UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

DESEMPENHO DE NOVILHAS LEITEIRAS ALIMENTADAS
COM SILAGEM DE MILHO TRATADA COM ACIDO
PIPERONILICO

Autora: Ariane de Freitas Silva
Orientador: Prof. Dr. Jodo Luiz Pratti Daniel

MARINGA
Estado do Parana
Julho-2024



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

DESEMPENHO DE NOVILHAS LEITEIRAS ALIMENTADAS
COM SILAGEM DE MILHO TRATADA COM ACIDO
PIPERONILICO

Autora: Ariane de Freitas Silva
Orientador: Prof. Dr. Jodo Luiz Pratti Daniel

Dissertacdo apresentada, como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de
MESTRE EM ZOOTECNIA, no Programa
de Po6s-Graduacdo em Zootecnia da
Universidade Estadual de Maringa - Area
de Concentragdo: Producdo Animal.

MARINGA
Estado do Parana
Julho-2024



Dados Internacionais de Catalogagdo-na-Publicagéo (CIP)
(Biblioteca Central - UEM, Maringa - PR, Brasil)

Silva, Ariane de Freitas

S586d Desempenho de novilhas leiteiras alimentadas com silagem de milho tratada com acido
Piperonilico / Ariane de Freitas Silva. -- Maringa, PR, 2024.
59 f. : tabs.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Luiz Pratti Daniel.
Dissertacédo (mestrado) - Universidade Estadual de Maringa, Centro de Ciéncias
Agrarias, Departamento de Zootecnia, Programa de Pés-Graduagédo em Zootecnia, 2024.

1. Nutrigdo animal - Novilhas Nelore. 2. Digestibilidade. 3. Inibidor enzimatico. 4.
Lignina. I. Daniel, Jo&o Luiz Pratti, orient. 1l. Universidade Estadual de Maringa. Centro de
Ciéncias Agrarias. Departamento de Zootecnia. Programa de Pds-Graduagao em
Zootecnia. lIl. Titulo.

CDD 23.ed. 636.2085

Rosana de Souza Costa de Oliveira - 9/1366



AN UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

DESEMPENHO DE NOVILHAS LEITEIRAS ALIMENTADAS
COM SILAGEM DE PLANTA DE MILHO TRATADA
COM ACIDO PIPERONILICO

Autora: Artane de Freitas Silva
Orientador; Prof, Dr. Jodo Luiz Pratti Daniel

TITULACAQ: Mestre em Zootecnia - Area de Concentragio Produgio
Animal
APROVADA em 26 de julho de 2024,

bzl [ ]) 9L

l’ro Dr. Hefirique Leal Perez p’rof« Dr. Wanderley Dantas do
Santos

panp— ,. —
Prof. Dr )6:1 Luiz Pratti Daniel
Orientador




“Por isso ndo desanimamos. Embora exteriormente estejamos a desgastar-nos, interiormente
estamos sendo renovados dia apos dia,

Pois 0s nossos sofrimentos leves e momenténeos estao produzindo para nds uma gloria que
pesa mais do que todos eles.”

(2 Corintios 4:16-17)
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RESUMO

O objetivo do trabalho ¢ avaliar o desempenho de novilhas leiteiras, alimentadas com
silagem de planta inteira de milho tratada com acido piperonilico (PIP). O PIP ¢ um inibidor da
enzima cinamato-4-hidroxilase da via dos fenilpropanoides, capaz de regular a biossintese dos
monodmeros de lignina e modificar a estrutura deste polimero presente na parede celular das
plantas de milho para ensilagem. Vinte e quatro novilhas holandesas foram alojadas em baias
individuais com piso de concreto (2 x 3 m) com cocho e bebedouro. O periodo de confinamento
foi de 67 dias, sendo 7 dias de adaptacdo as instalagdes e 60 dias de comparacao das dietas
experimentais. Os consumos de matéria seca (MS), fibra em detergente neutro (FDN) e FDN
indigestivel foram semelhantes entre os tratamentos. A adi¢cdo do PIP na cultura do milho
causou aumento na digestibilidade aparente no trato total da FDN, consequentemente
aumentando a digestibilidade aparente de MS. Em conclusdo, o PIP nao foi capaz de alterar o
consumo e o ganho de peso de novilhas leiteiras em relagdo ao tratamento controle, embora
tenha aumentado a digestibilidade aparente da fibra no trato total. Mais estudos sdo necessarios
para entender os mecanismos de acdo do PIP em plantas de milho destinadas a silagem e as

consequéncias no desempenho de animais.

Palavras-chave: digestibilidade, fibra, lignina, inibidor enzimatico.
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ABSTRACT

The objective of this study is to evaluate the performance of dairy heifers fed whole-plant
corn silage treated with piperonyl acid (PIP). PIP is an inhibitor of the cinnamate-4-hydroxylase
enzyme in the phenylpropanoid pathway, capable of regulating the lignin monomers
biosynthesis and modifying the structure of this polymer present in the cell wall. Twenty-four
Holstein heifers were housed in individual pens with concrete floors (2 x 3 m) with a feedbunk
and water bowl. The feeding period lasted 67 days, with 7 days for facilities adaptation and 60
days for comparison of experimental diets. Dry matter (DM) intake, neutral detergent fiber
(NDF), and indigestible NDF were similar between treatments. PIP increased NDF the total-
tract apparent digestibility, consequently increasing the DM apparent digestibility. In
conclusion, PIP was not able to alter the intake and weight gain of dairy heifers compared to
the control treatment, although it increased NDF total-tract apparent digestibility. Further
studies are necessary to unveil the PIP action mechanisms in corn silage and its consequences

for animal performance.

Keywords: digestibility, fiber, lignin, enzyme inhibition.



INTRODUCAO

Dentre as forragens conservadas, a silagem de planta inteira de milho (Zea mays L.) é a
mais utilizada nos sistemas de producdo de ruminantes no Brasil (Bernardes e Régo, 2014;
Oliveira e Millen, 2014) e no mundo (Wilkinson e Toivonen, 2003). A cultura do milho possui
alta produtividade, alto teor de energia e 6tima ensilabilidade, comparativamente a outras fontes

de forragem, resultando em excelente potencial para produzir leite e carne.

A maior parte da planta de milho ¢ constituida por fibra em detergente neutro (FDN) e
amido. Os graos de milho tém participa¢ao importante da planta inteira de milho, com cerca de
65% de energia, o conteudo celular da fragdo vegetativa contribui com cerca de10% e a fibra
(FDN) com 25%, dependendo da composicao da planta (Mahanna et al., 2014). Entdo, quanto
maior a propor¢ao de graos e quanto maior a digestibilidade da FDN, maior o valor nutricional
da silagem. Além de alterar a disponibilidade de energia por kg de MS, a digestibilidade da
FDN também tem funcao de regulacdo do consumo de matéria seca (CMS). Em revisdo, Oba e
Allen (2000) descobriram que o aumento de uma unidade percentual na digestibilidade da FDN
de forragem (in vitro ou in situ) foi associado ao aumento de 0,17 kg de CMS e 0,25 kg de leite
corrigido para 4% de gordura. E provavel que o incremento da digestibilidade da FDN de
forragem promova menor enchimento ruminal, possibilitando maior ingestdo de nutrientes por
reduzir a regulagao fisica do CMS e, consequentemente, maior desempenho das vacas leiteiras

(Allen, 2000).

Hé décadas, a lignina tem sido reconhecida como o principal impedimento a digestao de
fibra (Van Soest, 1994). A lignina ¢ um composto fendlico que atua como barreira fisica contra
o ataque dos microrganismos sobre a parede celular vegetal, tem funcdo de sustentacdo e

transporte de dgua e nutrientes. Sua ligagdo, principalmente com os polissacarideos da parede



celular (Halpin, 2019), deixa-os indisponiveis para degradacdao ruminal (Raffrenato et al. 2017).
A molécula da lignina ¢ formada por hidroxicinamil dlcoois (monolignoéis): p-cumaril, coniferil
e sinapil, correspondendo as unidades monomeéricas H, G e S, respectivamente, formados na
via dos fenilpropanoides. A lignina envolve as microfibrilas celulésicas e pode formar ligagdes
covalentes com a hemicelulose, conferindo protecdo a degradacdo da parede celular (Chiang,

2006).

O 4cido fertlico ¢ um componente-chave na interligacdo dos polimeros da parede celular,
desempenhando papel estrutural, assim como a lignina, podendo também interferir na
digestibilidade da parede celular; O 4cido fertlico pode inibir a atividade de hidrolases ou como
intermediario na sintese dos monomeros da lignina. Estudos de digestdo in vitro sugerem que a
digestibilidade da parede celular e o grau de interligagdo da parede com o acido ferulico sdo
negativamente correlacionados (Grabber et al., 1998). Desta forma, reduzir a disponibilidade
do acido fertlico na parede celular utilizando inibidores quimicos especificos da via dos
fenilpropenoides pode contribuir para a melhoria da digestibilidade da biomassa lignocelulésica

(dos Santos et al., 2008).

O PIP ¢ um inibidor da enzima cinamato-4-hidroxilase (C4H) da via dos fenilpropanoides,
que poderia regular a biossintese dos monomeros de lignina e modificar a estrutura deste
polimero presente na parede celular das plantas de milho para ensilagem, facilitando o ataque
de hidrolases (dos Santos et al., 2008). Uma das estratégias com potencial para reduzir o
impacto negativo da lignina na digestibilidade da fibra de forragens ¢ a aplicagdo do acido

piperonilico (PIP).

Estudos realizados, aplicando o PIP a partir da aspersao foliar em plantas jovens de milho,
demonstraram resultados positivos para o aumento da sacarificacdo da biomassa através das
andlises de digestibilidade enzimatica. A sacarificacdo foi realizada por periodos de 4 h e 24 h
utilizando celulases de um coquetel celulolitico comercial (Novozymes® - NS 22086). Apos
30 d do tratamento com PIP frente ao controle, houve aumento na sacarificagao de 27% e 10%,
respectivamente, em colmo e folhas (W.D. Santos, dados ndo publicados). No entanto, ndo
existem estudos de campo avaliando os efeitos do PIP sobre a composi¢do e o valor alimenticio

da silagem de planta inteira de milho para animais.



1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 Parede celular vegetal

A principal caracteristica da célula vegetal ¢ a presenga de parede celular. A parede celular
vegetal ¢ formada por polimeros e compostos secretados pela célula e que sdo interligados de
forma organizada através de ligagdes covalente e nao covalentes (Taiz e Zieger, 2002). Em geral
a parede celular ¢ composta pela combinacdo de polissacarideos, proteinas, compostos
fenolicos e sais minerais. Segundo Buckeridge (2010), a parede celular ¢ uma matriz altamente
ordenada e dinamica, pode se tornar mais rigida quando atacada ou mais frouxa durante o
crescimento ou conforme as necessidades da planta.

