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RESUMO 

 

O constante crescimento na produção de etanol acarreta em aumento da produção de 

bagaço de cana-de-açúcar, surgindo necessidade de desenvolver novas formas de 

aproveitamento deste produto. Sendo assim, o acréscimo de valor agregado no bagaço 

afim de que seja utilizado em ração animal pode ser uma alternativa economicamente 

interessante. Este trabalho utilizou Lentinula edodes (shiitake) e o Pleurotus ostreatus 

(shimeji) na biotranformação e enriquecimento do bagaço de cana-de-açúcar termo 

hidrolisado, considerando-se tempo e aditivos nutricionais, para obtenção de biomassa 

com melhores condições nutricionais e proteicas. Na primeira etapa do projeto foram 

testadas diversas combinações de meio a fim de se encontrar aquele mais adequado para 

o desenvolvimento fungico. Concluiu-se que o 1% carbonato de cálcio e 1% levedura 

seca são essenciais para o desenvolvimento dos microrganismos neste substrato. Com 

relação à quantidade de inóculo, para P. ostreatus assumiu-se 3% como ideal e para L. 

edodes, assumiu-se 8% como a quantidade ideal. Foram quantificados proteína bruta, 

lipídios, valor nutricional relativo (VNR) pelo método com Enterococcus zymogenes, 

toxicidade aguda realizado com Daphinia similis, DQO e DBO das amostras. Quanto a 

quantidade de proteína, houve um aumento significativo quando comparado ao bagaço 

original passando de aproximadamente 1% para 3,43% e 3,20% para L.edodes e 

P.ostreatus respectivamente com 45 dias de incubação as 25+/- 20C. Os valores de 

lipídeos foram baixos mesmo após a colonização. O valor nutricional relativo do bagaço 

de cana termo hidrolisado antes do tratamento microbiológico apresentava valores de 

23,07% passando para 84,61% para L.edodes e para 73,07% para P.ostreatus. A 

toxicidade aguda apresentou uma diminuição após o desenvolvimento fúngico sendo que 

L.edodes apresentou-se mais eficiente na detoxificação. Os resultados de DQO e DBO 

também apontam para uma melhora na biodegradação do solubilizado do bagaço de cana 

para as duas espécies de fungos quando comparadas ao substrato original. 

 

 

Palavras-chave: bagaço de cana termo hidrolisado, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus. 
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ABSTRACT 

The constantly growing in ethanol production will lead to consequent increased 

production of sugarcane bagasse emerging need to develop new ways to use this product, 

Therefore the increase in value in order that residue to be used as forage for animal feed 

can be an economically interesting alternative. This paper used Lentinula edodes 

(shiitake) and Pleurotus ostreatus (shimeji) in biotranformação and enrichment of 

sugarcane bagasse term hydrolyzate, considering time and nutritional additives, to obtain 

biomass with better nutritional and protein conditions. In the first stage of the project were 

tested several  combinations of substrate in order to find the most suitable for fungal 

development. It was concluded that 1% calcium carbonate and 1% dried yeast are 

essential for the development of microorganisms in the substrate. About the amount of 

inoculum, P. ostreatus assumed as an ideal 3% and L. edodes, 8% was assumed as the 

ideal amount. The following were quantified crude protein, lipids, nutritional value 

relative (NVR) by method with Enterococcus zymogenes, acute toxicity performed with 

Daphinia similis,, COD and BOD of amostras.susbstrato As the amount of protein, there 

was significant increase when compared to the original bagasse which has approximately 

1% to 3.43% and 3.20% for L.edodes and P.ostreatus respectively 45 days incubaçõa the 

25 +/- 20C . Lipid values were low even after colonization. The nutritional value of the 

term hydrolyzate sugarcane bagasse before the microbiological treatment had values of 

23.07% and grows to 84.61 to 73.07 for L.edodes and to P.ostreat. The acute toxicity is 

decreasing after fungal growth and L.edodes presented more efficient in the 

detoxification. The results of COD and BOD also point to an improvement in the 

biodegradation of solubilized sugarcane bagasse for the two species of fungi when 

compared to the original substrate. 

 

Keywords: sugarcane bagasse term hydrolyzate; Lentinula edodes; Pleurotus ostreatus. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A atividade industrial tem se tornado cada vez mais essencial para a sociedade 

moderna. No entanto, nos anos recentes tem-se dado cada vez mais enfoque as questões 

ambientais, principalmente no que tange à gestão dos resíduos. Tais atividades 

normalmente produzem resíduos industriais em geral pela ineficiência dos processos de 

conversão, que acabam resultando em contaminação ambiental.  No Brasil, uma das mais 

importantes atividades industriais no presente é o plantio da cana de açúcar para produção 

principalmente de biocombustível e açúcar. O Brasil é o país que acumula o maior volume 

desse produto no mundo com produção atual de aproximadamente 590.00 milhões de 

toneladas por ano de cana de açúcar, sendo que para cada tonelada de cana processada são 

gerados cerca de 140 kg de palha e 140 kg de bagaço em base seca. Muito embora uma 

parcela significativa deste material seja destinada a produção de energia, servindo como 

combustível em usinas termoelétricas para a produção de energia a queima do material 

pode resultar na liberação de gases poluentes como monóxido de carbono e dióxido de 

carbono, além de produtos sólidos como fuligem e cinzas. Além disso, as instalações de 

estruturas termoelétricas demandam de um alto custo. Por esses motivos, aproximadamente 

28% da massa total deste não é utilizada para esse fim. Em vista disto, empresas vêm 

investindo em alternativas para aproveitar o restante deste produto como a sua incorporação 

em ração animal, fabricação de papel, celulose e papelão, aditivos para serem agregados 

em polímeros sintéticos, processos fermentativos, entre outros. O Brasil sendo detentor de 

um grande rebanho bovino tem na geração do bagaço de cana oportunidade de alimentar 

os animais com mais eficiência se for associada a formulação de ração com a safra 

sucroalcooleira. Soma-se a isso o fato de que há coincidência entre o período de safra de 

cana-de-açúcar e o período de seca e de falta de alimento para ruminantes em regiões do 

Brasil tanto no sudeste como o nordeste. Sendo assim, o emprego do bagaço como ração é 

uma forma dos criadores de bovinos em áreas afetadas pela seca manterem a alimentação 

desses animais nestes períodos desfavoráveis. Além disso, estabelecem-se relações 

ambientais menos agressivas minimizando os efeitos causados pelo acúmulo deste 

subproduto. No entanto o bagaço é de difícil digestão devido a sua composição rica em 

celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente 41, 25 e 20%, prejudicando o valor 
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nutritivo do alimento. O bagaço in natura tem fibras muito resistentes e com limitações 

para a sua utilização na alimentação de ruminantes. Para torná-lo mais acessível o bagaço 

de cana pode ser tratado para liberar os seus compostos principais mediante o aquecimento 

sob alta pressão seguido de descompressão (steam explosion) e, desta forma, ser melhor 

aproveitado pelos ruminantes. Durante este processo ocorre a produção de compostos 

fenólicos, furfural, 5-hidroximetilfurfural, entre outros, que afetam o crescimento de 

bactérias e diminuem a atividade enzimática do rúmen. Por esse motivo para ser utilizado 

como ração, o bagaço termo explodido necessita de tempo de maturação e eventualmente 

tratamento prévio para que a digestão dos ruminantes não fique comprometida. Este 

trabalho propõe um tratamento microbiológico com Lentinula edodes (shiitake) e 

Pleurotus ostreatus (shimeji) em bagaço termo explodido a fim de torná-lo menos tóxico 

e mais digerível para os ruminantes. A escolha desses microrganismos se deu pelo fato de 

serem basidiomicetos da podridão-branca e são conhecidos na literatura por produzirem 

eficientes enzimas lignolíticas. Tais enzimas são excelentes quanto ao seu potencial de 

degradação da lignina facilitando o acesso das celulases e hemicelulases. Desta forma o 

bagaço de cana-de-açúcar poderá ser melhor utilizado na alimentação de animais. 

Considera-se ainda que o material apresente enriquecimento proteico e que este não 

provém de origem animal, evitando possíveis riscos de contaminação, uma vez que há 

preocupação em virtude da possibilidade de transmissão de doenças de origem viral como 

os príons. 
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1 OBJETIVOS 

 

1.1 Objetivos gerais 

 Cultivo de Lentinula edodes (Shiitake) e o Pleurotus ostreatus (shimeji) no bagaço 

de cana-de-açúcar termo hidrolisado e biotransformação em relação ao tempo e aditivos 

nutricionais, visando obter uma biomassa com melhores condições nutricionais e 

proteicas para melhorar a utilização de bagaço termo hidrolisado como ração para 

ruminantes 

 

1.2   Objetivos específicos 

 Avaliar qual melhor meio de cultivo para o desenvolvimento fungico quanto: 

- tempo de cultivo 

- necessidades físico químicas (pH, umidade) e nutricionais 

- bagaço de cana recém reproduzido e armazenado em condições ambientais 

 Comprovar a efetividade do enriquecimento do substrato por meio da análise de 

digestibilidade das proteínas e da presença de aminoácidos nas amostras 

 Avaliar a toxicidade aguda no lixiviado do bagaço termohidrolisado 

 Comparar a biodegradação do solubilizado do bagaço 

 Avaliar o aumento da quantidade de proteína bem como a sua qualidade 

nutricional após a fermentação fungica. 
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3 Revisão da Literatura 

3.1 Produção de bagaço de cana-de-açúcar 

A atividade industrial tornou-se essencial para a sociedade atual, pois é por meio 

dela que surgiram produtos que movem a economia, melhoram a qualidade de vida e 

tornam-se essenciais para a população. Tais atividades normalmente produzem resíduos 

industriais em geral pela ineficiência dos processos de conversão, que acabam resultando 

em contaminação ambiental. (FREIRE, et al; 2000) 

No entanto, recentemente tem-se dado cada vez mais enfoque as questões 

ambientais, principalmente no que tange à gestão dos resíduos. Nesse sentido o 

reaproveitamento dos resíduos surge como uma alternativa, pois esta prática traz 

benefícios ambientais, diminuindo a utilização de recursos naturais além de minimizar a 

poluição causada pela destinação final. (MOTA, 2006) 

No Brasil, uma das mais importantes atividades atualmente desenvolvidas é o 

plantio da cana de açúcar para produção principalmente de biocombustível e açúcar. 

Segundo a União da Indústria de Cana-de-Açúcar (UNICA) em conjunto com os demais 

sindicatos e associações de produtores da região Centro-Sul do Brasil e o Centro de 

Tecnologia Canavieira (CTC), há uma estimativa para a safra 2015/2016 de cana-de-

açúcar de 590.00 milhões de toneladas, crescimento de 18,66 milhões de toneladas em 

relação ao total processado na safra de 2014/2015, que somou 571,34 milhões de 

toneladas. Com esta avaliação o Brasil assume liderança na comparação mundial de 

produção de cana (UNICA,2015). Os levantamentos estatísticos desta instituição estimam 

que do total de cana-de-açúcar a ser processada, 58,10% será destinada à produção de 

etanol, com aumento de 1,12% em relação ao registrado na safra 2014/2015 (56,98%). 

