provaveis responsaveis por ligeira elevacdo no espectrograma oriundo do milho em
‘ ¢alacdo as outras plantas estudadas. O caule do milho apresentou substancial
.- pegsenca de acido p-coumarico, que, segundo Ralph et al. (1994), se apresenta

| ssterificado ao carbono y da unidade fenilpropandide.
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No entanto, segundo Van Soest (1994), as unidades fendlicas sdo fatores de
menor importancia em tecidos altamente lignificados nos quais os fatores fisicos da

superficie sdo mais limitantes a entrada de microrganismos.

2.3.2 Biossintese da lignina

O progresso no estudo deste polimero natural depende do isolamento e
identificag&o das suas unidades construtoras (VAN SOEST, 1994). Para tal, alguns
passos da via pela qual a lignina é sintetizada, sdo amplamente estudados por
varios pesquisadores.

Na biossintese, todas os compostos de lignina e seus parentes fendlicos —
flavonas e isoflavonas — surgem da via do acido shikimico. A via do &cido shikimico
€ uma rota sintética que exige boro para alguns passos na sintese de fenol e, de
acordo com Lewis (1980) a deficiéncia de boro nas plantas tem sido incriminado
como causador de uma lignificacao ineficiente.

De forma mais especifica, a lignina € biossintetizada nas plantas vasculares
em um complexo encadeado de reagdes, comegando pelo CO, e H,0, originando o
acido shikimico e prosseguindo via o aminoacido aromatico L-fenilalanina (Figura 1)
(SARKANEN; LUDWIG, 1971). A fenilalanina aménia liase, que é uma enzima
regulatdria do metabolismo fendlico nas células vegetais, converte a fenilalanina no
- acido trans-cinamico (CAMM; TOWERS, 1973). As gramineas sdo as Unicas
espécies vegetais que conseguem converter a L-tirosina, outro aminoacido

aromatico, para o &cido trans-p-coumarico e uma reacéo catalisada pela enzima
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tirosina amonia liase (HIGUCHI et al., 1967b); portanto, as gramineas podem utilizar
qualquer dos dois aminoacidos para confeccionar lignina.

O &acido cinamico &, posteriormente, hidroxilado para o acido p-coumarico
(passagem opcional para as gramineas), que pelas acdes sucessivas de enzimas
especificas, produz os trés mais comuns componentes deste polimero: os alcoois p-
coumaril, coniferil e sinapil (Figura 2). Uma polimerizacdo enzimatica destas
unidades fenil propandides € o passo final da biossintese das ligninas pelas plantas,
sendo que a relativa porcentagem de cada mondmero fendlico dentro da molécula é

dependente da origem filogenética do vegetal (SARKANEM; LUDWIG, 1971).

2.3.3 A importancia da lignina

De acordo com Jung e Deetz (1993) ndo apenas a concentragao de lignina
seria importante. A composi¢do quimica poderia modificar a habilidade deste
polimero em limitar a digestibilidade dos carboidratos da parede celular. Entretanto,
os exatos mecanismos da acao inibitoria da lignina sobre os carboidratos estruturais
da parede celular ainda n&o estdo completamente elucidados; veja-se o exemplo de
gramineas, que muito embora apresentem menores concentragdes de lignina que as
leguminosas, aparentemente a lignina de gramineas inibe mais acentuadamente a
digestaio (MOWAT et al, 1969). Outro exemplo reside na constatag&o que
forrageiras jovens, contendo baixas concentragbes de lignina, um peqgueno
acréscimo na concentragdo de lignina acarreta em significativo efeito negativo na

digestibilidade, enquanto que forrageiras maduras, que possuem elevados teores de
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lignina, com subsequente aumento na concentracéo de lignina, mostram pequenos
decréscimos na digestibilidade (JUNG; VOGEL, 1986).

Muito embora o teor de lignina de uma planta forrageira esteja altamente
relacionado com a digestibilidade, mudangas puramente quantitativas na
concentracdo de lignina tomadas isoladamente n&o conseguem explicar totalmente
o decréscimo na digestibilidade. Devemos considerar que a medida que a plantas
forrageiras amadurecem, o tipo e/ou qualidade da lignina sendo depositada na
parede celular pode modificar-se gradualmente como foi sugerido por Fukushima
(1996), ao examinar cromatogramas de lignina de gramineas jovens e maduras.
Jung e Deetz (1993) sugeriram que a razdo nucleo guaiacilico/nucleo siringilico
influencia a interagdo lignina-digestibilidade. O nucleo guaiacilico, pode fazer
ligacbes cruzadas através dos seus dois radicais metoxila, enquanto os grupos
siringilico, n&o; assim o guaiacilico pode ser esperado com tendo maior efeito
detrimental sobre a digestibilidade, por formar uma “malha protetora” mais extensa.

Qual é o mecanismo de acdo pela qual a lignina inibe a digestdo dos
carboidratos estruturais de parede celular? Diversos mecanismos tém sido propostos
para explicar essa agao inibitéria: Patton e Gieseker (1942) relataram trés possiveis
maneiras: 1) pela encrustragdo; 2) por ligagdes quimicas, formando compostos
indisponiveis; e 3) por inibicdo local das enzimas, devido a agao toxica dos grupos
fendlicos oriundos da degradacao parcial da lignina. Baker e Harriss (1947), em
observacbes microscopicas, verificaram que a lignina poderia, possivelmente, agir
como uma barreira fisica entre os carboidratos estruturais e as enzimas microbianas.
Esta teoria foi parcialmente substanciada pelos estudos de Dehority e Johnson

(1961), que encontraram sensivel aumento na digest&o “in vitro” da celulose quando
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o tamanho das particulas de plantas forrageiras foi reduzido pela técnica do moinho
de bolas.

A encrustragdo pode ser um fator que afeta a disponibilidade dos
polissacarideos da parede celular. Embora haja consenso que a lignina afete a taxa
e magnitude da digestdo, a literatura vigente ainda & bastante confusa. Assim
parece que a taxa e magnitude da digestdo sdo associadas com o declinio da
qualidade das forragens com a maturidade. Legumes e gramineas de igual
digestibilidade sdo particularmente diferentes (JUNG, 1983). A parede celular dos
legumes contém aproximadamente duas vezes mais lignina do que a parede celular
das gramineas, mas fermenta mais rapidamente que gramineas no mesmo estadio
de crescimento. Supde-se que a diferenga seja resultante do maior teor de
hemicelulose nas gramineas, ou porque as respectivas ligninas sejam muito
diferentes em suas constituicdes (VAN SOEST, 1994).

Outra possibilidade reside no método de determinagdo quantitativa da lignina;
se as metodologias atualmente mais empregadas fornecem resultados contraditorios
para uma mesma amostra, pode-se questionar a validade de certas afirmagbes
| baseadas em concentracdo de lignina, que foram feitas no passado (FUKUSHIMA',
in comunicagdo pessoal), tais como a de Jung (1989, p. 35): “Embora gramineas
apresentem menores concentracdes de lignina do que as leguminosas, quando
consideradas numa mesma base percentual, a lignina de gramineas é mais inibitéria

da digestdo do que a lignina de leguminosas”

; 'FUKUSHIMA, R. S. PhD. em Nutricdo Animal; Prof. da Faculdade de Medicina Veterinaria e
t Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.
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Outra afirmacdo feita por Van Soest (1994) é “a associagdo da lignina e
digestibilidade da parede celular ndo é linear, e sim curvilinear, onde os efeitos
inibitérios da lignina sobre a digestibilidade sao mais intensos em baixas
concentragbes e conforme a forrageira amadurece, os efeitos deletérios séo
diminuidos proporcionalmente, ainda que a concentragdo de lignina aumente”. Em
ambas situacbes, se o método analitico fornece valores de lignina errbneos,
logicamente conclusdes baseadas nestes dados também seréo infundadas.

Se, por outro lado, as concentragcdes de lignina foram corretamente
determinadas, entéox pode-se dizer que a associagdo exponencial entre teor de
lignina e a digestibilidade da parede celular insinua que a unidade de lignina em
parede celulares imaturas (com baixa lignina) protege mais os carboidratos do que é
protegido nas paredes celulares maduras altamente lignificadas (JUNG; VOGEL,
1986).

