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Composicion monomeérica de la lignina de Pennisetum purpureum vc.
Cuba CT-115 y su variacién con la edad de rebrote
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Se desarrollé un experimento con el objetivo de caracterizar lacomposicion monomeérica de la lignina de Pennisetum purpureum vc. CUBA
CT - 115y suvariacion con la edad de rebrote, segun disefio de bloques al azar, con tres réplicas y cinco tratamientos (28, 56, 84, 112 y 140
d de rebrote). Se constat6 que la incorporacion de los monolignoles a la molécula de lignina del CUBA CT- 115 ocurrid en orden de incremento
de la complejidad de los mismos. Con la edad de rebrote, se incrementaron (P < 0.01) las concentraciones de todos los monémeros fendlicos.
Los tenores de vainillinay siringilaldehido hasta los 84 d fueron minimos y mostraron incremento drastico (P < 0.01) a los 140 d de rebrote,
cuando se observé el mayor valor (4.567 y 0.913 mg mL* para vainillina y siringilaldehido, respectivamente). Se ajust6 una ecuacion de
regresion multiple entre la lignina, los monémeros fenolicos y la edad: lignina = 2.12 + 0.050 (+0.004) edad - 0.285 (+0.178)
phidroxibenzaldehido -1.530 (+0.780) siringilaldehido + 0.359(+0.125) vainillina (R?=0.99, P< 0.001, error estandar de estimacion
=+0.115). Hubo alta correlacion entre la DIVMS y los componentes monoméricos de la lignina. Se estableci6 la mejor ecuacion que explica
el comportamiento de la digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS): DIVMS =72.83 — 1.61 (+0.89) p hidroxibenzaldehido — 0.97
(£0.24) lignina (R? = 0.90, P< 0.001, error de la estimacion= +0.88). Los resultados permiten establecer las bases para programas de
mejoramiento genético o de manipulacion biotecnolégica de Pennisetum purpureum ve. CUBA CT- 115, que permitan aprovechar al maximo

su potencial como fuente de biomasa. Se sugiere realizar estudios similares con empleo de riego y fertilizacion.
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Morrison et al. (1998) demostraron que la presencia
fisicay la cantidad total de lignina en las paredes celulares
vegetales no eran suficiente para explicar el fenémeno
de inhibicion de la fermentacion microbiana ruminal de
los polisacéridos de la pared celular, como se consideraba
hasta ese momento, sino que se debian tener en cuenta
las variaciones en la composicion monomeérica de la
lignina, ya que la condensacion de estos monoémeros
fenolicos puede producir polimeros de lignina
extremadamente complejos y diferentes en su
composicion y estructura. Estos influyen, de forma muy
variable, en la digestion de los forrajes por los
rumiantes.

A partir de este momento, diferentes grupos de
investigacion encaminaron sus estudios hacia este tema
(Fukushima y Hatfield 2003 y Saliba et al. 2005). Los
resultados novedosos que se han obtenido constituyen
herramientas Utiles para la comunidad cientifica
agropecuaria, que ha comenzado a trabajar en programas
de mejoramiento genético o de manipulacion
biotecnoldgica de especies de interés, como Sorghum
bicolor L. Moench (Noguera 2004) y Zea mays
(Barriere et al. 2008). Estas investigaciones han
permitido establecer y recomendar las estrategias de
mejoramiento genético vegetal para incrementar el valor
nutritivo de los carbohidratos estructurales y la eficiencia
en su utilizacion. Ademas, debe destacarse la patente
concedida a la metodologia para aumentar la
concentracion del monémero siringilaldehido en tejidos
vegetales, mediante la que se obtiene lignina de mas facil
degradacion (Chaple 2007).

Sin embargo, a pesar de la importancia practicay la
novedad de esta determinacion, se desconoce la

composicion monomérica de la lignina en la mayoria de
las especies de gramineas tropicales. Por tanto, el objetivo
de este trabajo fue caracterizar la composicion de los
mondémeros fendlicos de la lignina de Pennisetum
purpureum vc. CUBA CT — 115 y su variacion con la
edad de rebrote.