A parede celular vegetal pode ser classificada como primaria ou secundaria. A primaria é
formada principalmente de polissacarideos como celulose, hemicelulose e pectina ¢ a
secundaria que se forma apds a interrupcdo do crescimento celular e muitas vezes esta

impregnada de lignina (Cheng et al., 1979).

A parede celular primaria ¢ depositada durante o crescimento celular e deve apresentar
caracteristica mecanicamente estavel e a0 mesmo tempo flexivel para permitir a expansao das
células, evitando a ruptura. Nas paredes primdrias, as microfibrilas de celulose sdo incorporadas
em uma matriz altamente hidratada. As células com parede primaria sdo separadas por uma
lamela média, de material amorfo e nao lignificado. Consequentemente apresentam menor
resisténcia tanto para digestdo, quanto para alteragdo fisica. Em leguminosas, em particular, a
lamela média possui alto teor de substancias pécticas e ¢ facilmente digerida por bactérias
ruminais (Cheng et al., 1979). As células que desenvolvem apenas a parede primadria,
geralmente sdo importantes metabolicamente e fornecem rigidez tecidual por meio das

propriedades de turgor.

A parede celular secundaria ¢ depositada dentro da primaria, ap6s a conclusdo da expansao
celular. E composta por trés camadas S1, S2 e S3, compreendidas de fora para dentro, que se

diferenciam pela ultraestrutura e orientagao distinta das microfibrilas de celulose (Harris, 1990).

Varios tipos de células de gramineas tornam-se lignificadas durante a maturacdo, enquanto
nas leguminosas, o xilema ¢ o principal tecido lignificado (Wilson, 1993). As paredes
secundarias lignificadas das células das gramineas sdao digestiveis quando os microrganismos
tém acesso a essas paredes. As paredes primarias e lamela média nao sdo lignificadas,

entretanto, sao digeridas rapidamente no rimen (Harbers ef a/., 1981). Em contraste, as paredes



secundarias lignificadas do xilema e das células traqueais nas leguminosas ndo sdo digeriveis
(Wilson e Mertens 1995). A lignificacao nessas células das leguminosas ¢ muito maior do que
nas gramineas, e pode ser a razao pela qual as paredes secundérias das leguminosas nao podem

ser digeridas.

1.2 Tecidos vegetais

1.2.1 Epiderme

As células da epiderme formam uma camada continua que reveste a superficie do corpo
vegetal em estadio primario. Essas células apresentam caracteristicas diversas relacionadas com
sua posic¢ao superficial. A caracteristica mais importante das células epidérmicas, da parte aérea
da planta, ¢ a presenc¢a de cutina na parte celular externa que fornece prote¢ao mecanica e tem
relacdo com a restri¢do de transpiracao e aeragdo. Em contato com o meio ambiente apresentam
parede mais espessa, lignificada, coberta por cutina e cuticula, tornando mais indigestivel e
atuando como barreira fisica a colonizagdo por microrganismos do rimen e consequentemente
alguns patodgenos, enquanto as paredes mais internas da epiderme ¢ mais digestivel (Akin et al.,

1983).

As células da epiderme abaxial e adaxial sdo células vivas e vacuoladas e podem conter
varias substancias, como taninos, mucilagem, cristais e pigmentos. (Alquini et al., 2006). As
células epidérmicas tornam-se espessas, lignificadas e cobertas de cera e cuticula, mais comum
na haste da planta, epiderme abaxial e na bainha, quando comparada a epiderme adaxial e a
folha. (Wilson, 1993). A superficie externa ¢ impermeavel a digestdo e penetragdo microbiana
(Monson et al., 1972), com excecdo por meio dos estdmatos ou rupturas causadas pela
mastigacdo e apreensdo, sendo mais importante para a epiderme das hastes que se tornam

espessas e lignificadas com aumento da maturidade (Wilson, 1993).

A epiderme ¢ revestida pelas células mesofilicas, que sdo compostas por paredes finas e
de facil quebra e digestibilidade. No grupo de gramineas, em geral, a epiderme esta diretamente
ligada a folha do canal vascular e feixes intermediarios, por meio das células de esclerénquima
de parede espessa diretamente para o feixe vascular e indiretamente para células do feixe de

parede espessa, seguindo para o tecido vascular (Wilson e Hattersley, 1989).



O motivo pelo qual a epiderme das gramineas tropicais ndo ¢ facilmente quebrada ou
dividida ¢ que as cé€lulas longas, na visao paradérmica, sdo 'curvadas', formando conexdes fortes
em formato de 'cauda de pombo' com as células adjacentes, de modo que a quebra ocorre pela

divisdo das paredes celulares, e ndo pela separagdo da lamela média (Wilson et al., 1989).

A epiderme nas leguminosas, esta aderida ao mesofilo de forma frouxa, da mesma forma
nas gramineas C3, facilitando o rompimento pela mastigacao e, consequentemente o acesso dos
microrganismos. Ja nas gramineas C4 a epiderme ¢ firmemente fixada aos vasos vasculares, o
que dificulta o desprendimento da epiderme do restante da folha, causando maior resisténcia da

planta a forcas mecanicas e danos quimicos (Wilson e Hattersley, 1989).

As células epidérmicas ndo apresentam espagos intracelulares, estando associados a fungao
na planta, que ¢ limitar a perda de agua. O tecido epidérmico pode conter varios tipos de células
com diferentes fungdes, como: células-guarda dos estdmatos, silicosas, suberosas, buliformes
e ainda podem apresentar tricomas. As células buliformes podem ocupar grande parte na lamina
foliar, refletindo negativamente na composi¢do quimica da forragem, pois apresentam poucos

nutrientes e causam lenta degradagdo no ramen (Esau, 1977).

1.2.2 Mesofilo

As células do mesofilo apresentam apenas parede celular primaria, com espessura de 0,1
a 0,2 um e ndo sao lignificadas (Cheng et al., 1980). Akin et al. (1973) e Hanna et al. (1973)
observaram que as bactérias do rimen digerem primeiro as células do mesofilo e na maioria
das vezes sem o ataque bacteriano, sendo entdo indicativo de alta digestibilidade destas células.
Nas laminas foliares das espécies forrageiras C4 de diferentes cultivares, a propor¢ao de células
do mesofilo ¢ variavel, podendo apresentar niveis de 45%, ja nas gramineas C3 apresentam a
cerca de 60% e as leguminosas possuem de 70 a 90%. O desaparecimento dessa por¢ao no
rumen € rapido, e leva a digestdo completa apds 12 a 24 horas de incubagao (Akin ef al., 1983;
Magai et al., 1994).

Nas gramineas C3 (10-35%) e nas leguminosas (41-51%) os espacos intracelulares sdao
bem maiores em relacao as C4 (3-12%), e as células aparecem bem compactadas (Byott, 1976).
O mesofilo nas gramineas C4 mesmo que sofram rapida degradacdo sdo mais lentamente

digeridos que nas espécies C3, devido ao forte adensamento celular na C4.



1.2.3 Bainha do feixe vascular

A bainha do feixe vascular consiste em um grupo de células que contém cloroplastos que
circundam o tecido vascular das laminas foliares de gramineas C4. As gramineas de
metabolismo C3 também possuem uma bainha ao redor dos feixes vasculares, todavia essa
bainha ¢ pouco desenvolvida, pobre em cloroplasto e ¢ facilmente degradada e digerida pela
microbiota ruminal. Nas gramineas C4, a digestdo da bainha do feixe vascular é considerada
lenta ou ndo digerida por completo, devido a parede celular espessada, com isso dificulta a
entrada dos microrganismos ruminais aos nutrientes no interior das células, que contém mais
de 50% das reservas de carboidratos e proteinas da lamina foliar (Wilson, 1994).

A bainha do feixe vascular compreende funcdo nutricional importante para as folhas de
gramineas C4, representam parte significativa no volume da folha, sua presenca aumenta o
volume do feixe vascular em gramineas C4 em até trés vezes em relacdo ao tecido vascular

isolado (Wilson, 1989).

1.2.4 Tecido vascular
O tecido vascular em gramineas ¢ formado por xilema, floema, fibras periciclicas e bainha
de mestoma, no entanto estes apresentam parede espessa e lignificada no caule e nas folhas,

sendo consideradas paredes menos digestiveis (Wilson, 1993).

O tecido desempenha fun¢do estrutural nas folhas e sdo responsaveis pelo transporte de
agua e solutos dissolvidos na corrente transpiratoria, além de absorver e transferir os produtos
da fotossintese para outras por¢des da planta, ou seja, tem fun¢do de “dreno morfoldgico”. Nas
leguminosas, também ocorrem as fibras do floema, porém ndo sdo lignificaveis (Taiz e Zeiger,

2010).

Nas folhas de gramineas tropicais possui mais presenca de tecido vascular em relagdo as
gramineas temperadas e leguminosas. Geralmente a propor¢do de tecido vascular estd
relacionada com o actimulo de biomassa da forrageira (Reis et al., 2014). Tecidos como o
vascular lignificado e o esclerénquima, formados por células de parede secundaria, sao os que

mais contribuem para a baixa qualidade da forragem (Wilson, 1993).

1.2.5 Parénquima



As células do parénquima, sdo células com diametro relativamente grande, porém nas
laminas foliares ndo sdo tdo significativas como nos caules, que nos caules jovens as células
parenquimaticas sao relativamente indiferenciadas e altamente digestiveis (Harker e Minson,
1981). Com o desenvolvimento do colmo, estas células desenvolvem espessa parede
secundaria, formando um rigido anel esclerenquimatico ao redor dos feixes vasculares,

representando problemas para a digestibilidade.

Nas gramineas, essas cé¢lulas estdo presentes na nervura central, enquanto nas
leguminosas aparecem nos vasos, com paredes finas que proporcionam digestibilidade facil e
rapida. Na bainha da folha, caule de gramineas e leguminosas, e peciolo, o parénquima ¢

consideravel."

Nas plantas C4, as células do parénquima auxiliam dificultando a digestibilidade do caule
da bainha, ocupando grande parte, podendo desenvolver parede secundaria espessa e
lignificada, apenas quando os caules sdo jovens as cé¢lulas do parénquima podem ser facilmente

digeridas (Wilson, 1993).

1.2.6 Colénquima

Esse tecido ¢ composto por paredes celulares primdrias ricas em pectina € com
espessamentos irregulares. A funcdo € dar sustentacao as partes em crescimento de um caule ou
folhas. Essas cé€lulas estdo presentes nas leguminosas em feixes compactos em posicao
hipodérmica abaixo do tecido vascular nas veias principais da folha, como tnica camada celular
sobre a epiderme dos caules e poucas vezes como um aglomerado de células nos cantos dos

caules (Wilson, 1993).

