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RESUMO

A produgdo de etanol ganhou destaque mundial nos investimentos de novas
fontes de energia. O Brasil esta entre os paises lideres na producdo de etanol e pesquisa
desta energia. No entanto essa atividade gera grande quantidade de residuo sendo o de
maior volume o bagago de cana-de-acticar. Por esse motivo buscam-se maneiras de
utilizar esse material como, por exemplo, a queima para producdo de energia e
composi¢do de volumoso na racdo de ruminantes, porem ha dificuldades para sua
utilizagdo total em virtude da alta produgdo. Esse trabalho propde tratamento
microbioldgico do bagaco com Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus objetivando
viabiliza-lo na composi¢@o de racdo de ruminantes a fim de ser utilizado de forma mais
nobre do que a sua mera queima. Apds o tratamento com os fungos, foram realizados
testes de quantificagdo de proteina bruta pelo método de Kjeldhal. Verificou-se que o
teor de proteina no bagaco puro foi de 1,0% e apos a fermentagdo o teor protéico foi de
42 e 4,9% com L. edodes ¢ P. ostreatus, respectivamente. Para avaliar a qualidade
protéica do produto fermentado por L. edodes e o P. ostreatus aplicou-se o método
microbioldgico de crescimento de Enterococcus zimogenes verificando-se que apds a
fermentag¢do a qualidade protéica foi de 76 e 27,4% com o L. edodes e P.ostreatus,
respectivamente, comparando-se com a caseina. A quantificagdo de aminoacidos
revelou significativa melhoria protéica com alteracdo do perfil de aminoacidos com os
tratamentos dos fungos. Quanto da DQO E DBO também foram constatadas sensiveis
melhoras além de diminuicdo consideravel da toxicidade medida pelo teste de

toxicidade aguda com Daphinia similis.



ABSTRACT

Ethanol production has gained great prominence in the investment new
renewable energy sources and Brazil is among the leaders of production. However, this
activity generates large amounts of waste being the largest volume of the sugar cane
bagasse. For this reason looking up ways to use this material as burning for energy
production and composition of forage in the diet of ruminants, however there are
difficulties to use this production for this last one. This paper proposes a
microbiological treatment with Lentinula edodes and Pleurotus ostreatus in order to
enable the bagasse in ruminant feed composition in order to be used more noble than
their burning. After treatment with the fungus, tests were performed for quantifying
crude protein by the method of Kjeldhal. It was verified that the protein content in the
pure bagasse was 1.0% after fermentation the protein content was 4.2% with L.edodes
and 4.9% with P. ostreatus. To evaluate the protein quality of the product fermented by
L. edodes and P. ostreatus was applied microbiological method for growth of
Enterococcus zimogenes verifying that after fermentation the protein quality was 76 and
27.4% with L. edodes and P.ostreatus, respectively, compared with casein. The
quantification of amino acids showed significant improvement of protein with altered
amino acid profile with treatments of fungos. About of DQO and BOD were also found
considerable improvement besides considerable drop in toxicity as measured by acute

toxicity test with Daphinia similis.
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1. INTRODUCAO

Atividade industrial normalmente gera residuos principalmente por ineficiéncia
dos processos de conversdo. Frequentemente, isto resulta em contaminag¢do ambiental. Na
industria suco-alcooleira, o residuo produzido em grande quantidade € o bagago de cana
de agucar. O Brasil ¢ o pais que acumula o maior volume desse residuo no mundo, com
cerca de 600 milhdes de toneladas/ano. Considerando-se este volume, procuram-se
alternativas de para sua utilizacdo. Uma dessas formas ¢ a queima para produgdo de
energia. Ha uma estimativa que s6 no Estado de Sdo Paulo, entre 1.200 e 1.500
Megawatts de energia sdo produzidos para consumo proprio. No entanto ainda restam
20% da massa total deste que ndo ¢ usada para esse fim. Soma-se a isso o fato da queima
do material resultar na libera¢do de gases poluentes como mondxido de carbono e dioxido
de carbono, além de produtos so6lidos como fuligem e cinzas. Além disso, as instalagdes
de estruturas termoelétricas demandam de um alto custo. Por esses motivos buscam-se
alternativas para utilizar o bagago como a sua incorporagdo em ragdes de animais,
fabricacdo de papel, celulose e papeldo, processos fermentativos, entre outros como uma
forma de utilizagdo desse material além da simples queima, e atribuindo-lhe algum valor
econdmico vantajoso.

Quanto a sua utilizagdo na alimentagdo de animais, o bagaco ¢ de dificil digestao
devido a sua composi¢do rica em celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente 41;

25 e 20%. O bagago in natura tem fibras muito resistentes ¢ com limitagdes para a sua



utilizacdo na alimentacdo de ruminantes. Para torna-lo mais acessivel o bagago de cana
pode ser tratado para liberar os seus compostos principais mediante o aquecimento sob
alta pressdo seguido de descompressdo (steam explosion) e, desta forma, ser melhor
aproveitado pelos ruminantes. Durante este processo ocorre a produgdo de compostos
fendlicos, furfural, 5-hidroximetilfurfural que sdo inibidores dos micro-organismos do
rumem. Este trabalho propde um tratamento microbioldégico com Lentinula edodes
(shiitake) e Pleurotus ostreatus (shimeji) em bagago termo explodido a fim de torna-lo
menos toxico e mais digerivel para os ruminantes. Desta forma o bagaco de cana de
acucar podera ser utilizado na alimentag¢do de animais. Considera-se ainda que o material
apresente enriquecimento proteico e que este ndo provém de origem animal, evitando
possiveis riscos de contaminagdo oriundos da proteina de origem animal, como o
incidente da doenca da vaca-louca. Alguns tipos de materiais de origem animal que
compde ragdes causam preocupagdo em virtude da possibilidade de transmissdo de

doencas de origem viral.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Producéo de bagaco de cana-de-acgucar

A atividade industrial tornou-se essencial para a sociedade moderna, pois é por
meio dela que surgiram produtos que movem a economia, melhoram a qualidade de
vida e tornam-se essenciais para a populagdo. Porém, essa atividade normalmente
produz residuos industriais em geral pela ineficiéncia dos processos de conversdo, que
acabam resultando em contamina¢do ambiental. Nos anos recentes a preocupagdo
mundial aumentou motivados pelos prejuizos ambientais resultantes das atividades
antropicas. Contudo, eventos industriais continuam a acontecer, mediante os processos
de produgdo geralmente poluentes que quase sempre geram residuos (FREIRE, at al;
2000). O Brasil ¢ o pais que mais produz cana-de-agtcar no mundo, ¢ sendo assim, um
subproduto desta agroindustria produzido em grande escala é o bagaco. Cerca de 600
milhdes de toneladas desse material foram produzidos no ano de 2011 (UNICA;2011).
Este valor representa cerca de 33% do peso da cana integral constituindo o principal
residuo das usinas que processam essa matéria prima sendo que cerca de 80% deste ¢
utilizado como fonte de energia substituindo 6leo combustivel ou a hidroenergia.

(TEIXEIRA;PIRES;NASCIMENTO; 2007).