Materiales y Métodos

Localizacion. El experimento se realizé en areas del
Instituto de Ciencia Animal de Cuba y los andlisis
quimicos en el Laboratorio de Nutricion Animal de la
Escuela de Veterinaria de la Universidad Federal de
Minas Gerais (UFMG), Bello Horizonte, Brasil.

Disefio y procedimiento experimental. Se utilizaron
las muestras de Pennisetum purpureum vc. CUBA
CT- 115, sinriego ni fertilizacion, previamente establecidas
en el area experimental del Instituto de Ciencia Animal,
segun disefio de bloques al azar, con cinco tratamientos
(28, 56, 84,112 y 140 d de rebrote de la planta) y tres
réplicas.

La plantacion se efectto el 5 de junio de 2003, en
tres parcelas con un area de 25 m?2. Posteriormente, el
8 de junio de 2004, cuando estuvo plenamente establecida,
se realizo el corte de uniformidad, a 20 cm del suelo. A
partir de este instante se realizaron muestreos del material
vegetal, alos 28, 56, 84,112 y 140 d. Después de desechar
los efectos de borde, se tomaron 100 plantas al azar por
tratamiento y réplica, de forma manual (cortadas con
machete a 20 cm del suelo) para los estudios de
composicion quimica. Las muestras se  secaron en
estufa de circulacion de aire a temperaturas alternas:
100 °C durante una hora, y posteriormente a 60 “C hasta
alcanzar peso constante (aproximadamente 72 h), segin
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lo descrito por Herrera (2008). Las muestras se redujeron
a tamafo de particula de 1 mmy se almacenaron en
frascos de cristal herméticamente cerrados, a tem-
peratura ambiente hasta la realizacion de los analisis
quimicos.

Analisis quimicos. Los analisis de lignina y
DIVMS de las muestras evaluadas se realizaron en
el rango de longitud de onda, de 700 - 2500 nm, en un
espectrofotometro de reflectancia en el infrarrojo
cercano, con transformada de Fourier NIRS VIS
BUHLER, adaptado a un software quimiométrico
BCAP Versiéon 6.0 (Buhler Chemical Analytic
Package). Todos los anélisis se realizaron por
duplicado, por tratamiento y réplica, para un total de
30 muestras.

Para el aislamiento de los monémeros fendlicos
de la lignina se utiliz6 la técnica de oxidacion con
nitrobenceno, segun el procedimiento descrito por
Drumond et al. (1992). En un reactor PARR, modelo
4841, de 10 mL, se adicionaron 25 mg de la muestra,
9 mL de NaOH 2.5 N y 1 mL de nitrobenceno.
Inmediatamente se cerrd el sistema y se dejé a
170 °C durante tres horas. Posteriormente, la mezcla
oxidada se transfiri6 para un balon de decantacién
donde se efectuaron cinco lavados con cloroformo
para eliminar el exceso de nitrobenceno. Al final de
los 5 lavados, el sobrenadante del Gltimo lavado se
acidifico, con la adicién de 4 mL de HCI 3.0 N para
proceder de nuevo a la extraccion de los monomeros
fenolicos, con tres lavados de 5 mL cada uno con
cloroformo. Se tomd la parte liquida, se evaporé a
temperatura ambiente y se le adicioné 25 uL de
acetonitrilo y 25 pL del agente sililante. Se coloco en
equipo de ultrasonido por 5 min para mezclar la
muestra. Concluido este tiempo, la muestra se retird
del ultrasonido y se llevé a un horno de microondas
doméstico, marca Panasonic, de potencia 40 watt,
durante 2 min. Finalmente 2 pL de esta solucién de
reaccion se analizaron por cromatografia gaseosa en
Cromatégrafo Gaseoso VARIAN CP - 3380, con
columna capilar SE 54 - 30m x 0.32 mm, marca
Alltech. La condiciones para el anélisis fueron las
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siguientes: gas de arrastre (2mL min™), temperatura de
deteccién de 300 °C, temperatura del inyector de
270 °C, temperatura de la columna de 120 °C,1 min,
10°C min'. Se acopl6 un detector de ionizacion de llamas.