A correta quantificagdo da concenfrac;éo de lignina em diversos produtos
vegetais é importante ferramenta em varios segmentos do agro-negécio, como por
exemplo, na nutricdo de ruminantes e na industria do papel e celulose. Portanto,
além das forrageiras e gramineas tradicionais, o conhecimento da concentragcéo da
lignina em outras amostras de diferentes procedéncias botanicas, deve ser
conhecida.

Dentre outros materiais lignocelulésicos, merece especial destaque o bambu,
uma planta lenhosa pertencente a familia Gramineae. Além do bambu ser uma
importante fonte alimentar para diversos povos asiaticos (na sua forma de broto)
bem como de alguns animais exéticos (como o urso Panda), a sua utilizagdo como
matéria-prima para a celulose é pratica de bastante sucesso em alguns paises

tropicais, como a China, india, Japao, Filipinas e até mesmo no Brasil.
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No entanto, a principal matéria-prima nas industrias de papel e celulose & a
madeira. Esta é constituida de fibras em multiplas camadas, ligadas entre si por
forcas interfibrilares e pela lignina que age como ligante (ASSUMPCAO et al., 1988).

Nas industrias de papel e celulose, a madeira € submetida ao processo de
polpagéo (cozimento a alta temperatura) com a finalidade de remover a lignina, e
assim obter pastas deslignificadas (ROHELLA et al., 1996). Os dois principais
processos alcalinos na produgéo de pastas quimicas s&o o processo soda (utiliza-se
de hidréxido de sodio) e o processo sulfato (hidréxido de sddio + sulfeto de s6dio)
(MACDONALD; FRANKLIN, 1969). Entretanto, a pasta oriunda por estes
procedimentos & de cor marrom, contendo ainda substancial quantidade de lignina
residual. Esta pasta necessita de outros equipamentos € mais reagentes quimicos
para branquea-la.

O liquido resultante apds o cozimento da madeira com 0s reagentes alcalinos,
denomina-se licor preto, e contém alta concentracdo de lignina (ROHELLA et al.,
1996). Para sua utilizagdo industrial, no entanto, sdo necessarios avangos
adicionais. A lignina pura tem sido, recentemente, utilizada para confeccionar novos
produtos como resinas, adesivos e polimeros.

Tanto para finalidades nutricionais como industriais, métodos de quantificagéo
dos teores de lignina nas amostras vegetais com precisdo e acuracia mostram-se de
suma importancia pois evita o desperdicio de energia e reagentes; porém a maioria

~ dos métodos empregados atualmente, carecem de resultados confiaveis.
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2.3.4 Métodos para quantificar os teores de lignina

Os diversos métodos para quantificar os teores de lignina foram agrupadas
por Giger (1985), em duas categorias: a) métodos gravimeétricos e b) métodos nao
gravimétricos. O primeiro inclui o método da lignina insolivel em solugéo a 72% de
acido sulfurico (por exemplo, a lignina Klason e a lignina em detergente acido)
(ELLIS et al., 1946; VAN SOEST, 1963b); oxidagdo da lignina pelo clorito de sédio
(COLLINGS et al., 1978); oxidagéo pelo permanganato de potéssio (VAN SOEST;
WINE, 1968); e solubilizagdo da macromolécula em solugc&o acida de trietilenoglicol
(EDWARDS, 1973). Os métodos ndo gravimétricos incluem aqueles baseados nas
propriedades opticas da lignina, tais como a lignina soluvel em brometo de acetila
(JOHNSON et al., 1961; MORRISON, 1972a); e por espectroscopia de raios infra-
vermelhos (NORRIS et al., 1976; REEVES I1, 1988).

Para madeiras, continua largamente difundido o método Klason classico, que
consiste no tratamento da amostra, livre de extrativos, com acido sulfurico 72%, mas
uma pequena parte da lignina pode se solubilizar, esse residuo organico insoluvel
isolado & chamado de lignina Klason (ROHELLA et al., 1996); cuja determinacéo
pode-se efetuar através da medida da absorbancia do filtrado acido, no comprimento
de onda de 205nm (D’ ALMEIDA, 1988), o que ndo deixa de ser um serio
inconveniente e altamente indesejavel quando se deseja dados exatos sobre o teor
_ delignina.

No caso de pastas celulésicas ndo-branqueadas, os métodos mais comuns
- para a quantificagdo da lignina sdo baseados no permanganato de potassio: 1)

 Numero de permanganato - a lignina é oxidada pelo permanganato de potassio,



enquanto que a celulose é muito pouco atacada; esse numero também € chamado
de numero K, consiste no nimero de mL de uma solugédo 0,1N de KMnO4 consumida
por uma grama de pasta celulésica seca e fornece uma indicag&o do teor de lignina

ainda presente na pasta e, conseqlentemente, do grau de cozimento efetuado e da

quantidade de alvejante necesséaria em processo de branqueamento; 2) Numero
Kappa — o procedimento anterior tem sido criticado devido a variagdo que ocorre na
quantidade de permanganato remanescente no final da reag&o, quando pastas com
teores diferentes de lignina s&o analisadas. O numero Kappa € exatamente o
procedimento anterior, conduzido sob condi¢des especificas, mas corrigido para um
consumo relativo de 50% de permanganato.

Observe-se que nos dois procedimentos, é de suma importancia a fixagéo de
condigbes laboratoriais especificas e que devem ser sempre seguidas, sob pena de
variabilidade dos resultados. Goering e Van Soest (1970), quanto ao emprego de
KMnO, para estimar o teor de lignina em plantas forrageiras, também alertaram que
as manobras laboratoriais deveriam ser conduzidas “de uma maneira’ quanto ao teor

presuntivo de lignina na amostra. Pressupfe-se que ainda haja espago para um

~ outro método analitico, que ndo apresente tantos percalgos, mas que além de ser

| confidvel, seja também de rapida execucéo.

Apesar dos métodos Klason e lignina em detergente acido (LDA) basearem-
se essencialmente na hidrolise acida (solugdo de &cido sulfurico a 72%) dos

componentes da parede celular, exceto a lignina, estes tem produzidos resultados

L conflitantes para as mesmas amostras de plantas forrageiras (HATFIELD et al,,
i 1994). Por exemplo, o método LDA tipicamente subestima os teores de lignina

. devido a parcial solubilizacdo da mesma na solugdo de detergente 4cido (KONDO et

al., 1987; SHIMOJO: GOTO, 1984) ou pelo reagente &cido sulfurico a 72%
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(HATFIELD et al., 1994); a perda de lignina solivel para LDA foi acima de 50% da
lignina presente em gramineas tropicais e valores 2 a 4 vezes inferiores foram
encontrados quando contrastados com a metodologia lignina Kiason (JUNG et al.,
1997: LOWRY et al., 1994). Portanto, a perda € menor no método LK, uma das
razbes s&o o tipo do material pré-extraido utilizado, tais como a fibra em detergente
neutro (SEWALT et al., 1996) ou parede celular livre de amido (HATFIELD et
al.,1994). No entanto, os valores tanto de LDA como de Klason podem ser
erroneamente determinados em fung&o da presenga de contaminantes insoluveis,
tais como a cutina (FUKUSHIMA, 1989). Comparando os dois méetodos, Hatfield et
al. (1994) destacaram que a maior diferenca entre esses dois procedimentos €
seqiiéncia na qual a concentragdo de acido e temperatura sdo utilizadas para a
hidrélise dos polissacarideos e consideram que, principalmente para gramineas, o
método de lignina Klason é mais adequado do que a LDA. Por outro lado, o
procedimento da lignina Klason, desenvolvido para determinar lignina em madeiras,
ndo é adequado para forrageiras com alto teor protéico (VAN SOEST, 1994). A
raz&o do emprego da solug&o de detergente &cido reside na remogéo de proteina da
preparacao de parede celular usada para o método Klason.

O método LPer apresenta resultados mais elevados dos teores de lignina, em
relacdo aos obtidos pela LDA. Entretanto, contrariamente ao que € imputado ao
método LDA, deve-se considerar que os teores de LPer possam estar artificialmente
elevados, uma vez que outros componentes da parede celular (celulose e
hemicelulose) podem ser atacados pela solugdo de permanganato de potassio,
particularmente nas gramineas imaturas (VAN SOEST; WINE, 1968).