10

O grande volume gerado de bagago de cana de agucar advém do estimulo na sua
producdo para extragdo do caldo que, uma vez concentrado e purificado se obtém a
sacarose que mediante a fermentag¢do produz etanol. O etanol participa como alternativa

de combustivel renovavel em substitui¢ao aos derivados do petrdleo.
2.2. Utilizacdo do bagaco de cana-de-agucar

Estima-se que no Estado de Sdo Paulo a industria sucroalcooleira gera para
consumo proprio entre 1.200 e 1.500 Megawatts de energia elétrica em 40 usinas. Esta
quantidade de energia gerada pela queima do bagago torna auto-suficientes unidades
industriais e produzindo excedentes de 158 Mw que sdo vendidos as concessionarias.
Tal energia ¢ obtida pela movimenta¢do de turbinas pelo vapor gerado na queima do

bagaco.

Ainda que a queima seja uma forma proveitosa de se utilizar o bagago,
aproximadamente 20% da massa total deste que ndo € usada para esse fim. Entretanto
ha quem julgue que a queima do bagaco seja uma atividade desfavoravel ao meio
ambiente, uma vez que resulta na liberacdo de gases poluentes como monoédxido de
carbono e didéxido de carbono, além de produtos s6lidos como fuligem e cinzas. O alto
custo para a instalagdo de estruturas que permitem a queima e captagdo de energia
também s3o fatores limitantes desta atividade. Em vista disto que as empresas vém
investindo em alternativas para utilizar o restante deste residuo como a sua incorporagao
em racdes de animais, fabricagdo de papel, celulose e papeldo, aditivos para serem

agregados em sinteses de polimeros, processos fermentativos, entre outros.

Do ponto de vista da incorporagdo em ragdo de animais sabe-se que residuos
originados na producdo agricola e na agroindustria ainda necessitam de estudos para
serem melhor aproveitados e se tornarem uma alternativa vidvel economicamente. Ha
muitos produtos originados de processamentos nas industrias com potencial de uso,
principalmente para os animais ruminantes, € na maioria dos casos com diminui¢ao nos

custos da producao. ( SILVA et al, 2002).

O Brasil sendo detentor de um grande rebanho bovino tem na geracdo do
bagaco de cana oportunidade de alimentar os animais com mais eficiéncia se for
associada a formulagdo de ragdo com a safra sucroalcooleira. Assim quando se analisa

as condi¢des da pecuaria brasileira, verifica-se que héa coincidéncia entre o periodo de



11

safra de cana-de-acucar e o periodo de seca e consequentemente de falta de alimento
para ruminantes em regides do Brasil tanto no sudeste como o nordeste (SILVA et al;
2007). Sendo assim, pelo fato do bagago representar uma fonte potencial de alimento
para estes animais, este pode ser utilizado para minimizar o problema. O emprego do
bagaco como racdo ¢ uma forma dos criadores de bovinos em areas afetadas pela seca
manterem a alimenta¢do desses animais nestes periodos desfavoraveis, além de
contribuir para um aproveitamento mais nobre da matéria organica que em geral ¢é
obtida em solos ricos e de boas condi¢des hidricas. Além disso, estabelecem se relagdes
ambientais menos agressivas minimizando os efeitos causados pelo acumulo deste

subproduto (CASTRO, et al 2008).

Por outro lado os ruminantes, para alcancarem sua maxima produtividade
estipuladas pela carga genética, precisam consumir quantidades suficientes de energia,
agua, proteina, minerais e de algumas vitaminas, além da estrutura fisica dos alimentos
que deve ser considerada quando se deseja otimizar uma boa nutrigdo. Nesse sentido
muitos dos materiais volumosos ndo apresentam niveis suficientes de nutrientes
necessarios para maximizar a produgdo, havendo necessidade de suplementagao(SILVA
et al,2002). A digestibilidade a absor¢do também sdo fatores que determinam o valor
nutritivo de um alimento. De todos os nutrientes necessarios as exigéncias nutricionais
para manutencdo e crescimento de bovinos, a energia oriunda da biodegradacdo
efetuada pelo rumem partindo da celulose e hemicelulose constitui a principal
contribui¢cdo dos volumosos. A eficiéncia da digestdo microbiana dos carboidratos no
ramen relaciona-se com a digestibilidade do volumoso e, juntamente com a taxa de
digestdo desses mesmos carboidratos, irdo determinar o valor nutritivo para o
ruminante, sob os aspectos energético, e proteico. (ITAVO et al, 2002). Mertens (1994)
relatou que o valor nutritivo de um volumoso pode ser avaliado pela sua digestibilidade
de seus teores de proteina bruta e das paredes celulares das células vegetais,
caracteristicas intimamente correlacionadas com o consumo de matéria seca.

2.3. Composicao do bagaco de cana-de-acgucar

O valor nutritivo do bagaco ¢ baixo devido a sua composi¢do que ¢ constituida
principalmente de celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente 41; 25 e 20%
(tabelal). Devido a sua composi¢do, o material mesmo depois de fragmentado

apresenta-se de dificil digestdo dado a resisténcia das fibras (TEIXEIRA et al, 2007).
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Tabelal: Composi¢do das fibras lignoceluldésucas do baga¢o de cana e scus

respectivos teores energéticos.

3 - % em massa no bagago Poder calorifico
Componente imiegral seco (MJikg)
Celulose 41 17,0
Hemicelulose 25 17,5
Lignina 20 20,1
Bagago - 18,5

Fonte: SANTOS (2011)

Sabe-se que a celulose (Figural) ¢ o composto polimérico encontrado em maior
frequéncia no mundo. Este polimero € constituido essencialmente de glicose e apresenta
grande massa molecular, insolivel em é4gua e pode ser representada pela formula
CsH100Os. Sua hidrolise completa produz o monossacarideo glucose —D (+) e a manose.
E o principal componente das fibras vegetais formando camadas intercruzadas longas e
muito resistentes. Além da celulose existem as fibras de hemicelulose formada pelo

7

mondmero xilase. Essa rede ¢ impregnada por outras cadeias polissacaridicas com
propriedades cimentares e por uma substdncia polimérica denominada lignina. Essa
ultima é composta por um polimero heterogéneo e complexo e sua formula quimica ¢
constituida por muitos compostos entre eles os fenolicos. Sua sintese ¢ formada por
unidades propano-fenolicas arranjada tridimensionalmente. A lignina envolve as fibras

de celulose e hemicelulose e apresentam dificil biodegradagdo. (CUNHA, 2003).
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Figural: Estrutura quimica da: (A)celulose; (B)hemicelulose; (C)lignina.
Fonte:(SANTOS,2001)

2.4. Producéo de bagaco de cana-de-acucar termo explodido
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Depois do processo de extracdo do caldo de cana, o bagaco resultante ¢
submetido a temperatura de 200°C e 15 atm de pressdo e a seguir despressurizado
processo denominado steam explosion. Neste processo ocorre producdo de compostos
fendlicos, furfural, S5-hidroximetilfurfural que sdo inibidores da fermentagdo
(NADALINI,1991). Tais compostos afetam o crescimento de bactérias e diminuem a
atividade enzimatica do ramen (FONSECA;2009). Diante dessa caracteristica, para ser
utilizado como ragdo o bagaco termo explodido necessita de tempo de maturagdo e
eventualmente tratamento prévio para tornar a digestdo dos ruminantes mais acessivel

(BURGI, 1985).
2.5. Micro-organismos lignoceluliticos

Os fungos para o seu desenvolvimento excretam enzimas capazes de
degradar celulose, hemicelulose, lignina, fendis, proteinas e carboidratos, permitindo
que crescam em ampla gama de residuos vegetais. (RAJARATHNAM et al., 1998).0
valor nutricional do cogumelo esta relacionado com a possibilidade de que 80% de suas
proteinas sdo digeriveis e assimilaveis sendo que nos vegetais somente 50 ou 60% das
proteinas chegam a ser aproveitadas na digestdo. Muitos cogumelos sdo considerados
saborosos ¢ podem ser consumidos crus ou cozidos, complementando qualquer
preparado a base de carne ou constituir o ingrediente principal de uma receita culinaria
(MOLENA, 1986). A produgdo de alguns desses cogumelos comestiveis ¢ considerada
um processos economicamente vidveil de bioconversdo de residuos lignoceluldsicos

pela hifas dos fungos (THOMAS et al., 1998;).