Como patrones se utilizaron los &cidos fendlicos
p-hidroxibenzaldehido, vainillinay siringilaldehido.
Como se emplearon tres estandares de referencia, la
oxidacién de los nacleos guaiacilicos permitid
cuantificar la vainillina en el material en estudio, la
de los ndcleos siringilicos, la de siringilaldehido y la
oxidacion de los nucleos aromaticos, y la de
p-hidroxibenzaldehido. Los analisis quimicos se
realizaron por triplicado por tratamiento y réplica, para
45 muestras en total.

Analisis estadistico. Para el anélisis estadistico
de los datos se utilizé el programa estadistico SPSS
para Windows. Los valores medios se compararon
mediante la décima de Duncan (1955). Se ajustaron
ecuaciones de regresion multiple entre la lignina'y los
monomeros fendlicos. Se realiz6 analisis de
correlacion entre la DIVMS y los monomeros de la
lignina y se ajustaron ecuaciones de regresion
multiples entre estos indicadores, segun Visauta
(1988).

Resultados y Discusién

Latabla 1 muestra la composicion monomérica de la
lignina del CUBA CT - 115 y su variacion con la edad
de rebrote.

La presencia de las unidades p -hidroxibenzaldehido,
siringilaldehido y vainillina indicé que la lignina presente
en el Pennisetum purpureum vc. CUBA CT- 115 se
corresponde con las caracteristicas de las ligninas de las
gramineas, segun lo sugerido por Pilé — Veloso et al.
(1993) y Saliba et al. (1999).

El tenor de lignina y la composicion monomeérica de
la misma aumentaron con la edad de rebrote, y los
mayores incrementos se obtuvieron a los 140, 56, 140y
140 d de rebrote para la lignina, p -hidroxibenzaldehido,
siringilaldehido y vainillina, respectivamente. Esto pudiera
indicar que durante el proceso de formacion de la lignina
las mayores acumulaciones de monoémeros (excepto el

Tabla 1. Variacion de la composicion monomérica de la lignina de Pennisetum
purpureum vc. CUBA CT - 115 con laedad de rebrote

Hidroxi benzaldehido,

Vainillina ~ Siringil aldehido,

Edad,d Lignina, % mg/mL_ mg/mL_ mg/mL VIS
28 3.22% 0.999? 0.0 0.0 -

56 4.13° 2.007° 0.006? 0.005% 1.20°
84 5.68° 2.106° 0.008? 0.006? 1.33
112 6.85¢ 2.2419 1.058° 0.365° 2.90°
140 8.55¢ 2.499¢ 4.567¢ 0.913° 5.00¢
EE + 0.05%** 0.030** 0.020** 0.040** 0.03**

abcde Medias con letras diferentes en la misma columna difieren a P < 0.05 (Duncan 1955)

**P <0.01, ***P <0.001
V/S: Relacion Vainillina/Siringilaldehido



Revista Cubana de Ciencia Agricola, Tomo 43, NUmero 3, 20009.

p —hidroxibenzaldehido) se produce en las postrimerias
del ciclo de crecimiento de esta planta.

Saliba et al. (2005), al analizar la composicion
monomérica de la lignina, de Brachiaria brizantha
cv. Marandu, una de las escasas gramineas tropicales
de las que existen estudios al respecto, encontraron
un comportamiento similar en la concentracion de los
mondmeros fendlicos con la edad de rebrote.

En este sentido, se constaté también (tabla 1) que
laincorporacion de los monolignoles a la molécula de
lignina ocurrié en orden de incremento de la
complejidad de las unidades monoméricas. Alos 28 d
se depusieron solamente las unidades de p-hidroxi-
benzaldehido. Posteriormente, alos 56 d comenzo la
deposicion de las unidades guaiacilicas y las sirin-
gilicas, las que se incrementaron a partir de los 112 d
de rebrote. Este aspecto es muy interesante y adn
desconocido en la mayoria de las especies utilizadas
en la alimentacion animal. Pudiera estar relacionado
con lo planteado por Graber (2005), quien demostro
que las unidades de p —hidroxibenzaldehido se
copolimerizan dentro de la pared primaria en los
estadios tempranos de la lignificacion de las paredes
celulares vegetales. Posteriormente, con el desarrollo
de la pared secundaria, se incrementan las unidades
guaicilicas y siringilicas para formar la estructura
compleja del polimero de lignina.

