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Resumo

No presente trabalho vinte de cinco linhagens de basidiomicetos, estocadas na colecio
de microrganismos do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada, foram avaliadas
com relacdo aos seus potenciais de producdo de enzimas ligninoliticas. A finalidade dessas
enzimas € complementar um preparado enzimdtico (contendo xilanases e celulases) para ser
aplicado em dietas de ruminantes. A produgao das enzimas nos residuos/subprodutos farelo de
trigo, farelo de algodao, polpa citrica e bagaco de cevada foi consideravel. Farelo de trigo e
bagaco de cevada proporcionaram as melhores quantidades da enzima lacase. O fungo
Coriolopsis byrsina produziu altos niveis de lacase extracelular, com baixa atividade de
celulase. A atividade de feruloil esterase foi detectada no extrato enzimdtico bruto desse
mesmo fungo quando cultivado em bagaco de cevada. A lacase foi estavel até 60 °C por 1
hora, apresentando duas temperaturas 6timas, a 40 e 55 °C. Foi estdvel em ampla faixa de pH
(4,0 — 8,0), apresentando pH 6timo 4,5 e mantendo 20% de sua atividade em pH 7,0. Além
disso, apresentou 30% da sua atividade apds 6 horas de incubagéo nas condi¢cdes do ambiente
ruminal. O tratamento das fibras vegetais com o extrato enzimatico bruto de C. byrsina (alta
atividade de lacase) misturado com o extrato enzimdtico bruto Trichoderma reesei (celulase +
xilanase) melhorou o percentual de hidrélise, disponibilizando os carboidratos fermentaveis
para posterior fermentacdo ruminal. A digestibilidade in vitro por produgdo de gases

apresentou aumento significativo em todos os alimentos (forragens) avaliados.

Palavras-chave: enzimas ligninoliticas, basidiomicetos, fermentacdo em estado sélido,
hidrélise da parede celular vegetal, digestibilidade in vitro da matéria organica (DIVMO)



Abstract

At the present research work twenty five basidiomycete strains kept in the colection of
microrganisms in the Processing Biochemistry and Applied Microbiology laboratory at
IBILCE were evaluated according to their ligninolytic enzymes production potential. The
objective of these enzymes would be to complement an enzymatic mix (containing xylanases
and cellulases) to be added to ruminants diets. The enzyme production in the byproducts like
wheat bran, cotton bran, citrus pulp and brewer’s spent grain were considerably high. The
wheat bran and the brewer’s spent grain presented the highest quantity of laccase. The fungal
Coriolopsis byrsina produced high levels of extracellular laccase with low cellulose activity.
The feruloyl esterase activity was detected in the crude enzyme of the same fungal when
cultivated in brewer’s spent grain. Laccase was stable at 60 °C for 1 hour, presenting two
optimal temperature at 40 and 55 °C. It was stable at (4.0 — 8.0) pH range, presenting optimal
pH at 4.5 and keeping 20% of its activity at pH 7.0. Besides that, it presented 30% of its
activity after 6 hours of incubation under ruminal conditions. The vegetable fiber treatment
with C. byrsina crude enzyme (laccase high activity) mixed to Trichoderma reesei crude
enzyme (cellulose + xylanase) improved the hydrolysis percentage releasing sugars for further
ruminal fermentation. In vitro gas production digestibility showed significant increase in

various crops.

Key-words: ligninolytic enzymes, basidiomycetes, solid state fermentation, plant cell wall

hydrolysis, in vitro digestibility of organic matter (IVDOM).
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1. INTRODUCAO

O avangco que o mercado de enzimas alcancou, deve-se ao desenvolvimento da
tecnologia enzimdtica, e gracas a essa tecnologia uma série de processos industriais,
ambientais e em quimica fina vem sendo aprimorados. A preferéncia pelo uso de enzimas em
processos industriais decorre de sua natureza protéica, sua especificidade, o uso em baixas
concentracdes e sua inocuidade (BON et al., 2008). Muitas preparacdes enziméticas estdo
disponiveis no mercado em diferentes graus de pureza. Essas enzimas apresentam as mais
variadas aplicacdes, nos mais diversos setores da inddstria como, por exemplo, detergentes,
téxteis, alimentos e farmacéutica.

Como uma tecnologia voltada para aplicacio na industria de racdo, as enzimas podem
ser empregadas na alimentacdo de aves e suinos, visando melhorias na qualidade e na
digestibilidade dos nutrientes contidos nos alimentos, reduzindo os efeitos de fatores
antinutricionais (taninos, alcaléides, alguns inibidores de amilase) e minimizando a geracio
de subprodutos e residuos. Na nutricdo de ruminantes o papel das enzimas seria potencializar
a utilizacdo dos alimentos fibrosos fornecendo energia e aumentando a eficiéncia do processo
de fermentacao ruminal.

Os microrganismos surgem como a melhor alternativa na produgdo de enzimas, em
funcdo da variedade de espécies e linhagens, permitindo a obtencdo de enzimas com
caracteristicas diversificadas, as quais podem ser aplicadas nas mais variadas condi¢cdes
fisico-quimicas, permitindo que cada processo possa ter um tipo de enzima que melhor se
adapte a ele (STOLP, 1988; MADIGAN et al., 2004).

Dentre a biodiversidade microbiana existente no planeta, os fungos filamentosos
apresentam ampla capacidade de adaptacdo nos mais variados substratos sélidos. Devido a
essa caracteristica, a producdo industrial de enzimas pode ser realizada a partir de processos
de fermentacdo em estado sélido utilizando-se residuos e subprodutos da agroindistria como
substrato para o crescimento destes fungos, os quais destacam-se como produtores de enzimas
de degradagdo de lignocelulose.

