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RESUMO

Bromatologia de mutantes de Urochloa brizantha cv. Marandu com diferentes
habitos de crescimento

O melhoramento genético de plantas forrageiras vem sendo desenvolvido de maneira
eficaz para melhor aproveitamento do material obtido, menores custos e maior
resisténcia climatica pragas devendo os materiais, antes de serem recomendados,
serem avaliados para os valores nutricionais. Atualmente muitos métodos sao
utilizados para facilitar processos de analises para fins bromatologicos. Todavia,
alguns casos, as analises precisam ser feitas com uma unica planta e devido ao
volume necessario de amostra, a quantidade necessaria exigida nao € atingida, sendo
imperativa a reducdo da mesma para proporcdes que permitam uma analise
adequada e com resultados confiaveis, na quantidade de amostra disponivel. No
presente trabalho foram efetuados dois experimentos com amostras diferentes. Um
para balizar as reducdes de amostra do protocolo inicial, para obtencéo de resultados
confiaveis e comparaveis ao protocolo padrao, com redugdes para 75, 50 e 25% da
amostra original, utilizando-se para isso amostras de braquiarias Urochloa brizantha e
U. ruziziensis cana-de-agucar. O segundo experimento foi realizado utilizando cinco
linhas mutantes, as linhas 4C, 10M,, 3B, 15B, derivadas de Urochloa brizantha cv
Marandu, e cultivar que serviu como base, os quais foram avaliados em quatro
eépocas do desenvolvimento das plantas (35, 70, 105 e 140 dias). As analise foram
conduzidos no laboratério de nutricdo animal do Campus 2 da Universidade do Oeste
Paulista — UNOESTE. Os resultados das redu¢cdes mostraram que estas podem ser
realizadas e originaram resultados com a mesma confiabilidade da analise original. As
amostras podem ser reduzidas para até 25% do volume original para proteina e para
75% quando analisadas celulose; hemicelulose e lignina. O mutante 4C n&o
apresentou diferengas significativas quanto ao total de lignina durante os estagios de
maturagdo, nas demais amostras observou-se que o grau de maturidade da planta
influencia diretamente em sua qualidade nutricional. Conclui-se que o mutante 4C
apresenta estabilidade na lignina e no teor de fibras, apresentando uma quantidade
de proteina significativamente elevada com 140 dias de maturagédo, sendo assim o
mais indicado para o plantio devido suas caracteristicas favoraveis para alimentagéo
animal.

Palavras-chaves: Alimentagdo. Animal. Pastagem.



ABSTRACT

Bromatology of mutants of Urochloa brizantha cv. Marandu with different growth
habits

Forage breeding is being developed to improve the efficiency in the use of natural
resources, a better production, low costs and higher tolerance to biotic and abiotic
stress, with the superior materials being evaluated for nutritional value as forage.
Nowadays, several methods are being used to test the materials for bromatology as
Neutral detergent fibre (NDF), Acid detergent fibre (ADF), protein and lignin. However,
in some cases, the analysis need a high volume of samples, and in the case of
superior plants, sometimes they are just one individual and do not allow that analysis.
So, for those cases, it is imperative that the volume of the samples must be adjusted
to permit a precocious and reliable analysis to speed the breeding programs and to
dimish the volume of toxic waste produced. In the present work, two experiments were
done with different samples. The first one to reduce the samples and reagents used
for analysis, to ensure that reliable and comparable to the standard analysis, using
reductions of 25, 50 and 75% of the original sample, with Urochloa brizantha, U.
ruziziensis and sugarcane as models. The second experiment was done to confirm the
reductions proposed in the first one, using four mutants, lines 4C, 10M, 3B, 15B, and
the cultivar Marandu of U.brizantha from where the mutants were obtained by EMS
mutation (Ethyl methanesulfonate). All materials in the experiment were evaluated in
four phases of development, 35, 70,105 and 140 days. The results showed that
reductions for all analysis were possible and gave results with the same reliability of
the original analysis. For protein, the reduction could be done until 25% of the original
and just for 75% for the other analysis (NDF, ADF and lignin). In the second
experiment, the line 4C did not show a significant difference in relation to all
maturation phases. In the other samples, there was an effect of maturation phase in
the nutritional values.

Keywords: Feeding. Animal. Grazing.
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1 INTRODUGAO

Uma das principais metas do melhoramento de plantas é atender aos
usuarios das tecnologias, sejam eles produtores de graos, sejam eles produtores de
carne, gerando segurancga alimentar e alimentos de maior qualidade e a um o menor
custo para o consumidor final. Devido aos avancos na qualidade de vida da
populagado, isso tem gerado um aumento da longevidade, levando assim ao um
crescimento populacional relativamente alto, pois, a expectativa de vida tem
aumentado ao mesmo tempo a natalidade nao parou de crescer.

Algumas solugbes praticas e supostamente rapidas para aumentar a
eficiéncia dos sistemas de produgdo animal, com resultados que sejam
simultaneamente favoraveis do ponto de vista econémico, social e ambiental tem sido
implementadas, assim, a procura por fontes de alimentos mais eficientes e
econdmicos para serem utilizados na alimentagao animal € constante.

O ruminante possui um sistema digestivo composto por cavidades pré-
gastricas em que microrganismos simbidticos permitem o aproveitamento dos
nutrientes contidos em alimentos fibrosos e grosseiros por meio de um processo
fermentativo. Por isso, sdo considerados animais de grande eficiéncia digestiva e
especializagdo para obter a energia necessaria para seus processos fisioldgicos e,
consequentemente, para producao de produtos de interesse econémico como carne,
leite e couro. Apesar de o desempenho animal ser dependente de fatores genéticos e
ambientais, sabe-se que a eficiéncia alimentar € um fator importante no
desenvolvimento dos animais.