As enzimas capazes de promover a biodegradagdo da celulose sdo as
pertencentes ao complexo de celulases, a hemicelulose e degradada pela xilanase e a

lignina pelas lacases e peroxidases.

O bagago de cana ao ser submetido ao aquecimento libera glicose, xilose e
compostos fendlicos. Das pentoses a principal é a xilose a qual sob pressdo e
aquecimento em condi¢des acidas forma o furfural e o metilfurfural indesejaveis devido

a suas toxiciade.

Para buscar a detoxicacdo do bagago termo explodido este sera tratado por dois
fungos. O fungo Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus foram escolhido pelo fato de

apresentarem a capacidade lignolitica, ou seja, que mediante enzimas hidroliticas e
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oxidativas sdo capazes de degradar os polimeros e mondmeros que compdem materiais
lingnoceluldsicos. Além disto, soma-se o fato desses fungos serem mundialmente
reconhecidos como um fungos comestiveis e em vista disto, tem possibilidade de gerar
um insumo comercializavel para compor ndo apenas um componente chamado

volumoso, mas sim um ingrediente nutritivo como rag¢ao animal.
2.5.1. Lentinula edodes (shiitake)

O Lentinula edodes (Figura 2 ) ¢ um fungo aerdbio, lignolitico, responsavel pelo
que se denomina podriddo branca, que segue a seguinte classificacdo segundo Urben et
al, 2001:

- Reino: Fungi

- Filo: Bazydiomicota

- Classe: Basidiomycetes
-Subclasse: Holobasidiomycetidae,
- Ordem: Agaricales,

- Familia: Tricholomataceae

- Género: Lentinula

- Espécie: Lentinula edodes

Figura 2: (A) Carpoforos de Lentinula edodes. (B) Organizagdo do cultivo na

madeira.

Nutricionalmente, o L. edodes ¢ um fungo de alto valor nutritivo, contendo

minerais essenciais (zinco, célcio, fosforo, ferro, sédio, cobre, magnésio e potdssio) e
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com quantidades significativas de vitaminas e/ou seus precursores tais como, tiamina
(vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), niacina, biotina, dcido ascdrbico (vitaminaC),
ergosterol (precursor da vitamina D), 4cido pantoténico (vitamina A), vitaminas E, B6 e
B12, fibras, além de conter valor caldrico baixo (OEI, 2005; CHEN, 2005). Apresenta
grande potencial medicinal com os anticancerigenos lentinan o KS-2, o LAPI, ¢ as
enzimas polifenol oxidases, as antivirais KS-2, eritadenina, lentinan, JLS e Ac2P,
imunopotenciadores EP3 e EPS4, o hipocolesterolémico eritadenina, agente
hepatoprotetor, os antibactericidas lentinan, cortinellin e lentinamicin, o antifingico

lentinan (HATVANI, 2001)

L.edodes ¢ o segundo cogumelo mais cultivado no mundo (Oei, 2005), cuja
produgdo cresceu no periodo de 1986 a 1997 cerca de 400% (Chen, 2005). Nas
Américas Central e do Sul, o cultivo comercial vem se desenvolvendo nos ultimos 25
anos, especialmente desde 1990 (Lahmann; Rinker, 1991). Seu cultivo teve inicio na
China, por volta de 960 d.C., sendo introduzido no Japdo em 1500 por agricultores
chineses (Przybylowicz; Donoghue,1990). No Brasil, seu cultivo vem crescendo
significativamente, devido ao bom retorno econdmico, possibilidade de ser cultivado
em pequenas dreas e necessitar de baixo investimento inicial (Rossi, 1999).
Tradicionalmente, o Shiitake é produzido em toras de eucalipto (Figura 2 B), porém a
utilizacdo de outros substratos a base de diversos residuos agricolas vem ganhando
espaco, uma vez que a colheita acontece mais rapidamente e a eficiéncia biologica do
fungo ¢ bastante elevada (Przybylowicz & Donoghue, 1988; Hiromoto, 1991; Levanon
et al., 1993). L.edodes é apto a utilizar lignina, celulose e hemicelulose como fonte de
carbono e nutrientes, pode ser cultivado em uma grande variedade de residuos agricolas,
dentre eles o bagaco de cana (Buswell et al., 1996; Eira ; Minhoni, 1996; Rossi,1999).
O bagaco, pelas caracteristicas fibrosas quando prensado, pode condicionar espacos
com aeracdo suficiente para o crescimento micelial do fungo apresentando isto como
uma vantagem para o cultivo de Shiitake. No entanto, por ser resultante de cana-de-
acgucar que sofreu diversos tipos de tratamentos e lavagens em usinas sucroalcooleiras
apresentam-se como um residuo final rico em parede celular, de baixo conteudo de
células inteiras, baixa densidade e pobre em proteinas e minerais (Santos, 1990). Com
isso, a suplementagdo com nutrientes, de preferéncia soltiveis para estarem prontamente
disponiveis para o fungo, promove crescimento e rapida colonizacdo do bagago, o que ¢

desejavel do ponto de vista tecnologico.
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2.5.2. Pleurotus ostreatus (shiimeji)

O Pleurotus ostreatus ¢ conhecido pelos orientais como Hiratake e, e no restante
do mundo como Shimeji.(Figura3 A) Pode também ser chamado de cogumelo ostra,
devido a sua forma. E conhecido como um dos cogumelos comestiveis mais nutritivos
e saborosos (BONONI et al., 1995; COHEN et al., 2002). E classificado segundo
Urben et al,2001 da seguinte forma:

- Reino: Fungi

- Filo: Bazydiomicota

- Classe: Basidiomycetes
-Subclasse: Holobasidiomycetidae,
- Ordem: Agaricales,

- Familia: Pleurotaceae

- Género: Pleurotus

- Espécie: Pleurotus ostreatus

Figura 3: (A) Pleurotus ostreatus em seu habitat natural. (B) Carpoforos pronto para a
colheita.

Pleurotus spp pertencem ao grupo de fungos que possuem um alto valor

nutricional, com diversas propriedades terapéuticas e biotecnologicas. Conhecidos como
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fungos da podriddo branca da madeira por serem eficientes na degradac¢do da lignina
devido a sua capacidade de produzir enzimas lignoceluloliticas, principalmente lacases,
Mn peroxidase e peroxidase versatil, que tém numerosas aplicacdes industriais.