Grande parte dos processos biotecnoldgicos utilizando fungos basidiomicetos estd
relacionada com os seus produtos metabdlicos, principalmente enzimas e polissacarideos. A
importancia do aparato enzimdtico dos basidiomicetos estd diretamente relacionada com a
bioconversdo de residuos lignoceluldsicos tanto para a produgdo de alimentos e

polissacarideos, quanto para os processos de biodegradacio de compostos xenobidticos.



Em funcdo do exposto, o presente trabalho teve o objetivo de selecionar fungos
basidiomicetos produtores de enzimas do complexo ligninolitico para complementar os
extratos enzimdticos com alta atividade de celulases e xilanases, produzidos por outros fungos
filamentosos celuloliticos, e verificar a atuacdo das enzimas na digestiblidade das fibras

vegetais em dietas de ruminantes.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O MERCADO MUNDIAL DE ENZIMAS

As enzimas sdo fundamentais para qualquer processo bioquimico. Agindo em
sequéncias organizadas elas catalisam as centenas de reagdes sucessivas pelas quais moléculas
nutrientes sdo degradadas. A energia quimica é conservada e transformada e as
macromoléculas bioldgicas sdo sintetizadas a partir de moléculas precursoras simples. Com
excecdo de um pequeno grupo de moléculas de RNA que apresentam propriedades cataliticas
(ribozimas), todas as enzimas sdo proteinas, e sua atividade catalitica depende da integridade
da sua conformag@o protéica nativa (NELSON; COX, 2006).

Com a continua investigagdo na compreensdo da natureza das enzimas e do seu
potencial catalitico, elas vém sendo cada vez mais utilizadas industrialmente na producdo de
alimentos e de racdes animais, em cervejarias, na indudstria téxtil, farmacéutica, de
detergentes, de papel e celulose, entre outras. Os principais produtores de enzimas estdo
investindo fortemente no desenvolvimento de coquetéis enzimdticos capazes de quebrar as
hemiceluloses de materiais lenhosos para utilizagcdo em biorefinarias. Entre as empresas que
dominam esse mercado no mundo estdo a Novozyme e a Danisco.

O mercado global para diversos produtos de fermentacdo em 2008 foi de U$ 15,9
bilhdes e espera-se um aumento para U$ 22,4 bilhdes até o final de 2013, segundo o relatério

publicado em junho de 2009 pela BBC news. O mercado das enzimas de aplicacdes industriais



respondeu em 2008 por U$ 3,2 bilhdes e estima-se que haja um aumento para U$ 4,9 bilhdes

em 2013 (Fig. 1).

Figura 1. Mercado global para os produtos de fermentagdo ID: FOD020C, publicado em junho de
2009 (ULRICH MARZ, http://www.bccresearch.com/report/FOD020C.html)

De acordo com outros relatérios, € esperado um aumento na velocidade de
crescimento principalmente para o setor de rac¢des, ajudado em grande parte pelo aumento no
uso da enzima fitase, que propicia o aproveitamento do fitato presente na racdo e reduz o
fosforo fitico liberado como residuo nas fezes (Relatério BIOO30E, publicado em janeiro de

2008 pela analista Yatin Thakore, http:// bceresearch.com/report/BIO0O30E.html).

2.2 A BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

7z

A lignocelulose é o principal componente da biomassa vegetal e representa
aproximadamente metade da matéria produzida durante a fotossintese. E constituida pelos

polimeros celulose e hemicelulose e pela macromolécula lignina, presentes na parede celular



de tecidos vasculares das plantas superiores, que se encontram fortemente interligados e
quimicamente unidos por forcas ndo covalentes e por ligagdes covalentes cruzadas

(SANCHEZ, 2009) (Fig. 2 e 3).

Figura 2. Tlustragdo da estrutura da lignocelulose. Adaptado. E.M. RUBIN (2008) Nature 454, 841-
845 doi:10.1038/nature07190



Figura 3. Representacdo da fibra vegetal e de seus componentes celulose, hemicelulose e lignina
(adaptado de GRAMINHA et al, 2008)

A quantidade de cada polimero varia de acordo com a espécie vegetal, entre as
diferentes partes da planta e a época de colheita. A Tabela 1 apresenta a composi¢ao dos trés
principais constituintes da parede celular vegetal em alguns volumosos secos, forragens
verdes, silagens, concentrados e subprodutos utilizados na alimentagdo animal.

A energia requerida para a producdo animal é obtida a partir da fermentacdo dos
acucares presentes na parede celular vegetal pelos microrganismos do rimen. Sendo assim, a
parede celular de muitas forrageiras e subprodutos agricolas sdo fontes nutricionais
significativas para todos os ruminantes e outros herbivoros.

Para que haja um aumento no ganho de peso vivo ou producdo de leite pelos
ruminantes, € necessario alto consumo de forragem e uma alta digestibilidade desta parede
celular. Dessa forma, a organizacio anatdmica ou estrutural dos 6rgdos vegetais e seus tecidos
consituintes influenciam o consumo por controlar a facilidade de quebra das particulas das

forragens (JUNG; MERTENS; PAYNE, 1993).



Tabela 1. Composicdo de celulose, hemicelulose e lignina, em porcentagem, nos materiais
lignocelul6sicos. Fonte. Tabelas brasileiras de composi¢@o de alimentos para bovinos 2* Ed.