Neste biênio há uma tendência de diminuição na proporção de cana direcionada à 

fabricação de açúcar. Esse cenário de decréscimo da produção açucareira fundamenta-se 

na necessidade de liquidez por parte das unidades produtoras com problemas financeiros, 

na queda do preço do açúcar no mercado internacional e nas alterações que aconteceram 

no mercado brasileiro de etanol combustível. 

Com relação às áreas de plantio de cana de açúcar no território brasileiro, cerca de 

90% centraliza-se em colheitas na região Centro-Sul, sendo que o Estado de São Paulo é 

responsável por 60%, mas a região nordeste também possui um importante avanço na 

produção deste material (UNICA, 2012). (Figura 1): 
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Figura 1: Mapa da distribuição da produção de cana de açúcar no território brasileiro 

(UNICA, 2012) 

 

 

No processo de industrialização da cana-de-açúcar o produto mais volumoso 

produzido tanto pela indústria de etanol quanto de açúcar é o bagaço. Este origina-se após 

a extração do caldo da cana que, uma vez purificado e concentrado, se obtém a sacarose. 

Tal material, mediante o processo de fermentação, produz etanol. Outra alternativa é o 

beneficiamento do açúcar para a sua comercialização direta. Para cada tonelada de cana 

processada são gerados cerca de 140 kg de palha e 140 kg de bagaço em base seca 

(SANTOS, et al, 2012). Esse mesmo montante de cana rende, em média, 118 quilos de 

açúcar e dez litros de álcool, produzido a partir do melaço residual. 

 

3.2  Utilização do bagaço de cana-de-açúcar 

O emprego mais comum deste material destina-se a produção de energia, servindo 

como combustível em termoelétricas para a produção de energia pelas próprias usinas 

sucroalcooleiras. Porem cerca de 28% do montante deste resíduo é utilizado para fins 

diversos. Entre eles pode-se citar as caldeiras das indústrias citrícas, produção de papel e 

celulose, utilização na alimentação animal (SILVA,et al; 2010). 
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 Segundo a UNICA (2015) estima-se que em 2020 a produção de eletricidade 

deste setor poderá atingir 15% da matriz brasileira (hoje representa 3,7%), considerando 

uma estimativa de produção de 1 bilhão de toneladas de cana. De acordo com o Plano 

Nacional de Energia 2030, o maior potencial de produção de eletricidade encontra-se na 

região Sudeste, particularmente no Estado de São Paulo, e é estimado em 609,4 milhões 

de gigajoules (GJ) por ano. Na sequência estão os estados do Paraná (65,4 milhões de GJ 

anuais) e Minas Gerais (63,2 milhões de GJ anuais). A energia é gerada pela 

movimentação de turbinas pelo vapor obtido na queima do bagaço. 

Ainda que a queima seja uma forma proveitosa de se utilizar o bagaço, 

aproximadamente 28% da massa total deste não é utilizada para esse fim. Entretanto, a 

queima do bagaço apresenta-se como uma atividade desfavorável ao meio ambiente, uma 

vez que resulta na liberação de gases poluentes como monóxido de carbono e dióxido de 

carbono, além de produtos sólidos como fuligem e cinzas (LORA, 2000).  O alto custo 

para a instalação de estruturas que permitem a queima e captação de energia também são 

fatores limitantes desta atividade. Em vista disto que as empresas vêm investindo em 

alternativas para aproveitar o restante deste produto como a sua incorporação em ração 

animal, fabricação de papel, celulose e papelão, aditivos para serem agregados em 

polímeros sintéticos, processos fermentativos, entre outros. 

Nos processos fermentativos estão sendo elaborados muitos esforços e razoável 

investimento econômico para promover a biodegradação da celulose e lignocelulose para 

obtenção de biocombustível. 

Do ponto de vista da incorporação em ração para animal sabe-se que resíduos 

originados na produção agrícola e na agroindústria ainda necessitam de estudos para 

serem melhor aproveitados e se tornarem uma alternativa viável economicamente. Há 

muitos produtos originados de processamentos nas indústrias com potencial de uso, 

principalmente para os animais ruminantes, e na maioria dos casos com diminuição nos 

custos da produção (SILVA et al; 2002). 

O Brasil sendo detentor de um grande rebanho bovino tem na geração do bagaço 

de cana oportunidade de alimentar os animais com melhor eficiência se for associada a 

formulação de ração com a safra sucroalcooleira. Assim, quando se analisa as condições 

da pecuária brasileira, verifica-se que há coincidência entre o período de safra de cana-

de-açúcar e o período de seca e de falta de alimento para ruminantes em regiões do Brasil 
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tanto no Sudeste como o nordeste (SILVA et al; 2007). Considerando que o bagaço 

representa uma fonte potencial de alimento para animais ruminantes este pode ser 

utilizado para minimizar o problema. O emprego do bagaço como ração é uma forma dos 

criadores de bovinos em áreas afetadas pela seca manterem a alimentação desses animais 

nestes períodos desfavoráveis. Além disso, contribui para aproveitamento alternativo da 

matéria orgânica uma vez que em geral é obtida em solos ricos e de boas condições 

hídricas. Ademais, estabelecem-se relações ambientais menos agressivas minimizando os 

efeitos causados pelo acúmulo deste subproduto (CASTRO, et al; 2008). 

Por outro lado, os ruminantes, para alcançarem sua máxima produtividade 

estipuladas pela carga genética, precisam consumir quantidades suficientes de energia, 

água, proteína, minerais e de algumas vitaminas, além da estrutura física dos alimentos 

que deve ser considerada quando se deseja otimizar uma boa nutrição. Nesse sentido 

muitos dos materiais volumosos não apresentam níveis suficientes de nutrientes 

necessários para maximizar a produção, havendo necessidade de suplementação (SILVA 

et al; 2002). A digestibilidade e a absorção também são fatores que determinam o valor 

nutritivo de um alimento. De todos os nutrientes necessários às exigências nutricionais 

para manutenção e crescimento de bovinos, a energia oriunda da biodegradação efetuada 

pelo rumem partindo da celulose e hemicelulose constitui a principal contribuição dos 

volumosos. A eficiência da digestão microbiana dos carboidratos no rúmen relaciona-se 

com a digestibilidade do volumoso e, juntamente com a taxa de digestão desses mesmos 

carboidratos irão determinar o valor nutritivo para o ruminante, sob os aspectos energético 

e proteico (ÍTAVO et al; 2002). Mertens (1994) relatou que o valor nutritivo de um 

volumoso pode ser avaliado pela sua digestibilidade de seus teores de proteína bruta e das 

paredes celulares das células vegetais, características intimamente correlacionadas com o 

consumo de matéria seca.  

 

3.3 Composição do bagaço de cana-de-açúcar 

O valor nutritivo do bagaço é baixo devido a sua composição que é constituída 

principalmente de celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente 41; 25 e 20% 

(Tabela1). Devido a sua composição, o material mesmo depois de fragmentado apresenta-

se de difícil digestão dado a resistência das fibras (TEIXEIRA et al; 2007).  
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Tabela 1: Componentes principais do bagaço de cana e seus respectivos teores 

energéticos. 

 

            Fonte: SANTOS (2011) 

Quimicamente a celulose (Figura 2A) é o composto polimérico encontrado em 

maior frequência no mundo. Este polímero linear é constituído essencialmente de glicose 

unidas por ligações glicosídicas do tipo β (1-4) e apresenta grande massa molecular, 

insolúvel em água e pode ser representada pela formula (C6H10O5)n. Sua hidrolise 

completa produz o monossacarídeo glicose –D (+). A celulose constitui o principal 

componente das fibras vegetais formando camadas intercruzadas longas e resistentes. 

Além da celulose existem as fibras de hemicelulose formada por polissacarídeos de massa 

molecular, apresentando entre 100 e 200 unidades glicosídicas. Esses formam uma rede 

de cadeias ramificadas de açucares, cujas unidades incluem principalmente aldopentoses, 

como D-xilose e L - arabinose, e aldo-hexoses, como D-glicose, D-manose e D-galactose. 

A hemicelulose é mais susceptível à hidrólise química sob condições mais brandas e está 

intimamente associada à celulose na estrutura da parede celular estabelecendo ligação 

entre a celulose e a lignina (BON et al., 2008).  A lignina é composta por um polímero 

heterogêneo e complexo e sua fórmula química é constituída pela polimerização de três 

diferentes monômeros: álcool trans-para-cumárico, álcool-trans-coniferílico e álcool-

trans-sinapílico, também chamados de monolignóis (Figura 2D) (SUHAS et al; 2007). 

Sua estrutura é formada por unidades propano-fenólicas organizadas 

tridimensionalmente. A lignina envolve as fibras de celulose e hemicelulose e apresentam 

difícil biodegradação (CUNHA, 2003). Além disso, a lignina está presente em maior 

quantidade em plantas lenhosas e mais velhas, sendo depositada na parede celular, o que 

resulta em uma maior rigidez e resistência, pois torna a parede celular das plantas mais 

impermeáveis à água e protegidas contra os efeitos de possíveis patógenos (SUHAS et al, 

2007) 
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Figura 2: Estrutura química da: (A) celulose; (B) hemicelulose; (C) lignina; (D) 

monômeros da lignina  

       

   

 

 

Fonte: SANTOS et. al,2001 e TUZZIN,2015 

3.4 Produção de bagaço de cana-de-açúcar termo explodido  

 

Depois do processo de extração do caldo de cana, o bagaço resultante é submetido 

à temperatura de 200°C e 15 atm de pressão e a seguir despressurizado processo 

denominado “steam explosion” ou termo explosão. Neste processo ocorre produção de 

compostos fenólicos, furfural, 5-hidroximetilfurfural que são inibidores da fermentação, 

etanólica (NADALINI 1991). Tais compostos afetam ainda o crescimento de bactérias e 

diminuem a atividade enzimática do rúmen (FONSECA, 2009).  Diante dessa 

característica, para ser utilizado como ração o bagaço termo explodido necessita de tempo 

de maturação e eventualmente tratamento prévio para que a digestão dos ruminantes não 

fique comprometida (BURGI, 1985). 

3.5  Micro-organismos lignocelulíticos 

 Os fungos basidiomicetos da podridão-branca são conhecidos na literatura por 

produzirem eficientes enzimas lignolíticas. Tais enzimas são excelentes quanto ao seu 

A B C 

D 
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potencial de degradação da lignina facilitando o acesso das celulases e hemicelulases, 

também produzidas por esses fungos, aumentando o rendimento da sacarificação. 

(LOMASCOLO et al., 2011).  As enzimas capazes de promover a biodegradação da 

celulose são as pertencentes ao complexo de celulases, a hemicelulose é degradada pela 

xilanase e a lignina pelas lacases e peroxidases. 