(COHEN at al,2002)

Pleurotus até cerca de 50 anos atrds, era coletado diretamente da natureza
(Figura3 ), porém a partir de 1970 iniciou-se o seu cultivo em escala comercial. No final
da década de 50, houve as primeiras tentativas de promover o cultivo empregando
serragem como substrato. Porém no inicio da década de 60 passou-se a empregar outros
substratos como palhas secas, capim, palha de arroz e palha de trigo para a produgdo em
escala comercial (Figura3 B). Como Pleurotus ostreatus tem sabor agradavel e grande
disponibilidade, houve possibilidade de ampliar o cultivo nestes Gltimos anos e em 1995

sua producdo mundial ocupava o quarto lugar entre os cogumelos comestiveis

(BONONI et al. 1995).

A incorporagdo de P. ostreatus na dieta alimentar pode ser considerada positiva
pois possui consideravel valor nutricional em proteina, fibra, carboidrato, vitaminas e
minerais alem de baixo valor calorico, gorduras e sodio (SILVEIRA, 2003). Em seu
conteudo proteico destacam-se a lisina, arginina e treonina em altas concentracdes
(JWANNY et al., 1995). Em termos nutricionais segundo a “Food Policy and Nutrition
Division” ele e composto de 90,8% de dgua. A sua composicdo centesimal em base seca
¢: 30,4% de proteina; 2,2% de gordura; 48,9% de carboidratos; 8,7% de fibra e 9,8% de
cinzas e seu valor energético ¢ de 345 kcal. (BISARIA ; MADAN,1983).

2.6. Enterococcus zymogenes

As bactérias do género Enterococcus s@o conhecidas por possuir baixa viruléncia
quando comparado com outros cocos Gram-positivos, possuir uma alta capacidade de
adaptacdo e sobrevivéncia em meios adversos € ndo produzem esporos. Esse termo
Enterococcus foi estipulado para organismos que crescem entre 10 e 45° C, em pH 9,6 ¢
capazes de crescer em meio com NaCl a 6,5% e em bile-esculina. No decorrer dos anos
varias espécies de Enterococcus foram isoladas de humanos e animais e na década de 80
com o avango nas técnicas moleculares houve ampliagdo da classificacdo constatando-
se que o Streptococcus faecalis subespécies liquefaciens e zymogenes eram apenas uma
espécie.(MURRAY,1990).
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Entre os métodos eficientes para se medir a qualidade proteica de uma
determinada amostra, ¢ o0 método baseado na resposta de crescimento de Enterococcus
zymogenes frente a qualidade da amostra de proteinas de Ford, 1962. Como resultado,
tem-se a relacdo dos aminoacidos essenciais para o crescimento desta bactéria (valina,
metionina, isoleucina, leucina, arginina, histidina, triptofano e acido glutamico) que se
apresenta como um conjunto muito semelhante ao descrito para seres humanos, com
exce¢do da lisina que também considerada um dos aminoécidos essenciais para os seres
humanos, porém nao ¢ de necessidade absoluta para esse microorganismo, embora sua
auséncia prejudique o seu crescimento. Possui como vantagem comparada a outros
métodos in vivo a pequena quantidade de amostra necessaria, sua simplicidade e rapidez

de resposta. (FORD, 1962)
2.7. Pseudokirchineriella subcaptata

A Pseudokirchineriella subcaptata (Figura 4) é uma alga verde unicelular que
contém apenas um cloroplasto longo com presenca de clorofilas a e b Podem formar
grupos de 4 a 16 individuos. Sua reproducao e assexuada mediante auto-esporos
(JANSSEN; HEIJERICK,2003). Tem capacidade de dividirem-se uniformemente e ndo
se aderem a superficies, alem de ciclo de vida curto, altas taxas de crescimento,
facilidade de manutencdo e capacidade de crescer em meios sintéticos bem definidos.
Tudo isso induz facilidades para manuteng¢ao de ensaios biologicos. (VIDOTTI E
ROLLEMBERG, 2004). Devido a sua sensibilidade a muitas substancias, especialmente
herbicidas e metais, esta alga é utilizada em testes ecotoxicologicos.(BLAISE E
FERARD, 2005). Embora a P. subcaptata é empregada como organismo teste, nos

ensaios de toxicidade aguda ¢ utilizada como alimento para criagdo de Daphnia similis

Figura4 : Pseudokirchneriella subcaptata (HEIJERICK,2003).
2.8. Daphinia similis

A D. similis (Figura5) é um microcrustaceo classificado da seguinte forma:
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- Reino: Animalia

- Filo: Crustacea

- Classe: Branchiopoda
- Ordem: Cladocera

- Familia: Daphniidae
- Género: Daphnia

- Espécie: Daphnia similis

Figura5: Daphinia similis.

A reprodugdo na familia Daphnidae geralmente ¢ partenogenética rara a
ocorréncia de machos, surgindo quando ocorrem condi¢des ambientais ndo favoraveis.
Podendo ocorrer entdo a reproducdo sexuada com geragdo de efipios, estrutura que
abriga ovos de resisténcia (Figura 6). Esses efipios sdo extremamente resistentes a
dessecagdo e a temperatura ¢ sdo capazes de eclodir meses ou anos apos terem sido

armazenados no ambiente seco ou no frio (STORER et al., 2002)

1- Efipio
2- Ovo de Resisténcia

Figura6: Efipio de Daphnia pulicaria. (DODSON ; FREY, 2001. Adaptado.)
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Esse microcrustaceo ¢ recomendado mundialmente em testes de toxicidade por
muitos 6rgdos de controle ambiental, pois atende muitos dos critérios para uso como
organismo-teste, como por exemplo: possuem ampla distribui¢do nos corpos d’agua, ¢
uma espécie-chave em muitas cadeias alimentares, o ciclo de vida ¢ curto e sdo
partenogenéticos (estabilidade genética), sdo facilmente criados em laboratorios e
sensiveis a vdarios contaminantes podendo, assim, serem considerados como

bioindicadores. (BEATRICI, 2001)

Dentre os ensaios bioldgicos possiveis de serem executados com Daphnia
similis destaca-se o de toxicidade aguda que objetiva avaliar a dose ou a concentragio
de um agente tdxico que possa produzir efeitos aos organismos expostos em um periodo
de tempo relativamente curto. Tal periodo de exposi¢cdo pode variar de acordo com o
organismo ¢ seu ciclo de vida. Normalmente para claddceros o ciclo ¢ de 24h e para
peixes 96h. Os bioensaios agudos permitem estimar os valores de concentragdo toxica
efetivas (CE50) que ¢ a imobilidade a 50% da populacdo ou de concentracdo letal
(CL50) que ¢ a mortalidade de 50% da populacdo, que sdo calculados aplicando-se
varios métodos estatisticos. O resultado expressa os valores de concentragdes efetivas e
letais considerando-se a 50% dos organismos uma vez que estas respostas sdo mais
reprodutiveis, oferecendo maior grau de confiabilidade para serem extrapoladas para
uma populagdo (COSTA et al., 2008). A vantagem desse bioensaio agudo ¢ que sdo de
baixo custo, simples e confidveis (MAGALHAES e FERRAO-FILHO, 2008).
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3. OBJETIVOS

Utilizar o bagago de cana termo-explodido como substrato para os fungos,
Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus objetivando a sua detoxificagdo e transformacdo

em um produto de melhor qualidade nutricional para compor ra¢des de ruminantes.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material
4.1.1. Micro-organismos
4.1.1.1. Lentinula edodes

A cultura na forma de “spawr” foi adquirida da FUNGIFLORA, municipio de
Valinhos, S.P.