Dentre os métodos baseados nas propriedades Opticas dos materiais

analisados, tem-se a espectroscopia por raios infra-vermelhos e a absorc&o da luz
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ultra-violeta. As vantagens da espectrofotometria por raios infra-vermelhos seriam a
rapidez nas determinagdes e nenhuma outra manipulagdo das amostras é
necessario, além da moagem (SHENK et al., 1979). No entanto, tal método requer a
construc&o de curvas de calibragdo para cada elemento, e ainda assim, poderiam
ndo funcionar adequadamente, mesmo para amostras de alimentos similares
(REEVES I, 1988). Dentre os fatores que afetam a reprodutibilidade dos resultados,
incluem-se a espécie da planta, o método de preservagdo e a interagdo entre os
constituintes vegetais (SHENK et al., 1979).

Quanto ao método espectrofotométrico por raios UV, Johnson et al. (1961) o
desenvolveram para determinar a lignina em madeiras. Tal procedimento foi
estendido para analisar polpas derivadas de madeira e papéis (MARTON, 1967) e
gramineas e leguminosas (MORRISON, 1972a,b). Através do isolamento de uma
preparacdo de parede celular, os compostos fendlicos soluveis que interferem com
as leituras ultra-violeta, sdo removidos. Deve permanecer apenas a lignina, como
unico composto aromatico. A preparacdo de parede celular é entdo solubilizada em
uma solucdo a 25% de brometo de acetila (LSBA), em acido acético glacial, que e
lida no comprimento de onda a 280nm.

Entretanto, todo método espectrofotométrico requer o emprego de um padréo
de referéncia, para com o qual as leituras de densidade Optica das amostras possam
ser comparadas (FENGEL; WEGENER, 1984). Tanto Johnson et al. (1961) como
Morrison (1972a,b) compararam as leituras de absorbancia, através de equagdes de
regress&o, com os teores de lignina acida determinadas para as mesmas amostras.
Como mencionado anteriormente, o método da lignina acida apresenta sérias falhas;
isto significa, que transposicdo destes resultados através da equagéo de regresséo

para as leituras de absorbancia, resultardo também em dados duvidosos.
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Diversos materiais ja foram empregados como padrbes, para o método
espectrofotométrico: Indulina (CHESSON, 1981), lignina “Kraft’ (BRILLOVET;
RIOCHET, 1983), guaiacol (SHARMA et al., 1986), acido ferulico (AL-ANI; SMITH,
1988) e lignina nativa (FUKUSHIMA et al., 1991). liyama e Wallis (1990)
desenvolveram um coeficiente especifico de absor¢cdo, numericamente igual a 20.0
g™ x litro x cm™ baseados em amostras isoladas de lignina. Desafortunadamente
este amplo leque de padrdes de referéncia levou a sérios questionamentos quanto a
exequibilidade, confiabilidade e praticidade do método espectrofotométrico.

Objetivando contornar esse problema e oferecer um procedimento analitico
mais confiavel, Fukushima e Dehority (2000) desenvolveram um padrao de
referéncia, obtido através da extracédo da lignina do material vegetal com o reagente
brometo de acetila; curvas-padrdo foram desenvolvidas para cada tipo de lignina
isolada. Muito embora tenha sido exequivel o emprego dessa forma de lignina,
Fukushima e Hatfield (2001) demostraram que a lignina extraida com dioxana acida
(LDiox) continha menores teores de contaminantes, particularmente carboidratos, e
essa forma alternativa de lignina empregada como padréao de referéncia nas leituras
espectrofotométricas, resuitou em concentragcdes de lignina mais consistentes entre

Si.
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3 MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido no Departamento de Nutricdo e Produgéo
Animal, da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Campus Pirassununga. O presente projeto de pesquisa foi desenvolvido no

periodo de setembro de 2002 a abril de 2003.

3.1 Materiais lignocelulosicos

Foram ensaiados trés grupos de materiais com distintas origens boténicas,
onde o grupo 1 era composto por 5 cultivares de plantas forrageiras, oriundos do
Campo Agrostologico da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de Sdo Paulo; o grupo 2 era constituido de 6 espécies de madeiras,
provenientes do Instituto de Pesquisas Tecnolégicas (IPT), Universidade de S&o
Paulo, e 0 grupo 3 composto por 6 espécies de bambus colhidas no Instituto de
Botanica de S&o Paulo.

As amostras de forrageiras foram colhidas em estadio de maturidade
avancado, aproximadamente 90 dias ap6s o corte de uniformizagdo quando estas ja

haviam perdido todas as inflorescéncias e a folhagem apresentava-se 90% seca.
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Estes materiais foram divididos em duas fragdes: caule e folha. S&o os seguintes os

materiais vegetais estudados:

Grupo 1: Plantas forrageiras

Pennisetum purpureum Schum.
Pennisetum purpureum Schum.
Pennisetum purpureum Schum.
Pennisetum purpureum Schum.
Pennisetum purpureum Schum.

Pennisetum purpureum Schum.

Andropogon gayanus (caule);

Andropogon gayanus (folha);

Cv.

Cv.

Cv.

Cv.

Cv.

Cv.

porto rico (caule);
porto rico (fotha),
elefante anao (caule);
elefante anao (folha);
napier (caule);

napier (folha);

Panicum maximum cv. tobiaté (caule);

Panicum maximum cv. tobiaté (folha).

Grupo 2: Madeiras:

Eucalyptus paniculata (cerne);

Eucalyptus paniculata (alburno);

Eucalyptus citriodora (cerne);
Eucalyptus citriodora (alburno);
Eucalyptus grandis (cerne),

Eucalyptus grandis (alburno);

Caesalpinia echinata Lam. (exemplar 13) (alburno);
Caesalpinia echinata Lam. (exemplar 76) (alburno);

Pinus elliotti (cerne e alburno misturados);
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Anadenanthera peregrina (L.) Speg. (cerne).

irupo 3: Bambus

Chusquea bambusoides (Raddi) Hack.;

Chusquea oxylepis (Hack.) Ekman.;

Bambusa bambos (L.) Voss.;

Bambusa vulgaris Schrad. ex J.C. Wend|;

Phyllostachys sp.;

Merostachys burmanii Sendulsky.

Algumas amostras de madeiras também foram divididas em duas fragoes:
srne e alburno. O cerne é a parte central do tronco composto por células mortas e
sm substancias nutritivas de reserva, geralmente de coloragdo mais escura e maior
jidez. O alburno ¢ a parte periférica e mais nova da madeira do tronco das arvores,
> cor clara, onde as células realizam a conducéo de agua.

Enquanto que dos bambus, somente o colmo foi colhido e analisado.

2 ANALISES BROMATOLOGICAS

As analises foram realizadas no Laboratério de Bromatologia do
spartamento de Nutricdo e Produgéo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.

As amostras de madeira e forrageiras foram secas em estufa de ventilag&o

‘cada a 65°C durante 72 horas; enquanto que os bambus permaneceram por
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intervalo de 96 horas. Em seguida todas as amostras foram moidas em moinho
laboratorial modelo Wiley munido de peneira 0,5 mm e a seguir, acondicionadas em

potes de vidro.

3.2.1 Preparagao de parede celular

O protocolo de preparagdo da parede celular seguido foi o descrito por
Fukushima e Hatfield (2001). A extragédo foi conduzida no aparato de Soxhlet e o
material tratado sucessivamente com agua, etanol, cloroférmio e acetona. A
extracdo com cada solvente foi prolongada até que nenhuma coloragéo lixiviasse da
amostra, portanto os periodos de extragép foram diferentes para cada solvente.
Assim, na extracdo com agua, etanol, cloroformio e acetona, as amostras
permaneceram 32, 16, 8 e 8 horas, respectivamente. Apds esse periodo, as
amostras foram secas em estufa ventilada a 65°C durante 48 horas e pesadas para

a obtencgao do teor de parede celular.