As celulases são capazes de realizar a completa hidrólise da celulose a glicose por 

meio de ação combinada de múltiplas enzimas com diferentes especificidades ao 

substrato. As endo-(1,4)-β-D-glucanases (EC 3.2.1.4) hidrolisam ligações internas (β-

1,4), preferencialmente nas regiões amorfas que são mais suscetíveis, deste modo o grau 

de polimerização é menor, produzindo terminais reduzidos e não-reduzidos. Essa ação 

expõe as microfibrilas ao ataque subseqüente de outras enzimas, e também aumenta o 

número de oligossacarídeos com terminações susceptíveis ao ataque das exoglucanases 

(FUKUDA et al., 2009). As exo-(1,4)-β-D-glucanases (EC 3.2.1.91) atuam como 

exoglucanase ao remover monômeros ou dímeros das porções terminais das cadeias. As 

β-glucosidades (EC 3.2.1.21) hidrolisam celobioses e, em alguns casos, outros 

oligossacarídeos curtos a glicose. (Figura 3).         

Figura 3: Esquema de sistema celulósico (ARO et al., 2005). 
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As hemicelulases atuam em ação sinérgica de uma variedade de enzimas 

hidrolíticas, conhecidas como xilanas, formando um complexo xilanolítico. Esse 

complexo é constituído pelas seguintes enzimas: endo-1,4-β-D-xylanases (EC 3.2.1.8) 

responsáveis por atacarem internamente a estrutura polissacarídica, hidrolisando as 

ligações β-1,4 da molécula de xilana, resultando em um decréscimo no grau de 

polimerização do substrato; As β-xilosidases (EC 3.2.1.37) hidrolisam 

xilooligossacarídios curtos a xilose. As α-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) 

hidrolisam os grupos α-L-arabinofuranosil terminais. As α-glucoronidases (EC 3.2.1.1) 

são requeridas para a hidrólise das ligações α-1,2 glicosídicas entre xilose e ácido 

glicurônico ou sua ligação 4-O-metil-ester. As acetil xilana esterases (EC 3.1.1.72) 

hidrolisam as ligações entre xilose e ácido acético e ácido ferrúlico. As feruloil esterases 

(EC 3.1.1.73) (ácido ferúlico esterases, cinnamoil esterases, ácido cinnamico hidrolases, 

p-coumaroil esterases, hidroxicinnamoil esterases), apresentam um papel chave 

proporcionando um aumento na acessibilidade das enzimas hidrolíticas sobre as fibras de 

hemicelulose devido à remoção do ácido ferúlico das cadeias laterais e ligações cruzadas 

(FORCHIASSI, 2007). 

As enzimas responsáveis pela degradação da lignina são a lacase e as peroxidases 

como a lignina peroxidase e a manganês peroxidase. Lacases estão dentro de um pequeno 

grupo de cuproproteinas, conhecidas como oxidases azuis, elas são responsáveis por 

catalisar a oxidação de compostos aromáticos, pois são capazes de extrair elétrons de um 

substrato aromático. Nos fungos elas podem ser intra e extra celulares (Duran, 2002). A 

lignina peroxidase possui um grupo heme, e, portanto, são heme-proteínas. São capazes 

de oxidar compostos fenólicos mediante a transformação dos fragmentos de lignina que 

foram liberados previamente pela manganês peroxidase. Esta última é uma enzima 

glicosilada que também possui um grupo heme e dependente do peróxido de hidrogênio 

e manganês como doador de elétrons. Esse composto está normalmente presente em 

substratos lignocelulósicos (DURAN, et al; 2000). 

O bagaço de cana ao ser submetido ao processo de hidrólise, ácida ou enzimática, 

libera glicose, xilose e compostos fenólicos além de outros. Das pentoses a principal é a 

xilose a qual sob pressão e aquecimento em condições ácidas forma o furfural e 

metilfurfural que são indesejáveis quando o objetivo é a fermentação devido a sua 

toxicidade. Porém podem ser aproveitados para outros fins (NADALINI 1991). 
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Para buscar a detoxicação do bagaço termo explodido este será tratado pelos 

fungos Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus.  Estes fungos foram escolhidos pelo fato 

de apresentarem a capacidade lignolítica, ou seja, que mediante enzimas hidrolíticas e 

oxidativas são capazes de degradar a lignina em monômeros.   Além disto, soma-se o fato 

desses fungos serem mundialmente reconhecidos como comestíveis e em vista disto, tem 

possibilidade de gerar um insumo comercializável para compor não apenas um 

componente chamado volumoso, mas sim um ingrediente nutritivo como ração animal.   

 

3.5.1  Lentinula edodes (Shiitake) 

O Lentinula edodes (Figura 4) é um fungo, lignolítico, responsável pelo que se 

denomina podridão branca, que segue a seguinte classificação segundo Oliveira et al, 

2001: 

 - Reino: Fungi 

- Filo: Bazydiomicota 

- Classe: Basidiomycetes  

-Subclasse: Holobasidiomycetidae, 

- Ordem: Agaricales, 

- Família:Tricholomataceae 

- Gênero: Lentinula 

- Espécie: Lentinula edodes 
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Figura 4:(A) Carpóforos de Lentinula edodes em seu habitat natural. (B) Organização do 

substrato no cultivo na madeira. 

            

            

O valor nutricional do cogumelo está relacionado com a possibilidade de que 80% 

de suas proteínas são digeríveis e assimiláveis sendo que nos vegetais somente 50 ou 60% 

das proteínas chegam a ser aproveitadas na digestão. Muitos cogumelos são considerados 

saborosos e podem ser consumidos in natura ou após a cocção, complementando qualquer 

preparado a base de carne ou constituir o ingrediente principal de uma receita culinária 

(MOLENA, 1986). A produção de alguns desses cogumelos comestíveis é considerada 

um dos processos economicamente viáveis de bioconversão fungica de resíduos 

lignocelulósicos (THOMAS et al; 1998;). 

 Nutricionalmente, o L. edodes apresenta alto valor nutritivo, com minerais 

essenciais (zinco, cálcio, fósforo, ferro, sódio, cobre, magnésio e potássio), quantidades 

significativas de vitaminas como tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), 

niacina, biotina, ácido ascórbico (vitamina C), ergosterol (precursor da vitamina D), ácido 

pantotênico (vitamina A), vitaminas E, B6 e B12, e seus precursores, além de fibras, e 

valor calórico baixo (OEI, 2005; CHEN, 2005). Outra vertente na produção desde fungo 

é o seu potencial medicinal com os anticancerígenos (lentinan o KS-2, o LAP1), e as 

enzimas polifenol oxidases, os antivirais (KS-2, eritadenina, lentinan, JLS e Ac2P), 

imunopotenciadores (EP3 e EPS4), o hipocolesterolêmico eritadenina, agente 

hepatoprotetor, os antibactericidas (lentinan, cortinellin e lentinamicin), e o antifúngico 

lentinan (HATVANI, 2001)  

Seus corpos de frutificação possuem de 88 a 92% de água,  baixo teor de calorias 

e  de glicose (benéfico para os diabéticos), baixo teor de sódio, elevado teor de potássio, 

fósforo e de oligoelementos, incluindo o cobre e o zinco (BISEN et al., 2010).  (Tabela 

2). Também possui proteínas de elevada qualidade que pode ser representada pela 

A B 



14 
 

melhora no perfil de aminoácidos do bagaço de cana termo hidrolisado após a colonização 

com L.edodes (Tabela 3): 

Tabela2: Composição química geral do Lentinula edodes por 100 g 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: BISEN et al., 2010 

Tabela 3: Aminoácidograma dos tratamentos do bagaço microbiologicamente 

modificado com L. edodes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SOUZA (2013) 

Calorias 55cal 

Niacina 1,5mg 

Vitamina B6 0,16 mg 

Folacina 20 mg 

Ácido 3,5 mg 

Vitamina C 0,3 mg 

Cobre 0,9 mg 

Magnésio 14mg 

Fósforo 29mg 

Potássio 2,18mg 

Zinco 5,5mg 

Sódio 30 mg 

Aminoácidos totais  

( mg/100g) 

Bagaço de 

cana Puro 

Bagaço + 

farelo aveia 

 + L. edodis 

Ácido aspártico   33,40   73,38 

Ácido glutâmico 127,99 214,03 

Serina     5,20    89,25 

Glicina   25,38 116,32 

Histidina  165,55    39,76 

Arginina   14,97    61,08 

Treonina   30,34    67,74 

Alanina   72,99  123,07 

Prolina   43,47 119,80 

Tirosina   17,87    41,10 

Valina   49,10 118,89 

Metionina    ND     5,39 

Cistina     6,95      ND 

Isoleucina   34,04    89,07 

Leucina   68,33 145,41 

Fenilalanina   25,03   79,65 

Fonte: 

SOUZA,2013Lisina 

   ND   54,65 

Triptofano    ND    ND 
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L.edodes é o segundo cogumelo mais cultivado no mundo (OEI, 2005), cuja 

produção cresceu no período de 1986 a 1997 cerca de 400% (CHEN, 2005). Nas 

Américas Central e do Sul, o cultivo comercial vem se desenvolvendo nos últimos 25 

anos, especialmente desde 1990 (LAHMANN; RINKER, 1991). Seu cultivo teve início 

na China, por volta de 960 d.C., sendo introduzido no Japão em 1500 por agricultores 

chineses (PRZYBYLOWICZ; DONOGHUE,1990). No Brasil, seu cultivo aumentou 

significativamente, devido ao bom retorno econômico, possibilidade de ser cultivado em 

pequenas áreas e necessitar de baixo investimento inicial (ROSSI, 1999). 

Tradicionalmente, o Shiitake é produzido em toras de eucalipto (Figura 2 B), porém a 

utilização de outros substratos à base de diversos resíduos agrícolas vem ganhando 

espaço, uma vez que a colheita acontece mais rapidamente e a eficiência biológica do 

fungo é elevada (PRZYBYLOWICZ & DONOGHUE, 1988; HIROMOTO, 1991). 

L.edodes é apto a utilizar lignina, celulose e hemicelulose como fonte de carbono e 

nutrientes, pode ser cultivado em uma grande variedade de resíduos agrícolas, dentre eles 

o bagaço de cana (BUSWELL et al., 1996; EIRA, MINHONI, 1996; ROSSI,1999). O 

bagaço, pelas características fibrosas quando prensado, pode condicionar espaços com 

aeração 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-açúcar que 

sofreu diversos tipos de tratamentos e lavagens em usinas sucroalcooleiras apresentam-

se como um produto final rico em parede celular, de baixo conteúdo de células inteiras, 

baixa densidade e pobre em proteínas e minerais (SANTOS, 1990). Com isso, a 

suplementação com nutrientes, de preferência solúveis para estarem prontamente 

disponíveis para o fungo, promove crescimento e rápida colonização do bagaço, o que é 

desejável do ponto de vista tecnológico.                          