Para a obtencdo de um material de boa qualidade, pesquisadores vem
estudando diversas formas para producdo de alimentos que atendam todas as
necessidades na nutricdo animal para um produto final esperado e a um baixo custo
de produgao.

Devido aos testes elaborados e diversos protocolos, em muitos casos
nao se consegue a quantidade de matéria-prima desejada para as analises
bromatoldgicas tendo-se apenas uma planta para ser produzida e analisada, néo
atingindo assim a quantidade necessaria de amostra para as devidas analises
laboratoriais de proteina, lignina, celulose e hemicelulose, componentes esses das
plantas, os quais interferem diretamente na formacdo do animal e a quantidade de
fibras insoluveis diretamente no trato gastrointestinal do animal dificultando o

processo de absor¢do de nutrientes e digestdo. A selegdo precoce de materiais
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nutricionalmente superiores pode acelerar os processos de melhoramento quando
este ainda conta com poucos individuos, ou mesmo em plantas individuais, evitando
custos de conducdo de populacbes numerosas. Assim, ha a necessidade de uma
reducao significativa na quantidade de material a ser analisado, porém, sem
diferencgas significativas em relagéo a analise original.

Muito utilizada para alimentagdo e nutricdo do gado, tanto para a
industria de carne e leite, as forragens do género Urochloa, sdao de extrema
importancia para o setor agropecuario. Além disso, tem se mostrado interessante para
o setor agricola por formar uma grande massa seca de decomposi¢éo relativamente
lenta, o que tem incrementado o interesse da area de Integragdo Lavoura-Pecuaria-
Floresta. Plantas do género Urochloa sao relativamente rusticas, com facil
adaptabilidade a diferentes condicbes edafoclimaticas, e com um bom
desenvolvimento na maior parte do ano, tendo seu desenvolvimento diminuido nas
épocas de dias mais frios e com menos horas de luz, ou com restrigao hidrica severa.
A época de colheita da forragem, pelo corte ou pastejo, deve estar relacionada ao
grau de desenvolvimento da planta, e por consequéncia, ao seu valor nutritivo. A
lignina € um dos componentes da parede celular dos vegetais, considerada n&o
digestivel e inibidora da digestibilidade da parede celular das plantas forrageiras, se

tornando mais acentuada a medida que o vegetal amadurece.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a reducao das quantidades de material necessario para a analise
bromatoldgica, utilizando-se diversos materiais para o balizamento de reducgdes das
propor¢des de amostras necessarias as analises de lignina, proteina, FDN e FDA e se

possivel diminuir os custos com reagentes caros e toéxicos.

2.2 Especificos

- Adequar os métodos existentes para grandes volumes de forragem,
para métodos que permitam a mensuragdo em escalas menores, como por exemplo
uma unica planta.

- Aferir o método utilizando-se 5 linhas mutantes de Urochloa brizantha
cv. Marandu para verificar se ha diferengas dentro destes materiais € se em algum

ponto do crescimento estes apresentam maiores teores de lignina.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A pecuaria brasileira € fundamentada na producao a pasto e, portanto, o
melhoramento de forrageiras tem papel muito relevante para a economia do Pais,
sendo que dos 167 milhdes de ha (BEEFPOINT, 2016) aproximadamente 70% desta
area é cultivada em forragens (ou 115 milhdes ha, EMBRAPA, 2014), dos quais 85%
sdo produzidos com duas forrageiras da espécie Urochloa brizantha cv Marandu e cv
Basilisk (PEREIRA et al., 2005; EMBRAPA, 2014).

A utilizacdo de pastagens juntamente com a iniciacdo e avaliagdo de
novos cultivares de gramineas tem ganhado uma atengdo especial na
experimentagdo com plantas forrageiras tropicais no Brasil ha muito tempo. Dentre
essas plantas podemos destacar a cana-de-agucar, e os capins do género Urochloa.

O bagago da cana-de-agucar, residuo da extracdo do caldo apos
esmagamento nas moendas, € o maior da agroindustria brasileira. A produtividade
média estimada para a temporada 2018/19 é de 72.671 kg/ha, bem préxima da
alcangada nas duas ultimas safras, que foi de 72.623 kg/ha na safra 2016/17 e 72.543
kg/ha na safra 2017/18. De cada tonelada de cana moida na industria extraimos 700
litros de caldo de cana e 300 kg de bagaco (50% MS), podendo concluir que
aproximadamente das 626 milhdes de toneladas de cana moida nas usinas e
destilarias do Brasil (CONAB, 2018). Os constituintes da fibra das forrageiras tropicais
sdo considerados de grande importancia, por duas razbes principais: 1)
compreendem a grande parte da matéria seca da planta; 2) constituem a fracdo da
planta menos digerida no trato digestivo e a mais lentamente digerida em nivel de
ramen (LEAO, 2007).

A fibra pode ser caracterizada como o componente estrutural das
plantas (parede celular), a fracdo menos digestivel dos alimentos, a fragcdo do
alimento que nao é digerida por enzimas de mamiferos ou a parte do alimento que
promove a ruminacao e a saude do ramen (MACEDO JUNIOR et al., 2007). Dentre os
meétodos utilizados para um material de qualidade, podemos destacar o melhoramento
genético de plantas forrageiras, principalmente de espécies tropicais, ainda nao
atingiu o mesmo estagio de desenvolvimento obtido pelos cereais. Por isso, espera-se
que o melhoramento possa desenvolver significativos avangos no aumento da
produtividade pecuaria, realizando o mesmo papel fundamental desempenhado pelas
culturas de grdos. Também era considerado “melhoramento” a substituicdo da
pastagem nativa por pastagens cultivadas com forrageiras exoticas, solteiras ou
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consorciadas com leguminosas tropicais, oriundas de programas de melhoramento
estrangeiros. O conceito de melhoramento proporcionou um aumento na capacidade
de suporte das pastagens, acompanhado por um aumento na qualidade da forragem,
0 que resultou no aumento de ganho em peso por animal e por area cultivada (VALLE
et al., 2015), no entanto € necessario considerar a complexa relagdo solo-planta-
animal. Poucos sao os cultivares de forrageiras disponiveis no Brasil. A grande
maioria é resultado da selecao realizada sobre acessos introduzidos ou coletados no
pais, e algumas, do trabalho de selecdo em grandes colegbes representativas da
variabilidade natural. Em todos estes casos, o incremento em produg¢ao animal que se
obteve, principalmente nos ultimos 20 anos foi significativo e colocou o Brasil nos
patamares de producgao e exportagao em que hoje se encontra (VALLE, 2001).