A finales de la década de los noventa, Takabe et al.
(1999) postularon que la estructura de la molécula de
lignina es heterogénea. Sin embargo, no es un copolimero
desordenado formado por varios monolignoles al azar.
En este la formacion de las macromoléculas ocurre bajo
regulacion bioquimica definida en su mecanismo de
sintesis, y la incorporacion de los monolignoles a la
macromolécula de lignina debe ocurrir en orden de
incremento de la complejidad de los mismos. Los
resultados de este trabajo reafirman y demuestran estas
hipdtesis.

A medida que avanzo la edad del CUBA CT - 115,
se incrementaron (P< 0.01) las concentraciones de todos
los mondmeros fendlicos, lo que esta relacionado con la
mayor lignificacion de la planta con la edad, debido a la
maduracion fisiologica de sus tejidos y al engrosamiento
de las paredes celulares (Deschamps y Ramos 2002).
Debe destacarse que las concentraciones de vainillina y
siringilaldehido del CUBA CT — 115 fueron minimas hasta
los 84 d. Aumentaron gradualmente a los 112 d, para
mostrar incremento drastico (P < 0.01) a los 140 d de
edad, cuando se observd la mayor concentracion (4.567
y 0.913 mg mL?* para vainillina y siringilaldehido,
respectivamente).

Herreray Ramos (2006) informaron que el contenido
de la pared celular se increment6 de 63.5 a 67.7 %,
cuando el King grass (Pennisetum purpureum sp.) se
cort6 cada 45 y 80 d, respectivamente. Similar patron
mostraron la lignina (4.9 y 7.3 %) y la celulosa (27.1y
34.0 %) para las mismas edades. No obstante, para
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CUBACT - 115, Gonzaélez (2006) sefialé que la lignina
y celulosa se incrementaron a medida que aumento la
frecuencia de corte. Sin embargo, Herrera et al. (1995)
encontraron en este forraje un comportamiento variable
en el contenido de la pared celular, lignina, celulosa y
hemicelulosas, aunque los mayores valores se alcanzaron
cuando se cort cuatro veces por afo.

Estos resultados evidencian claramente el proceso
de engrosamiento de la pared celular y de sus
componentes con la edad de rebrote, en especial cuando
es avanzada. Ademas, reafirman lo enunciado con
anterioridad y permiten demostrar la importancia de
incorporar el anélisis de la composicién monomérica de
la lignina, como herramienta de utilidad en los estudios
del valor nutritivo de los pastos y forrajes. Estos datos
deben considerarse para establecer las estrategias
correctas de utilizacion de los pastos y forrajes en la
alimentacion de los rumiantes.

Ademas, los valores de los monémeros fenélicos
indican que la estructura quimica de la lignina no es
constante en la etapa estudiada. Estos cambios pueden
influir en larigidez de la planta y en procesos metabdlicos
como ladeposicion de silice y calcio en la pared celular.
Ademas, pueden limitar la accion degradativa de los
componentes de la pared celular por los microorganismos
del rumen, entre otros aspectos.

A partir de los datos obtenidos, se ajusto la siguiente
ecuacion de regresion multiple entre la lignina, los
mondmeros fendlicos y la edad:

Lignina = 2.12 + 0.050 (x0.004) edad - 0.285
(£0.178) phidroxibenzaldehido -1.530 (+0.780)
siringilaldehido + 0.359 (x0.125) vainillina

(R?=99.60***, error estandar de estimacion = +0.115)

Esta ecuacion permite describir el proceso de
lignificacion de Pennisetum purpureum vc. CUBA
CT- 115, a medida que se incrementa su edad de
rebrote, al considerar los componentes monomeéricos.
Debe tenerse en cuenta para el manejo de esta planta
en la alimentaciéon de los rumiantes, ya que al
interpretar la ecuacién, conociendo que a los 140 d
de rebrote, con el drastico incremento de la
concentracién de vainillina del CUBA CT-115, se
producen cambios en los polimeros de lignina. Estos
limitan la utilizacion de los componentes de la pared
celular por los microorganismos del rumen. Puede
argumentarse que no es recomendable la utilizacion
de esta planta en la alimentacion de los rumiantes,
después de los 112 d de rebrote.

Este resultado no se habia informado en la literatura
disponible y resulta de gran importancia, ya que sefiala
el aporte de los mondmeros a la estructura de la lignina
y pudiera ser til en estudios futuros de mejoramiento
genético de esta planta.