3.2.2 Determinagao da matéria seca a 105°C e matéria mineral

Para a determinacdo da matéria seca a 105°C, as amostras, apos
permanéncia em estufa a 65°C por 24 horas, foram acondicionadas em dessecador

e depois pesadas em balanga analitica. Um grama de cada amostra foi colocada em
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um cadinho de porcelana, e acondicionada em estufa a 105°C por 24 horas. Apds
esse periodo, a amostra foi colocada em dessecador por 60 minutos e em seguida
pesada. Apds carbonizagdo em mufla a 550°C, foi realizada a determinagdo da

matéria mineral. As analises foram feitas em triplicata.

3.2.3 Determinagdo da fibra em detergente acido (FDA); lignina em detergente

acido (LDA) e lignina permanganato de potassio (LPer)

As analises, em triplicatas, seguiram os preceitos da AOAC (1990). A
avaliacdo de FDA foi realizada pelo micro método (GOERING; VAN SOEST, 1970),
para tal foram pesados 0,350g de amostra bruta, secas em estufa a 65°C e
trituradas em moinho munido de peneira 0,5mm. O emprego da solugdo de
detergente acido (FDA) para obter preparagdes de parede celular foi desenvolvido
por Van Soest (1963b), para remover os outros componentes celulares que
interferem na determinagdo do teor da fibra. Apdés a determinacdo da FDA as
amostras foram tratadas com solugdo de &cido sulfirico 72%, originando o residuo
insoltvel de lignina (GOERING; VAN SOEST, 1970). Para a determinagdo deste
residuo de lignina, denominado de lignina em detergente acido (LDA), as amostras
foram cobertas com acido sulfurico 72% e agitadas com bastdo de vidro. Apdés uma
hora, o &cido foi filtrado e as amostras novamente cobertas com acido; esse
procedimento foi repetido trés vezes. Em seguida, as amostras foram filtradas em
bomba a vacuo e lavadas com agua quente até a completa neutralizacao; estas

permaneceram em estufa 105°C por 12 horas e levadas a mufla a 550°C por 6
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horas, para determinagdo da matéria mineral presente na amostra. O teor de FDA e
LDA de todas as amostras foram calculados e corrigidos pelo teor de matéria seca
105°C.

Van Soest (1967) desenvolveu o método lignina em detergente acido como
uma alternativa ao método lignina Klason (LK). A LDA também utiliza acido sulfurico
para a hidrolise dos polissacarideos de parede celular, no entanto, a principal
diferenca reside na sequéncia com que a concentra¢do do acido e a temperatura
sdo utilizadas para a hidrélise dos polissacarideos (HATFIELD et al., 1994).

Devido as suspeitas de que parte da lignina seja solubilizada na solugdo
acida, subestimando os valores para LDA, Van Soest (1968) desenvolveu o método
da lignina em permanganato de potassio. Este método é fundamentado na oxidacdo
da molécula de lignina pela solugdo concentrada de permanganato de potassio. No
presente trabalho esta foi determinada de acordo com Van Soest e Wine (1968), no
entanto, algumas modificagdes como o témpo de permanéncia das amostras na
solucdo desmineralizante e nimero de vezes em que as amostras foram colocadas
nessa solucdo, foram 5 vezes superior ao recomendado pelo protocolo original,
principalmente para madeiras e bambus. No entanto, para as amostras de
forrageiras o periodo e niumero de permanéncia foram cerca de 2 vezes a mais que

o0 recomendado.



42

3.2.4 Determinacao da lignina Klason

Este método também foi desenvolvido a priori para analisar o teor de lignina
em madeiras (KIRK;: OBST, 1988) e vem sendo adaptado para a aplicagdo em
amostras de diversas origens botanicas.

Segundo Hatfield et al. (1994) neste processo também é necessario a
remocéo de interferentes celulares. Neste caso, é utilizado a preparag&o de parede
celular bruta, extraida com solventes organicos, diferindo da LDA que utiliza a fibra
em detergente acido.

No presente trabalho, amostras de parede celular, em triplicata, foram
previamente secas em estufa e submetidas a altas concentrages de acido sulfurico,
em baixa temperatura, seguido por diluicdo do &cido e aplicacdo de calor
(HATFIELD et al.,, 1994). Portanto, o método da lignina Klason apresenta dois
estagios de hidrolise do acido sulftrico, diferindo da LDA (JUNG et al., 1997). No
primeiro estagio, 0,1g das amostras sdo colocadas em contato com 1,5mL de acido
sulfdrico a 72% 12M frio e deixadas em temperatura ambiente por 90 minutos e
agitadas em alta velocidade. No segundo estégio, s&o adicionados 9,75mL de agua
destilada e as amostras sdo hidrolizadas a 110°C, durante trés horas. Apds este

periodo, estas sdo filtradas e deixadas em estufa 55°C por 48 horas.
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3.2.5 Determinacgdo da digestibilidade in vitro

Foram pesadas 0,5 gramas de cada amostra vegetal, em triplicatas,
colocadas em tubos de digestdo e incubadas em solugéo mineral e liquido ruminal
por 48 horas em estufa de temperatura controlada a 39°C. Condi¢des anaerdbicas
da soluc&o mineral foi obtida empregando-se a técnica de aceleracéo da reducgéo do
meio de cultura (FUKUSHIMA et al., 2002). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 1800 rpm e incubadas, por igual periodo, em solucdo &cida
contendo pepsina, de acordo com a descrigao de Tilley e Terry (1963). O doador do

liquido ruminal foi um bovino fistulado no rimen mantido em regime de pasto.

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de lignina provenientes dos trés métodos analiticos, foram
comparados utilizando-se o teste de Tukey, apds Analise de Variancia, ao nivel de
significancia de 5%, testadas pelo procedimento GLM, opcdo slice. Devido 3
existéncia de interag&o entre método analitico versus material vegetal versus parte
vegetal, optou-se por apresentar a andlise estatistica dentro da linha, por amostra,
comparando-se as metodologias entre si. Os teores de lignina, provenientes dos trés
métodos analiticos, foram correlacionados com valores de digestibilidade, para cada
grupo de amostras. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do pacote

estatistico SAS (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM, 1985).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de matéria seca (MS) das forrageiras n&o apresentaram
substancial variacdo entre as fragdes caule e folha (Tabela 1), possivelmente porque
foram colhidas em estadio avangado de maturidade. No entanto, a matéria mineral
apresentou teores mais elevados para as folhas com valores variando entre 3,4 a
9,2%, enquanto que os caules exibiram teores de 0,4 e 1,9% na matéria seca. Esta
constatagdo pode ser explicada, em virtude da maioria das reagdes quimicas
acontecerem nas folhas, particularmente as reagdes de fotossintese, e estas
necessitarem de maiores concentracdes de minerais do que as encontradas no
caule. Quanto a parede celular (PC) os teores de cinzas foram de 1,0 a 5,9% para a
folna e de 0,0 a 0,9% para caule (Tabela 1). Constata-se que substancial parcela de
MM foi lixiviada, possivelmente aquela presente no citossol, durante a preparagédo da
parede celular.

Os teores de matéria mineral na matéria seca das madeiras, situaram-se
entre 0,0 a 0,6 (Tabela 2). Uma constatagdo que causou espécie, foi a maior
concentragcdo de MM na PC em relagdo a MS de algumas amostras de madeira,
uma vez que o teor de soluveis (conteldo celular) nas madeiras é exiguo (Tabela 2).
Pode-se especular que a madeira € composta, em sua maioria, de tecidos de baixa
atividade metabdlica, € os minerais ali localizados, na presenca dos solventes

utilizados na preparagao da PC, poderiam se precipitar.
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Tabela 1 - Média + erro padrao da média dos teores de matéria seca (MS) e
matéria mineral (MM), na planta intacta (pi) e na parede celular
(pc), de cinco cultivares de forrageiras em estadio avangado de

maturidade

AMOSTRAS MS (pi) MM (pi) MS (pc) MM (pc)

Pennisetum purpureum 98,5 1,0 99,3 0,2

Schum. cv. porto rico +0,0 +0,0 +0,1 +0,1

(caule)

Pennisetum purpureum 97,8 3,4 95,1 1,1

Schum. cv. porto rico +0,0 +0,0 +0,1 +0,0

(folha)

Pennisetum purpureum 97,8 1,5 99,0 0,6

Schum. cv. elef. anao +0,0 +0,0 +0,0 +0,0

(caule)