1.2.7 Fibras do floema
As fibras do floema desenvolvem-se em leguminosas com a maturidade em parede celular
espessa e depositam polissacarideos rico em pectinas (Engels e Jung, 1998). As fibras nao

lignificam e poder ser digeridas (Wilson, 1993).

1.2.8 Esclerénquima



Esclerénquima ¢ uma célula de fibra longa e estreita, com parede secundaria espessa e
torna-se lignificado conforme a maturidade do tecido, principalmente nas C4 por apresentar um
tecido de sustentacdo e ter alta lignificacdo da lamela média e parede priméaria, mesmo quando
expostas ao liquido ruminal por um longo periodo, permanecem intactas (Wilson, 1993).

Nas laminas foliares e nas bainhas de gramineas apresentam-se mais discretamente, apenas
com algumas manchas acima e abaixo dos feixes vasculares e nas margens das folhas e nos
caules sao mais semelhantes aos feixes vasculares, podendo formar também um anel de tecido
ao redor da porcao externa do caule, entre a epiderme e o tecido vascular. J& nas plantas de
metabolismo C3 aparecem pouco, e influencia menos na digestibilidade e estdo presente nas

laminas de gramineas (Wilson, 1993).

2. Fibra

Na nutricdo animal a defini¢do da fibra ¢ intrinsecamente ligada ao método analitico
utilizado para a identificacdo. A defini¢ao de fibra é dependente da espécie a qual esta tratando.
Quimicamente, a fibra ¢ a combinagdo de compostos e ndo constitui entidade quimica
purificada. Portanto, a composi¢do quimica da fibra varia conforme a fonte e de acordo com a

metodologia adotada para a analise laboratorial (Mertens, 1997).

2.1 Componentes da fibra
A composicdo da fibra varia de acordo com o método de determinagdo, geralmente ¢
composta pela parede celular dos vegetais, incluindo alguns polimeros, como celulose,

hemicelulose, lignina, proteina e outros compostos em menor quantidade.

2.1.1 Celulose

A celulose ¢ o polimero organico mais abundante na terra, ¢ o principal constituinte das
plantas, seu teor varia de 20 a 40% na base seca das plantas superiores (Van Soest, 1994) e a
principal fungdo ¢ a manutengao estrutural.

A celulose ¢ constituida por residuos de D-glicopiranose conectados por ligagdes alfa 1-4,
criando extensas cadeias lineares com elevado grau de polimerizagdo e peso molecular (Giger-

Reverdin, 1995). A unidade de repeticdo da celulose ¢ o dissacarideo chamado celobiose (D-



glicose + D-glicose) a cadeia deste dissacarideo forma a molécula de celulose. Moléculas de
celulose interagem entre si por meio de ligagdes de hidrogénio. Durante a sintese na membrana
celular, as celuloses sintases agrupam-se em rosetas hexagonais com 36 proteinas ou mais,
formando um feixe de celuloses que ¢ denominado microfibrilas (Verbancic et al., 2018). Essas
microfibrilas enrolam-se para formar finas correntes, que por sua vez, podem enrolar-se como
fios dentro de um “cabo”, chamada de macrofibrila. As macrofibrilas estdo permeadas por uma
matriz de moléculas ndo celuldsicas. Muitas destas moléculas sao polissacarideos chamados de
hemicelulose, as outras sdo substancias pécticas, que quimicamente sdo semelhantes a

hemicelulose (Raven et al., 2001).

Essas cadeias t€ém a capacidade de unir-se por meio de pontes de hidrogénio, dando origem
as microfibrilas de celulose. O nivel de cristalinidade dessas fibrilas e a presenga de outros
polimeros na matriz celuldsica sdo aspectos de grande relevancia na avaliagdo de forragens.
Essa interagao pode impactar a susceptibilidade da molécula de celulose a hidrélise enzimatica
microbiana (Van Soest, 1994).

Para ocorrer a sintese de celulose, sdo utilizados residuos de glicose de um doador de
acucar de nucleotideo, chamada de uridina difosfato glicose (UDP-glicose). A fotossintese fixa
carbonos que por sua vez sofrem diversas transformagdes no citosol até chegar a UDP-glicose
e frutose. A glicose usada para sintese de celulose € proveniente da sacarose (glicose + frutose),
pela acdo da enzima sacarose sintase, que faz a transferéncia da glicose (via UDP-glicose),
proveniente da sacarose, para a cadeia de celulose em desenvolvimento (Verbanc€i€ et al., 2018).
A sacarose intracelular pode ser catabolizada pela sacarose sintase, produz UDP-glicose, que ¢
substrato para a sintese de celulose e a grande maioria dos precursores de aclicares de
nucleotideos necessarios para a sintese de hemicelulose e pectina. Entretanto, hemiceluloses e

pectina necessitam de diversos outros actcares para serem sintetizadas (Verbancic€ et al., 2018).

As enzimas celulose sintase, nos complexos proteicos da membrana plasmatica,
desempenham papel importante na sintese das microfibrilas de celulose. As microfibrilas
possuem papel de rigidez na parede e proporcionam dire¢do de crescimento, enquanto a
hemicelulose fornece capacidade de extensdo e crescimento, adicionalmente, a matriz péctica

mantém essas cadeias unidas (Braybrook e Jonsson, 2016).

2.1.2 Hemicelulose
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A hemicelulose, o segundo polissacarideo mais prevalente na natureza, estd sempre
associada a celulose na parede celular das plantas. Trata-se de uma cole¢do heterogénea de
polissacarideos amorfos, com grau de polimerizagdo consideravelmente menor do que o da
celulose (Van Soest, 1994). Nas células maduras, as hemiceluloses, geralmente encontram-se
mais ligadas a lignina por meio de ligagdes covalentes do que outros polissacarideos, tornando-
se menos disponiveis para solubilizagdo. Essas hemiceluloses sdo classificadas em quatro
subgrupos - xilanas, betaglucanas, xiloglicanas e mananas - exibindo diversidade estrutural e

sendo nomeadas de acordo com o monossacarideo predominante (Goodwin e Mercer, 1988).

A hemicelulose, assim como a celulose, desempenha papel estrutural vital e esta
intimamente ligada a lignina e a celulose, além de unir-se covalentemente a pectina. Conforme
indicado por Hendriks e Zeeman (2009), a hemicelulose ¢ composta por ampla gama de
polissacarideos (heteropolissacarideos) formados por residuos de agucares, configurando uma
molécula altamente ramificada. Esses acucares incluem pentoses (L-arabinose, D-xilose),
hexoses (D-galactose, L-galactose, D-manose, L-raminose) e &acidos uronicos (4cido D-

galacturonico).

Dentre os polissacarideos presentes na hemicelulose, destaca-se a xilana como o
componente principal, constituindo um homopolimero linear composto por unidades de B-D-
xilopiranosil (xilose) unidas por ligacdes glicosidicas -1,4. Esses elementos sdo comumente
encontrados na parede secundaria e estdo fortemente associados a celulose por meio de pontes

de hidrogénio.

2.1.3 Lignina

As ligninas sdo polimeros complexos cuja estrutura ainda ndo ¢ totalmente compreendida.
De maneira geral, sdo descritas como polimeros condensados resultantes da redugdo enzimatica
dos 4cidos p-cumarico, ferulico e sindpico para seus respectivos alcoois cumarilico, coniferilico
e sinapilico. Esses alcoois condensam por meio de um processo oxidativo, formando
macromoléculas reticuladas conhecidas como ligninas (Grenet e Besle, 1991). A composigao,
estrutura e quantidade das ligninas variam de acordo com o tecido, os 6rgdos, a origem botanica,

a idade da planta e os fatores ambientais.

2.1.4 Proteinas
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Existem trés principais grupos de proteinas presentes na parede celular: as extensinas,
responsaveis pela fungdo estrutural, as proteinas ricas em glicina (GRP), associadas a
lignificacdo, e as proteinas ricas em prolina (PRP), que desempenham papel na formacao dos
nédulos radiculares em leguminosas. Além desses, ha outros grupos menos proeminentes,
porém, fundamentais para o desenvolvimento celular. Parte dessas proteinas ¢ solubilizada
durante a determinagdo da fibra, enquanto outra parte permanece como componente da fibra e
¢ corrigida com a medi¢ao do nitrogénio na parede celular (NIDA). No entanto, alguns autores
argumentam contra a corre¢ao dessas proteinas, pois estao indisponiveis para a digestao ou
degradagdo bacteriana e absor¢do pelo trato gastrointestinal dos animais (Giger-Reverdin,

1995).

3. Componentes relacionados a digestao da fibra

A digestibilidade da fibra ¢ definida como a fragao da fibra ingerida que nao ¢é eliminada
nas fezes. A fibra, possui uma parte que nao pode ser digerida e outra que tem potencialmente
digestivel. O processo de digestdo da fibra envolve a quebra dos polissacarideos e a conversao
dos monossacarideos resultantes em 4cidos graxos volateis (AGV), gases provenientes da
fermentagdo e calor. Frequentemente, a taxa de quebra € o principal fator limitante na digestao
ruminal da fibra, sendo restrita pela acdo de enzimas no complexo lignina-polissacarideos,

responsaveis pela degradagdo da parede celular (Chesson e Forsberg, 1988).

A capacidade de digerir a fibra presente em forragens ndo se mantém uniforme entre todos
os animais ou em todas as situagdes de alimentacao. A principal causa de variacao estd associada
as discrepancias em sua estrutura, composi¢do quimica e estagio de maturidade (Macedo e

Zanine, 2006).

A porc¢do ndo digerivel da fibra detergente neutro (FDN) € a que mais impacta a utilizagdo
geral da fibra, podendo exceder mais da metade da FDN total no rimen. De acordo com Khalili
e Huhtanen (1986), existe uma relagao inversa entre a digestibilidade da FDN no organismo
vivo e a quantidade total de FDN no ramen. Conforme a digestibilidade da FDN aumenta ao
longo do tempo no rumen, tanto a quantidade total de FDN quanto a parcela digerivel diminuem
em um ritmo similar, porém a fra¢ao nado digerivel diminui de forma mais gradual. Dessa forma,
os elementos na dieta que influenciam o ambiente ruminal, reduzindo a degradacdo da FDN,

ampliam a quantidade (pool) de FDN, especialmente da por¢ao digerivel. A diminui¢do na
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digestibilidade da fibra pode reduzir a ingestao de fibra quando o enchimento ruminal ¢ o fator

limitante, como frequentemente ocorre no inicio da lactagao.

Diversos fatores que compdem a dieta como a fracdo ndo digestivel da FDN a interagdo
com o limite de consumo e a velocidade de fermentacao de carboidratos de rapida fermentagao,
desempenham papéis essenciais. A velocidade com que a FDN potencialmente disponivel ¢

fermentada também ¢ fator crucial que impacta a utilizagao da fibra.