4.1.1.2 Pleurotus ostreatus

A cultura na forma de “spawr” foi adquirida da FUNGIFLORA, municipio de
Valinhos, S.P.

4.1.1.3 Enterococcus zimogenes

Enterococcus zymogenes proveniente do Agricultural Research Service (US
Department of Agricultural) Northern Regional Rearch Center, foi gentilmente ofertado
pela Profa. Dra. Aureluce Demonte do Departamento de Alimentos e Nutri¢do, da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP — Araraquara — SP.

4.1.1.4. Daphinia similis

Os microcrustaceos Daphnia similis originalmente provenientes da Companhia

Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB), foram criados no Laboratério de Ensino
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de Toxicidade de Aguas, do Departamento de Bioquimica e Microbiologia Aplicada, da
UNESP — Rio Claro/SP, seguindo as normas propostas pela a norma ABNT NBR
12713:2009.

4.1.1.5 Pseudokirchnieriella subcaptata

Originalmente proveniente da Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo

(CETESB)
4.1.2. Obtencéo de bagaco de cana termo explodido

O bagago de cana termo explodido ¢ proveniente da Industria Nardine-
Catanduva-S.P., e gentilmente ofertado pelo Prof. Octavio Valsechi do Centro de

Ciéncias Agrarias — UFSCAR, Campus de Araras
O material foi mantido em temperatura ambiente
4.1.3. Equipamentos, vidraria e reagentes

Para realizar os experimentos utilizou-se estufas a 30 e 37°C, aparelho destilador
de Kjeldahl, vidraria comumente utilizada em laboratorio de microbiologia, carbonato
de calcio, selenito de sddio e mistura digestora ( Cu,SO4 e K;SOy), e reagentes comuns

de laboratorio.
4.2. Métodos
4.2.1 Manutencéo de cultura dos fungos

As culturas de ambos os fungos acondicionadas em sacos de PVC foram

armazenados na embalagem de origem, sob refrigeracdo a 10°C +_em camara fria.
4.2.2 Manutencéo de cultura Enterococcus zymogenes

A cultura de E. zymogenes foi mantida em meio de manutengcdo em
congelamento composto de meio basal (tabela 2) com 10% de glicerol. Posteriormente
foram colocados 3 mL de inoculo ativo com 10 mL desse meio com glicerol e levados

diretamente ao freezer antes do crescimento da cultura.
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Tabela 2: Composi¢do de meio basal para Enterococcus zymogenes

Componentes Peso
Glicose 300 g
K2HP04 45 ,0 g
Ac. Citrico 1,25 g
Acetato de sodio 6,25 ¢
Adenina 12,5 mg
Guanina 12,5 mg
Uracila 12,5 mg
Xantina 12,5 mg
Acido Ascérbico 1,25 ¢
Mistura Vitaminica 35,0 mg
Solu¢do de minerais 25 ml
Tween 80 2,5 ml

Ajustar pH para 7,2 com acido fosforico
Ajustar volume total para 500 ml

4.2.3 Manutencédo de Daphnia similis

A criagdo dos microcrustaceos foi realizado com agua procedente do Ribeirdo
Rio Claro/SP, coletada mensalmente. A 4dgua coletada para cultivo, € filtrada em rede de
plancton de 45 um para retirada do material particulado e posteriormente ¢ avaliada a
dureza que ¢ ajustada para atingir os valores entre 40 e 48 mg/L de CaCOs;, afim de
seguir os procedimentos especificados na Norma ABNT 12713, 2009.

A 4gua e mantida em aeracdo permanente visando sua estabiliza¢do fisico-
quimica e saturag@o do oxigénio dissolvido, que deve manter-se entre 7 a 9 mg/O,/L.

As Daphnias foram alimentadas com a microalga Pseudokirchineriella
subcapitata, na concentragio de 2,0 x 10° células por organismo, aproximadamente,

complementado com ragdo para truta.

4.2.4 Preparo dos substratos para a inoculagao

Para selecionar o melhor substrato para o desenvolvimento de L. edodes e P. ostreatus

foram preparadas varias formula¢des de acordo com o seguinte protocolo:
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Tabela3: Demonstragdo dos diferentes substratos utilizados para o crescimento dos

fungos
Amostra Bagago de cana termo | Indculo (%) CaCOs; (g Complemento
explodido (g) proteico (2 g)
1 20 1 0.0 de Farelo de soja
2 20 1 0.0 de Farelo de aveia
3 20 1 0.0 de Farelo de arroz
4 20 1 0.0 de Farelo de trigo
5 20 1 0,7 de Farelo de soja
6 20 1 0,7 de Farelo de aveia
7 20 1 0,7 de Farelo de arroz
8 20 1 0,7 de Farelo de trigo

A todas as amostras foram adicionados 10 mL de agua destilada e autoclavados
Posteriormente foram mantidos em estufa a 25 °C. O L. edodes foram desenvolveu-se

em 8 dias em estufa e o P. ostreatus em 5 dias.

Apds o crescimento dos fungos os materiais foram desidratados em estufa a
SOOC, triturados e submetidos a analises de toxicidade aguda, proteina bruta total,

qualidade proteica, DQO, DBO, aminoacido totais.

Figura 7: Bagago de cana termo explodido inoculado com os fungos antes da fermentagéo.
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4.2.5. Preparo do lixiviado do bagaco de cana de agucar.

Preparou-se o lixiviado do bagago de cana termo hidrolisado e do bagaco
fermentado com L. edodes e P. ostreatus em 1L de agua destilada. Para cada material
colocou-se a percolar lentamente em recipiente adaptado e protegido com algodao
(Figura 8). Com o lixiviado obtido efetuou-se analise do Brix, pH, demanda quimica de
oxigénio(DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), toxicidade aguda com D.

similis.

a T

Figura 8: Preparacéo do lixiviado do bagago de cana
4.2.6 Caracterizacao do lixiviado

O lixiviado obtido foi caracterizado quanto ao brix por meio do refratometro, pH

obtido com o pHmetro, DBO e DQO e toxicidade aguda com Daphinia silimis.

A demanda bioquimica de oxigénio ¢ um indicador de concentragdo de matéria
biodegradavel. O oxigénio ¢ necessario e exigido por micro-organismos para
promoverem a biodegradacdo das substancias dissolvidas na amostra. O teste foi
realizado em duplicata a temperatura constante de 20°C e durante um periodo de
incubagdo de 5 dias. As amostras foram diluidas em agua de dilui¢do e foi medido o
oxigénio dissolvido (OD) no inicio do experimento. Apds 5 dias mediu-se o OD da
outra amostra. A diferenca de concentragdo de oxigénio representa a DBO, isto €, o
oxigénio consumido para oxidar a matéria organica via respiragdo dos microrganismos.
Como trata-se de uma amostra de residuo industrial que possui poucos micro-
organismos foi necessario a adicionar a "semente", que ¢ um in6culo de mistura de

bactérias procedentes do esgoto domestico ( RAND,1992).
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A demanda quimica de oxigénio (DQO) ¢ um indicador da concentragdo de
oxigénio necessario para oxidar a matéria organica em meio acido e com condicdes
energéticas por agdo de um agente quimico oxidante forte, sendo o mais utilizado o
dicromato. Este pardmetro aponta portanto a estimativa total da quantidade de matéria

organica da amostra, biodegradavel ou ndo.
4.2.7 Avaliacao de toxicidade

Esse teste de toxicidade foi realizado seguindo a norma ABNT NBR
12713:2009, utilizando-se a Daphnia similis pois trata-se de um microcrusticeo com
alta sensibilidade a diversos causadores de toxicidade em ambientes aquaticos.