                         

3.5.2  Pleurotus ostreatus (shiimeji) 

 

O Pleurotus ostreatus é conhecido pelos orientais como Hiratake e, e no restante 

do mundo como Shimeji (Figura 5) Pode também ser chamado de cogumelo ostra, devido 

a sua forma. O shimeji é como um dos cogumelos comestíveis mais nutritivos e saborosos 

(BONONI et al., 1995; COHEN et al., 2002). Este fungo é classificado segundo Oliveira 

et al; 2001 da seguinte forma: 
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- Reino: Fungi 

- Filo: Bazydiomicota 

- Classe: Basidiomycetes  

-Subclasse: Holobasidiomycetidae, 

- Ordem: Agaricales, 

- Família: Pleurotaceae 

- Gênero: Pleurotus 

- Espécie: Pleurotus ostreatus 

Figura 5:(A) Pleurotus ostreatus em seu habitat natural. (B) Carpóforos cultivados em 

sacos prontos para a colheita. 

                    

Pleurotus spp pertencem ao grupo de fungos que possuem alto valor nutricional, 

com diversas propriedades terapêuticas e biotecnológicas. Conhecidos como fungos da 

podridão branca da madeira por serem eficientes na degradação da lignina devido a sua 

capacidade de produzir enzimas lignocelulolíticas, principalmente lacases, Mn 

peroxidase e peroxidase versátil, que têm numerosas aplicações industriais. (COHEN at 

al; 2002) 

 Pleurotus até o ano de 1950, era coletado diretamente da natureza (Figura 5A), 

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 início da década de 60 passou-se a empregar outros substratos como 

palhas secas, capim, palha de arroz e palha de trigo para a produção em escala comercial 

A B 

http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Pleurotaceae&action=edit&redlink=1
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(Figura 5B). Como Pleurotus ostreatus tem sabor agradável e grande disponibilidade, 

houve possibilidade de ampliar o cultivo nestes últimos anos e em 1995 sua produção 

mundial ocupava o quarto lugar entre os cogumelos comestíveis (BONONI et al; 1995). 

  A incorporação de P. ostreatus na dieta alimentar pode ser considerada positiva 

pois, possui considerável valor nutricional em proteína, fibra, carboidrato, vitaminas e 

minerais, além de baixo valor calórico, gorduras e sódio (SILVEIRA, 2003).  Segundo 

Bonatti, 2002, esse fungo possui 16,21% de proteína, 4,3% de lipídeos, 40,03% de 

carboidratos e 7,60% de fibras. Em termos nutricionais segundo a “Food Policy and 

Nutrition Division” ele é composto de 90,8% de água.  

 

3.6  Enterococcus zymogenes 

As bactérias do gênero Enterococcus são conhecidas por possuir baixa virulência 

quando comparado com outros cocos Gram-positivos, possuir uma alta capacidade de 

adaptação e sobrevivência em meios adversos e não produzem esporos.  Esse termo 

Enterococcus foi estipulado para organismos que crescem entre 10 e 450 C, em pH 9,6 e 

capazes de crescer em meio com NaCl a 6,5% e em bile-esculina. No decorrer dos anos 

várias espécies de Enterococcus foram isoladas de humanos e animais e na década de 80 

com o avanço nas técnicas moleculares houve ampliação da classificação constatando-se 

que o Streptococcus faecalis subespécies liquefaciens e zymogenes eram apenas uma 

espécie (MURRAY,1990). 

Essa bactéria é comumente utilizada para realização de ensaios biológicos. Os 

ensaios biológicos podem ser classificados em ensaios qualitativos, quantais e 

quantitativos e sua aplicação se estende desde a seleção de novos compostos químicos de 

interesse terapêutico até a avaliação de sua eficácia, incluindo a análise de toxicidade. Os 

ensaios qualitativos apontam a seleção e identificação de substâncias químicas que 

possuem alguma atividade biológica em substratos de tecidos vegetais ou animais, os 

quantais estão relacionados com aparecimento ou não de uma determinada resposta em 

sistemas biológicos tratados com um composto bioativo, sem, no entanto, quantificar o 

efeito observado, e por fim os quantitativos visam medir o efeito ou resposta desencadeada 

por um determinado composto bioativo frente a uma dose previamente estabelecida do mesmo, 

sendo a resposta biológica proporcional à dose utilizada. Seu resultado e expresso em curvas dose-

resposta (TAVARES, 2004)  
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Entre os métodos biológicos eficientes para se medir a qualidade proteica de uma 

determinada amostra, é o método baseado na resposta de crescimento de Enterococcus 

zymogenes frente à qualidade da amostra de proteínas de Ford, 1962. Como resultado, 

tem-se a relação dos aminoácidos essenciais para o crescimento desta bactéria (valina, 

metionina, isoleucina, leucina, arginina, histidina, triptofano e ácido glutâmico) que se 

apresenta como um conjunto muito semelhante ao descrito para seres humanos, com 

exceção da lisina que também considerada um dos aminoácidos essenciais para os seres 

humanos, porém não é de necessidade absoluta para esse microrganismo, embora sua 

ausência prejudique o seu crescimento. Possui como vantagem comparada a outros 

métodos in vivo a pequena quantidade de amostra necessária, sua simplicidade e rapidez 

de resposta (FORD, 1962). 

 

3.7 Raphidocelis subcaptata   

A R. subcaptata (Figura 6) é uma alga verde unicelular que contém apenas um 

cloroplasto longo com presença das clorofilas a e b. Esta microalga pode formar grupos 

de 4 a 16 células (JANSSEN, HEIJERICK, 2003). Tem capacidade de dividirem-se 

uniformemente e não se aderem a superfícies, além de ciclo de vida curto, altas taxas de 

crescimento, facilidade de manutenção e capacidade de crescer em meios sintéticos bem 

definidos. Tudo isso induz facilidades para manutenção de ensaios biológicos. 

(VIDOTTI, ROLLEMBERG, 2004). Devido à sua sensibilidade a muitas substâncias, 

especialmente herbicidas e metais, esta alga é utilizada em testes ecotoxicológicos 

(BLAISE, FÉRARD, 2005).  Embora a  R.subcaptata  seja empregada como 

organismo teste em alguns ensaios de toxicidade aguda, neste trabalho é utilizada como 

alimento para criação de Daphnia similis.                         

Figura 6: Raphidocelis subcaptata (Korshikov, 1987) 
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3.8 Daphinia similis  

 

A D. similis (Figura 7) é um microcrustáceo classificado da seguinte forma:  

- Reino: Animalia  

- Filo: Crustacea  

- Classe: Branchiopoda  

- Ordem: Cladocera  

- Família: Daphniidae  

- Gênero: Daphnia  

- Espécie: Daphnia similis   

                                       

Figura 7: Daphinia similis 

 

 

 

A reprodução na família Daphnidae geralmente é partenogenética rara a 

ocorrência de machos, surgindo quando ocorrem condições ambientais não 

favoráveis. Podendo ocorrer então a  reprodução sexuada com geração de efípios, 

estrutura que abriga ovos de resistência. Esses efípios são extremamente resistentes à 

dessecação e à temperatura e são capazes de eclodir meses ou anos após terem sido 

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

Esse microcrustáceo é recomendado mundialmente em critérios para uso como 

organismo-teste, como por exemplo: possuem ampla distribuição nos corpos d’água, é 

uma espécie-chave em muitas cadeias alimentares, o ciclo de vida é curto e são 

partenogenéticos (estabilidade genética), são facilmente criados em laboratórios e 

sensíveis a vários contaminantes podendo, assim, serem considerados 

como bioindicadores (BEATRICI, 2001). 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Branchiopoda
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Daphniidae&action=edit&redlink=1
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 Dentre os ensaios biológicos possíveis de serem executados 

com Daphnia similis destaca-se o de toxicidade aguda que objetiva avaliar a dose ou a 

concentração de um agente tóxico que possa produzir efeitos aos organismos expostos 

em um período de tempo relativamente curto. Tal período de exposição pode variar de 

acordo com o organismo e seu ciclo de vida. Normalmente para cladóceros o ciclo é de 

24h e para peixes 96h. Os bioensaios agudos permitem estimar os valores 

de concentração toxica efetivas (CE50) que é a imobilidade a 50% da população ou 

de concentração letal (CL50) que é a mortalidade de 50% da população, que são 

calculados aplicando-se vários métodos estatísticos. O resultado expressa os valores de 

concentrações efetivas e letais considerando-se a 50% dos organismos uma vez que estas 

respostas são mais reprodutíveis, oferecendo maior grau de confiabilidade para serem 

extrapoladas para uma população (COSTA et al., 2008). A 

vantagem desse bioensaio agudo é oseu baixo custo, simples e confiável 

(MAGALHÃES, FERRÃO-FILHO, 2008).  
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4  MATERIAL E MÉTODOS  

4.1  Material 

4.1.1 Micro-organismos 

4.1.1.1  Lentinula edodes  

A cultura na forma de “spawn” foi adquirida da FUNGIFLORA, município de 

Valinhos, S.P. 

4.1.1.2 Pleurotus ostreatus 

A cultura na forma de “spawn” foi adquirida da FUNGIFLORA, município de 

Valinhos, S.P. 

4.1.1.3 Daphinia similis  

Os microcrustáceos Daphnia similis provenientes da Companhia Ambiental do 

Estado de São Paulo (CETESB), foram criados no Laboratório de Ensino de Toxicidade 

de Águas, do Departamento de Bioquímica e Microbiologia Aplicada, da UNESP – Rio 

Claro/SP, seguindo as diretrizes propostas pela a norma ABNT NBR 12713:2009. 

4.1.1.4  Raphidosceles subcaptata 

Proveniente da Companhia Ambiental do Estado de São Paulo (CETESB). 

4.1.1.5 Enterococcus zymogenes  

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 Nutrição, 

da Faculdade de Ciências Farmacêuticas - UNESP – Araraquara – SP.  

4.1.2   Obtenção de bagaço de cana termo explodido 

O bagaço de cana termo explodido foi proveniente da Indústria Nardini-

Catanduva-S.P.  As amostras de bagaço foram divididas em dois grupos. Um corresponde 

ao bagaço de cana termo explodido recém produzido pela indústria e o outro bagaço foi 

armazenado ao ar livre e exposto a condições ambientais por 45 dias. 

O material após recebimento foi mantido em câmara fria. 
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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 laboratório de microbiologia, carbonato de 

cálcio, selenito de sódio e mistura digestora (Cu2SO4 e K2SO4), moinho elétrico e 

reagentes comuns de laboratório. 

4.1.4 Soluções para o teste de qualidade proteica com Enteroccocus zymogenes. 

Foram preparadas as seguintes soluções seguindo o protocolo de execução, 

descrito no trabalho de TAVANO et. al, 2004, para realização do teste de qualidade 

proteica com Enterococcus zymogenes:   

4.1.4.1  Solução de minerais 

 

Tabela 4: Relação de componentes para a solução de minerais. 