Pennisetum purpureum 98,2 92 97,8 59

Schum. cv. elef. anédo +0,0 +0,0 +0,6 +0,6

(folha)

Pennisetum purpureum 97.1 0,4 97,6 0,3

Schum. cv. napier +0,0 +0,0 +0,4 +0,0

(caule)

Pennisetum purpureum 997 53 97 .1 1,3

Schum. cv. napier +0,0 +0,0 +0,2 +0,0

(folha)

Andropogon gayanus 98,9 1,2 99,0 0,0

(caule) +0,0 +0,0 +0,0 +0,0

Andropogon gayanus 97,9 57 97 .4 1,0

(folha) +0,0 +0,0 +0,2 +0,0

Panicum maximum 99,8 1,9 98,0 0,9

(Tobiata) +0,0 +0,0 +0,1 +0,1

(caule)

Panicum maximum 98,5 50 98,6 1,4

(Tobiata) +0,0 +0,0 +0,0 +0,1

(folha)

Total 98,4 3.4 97,9 1,3
+0,1 +0/4 +0.2 +03
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Tabela 2 - Média + erro padrdo da média dos teores de matéria seca (MS)
e matéria mineral (MM), na planta intacta (pi) e na parede celular
(pc), de seis espécies de madeira

AMOSTRAS MS (pi) MM (pi) MS (pc) MM (pc)
Eucalyptus paniculata 99,6 0,1 99,2 0.1
(cerne) +0,3 +0,1 +0,4 +0,0
Eucalyptus paniculata 99,4 0,4 98,6 0,3
(alburno) +0,2 +0,2 +0,3 +0,0
Eucalyptus citriodora 99,3 0,6 99,2 1,1
(cerne) +0,7 +0,7 +0,2 +0,0
Eucalyptus citriodora 98,9 0,3 99,0 0,0
(alburno) +0,7 +0,0 +0,0 +0,0
Eucalyptus grandis 99,1 0,0 99,6 0,0
(cerne) +0,6 +0,0 +0,1 +0,0
Eucalyptus grandis 99,7 0,0 99,5 0,0
(alburno) +0,0 +0,0 +0,1 +0,0
Caesalpinia echinata 98,8 0,3 99,4 0,2
Lam. 13C +0,0 +0,0 +0,4 +0,0
(alburno)

Caesalpinia echinata 98,9 0,0 99,2 0,3
Lam. 76C +0,0 +0,0 +0,3 +0,0
(alburno)

Pinus ellioti 99,5 0,0 99,7 0,0
(cerne + alburno) +0,0 +0,0 +0,1 +0,0
Anadenanthera 98,6 0,2 99,2 1,8
peregrina (L.) Speg. +0,0 +0,0 +0,3 +0,0
(cerne)

Total 99,2 0,2 99,3 0,4

+0,0 +0,0 +0,0 +0,1
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Os valores de MM nas amostras de bambus, tendeu a seguir o
comportamento demonstrado pelas gramineas, onde resultados de MM mostraram-
se maiores para MS em relagao a PC (Tabela 3).

O rendimento da parede celular (PC) das forrageiras maduras, variou de
57,5% a 76,6% para a fragdo folha e de 635% a 83,7% para a fragdo caule,
enquanto que o rendimento da fibra em detergente acido (FDA) variou de 43,4% a
63,4% para a fracio folha e de 40,2% a 63,1% para a fragdo caule (Tabela 4).

No grupo composto por amostras de madeiras, os rendimentos de PC foram
maiores que o0s observados para gramineas, variando de 84,0% a 94,3% com
maiores valores apresentados pela fragdo alburno de Caesalpinia echinata Lam.
76C e pelo Pinus ellioti (cerne + alburno). Os teores de FDA, variaram de 72,9% a
88,9% (Tabela 5). Fukushima e Hatfield (no prelo) também reportaram que as
madeiras eram compostas quase que exclusivamente por PC.

Nas amostras de bambus, os rendimentos de PC oscilaram entre 852% e
91,0%, enquanto que para a FDA estes valores ficaram entre 70,5% e 79,3%
(Tabela 6).

Para todas as plantas, a preparacé&o de parede celular mostrou valores mais
elevados do que a FDA (Tabelas 4, 5 e 6). A diferengca observada entre as
preparacdes de PC e FDA deve-se provavelmente a solubilizagédo da hemicelulose,
constituinte que n&o esta presente na fragdo FDA (GOERING; VAN SOEST, 1970).
Os teores de hemicelulose podem ser obtidos pela diferenga entre FDN e FDA,;
entretanto esses valores devem ser considerados presuntivos, uma vez que a FDA
pode ainda apresentar residuos de pentosanas (MORRISON, 1983), e por outro

lado, deve-se considerar que a parede celular pode ndo apresentar a totalidade da



Tabela 3 - Média + erro padrdao da média dos teores de matéria seca
(MS) e matéria mineral (MM), na planta intacta (pi) e na
parede celular (pc), de seis espécies de bambu

AMOSTRAS MS (pi) MM (pi) MS (pc) MM (pc)
Chusquea bambusoides 991 1,6 99,0 0,0
+0,0 +0,0 +0,3 +0,0
Chusquea oxylepsis 99,1 2,2 991 0,1
+0,0 +0,0 +0,1 +0,0
Bambusa bambos 97,5 3,6 99,2 0,0
+0,0 +0,0 + 0,1 +0,0
Bambusa vulgaris 99,0 1,8 98,9 0,2
+0,0 +0,0 + 0,1 +0,0
Phyllostachys sp. 98,0 1.1 98,3 0,0
+0,0 +0,0 +0,0 +0,0
Merostachys burmanii 08,8 0,0 98,9 0,0
+0,0 +0,0 +0,0 +0,0
Total 98,6 1,7 98,9 0,1
+0,1 +0,2 +0,0 +0,0
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Tabela 4 - Média + erro padrdo da média dos teores de parede celular (PC),
de fibra em detergente acido (FDA) e hemicelulose de cinco
cultivares de forrageiras em estadio avancado de maturidade,

expressos em materia seca (%)

AMOSTRAS

PAREDE
CELULAR

FDA

HEMICELULOSE
(PC - FDA)

Pennisetum purpureum
Schum. cv. porto rico
(caule)

Pennisetum purpureum
Schum. cv. porto rico
(folha)

Pennisetum purpureum
Schum. cv. elef. ando
(caule)

Pennisetum purpureum
Schum. cv. elef. ando
(folha)

Pennisetum purpureum
Schum. cv. napier
(caule)

Pennisetum purpureum
Schum. cv. napier
(folha)

Andropogon gayanus
(caule)

Andropogon gayanus
(folha)

Panicum maximum
(Tobiatd)
(caule)

Panicum maximum
(Tobiata)
(folha)

82,0+0,6

57,6 +0,7

63,5+0,9

76,6 +0,9

738+15

76,2+ 0,6

64,4 +1,2

68,8 +1,0

83,7 +0,2

723 +1,4

63,1+05

50,0 +0,0

40,2 +0,2

43,4 + 0,4

51,8 10,4

455 +07

58,9+0,2

46,3 + 0,1

50,6 + 0,1

63,4 +0,7

18,8

7.4

23,2

33,1

H

22,0

30,6

5,4

22,4

33,0

8,9

Total

71,9+14

51,3 +0,8

20,5

49
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Tabela 5 - Média + erro padrédo da média dos teores de parede celular (PC),
de fibra em detergente acido (FDA) e hemicelulose de seis
espécies de madeira, expressos em matéria seca (%)

AMOSTRAS PAREDE FDA HEMICELULOSE
CELULAR (PC — FDA)

Eucalyptus paniculata 89,0 + 0,1 845+0,2 45

(cerne)

Eucalyptus paniculata 92,4+ 1,4 83,2+0,2 91

(alburno)

Eucalyptus citriodora 840+09 72,9+0,8 11,1

(cerne)

Eucalyptus citriodora 90,1 +0,7 835+14 6,5

(alburno)

Eucalyptus grandis 90,2 +0,7 86,4 +0,6 3,8

(cerne)

Eucalyptus grandis 942 +0,5 88,9 +0,3 53

(alburno)

Caesalpinia echinata 93,2+0,9 76,9+0,7 16,2

Lam. 13C

(alburno)

Caesalpinia echinata 943+0,0 75,0+0,5 19,3

Lam. 76C

(alburno)

Pinus ellioti 943+1,5 749+0,5 19,4

(cerne + alburno)

Anadenanthera 851+12 73,0+04 12,0

peregrina (L.) Speg.