Durante o teste, individuos com 6 a 24 horas de idade foram expostos as
amostras do lixiviado do bagago antes e apds a fermentagao, por um periodo de 4 a 48
horas, Posteriormente foi calculada a Concentragdo Efetiva Média (CE 50) e a
Concentragdo Letal Média (CL 50), que e determinada de acordo com a imobilidade ou
mortalidade de 50% dos individuos. (GHERARDI-GOLGSTEIN et. al., 1990).

Para a realizacdo do teste, adicionou-se em tubos de ensaio 10 mL lixiviado do
bagaco puro e do bagago fermentado com os fungos.

Apds 48 horas realizou-se a contagem dos individuos imoveis ou mortos em
cada amostra. Os dados foram trabalhados estatisticamente no software Spearman-

Karber ICP-Program para testes de toxicidade.

4.2.8 Quantificacdo da proteina bruta

O experimento foi realizado no Departamento de Bioquimica e Microbiologia,
do Instituto de Biociéncias - UNESP,Rio Claro-SP, empregando o método de Kjeldhal.
A quantificag@o de nitrogénio ¢ medida em 4 etapas:

- Preparo da amostra e mineralizacdo com H,SO,. Colocou-se em cada tubo digestor
entre 0,04 a 0,05g de amostra seca e pulverizada; uma ponta de espatula de solugdo
digestora K,SO4 + CuSOs — 1:1; 3 cristais pequenos de selenito de sodio
(Na;Se03.5H,0); e 2 mL de acido sulfurico P.A. (H,SO4). Aqueceu-se os tubos no
Bloco Digestor (200 - 230°C) até adquirir coloracdo translucida (esverdeada ou azulada)
e posteriormente adicionou-se cuidadosamente 10 mL de H,O destilada no tubo.

- Destilagdo no destilador de Kjedahl: Procedeu-se a destilagdo da amostra no
aparelho de destilagcdo de Kjeldhal.(Figura 9)
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L P e

Figura 9: Destilados de Kjeldhal em operagéo

Fonte: MORALES, 2012.

- Titulacéo do destilado: Procedeu-se a titulagdo da solugdo de H,SO4 (que recolheu a
amostra destilada) contra solu¢do de NaOH 0,01N até a viragem de vermelho para
amarelo (ambas as solucdes padronizadas)

-Célculos:

mL. NaOH 0.01 gasto na titulagdo da amostra — mL. NaOH 0,01 gasto na titulagdo do branco =
mL. de H,SO,0.01 consumido na titula¢do

1,0 mL de H,SO4 0,01N = 0,14 mg Nitrogénio
6,25g de Proteinas =1,0g de Nitrogénio

X mg Proteinas . 100

= % de Proteinas
Peso da Amostra /0

4.2.9.1 Avaliacdo da qualidade empregando o método de Enterococcus

Zymogenes

O teste ¢ baseado no crescimento de Enteococcus zymogenes, relacionando a
necessidade de aminoacidos essenciais desse micro-organismo, que ¢ semelhante a

humana. Trata-se de um meio indireto de avaliagdo do Valor Nutricional Relativo das



29

proteinas na amostra, ¢ a eficiéncia se da pelo uso de enzimas do trato gastrointestinal
humano, utilizadas na hidrolise do material e ¢ comparada com a proteina padro

(caseina).FORD (1962)

4.2.9.2 Meio de cultivo para o E. zymogenes

Preparou-se meio de cultivo (tabela 4) para a ativagdo da cultura de bactéria,
com um total de 2 subculturas com intervalos de 24 horas com a propor¢do de 1 mL de

inoculo para 10 mL de meio de cultivo.

Tabela 4: Composi¢do do meio de cultivo para Enteococcus zimogenes

Meio Basal (tab. 2) 20 mL
Triptona 200 mg
Agua Destilada Ajustar para 100 mL
Ph Ajustar para 7,2

4.2.9.3 Ensaio bioldgico com Enteococcus zymogenes
O teste microbiologico com Enteococcus zymogenes e realisado em 3 etapas.

- Preparo das amostras (pré-hidrolise): pesou-se equivalente a 100 mg de proteinas
tomando como base os valores obtidos de proteina bruta, das amostras de bagago puro,
bagaco fermentado com L.edodes e com P.ostreatus. Adicionou 40 mL solugdo de B-
glicerofosfato de sodio, Sigma G-5422 (20 g/litro) e ajustou para 8,0 o pH com NaOH
ou acido fosforico. Colocou-se em banho-maria 48°C, sob agitagdo lenta e constante, e
acrescentou 4,0 mL de solugdo de pronase Sigma P-5147 (1 mg/mL). Depois de 3 horas
resfriou ate temperatura ambiente e ajustou o pH para 7,2 com ac. fosférico (H;PO4) ou
hidroxido de so6dio (NAOH) e o volume para 100 mL. Esterilizou-se a frio em

membrana milipore de 0,22 um.

- Ensaio: o ensaio foi realisado em quintuplicata (4 teste + 1 branco). Em tubos
esterilizados colocou-se: 2,0 mL de meio basal esterilizado a frio + 2,0 mL da amostra +
7,0 mL de agua esterilizado + 100 uL do inéculo. No tubo branco colocou-se 100 pul de
in6culo inativo. Foram encubados em 37°C/ 48 horas. Um tubo contendo somente
solugdo de pronase nas mesmas condi¢gdes da hidrélise também foi preparado. Apos o
periodo de incubacdo os tubos foram esterilizados em autoclave (121°C por 15

minutos).
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- Titulacdo: titular com NaOH 0,1 N até pH 7,2. Os calculos sdo realisados
descontando-se volume de NaOH gasto com branco da respectiva amostra e da pronase
e foram expressos em % do volume gasto com a amostra padrio (caseina). (TAVANO

et. al, 2004)
4.2.10 Quantificacéo e qualificacdo de aminoacidos/grama

Foram enviadas amostras de bagago termo hidrolisado puro e de bagaco
fermentado com ambos os fungos para Centro de Quimica de Alimentos e Nutrigdo

Aplicada do ITAL, Campinas/SP (Instituto de Tecnologia de Alimentos).

Hidrolisou-se 25mg das amostras com 10mL de HCI 6N, a vacuo a 110°C por 22
horas. A amostra foi recuperada em diluente pH = 2,2. Posteriormente 25uL foi injetado
no analisador Dionex DX 300, afim de realisar a separacdo dos aminoacidos em coluna
de troca i0nica e reagdo pos-coluna com ninhidrina, usando-se como referéncia solugdo

padrao de aminoacidos Pierce (SPACKMAN et al, 1958; SPIES, 1967).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacéo do subtrato

O bagaco de cana termo hidrolisado possui uma coloracdo mais escura com
aroma adocicado e rigidez das fibras . Apods a fermentacdo com os fungos pode-se
observar aumento consideravel da maleabilidade das fibras, o aroma modificou-se para
uma predomindncia fungica de acordo com os inoculados e o subtrato sofreu
modificagdo para cor clara amarelada (Figural0), uma vez que a lignina foi

biodegradada pelos fungos.