A anatomia vegetal e a composi¢cdo quimica s3o os dois principais fatores vegetais que
afetam a ingestdo voluntdria e a digestibilidade (Coleman et al., 2004). As principais
caracteristicas quimicas relacionadas a digestibilidade da fibra sdo a composi¢do e relacao entre
carboidratos estruturais e concentragdo de lignina. Caracteristicas fisicas, como a densidade,
capacidade de troca de cations, poder tampao ¢ hidratagdo de particulas, estdo relacionadas ao
tempo de colonizacdo das particulas (/ag time) e a taxa de digestao.

Durante a degradagao da parede celular secundéria, € pouco provavel que ocorra a digestao
superficial e o acimulo de mondmeros fenolicos em niveis toxicos no interior da célula. No
entanto, a lenta dispersao do complexo fenolico-carboidrato pode levar a concentragdes toxicas

para as bactérias.

A capacidade de ingestdo e digestdo da matéria seca da forragem sdo caracteristicas
essenciais que impactam diretamente na produ¢do animal (Minson, 1990). Esses dois aspectos
sdo influenciados pela propor¢do da parede celular, pela resisténcia da forragem e pelas
estruturas fibrosas que se desfazem em pequenas particulas durante o processo de mastigacao

e digestao.

A parede celular secundaria constitui a maior parte, tanto em volume quanto em massa, do
total da parede celular, representando aproximadamente 82% do volume total. Portanto, a
capacidade dos ruminantes em digerir os componentes dessa parede torna-se crucial para a
utilizacdo de alimentos fibrosos, especialmente as gramineas tropicais, que frequentemente
possuem uma propor¢do maior de tecidos estruturais menos suscetiveis a digestdo se
comparadas as gramineas de climas temperados (Wilson e Mertens, 1995).

O desenvolvimento de uma rigida e espessa parede ao redor do protoplasma celular
representou evolucao no processo de adaptacao das plantas a vida terrestre, € nesse processo de
evolugdo, a parede celular adquiriu variagdes na espessura, composicdo quimica e na

distribuicao de tecidos (Brett ¢ Waldron, 1996).
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Segundo Wilson (1993) as duas primeiras camadas da parede celular (primaria e
secundaria) sao as mais importantes, também caracterizou a parede terciaria como uma camada
membranosa extremamente delgada, localizada internamente a parede secundaria, geralmente
a parede tercidria ndo tem sido considerada um problema de acesso dos microrganismos a

parede secundaria.

As interagdes dos componentes da parede, como os polifendis e os carboidratos,
desempenham maiores restrigdes a degradagdo da parede celular (Jung, 1989). Na composi¢ao
quimica da parede celular, a lignina ¢ o componente que possui maior limitacdo em relacao a
digestdo dos polissacarideos da parede celular no rimen (Jung e Deetz, 1993). No inicio do
século Whetten et al. (1998), realizaram os primeiros estudos de correlacdo negativa entre o
conteudo da lignina e a digestibilidade das forrageiras. Atualmente existem algumas
imprecisdes quanto a polimerizagdo dos materiais de origem para a biossintese de lignanas

(monolignois) na parede celular.

3.1 Compostos fendlicos
Os compostos fendlicos também conhecidos como fendis, compreendem compostos
quimicos com grupo fenol agrupado a uma hidroxila funcional e sdo de modo geral derivados
da fenilalanina, atuando como defesa quimica contra pragas e doencas (Taiz e Zeiger, 2004).
Os compostos fendlicos correspondem aos principais compostos secundarios encontrados
nas plantas e sdo classificados como, taninos, monolignois, 4acidos fenolicos, flavonoides e
lignina. A lignina ¢ um dos compostos fendlicos mais importantes relacionados aos estudos de

fatores antinutricionais (Barry, 2001).

3.2 Lignina

A lignina é uma importante substancia que compde a parede celular, ¢ um fenilpropanoide,
de alto peso molecular e possui quimicamente bloqueio enzimatico e fisico, que tem o papel de
enrijecer a parede celular, porém limita a disponibilidade dos carboidratos da parede celular aos

microrganismos (Van Soest, 1982).

Originario do latim, /ignum ndo s6 denota "madeira", mas ¢ um polimero altamente

ramificado de fenilpropanoides. Apds a celulose, ¢ uma das substancias orginicas mais
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prevalentes nas plantas, contribuindo com cerca de 30% do carbono organico presente na

biosfera (Boerjan ef al., 2003).

E de grande importancia ressaltar que sua formacio inicia-se com o espessamento da
parede celular secundaria, dessa forma, seu conteudo aumenta conforme acompanha o
desenvolvimento do vegetal. E considerada uma macromolécula amorfa, resultado da
condensacdo de unidades de fenilpropanoides (alcool coniferilico, alcool sinapilico e alcool p-
cumarilico) derivadas do aminoacido fenilalanina, e representa um dos maiores grupos de

constituintes organicos da parede celular nas plantas (Gallego-Giraldo et al., 2016).

Esses alcoois que dao origem a lignina diferem entre si pelo grau de metoxilagdo. Quando
sdo incorporados ao polimero de lignina, produzem, respectivamente, as unidades p-
hidroxifenil que possui radical metoxi (OCH3), guaiacil, que possui 1 radical metoxi e siringil,

que possui 2 radicais metoxi (Boerjan ef al., 2003).

Ainda nd3o hé clareza completa sobre os processos pelos quais ela reduz a digestdo da
parede celular, porém de acordo com Jung (1989) a composi¢ao quimica da lignina pode ter um
papel mais significativo do que a quantidade na determinagdo da digestibilidade e a

condensagao dos acidos fendlicos atua como precursores da lignina.

O processo de lignificagdo inicia-se na lamela média e estende-se para a parede primaria,
sequencialmente, atinge a parede secundaria com maior intensidade e ocorre pela combinagdo
dos monoligndis (4lcoois p-coumaril, coniferil e sinapil). Neste processo hd mediacao realizada
por oxidases da parede celular, que transformam os monolignodis em radicais livres (Jung e

Deetz, 1993).

Este processo ¢ o principal limitador de degradagdo dos polissacarideos por meio de trés
principais mecanismos: 1) efeito toxico dos constituintes da lignina, como: dcido coumarico, p-
cumarico pelos microrganismos do rimen; II) barreira fisica causado pela ligagdo lignina-
hemicelulose-celulose que dificulta o acesso das enzimas fibroliticas ao sitio de agdo do
carboidrato; I1I) limitacdo da agdo de enzimas hidrofilicas causada pela hidrofobicidade dos

polimeros da lignina (Van Soest, 1994).

De modo geral, existem duas partes da lignina: core (parte central) e ndo core (parte
periférica). A lignina core consiste em areas altamente condensadas e mais resistentes a

degradacao dos compostos fendlicos que podem ser extraidos da amostra e € composta por
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unidades p-hidroxifenila, guaiacila e siringila (Jung e Casler, 1991). A lignina ndo core ¢é
representada por acidos p-hidroxicinamicos éster-ligados e ¢ composta por compostos fenolicos
de baixo peso molecular e que sdo liberados da parede celular por meio de hidrélise, além disso,

a ligagdo da lignina ndo core com a hemicelulose pode ser um fator que facilite a hidrélise.

As plantas forrageiras apresentam os dois tipos de lignina, porém, ha diferenga na
distribuicao da lignina nos tecidos de gramineas e leguminosas. Nas leguminosas ha mais
lignina, mas esta localizada em tecidos especificos, por exemplo nos caules; ja nas gramineas
o conteudo total de lignina é menor em relagdo as leguminosas, mas estd mais distribuida pelos
tecidos da planta. De forma geral, as plantas de metabolismo C4 depositam mais lignina do que

as de metabolismo fotossintético C3.

Entre as espécies vegetais e nos genotipos dentro das espécies, existem diferengas
consideraveis na composi¢do e concentracdo de lignina (Getachew et al., 2018). Akin et al.
(1984) concluiram que a natureza dos compostos fenolicos presentes no parénquima e
esclerénquima de caules de gramineas ¢ diferente. Além disso, a quantidade de compostos
fenodlicos presentes nos diferentes tecidos, tem sido relacionada com a digestibilidade (Akin et

al., 1990).

A lignificagdo tende a ser mais intensa em tecidos estruturais, como Xxilema e
esclerénquima, e 6rgdos que contém altas concentracdes desses tecidos, como os caules
(Getachew et al., 2018). A lignina est4 presente principalmente em traqueides e elementos de
vaso, assim como na parede celular de varios tecidos de sustentacdo e vascular (Zhang et al.,
2011). A capacidade de fornecer rigidez aos caules e aos tecidos vasculares conferidos pela
lignina, permite que a conducdo de 4gua e sais minerais ocorram em pressao negativa sem o
rompimento do xilema (Zhang et al., 2011), e atua como barreira defensiva contra patdégenos,
lesdes e herbivoros (Boerjan et al., 2003).

A lignina desempenha papel vital para a regulacdo da sintese da parede celular secundaria
(Cui et al., 2018). Contudo, a diminui¢do da digestdo dos alimentos ¢ efeito negativo da
incorporacdo de lignina, pois esta dificulta o acesso de microrganismos e enzimas. Mesmo em
materiais vegetais com a mesma concentra¢do de lignina, a digestibilidade da fibra pode ser
diferente devido a diferencas atribuidas ao tipo e a localizagdao da deposicao de lignina, que

determina a abundancia de ligacdes cruzadas entre a lignina e a celulose (Getachew et al.,

2018).
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4. Estratégias para melhorar a digestibilidade da fibra

A complexidade do material lignoceluldsico presente na forragem representa uma das
principais barreiras para a utilizacdo dos nutrientes e da energia contidos nas fibras. Ao longo
de décadas, diversas tecnologias foram testadas com o intuito de potencializar a utilizagao da

fibra para ruminantes.

Existem algumas estratégias para aumentar a digestibilidade da fibra, como o
processamento mecanico. O processamento fisico ou mecanico tem o proposito de reduzir as
dimensdes das particulas da forragem, diminuindo o enchimento do trato digestorio e,
consequentemente, aumento de consumo. Estas técnicas resultam em ampliacdo da area
superficial disponivel para a colonizagdo microbiana, favorecendo potencialmente o aumento
na utilizagdo das fibras (Humer et al., 2017). Apesar das particulas mais longas de forragem
beneficiarem a formacdo do mat ruminal e estimularem a atividade mastigatoria, essas
particulas, quando em excesso, podem limitar a ingestdo através da reducdo da taxa de
passagem ruminal e aumento do enchimento (Mertens, 1987). Embora o tamanho das particulas
possa ser alterado para melhorar a digestibilidade da fibra, os resultados da pesquisa tém sido

inconsistentes e ndo esta relacionado com a altera¢do na composi¢ao quimica da forrageira.