(cerne)

Total 90,7+0,6 804+10 10,7
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Tabela 6 - Média + erro padrao da média dos teores de parede celular (PC),
de fibora em detergente acido (FDA) e hemicelulose de seis
espécies de bambu, expressos em matéria seca (%)

AMOSTRAS PAREDE FDA HEMICELULOSE
CELULAR (PC — FDA)
Chusquea bambusoides 90,5+ 0,7 73,7+0,9 16,8
Chusquea oxylepsis 87,9+ 01 71,1+04 16,8
Bambusa bambos 852+06 70,5+ 0,3 14,7
Bambusa vulgaris 91,0+0,5 793+0,8 11,7
Phyllostachys sp. 88,8+0,2 733+04 15,4
Merostachys burmanii 90,2 +0,7 720+0,9 18,2
Total 88,9+0/4 733+07 15,6
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pectina, uma vez que a extragdo hidrica a quente remove parte dos carboidratos
pecticos.

De acordo com Van Soest (1963b), outra importante diferenca existente entre
PC e FDA reside na preservacdo das fragdes protéicas na primeira; a solugéo de
detergente acido utilizada objetiva dissolver a proteina contida na parede celular
com BCTA (brometo cetil trimetilambnio), mas pode solubilizar parcialmente a
lignina. No entanto, ainda permanece a questao se o nitrogénio € parte constituinte
da molécula de lignina, ou se estd presente na forma de proteina como
contaminante da parede celular. O residuo Klason original da madeira também
contém pouco nitrogénio, promovendo o conceito de lignina como polimero n&o
nitrogenado.

Regra geral, 0 método da lignina detergente acido (LDA) foi o que apresentou
os menores teores de lignina para todos os grupamentos vegetais, Fukushima e
Hatfield (no prelo) também reportaram este mesmo achado.

O método lignina permanganato de potassio (LPer) tendeu a apresentar
valores mais elevados do que a lignina Klason (LK) para as madeiras e bambus,
enquanto que fendmeno inverso foi constatado para as gramineas (Tabelas 7, 8 e
9). Dentro das gramineas, a fragdo caule foi a que apresentou os teores mais
elevados de lignina para todos os métodos; os metodos LDA e LPer mostraram esse
fator variando de 1,5 a 2,8 enquanto que para o método LK, esse fator nao
ultrapassou a casa dos 1,2 (em alguns casos ficou abaixo da unidade), sugerindo
possivel contaminagdo protéica na fragéo foliar (Tabela 7). Os teores de lignina
observados em LK foram maiores em relagdo aos apresentados pelo método LDA,

este fato também foi observado por Hatfield et al. (1994) onde os valores de LK



Tabela 7 - Média + erro padréo da média dos teores de lignina, provenientes de trés procedimentos analiticos, celulose e

cinzas de cinco cultivares de forrageiras em avancado estadio de maturidade, expressos em matéria seca (%)

AMOSTRAS LDA LPer LK CELULOSE CINZAS
LPer LDA

Pennisetum purpureum Schum. cv.porto 12,3 +0,2° 30,0+0,5° 21,3+0,5° 93+0,0 0,0£0,0

rico

(caule)

Pennisetum purpureum Schum. cv. porto 49+0,7° 11,0 +0,0° 224 +0,2° 9,8+0,5 3,2+0,1

rico

(folha)

Pennisetum purpureum Schum. cv. 8,5+0,0° 13,8 £ 0,0° 22,5+ 0,9° 156 +0,0 0,0+0,0

elefante anao

(caule)

Pennisetum purpureum Schum. cv. 55+0,2° 55+02° 18,3+0,7° 53+0,0 27+0,3

elefante ando

(folha) .

Pennisetum purpureum Schum. cv. napier 9,7+0,3° 8,4+0,0° 23,0+1,17 14,2+0,0 0,0£00

(caule)

Pennisetum purpureum Schum. cv. napier 49 +0,4° 2,9+0,0° 18,7 £ 0,6° 75+05 1,7+£0,2

(folha)

Andropogon gayanus 7,6+0,0° 282 +0,1° 18,6 +0,5% 252+0,0 0,0+0,0

(caule)

Andropogon gayanus 47+02° 10,6 +0,1° 21,3+0,5% 80+0,3 3,1+0,3

(folha)

Panicum maximum (Tobiatd) 13,5+0,6° 215+1,2° 225+0,5° 0,7+0,0 0,0£0,0

(caule)

Panicum maximum (Tobiat&) 72+03° 11,0+0,1° 20,7 +0,6° 16,6 +0,0 1,1+0,2

(fotha)

Total 74+ 05 143+16 20,98+ 0,3 11,2+1,2 1,1+0,2

a,b,c diferencas (P<0,05) entre os procedimentos analiticos para os teores de lignina de uma mesma amostra.
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Tabela 8 - Média + erro padrdo da média dos teores de lignina, provenientes de trés procedimentos analiticos, celulose e

cinzas de seis amostras de madeira, expressos em matéria seca (%)

AMOSTRAS LDA LPer LK CELULOSE CINZAS
LPer LDA

Eucaliptus paniculata 17,8 +1,8° 16,3 + 0,0° 250+0,2° 23,7+0,7 04+04

(cerne)

Eucaliptus paniculata 13,4+12° 33,3+0,7° 252 +0,7° 37,5+0,1 0,0+0,0

(alburno)

Eucaliptus citriodora . 15,0 +1,0° 18,2 + 0,2° 283 +0,1° 17,0+0,9 0,0+0,0

(cerne)

Eucaliptus citriodora 11,9+0,7° 37,1+0,2° 23,9+0,2° 27,9+0,2 0,0+£00

(alburno)

Eucaliptus grandis 21,0+0,2° 453 +0,7° 30,5+1,4° 322+00 0,0+0,0

(cerne)

Eucaliptus grandis 22,1 +0,5° 22,0+0,0° 30,9+0,3° 41,2 +0,1 0,0+0,0

(alburno)

Caesalpinia echinata Lam. 13C 17,9+ 0,6° 31,5+0,1° 259 +0,2° 421 +0,1 0,0+0,0

(alburno)

Caesalpinia echinata Lam. 76C 14,7 +0,1° 422 +0,6° 252 +0,3° 31,4+00 0,0+0,0

(alburno)

Pinus ellioti 27,1 +0,1° 46,4 +0,0° 28,4 +0,1° 41,1+16 0,0+0,0

(cerne + alburno)

Anadenanthera peregrina (L.) Speg. 236+0,3° 27,5+0,5° 26,3+0,4° 3,1+0,0 0,0+0,0

(cerne)

Total 18,4 +0,8° 32,0+1,9° 27,0+ 04° 297 +21 0,0+0,0

a,b,c diferengas (P<0,05) entre os procedimentos analiticos para os teores de lignina de uma mesma amostra.