Material Celulose Hemicelulose Lignina FDN expzsilfﬁzn;DN

Alfafa (Medicago sativa L.) 27,34 9,18 7,61 44,13 17,2
Alfafa - feno 30,86 11,39 10,87 53,12 20
Alfafa - silagem 26,68 592 10,02 42,62 23,5
Algodao (Gossypium hirsuntum ) - farelo 22,09 21,59 13,86 57,54 24
Algodao - residuo de lixadeira 89,59 3,26 1,77 94,92 1
Arroz (Oryza sativa ) - palha 37,22 23,72 7,14 68,08 10
Arroz integral - farelo 10,11 11,34 522 26,67 19,6
Aveia em grao (Avena sativa ) 5,30 18,67 4,38 28,35 15,4
Aveia - feno 34,03 24,23 6,77 65,03 10,4
Aveia - palha 50,13 22,34 6,52 79 8
Cana de agtcar (Saccharum sp) - bagago 44,06 32,76 13,42 90,24 14,9
Cana de agticar - silagem 39,84 26,88 7,40 74,12 10
Capim Brachiaria brizantha - silagem 30,05 29,20 5,55 64,8 8,6
Capim Brachiaria brizantha (0 a 30 dias) 28,30 32,37 3,65 64,3 5,6
Capim Brachiaria brizantha (31 a 45 dias) 27,13 30,46 3,51 61,1 5,7
Capim Brachiaria brizantha (61 a 90 dias) 28,91 29,79 4,30 63 6,8
Capim Braquidria - feno (Brachiaria sp) 39,48 30,15 7,49 77,12 9,7
Capim Braquiaria decumbens Stapf. 31,29 33,52 6,53 71,34 9,2
Capim Braquiaria decumbens - feno 48,95 35,90 7,49 92,34 8,1
Capim Colonido (Panicum maximum Jacq) 34,40 32,70 9,24 76,34 12,1
Capim Elefante (Pennisutum purpureum Schum.) 38,42 26,89 7,80 73,11 10,7
Capim Elefante - feno 42,02 29,56 8,32 79,9 10,4
Capim Elefante - silagem 39,41 23,26 7,70 70,37 10,9
Capim Jaragua (Hyparrhenia rufa Nees. Stapf.) 27,07 49,84 4,76 81,67 58
Capim Jaragud - feno 39,00 30,57 4,16 73,73 5,6
Capim Jaragud (61 a 90 dias) 42,70 42,70 7,31 92,7 7.8
Capim Tanzéania (Panicum maximum ) 34,36 31,46 5,59 71,41 7,8
Capim Tifton 85 (Cynodon spp) 32,60 34,43 6,79 73,8 9,2
Girassol (Helianthus annum ) - silagem 29,06 10,40 6,77 46,23 14,6
Milho (Zea mays L.) - silagem 24,94 23,71 4,97 53,62 9,3
Polpa de citrus 19,95 4,34 1,89 26,18 72
Soja (Glycinemax (L.) Merr.) - casca 51,42 19,54 3,43 74,39 4,6
Soja - farelo 8,35 6,13 1,33 15,81 8,4
Soja - palha 43,25 15,16 15,08 73,49 20,5
Sorgo (Sorghum vulgare Pers.) - silagem 27,26 24,01 6,30 57,57 10,9
Trigo (Triticum aestivum ) - farelo 9,69 33,18 4,00 46,87 8,5
Trigo - palha 46,17 29,90 9,01 85,08 10,6

Outro aspecto importante a ser levado em consideragdo, é a porcentagem de lignina

presente na FDN (fibra em detergente neutro). A redug@o na digestibilidade da parede celular

potencialmente digestivel pode estar relacionada em parte com o aumento na quantidade de

lignina, entretanto, varia¢des na estrutura tridimensional e composi¢do dessa macromolécula e

sua hidrofobicidade, incrustacdo e ligagdes cruzadas aos carboidratos da parede devem ser

considerados (GRABBER, 2005). Assim, os alimentos que apresentam menores quantidades

de lignina tendem a ser mais digestiveis.



2.2.1. CELULOSE

N

A celulose, uma substincia fibrosa, resistente a tracdo e insolivel em &4gua, é
encontrada na parede celular dos vegetais. E um homopolissacarideo linear e ndo ramificado
formado por subunidades de D-glicose, que variam de 10 a 15 mil, unidas por ligacdes
glicosidicas do tipo B-1,4. A cadeia de celulose é estabilizada por ponte de hidrogénio
internas (intra e intermolecular). As pontes de hidrogénio que unem cadeias adjacentes fazem
com que elas interajam fortemente entre si, em fileiras paralelas, formando as microfibrilas,
que sdo agregados muito extensos e cristalinos. Essas moléculas de celulose formam os feixes
de fibrilas de celulose ou de feixes de celulose, os quais sdo organizados em lamelas para
formar as vérias camadas que compde a estrutura da parede celular vegetal. Elas sdo
caracterizadas por uma estrutura altamente organizada, chamada regido cristalina, e por uma
estrutura ndo muito organizada e mais susceptivel a hidrélise, denominada regido amorfa (Fig.

4) (SILVA et al, 2009).
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Figura 4. Representacdo das fibras de celulose (a) e do arranjo nas regides amorfas e cristalinas (b)
(FESTUCCI-BUSELLI et al., 2007; KRAUSE et al., 2003)
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2.2.2. O SISTEMA ENZIMATICO CELULOLITICO

A hidrdlise enzimatica da celulose envolve a agcdo conjunta e coordenada de varias
enzimas do complexo celulolitico denominadas de forma geral como Celulases (Fig. 5).

Existem trés grupos principais de celulases:

as endo-P-1,4-D-glucanohidrolase ou endoglucanases (EG I, II, III e IV, EC 3.2.1.4),
que atacam ao acaso regides de baixa cristalinidade na fibra de celulose no interior da
molécula reduzindo o grau de polimerizacdo; elas clivam celulose nativa ao acaso,
possibilitando a formac@o de cadeias menores de celotriose, celobiose e glicose;

as exo-f-1,4-D-glucanase ou celobiohidrolases ou exoglucanases (CBH I e II, EC
3.2.1.91), que degradam a molécula resultante da acdo da endoglucanase pela remocdo de
unidades de celobiose a partir das extremidades nao redutoras das cadeias;

as B-1,4-glucosidases (BG I e II, EC 3.2.1.21), que hidrolisam a celobiose liberando
glicose. As acdes combinadas das endo e exoglucanases modificam a superficie (topografia)
da fibra de celulose acelerando a velocidade de hidrélise por facilitar o acesso das enzimas
aos seus substratos (CASTRO, 2010; ZHANG; LO; JU, 2007).