FiguralO: Bagago termo explodido colonizado pelo fungo.
5.2 Cultivo dos fungos

Segundo Rossi (1990), o Lentinula edodes é tradicionalmente cultivado em toras
de eucalipto, como mostrado anteriormente na Figura 2 . No entanto tentativas de
produzi-lo em diversos residuos agricolas vem ganhando espago para produgdo
comercial. Dentre esses residuos esta o bagaco de cana de agucar que pela sua

composi¢do atende as necessidades degradativas dos fungos.
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Comparando-se as diferentes formulacdes propostas para cultivo dos fungos
ilustrado na Figura 7, verificou-se que o carbonato de célcio foi importante para o
crescimento dos fungos. O carbonato melhorou o pH do bagaco que apresenta-se acido
e dificulta o desenvolvimento adequado das hifas. A suplementacdo com os tipos farelo
também auxiliou os fungos se desenvolverem em menor tempo, isto implica em
viabilizag¢do de sua aplicacdo na industria. Desses farelos o de melhor resultado foi o

farelo de aveia. (Figura 11)

Comparando-se o tempo de desenvolvimento dos fungos, verificou-se que o
Pleurotus ostreatus apresentam desenvolvimento mais rapido (5 dias) do que o
Lentinula edodes (8 dias) sendo, portanto, uma vantagem em processos industriais e

tecnologicos.

Figurall: Bagaco de cana termo explodido inoculado com o fungo apds 5 dias: (A)
sem a adi¢do; (B) com adi¢do de carbonato; (C) com a adi¢do de do carbonato de calcio
e farelo de aveia.

5.3 Caracterizagao do lixiviado.

No lixiviado obtido do bagaco puro bem como do bagaco fermentado com os
fungos, registrou-se modificagdes em alguns parametros. O pH do lixiviado do bagaco
termo explodido puro tinha acidez de 3,2 antes do crescimento microbioldgico e apos a
fermentacdo com L.edodes o pH do lixiviado foi de 4,1 ¢ com o P. ostreatus 4,5. A
coloracdo do lixiviado de cor ambar também ficou visivelmente mais clara apds a
fermentagdo (Figura 12):
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Figura 12: A esquerda termos o lixiviado do bagago fermentado, ao centro o lixiviado
do bagaco antes da fermentag@o e a direita agua.

5.4 Demanda Bioquimica de Oxigénio e Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO) do lixiviado do bagaco.

Tanto a (DQO) quanto a (DBO) tiveram aumento apds a fermentagdo com ambos os
fungos indicando melhoria do material.

Analisando-se a (DQO) registrou-se que a quantidade de oxigénio necessdria para
degradar toda a matéria organica praticamente triplicou para o L. edodes ¢ mais do que
dobro para o P. ostratus (Figura 12) o que indica aumento consideravel na presenca de
matéria organica das amostras. Tal fato pode ser confirmado com a QBO, pois houve
também aumento significativo do consumo de O, indicando a degradacdo de matéria
organica das amostras que foi solubilizada (Figura 13). Esse aumento da DBO indica
um aumento da matéria organica, e também aumento da capacidade de degradacdo do
material, ou seja, apoés a fermentacdo com os fungos, o bagaco mediante biodegradagdo
liberou substancias que foram solubilizadas na dgua indicando melhor possibilidade de

aproveitamento como racao.

20.000 14520 11440
W Bagaco Puro

10.000 5940 B L.edodes
I I P.ostreatus
0 T T T )
Bagacgo Puro L.edodes P.ostreatus

mg/0,/L

Figura 13:Quantificagdo da Demanda Quimica de Oxigénio(DQO) em mg/O, antes a
apos a fermentacdo com L.edodes e P.ostreatus
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Figura 14: Quantificagdo da Demanda Biogimica de Oxigénio (DBO) em mg/O; antes
a apds a fermentag¢do com L.edodes ¢ P.ostreatus

5.5 Toxicidade

Os dados de toxicidade aguda registrados na Figura 15 indicam a diminui¢do da
toxicidade do lixiviado do bagago sobre Daphinia similis antes e apds o tratamento com
os fungos L. edodes e P. ostratus.

56

55 T ——

54 ~—
53 —
52 T
51

50

49

Unidade Toxica
100/CE(50) 48h

Bagago puro Bagaco apds o tratamento

Figura 15: Toxicidade do bagaco antes e apds a fermentacdo frente ao teste de
Daphinia similis

Considerando-se que o rumem ¢ uma mistura complexa de micro-organismos
principalmente de bactérias e protozodrios, a diminui¢do de toxicidade pode ser um
indicativo importante para o equilibrio da alimenta¢ido dos ruminantes.

5.6 Quantificacao protéica do bagaco microbiologicamente modificado

Os resultados da analise de nitrogénio total (proteina bruta) pelo método de Kjeldhal
registrados na Figura 15, indicam que antes da fermenta¢do o bagaco puro possuia
entorno de 1% de proteina bruta. Apos a fermentagdo com o L. edodes esse valor
aumentou para 4,2% e com o P. ostreatus para 4,9% (Fig. 16). Esses dados permitem
concluir que a presenca dos fungos na biodegradagdo do bagaco resulta em aumento do
teor proteico, ndo so6 pela presenga dos fungos mas ainda pela evolugdo do CO, nas

solugdes. Os valores de nitrogenio total (N x 6,25) indicam que o P. ostreatus



35

apresentou-se com mais vantagens proteicas, mesmo que o seu tempo de inoculagdo

tenha sido menor que a do L. edodes.

6,00% -
% de proteina 4,00% B Bagaco Puro
bruta
M L.edodes
2,00% -
_ . : P.ostreatus
0,00% T+ T T T "

Bagaco Puro L.edodes P.ostreatus

Figural6: Porcentagem de proteina bruta antes e apos a fermenta¢do com L. edodes e
Pleurotus ostratus.
5.7. Qualidade protéica do bagaco microbiologicamente modificado

empregando o método de Enterococcus zymogenes

Assumindo que a qualidade protéica da caseina apresenta valor de 100%, pode-se
comparar a qualidade protéica do bagago apds a fermentacdo com P ostreatus e L.
edodes. Na figura 17 verifica-se que o bagaco tratado com o P ostreatus atingiu o
resultado 27% apds a fermentacdo e o L. edodes assumiu o valor de 76% de qualidade
proteica. Considerando-se o resultado de ambos, o bagagco microbilogicamante tratado

com o L. edodes apresenta cerca de 49% superior a qualidade proteica do P.ostreatus.