 

Macronutrientes 

KCl- 0,7 g L-1 

KH2PO4 2,0 g L-1 ou NaH2PO4.H2O 2,9 g L-1 

Na2HPO4 3,0 g L-1 

NH4NO3 1,0 g L-1 

 

Microingredientes (1mL L-1) 

MgSO4 4,0 g L-1ou MgSO4.7H2O 8,2 g L-1
 

FeSO4 0,2 g L-1ou FeSO4.7H2O 0,36 g L-1 

MnCl2 0,2  g L-1ou MnCl2.4H2O 0,31 g L-1 

CaCl2 0,2 g L-1ou CaCl2.2H2O 0,26 g L-1 

Dissolver os ingredientes em 1000 mL água deionizada e autoclavar a 121ºC/20 min. 

Fonte: TAVANO et. al, 2004 
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4.1.4.2   Mistura Vitamínica  

Tabela 5: Relação de componentes necessários para a mistura vitamínica. 

Vitamina Quantidade 

Tiamina (B1) 12,5 mg 

Riboflavina (B2) 2,0 mg 

Ácido Nicotínico (B3) 2,0 mg 

Pantetonato de Cálcio (B5) 2,0 mg 

Cloridrato de Piridoxina (B6) 2,0 mg 

Biotina (B7) 10 μg 

Ácido Fólico (B9) 0,2 mg 

Vitamina B12 0,5 μg 

Ácido ρ-Aminobenzóico  2,0 mg 

Fonte: TAVANO et. al, 2004 

4.1.4.3 Composição de meio basal para Enterococcus zymogenes  

Tabela 6: Composição do meio basal para o crescimento de Enterococcus 

zymogenes  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: TAVANO et. al, 2004 

 

 

 

 

Componentes                       Quantidade 

Glicose  30,0 g 

K2HPO4  45,0 g 

Ac. Cítrico  1,25 g 

Acetato de sódio  6,25 g 

Adenina  12,5mg 

Guanina  12,5mg 

Uracila  12,5mg 

Xantina  12,5mg 

Ácido Ascórbico   1,25 g 

Mistura Vitamínica   35,0mg 

Solução de minerais   25 ml 

Tween80  2,5 ml 

Ajustar pH para 7,2 com ácido fosfórico  

Ajustar volume total para500 mL  
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4.2 MÉTODOS 

4.2.1  Manutenção de cultura dos fungos 

As culturas de ambos os fungos procedentes da Fungiflora foram mantidas e 

armazenados na embalagem de origem, sob refrigeração a 100C ±2°C em câmara fria. 

4.2.2 Preparo dos substratos para a inoculação  

Por se tratar de um substrato com pouca umidade, pH ácido e baixo valor 

nutricional, houve necessidade de correções desses fatores como a adição de CaCO3,  

água, levedura seca objetivando complementar o valor nutricional do bagaço e facilitar a 

colonização dos fungos. Também foram ensaiadas diferentes porcentagens de inóculos 

tanto de P.ostreatus como de L.edodes objetivando encontrar a quantidade ideal para o 

desenvolvimento fungico nesse substrato. 

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

ostreatus foram preparadas várias formulações de acordo com o seguinte protocolo: 

Lentinula edodes 

  BE (bagaco de cana exposto por  45 dias) BR (bagaco de cana recém produzido) 

% de inóculo 1 3 5 8 10 1 3 5 8 10 

Bagaço + + + + + + + + + + 

Bagaço + 1% levedura 

seca 

+ + + + + + + + + + 

Bagaço + 1% CaCO3 + + + + + + + + + + 

Bgaço + 1% levedura 

seca +1% de CaCO3 

+ + + + + + + + + + 

Bagaço controle - - - - - - - - - - 
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Pleurotus ostreatus 

  BE ( bagaco de cana exposto por  45 dias) BR ( bagaco de cana recém produzido) 

% de inóculo 1 3 5 1 3 5 

Bagaço + + + + + + 

Bagaço + 1% levedura seca + + + + + + 

Bagaço + 1% CaCO3 + + + + + + 

Bagaço + 1% levedura seca + 1% de 

CaCO3 

+ + + + + + 

Bagaço controle - - - - - - 

 

Todas as amostras foram mantidas em estufa a 250C +/- 20C e adicionados 100 

mL de água destilada. Objetivando uma forma mais econômica e prática para a sua 

aplicação industrial não houve processo de esterilização do material. Para cada amostra 

foram utilizados 500g de bagaço de cana termo hidrolisado. Foram encubadas por período 

de 7 e 45 dias. 

A inoculação foi realizada acrescentando-se a quantidade de semente desejada em 

cada amostra. Posteriormente fechou-se as embalagens de polipropileno com um tampão 

de algodão, permitindo trocas gasosas do ambiente para o interior dos sacos. Objetivando 

homogeneizar o inóculo as amostras foram revolvidas no interior dos sacos até completa 

dispersão das sementes. 

Após a completa colonização, as amostras foram secas em estufa a 45 0C por 24 

horas e pulverizadas em moinho elétrico. Essas amostras foram submetidas as análises 

seguintes.  

4.2.3 Pesagem das amostras  

Todas as amostras foram pesadas logo após a inoculação, no início do processo 

de crescimento fungico, e posteriormente foram novamente pesados, ao final do tempo 

de incubação, afim de se verificar a taxa metabólica dos microorganismos. Efetuou-se um 

controle em duplicata contendo apenas bagaço, carbonato de cálcio e levedura, para que 
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se contabilizasse a evaporação normal de água dispensando aquela relativa ao 

metabolismo fungico. 

 

4.2.4  Quantificação da proteína bruta 

 

Empregou-se o método de Kjeldhal para  quantificação de nitrogênio total que foi 

executado em 4 etapas: 

- Preparo da amostra e mineralização com H2SO4: Colocou-se em cada tubo digestor 

entre 0,04 a 0,05g de amostra seca e pulverizada; cerca de 0,5g de mistura digestora 

K2SO4 + CuSO4 – 1:1. Acrescentou-se cerca de 7g de cristais de selenito de sódio 

(Na2SeO3.5H2O); e 2 mL de ácido sulfúrico P.A. (H2SO4). Os tubos  contendo as amostras 

a serem digeridas foram colocadas no Bloco Digestor (200 - 230°C) até adquirir coloração 

translúcida  (de cor esverdeada ou azulada) e posteriormente adicionou-se 

cuidadosamente  10 mL de H2O destilada em cada tubo. 

- Destilação no destilador de Kjedahl: Procedeu-se a destilação da amostra no aparelho 

de destilação de Kjeldhal, mediante a adição para neutralização da amostra com  NaOH 

40%, responsável pela liberação da amônia. Esta foi posteriormente aquecida até a forma 

de vapor e recolhida em frasco contendo solução de ácido H2SO4-0,01N e indicador 

vermelho de metila. 

- Titulação do destilado: Procedeu-se a titulação da solução de H2SO4 -0,01N (que 

recolheu a amônia destilada) contra solução de NaOH 0,01N até a viragem do indicador 

vermelho de metila para amarelo (ambas as soluções padronizadas). 

 

-Cálculos:  

Volume (mL) NaOH 0.01N  gasto na titulação da amostra – Volume (mL) NaOH 0,01N gasto na 

titulação do branco = mL. de H2SO4 0.01N consumido na titulação 
 

 

1,0 mL de H2SO4 0,01N =  neutraliza 0,14 mg Nitrogênio 

 

6,25g de Proteínas =1,0g de Nitrogênio 

 

 

 
 

      % de Proteínas      = 

 

 

Massa (mg) Proteínas. 100 

Peso da Amostra 
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4.2.5 Quantificação de lipídios nas amostras 

 

As amostras foram submetidas ao processo de extração de lipídios seguindo o 

seguinte protocolo, descrito por Araújo (1997) 

 Preparou-se um cartucho de papel filtro que foi pesado, bem como 

aproximadamente 2,5 g de amostra. Pesou-se também o balão do destilador, 

contendo cerca de 20 perolas de vidro. 

 O cartucho com a amostra foi colocado no extrator de Soxhlet e submetido ao 

refluxo durante 4 horas com hexano P.A. A seguir parte do solvente foi destilada 

até uma pré-secagem. 

 Os balões contendo os lipídios extraídos foram colocados em estufa a 1050C por 

24hs para completa evaporação do hexano. Após a secagem foram transferidos 

para o dissecador até atingirem temperatura ambiente e  pesados. 

 A quantidade de lipídios contidos na amostra foi referenciada em porcentagem da 

amostra. 

 

4.2.6  Avaliação de toxicidade  

 

O ensaio de toxicidade foi realizado seguindo a norma ABNT NBR 12713:2004, 

utilizando-se a Daphnia similis, trata-se de um microcrustáceo com alta sensibilidade a 

diversos causadores de toxicidade em ambientes aquáticos. 

Durante o teste, indivíduos com 6 a 24 horas de idade foram expostos às amostras 

do lixiviado do bagaço antes e após a fermentação, por um período de 4 a 48 horas. 

Posteriormente calculou-se a Concentração Efetiva Média (CE 50), que é determinada de 

acordo com a imobilidade ou mortalidade de 50% dos indivíduos (GHERARDI-

GOLGSTEIN et. al., 1990). 

Para a realização do teste, adicionou-se em tubos de ensaio 10 mL lixiviado do 

bagaço puro e do bagaço fermentado com os fungos. 

Após 48 horas procedeu-se a contagem dos indivíduos imóveis ou mortos em cada 

amostra. Os dados foram submetidos à análise estatística no software Spearman-Karber 

ICP-Program para testes de toxicidade.            
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4.2.7 Demanda Química de Oxigênio (DQO) e Demanda Bioquímica de Oxigênio 

(DBO) 

A demanda bioquímica de oxigênio é um indicador de concentração de matéria 

biodegradável. O oxigênio é necessário e exigido pelos micro-organismos aeróbios para 

promoverem a biodegradação das substancias dissolvidas na amostra. O teste foi 

realizado em duplicata a temperatura constante de 20oC e durante um período de 

incubação de 5 dias. As amostras foram diluídas em água de diluição e a seguir 

quantificou-se o oxigênio dissolvido (OD) no início do experimento. Após 5 dias mediu-

se o OD das outras amostras incubadas. A diferença de concentração de oxigênio 

representa a DBO, isto é, o oxigênio consumido para oxidar a matéria orgânica via 

respiração microbiana. Tratando-se de uma amostra de resíduo industrial que possui 

poucos micro-organismos foi necessário adicionar a "semente", que é um inóculo de 

cultura mista de bactérias procedentes do esgoto doméstico (RAND et. al,1992). 

A demanda química de oxigênio (DQO) é um indicador da concentração de 

oxigênio necessário para oxidar a matéria orgânica em meio ácido e com condições 

energéticas por ação de um agente químico oxidante forte, sendo o mais utilizado o 

dicromato. Este parâmetro aponta, portanto, a estimativa total da quantidade de matéria 

orgânica da amostra, biodegradável ou não.  