As atividades das endo e exoglucanases sdo frequentemente referidas como
carboximetil celulase (CMCase), que representam as celulases que atuam na regido amorfa da
estrutura da fibra, e como avicelase, respectivamente. Esta dltima representa um sistema de
celulases formado por avicelase I, que se caracteriza por ser uma enzima celulolitica rara que
combina as atividades de exoglucanase e endoglucanase, e por uma avicelase II que

representa um tipo de exoglucanase (RIDIEL; RITTER; BRONNENMEIER, 1997).

Figura 5. Representacdo esquemadtica do sistema celulolitico (ARO et al., 2005)



2.2.3. HEMICELULOSE

As hemiceluloses (Fig. 6) sdo heteropolissacarideos, altamente ramificados, e sdo
classificadas de acordo com o agtcar presente em sua molécula. Os residuos de acucar
encontrados nas hemiceluloses incluem pentoses (D-xilose, L-arabinose), hexoses (D-
galactose, L-galactose, D-manose, L-raminose, L-fucose) e 4cidos urdnicos (4cido D-
galacturdnico). A maioria das hemiceluloses sdo moléculas relativamente pequenas, contendo
entre 70 e 200 residuos de monossacarideos (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

As hemiceluloses estdo entre os principais constituintes dos materiais lignocelulésicos.
S@o componentes estruturais importantes que se associam intimamente com a lignina e a
celulose, e interagem covalentemente com a pectina. Ligam-se fortemente, mas nao
covalentemente, a superficie das microfibrilas de celulose, cobrindo-as e mantendo ligacdes
cruzadas via pontes de hidrogénio, em uma rede complexa. A forma e estrutura das
hemiceluloses dependem da fonte vegetal onde estdo presentes (SINGH; MADLALA;
PRIOR, 2002; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

A xilana, principal polissacarideo presente na hemicelulose, ¢ um homopolimero
linear formado por monémeros de B-D-xilopiranosil unidos por ligagdes glicosidicas B-1,4
(LI et al., 2007; WU et al., 2008). As xilanas sdo encontradas principalmente na parede
celular secundaria dos vegetais em intima associacdo com a celulose por meio de fortes
interacdes estabelecidas por pontes de hidrogénio e forcas de van der Waal. A xilana ligada
covalentemente com a lignina tem importante papel na manutencdo da integridade da
celulose, protegendo as fibras contra a acdo de celulases. Nos cereais, ela representa de 20 a
40% da biomassa total (BAE; KIM; KIM, 2008; ZHOU et al., 2008). As madeiras de
angiospermas, chamadas de madeiras duras, contém entre 20 a 25% de xilanas enquanto que
nas madeiras macias, de gimnospermas, sao encontradas de 7 a 12% (SENTHILKUMAR et
al., 2008).

Devido a sua heterogeneidade estrutural, a degradacdo da xilana requer a acdo de
varias enzimas, ou seja, de um sistema enzimdtico que se encontra presente em fungos e

bactérias.
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Figura 6. (a) Esquema representativo da estrutura de 0-acetil-4-0-metilglucuronoxilana presente em
madeiras duras. Os nimeros indicam os dtomos de carbono aos quais ligam-se 0s grupos substituintes.
Ac: grupo acetil; o-4-0-Me-GlcA: 4cido o-4-0-metilglucurénico e (b) estrutura de arabino 4-0-
metilglucuronoxilana presente em madeiras macias. Os nimeros indicam os dtomos de carbono aos
quais ligam-se os grupos substituintes. o-araf: arabinofuranose; o-4-0-Me-GlcA: acido «-4-0-
metilglucurdnico (SUNNA, ANTRANIKIAN, 1997)
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2.2.4. O SISTEMA ENZIMATICO HEMICELULOLITICO

Representado na Figura 7 estdo as principais enzimas que atuam na despolimerizacio
da hemicelulose, com algumas de suas caracteristicas desritas a seguir:

Endo-1,4-B-D-xilanases (1,4-B-D-xilana xilohidrolase; EC 3.2.1.8) clivam ligacdes
glicosidicas internas da cadeia principal da xilana, acarretando na diminui¢do do grau de
polimerizacdo do substrato. Essa clivagem ndo ocorre ao acaso, uma vez que as ligacdes a
serem hidrolisadas dependem da natureza do substrato, isto é, do comprimento, do grau de
ramificacdo e da presencga de substituintes (POLIZELI et al., 2005; PEIXOTO-NOGUEIRA et
al., 2008). Inicialmente, os principais produtos formados sdo os xilooligossacarideos
(CHAVEZ; BULL; EYZAGUIRRE, 2006).

B-D-xilosidases:  (B-D-xilosideo  xilohidrolase; EC  3.2.1.37)  hidrolisam
xilooligossacaridios pequenos e xilobiose a partir da extremidade ndo redutora, liberando
xilose. As B-xilosidases purificadas geralmente ndo hidrolisam xilana, sendo a xilobiose seu
melhor substrato. Ja a afinidade por xilooligossacarideos € inversamente proporcional ao seu
grau de polimerizacdo. Essas enzimas sdo capazes de clivar substratos artificiais, como p-
nitrofenil-B-D-xilopiranosideo e  o-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (CHAVEZ; BULL;
EYZAGUIRRE, 2006).