Além das estratégias fisicas para aumentar a digestibilidade de fibra, ainda existem as
estratégias de melhoramento genético das plantas, que consequentemente reduzem as
concentragdes de lignina ou FDN indigestivel (Grant e Ferrareto 2018). Uma estratégia viavel
para alcancar esses objetivos € por meio da selecdo genética do processo de lignificagdo ou da
selecdo de mutacdes que ocorrem naturalmente (Porter et al., 1978). Como exemplo, forragens
mutantes brown midrib (BMR; por exemplo, milho, sorgo e milheto) exibem de forma
consistente concentragcdes menores de lignina em comparagdo com forragens convencionais
(Sattler et al., 2010). Apesar da maior digestibilidade da fibra, as plantas com menor teor de
lignina frequentemente apresentam menor produtividade de MS, maior risco de tombamento e

maior susceptibilidade a doengas.

Os tratamentos quimicos, como o uso de compostos alcalinos, tais como amonizagdo e
tratamento com hidroxido de sédio, potassio ou célcio, sdo utilizados como estratégias quimicas

para aumento de digestibilidade das plantas e demonstram efic4cia na ruptura das ligagdes
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hemicelulose-lignina e lignocelulose, na hidrolise de ésteres de acido urdnico e acético, bem
como na desorganizacdo da cristalinidade da celulose (Jung e Deetz, 1993). Esses
procedimentos ampliam a capacidade de degradagao da parede celular, possibilitando que os
microrganismos ruminais ataquem os carboidratos estruturais e intensifiquem a decomposi¢ao
tanto da hemicelulose quanto da celulose (Jung e Deetz, 1993). Os procedimentos quimicos
utilizados para aprimorar a digestibilidade da fibra sdo consistentes e eficazes, entretanto, sua
implementa¢do em larga escala tem sido restrita devido a natureza caustica € aos custos
associados.

A busca por estratégias capazes de aumentar a capacidade de produgdo de etanol de
segunda geracdo, a partir de residuos fibrosos agroindustriais, tem resultados em novas
oportunidades para ganhos em digestibilidade da parece celular em alimentos utilizados para a
nutri¢ao animal. Uma das possibilidades ¢ a utilizacdo de moduladores das vias de deposicao
de lignina. como o acido piperonilico, que ¢ um inibidor guasi-irreversivel da cinamato 4-
hidroxilase que catalisa o segundo passo da via dos fenilpropanoides, responsavel pela

producdo de lignina e outros compostos fendlicos.

4.1 Acido piperonilico

A rota dos fenilpropanoides ¢ encarregada da producdo de acidos fendlicos € monolignois
e ¢ uma via exclusiva das plantas que resulta em compostos com estruturas e fun¢des altamente
variadas (Dixon e Paiva, 1995; Werck-Reichhart, 1995). Estd envolvido na formagdo de
biopolimeros de grande importancia quantitativa, como a lignina e suberina. Além disso,
também participa da sintese de moléculas sinalizadoras, como o &cido salicilico e os
isoflavonoides, presente em pigmentos florais e componentes protetores conta raios UV, tais
como antocianinas, flavonoides e cumarinas, e diversas classes de fitoalexinas. A parte inicial
do metabolismo dos fenilpropanoides que se origina na via do acido chiquimato que produz a
fenilalanina, compreende um conjunto de trés etapas enzimaticas que conduzem ao 4-cumaroil
CoA.

Este conjunto de trés reagdes, muitas vezes chamado de reacdo geral via fenilpropanoide,
controla o fluxo de metabolitos para todas as familias de compostos derivados do esqueleto C6-
C3 da fenilalanina. Os compostos que possuem uma estrutura de C6-Cl1 ndo sdo
fenilpropanoides, mas tém a origem a partir de L-fenilalanina. Eles surgem dos intermediarios

da via central, como o acido cindmico ou o acido 4-cumarico (Yalpani et al., 1993). Moléculas
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que se enquadram nessa estrutura C6-C1 incluem acidos benzoico e salicilico, assim como

substancias de grande importancia econdmica, como a vanilina.

As ligninas desempenham papel vital no crescimento e no desenvolvimento das plantas,
conferindo impermeabilidade as células condutoras, evitando a perda de dgua e proporcionando
resisténcia mecanica para o crescimento, além de protecdo contra patdogenos. Assim,
diminuigdes significativas nos niveis de lignina na planta podem levar a maior sacarificagao,
porém, em muitos casos, isso acarreta a redu¢do subsequente na produtividade de biomassa

(Chen e Dixon, 2007; Martarello et al., 2021).

A acessibilidade enzimatica dos polissacarideos da parede celular ¢ impedida pela acilagao
desses polissacarideos com acidos acéticos, p-cumaricos e ferulicos, resultando em maior
hidrofobicidade e complexidade desses polissacarideos. Os residuos de acido ferulico ligados
aos ésteres do arabinoxilano podem também unir-se, conectando o acido ferulico-arabinoxilano

a polissacarideos proximos, lignina e proteinas estruturais, como extensdes (Mota et al, 2019).

Novos estudos tém trazido informagdes que possibilitam manipular a biossintese da
lignina por meio da engenharia genética, visando produzir biomassa lignoceluldsica com maior
capacidade de sacarificagdo, muitas vezes sem afetar a produtividade da biomassa (Marterello

et al.,2021; Meester et al., 2022).

Uma estratégia para controlar o teor de lignina em plantas geneticamente modificadas ¢ o
uso de inibidores quimicos de enzimas envolvido na via dos fenilpropanoides. Essa estratégia
tem sido empregada por meio da pesquisa sobre os mecanismos de a¢do dos aleloquimicos, os
quais tém a capacidade de induzir a lignificagdo em plantas (Dos Santos et al., 2008; Salvador
et al., 2013), modificar a composicdo da lignina (Bevilaqua et al., 2019) e promover a
incorporacdo diferencial da lignina. No entanto, apenas alguns inibidores da biossintese de
lignina foram descritos até agora, como o acido piperonilico (PIP), inibidor quase irreversivel

do cinamato 4-hidroxilase (C4H).

O 4cido piperonilico ¢ uma molécula extraida da casca da arvore Paracoto. O PIP contém
funcdo metilenodioxifenil (MDP) numa posi¢do adequada para ataque oxidativo pelo
CYP73A1 (enzima pertencente a familia das citocromo P450). Em diversos estudos foram

demonstrados que muitos compostos com fun¢cdo MDP inibem enzimas P450 de mamiferos ou



19

insetos tanto in vitro como in vivo (Franklin, 1977; Wilkinson et al., 1984; Ortiz de Montellano

e Correia, 1995).

Foi demonstrado que eles atuam como inativadores baseados em mecanismos e requerem
metabolismo catalisado pelo P450 para gerar um metabolico intermediario e formar um

complexo estavel com a enzima (Franklin, 1971).

A C4H transforma o acido cinamico em p-cumarato, um componente chave da parede
celular, sobretudo lignina, e precursor universal de todos os monolignéis. O 4cido piperonilico
¢ uma molécula natural com fun¢ao metilenodioxi que imita de perto a estrutura do acido
transcindmico. A subfamilia CYP73A1 da planta P450 catalisa a 4-hidroxilagdo do acido
transcinadmico, a segunda etapa da via geral dos fenilpropanoides (Chen ef al., 2011; Gou et al.,

2018).
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I1. Desempenho de novilhas leiteiras alimentadas com silagem de planta de

milho tratada com acido piperonilico

(Manuscrito formatado de acordo com as normas da revista Journal of Dairy Science)

RESUMO

O objetivo do trabalho ¢ avaliar o desempenho de novilhas leiteiras, alimentadas com
silagem de planta inteira de milho tratada com acido piperonilico (PIP). O PIP é um inibidor da
enzima cinamato-4-hidroxilase da via dos fenilpropanoides, capaz de regular a biossintese dos

mondmeros de lignina e modificar a estrutura deste polimero presente na parede celular das
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plantas de milho para ensilagem. Vinte e quatro novilhas holandesas foram alojadas em baias
individuais com piso de concreto (2 x 3 m) com cocho e bebedouro. O periodo de confinamento
foi de 67 dias, sendo 7 dias de adaptacao as instalagdes e 60 dias de comparacao das dietas
experimentais. Os consumos de matéria seca (MS), fibra em detergente neutro (FDN) e FDN
indigestivel foram semelhantes entre os tratamentos. A adi¢gdo do PIP na cultura do milho
causou aumento na digestibilidade aparente no trato total da FDN, consequentemente
aumentando a digestibilidade aparente de MS. Em conclusao, o PIP nao foi capaz de alterar o
consumo ¢ o ganho de peso de novilhas leiteiras em relagdo ao tratamento controle, embora
tenha aumentado a digestibilidade aparente da fibra no trato total. Mais estudos sdo necessarios
para entender os mecanismos de a¢do do PIP em plantas de milho destinadas a silagem e as

consequéncias no desempenho de animais.

Palavras-chave: digestibilidade, fibra, lignina, inibidor enzimatico.

INTRODUCAO

Dentre as forragens conservadas, a silagem de planta inteira de milho (Zea mays L.) é
a mais utilizada nos sistemas de producdo de ruminantes no Brasil (Bernardes e Régo, 2014;
Oliveira e Millen, 2014) e no mundo (Wilkinson e Toivonen, 2003). A cultura do milho possui
alta produtividade, alto teor de energia e 6tima ensilabilidade, comparativamente a outras fontes

de forragem, resultando em excelente potencial para produzir leite e carne.
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A maior parte da planta de milho ¢ constituida por fibra em detergente neutro (FDN) e
amido. Os graos de milho t€m participagdo importante da planta inteira de milho, com cerca de
65% de energia, o contetdo celular da fragdao vegetativa com 10%, e a fibra (FDN) com 25%,
dependendo da composi¢do da planta (Mahanna et al., 2014). Ent3o, quanto maior a propor¢ao
de graos e quanto maior a digestibilidade da FDN, maior o valor nutricional da silagem. Além
de alterar a disponibilidade de energia por kg de MS, a digestibilidade da FDN também tem
funcdo de regulacdo do consumo de matéria seca (CMS). Na revisao de Allen (2000), foi
observado que cada aumento de uma unidade percentual na digestibilidade da FDN da forragem
(in vitro ou in situ) esteve associado ao aumento de 0,17 kg de consumo de matéria seca (CMS)
e 0,25 kg de producao de leite corrigido para 4% de gordura.