Para intensificar o potencial de producgao forrageira e animal, pode-se
adaptar a planta ao ambiente através do melhoramento genético ou provocar uma
mudanga parcial no ambiente, o que se consegue utilizando eficientemente fatores
como adubagao, irrigacdo, controle de invasoras, doengas e pragas. Devido
implicagcbes técnicas e econdmicas das duas alternativas, o melhoramento genético
se constitui na opgdo mais adequada, sendo uma tecnologia que necessita de
pequeno investimento, quando comparado com a capacidade de retorno, além de nao
ser poluente e, potencialmente, de poder beneficiar o maior niumero de produtores,
com menor risco e custo de adogao (PEREIRA, 2002).

As mutagdes podem ser induzidas por tratamento com mutagénicos
tanto fisicos, quanto quimicos, por exemplo, o etiimetanossulfonato (EMS). Entre os
mutagénicos quimicos, o EMS é muito utilizado devido a sua facilidade de uso e
potencial para produzir alta frequéncia de substituicdo de nucleotideos, causando
uma densidade relativamente alta de mutagdes irreversiveis (HENIKOFF; COMAI,
2003; TALEBI et al., 2012).

3.1 Braquiaria

O género Urochloa (sin. Brachiaria), € uma graminea perene ou anual;
ereta ou decumbente; entouceirada, rizomatosa, com enraizamento nos nés inferiores
em contato com o solo, denso pubescente, de coloragdo geralmente verde-escura, de
30 a 90 centimetros de altura (KARIA et al., 2006).
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O valor nutritivo das forrageiras depende de fatores quimicos, fisicos e
estruturais inerentes a planta, que, por sua vez, sofrem influéncia do meio ambiente,
principalmente pelas condi¢gdes edafoclimaticas (LOPES et al., 2017). O género
Urochloa se destaca pela nitida capacidade de dominio ecolégico em solos acidos e
com baixa fertilidade, sendo que as espécies U. decumbens e U. brizantha tém
permitido a expans&o para a producdo animal nos cerrados (CAMARA; SERAPHIN,
2002).

Podem ser utilizadas diretamente para pastagem direta, silagem,
fenacado e recentemente como produtor de cobertura morta para sistemas de plantio
direto nas regibes tropicais (COSTA et al., 2014; FLAVIO NETO et al., 2015) ou
mesmo como parte de sistemas de Integragdo lavoura-pecuaria-floresta (ILPF,
BALBINO et al., 2012).

As pastagens cultivadas ocupam uma area de cerca de 120 milhdes de
hectares, das quais 80% sao representadas por capins do género Brachiaria. Uma
grande parte das areas ocupadas pelas pastagens apresenta 60% de grau de
degradagao (ALONSO, 2017). Em areas de Cerrado, que responde por 60% da
produ¢cdo de carne do Pais, cerca de 80% dos 45-50 milhdes de hectares com
pastagens cultivadas apresentam algum grau de degradag&o, com capacidade de
suporte inferior a 0,8 UA ha™ ano (EMBRAPA, 2013). Dentre as espécies mais
cultivadas e utilizadas em regides de Cerrado, a U. brizantha cv. Marandu tem
apresentado alta capacidade de adaptacéo, sendo responsavel por grande parte da
alimentagdo do rebanho bovino criado a pasto. Trata-se de uma excelente fonte de
alimento, de boa qualidade, desde que se obedega a exigéncia nutricional da planta,
com adubacdo e manejo adequado, caso contrario, perde o valor nutritivo
rapidamente, principalmente apés o florescimento (VALLE et al., 2000).

A maior area plantada dessa pastagem no Brasil esta na Regido Centro-
Oeste, sujeita a grandes variagdes estacionais de temperatura e umidade. O periodo
chuvoso desta regido € caracterizado pela ocorréncia de temperaturas e indices
pluviométricos elevados, com altas taxas de evapotranspiracdo. Na época seca,
apresenta fotoperiodo mais curto, baixas temperaturas noturnas e a baixa umidade;
devido a menor pluviosidade, podem limitar o crescimento das gramineas,

promovendo assim acentuado comportamento estacional (VALLE et al., 2000).
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3.2. Lignina

Lignina €& um polimero derivado de unidades fenilpropandides
denominadas CzC3;. A maximizagao na producdo de leite e de carne por animais
ruminantes depende, principalmente, de adequado aporte de nutrientes e energia.
Além de atender a varios outros pré-requisitos, € de fundamental importancia a
maxima utilizagdo do potencial nutritivo dos alimentos concentrados e volumosos. O
principal obstaculo a digestdo microbiana dos carboidratos da parede celular é a
lignina (FUKUSHIMA; HATFIELD, 2003).