Acetil-xilanaesterase (EC 3.1.1.6) remove os substituintes O-acetil a partir da posicdo
C2 e/ou C3 dos residuos de xilose na acetilxilana (CHAVEZ; BULL; EYZAGUIRRE, 2006).
Tem fungdo importante na sacarificagdo da xilana, uma vez que a retirada de grupos acetil
presentes na cadeia principal da xilana facilita a acdo de endoxilanases, a qual pode estar
inibida parcialmente devido a impedimentos estéricos.

a-L-arabinofuranosidases ou Arabinases: hidrolisam os grupos a-L-arabinofuranosil
terminais, podendo ser dividida em exo-a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) que degrada
p-nitrofenil-o-L-arabinofuranosideos e arabinanas ramificadas, e endo-1,5-0-L-arabinase (EC
3.2.1.99), que hidrolisa somente arabinanas lineares (VRIES; VISSER, 2001).

a-Glucuronidases (EC 3.2.1.1) hidrolisam as ligacdes glicosidicas o-1,2 entre os
residuos de xilose e o dcido glicurdnico ou sua ligagio 4-O-metil-ester (CHAVEZ; BULL;
EYZAGUIRRE, 2006).

Feruloil esterases (EC 3.1.1.73) (4cido ferrulico esterases, cinnamoil esterases, dcido

cinnamico hidrolases, p-coumaroil esterases, hidroxicinnamoil esterases), apresentam um
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papel chave proporcionando um aumento na acessibilidade das enzimas hidroliticas sobre as

N

a remog¢do do 4cido ferulico das cadeias laterais e ligacdes

cruzadas (PAPINUTTI; FORCHIASSI, 2007; WONG; TAN; SADDLER, 1988; WONG,

fibras de hemicelulose devido

2006). A feruloil esterase quebra as ligacdes éster entre os Aacidos hidroxicinnamicos

esterificados em arabinoxilana e certas pectinas presentes na parede celular da planta.
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Figura 7. Representacdo esquemadtica de uma molécula de xilana e das enzimas do sistema xilanolitico.

1 — endoxilanases; 2 - a-L-arabionofuranosidases; 3 — glucuronidases; 4 — feruloil e cumaril esterases;
5 — acetil xilana esterases (CHAVEZ; BULL; EYZAGUIRRE, 2006)

2.2.5. LIGNINA

A lignina (Fig. 8) é o terceiro composto mais abundante na natureza, depois da
celulose e hemicelulose, sendo considerada uma macromolécula amorfa, resultante da
condensa¢do de unidades fenilpropandides (dlcool coniferilico, dlcool sinapilico e dlcool p-

cumarilico) derivadas de fenilalanina (Fig. 9), conectadas por diferentes ligagdes éter (C-O-C)
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e carbono-carbono (C-C) (HIGUCHI, 2004; PAPINUTTI; FORCHIASSIN, 2007;
HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

Figura 8. Estrutura da lignina encontrada em gimnospermas. Nas angiospermas, as unidades
fenolpropandides apresentam dois grupos metoxil em posi¢do orto em relacdo ao oxigénio. (PEREZ et
al., 2002)

Figura 9. Os fenilpropandides constituintes da lignina (Adaptado de TUOR et al., 1995)

O principal propdsito da lignina € dar resisténcia as plantas contra ataques de enzimas

produzidas por fitopatégenos, ao estresse oxidativo além de conferir rigidez aos tecidos
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vegetais (SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON, 2005; HENDRIKS; ZEEMAN,
2009). Ela é depositada na rede de carboidratos da parede celular secundaria das plantas,
durante o seu crescimento (SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON, 2005). Mesmo
apés a morte da planta, a lignina continua dificultando o acesso dos microrganismos
decompositores da madeira as suas fontes primdrias de carbono e energia, a celulose e as
hemiceluloses (LEONOWICZ et al., 1999).

A estrutura predominante durante as liga¢cdes da molécula de lignina sdo as -O-4 éter,
as quais nao sao hidrolisaveis sob condicdes bioldgicas. Ja foi claramente demonstrado que a
lignina é racémica e, conseqiientemente, mesmo um simples dimero com ligacdo B-O-4, com
dois carbonos assimétricos, possui quatro estereoisomeros. Como o nimero de isémeros
aumenta geometricamente com o nimero de sub-unidades, a lignina forma uma estrutura bem
complexa e sem unidades repetitivas definidas (HAMMEL; CULLEN, 2008).

Durante o processo de lignificagdo, os monolignéis produzem um polimero de lignina
complexo, tridimensional e amorfo via ligacdes B-O-4, a-O-4, B-5, B-1, 5-5, B-B, ndo
possuindo unidades regulares e repeticio ordenada como encontrado em outros polimeros
(celulose, amido e proteinas). Durante a biossintese, os principais radicais se unem e formam
uma unica molécula de lignina em cada espécie vegetal. A lignina presente nas madeiras
contém principalmente unidades guaiacil e siringil, enquanto a lignina de plantas herbaceas
contém as trés unidades (guaiacil, siringil e p-hidroxifenil) em diferentes proporcoes e
quantidades (BURANOV; MAZZA, 2008). Em fun¢do da sua estrutura, essa macromolécula
¢ de dificil degradacdo, comparado aos polimeros de polissacarideos, permanecendo nos solos
como componentes recalcitrantes do himus.

A lignina ndo existe nos tecidos vegetais como uma molécula independente. Ela
sempre estd associada com outros polimeros, em especial, hemiceluloses (principalmente as
xilanas), via ligacdes covalentes, formando uma matriz complexa que circunda as
microfibrilas de celulose (Fig. 10).