A FDN ¢ composta por polimeros da parede celular vegetal, compreendendo
principalmente celulose, hemicelulose e lignina (Van Soest e Wine, 1967). Em geral, a FDN
constitui a fragdo de digestao mais lenta ou indigestivel, € que ocupa espago no trato digestorio.
A FDN desempenha papel crucial na dieta dos ruminantes, sendo um dos componentes
primordiais para manter a producdo e a satde dos animais. Suas caracteristicas fisicas e
quimicas t€ém impacto direto na fisiologia digestiva do rimen, influenciando significativamente
o consumo de energia pelos animais (Van Soest, 1994).

H4 décadas, a lignina tem sido reconhecida como o principal impedimento a digestao de
fibra (Van Soest, 1994). A lignina ¢ um composto fendlico que atua como barreira fisica contra
o ataque dos microrganismos sobre a parede celular vegetal. Sua liga¢do, principalmente com
os polissacarideos da parede celular (Halpin, 2019), os deixa indisponiveis para degradacao
ruminal (Raffrenato et al. 2017).

Uma estratégia promissora para minimizar o impacto negativo da lignina na
digestibilidade da fibra das forragens ¢ a aplicagdo do 4cido piperonilico (PIP). O PIP atua como
inibidor da enzima cinamato-4-hidroxilase (C4H) na via dos fenilpropanoides, regulando a
biossintese dos mondmeros de lignina e alterando a estrutura desse polimero na parede celular
(Ralph et al. 1998), podendo ser utilizado nas plantas de milho destinadas a ensilagem. Essa
modificacdo pode facilitar a acdo das hidrolases (Graber et al. 1998). Estudos conduzidos com
aplicagdo de PIP por aspersdo foliar em plantas jovens de milho induziram melhoria da
sacarificacdo da biomassa, avaliada por analises de digestibilidade enzimatica. Ap6s 30 dias do
tratamento com PIP em compara¢do ao controle, observou-se aumento de 27% e 10% na

sacarificagdo do colmo e das folhas, respectivamente, em testes de 4 e 24 horas, utilizando
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celulases de um coquetel celulolitico comercial (Novozymes® - NS 22086) (W.D. Santos,
dados nao publicados). Entretanto, ainda ndo foram realizados estudos de campo para avaliar
os efeitos do PIP na composi¢cdo e valor nutricional da silagem de planta inteira de milho
destinada a alimenta¢do animal.

Assim, o objetivo deste estudo ¢ que com a aplicagdo do PIP, altere a deposi¢do da lignina,
pois o PIP atua na regulacdo da biossintese dos mondmeros de lignina modificando a estrutura
deste polimero. Consequentemente, deve aumentar a digestibilidade da FDN e o desempenho
animal.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental de Iguatemi da Universidade
Estadual de Maringd — UEM. Os procedimentos de cuidado e manejo dos animais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa

(nimero de protocolo 5112250722).

Ensilagem

Para a producao das silagens, foi utilizado o hibrido de milho JM 2M91PRO3 (Jmen -
Orlandia-SP). O plantio do milho foi realizado em linhas simples com 90 cm de espacamento
entrelinhas e 5 sementes por metro linear, em 4 parcelas de 0,5 ha (dois blocos com duas
parcelas cada bloco), totalizando 2 ha. Apds 30 d da emergéncia das plantas de milho, o PIP foi
aplicado em duas parcelas (uma parcela de cada bloco), a uma concentracdo final de 3 uM, num
volume total de 180 L/ha. Para obten¢@o da solugdo final de PIP, inicialmente foi preparado 20
L de uma solugdo stock com concentracao de 30 uM de PIP, que foi diluida em 180 L de calda
(H20 + Aureo® como adjuvante) diretamente no tanque do pulverizador para concentragdo
final de 3 uM. O sistema de pulverizagdo utilizado foi o de barra com multiplos bicos de
pulverizagdo, acoplado ao sistema hidraulico do trator. A cultura do milho foi colhida quando
as plantas atingiram aproximadamente 35% de MS, com colhedora de forragem tracionada por
trator, regulada para picagem em tamanho tedrico de particulas de 10 mm. Os tratamentos foram
colhidos alternadamente com a mesma colhedora e o material picado foi depositado
separadamente em dois silos tipo trincheira, com as seguintes dimensodes: 4 m de largura, 1,5 m
de altura, 14 m de comprimento. Apos 35 dias de armazenamento, os silos foram abertos para

alimentagdo dos animais.
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Vinte e quatro novilhas holandesas com peso corporal médio de 209 + 91 kg foram
alojadas em baias individuais com piso de concreto (2 X 3 m) com cocho coberto e bebedouro.
Durante 7 d, todos os animais receberam a mesma dieta contendo 80% de silagem de milho ndo
experimental e 20% de concentrados. Ao final dos 7 d, as novilhas foram pesadas apds 16 h de
jejum de soélidos noturno, agrupadas pelo peso corporal (i.e., peso em jejum inicial) em 12
blocos com 2 novilhas por bloco, ¢ distribuidas de forma aleatéria entre os dois tratamentos
(controle ou PIP). As dietas experimentais foram compostas (% MS) por 80% silagem de milho
(controle ou PIP), 17,5% farelo de soja e 2,5% premix mineral-vitaminico. A composi¢do das
dietas experimentais ¢ apresentada na Tabela 1. Os ingredientes da dieta foram misturados
manualmente duas vezes ao dia, imediatamente antes de cada refei¢ao, as 9h e 15h. O periodo

de comparagao de tratamentos foi de 60 d.

Avaliagoes nas silagens

No decorrer da retirada das silagens, foram coletadas amostras frescas para determinagao
de pH, produtos de fermentacdo e contagens microbianas. Para isso, foi preparado extrato
aquoso (25 g de silagem + 225 mL de dgua destilada) misturado em liquidificador por 1 min.
Apos filtragdo em 4 camadas de pano de gaze, o pH da silagem foi medido com pHmetro digital
(Tec5, Tecnal®, Piracicaba, Brasil). Uma aliquota do extrato aquoso foi diluida em série (1072
a 10%) para enumeragio de microrganismos em meio seletivo. Outra porgdo do extrato foi
centrifugada a 12.000 x g por 20 min e o sobrenadante utilizado para analise dos produtos da
fermentagao.

Para contagem de leveduras e fungos foi utilizado o meio MEA (Malt Extract Agar —
M137, Himedia, Mumbai, india) acidificado a pH 3,5 com 4cido lactico e para as bactérias
acido laticas o MRS (Lactobacilli MRS Agar — 7543 A, Acumedia, Lansing, Michigan, USA)
com adicao de nistatina (400.000 UI/L). As placas foram incubadas aerobicamente a 30°C
durante 2, 3 e 4 dias para contagem de bactérias acidas lacticas, leveduras e bolores,
respectivamente. As unidades formadoras de colonias foram transformadas e expressas em log
UFC/g.

As concentragdes de acido latico (Pryce, 1969) e amonia (Chaney e Marbach, 1962)
foram quantificadas por métodos colorimétricos. As concentragdes de acidos graxos volateis,
alcoois, ésteres e acetona foram determinadas por cromatografia gasosa, conforme descrito em

Moraes et al. (2023).
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Avaliacoes nos animais

O consumo de matéria seca foi mensurado diariamente, computando a quantidade de MS
de racdo ofertada subtraida da quantidade de MS de sobras. Amostras de alimentos e sobras
foram coletadas diariamente, conservadas em freezer e combinadas para formar uma amostra
composta por semana. No inicio e ao final do periodo de comparacao os animais foram pesados
ap6s 16 h de jejum de solidos noturno e entdo realizadas medidas de altura de cernelha, altura
de garupa, circunferéncia toracica e escore de condi¢ao corporal. O ganho de peso médio diario
foi determinado pela diferenga entre o peso em jejum final e o peso em jejum inicial dividida
pelo numero de dias de comparagao. O ganho em dimensdes corporais foi computado da mesma
forma.

O comportamento ingestivo foi registrado na 3* e 6* semana, por um periodo consecutivo
de 24 h. Em intervalos de 5 min foram anotadas as atividades de ingestdo e ruminagdo. O tempo

total de mastigagao foi obtido pela soma dos tempos de ingestdo e ruminagao.

Na 4% e 7* semana de comparagdo foram realizadas coletas de fezes e sangue de cada
animal. Em cada ocasido, as fezes foram coletadas por 5 dias consecutivos, trés vezes ao dia, e
no dia subsequente ao término das coletas de fezes, foi realizada a coleta de sangue. A
digestibilidade aparente no trato total foi estimada utilizando FDN indigestivel (FDNi) como
marcador interno, obtido por incubagdo in situ por 288 h em vacas canuladas no rimen
(Huhtanen et al., 1994). O consumo de matéria organica (MO) digestivel (MOd) foi estimada
multiplicando o consumo de MO pela sua digestibilidade aparente. O sangue foi coletado por
puncdo da veia jugular externa, aproximadamente 4 h apds a alimentacdo matutina. Nas
amostras de sangue foram determinados os teores de ureia e glicose utilizando kits comerciais
de ensaios enzimaticos colorimétricos (Glicose PP e Ureia PP; Gold Analisa Diagndstico

LTDA) e leitura em espectrofotometro (Bioplus 2000®, Sao Paulo, SP).

Composicao quimica e digestibilidade in vitro

As amostras de alimentos, sobras e fezes foram desidratadas por 72 h em estufa a 60°C e
moida em moido tipo Wiley provido de peneira com poro de 1 mm. Subamostras foram
utilizadas para determinag¢do do teor de matéria seca a 105°C, cinzas, PB e extrato etéreo
(AOAC, 1990), FDN (Mertens, 2002), FDA (Van Soest et al, 1973), FDN indigestivel
(Huhtanen et al., 1994) e carboidratos soluveis (Hall ef al.,, 1999). O teor de MO foi obtido
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como 100 - cinzas. O teor de carboidratos ndo fibrosos (CNF) foi calculado como (NRC, 2001):
CNF =100 - PB - FDN - EE - cinzas.

Os coeficientes de digestibilidade in vitro da MS (DIVMS) e da FDN (DIVFDN) foram
determinados usando uma incubadora Daisy II, com solugdes preparadas conforme descrito

(Ankom Technology, Macedon, EUA).

Andlise estatistica

Os dados foram primeiramente avaliados quanto a normalidade dos residuos (teste de
Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia (teste de Bartlett). Na sequéncia, os dados foram
analisados utilizando o procedimento MIXED do SAS (versao 9.4, SAS Institute, Cary, NC,
EUA) adotando o seguinte modelo:

Yij =p + CV + Bi+ Tj + eij, em que:

p = média geral;

CV = covariavel (i.e., peso em jejum inicial);

Bi = efeito aleatdrio de bloco (i=1 a 12);

Tj = efeito fixo de tratamento (j = controle ou PIP);

eij: residuo.

As diferengas foram declaradas significativas se P < 0,05, e as tendéncias foram indicadas

se 0,05 <P <0,10.