A lignina € um componente n&o-carboidrato da parede celular dos
vegetais, considerada indigestivel e também inibidora da digestibilidade da parede
celular das plantas forrageiras, a medida que o vegetal amadurece acentua-se a sua
acao (FUKUSHIMA et al., 2000) a lignina é principal fator implicante na digestibilidade
de um alimento para o animal (RIGUEIRA et al.,, 2017). A condensagdao dos
chamados acidos fendlicos leva a formagao da lignina, agindo, portanto, como suas
unidades precursoras. Devido a lignina pertencer a classe dos compostos fendlicos,
que sdo conhecidos por sua capacidade de reduzir a digestibilidade dos tecidos
vegetais, os seus efeitos dependem da resposta especifica para cada espécie de
herbivoro e do tipo de composto produzido por cada espécie vegetal em questédo
(AQUINO; FALCAO; ALMEIDA-CORTEZ, 2017)

A lignina prejudica a digestdo dos polissacarideos por ser toxica aos
microrganismos do rumen, por impedir fisicamente a digestdo e pela limitagdo da
acao de enzimas hidroliticas (causada pela natureza hidrofobica dos polimeros de
lignina) (VISONA-OLIVEIRA et al., 2015). A lignificacdo da parede celular pode limitar
a digestdo dos polissacarideos por meio de trés possiveis mecanismos: 1) efeito
téxico de componentes da lignina aos microorganismos do rumen; 2) impedimento
fisico causado pela ligagao lignina polissacarideo, que limita o acesso das enzimas
fibroliticas ao centro de reagdo de um carboidrato especifico; e 3) limitacdo da acao
de enzimas hidrofilicas causada pela hidrofobicidade criada pelos polimeros de

lignina.
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3.3 Celulose

A celulose é um polimero linear de moléculas D-glicopiranose, unidas
por ligagdes glicosidicas B-(1-4). As microfibrilas sdo formadas por agregados de
cadeias de celulose interligadas por ligacbes de hidrogénio inter e intra moleculares
entre os 8 grupos hidroxilas presentes nos residuos de glicose que a formam. Essas
interagbes levam a formagdo de regides bem definidas (LEAL, 2015) (estrutura
cristalina) que conferem grande resisténcia ao tecido vegetal. Estas cadeias se unem
através de pontes de hidrogénio formando as microfibrilas de celulose (30 a 100
cadeias de diametro), sendo que o grau de cristalinidade destas fibrilas ou a presenca
de outros polimeros associados a matriz celulésica s&o de especial importancia na
avaliacdo de forragens, pois esta interagdo pode influenciar a suscetibilidade da

molécula de celulose a hidrdlise enzimatica microbiana (VAN SOEST, 1994).

3.4 Hemicelulose

Colecado heterogénea de polissacarideos (VAN SOEST, 1994). Em
células maduras, as hemiceluloses encontram-se mais associadas a lignina através
de ligagcbes covalentes. As hemiceluloses sao divididas em quatro subgrupos: as
xilanas, as a-glicanas, as xiloglicanas e as mananas, apresentando diversidade
estrutural e sendo nomeadas de acordo com o monossacarideo predominante
(MACEDO JUNIOR et al., 2007).

3.5 Proteina

Existem trés grandes grupos de proteinas que fazem parte da parede
celular: as extensinas, com fungéo estrutural, as proteinas ricas em glicina (GRPs)
associadas a lignificacao e as proteinas ricas em prolina (PRPs), que fazem parte da
formacao dos nddulos radiculares em leguminosas (MACEDO JUNIOR et al., 2007).

Existem outros grupos menos significativos, mas que exercem fungdes
essenciais ao desenvolvimento celular. Uma parte destas proteinas € solubilizada na
determinacao da fibra, outra parte, permanece como constituinte da mesma, sendo

corrigida com a determinagéo do nitrogénio na parede celular (NIDA ou CIDA), alguns
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autores mencionam que esta proteina ndo deve ser corrigida, pois se encontra
indisponivel a digestao (GIGER-REVERDIN, 1995).

O método Kjeldahl é o método-padrdo de determinagcado de nitrogénio
(N), principalmente em forragens. Ele consiste em trés passos basicos, sendo eles:
digestdo da amostra em acido sulfurico com um catalisador, que resulta em
conversao do nitrogénio em amoénia, destilagdo da amdnia em uma solugéo receptora;
quantificacdo da aménia por titulagdo com uma solugédo-padrao (SILVA; QUEIROZ,
2002).

As proteinas e outros compostos nitrogenados sdo decompostos na
presenca do acido sulfurico concentrado, a quente, com produgdo de sulfato de
amoénio. O sulfato de potassio ou de sddio é adicionado, a fim de aumentar o ponto de
ebulicdo do acido sulfurico, apressando a digestdo. Outros compostos, como sulfato
de cobre, selénio etc., também ajudam na digestdo da matéria orgénica (SILVA;
QUEIROZ, 2002).

O sulfato de amoénio resultante, na presenca da solugao concentrada de
hidréxido de sddio, libera amédnia, que é recebida na solugcido de acido bdrico, titulada
com acido sulfurico ou cloridrico de titulo conhecido; assim, determina-se o teor de
nitrogénio da amostra. Para o calculo da proteina bruta, basta multiplicar o resultado
pelo fator 6,25 (SILVA; QUEIROZ, 2002).

3.6 Fibras em detergente neutro (FDN - celulose, hemicelulose e lignina) e fibras

em detergente acido (FDA - celulose, lignina, proteina desnaturada e minerais)

O conteudo celular, parte soluvel, € composto basicamente de proteinas
soluveis, agucares, lipideos, nitrogénio nao proteico, pectina, amido e outros produtos
também soluveis em agua (GOERING; VAN SOEST, 1970). O método de
determinacdo da qualidade de forrageiras, proposto por Van Soest (1967) e descrito
por Silva e Queiroz 2002 baseia-se na obtengdo dos componentes soluveis em
reagentes especificos, conhecidos como detergente neutro e detergente acido.

Denomina-se como fibra em detergente neutro (FDN) da parede celular,
a porcao da forragem insoluvel em detergente neutro, que é basicamente constituida
de celulose, hemicelulose, lignina, proteina lignificada, cinzas e proteina danificada.