Na parede celular das forrageiras, a lignina tem sido considerada como um dos fatores
que limita o processo de digestdo dos polissacarideos dentro do rdmen, principalmente
quando se trata de forragens de clima tropical. Estas apresentam maior propor¢ao de parede
celular espessa com grande quantidade de lignina e menores teores de proteinas, o que leva a
uma menor digestibilidade. Apesar de essa correlagdo sugerir que ha reducdo na
digestibilidade, ela ndo € necessariamente prova que a lignina seja realmente a principal

responsavel pela menor digestibilidade da matéria seca (JUNG; DEETZ, 1993).
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Ha que se considerar as interacdes entre os polimeros, os tipos de ligacdes entre eles e
a quantidade de acidos fendlicos presentes na fracdo lignina. De acordo com Hatfield (1989),
as intera¢des da matriz que poderiam restringir a extensio e a taxa de degradacdo da celulose
seriam as pontes de hidrogénio da hemicelulose com a celulose. O aumento das ligagdes dos
polissacarideos de cadeia linear com as microfibrilas de celulose limitaria o acesso a
degradacdo da celulose.

Além disso, nas plantas herbaceas, os 4cidos ferilico e p-cumarico sdo anexados a
lignina e hemiceluloses (arabinoxilanas) por meio de ligagdes éster e éter, como ponte entre
elas, formando complexos lignina/dcidos fendlicos — carboidratos (BURANOV, MAZZA,
2008), estruturalmente diferente daqueles em madeiras (Fig. 10b). O 4cido ferulico se associa
a lignina por meio de ligacdes éter e aos carboidratos por ligacdes éster. A lignina presente
nas palhas contém até 5% de dcido fertilico e uma grande propor¢ao dos residuos de 4cido
ferdlico ligados aos carboidratos por ligacdes éster podem formar ligacdes do tipo éter com as
unidades fenilpropano criando pontes entre os polissacarideos da parede e a lignina, reduzindo
a disponibilidade destes (SUN apud BURANOV, MAZZA, 2008).

Segundo Jung (1989) todas as forragens contém a chamada lignina core, cujo termo é
utilizado para distinguir as 4reas altamente condensadas e mais resistentes a degradacio dos
compostos fendlicos que podem ser extraidos da amostra. Os acidos ferrilico e p-cumaérico
(componentes da lignina) estdo presentes nas gramineas em aproximadamente 10 e 25%
respectivamente. O dcido ferrilico tende a estar associado com a fracdo de hemicelulose,

enquanto que a maioria dos acidos p-cumadricos estd esterificada com a lignina core.
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Figura 10: a) Representacdo esquematica da parede secunddria da planta mostrando as cadeias lineares
da celulose e as ramificadas da hemicelulose imersas em uma matriz de lignina formada por unidades
de fenilpropandides dimetoxilatados (siringil), monometoxilados (guaiacil) e ndo-metoxilados (p-
hidroxifenil) em uma variedade de subestruturas contendo éster e ligacdes interunidades de C-C. Os
(4cidos cinamicos (CA = 4cido p-coumarico; FA = écido ferrilico e SA = 4cido sindpico) também sdo
mostrados (alguns deles formando ligacdes carboidrato-lignina) (BIDLACK et al, 1992); b)
Representacdo do complexo lignina/fendlicos — carboidratos (adaptado de BURANOV, MAZZA,
2008)
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2.2.6. O SISTEMA ENZIMATICO LIGNINOLITICO

As diferencas estruturais encontradas no arranjo e composicdo da parede celular
vegetal e, entre as enzimas indicam que as diferentes espécies de fungos podem empregar
diferentes maneiras de degradar a lignina.

A biodegradacdo da lignina € uma etapa importante na reciclagem do carbono nos
ecossistemas terrestres. A composicdo complexa e heterogénea da lignina exigiu o
desenvolvimento de um sistema catalitico peculiar pelo grande nimero de enzimas e formas
de atuacdo (EVANS et al., 1994).

Os fungos responsaveis pela degradacdo da madeira estdo divididos em 3 classes
segundo Szklarz e colaboradores (1989):

- fungos de decomposi¢do branda: ascomicetos e fungos mitospdricos, que
decompdem eficientemente a celulose, mas degradam a lignina lenta e incompletamente;

- fungos de decomposi¢do parda: sdo basidiomicetos, que causam apenas uma
desmetilacdo da lignina, desorganizando a parede celular e permitindo a entrada de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas;

- fungos de decomposicdo branca: basidiomicetos que degradam completamente a
lignina e a celulose.

As enzimas ligninoliticas se destacam entre as oxidorredutases, atuando sobre seus
substratos de forma difusa, ndo-especifica, por vezes indireta e orientada basicamente pelas
diferencas entre os potencias de oxidorredu¢do dos substratos e enzimas e agem via
mediadores ndo proteicos (ESPOSITO; AZEVEDQO, 2004; POINTING, 2001).

O sistema ligninolitico bésico é formado pelas enzimas denominadas fenoloxidases,
onde estdo a lacase e a tirosinase, e as peroxidases. As peroxidases, por sua vez, sdo
constituidas pela peroxidase dependente de manganés (MnP) e pela lignina peroxidase (LiP)
(HATAKKA, 1994; HOFRICHTER, 2002).

De Jong e colaboradores (1992) sugerem que a enzima MnP em combinacdo com a
lacase ou lignina peroxidase seja o sistema enzimdtico minimo necessario para a degradacdo

da lignina.
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2.2.6.1. LIGNINA PEROXIDASE (LIP)

Os fungos da degradacdo branca possuem um sistema de degradacdo da lignina e
peréxido de hidrogénio (H,O;) em resposta a limitagdo dos nutrientes nitrogénio, carbono ou
enxofre (PEASE; TIEN, 1992).