 

4.2.8  Avaliação da qualidade proteica pelo método de Enterococcus zymogenes 

 

O teste é baseado no crescimento de Enteococcus zymogenes, relacionando a 

necessidade de aminoácidos essenciais desse micro-organismo, que é semelhante à 

humana. Trata-se de um meio indireto de avaliação do Valor Nutricional Relativo (VNR) 

das proteínas na amostra. A eficiência do crescimento bacteriano esta relacionada com as 

enzimas utilizadas na hidrólise do material e é comparada com a proteína padrão 

(caseína), substância referência no teste de digestibilidade microbiológica onde o VNR 

desta substância é tido como 100%, FORD (1962). Apresenta vantagens quando 

comparados aos métodos in vivo, pois, necessita de menor quantidade de amostra com 

resposta mais simples e rápida (TAVANO et. al, 2004). 
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4.2.8.1  Manutenção de cultura Enterococcus zymogenes  

A cultura de E. zymogenes foi mantida a -100C em meio de manutenção de 

congelamento composto de meio basal (Tabela 6) com 10% de glicerol. Posteriormente 

foram colocados 3 mL de inoculo ativo com 10 mL desse meio com glicerol e 

levados diretamente ao freezer a -100C antes do crescimento da cultura.  

4.2.8.2   Meio de cultivo para o E. zymogenes  

Preparou-se meio de cultivo (Tabela 7) para a ativação da cultura de bactéria. A 

cultura mantida sob refrigeração foi submetida a 2 subculturas com intervalos de 24 horas 

com a proporção de 1 mL de inoculo para 10 mL de meio de cultivo, mantidas a uma 

temperatura de 36 0C. 

Tabela 7: Composição do meio de cultivo para Enterococcus zymogenes  

Meio Basal   20mL  

Triptona  200mg  

Água Destilada  Ajustar para 100mL  

pH Ajustar para 7,2  

Fonte: TAVANO et. al, 2004 

 

4.2.8.3  Ensaio biológico com Enterococcus zymogenes  

 

O teste microbiológico com Enterococcus zymogenes foi realizado em 3 etapas:  

- Preparo das amostras (pré-hidrólise): pesou-se equivalente a 100 mg de 

proteínas tomando como base nos valores obtidos de nitrogênio total das 

amostras de bagaço puro, bagaço fermentado com L.edodes e com P.ostreatus. 

Adicionou 40 mL solução de βglicerofosfato de sódio, Sigma G-5422 (20 g/litro) e 

ajustou para o pH 8,0. Quando o pH apresentou valores menores que 8 utilizou-se com 

hidróxido de sódio (NaOH) e quando apresentou valores maiores utilizou-se ácido 

fosfórico (H3PO4). Colocou-se em banho-maria 48°C, sob agitação lenta e constante, e 

acrescentou 4,0 mL de solução 1 mg/mL de pronase Sigma P-5147. Depois de 3 horas as 

amostras foram resfriadas até temperatura ambiente e ajustou-se o pH para 7,2 novamente 

com H3PO4 ou NaOH e o volume para 100 mL. Esterilizou-se as amostras a frio através 

de membrana millipore de 0,22 µm.  
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- Ensaio: o ensaio foi realizado em quintuplicata (4 teste + 1 branco). Em tubos de 

cultura esterilizados colocou-se: 2,0 mL de meio basal esterilizado com 

membrana millipore de 0,22 µm + 2,0 mL da amostra + 7,0 mL de água esterilizado + 

100 µL do inóculo de E. zymogenes. No tubo branco colocou-se 100µL 

de inóculo inativo. Foram encubados em 37°C/ 48 horas. Um tubo contendo somente 

solução de pronase nas mesmas condições da hidrólise também foi preparado. Após o 

período de incubação os tubos foram esterilizados em autoclave (121ºC por 15 minutos).  

- Titulação: titular com NaOH 0,1N até pH 7,2. Os cálculos 

foram realizados descontando-se volume de NaOH gasto com branco da respectiva 

amostra e da pronase e foram expressos em % do volume gasto com a amostra padrão 

(caseína). (TAVANO et. al, 2004)  

 

4.2.9 Estatística 

Os testes estatísticos foram realizados com o programa BioStat 5.9.8. Foi aplicado 

o teste de Análise de Variância (ANOVA) afim de ser verificar se houveram diferenças 

significativas nas amostras observadas. Nas situações em que o p-value apresentou 

valores inferiores a 0,05 apontando para significância dos dados, foi aplicado o teste de 

Tukey. 
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5 RESULTADOS e DISCUSSÃO 

5.1  Seleção do meio de cultivo 

  Inicialmente procurou-se selecionar um meio de cultivo que atendesse as 

expectativas de bom desenvolvimento dos fungos L. edodes e P. ostratus. Comparando-

se as diversas combinações de meios de cultivo, foi possível verificar que tanto a presença 

de CaCO3 quanto a presença de levedura liofilizada mostraram-se essenciais para o 

desenvolvimento dos fungos. O valor de pH ideal para o crescimento desses fungos está 

entre 4,5 e 5,5 (CHANG; MILES,2004). Sendo assim, devido ao fato do bagaço de cana 

possuir um pH excessivamente baixo, em torno de 3, o carbonato de cálcio elevou esse 

valor, aproximando-se das condições ideais para o desenvolvimento fungico. A levedura 

liofilizada por sua vez, melhorou a disponibilidade de recursos nutricionais necessárias 

para o desenvolvimento das hifas uma vez que o bagaço é um material de baixo valor 

nutritivo. Resultados semelhantes também foram encontrados em trabalhos anteriores 

(SOUZA,2013). 

Foram registradas por meio de fotos como ficaram as amostras após o período de 

incubação (Figura 8 e 9) 

 

Figura 8:Cultivo de Pleurotus ostreatus: (A) bagaço de cana termo hidrolisado sem a 

adição de CaCO3; (B) bagaço de cana termo hidrolisado com a adição de CaCO3, a com 7 

dias de incubação. 

 

                   

 

 

A B 



32 
 

Figura 9: Cultivo de Pleurotus ostreatus: (A) bagaço de cana termo hidrolisado sem a 

adição de CaCO3; (B) bagaço de cana termo hidrolisado com a adição de CaCO3, com 7 

dias de incubação. 

 

           

            

Outra avaliação foi feita com a finalidade de verificar a influência da quantidade 

de inóculo frente ao desenvolvimento da colonização 

  Quanto ao Pleurotus ostreatus foram realizados ensaio com 1; 3 e 5% de inoculo, 

sendo que a diferença de desenvolvimento fungico entre 3 e 5% foi praticamente 

imperceptível, assumindo-se como 3% a quantidade economicamente mais viável. Essa 

avaliação foi realizada de forma visual, pelo desenvolvimento das hifas como 

representado na Figura  

Figura 10: Cultivo de Pleurotus ostreatus:(A) 1% de inoculo; (B) 3% de inoculo; (C) 5% 

de inoculo,  com 7 dias de incubação. 

       

 

 

A B 

A B 

C 
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Quanto ao Lentinula edodes foram realizados ensaios com 1, 3 e 5% de inoculo. 

Verificou-se que com 5% de inoculo o desenvolvimento fungico foi lento. Frente a esta 

situação aumentou-se a porcentagem do inoculo para 8 e 10%. Observou-se que após o 

tempo de incubação que a diferença de desenvolvimento fungico entre 8 e 10% de inoculo 

foi imperceptível assumindo-se como 8% a melhor porcentagem. (Figura11) 

 

Figura 11: Cultivo de Lentinula edodis: (A) 1% de inoculo;(B) 3% de inoculo; (C) 5% 

de inoculo;(D) 8% de inoculo;(E) 10% de inoculo,  com 7 dias de incubação. 

                   

 

           

 

                                           

 

Quanto ao tempo de incubação as amostras foram incubadas durante um período 

de 7 e 45 dias 250C +/- 20C afim de se verificar se haveria algum benefício em aumentar 

o tempo de incubação com relação a biodegradação, teor proteico e valor nutricional. 

A B 

C D 

E 
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 Foi constatado que o P.ostreatus apresenta crescimento mais rápido e com maior 

desenvolvimento das hifas quando comparado a L.edodes e, portanto, com apenas 7 dias 

de incubação foi possível constatar um desenvolvimento completo do substrato (Figura 

12 A). Após 45 dias de incubação apresenta-se visualmente bem estabelecido, com o 

material branco e compactado (Figura 12 B).  O L.edodes por sua vez, apresenta 

crescimento mais lento, verificado após 7 dias quando comparado com P.ostreatus 

(Figua 12 C). Seu crescimento micelial apresenta-se igualmente completo após 45 dias 

de incubação (Figura 12 D).  DE Albuquerque (2013) em seu trabalho descreve essa 

diferença de crescimento micelial entre essas espécies, afirmando que o P.ostreatus 

possui um tempo mais curto de incubação. 

Figura 12: Cultivo dos fungos em bagaço termo hidrolisado: (A) Pleurotus ostreatus 

durante 7 dias e (B)  durante 45 dias; (C) Lentinula edodes durante 7 dias e (D)  durante 

45 dias: 

                

 

                 

Comparando-se o desenvolvimento fungico das duas modalidades do bagaço: um 

bagaço termo hidrolisado recém produzido e outro exposto a condições ambientais por 

A

 

B 

C

 

D
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45 dias, não houve diferença no desenvolvimento das hifas tanto do L.edodes quanto 

P.ostreatus 

 

5.2 Pesagem das amostras 

 A Tabela 8 mostra a evaporação natural de água, avaliada em duplicata, pelo 

bagaço termo hidrolisado durante um período de 7 e 45 dias sem a inoculação dos fungos 

(controle).   

Tabela 8: Quantificação percentual da diminuição da massa por evaporação hídrica do 

bagaço de cana termo hidrolisado nos períodos de 7 e 45 dias (controle): 

 

 

As Tabelas 9 - 12 indicam a diferença das massas iniciais e finais das amostras 

após o desenvolvimento fungico descontando-se o controle (perda de massa real). A 

amostra completa é aquela que possui tanto o carbonato de cálcio como levedura 

liofilizada. A amostra pura representa aquela na qual foi inoculado o fungo em um 

substrato apenas umedecido. As amostras que tiveram apenas o acréscimo do carbonato 

de cálcio são representadas por CaCO3   e as amostras apenas com acréscimo de levedura 

liofilizada são representadas pela legenda Lev. Todas as amostras foram realizadas em 

duplicata representadas pelos números 1 e 2. 

 

 

 

 

 Massa/g   Massa/g  

 
Controle Inicial Após 7 dias Diferença (%) Após 45 dias Perda hídrica (%) 

1 912,55 911,87 0,07 848,63 7,00 

2 849,55 848,28 0,15 783,9 7,72 

  Média          0,11                  Média 7,36 
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Tabela 9: Quantificação percentual da diminuição de massa do bagaço de cana termo 

hidrolisado nos períodos de 7 dias após a inoculação de Lentinula edodes. 

 

Tabela 10: Quantificação percentual da diminuição de massa do bagaço de cana termo 

hidrolisado após45 dias de inoculação  comLentinula edodes. 
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Tabela 11: Quantificação percentual da diminuição de massa do bagaço de cana termo 

hidrolisado após 7 dias com de inoculação com Pleurotus ostreatus. 