Denomina-se fibra em detergente acido (FDA), pela metodologia de Van
Soest (1967), os constituintes menos soluveis da parede celular, sendo que em

seguida serdo determinados: celulose, lignina, nitrogénio insoluvel em detergente
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acido (que representa o nitrogénio lignificado), cinzas insoluveis em acido e silica.
Basicamente, a amostra é tratada com uma solugdo denominada detergente acido, a
qual solubiliza o conteudo celular, a hemicelulose e a maior parte da proteina
insoluvel em solugdo de detergente neutra. O fracionamento dos constituintes da
parede celular sera finalizado a partir da solubilizag&o da lignina (VAN SOEST; WINE,
1968; PEREIRA; ROSSI, 1995).

A lignina pode ser classificada em dois grupos.

Lignina core, é derivada de acidos hidrocinamicos que sdo compostos
através de ligagbes interresistentes a hidrélise, resistente a degradacgdo, sendo
formadas pelas trés unidades citadas acima.

Ligninas ndo core possuem 4acidos hidrocindmicos que se unem aos
polimeros da parede celular através de ligagdes covalentes e sendo liberados durante
a hidrolise (PERES, 2018)

A preparagao da lignina livre de contaminantes pode ser obtida por
vigoroso tratamento, o qual gera uma modificagdo na estrutura da lignina (OLIVEIRA
SIMOES et al., 2001).
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4 MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi executado em dois experimentos.

4.1 Experimento 1

Para o primeiro experimento utilizaram-se amostras de Urochloa
ruziziensis, U.brizantha e cana-de-agucar as quais foram coletadas no Campus 2 da
UNOESTE, pesadas e levadas até a estufa para que fosse feito o processo de
secagem sob ventilagao for¢ada a 60°C. Apds isso a amostra foi triturada em moinho
de facas e armazenada a seco até as analises.

Todas as analises e os resultados foram obtidos com base em matéria

Seca.

4.1.1 Lignina

As amostras presentes no cadinho de Gooch, ja filtradas apds o
processo de FDA, receberam acido sulfurico a 72% até ficarem completamente
submersas e assim permaneceram por 3h, sendo agitadas com intervalo de 30
minutos com bastao de vidro individual. Apds este procedimento, as amostras foram
fitradas com agua quente na bomba a vacuo e levadas a estufa a 105° C por 8h,
resfriadas em dessecador e pesadas em balanga analitica. Apés, foram levadas para
mufla a 500°C por 3h, e pesadas em balanga analitica apos atingirem temperatura

ambiente.

4.1.2 Analise de proteina

Para a analise de proteina partindo-se de uma amostra de 0,30 g
(SILVA; QUEIROZ, 2002), reduziu-se o peso inicial das amostras para 75, 50 e 25%
dos valores iniciais.

As amostras foram levadas até o tubo digestor com a temperatura de
350°C e foram digeridas por 1 hora. Apos resfriada, foi adicionado 15 mL de agua
destilada no tubo para realizacdo do processo de destilacdo. No destilador

devidamente limpo, foi colocado NaOH 0,4 N no copo dosador, um erlenmeyer com
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30 mL de acido bérico com indicador vermelho de metila foi devidamente preparado
para cada amostra. A destilacdo foi feita por arraste, mantendo o terminal do
condensador mergulhado na solugao receptora até que toda a aménia fosse liberada.
O volume do destilado foi de aproximadamente 75 mL. Retirou-se o erlenmeyer e
titulou com HCI 0,1 N até a viragem do indicador misto (verde para rosa).

ApOs a separagao das amostras, adicionou-se a mistura catalitica a base
de sulfato de cobre (SILVA et al.; 2016) e o acido sulfurico no tubo com proporgdes

equivalentes as amostras conforme a Tabela 1.

TABELA 1 - Quantidade de amostra e reagentes dispensadas para analise de

proteina: mistura catalitica e acido sulfurico adicionado em cada

analise.
Percentagem da amostra inicial
100 75 50 25%
Amostra (g) 0,30 0,22 0,15 0,075
Mistura catalitica (g) 0,2 0,15 0,1 0,05
Acido sulfarico concentrado (mL) 5 3,75 2,5 1,25

4.1.3 Analise de FDN fibra em detergente acido (celulose, hemicelulose, lignina,

proteina desnaturada e matéria mineral)

As amostras foram secas em estufa a 105° C por 48 horas, em seguida
trituradas no moinho e devidamente separadas. ApOs esse processo pesou-se em
balanga analitica em papel de seda e transferiu-se para o tubo de Kjeldahl onde foram
adicionadas as amostras e o detergente Neutro (Etileno diamino tetra acetato
dissédico (EDTA), lauril sulfato de sédio, fosfato acido de sédio e agua deionizada)

(Souza et al., 1999) propor¢des relacionadas na Tabela 2.
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TABELA 2 - Quantidade de amostra e detergente neutro usado na analise de FDN
(celulose, hemicelulose, lignina, proteina lignificada, cinzas e proteina

danificada) e FDA (Celulose e Lignina)

100% 75% 50% 25%
Amostra (g) 0,35 0,26 0,175 0,0875
Detergente neutro (mL) 35 26 17,5 8,75

Ap6s a adicdo do detergente neutro nas mesmas proporgdes
apresentadas na Tabela 2, acrescentou-se 0,05 mg de bissulfito de s6dio em cada
tubo, os quais posteriormente foram levados ao tubo digestor por 1h a 132°C. As
amostras foram filtradas em cadinho de Gooch em bomba a vacuo. Apds este
processo as mesmas foram levadas a estufa 105° C por 8h e pesadas em balanca
analitica apds resfriadas em dessecador.