A lignina peroxidase (LiP, EC 1.11.1.14) é considerada um dos componentes chave do
sistema ligninolitico, devido ao seu alto potencial redox capaz de oxidar os compostos
aromdticos ndo fendlicos, que corresponde até 85% da molécula de lignina. E uma
glicoproteina que contém ferro protoporfirina IX (heme) como grupo prostético e requer
H202 para sua atividade catalitica (RODRIGUEZ; DURAN, 1988). O H,O; necessario a
atividade da LiP origina-se de diferentes vias bioquimicas, expressas diferencialmente de
acordo com fatores nutricionais e condicdes de crescimento do microrganismo (CONESSA;
PUNT; van den HONDEL, 2002). Com massa molar variando entre 38 e 45 kDa, sdo muito
semelhantes as peroxidase dependentes de manganés (MnP) em estrutura e funcdo. A
especificidade catalitica inerente a cada uma delas seria resultante de diferencas sutis nos sitos
de ligacdo aos substratos (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; CAMERON; TIMOFEEVSKI;
AUST, 2000).

A estrutura protéica da lignina peroxidase conta com 8 pontes dissulfeto, 2 sitios de
ligacdo de Ca2+ e o grupo heme pentacoordenado com um residuo de histidina como ligante
proximal axial. O sitio de ligacdo ao peréxido de hidrogénio € constituido por residuos de
arginina e histidina. A diversidade de substratos, variando desde pequenas moléculas
aromaticas ndo fendlicas até grandes por¢des de lignina sugere que ao menos um dos sitios de
ligacdo ao substrato estaria situado na superficie da enzima e compreenderia residuos de
aminoécidos aromdticos ou nao-polares (CAMERON; TIMOFEEVSKI; AUST, 2000).

A LiP catalisa a oxidag¢do de varios compostos aromaticos como o dlcool benzilico,
por meio da remog¢do de um elétron, com subseqiiente formagao de radicais catidnicos tipo
aril, os quais s@o decompostos espontaneamente dando origem a uma variedade de produtos
finais (HATAKKA, 1994). Além disso, ela cliva as cadeias laterais desses compostos, catalisa
reacoes de abertura de anéis aromaticos, desmetoxilacio e desclorinagdo oxidativa
(CONESSA; PUNT; van den HONDEL, 2002).

No ciclo catalitico (Fig. 11) o processo € iniciado pela oxidagdo do sitio ativo da
enzima e do ferro contido nele de Fe3+ para Fed4+, pelo H,O,, gerando dgua e um

intermediario com dois elétrons oxidados, denominado Composto I (enzima no seu estado
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oxidado). Este composto oxida o 4lcool veratrilico ou outro substrato, gerando um substrato-
radical livre e o Composto II, no qual o ferro ainda estd presente como Fe4+. O Composto II
oxida um segundo substrato (que pode ser outra molécula de dlcool veratrilico), originando
outro substrato-radical livre, e a enzima retorna a sua conformagio original (HAMMEL;
CULLEN, 2008). O excesso de H,0,, associado a auséncia de um substrato redutor
ocasionam a oxidacdo do composto II a composto III, forma inativada da enzima
(ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; SILVA; GOMES, 2004; POINTING, 2001).

Geralmente, as glioxial oxidases (EC 1.2.3.5) s@o responsdveis pela maior parte do
H202 produzido; outras enzimas, como glicose oxidases (EC 1.1.3.4), aril-dlcool oxidase (EC
1.1.3.7) e superéxido dismutases (1.15.1.1.) podem também responder por fracdes
significativas da producdo de peréxido (EVANS et al., 1994; POINTING, 2001).

A acdo dessa enzima resulta em: oxidacdo de dlcoois benzilicos, quebra de cadeias
aromaticas, desmetilacdo, rearranjos intramoleculares e quebra de anéis em compostos nio
fendlicos relacionados a lignina. O dlcool veratrilico é o redutor preferido pela LiP, sendo
produzido pelo fungo de degradagdo branca apds ligndlise e, aparentemente, protege a enzima
contra inativacdo pelo excesso de peroxido de hidrogé€nio. Na presenca de perdxido de
hidrogénio, a LiP oxida o dlcool a veratraldeido, reacdo esta comum em ensaios de atividade

da LiP (DURAN; ESPOSITO, 1997).



20

[ ENZIMA NATIVA| [COMPOSTO1 |
Hz 02 H:. O

Q R+ 0
1
FH Fe¥ » RIE!'ea'
/ -\\‘ —
COMPOSTOI| EXCESSO H:0  [cOMPOSTO I |
EE

Figura 11. Ciclo catalitico da lignina peroxidase (LiP). RH representa o substrato na forma reduzida e
Re representa o substrato no seu estado oxidado (CAMERON; TIMOFEEVSKI; AUST, 2000)
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Uma das peculiaridades das lignina peroxidases em relacdo a outras peroxidases € a
sua capacidade de oxidar substratos aromadticos ndo fendlicos metabolizados com alto
potencial de oxiredugcdo, produzindo radicais catidnicos arilicos que convergem para
oxidacdes de alcodis benzilicos, clivagem de ligagdes carbono-carbono, hidroxilacdes,
desmetilacdes, abertura de anéis aromdticos e dimeriza¢des ou polimerizacdes entre fendis
(ESPOSITO, AZEVEDO, 2004; PONTING, 2001). O alcool 3,4-dimetoxibenzilico ou dlcool
veratrilico (VA), produzido e secretado por muitos fungos ligninoliticos, pode atuar como co-
substrato; oxidado pela LiP, conduz oxidacdes monoeletronicas em nicleos aromaticos nio
fendlicos, originando radicais catidnicos, capazes de atuar em oxidagdes ndo enzimaticas
posteriores. O dlcool veratrilico desempenha ainda fungdes como indutor da enzima, além de
estabilizd-la contra a inativagdo por niveis elevados de H;O; no meio reacional (MESTER;

JONG:; FIELD, 1995; POINTING, 2001).