 

Tabela 12: Quantificação percentual da diminuição de massa do bagaço de cana termo 

hidrolisado após 45 dias de inoculação comPleurotus ostreatus. 
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Santos et al, (2012) em seu trabalho, expõem como a atividade metabólica aeróbia 

em grãos de milho reflete na diminuição de matéria seca em virtude da eliminação de 

água e CO2. Os fungos P ostreatus e L. edodes são aeróbios e, portanto, em seu 

metabolismo absorvem O2 atmosférico e liberam CO2 e água. Sendo assim, quanto maior 

a taxa metabólica dos fungos, maior a perda em porcentagem de massa das amostras uma 

vez que tanto o CO2 como a água são eliminados para a atmosfera. Ao se subtrair a 

evaporação natural da água, observada na tabela relativa ao controle (tabela 8), obtém-se 

a perda em massa que pode estar relacionada com a eliminação de CO2 e água advindos 

do metabolismo aeróbio para a atmosfera. 

As tabelas 9 - 12 mostram que em todos os casos houve diminuição da massa das 

amostras.  Isso é um indicativo de que houve eliminação de água e CO2 induzida pela 

atividade metabólica dos fungos sobre o substrato. A maior diminuição de massa ocorreu 

no P. ostreatus indicando que a sua atividade é mais intensa quando comparado com 

L.edodes no mesmo período de incubação. Tal fato confirma a análise visual de formação 

de hifas apresentadas nesse trabalho desenvolvidas no substrato no mesmo período de 

tempo. 

 

5.3 Quantificação da proteína bruta 

A quantidade de proteína bruta em cada uma das amostras incubadas com P.ostreatus e 

L.edodes encontra-se nas Tabelas 13 - 18.  As amostras completas são aquelas em que 

foram adicionados CaCO3 e levedura. O bagaço puro corresponde as amostras inoculadas 

em substrato constituído apenas pelo bagaço termo hidrolisado. Os valores das amostras 

que contem 1% de levedura e as amostras completas possuem 0,038% de proteína. Esse 

valor foi descontado na porcentagem encontrada em cada uma destas amostras. 
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Tabela 13: Quantificação em porcentagem de proteína bruta em amostra de bagaço de 

cana termo hidrolisado recém produzido pela indústria, inoculado com Pleurotus 

ostreatus por 45 dias de incubação. 

Amostra Média de NaOH 0,01N 

titulado (mL) 

Proteína bruta (%)* 

Completo 23,9     3,106 a** 

Bagaço + CaCO3  24,06 1,502 b 

Bagaço + levedura 24,36 1,300 b 

Bagaço Puro 24,5 0,989 b 

*Média de três repetições. 

**As médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nível de 5% indicadas pelo teste de Tukey. 

 

Tabela 14: Quantificação em porcentagem de proteína bruta em amostra de bagaço de 

cana termo hidrolisado recém produzido pela indústria, inoculado com Pleurotus 

ostreatus por 7 dias de incubação. 

Amostra Média de NaOH 0,01N 

titulado (mL) 

Proteína bruta (%)* 

Completo 24,06     3,046 a** 

Bagaço + CaCO3  24,26 1,485 b 

Bagaço + levedura 24,46 1,077 b 

Bagaço Puro 24,63 0,709 b 

*Média de três repetições. 

**As médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nível de 5% indicadas pelo 

teste de Tukey 
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Tabela 15: Quantificação em porcentagem de proteína bruta em amostra de bagaço de 

cana termo hidrolisado exposto a condições ambientais por 45 dias, inoculado com 

Pleurotus ostreatus durante 45 dias de incubação. 

Amostra Média de NaOH 0,01N 

titulado (mL) 

Proteína bruta (%)* 

Completo 24,06     3,200a** 

Bagaço + CaCO3  24,6 1,738b 

Bagaço + levedura 24,93 1,312b 

Bagaço Puro 24,86 1,166b 

*Média de três repetições. 

**As médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nível de 5% indicadas pelo teste de Tukey 

 

Tabela 16: Quantificação em porcentagem de proteína bruta em amostra de bagaço de 

cana termo hidrolisado recém produzido pela indústria, inoculado com Lentinula edodes 

durante 45 dias de incubação 

Amostra Média de NaOH 0,01N 

titulado (mL) 

Proteína bruta (%)* 

Completo 23,66     3,420a** 

Bagaço + CaCO3  24,53 1,967b 

Bagaço + levedura 24,73 1,170b 

Bagaço Puro 25,06 1,025b 

*Média de três repetições. 

**As médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nível de 5% indicadas pelo teste de Tukey 
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Tabela 17: Quantificação em porcentagem de proteína bruta em amostra de bagaço de 

cana termo hidrolisado recém produzido pela indústria, inoculado com Lentinula edodes 

durante 7 dias de incubação 

Amostra Média de NaOH 0,01N 

titulado (mL) 

Proteína bruta (%)* 

Completo 24,33     2,692a** 

Bagaço + CaCO3  25,1 1,275b 

Bagaço + levedura 25,13 0,881b 

Bagaço Puro 25,16 0,617b 

*Média de três repetições. 

**As médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nível de 5% indicadas pelo teste de Tukey 

 

Tabela 18: Quantificação em porcentagem de proteína bruta em amostra de bagaço de 

cana termo hidrolisado exposto a condições ambientais por 45 dias, inoculado com 

Lentinula edodes durante 45 dias de incubação. 

Amostra Média de NaOH 0,01N 

titulado (mL) 

Proteína bruta (%)* 

Completo 23,8     3,430a** 

Bagaço + CaCO3  24,7 2,028b 

Bagaço + levedura 24,53 1,769b 

Bagaço Puro 24,96 1,090b 

*Média de três repetições. 

**As médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nível de 5% indicadas pelo teste de Tukey 

 

O método de Kjeldahl possibilita a determinação indireta de proteínas em várias 

amostras biológicas (NOGUERA, SOUZA, 2005). Nesse método o nitrogênio existente 

nas amostras é convertido em amônia pela introdução de ácido sulfúrico em 

concentrações elevadas. Posteriormente esta amostra é alcalinizada e a amônia passa a 

ser volátil e é destilada, sendo recolhida em solução receptora e quantificada por titulação 

com solução padrão. Pelos cálculos demonstrados anteriormente nesse trabalho é possível 

saber a porcentagem de proteína bruta na amostra de acordo com a quantidade de 

nitrogênio presente na mesma.  
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  Comparando-se apenas as amostras correspondentes a P. otreatus, tabelas 13,14 

e 15 verificou-se que não há diferença significativa entre a quantidade de nitrogênio total 

das amostras de bagaço recém produzido e de bagaço exposto a condições ambientais por 

45 dias.  Em todos os casos o substrato completo, isto é, aquele composto por CaCO3 e 

levedura liofilizada resultou em maior quantidade de proteína bruta.Com relação ao 

tempo de colonização, também não houve diferença significativa entre os resultados 

obtidos nas amostras com 7 e 45 dias. Diante desde resultado, considera-se em termos de 

teores proteicos e econômicos não ser vantajoso aumentar o tempo de colonização do 

substrato. 

Comparando-se as amostras de Lentinula edodes, tabelas 16,17 e 18, constatou-se 

que não houve diferença significativa entre a quantidade de nitrogênio total das amostras 

de bagaço recém produzidas e de bagaço exposto a condições ambientais por 45 dias. As 

amostras que contém o substrato completo foram as que apresentaram melhor resultado 

e não há diferença significativa na quantidade proteica observada nas amostras com 7 dias 

e 45 dias, não sendo necessário aumentar o tempo de colonização. 

Com relação a comparação de quantidade de nitrogênio total entre as duas 

espécies de fungos, pode-se inferir que, ainda que o L.edodes possua crescimento menos 

mais lento do que P.ostreatus, este apresenta valores de nitrogênio total mais elevados. 

Carvalho e Aguiar, (2012) em seu estudo demonstraram que a quantidade de nitrogênio 

total de P ostreatus em diferentes substratos variou de 20 a 34,5%.  Bonatti et al (2003), 

utilizando como substrato palhas de folhas de bananeira apresentaram valores de 16%, 

portanto inferior.  Com relação a L.edodes , Sales et al (2013) demostraram diferenças na 

quantidade de proteína bruta em diferentes substratos. Deste modo, fica evidente que o 

substrato influencia nos valores de proteína bruta dessas espécies, sendo que o L.edodes 

apresentou melhores resultados para o bagaço de cana termo hidrolisado. 

 Ao se avaliar a potencialidade de um material para tornar-se ração para ruminantes, é 

importante saber a quantidade de proteína bruta, uma vez que o alto teor de proteína na 

dieta desses animais tem por finalidade atender às exigências de nitrogênio para o 

crescimento microbiano no rúmen, e ainda possuir um excesso que aumentará a 

disponibilidade de aminoácidos para absorção no intestino dos próprios ruminantes 

(OLIVEIRA et al, 2015). Além disso, para se conseguir melhor eficiência no 

desenvolvimento de um rebanho, um dos fatores que deve ser cuidadosamente 
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monitorado é a nutrição, sendo a proteína um dos nutrientes de maior importância pois, 

possui elevado impacto no sistema produtivo, ocasionando ganhos diferenciados no 

desempenho animal. (SILVA, 2010). Considerando os aumentos da quantidade de 

nitrogênio total para as duas espécies de fungos em substrato completo pode-se inferir 

que a biotransformação favorece a utilização do bagaço de cana termo explodido na forma 

de ração para ruminantes. Resultados semelhantes também foram encontrados em 

trabalhos anteriores (SOUZA, 2013) 

 

5.4  Quantificação de lipídios nas amostras 

 

Os resultados das extrações de lipídios das amostras cultivadas nos substratos estão 

registrados na tabela 19.  O bagaço novo representa aquele que foi recém produzido pela 

indústria e o bagaço velho representa aquele que ficou submetido a condições ambientais 

por 45 dias. 

 

Tabela 19: Quantificação mediante extração de lipídios nas amostras de bagaço de cana 

termo hidrolisado inoculados com Pleurotus ostreatus e Lentinula endodes, incubados a 

250C. 
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Registrou-se que em todas as amostras houve aumento da quantidade de lipídios. 

Os resultados de L.edodes indicam quantidade maior de lipídios que no P.ostreatus, e em 

ambos os casos houve aumento da quantidade de lipídeos quando maior o tempo de 

incubação. No entanto, comparando-se o bagaço recém produzido com o mais antigo, este 

último apresentou decréscimo nos valores, para os dois espécimes de fungos. 

Ainda que a quantidade de lipídeos tenha aumentado em todas as amostras com 

relação ao bagaço puro, isto é, sem ser submetido a fermentação, a porcentagem continua 

baixa. Isso pode ter ocorrido pelo fato desses fungos possuírem baixa quantidade de 

lipídeos e gorduras. Essa informação está presente em diversas literaturas como Bonatti 

et al, (2004) que descreveram essas duas espécies de fungos como ricas em carboidratos, 

vitaminas e sais minerais, porém com baixa quantidade de lipídeos. Cheung e Peter (2008) 

afirmam que nas espécies L.. edodes, S. commune, e P. ostreatus, o teor de lípideos pode 

atingir apenas  2% .  