O total de 0,35 g de amostra seca a 65°C foi triturada em moinho com
peneira de malha 20 a 30 mm. Adicionou 35 mL de solugdo detergente neutra e 0,35
g de Na,;SOs, levou-se ao bloco digestor em seguida foi colocada em funis para que
0s vapores se condensassem, evitando a perda de solucdo, e deixada em ebulicdo
(aproximadamente 125°C) por 60 minutos. A seguir, transferiu a solugdo para um
cadinho filtrante, previamente mantido por uma hora a 105°C e pesado (peso B), e
filtrou com auxilio de vacuo, lavando o residuo aproximadamente trés vezes com
agua fervente ou até ndo haver mais presenca de espuma. Em seguida, lavou-se
duas vezes com 40 mL de acetona. Os cadinhos foram levados para estufa de
secagem a 105°C contendo o residuo até peso constante e transferidos para
dessecador contendo silica-gel. Quando atingiu a temperatura ambiente a pesagem
foi efetuada em balanga analitica. A porcentagem dos constituintes da parede celular
ou fibra em detergente neutro, com base na matéria seca a 65°C, é obtida por meio
da diferenca entre as pesagens, ou seja:

FDN (%)= ((C - B) x 100)/ A)
Sendo: A o peso da amostra em gramas, B o peso do cadinho vazio e C

0 peso do cadinho mais o residuo.
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4.1.4 Analise de FDA - Fibra em Detergente Acido (Celulose e Lignina)

As amostras foram reduzidas de acordo com a Tabela 3 como
alternativas para a metodologia padréo.

ApoOs a adicdo do detergente acido (Brometo de cetil trimetilaménio
(CTAB)), Acetona, Deca-hidronaftaleno (decalina) e solugdo de acido sulfurico 0,5
mol. L™, os tubos foram levados ao bloco digestor por 1h na temperatura de 132 °C.
As amostras foram filtradas em cadinho de Gooch com o auxilio de vacuo, e em
seguida levadas a estufa a 105 °C por 8h, apés o processo de resfriamento em

dessecador foram devidamente pesadas em balanga analitica.
4.2 Experimento 2

Cinco amostras de diferentes materiais genéticos foram utilizadas, o
controle e quatro mutantes selecionados de um processo de mutacido induzida por
EMS (ethylmethane sulfonate). As sementes foram escarificadas com acido sulfurico,
lavadas e tratadas com fungicida. A semeadura foi feita em bandeja com substrato e
apos a germinagao cada amostra foi transferida para 20 vasos de 18 litros, com terra
analisada e corrigida. Os vasos foram colocados na casa de vegetacdo 1 Campus Il
da UNOESTE.

Apods 35, 70, 105 e 140 dias ap6s plantio, as plantas foram coletadas 25
cm acima do solo, acondicionadas em sacos de papel e levadas para o laboratério de
bromatologia no Bloco Q da UNOESTE, localizado no Campus 2 para a analise. As
amostras foram pesadas e secas em estufa com ventilacdo forcada a uma
temperatura de 60 graus por 48 horas. Apds isso as amostras, foram pesadas
novamente e em seguida trituradas no moinho.

Todas as analises deste experimento: proteina, FDN, FDA e Lignina

foram feitas utilizando-se as recomendagdes do experimento um.

4.3 Analise estatistica

Ambos experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente

casualizado com 5 repeticoes cada um deles. Os dados coletados foram submetidos
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a analise de Variancia, por de acordo com a reducdao de amostra e espécie do
material pelo software SISVAR (FERREIRA, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1

5.1.1 Analise de lignina

Figura 1 - Teores de lignina, com base em matéria seca, em quatro espécies
forrageiras submetidas a analise com diferentes quantidades de

amostras e de solugdes extratoras.
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Marandu Ruziziensis Cana-de acucar

Colunas seguidas por letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: Autor.

Os teores de lignina (%LGN) em U. brizantha cv. Marandu foram de
9,47; 7,13; 6,07 e de 5,32 %LGN, para as variagbes de 25, 50 75 e 100% dos valores
da amostra original, sendo que as variagcbes de 25, 50 e 75% n&o diferiram
estatisticamente entre si. A amostra completa diferiu das amostras com 25 e 50% da
quantidade inicial, mas né&o diferiu da amostra a 75% do inicial.

Para U. ruziziensis os valores de lignina observados respectivamente
para as amostras de 25, 50, 75 e 100% da amostra original foram de 4,90; 5,22; 5,50
e de 7,23 %LGN, sendo que as trés amostras reduzidas n&o diferiram entre si. Mauri
et.al. (2005) obteve o valor de 13,41 %LGN ao fazer analise bromatolégica de U.
ruziziensis cv. Kennedy, utilizando 100% do conteudo amostral.

Em cana-de-agucar ndo houve uma diferenca significativa nas diferentes

concentragdes da amostra inicial (Figura 1). Carvalho et al. (2006) apds testes feitos
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no bagaco de cana-de-agucar encontraram o valor de 7,34 %LGN, numero bem
proximo ao encontrado no presente trabalho. Silva e Rodrigues (2010) ao analisarem
a cana-de-agucar encontraram um total de 26,87 %LGN, resultados encontrados com
100% do total amostral, essa diferengca se deve provavelmente ao estagio de
maturacdo da amostra.

Os valores de lignina estdo diretamente ligados aos teores de celulose, o
teor de lignina pode variar de acordo com o estagio de maturagdo da amostra, manejo
e até mesmo o tipo de adubacao utilizada.

Pode ser observado nos resultados acima, que os valores encontrados
nas amostras podem ser reduzidos para o cv Marandu, cana-de-acucar até 25%
(p>0,17) sem alteragdes significativas nos resultados encontrados para o teste de
FDA (celulose, lignina, proteina danificada pelo calor e minerais). Ja nos testes de
FDN as amostras de U. brizantha cv. Marandu podem ser reduzidas até 75%
(p>0,0001). Os valores encontrados nas analises de lignina podem ser reduzidos até
75% da amostra total (p>0,001). O FDA pode ser reduzido sem variagéo significativa
nas amostras.

Nos testes de lignina, observou-se que nas plantas de Marandu as
amostras podem ser reduzidas sem modificagdo nos resultados até 75%, ja na cana-
de-agucar nao se deve reduzir as amostras.