Por otra parte, se encontré alta y negativa correlacion
entre la DIVMS y los componentes monoméricos de la
lignina de Pennisetum purpureum vc. CUBA CT-115
(tabla 2).
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Tabla 2. Coeficientes de correlacion entre la DIVMS vy los
componentes monoméricos de la lignina de Pennisetum
purpureum vc. CUBA CT-115

Indicadores

Coeficientes de correlacion

Lignina
P-hidroxibenzaldehido
Vainillina
Siringilaldehido

VIS

'0.94***
_0.89***
'0.88***
_0.89***
'0.96***

*** P <0.001

Esto pudiera indicar la necesidad de emplear plantas en
la nutricion animal con los menores valores posibles de
monomeros de la lignina, debido a su efecto de disminucion
de la digestibilidad del pasto, lo que qued6 demostrado al
establecer la regresién multiple, de acuerdo con el método
descendente, entre la DIVMS y los mondmeros fendlicos
de la lignina, la cual se expresa en la siguiente ecuacion:

DIVMS =72.83 — 1.61 (x0.89) p-hidroxibenzalde-
hido—0.97 (x0.24) lignina

(R?=10.90***, error de la estimacién= £+0.88)

En la figura 1 se observa el analisis de los residuos,
los cuales tuvieron una distribucion homogénea y
reafirmaron la adecuada calidad y buen ajuste de la
ecuacion anterior.

Este comportamiento pudiera estar relacionado con
el drastico incremento de las concentraciones de vainillina
y siringilaldehido del CUBA CT — 115, a los 140 d de
edad. Esto pudiera provocar que la lignina a esta edad
sea mucho mas compleja y de dificil acceso para los
microorganismos ruminales, y que influya negativamente
en ladegradacion microbiana ruminal de los carbohidratos
estructurales de la planta.

El aumento de larelacion V/S con la edad de rebrote
pudiera provocar menor DIVMS. En este sentido,

Marques et al. (2007) encontraron correlacion negativa
entre la razén vainillina/siringilaldehido y la DIVMS.

Poerschmann et al. (2005), y méas recientemente
Christiernin (2008), demostraron que los polimeros de
lignina con mayor cantidad de unidades siringilicas del
Zea mays, son colonizados més facilmente por los
microorganismos del rumen que los que contienen mayor
cantidad de unidades guaiacilicas, debido a que la
estructura de la vainillina es muy compacta, lo que la
hace inaccesible a los microorganismos del rumen
(Balakshim et al. 2004). Ademas, los enlaces fuertes
del &cido ferulico (4- hidroxi-3 metoxi- trans -cinamico)
con los arabinoxilanos y xiloglucanos provocan menor
accesibilidad de las enzimas microbianas a los
carbohidratos estructurales de la pared celular (Yang
2002) y por tanto, conducen a menor digestibilidad del
material forrajero. Este aspecto debe tenerse en cuenta
para el manejo correcto del CUBA CT- 115.

Es importante sefialar que durante el periodo
experimental no se utilizo riego ni fertilizacion, lo que
determind que la planta crecié y se desarroll6 en ciertas
condiciones de estrés. Por tanto, es probable que no se
cubrieran los requerimientos nutricionales que propician
expresar su potencial productivo, y que esto influyera en

Analisis de residuos
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Figura 1. Andlisis de los residuos de la regresion entre la DIVMS y las unidades monoméricas
de la lignina de Pennisetum purpureum vc. CUBA - 115
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su composicién quimica, pues Herrera y Ramos (2006)
encontraron los mayores contenidos de la pared celular,
lignina, celulosas y hemicelulosas cuando el King grass
no se fertilizo ni se regé.

El conocimiento de la composicién monomérica del
Pennisetum purpureum vc. CUBA CT- 115 y su
variacion con la edad de rebrote permitira establecer las
bases para programas de mejoramiento genético o de
manipulacién biotecnoldgica, destinados a incrementar
la utilizacion de la energia contenida en sus paredes
celulares y a aprovechar al maximo el potencial de esta
variedad como fuente de biomasa. Se sugiere realizar
estudios similares con la utilizacion del riego y la
fertilizacion.
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