Vale ressaltar que a gordura existente nos cogumelos comestíveis contém todas as 

classes de compostos lipídicos, incluindo ácidos graxos livres, mono-, di-, e triglicérideos, 

esteróis (ergosterol), ésteres de esteróis e fosfolípideos (HELENO et al., 2009). 

 

5.5 Avaliação de toxicidade 

A Daphina é amplamente utilizada em testes ecotoxicológicos pois trata-se de um 

microcrustáceo com alta sensibilidade a diversos causadores de toxicidade em ambientes 

aquáticos. 

Os resultados são expressos em Concentração Efetiva Média (CE 50), que é 

determinada de acordo com a imobilidade ou mortalidade de 50% dos indivíduos. Isso 

significa amostras que apresentam valores de (CE 50) menores, são mais tóxicos pois em 

pequenas concentrações são suficientemente letais ou imobilizar 50% dos indivíduos de 

D.similis  do teste. 

Os resultados de toxicidade aguda com Daphinia similis estão descritos nas figuras   

Figuras:13, e 14. 
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Figura 13: Toxicidade aguda com Daphinia similis dos bagaços recém produzidos pela 

indústria e exposto a condições ambientais por 45 dias, antes da colonização fungica 

. 

Figura 14: Analise comparativa da toxicidade aguda com Daphinia similis dos bagaços 

recém produzidos pela indústria (novo) e exposto a condições ambientais por 45 dias 

(velho), por Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus 

 

  

 

A figura 13 indica que os valores de toxicidade aguda entre o bagaço recém 

produzido e aquele submetido a condições ambientais por 45 dias são próximos. Houve 

diminuição na toxicidade em todos os tratamentos comparando-os com os substratos 

antes de serem colonizados. 
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Analisando-se as espécies de fungos, é possível verificar que em ambos os casos 

o bagaço recém produzido mostrou valores de CE(50) menor, indicando ser material mais 

tóxico. O aumento do tempo de inoculação de 7 para 45 dias, permitiu uma detoxificação 

do material. A CE(50) inicial de 2,29% para P.ostreatus atingiu  2,35%; e a inicial de 

2,38% para L.edodes atingiu a 2,52%.Lembrando que quanto menos o CE(50) mais tóxico 

é o material. Resultados semelhantes com utilização de L.edodes em bagaço termo 

explodido foram encontrados em trabalhos anteriores,  (SOUZA,2013). 

Comparando-se as espécies de fungos, os dados obtidos indicam que o L.edodes 

tem a capacidade de detoxificar o material com mais eficiência do que o P.ostreatus em 

todos os casos. 

Como citado o L.edodes e o P.ostreatus são fungos da podridão branca e, portanto, 

produtores de lacases, que são capazes de degradar compostos fenólicos como a lignina. 

Devido a sua baixa especificidade de substrato estas enzimas atualmente tem sido 

empregadas na detoxificação de esgoto degradação de xenobióticos e biorremediação, 

produção de aglomerados de madeira sem agregantes tóxicos (COUTO; TOCA-

HERRERA, 2007).  Esse fato pode explicar porque as duas espécies de fungos 

diminuíram a taxa de toxicidade aguda nas amostras. 

Apesar de terem apresentado um aumento do CE (50), este dado corresponde a uma 

diminuição da toxicidade aguda. Nas amostras inoculadas, esse valor foi pequeno 

comparando-se com os substratos sem tratamento. Esse fato pode estar relacionado com 

a quantidade de nitrogênio disponível no substrato. Silva, et al; (2012) em seu trabalho 

mostraram que a quantidade afeta a produção de lacase. Quanto menor a quantidade de 

nitrogênio disponível menor a quantidade de lacase produzida e consequentemente menor 

a biodegradação de compostos fenólicos. O substrato utilizado neste trabalho apresentou 

baixo teor de nitrogênio.  
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5.6 Demanda quimica de oxigênio (DQO) e demanda bioquímica de oxigênio 

(DBO) 

Os resultados de DQO e de DBO indicam aumento após o crescimento dos fungos 

nos substratos. Esses dados significam que o material lignocelulósico solubilizado das 

amostras submetidas ao tratamento passaram a ter matéria orgânica mais facilmente 

assimilável do que o solubilizado do bagaço termo hidrolisado puro. (Figuras 15 e 16) 

 

Figura 15: Análise de DQO do bagaço de cana termo hidrolisado antes e após a 

inoculação com Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes incubados a 25°C +/- 2°C. 

 

  

Figura 16: Analise de DBO do bagaço de cana termo hidrolisado antes e após a 

inoculação com Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes incubados a 25°C +/- 2°C. 
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Analisando-se a DQO registrou-se que a quantidade de oxigênio necessária para 

degradar toda a matéria orgânica aumentou, tanto para P. ostreatus quanto para L.edodes. 

(Figura 15), o que indica aumento considerável na presença de matéria orgânica 

solubilizada das amostras. 

Quanto a DBO também houve aumento do consumo de O2 indicando a degradação 

de matéria orgânica das amostras que foi solubilizada (Figura 16). Os valores da DBO 

relativamente baixos em relação a DQO, significa que ambos os fungos após período de 

incubação deixaram de consumir substancias que foram solubilizadas pela água 

 

5.7 Qualidade proteica pelo método de Enterococcus zymogenes 

Por meio deste teste obteve-se Valor Nutricional Relativo (VNR) dos alimentos que 

é importante pois permite a formulação de rações que atendam às exigências nutricionais 

dos animais e humanos (BOSCOLO et al., 2002).  

Altos teores de VNR são importantes para determinar a qualidade da proteína 

existente na amostra. A caseína é considerada referência, por tratar-se de uma proteína 

completa, portanto, determina-se em 100% o seu VNR. Quando as amostras apresentam 

valores mais próximos ao valor da porcentagem de VNR da caseína, melhor é a sua 

qualidade proteica (MORALES,2012). 

Diante destas informações pode-se comparar a qualidade proteica do bagaço após 

a fermentação com P ostreatus e L. edodes e o bagaço puro. O bagaço puro apresenta 

valor igual a 23,07%, ou seja, inferior ao que registrou-se em todas as amostras após o 

cultivo dos fungos neste substrato, apontando melhoria no VRN. Para P.ostreatus, o VRN  

foi de  34,61% com 7 dias e de 73,07% com 45 dias de incubação. Para L.edodes com 7 

dias de incubação o valor foi de 23,07% atingindo 84,61% com 45 dias.. A análise 

comparativa das duas espécies de fungos, com 7 dias de incubação, evidenciou que as 

amostras de P.ostreatus apresentaram qualidade proteica melhor do que L.edodes. No 

entanto, após maior tempo de cultivo, as amostras com L.edodes passaram a apresentar 

percentual de VRN mais elevado (84,61%).   

 A figura 17 evidencia a melhoria na qualidade proteica do bagaço de cana termo 

hidrolisado após a fermentação fungica. Nela também fica registrada a importância  do 

tempo de incubação na formação de proteínas com melhor qualidade nutricional. 
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Figura 17: Comparação da qualidade proteica pelo método microbiológico de 

Enterococcus zymogenes das amostras de bagaço puro e submetidas ao tratamento com 

Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus comparados com a caseína. 

  

Os fungos possuem uma considerável porcentagem de proteina. No entanto a 

qualidade proteica de um alimento é, sobretudo, determinada pelo seu valor biológico 

(ASTUDILLO, 2007). Sendo assim para se ter uma qualidade nutricional não basta 

apenas o material possuir uma alta porcentagem de proteína, mas apresentar significativo 

VNR 

Reis (2012) considerou P.ostreatus como sendo não apenas uma boa fonte de 

proteína, mas que a sua composição em aminoácidos é comparável com à das proteínas 

animais. Sales et al.(2013) também afirmam que L.edodes possui boa qualidade proteica. 

Estes fatos reforçam os dados obtidos com o método microbiológico de Enterococus 

zymogenes, uma vez que possuem não apenas uma porcentagem significativa de proteína, 

mas um VRN satisfatório.. 

Outro fator que favorece a utilização desses fungos para a incorporação do bagaço 

de cana termo hidrolisado na ração de ruminantes é a ausência de príons (“proteinaceous 

infectious particles”) no material.  Os prions são proteínas anômalas, com tamanho menor 

que um vírus cuja disseminação no organismo provoca a rápida degeneração do sistema 
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nervoso.  Estes são transmitidos mediante o  consumo de material infectado, e não se 

conhece processo de cocção ou desinfecção que consiga sua inativação.  Os príons 

possuem período de incubação que pode durar meses ou anos (LÉVI-STRAUSS, 2009; 

KECK, 2009). Em 1992 houve incidência epidêmica na Inglaterra, chegando a relatos de 

1000 novos casos de ruminantes contaminados semanalmente com a doença, conhecida 

“Vaca Louca”. Posteriormente o fato foi associado à alimentação das vacas que era 

constituída há anos com rações “proteinadas”. Esta ração preparada a partir de Meat and 

Bone Meal (MBM), uma farinha de carne e ossos produzida com os restos de outros 

mamíferos com a finalidade de introduzir uma alimentação com maior teor proteico ao 

rebanho.  Segundo DALE, 2002, os prions não são transmitidos por vírus, fungos ou 

bactérias. Sabe-se ainda que a sua transmissão não ocorre por matéria vegetal. Por esse 

motivo, uma ração constituída de bagaço de cana e fungos, não apresentaria risco de 

contaminação por prions aos rebanhos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 
 

6 CONCLUSÃO 

 

Lentinula edodoes e Pleurotus ostreatus tem potencial de desenvolvimento em 

substrato de bagaço de cana termo hidrolisado. 

As amostras analisadas, apontam um aumento na quantidade de proteína bruta, de 

até três vezes comparando-se com o substrato original. 

O valor nutricional relativo (VNR) das proteínas presentes nas amostras sugere que 

no substrato completo o P.ostreatus e  L.edodes apresentam melhoria na qualidade 

protéica de 84,61% para L.edodes e 73,07% para P.ostreatus quando comparado ao 

padrão caseína 100%. Estes dados recomendam o aproveitamento do substrato na forma 

microbiologicamente modificada pelos fungos P. ostreatus e  L. edodes.  

A análise com toxicidade aguda com D.simlis, apresentou diminuição da toxicidade, 

. Esta condição favorece tanto a biodegradação do material em condições ambientas como 

o desenvolvimento e atuação no rumem conferindo ao material com maior potencial de 

digestibilidade. 

P.ostreatus e L.edodes cultivados em bagaço de cana termo hidrolisado 

mostrarampotencial de tratamento e enriquecimento podendo ser aproveitado, no 

momento, como ingrediente de ração para ruminantes.  
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