De maneira geral, os resultados mostram a viabilidade da utilizagdo do
procedimento proposto no presente projeto, pois, ha um aumento significativo de
rendimento da amostra, diminui custos com energia, reagentes e mé&o-de-obra
especializada, a quantidade de residuos laboratoriais também obteve uma reducéo,
sem afetar a qualidade e a credibilidade dos resultados obtendo um resultado

esperado.



30

5.1.2 Analise de proteina

Figura 2 - Teores de proteinas com base em matéria seca, em quatro espécies
forrageiras submetidas a analise com diferentes quantidades de amostras e de
solucdes extratoras.

6 025 B350 % daamostra original

14 -
12 -
010 -

% de proteina M
o N b~ OO
1

Marandu Ruziziensis Cana-de acgucar
Colunas seguidas por letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: Autor.

Para Uruchloa brizantha observaram-se os seguintes valores para a
analise de proteina 11,96; 12,56; 12,95 e 13,47 %PB para as redugdes para 25, 50,
75 e 100% da amostra original respectivamente. Para U. ruziziensis os valores foram
de 8,52; 9,54; 9,57 e 10,07 %PB para as reducdes para 25, 50, 75 e 100% da
amostra original (Figura 2). Pariz et al. (2011) obteve o valor de 10,54 %PB em
amostras de U. ruziziensis analisando 100% da amostra.

Para cana-de-acucar foram observados os valores de 5,20, 5,32, 5,28 e
6,17 %PB para os valores de 25, 50, 75 e 100% o valor original da amostra (Figura 2).
Resultados diferentes foram encontrados por Carvalho et al. (2006) avaliando os

teores de proteina bruta com base em matéria-seca, obtendo o resultado de
2,32%PB.
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5.1.3 Analise de FDN (celulose, hemicelulose, lignina, proteina danificada pelo

calor e matéria mineral (cinzas)).

Figura 3 - Teores de FDN (celulose, hemicelulose, lignina, proteina danificada pelo
calor e matéria mineral (cinzas) com base em matéria seca, em quatro espécies
forrageiras submetidas a analise com diferentes quantidades de amostras e de
solucdes extratoras.

o25 @50 % daamostra original

Marandu Ruziziensis Cana-de acucar

Colunas seguidas por letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: Autor.

Diante dos dados descritos na Figura 3 pode-se observar que os teores
de FDN sofreram alteragdes para Urochloa brizantha sendo de 59,22; 56,23; 38,66 e
55,73 de %FDN respectivamente para as variagdes de 25, 50 75 e 100% da massa
da amostra inicial do protocolo. Geron et al. (2014) em amostras de U. brizantha
encontraram o total de 70,80 %FDN. Para as amostras de U. ruziziensis os valores
foram de 60,77, 54,08; 49,36 e 74,33 %FDN para as reducgdes de 25, 50 75 e 100%
do valor da amostra inicial. Van Soest (1994) determinou um valor de 74,17 %FDN
para a mesma espécie.

Para cana-de-agucar os valores obtidos foram de 73,89, 74,81, 74,19 e
74,33 %FDN, para as redugdes de 25, 50, 75 e 100% de massa proposta no protocolo
inicial (Figura 3). Carvalho et al. (2006) ao analisar cana-de-agucar chegou ao valor

de 59,02 %FDN ao analisar amostra com massa total de 100%.
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5.1.4 Analise de FDA (celulose, lignina, proteina danificada pelo calor e

minerais)

Figura 4- Teores de celulose, lignina, proteina danificada pelo calor e minerais(FDA)
com base em matéria seca, em quatro espécies forrageiras submetidas a analise com
diferentes quantidades de amostras e de solugcdes extratoras.

o .
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Marandu Ruziziensis Cana-de aglUcar

Colunas seguidas por letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: Autor.

Em U. brizantha cv. Marandu os valores obtidos para %FDA foram de
34,12; 32,55; 30,74 e 32,13 para 25, 50, 75 e 100% da amostra original. Resultado
semelhante foi apresentando por Pariz et al. (2011) analisando o FDA da planta
Urochloa brizantha cv Marandu. os quais exibiram 29,13 %FDA (Figura 4).

Para U. ruziziensis os valores foram de 36,05; 34,24; 34,69 e 32,64%
FDA para as redugdes de 25, 50, 75 e 100% da amostra inicial (Figura 4).

Em cana-de-acucar os valores foram encontrados foram de 45,68;
42,35; 36,08 e de 42,66 %FDA para as proporgoes de 25, 50, 75 e 100% da amostra
inicial (Figura 4). Carvalho et. al (2003) determinou 49,04 %FDA para cana-de-agucar.
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5.2 Experimento 2

Os dados das analises podem ser visualizados nas Figuras 5 a 8. Foram
analisadas as amostras controle, descritas com a letra T e as amostras mutantes 15B,
4C, 3B e 10M,. Em todas as amostras foram feitos 4 cortes em diferentes estagios de

maturacao (intervalo de 35 dias com a finalidade de simular o tempo de pastejo).

5.2.1 Lignina

Figura 5 - Teores de lignina com base em matéria seca nas amostras de Urochloa
brizantha cv. Marandu nos materiais derivados por mutagcdo com EMS.
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Colunas seguidas por letras iguais com o mesmo padrao, néo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autor.

A lignina teve a menor concentragdo na planta controle apés 35 dias do
processo de semeadura seguida da amostra 15B também com 35 dias de maturagao.
A maior concentragcédo de lignina foi encontrada na amostra 4C apds 105 dies de
cultive (Figura 5). Brito et al. (2003) destacaram que as gramineas, em geral,
depositam maior quantidade de lignina, a medida que os tecidos que compdéem as
fracdes vao envelhecendo. Esta tendéncia foi confirmada no presente estudo, onde
podemos observar uma elevagdo na quantidade de lignina nos diferentes graus de

erenies acessos mutanies, maiores variagoes na conceniragao de

~ ,A _1'r
1

maturagao e nos di
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lignina sdo observadas quando se comparam diferentes espécies de gramineas e
leguminosas e quando se observam os efeitos do envelhecimento dos tecidos

vegetais (JUNG et al., 1993; DESCHAMPS, 1999). Fernandes et al. (2010) encontrou
o total de 5,1 % LGN.