RESULTADOS

As caracteristicas das silagens sdo apresentadas na Tabela 2. A MS, MO e PB foram
semelhantes entre os tratamentos, bem como as concentragdes de FDN ¢ FDA. O PIP nao
alterou 0 CMS, consumo de MO, consumo de FDN e consumo de FDNi (Tabela 3). Os tempos
de ingestdo, ruminacdo e mastigacdo ¢ a taxa de ingestdo foram semelhantes entre os
tratamentos. O ganho de peso e as alteragdes em altura de cernelha, altura de garupa e

circunferéncia toracica nao foram afetados pelos tratamentos.
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Nao foi observado efeito de tratamento para as concentragdes sanguineas de glicose e
ureia (Tabela 4). Entretanto, o tratamento da cultura do milho com PIP resultou em aumento da
digestibilidade aparente no trato total da FDN de 57,2% para 59,8%. Consequentemente, a
digestibilidade aparente de MS e MO e o NDT foram maiores para o tratamento PIP em relacao
ao controle (Tabela 2).

DISCUSSAO

Dos componentes da planta de milho a lignina € conhecida como principal impedimento
a digestdo de fibra (Van Soest, 1994), pois limita o acesso de enzimas ao substrato presente
nesta matriz (Wang e McAllister, 2002). Neste estudo foi avaliado, pela primeira vez, o efeito
do PIP como estratégia para melhorar a digestibilidade da fibra da silagem de milho. O PIP, ¢
um inibidor quasi-irreversivel da cinamato 4-hidroxilase que catalisa o segundo passo da via
dos fenilpropanoides, responsavel pela producdao de lignina e outros compostos fenolicos
(Ralph et al. 1998). Recentemente, Dos Santos (2023) demonstrou que o PIP aplicado as
culturas da cana-de-agucar, Urochloa decumbens e soja induziu melhora na sacarificagdo de
residuos lignoceluldsicos dessas culturas, sem prejuizo a sanidade das plantas e a produtividade.
Oliveira et al. (2023) também relataram que a aplicacao de PIP na concentragdo de 0,50 pmolL"
!'na cultura da cana-de-acucar melhorou em 109,93% a sacarificacdo do bagaco.

No presente estudo, o PIP nao foi capaz de alterar significativamente a deposi¢do de
lignina na cultura do milho, mas curiosamente induziu aumento da digestibilidade in vivo da
FDN no trato total das novilhas. Como consequéncia da maior digestibilidade da FDN, o
tratamento PIP resultou em aumento da digestibilidade aparente in vivo da MS e da MO das
dietas. Em estudo recente de Dos Santos (2023), a aplicacdo de inibidores enzimaticos de
lignificacdo acido piperonilico (PIP), acido metilenodioxicinamico (MDCA) e daidzin (DZN),
induziram maior lignificacdo em fibras e vasos e provavelmente reduziu lignificagdo no
parénquima dos colmos, logo induzindo alteragcdes de lignificagdo em tecidos especificos.
Enquanto a parede celular dos vasos apresentou aumento no teor de lignina, a parede celular do
parénquima apresentou tendéncia de diminuicdo do teor de lignina. Esta indugdo em tecido
especifico pode explicar como o tratamento com inibidores de lignina foi capaz de aumentar a
sacarificacdo, sem afetar o conteido médio de lignina das plantas. Tal caracteristica pode ser
considerada desejavel para os sistemas produtivos, visto que neste caso € possivel obter plantas

com fibra mais digestivel e assegurar produtividade normal da cultura.
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A digestibilidade da FDN ¢ um indicador importante da qualidade da silagem de milho,
tendo impacto direto no desempenho animal e na eficiéncia produtiva. Oba e Allen (2000)
reportaram que o aumento de uma unidade percentual na digestibilidade da FDN de forragem
(in vitro ou in situ) foi associado ao aumento de 0,17 kg de CMS e 0,25 kg de leite corrigido
para 4% de gordura em vacas leiteiras. A FDN ¢ composta principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina, que sd3o componentes estruturais das plantas. Quanto mais digestivel a
FDN, maior a disponibilidade de nutrientes para os microrganismos do trato digestorio € menor
serd o efeito de enchimento fisico do trato digestorio, possibilitando, em ultima anéalise, maior
aporte de nutrientes para os animais, ¢ menor excre¢do de nutrientes nas fezes (Van Soest,
1994).

No presente experimento, apesar do aumento na digestibilidade da FDN, MO e MS da
dieta PIP, ndo houve alteracdo das variaveis de consumo de MS, consumo de MO, consumo de
FDN e no desempenho animal, como ganho de peso e eficiéncia alimentar. Possiveis causas
para a auséncia de efeito nestas varidveis incluem principalmente o tipo de animal e o tipo de
dieta avaliados no experimento. Assim, maior digestibilidade da dieta ndo necessariamente €
convertida em aumento de desempenho animal. A eficiéncia de conversao depende de varios
fatores internos ao animal, como a capacidade de metabolizacdo dos nutrientes, e externos,
como manejo e condi¢cdes ambientais. Se o balango energético do animal ja estiver adequado
para manuten¢do e produgdo, o aumento na digestibilidade pode ndo resultar em mais energia
disponivel para ganho de peso ou producdo adicional. O ganho de peso considerado elevado
para esta categoria animal consumindo este tipo de dieta sugere que mesmo no tratamento
controle, o fluxo de nutrientes para o metabolismo animal era elevado. O nimero relativamente
limitado de animais por tratamento (n = 12) também pode ter limitado a detec¢do de diferencas

estatisticas entre os tratamentos para as variaveis associadas ao desempenho.

CONCLUSAO

A adic¢ao do PIP nas plantas de milho destinadas a silagem nao alterou o consumo de

alimentos e desempenho das novilhas leiteiras. Entretanto, apesar de nao ter alterado o conteudo
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total de lignina nas silagens, o PIP aumentou a digestibilidade do trato total de FDN, e
consequentemente aumentou a digestibilidade de MS e MO. Mais estudos sdo necessarios para
entender os mecanismos de acdo do PIP em plantas de milho destinadas a silagem e suas

consequéncias no desempenho de animais.

REFERENCIAS

A.0.A.C. 1990. Official Methods of Analysis. 15th ed, Assoc. Off Anal. Chem., Washington,
DC.

Allen, M. S. 2000. Effects of diet on short-term regulation of feed intake by lactating dairy
cattle. Journal of Dairy Science. 83:598-1624. Doi: https://doi.org/10.3168/jds.S0022-
0302(00)75030-2

Bernardes, T. F., and A. C. do Régo. 2014. Study on the practices of silage production and
utilization on Brazilian dairy farms. J. Dairy Sci. 97:1852-1861. Doi:
https://doi.org/10.3168/jds.2013-7181.

Chaney, A. L., and E. P. Marbach. 1962. Modified reagents for determination of urea and
ammonia. Clinical Chemistry. 8:130-132.

Dos Santos, W. D., M. L. L. Ferrarese, and O. Ferrarese-Filho. 2008. Ferulic Acid: An
Allelochemical Troublemaker. Functional Plant Science and Biotechnology. 2:47— 55.
Disponivel em:

http://www.globalsciencebooks.info/Online/GSBOnline/OnlineFPSB_2 1.html.

Dos Santos, W. D., D. E. R. Gonzaga, V. H. Salvador, D. L. Freitas, B. M. Joia, D. M. Oliveira,
D. C. C. Leite, G. S. Bido, A. Finger-Teixeira, A. P. De Souza, ML. T. M. Polizeli, R. P.
Constantin, R. Marchiosi, F. A. Rios, O. Ferrarese-Filho, and M. S. Buckridge. 2023.
Natural lignin modulators improve lignocellulose saccharification of field-grown
sugarcane, soybean, and brachiaria. Biomass and Bioenergy. 168:106684. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2022.106684.

Grabber, J. H., J. Ralph, and R. D. Hatfield. 1998. Ferulate Cross-Links Limit the Enzymatic
Degradation of Synthetically Lignified Primary Walls of Maize. Journal of Agricultural
and Food Chemistry. 46:2609-2614. Doi: https://doi.org/10.1021/;t9800099.


https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(00)75030-2
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(00)75030-2
https://doi.org/10.3168/jds.2013-7181
http://www.globalsciencebooks.info/Online/GSBOnline/OnlineFPSB_2_1.html
https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2022.106684
https://doi.org/10.1021/jf9800099

39

Hall, M. B., W. H. Hoover, J. P. Jennings, and T. K. Miller Webster. 1999. A method for
partitioning neutral detergent-soluble carbohydrates. J Sci Food Agric. 79:2079-2086.

Halpin, C. 2019. Lignin engineering to improve saccharification and digestibility in grasses.
Current Opinion in Biotechnology, 56:223-229. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2019.02.013.

Huhtanen, P., K. Kaustell, and S. Jaakkola. 1994. The use of internal markers to predict total
digestibility and duodenal flow of nutrients in cattle given six different diets. Anim. Feed

Sci. Technol. 48:211-227. Do0i:10.1016/0377- 8401(94)90173-2.

Mahanna, B., B. Seglar, F. Owens, S. Dennis, and R. Newell. 2014. Silage zone manual. DuPont
Pioneer. Johnston, IA. Disponivel em:
https://www.pioneer.com/CMRoot/Pioneer/US/Non_Searchable/programs_services/earn
-the-right/SilageZoneManual-2nd-Edition.pdf.

Martarello, D. C. 1., A. M. Almeida, R. C. Sinzker, and D. M. Oliveira. 2021. The Known
Unknowns in Lignin Biosynthesis and its Engineering to Improve Lignocellulosic
Saccharification Efficiency, Biomass Conversion and Biorefinery. 13:2497-2515. Doi:
10.1007/s13399-021-01291-6.

Mc Donald, P., R. A. Edwards, J. F. D. Greenhalgh, and C. A. Morgan. 2011. Animal Nutrition.
7th ed.

Mertens, D. R. 2002. Gravimetric determination of amylase-treated neutral detergent fiber in
feeds with refluxing in beakers or crucibles: collaborative study. ] AOAC Int. 85:1217—
1240.

Mota, T. R., W. R. De Souza, D. M. Oliveira, P. K. Martins, B. L. Sampaio, F. Vinecky, A. P.
Ribeiro, K. E. Duarte, T. F. Pacheco, N. K. V. Monteiro, R. B. Campanha, R. Marchiosi,
D. S. Vieira, A. K. Kobayashi, P. A. O. Molinari, O. Ferrarese-Filho, R. A. C. Mitchell,
H. B. C. Molinari, and W. D. Dos Santos. 2021. Suppression of a BAHD acyltransferase
decreases p-coumaroyl on arabinoxylan and improves biomass digestibility in the model
grass Setaria viridis. Plant J. 105:136—150. https://doi.org/10.1111/tpj.15046.