129



Tabela 9 - Média + erro padréo da média dos teores de lignina, provenientes de trés procedimentos analiticos, celulose e

cinzas de seis amostras de bambu, expressos em matéria seca (%)

AMOSTRAS LDA LPer LK CELULOSE CINZAS
LPer LDA
Chusquea bambusoides 14,3 £ 0,0° 34,3 +0,0° 20,0 + 0,6° 31,8+0,0 0,0+0,0
Chusquea oxylepsis 13,7 £0,2° 256+0,6° 21,2 +0,9 240+0,2 0,0+00
Bambusa bambos 17,8 £0,0° 29,6 +0,1° 229+07° 30,3 +0,1 0,0+0,0
Bambusa vulgaris 19,3 £0,0° 70,2 +0,2° 23,4 +0,7° 46,8 + 0,0 0,0+£0,0
Phyllostachys sp, 21,9+0,4° 239+0,1° 24,5+ 0,0° 26,7+0,0 0,0+0,0
Merostachys burmanii 18,5+ 0,3° 22,1 +0,0° 26,1 +0,6° 19,7 +0,4 0,0+0,0
Total 17,6 +0,6° 34,3+4,0° 23,0+ 0,5° 299+20 0,0+0,0

a,b,c diferencas (P<0,05) entre os procedimentos analiticos para os teores de lignina de uma mesma amostra. LDA: lignina detergente
acida; LPer: lignina permanganato de potassio; LK: lignina Klason

N
n
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foram cerca de 2 a 3 vezes maiores que os de LDA, para as mesmas amostras de
forragens. E considerado que a principal limitagado do método LK para forrageiras é a
inclusdo de proteina no residuo insoluvel, resultando em altos valores de lignina
(LAl; SARKANEN, 1971; VAN SOEST, 1967). Kondo et al. (1987) também
encontraram discrepancia entre LK e LDA em amostras de forragens; estes
concluiram que a principal diferenga entre as concentragbes dos residuos gerados
pelos dois métodos foram mais devidos a perda da lignina no método LDA do que
pela incorporacéo de proteinas dentro dos residuos de LK. De acordo com Hatfield
et al. (1994), o teor de nitrogénio nos residuos de LK foi sempre maior do que nos da
LDA. Observe-se que na presente investigagdo, as maiores concentragbes de LK
foram justamente para as gramineas. Esta foi a principal justificativa utilizada para o
emprego de BCTA (VAN SOEST, 1963b).

Jung e Fahey (1983) sugeriram que o detergente acido e o detergente neutro
removem alguma lignina verdadeira. Esta visdo considera todos os fendlicos de
parede celular, incluindo os ésteres dos acidos ferulico e p-coumarico, como parte
da lignina (JUNG; DEETZ, 1993). O método Klason pode recuperar muitas dessas
fracdes, bem como outros componentes de interferéncia. A lignina Klason pode
aumentar os valores nos capins em até 3 vezes acima da lignina detergente acido
(VAN SOEST, 1994).

Considere-se que uma frac&o da lignina € potencialmente soluvel na solugéo
&cido sulfurico, particularmente em gramineas jovens (LOWRY et al., 1994).

O tecido foliar apresentou significativos teores de cinzas, enquanto que 0s
caules foram zerados (Tabela 7). Estes resultados refletem a maior concentracéo de
minerais, na fracdo foliar, em virtude das enzimas participantes das reacbes

metabdlicas, particularmente as fotossintéticas e as da respirag&o, que ocorrem na
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mesma. Parte destas cinzas podem estar incorporadas na LDA das folhas, uma vez
que pode haver contaminagdo de matéria mineral nas preparagbes de FDA
(MERTENS, 1996). Salvo excegdo do Eucalyptus paniculata, madeiras e bambus
n&o apresentam teores de MM nas LDA. Esta observacéo vai de encontro ao fato de
que estes materiais sdo majoritariamente constituidos de tecidos pouco ativos
metabolicamente.

Diferentemente das gramineas, para as madeiras e bambus o método LPer
foi o que tendeu a fornecer valores mais elevados em relagdo a LK. A lignina de
madeiras é virtualmente livre de nitrogénio (FUKUSHIMA; HATFIELD, 2001; VAN
SOEST, 1994). Quanto a investigacéo da hipdtese se a lignina presente no cerne ou
alburno teria algum efeito sobre ataques de fungos ou cupins, os dados oferecidos
pelos trés procedimentos analiticos sdo de tal ordem discrepantes, que impossibilita
uma concluséo razoavel (Tabela 8).

Embora o método Klason seja apontado pela literatura como o mais indicado
para a avaliagdo de madeiras (GUILLON, 2001; IYAMA; WALLIS, 1988; SUN et al,,
2001), este ndo apresentou resultados conclusivos sobre as fragdes cerne e alburno.

No grupo composto pelos bambus, os valores de LDA também foram
inferiores aos apresentados pela LPer e LK (Tabela 9). Muito embora as gramineas
empregadas neste experimento tivessem sido colhidas em avancado estadio de
maturidade, o bambu, uma graminea mesmo que lenhosa, teve o seu teor de lignina
maior que o das gramineas usualmente cultivadas para a alimentacdo de animais
herbivoros.

Os teores de lignina acida, no geral, foram mais baixos que os valores obtidos
pela técnica do permanganato de potassio, fato também foi observado por Van

Soest e Wine (1968) levando-os a especularem que resultados provenientes pelo
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emprego deste Uultimo método, talvez estejam mais proximos de sua real
concentragdo. No entanto, compostos fendlicos residuais (como o0s taninos,
flavondides) podem ser atacados pelo permanganato (VAN SOEST; WINE, 1968).
Destaque-se o valor de LPer da Bambusa vulgaris, cuja anélise foi repetida varias
vezes: ndo ha evidéncias que justifiqguem esse dado, ainda mais considerando-se 0s

resultados dos dois outros metodos (Tabela 9).

4.1 Digestibilidade in vitro

Quanto a determinac&o do valor nutritivo nas forrageiras, a digestibilidade in
vitro do tecido foliar foi superior a do caule, tanto para matéria seca como para a
parede celular (Tabela 10). A Unica excecdo ficou por conta do Pennisetum
purpureum cv. elefante an&o; entretanto, observa-se que o teor de PC da folha foi
substancialmente maior que no caule (Tabela 4), muito embora as concentragdes de
lignina estivessem dentro do padréo esperado (Tabela 7). Para as demais plantas, a
principal razao residiria nas concentragbes de lignina. Fukushima e Savioli (2001)
também encontraram maiores teores de lignina no caule em relagéo a folha, quando
empregaram trés técnicas de quantificagao da lignina.

De acordo com BUXTON et al. (1996), a medida que as forragens
amadurecem, a concentracdo de parede celular aumenta em fungdo do
espessamento das paredes. Segundo VAN SOEST (1994) os caules exibem valores

de digestibilidade menores que as folhas.



Tabela 10 - Média + erro padréo da média da digestibilidade in vitro da
matéria seca e da parede celular de cinco cuitivares de
forrageiras em estadio avangado de maturidade, expressos em
matéria seca (%)

AMOSTRAS

DIVMS

DIVPC

Pennisetum purpureum
Schum. cv. porto rico
(caule)

Pennisetum purpureum
Schum. cv. porto rico
(folha)

Pennisetum purpureum
Schum. cv. elef. ando
(caule)

Pennisetum purpureum
Schum. cv. elef. ando
(folha)

Pennisetum purpureum
Schum. cv. napier
(caule)

Pennisetum purpureum
Schum. cv. napier
(folha)

Andropogon gayanus
(caule)

Andropogon gayanus
(folha)

Panicum maximum
(Tobiata)
(caule)

Panicum maximum
(Tobiata)
(folha)

251+0,5°
37.3+0,5°
473 £1,7°
423 +1,4°
35,0 +£0,5°
48,42 0,1°

36,2 +0,5°
47 4 +0.6°

249 +12°

34,4 +0,7°

16,6 + 0,2°

39,3+1,2°

25,2 +0,3°

49,5+0,4°

22,2 +0,8°

455 +0,3?

34,3+0,2°

443 +0,6°

16,9 + 1,2

32,2+0,5°

Total

37,8+1,5°

32,6+21°
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Embora tal fato seja relacionado com as concentracbes de lignina nas
diferentes fragbes da planta, Savioli e Fukushima (2000) ressaltaram que ¢é
necessario também levar-se em conta que a lignina presente no caule é
possivelmente diferente daquela presente na folha.

Na Tabela 10 também se observa que os dados da digestibilidade in vitro da
matéria seca (DIVMS) foram, no geral, superiores aos da parede celular (DIVPC),
particularmente no que tange aos caules. A DIVPC das folhas foi superior ao do
caule para os Pennisetum purpureum cv.porto rico e Pennisetum purpureum cv.
elefante ando. Nas demais gramineas a DIVPC das folhas embora menores, foram
relativamente elevadas. Mais uma vez, a principal raz&o residiria na concentraco de
lignina na parede celular.