5.2.2 Proteina

Figura 6 - Teores de proteinas com base em matéria seca nas amostras de Urochloa
brizantha cv. Marandu nos materiais derivados por mutagao com EMS.
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Colunas seguidas por letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: Autor.

Pode-se observar que a quantidade de proteina € menor na amostra
15B com 105 dias apds o plantio e a amostra com maior teor de proteina localiza-se
na amostra 4C no com 105 dias (Figura 6).

O avango da idade da planta forrageira resulta em incrementos nos
componentes da parede celular e queda nos teores de proteina bruta (KOLLET et al.,
2006).

Desta forma, como afirmam Rodrigues et al. (2008), o método de
adubacao da planta interfere diretamente do teor de proteina bruta e este fator
depende da idade da planta, bem como do manejo adotado.
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Figura 7 - Teores de celulose, hemicelulose, lignina, proteina lignificada, cinzas e
proteina danificada (FDN) com base em matéria seca nas amostras de Urochloa
brizantha cv. Marandu nos materiais derivados por mutagao com EMS.
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5.2.3 FDN celulose, hemicelulose, lignina, proteina danificada pelo calor e

matéria mineral (cinzas)

Os teores de lignina e celulose encontrados nas analises de FDN
apresentado na Figura 7 mostram que de maneira geral, as plantas apresentam maior
concentracao no corte com 70 dias, a amostra que apresentou maior teor de celulose
e lignina foi a amostra controle de Marandu com 70 dias de maturagao, seguida da
amostra 15B no mesmo estagio de crescimento. A amostra com menor teor de FDN
foi a 4C com 140 dias, mas de maneira geral os dados encontrados nos cortes de 35
dias, n&o diferem de forma significativa dos cortes com 140 dias de maturacéo.
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5.2.4 FDA- Celulose, lignina, proteina danificada pelo calor e minerais

Figura 8 - Teores de celulose, lignina, proteina lignificada, cinzas e proteina
danificada (FDA) com base em matéria seca nas amostras de Urochloa brizantha cv.
Marandu nos materiais derivados por mutagdo com EMS.
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Colunas seguidas por letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: Autor.

Os teores de celulose, hemicelulose, lignina e matéria mineral,
encontrados na analise de FDA tiveram maior concentragdo na planta 15B com um
periodo de maturacido de 70 dias e 0 acesso com menor concentragao foi a 4C apods
140 dias de plantio (Figura 9).

A quantidade de celulose, hemicelulose e lignina foram menores na
amostra 4C em seu primeiro corte realizado com 35 dias apds o plantio, isso
provavelmente se deve ao tempo de crescimento e maior no segundo corte (70 dias
apo6s o plantio) da amostra controle representada no grafico pela letra T. A FDA é
constituida, basicamente, por celulose e lignina, e correlaciona-se de forma inversa
com a digestibilidade da forrageira a medida que seu teor aumenta na planta.
Entretanto, esta associagdo linear negativa naturalmente depende de diversos
fatores, entre os quais citam-se a espécie forrageira, o clima, o solo e ainda, 0 manejo
aplicado (VAN SOEST, 1994).

A concentragdo de FDN é o componente mais consistentemente
associado ao consumo da forragem (VAN SOEST, 1994).
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Muller et al. (2006) afirmaram que o acréscimo no teor de fibra em
funcdo da maturidade da planta, destaca que ocorre pois com o0 avang¢o do ciclo
vegetativo, acontecem um aumento no teor de lignina e no espessamento da parede
celular nos tecidos da planta, diferente do presente trabalho onde os teores de FDA
foram analisados em diferentes periodos de maturacdo e o valor de FDA teve
alteracdes significativas nos materiais coletados com 70 dias e 105 dias Santos, Silva
e Chaves (2008) encontraram, em capim-Marandu irrigado, o valor de 40,2% e nao
irrigado 42,9%, ficando préximos aos 34% de FDA observados por Costa et al. (2007)
na planta inteira do capim B. brizantha cv. MG-5, entre 20 e 30 dias de idade, em
experimento conduzido em um Argissolo Vermelho-Amarelo eutréfico em casa de
vegetacao, no presente trabalho o valor de FDA pode ser comparado nos acessos
tendo valores coerentes no controle e nas mutantes tendo uma porcentagem
aproximadamente de 36%. A FDA € um indicativo da digestibilidade e valor energético
da forragem, sendo que quanto menor a FDA, maior sera o valor energético da planta.
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6 CONCLUSOES

As reducdes das amostras podem ser efetuadas, permitindo a reducéao
de reagentes e do conteudo amostral para as analises de hemicelulose, celulose e
lignina na proporc¢ao de 50% e das amostras para proteina pode se reduzida em até
25% do valor inicial, sem alteragao significativa nos resultados obtidos.

Com as reducbes executadas podem-se avaliar os materiais derivados
por mutacdo com EMS. O maior teor de proteina foi encontrado no mutante 4C com
140 dias de maturacdo, o qual também apresentou a menor concentragao de fibra
nesta avaliagdo. Em todos os mutantes, a quantidade de celulose e lignina foi menor
no periodo de 35 dias e de 140 dias.

O mutante mais indicado para o consumo segundo as analises
realizadas no presente trabalho é o 4C, pois, ndo possui alteragao significativa de
lignina diante os estagios de maturagéo, apresentando também uma boa quantidade
de proteina em todos os cortes, intensificado no ultimo corte com 140 dias de

maturacao.
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