NRC. 2001. Nutrient Requirements of dairy cattle. 7th ver. Ed. Natl. Acad. Press, Washington,
DC.

Oba, M., and M. S. Allen. 2000. Effects of brown midrib 3 mutation in corn silage on

productivity of dairy cows fed two concentrations of dietary neutral detergent fiber: 1.


https://doi.org/10.1016/j.copbio.2019.02.013
https://www.pioneer.com/CMRoot/Pioneer/US/Non_Searchable/programs_services/earn-the-right/SilageZoneManual-2nd-Edition.pdf
https://www.pioneer.com/CMRoot/Pioneer/US/Non_Searchable/programs_services/earn-the-right/SilageZoneManual-2nd-Edition.pdf
https://link.springer.com/article/10.1007/s13399-021-01291-6

40

Feeding behavior and nutrient utilization. J. Dairy Sci. 83:1333-1341. Doi:
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(00)75000-4.

Oliveira, C. A., and D. D. Millen. 2014. Survey of the nutritional recommendations and
management practices adopted by feedlot cattle nutritionists in Brazil. Animal Feed
Science and Technology. 197:64-75. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2014.08.010.

Oliveira, V. F., L. Figueiredo, G. O. Correira, M. F. P. S. Machado, H. Z. Neto, W. D. Dos
Santos, and C. A. Mangolin. 2023. Natural lignin modulators improve bagasse
saccharification of sugarcane and energy cane in field trials. GCB Bioenergy. 15:1465—
1476. Doi: https://doi.org/10.1111/gcbb.13108.

Pryce, J. D. 1969. A modification of the Barker-Summerson method for the determination of
lactic acid. Analyst. 94:1151-1152.

Raffrenato, E., R. Fievisohn, K. W. Cotanch, R. J. Grant, L. E. Chase, and M. E. Van Amburgh.
2017. Effect of lignin linkages with other plant cell wall components on in vitro and in
vivo neutral detergent fiber digestibility and rate of digestion of grass forages. J. Dairy

Science. 100:8119-8131. Doi: https://doi.org/10.3168/jds.2016-12364.

Ralph, J. 1998. 3D NMR experiments for use in cell wall research Madison: United States

Department of Agriculture. Dairy Forage Research Center. Research Summaries, 46—50.

Ralph, J., R. D. Hatfield, J. H. Grabber, H. G. Jung, S. Quideau, and R. F. Helm. 1998. Cell
wall cross-linking in grasses by ferulates and diferulates. Pages 209—236 in Lignin and
Lignan Biosynthesis, Lewis, N. G. andS. Sarkanen. American Chemical
Society, Washington, DC.

Sauvanta, D., P. Schmidely, J. J. Daudin, and N. R. St-Pierre. 2008. Meta-analyses of
experimental data in  animal nutrition. Animal.  2:1203-1214.  Doi:
https://doi.org/10.1017/S1751731108002280.

Schalk, M., F. Cabello-Hurtado, M. A. Pierrel, R. Atanossova, P. Saindrenan, D. Werck-
Reichhart. 1998. Piperonylic acid, a selective, mechanism-based inactivator of the trans-
cinnamate 4-hydroxylase: a new tool to control the flux of metabolites in the
phenylpropanoid pathway. Plant Physiol. 118:209-218. Doi: https://doi.
org/10.1104/pp.118.1.209.


https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(00)75000-4
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2014.08.010
https://doi.org/10.1111/gcbb.13108
https://doi.org/10.3168/jds.2016-12364
https://doi.org/10.1017/S1751731108002280

41

Van Soest, P. J. 1994. Nutritional Ecology of the Ruminant. 2nd ed. Cornell University Press,
Ithaca, NY.

Van Soest, P. J., and R. H. Wine. 1967. Use of Detergents in the Analysis of Fibrous Feeds, I'V.
Determination of Plant Cell-Wall Constituents. Journal of Association of Official
Analytical Chemists. 50:50-55.
Doi: https://doi.org/10.1093/jaoac/50.1.50.

Wang, Y., and T. A. McAllister. 2002. Rumen Microbes, Enzymes and Feed Digestion-A
Review. Asian-Australasian J. Animal Sci. 15:1659-1676. Doi:
https://doi.org/10.5713/ajas.2002.1659.

Wilkinson, J. M., and M. 1. Toivonen. 2003. World Silage — A Survey of Forage Conservation
Around the World. Chalcombe Publications. Lincoln, UK.

TABELAS

Tabela 1. Composi¢ao das dietas experimentais.

Ingredientes %oMS
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Silagem de milho 84,33
Farelo de Soja 12,95
Ureia 0,40
Calcario calcitico 0,32
Premix mineral e vitaminico 2,00
Nutrientes %MN
Matéria seca 41,80
Proteina bruta 13,50
Extrato etéreo 2,89
Fibra em detergente neutro 43,72
Matéria mineral 6,78
Carboidrato ndo fibrosos 33,83
Tabela 2. Caracteristicas das silagens de milho.
Tratamento?
Item? CON PIP
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Bactéria acido latica, log ufc/g
Fungo, log ufc/g

Leveduras, log ufc/g

MS, % MV

MM, % MS

PB, % MS

EE, % MS

CS, % MS

FDN, % MS

FDA, % MS

FDNi % MS

Lignina permanganato, % MS
Lignina hidrdlise acida, % MS
DIVMS, % MS

Perfil de fermentacéo

pH

N-NH3, % N

Acido latico, % MS

Etanol, % MS

Acido acético, % MS

Acido propibnico, % MS
2,3-Butanodiol, % MS

1,2 — Propanodiol, % MS

7,16 + 0,06
5,63+0,72
6,34 + 0,31
38+0
3,71+0,22
6,90 + 0,21
3,12 + 0,07
1,52 +0,01
53,3+4,13
27,1+282
13,06 + 0,72
2,04 +0,42
1,83 +£0,54
69,18 + 1,40

3,96 + 0,09
7,96 +0,73
4,32 +0,88
0,715+ 0,274
2,79 +2,041
0,110+ 0,118
0,156 + 0,072
0,666 + 0,804

7,10 £ 0,09
6,57 + 0,44
6,82 £ 0,09
41+0
3,93 +0,63
6,97 + 0,16
3,39+0,31
1,64 + 0,03
49,4 + 3,16
254+ 2,13
13,02 + 1,36
1,97 + 0,52
1,86 +£ 0,64
69,83 + 0,79

4,07 £ 0,08

7,86 + 1,38

4,23 +0,79
0,639 + 0,139
2,97 £1,978
0,156 + 0,128
0,170 + 0,053
0,583 + 0,603

!CON: controle - sem adigdo de acido piperonilico; PIP: com adi¢do de 4cido piperonilico:

2MS: matéria seca; MM: matéria mineral; PB: proteina bruta; EE: extrato etéreo; FDN: fibra em detergente neutro; FDA:
fibra em detergente acido; FDNi: fibra em detergente indigestivel; DIVMS: digestibilidade in vitro da matéria seca; CS:

carboidrato soltivel; pH: potencial Hidrogenionico; N-NH3: nitrogénio amoniacal.
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Tabela 3. Efeito do acido piperonilico no comportamento alimentar e no crescimento de

novilhas leiteiras.

Tratamento!

ltem? CON PIP EPM? P-valor
CMS, kg/d 8,06 7,47 0,458 0,389
CMS, kg/100 PV 3,38 3,28 0,167 0,673
CMOd, kg/d 4,90 4,90 0,143 0,987
CFDN, kg/d 3,85 3,70 0,112 0,367
CFDNd, kg/d 2,20 2,21 0,065 0,921
CFDNi, kd/d 0,820 0,753 0,0237 0,055
Ingestdo, min/d 278 281 7,76 0,801
Ingestdo, min/kg MS 43,6 38,2 4,41 0,421
Ruminacdo, min/d 492 512 14,6 0,351
Ruminacdo, min/kg MS 78,5 67,7 7,11 0,319
Mastigacéo, min/d 770 793 16,3 0,335
Mastigacdo, min/kg MS 122 106 11,46 0,353
Taxa de ingestdo min/g/ 28,3 28,0 2,47 0,927
Desempenho animal®

PV inicial, kg 216 215 8,80 0,967
PV final, kg 265 261 8,56 0,767
GMD, kg/d 1,23 1,28 0,060 0,589
CTi, cm/d 135 134 2,72 0,664
CTfcm/d 144 142 2,225 0,470
GCT, cm/d 0,195 0,208 0,024 0,691
ACi, cm/d 112 109 1,525 0,132
ACf, cm/d 119 117 1,628 0,471
GAC, cm/d 0,169 0,215 0,021 0,143
AGi, cm/d 116 115 2,11 0,756
AGf, cm/d 123 121 1,585 0,611
GAG, cm/d 0,169 0,164 0,029 0,893
Eficiéncia alimentar 0,167 0,180 0,0148 0,560

ICON: controle — sem adigdo de 4cido piperonilico; PIP: com adi¢do de 4cido piperonilico;
2CMS: consumo de matéria seca; CMOd: consumo de matéria orgnica digestivel; CFDN: consumo de fibra em
detergente neutro; CFDNd: consumo de fibra em detergente neutro digestivel; CFDNi: consumo de fibra em

detergente neutro indigestivel;

SEPM: Erro Padrio da Média;

4PV: peso vivo; GMD: ganho médio diario; CTi: circunferéncia torxica inicial; CTf: circunferéncia toraxica final;
GCT: ganho de circunferéncia toréxica; ACi: altura de cernelha inicial; ACf: altura de cernelha final; GAC: ganho
de altura de cernelha; AGi: altura de garupa inicial; AGf: altura de garupa final; GAG: ganho de altura de garupa.
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Tabela 4. Digestibilidade aparente no trato total e pardmetros sanguineos de novilhas leiteiras

alimentadas com silagem de milho tratada com acido piperonilico.

Tratamento?
ltem? CON PIP EPM? P-valor
Digestibilidade aparente, %
MS 63,7 65,8 0,409 0,001
MO 65,7 67,7 0,440 0,003
PB 63,8 64,3 0,566 0,153
FDN 57,2 59,8 0,472 <0,001
EE 80,1 80,7 0,886 0,636
CNF 79,4 80,9 0,711 0,144
NDT 64,0 66,0 0,424 0,002
Fezes, % MS 14,9 14,7 0,269 0,448
Parametros Sanguineos
Glicose, mg/dL 80,6 83,1 2,51 0,524
Ureia, mg/dL 34,9 34,2 1,68 0,771

ICON: controle — sem adigdo de 4cido piperonilico; PIP: com adi¢do de 4cido piperonilico;
2MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente neutro; EE: extrato etéreo;

CNF: carboidratos nao fibrosos; NDT: nutrientes digestiveis totais.