Como esperado, a digestibilidade das amostra de madeira foi muito baixa
(Tabela 11). Nestes casos, n&o foi possivel estabelecer elos firmes entre
digestibilidade e teores de lignina mensurados por quaisquer dos trés métodos. Por
exemplo, a digestibilidade do alburno do Eucalyptus grandis foi aproximadamente
trés vezes inferior que a digestibilidade do respectivo cerne, entretanto a
concentragdo de lignina, pelos métodos LDA e LK, foi praticamente idéntica. Outro
exemplo, diz respeito ao Eucalyptus paniculata, onde a DIVMS do cerne e alburno
foi proxima, mas o teor de LPer destas fracdes foi substancialmente diferente.

No entanto, também foram observadas diferencas significativas (P < 0,05)
entre a digestibilidade global da matéria seca e da parede celular (Tabela 11). Estas
observacgbes nao fazem muito sentido, uma vez que o teor de PC nas madeiras foi
praticamente 0 mesmo que a quantidade de MS. Veja-se os exemplos de Eucalyptus
citriodora (alburno) e Anadenanthera peregrina, onde a DIVMS foi mais que trés

vezes do que a DIVPC,



Tabela 11 - Média + erro padrdo da média da digestibilidade in vitro da
matéria seca e da parede celular de seis espécies de madeira,
expressos em matéria seca (%)

AMOSTRAS DIVMS DIVPC
Eucalyptus paniculata 4,4 +0,2° 34+0,3°
(cerne)

Eucalyptus paniculata 41+0,4° 26+0,2°
(alburno)

Eucalyptus citriodora 75+0,3° 3,7+0,1
(cerne)

Eucalyptus citriodora 8,6+0,6° 1,7 +0,1°
(alburno)

Eucalyptus grandis 7.4+0,3° 53+0,4°
(cerne)

Eucalyptus grandis 2,8+0,0° 0,7 +0,0°
(alburno)

Caesalpinia echinata 52 +0,2° 54 +0,2°
Lam. 13C

(alburno)

Caesalpinia echinata 86 +0,5° 75+0,6"
Lam. 76C

(alburno)

Pinus ellioti 55+0,4° 32+0,1°
(cerne + alburno)

Anadenanthera 96+0,4° 3,0+0,5°
peregrina (L.) Speg.

(cerne)

Total 6,4 +04° 36+0,3°
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entretanto, a concentracdo de PC em ambas variou de 85 a 90%. De acordo com
Van Soest (1964), a lignina exerce efeitos deletérios sobre a parede celular, e ndo
no conteudo celular.

As amostras de bambu, também diferiram significativamente (P < 0,05)
qguanto a digestibilidade da matéria seca e da parede celular (Tabela 12).

Embora os bambus sejam gramineas, os seus colmos sdo lenhosos, portanto
nao surpreende que a digestibilidade foi inferior que as amostras do grupo 1.
Observe-se que para as gramineas, 0s dois capins que apresentaram as menores
taxas de DIVMS e DIVPC (caules de Pennisetum purpureum cv. porto rico e
Pennisetum maximum) foram também as amostras que mostraram os maiores

teores de PC e LDA (Tabela 10, 11 e 12).

4.2 Correlagao dos teores de lignina com a digestibilidade in vitro

Para quase todas as amostras, os teores de lignina mensurados pelas trés
técnicas foram negativamente correlacionados com a digestibilidade “in vitro”, tanto

da matéria seca como da parede celular (Tabela 13).

A excecdo da LK, as forrageiras mostraram de razodveis a elevadas
correlacées, altamente significativas. Entretanto, para o grupo das madeiras, as
correlacbes ndo foram significativas. O grupo dos bambus ficou numa posicao
intermediaria. Em outras palavras, o método LDA estimou razoavelmente bem a

digestibilidade de forrageiras € bambus, ficando em segundo lugar a LPer.



Tabela 12 - Média + erro padrdo da média da digestibilidade in vitro da
matéria seca e da parede celular de seis espécies de bambu,
expressos em matéria seca (%)

AMOSTRAS DIVMS DIVPC

Chusquea bambusoides 9,9+0,6° 7,1+0,7°
Chusquea oxylepsis 11,3 +0,6° 71+0,8°
Bambusa bambos 10,1 +0,1° 57 +0,2°
Bambusa vulgaris 5,8 +0,0° 1,3+0,3°
Phyllostachys sp. 71+0,8° 4,7 +0,0°
Merostachys burmanii 78+0,1° 2,1+0,5°
Total 8,7 +0,4° 4,7 +05°




Tabela 13 - Correlagédo entre os teores de lignina obtidos pelos trés
procedimentos analiticos e a digestibilidade in vitro da
matéria seca e da parede celular de forrageiras, madeiras e

bambus

AMOSTRA BRUTA PAREDE CELULAR
AMOSTRAS r* P** r* p**
Grupo 1- Forrageiras
LDA - 0,804 0,0001 - 0,929 0,0001
LPer -0,672 0,0001 - 0,635 0,0001
LK - 0,308 0,097 -0,612 0,0001
Grupo 2- Madeiras
LDA -0,129 0,496 -0,122 0,520
LPer 0,304 0,102 0,404 0,027
LK - 0,243 0,196 -0,132 0,486
Grupo 3- Bambus
LDA - 0,795 0,0001 - 0,640 0,004
LPer - 0,541 0,020 - 0,505 0,032
LK -0,613 0,007 -0,719 0,001

* indice de Correlacéo de Pearson; ** nivel de significancia; LDA= lignina
detergente acido; LPer= lignina permanganato de potassio; LK= lignina

Klason
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A LK nao estimou bem a digestibilidade em gramineas, possivelmente devido
a interferéncia das proteinas. Quanto as madeiras, nenhum dos trés métodos foi um
bom indicador da digestibilidade, mesmo o método LK, que tradicionalmente € o
método de escolha para quantificar lignina em madeiras. Aparentemente, a principal

causa nas madeiras foi a baixa digestibilidade.

Pode-se conjeturar que esta baixa digestibilidade foi influenciada por outros
fatores além da lignina ou entdo que a lignina n&o foi adequadamente quantificada
por nenhum dos métodos. Entretanto, deve-se levar em consideragdo que o0s
bambus apresentaram baixos coeficientes de digestibilidade e nem por isso as
correlacdes foram insatisfatorias

Embora os métodos LDA e LPer tenham razoavelmente estimado a
digestibilidade em forrageiras, para um amplo leque de amostras vegetais nenhum
dos trés métodos analiticos foi totalmente satisfatério. Portanto, mais estudos sao
necessarios para a estimativa do teor de Iignina em amostras vegetais, de forma a
originar resultados mais conclusivos.

De forma geral, a auséncia de precisao dos métodos utilizados para a
determinacdo dos teores de lignina, estdo refletidas nos resultados encontrados
neste trabalho. Uma vez que, nenhum dos métodos apresentados, refletiram
precisamente as concentragdes de lignina para as amostras botanicas de diversas
origens filogenéticas; dando vazéao para a validagédo de novas metodologias com
maior poder de acuracia na determinacdo dos teores desta molécula nos variados

grupos vegetais.
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5 CONCLUSAO

Nas diferentes preparacdes de parede celular, 0 método parede celular bruta
(PC) apresentou maiores rendimentos de parede celular, em relagdo a FDA. Esta
observacdo sugere que a extracdo com solventes organicos remove menos
substancias do que o brometo cetil trimetilamdnio, utilizado para as preparagbes de
FDA e este detergente pode solubilizar parte da lignina da amostra, resultando em
menores valores de lignina detergente acido (LDA).

Regra geral, ndo houve concordancia entre os trés métodos para a
mensuracéo dos teores de lignina, nos trés grupos de amostras. Os métodos lignina
permanganato de potassio (LPer) e lignina Klason (LK) foram os que apresentaram
os dados mais elevados. No entanto, tais resultados devem ser vistos com ressalva,
uma vez que estes podem estar mascarados por artefatos da técnica.

Embora os meétodos LDA e LPer tenham razoavelmente estimado a
digestibilidade em forrageiras, para um amplo leque de amostras vegetais, incluindo
madeiras, nenhum dos trés métodos analiticos foi totalmente satisfatério. Portanto,
mais estudos s&o necessér!os para a estimativa do teor de lignina em amostras

vegetais, de forma a originar resultados mais conclusivos.
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