No entanto deve-se destacar novamente o fato do L.edodes necessitar de mais

tempo para colonizar o bagago,

Apos a
fermentacio com
P ostreatus
B ApoOs o
fermentagdo com
L. edodes
% de
aualidade - | Wiaseing
proteica

0% 50% 100% 150%

Figurl7. Qualidade protéica do substrato microbiologicamente modificado pelo
Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus, avaliado pelo método de Enterococcus
Zymogenes
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5.8 Aminoéacidos grama do bagaco de cana termo explodido

O bagaco de cana de agucar apresenta-se pobre em proteina e a fermentacdo em
estado solido possui uma perspectiva positiva para aumento do teor proteico. As
proteinas sdo essenciais, pois estdo relacionadas aos processos vitais dos organismos,
tais como a formagdo de tecidos, de enzimas e de hormonios, entre outros, sendo
secundariamente usadas como fonte de energia. Nesse sentido a digestibilidade das
proteinas é muito importante, ¢ nem todos os fatores que afetam a digestibilidade sdo
conhecidos. Sabe-se que as que as proteinas de origem vegetal sdo menos digeriveis que
as proteinas de origem animal e sendo assim, as proteinas que tem origem microbiana
possuem melhor digestibilidade sendo um método de incorporacdo de proteinas.(

MACARI, 1994.)

Apesar de uma dieta ter alta digestibilidade ela pode ser pobre em proteinas
devido a uma deficiéncia de aminodcidos essenciais, exigidos para a sintese de proteinas
corporais. Sendo assim e necessdrio realizar quantificacdo tanto da digestibilidade
quanto das proteinas, quanto a composi¢do do padrdo proteico com consequente
absorg¢ao das proteinas pelos tecidos e eficiéncia de ganho. Nesse sentido as proteinas de
origem vegetal possuem baixo valor bioldgico, pois apresentam a falta de pelo menos
um aminodcido essencial e, portanto ndo s@o suficientes para suprir as necessidades

organicas.

A Tabela 5 indica que houve melhora significativa do padrdo de aminoacidos totais do

bagaco apos a fermentagdo com ambos os fungos.
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Tabela 5 . Aminoacido grama dos tratamentos do baga¢o microbiologicamente

modificado com L. edodis e P.ostreatus.

Aminodcidos totais Bagaco Bagaco + Bagaco + Bagago + farelo
( mg/100g) de cana farelo aveia  farelo aveia de aveiat
Puro + L. edodis P.ostreatus

Acido aspartico 33,40 ? 6,86 73,38 72,30
Acido glutamico 127,99 739,24 214,03 295,74
Serina 5,20 32,84 89,25 12,76
Glicina 25,38 54,22 116,32 68,82
Histidina 165,55 217,35 39,76 430,64
Arginina 14,97 11,25 61,08 27,75
Treonina 30,34 27,76 67,74 71,40
Alanina 72,99 60,65 123,07 55,53
Prolina 43,47 60,27 119,80 168,29
Tirosina 17,87 18,96 41,10 35,33
Valina 49,10 59,09 118,89 149,53
Metionina ND 2,80 5,39 4,62
Cistina 6,95 ?N.D. ND 550,65
Isoleucina 34,04 40,39 89,07 137,21
Leucina 68,33 73,75 145,41 214,18
Fenilalanina 25,03 38,79 79,65 116,74
Lisina ND 11,87 54,65 81,88
Triptofano ND ND ND ND

?: Resultados a serem confirmados.

Com base na Tabela 5, alguns aminoacidos devem ser destacados: acido
glutamico, treonina, prolina, valina, isoleucina, leucina e lisina. Esses aminoacidos
tiveram aumento consideravel na composicdo do material. Sabe-se que o acido
glutamico participa na via metabolica da glicdlise, € o precursor de varios aminoacidos
como glutamina, prolina, gaba, ornitina e arginina alem se der o neurotranmissor mais
comum do sistema nervoso dos mamiferos. (SILVA,et al 2001). A prolina é o
componente primario para formag¢do do coldgeno, a treonina ¢ o mais abundante
aminodcido da imunoglobulina IgG, a valina junto com a isoleucina e leucina estimula o
crescimento e a reparacdo do tecido muscular, e a lisina auxilia na formagdo do
colageno cartilagens, tecidos conectivos € no crescimento 6sseo. A lisina também esta
envolvida com o crescimento normal de criangas. (STRADIOTTI, et al 2004). Desse
modo, o bagagco ao ser enriquecido com esses teores de aminoacidos resulta em

melhorias das fung¢des descritas acima nos animais que dele se alimentar.
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A Tabela 6 mostra o perfil de aminoacidos contidos em outros materiais. E

possivel verificar valores menores dos aminodcidos quando comparados ao bagaco de

cana termo explodido apds a fermentagdo com os fungos.

Tabela 6: Valores de aminoacidos totais de diferentes compostos contidos em 100g de

proteina

Aminoacidos totais Torta de soja Graos de ervilha Semente de
( mg/100g de girassol
proteinna)
Acido aspartico 11,7 12,2 10,1
Acido glutdmico 18,5 18,3 22,3
Serina 4,1 4.4 39
Glicina 4,1 4.4 4,5
Histidina 2.9 2,1 2.9
Arginina 7,5 8,8 9,6
Treonina 3.9 4,5 3,5
Alanina 42 42 42
Prolina 5,5 4,3 4,3
Tirosina 3,5 3.9 3,0
Valina 5,4 5,0 6,0
Metionina + cistina 3,6 2,6 3,8
Isoleucina 5,6 49 5,3
Leucina 7,6 8,0 6,9
Fenilalanina 5,4 5,4 6,0
Lisina 6,3 6,8 3,5

Fonte: STARON, 1983
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A Tabela 7 mostra o perfil de aminoacidos de alguns micro-organismos. Novamente ¢
possivel notar que tanto o P. ostreatus quanto o L. edodes tem capacidade de
enriquecimento do bagago de cana superior a esses valores.

Tabela7: Valores de aminoacidos totais de diferentes micro-organismos em 100g de
proteina

Aminodcidos totais  Bacteria Champignon de Aspergillus oryzae
(mg/100g de Paris

proteinna)

Acido aspartico 9,4 9,5 9,8
Acido glutdmico 15,0 24,7 17,5
Serina 4,3 4,7 5,2
Glicina 472 472 4.5
Histidina 2,6 1,7 3,2
Arginina 5,8 49 6,5
Treonina 4,8 5.0 4,5
Alanina 6,3 7.9 5,8
Prolina 5,5 6,1 5,3
Tirosina 34 1,8 3,7
Valina 5,6 5,7 5,5
Metionina + cistina 4,1 2,0 2.9
Isoleucina 6,1 4,6 5.4
Leucina 10,1 6,4 9,0
Fenilalanina 4,3 3.8 4,7
Lisina 8,3 6.9 6,9

Fonte: STARON, 1983
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6. CONCLUSAO

-Apos o desenvolvimento desta pesquisa, conclui-se que a inoculagio e crescimento de
Lentinula edodes e o Pleurotus ostreatus induzem modificagdo no bagago de cana-de-

acucar termo hidrolisado.

- Em alguns aspectos como a quantificagdo de proteina o L. edodes apresentou
resultados superiores, no entanto isso pode ter ocorrido devido ao maior tempo

necessario para completa colonizag@o do subtrato.

- O bagago termo explodido apresentou-se enriquecido quanto a quantidade e qualidade

proteica.
- A toxicidade aguda com Daphinia similis apresentou diminuigao

- Os valores de demanda quimica de oxigénio (DQO) e demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) indicam que houve melhoria quanto a solubiliza¢do das substanciais

polimerizadas contidas no bagaco.

- A fermentagdo em estado semi-solido do bagaco termo explodido com o Pleurotus
ostreatus ¢ o Lentinula edodes pode ser uma alternativa para melhorar o seu

aproveitamento.
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