2.2.6.2. PEROXIDASE DEPENDENTE DE MANGANES (MNP)

As MnP (EC 1.11.1.13) sdo hemeproteinas extracelulares, pequenas (38 — 62,5 kDa),
glicosiladas e bastante semelhantes, em estrutura e funcdo, as lignina peroxidases, sendo
encontradas apenas entre fungos basidiomicetos. No entanto, com poucas excegdes, nio
desencadeiam transformacdes diretas em seus substratos, em oposicdo a LiP. Esta funcio é
desempenhada por complexos Mn®* - 4cidos organicos, resultantes da oxidacdo do Mn?* pela
enzima (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; GILL; ARORA, 2003).

Durante o ciclo catalitico, as reagdes envolvendo quebras de ligagdes carbono —
carbono e aril-alquilicas em compostos fendlicos e ndo fendlicos, resultantes da atividade da
MnP, iniciam-se pela transferéncia de dois elétrons do sitio ativo da enzima para o H,O»,
resultando no composto I oxidado, denominado complexo Fe'* - oxoporfirina, com liberagio
de 4gua. Em seguida, o Mn** reduz o composto [ a composto II e é liberado na forma de
Mn’*. Uma segunda reducdo do composto II por outro 4tomo de Mn?* restitui a enzima 2 sua
configuracdo nativa (Fig. 12). As transferéncias de elétrons envolvendo o manganés ocorrem
na presenca de radicais dicarboxilicos, como oxalato, malato, fumarato e malonato

(LEONOWICZ et al., 1999).
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O Mn™* gerado durante o ciclo catalitico € estabilizado por quelacdo com &cidos
organicos (oxalato, malonato, malato, lactato, tartarato), produzidos e secretados pelo proprio
fungo. Estes fons quelados atuam como mediador redox, de baixo peso molecular, difusiveis
para catalisar a oxidagéo, via um elétron, de compostos fendlicos da lignina, gerando radicais
fenoxila (HIGUCHI, 2004; CONESSA; PUNT; van den HONDEL, 2002; LEONOWICZ, et
al., 1999), amino e aril-ctions, em presenca de oxigénio molecular. A atuacdo de acidos
orgénicos e oxigénio na liberacdo de ions superéxido € uma das etapas que viabilizam a
abertura de anéis aromadticos; os anions superdxido reagem com radicais aril resultantes da
acdo de complexos Mn**/ 4cido orgdnico. A formacdo de um éter-peroxido instavel
desencadeia fissao da estrutura aromética (Fig 13). Alguns compostos organicos sulfurados e
dcidos graxos insaturados também podem desempenhar papel importante, atuando como co-
substratos, agindo sobre a lignina apds conversdao enzimdtica em radicais reativos
(GIANFREDA; RAO, 2004; HOFRICHTER, 2002; SILVA; GOMES, 2004).

A catalise da MnP € similar ao de outras peroxidases, como a LiP mas, nesse caso, os
compostos I e Il da MnP oxidam Mn?* (CONESSA; PUNT; van den HONDEL, 2002). A
presenca de um excesso de per6xido promove a conversao da enzima ao composto III, forma

cataliticamente inativa (HOFRICHTER, 2002; SILVA; GOMES, 2004).

Figura 12. Ciclo catalitico das peroxidases dependentes de manganés (HOFRICHTER, 2002)
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Figura 13. Representacdo de uma das possiveis vias de abertura do anel fendlico na lignina por agcdo de
manganés peroxidases (HOFRICHTER, 2002).

2.2.6.3. LACASE

As lacases (p-difenol:oxigénio oxidorredutases, EC 1.10.3.2) s@o polifenol oxidases
glicosiladas formadas por 520 a 550 residuos de aminodacidos, exibindo peso molecular médio
de 60 a 80 kDa e encontradas sob a forma monomérica ou homodimérica. Elas pertencem a
familia das multicobre oxidases azuis por possuirem 4 dtomos de cobre distribuidos em 3
dominios de seu sitio ativo (T1, T2 e T3). O cobre localizado no sitio T1 € o responsavel pela
forte absor¢do da enzima na faixa dos 600 nm; no entanto ji foram descritas lacases
deficientes de cobre em T1, chamadas de lacases brancas, devido a auséncia da absorbancia
caracteristica na faixa do azul (BALDRIAN, 2006; DURAN; ESPOSITO, 2000; MOUGIN et
al., 2003). Elas catalisam a oxida¢@o de uma variedade de substincias orginicas e inorginicas
até reducdo do oxigénio molecular em 4gua, por meio de sucessivas oxidagdes
monoeletronicas do substrato (variedade de substincias organicas e inorgénicas). O ciclo
catalitico das lacases (Fig. 14) inicia-se com a liga¢cdo de um substrato redutor em T1, no sitio

ativo da enzima. O cobre ligado a T1 remove elétrons do substrato e os transfere para o



24

dominio trinuclear T2/T3, que reduz o O, a H,O, ao mesmo tempo em que libera o substrato
oxidado. Os radicais formados deflagram reacdes ndo enzimadticas que envolvem quebras
alquil-arilicas, polimerizagdo de compostos fendlicos e anilinas, oxidacdes nos Ca e
desmetilacdes (BALDRIAN, 2006). O mecanismo de catdlise estd fundamentado na reducio
tetraeletronica do oxigénio molecular formando dgua, as custas de sucessivas oxidagdes
monoeletronicas do substrato (BALDRIAN, 2006; MOUGIN et al., 2003).

Estas enzimas sao amplamente distribuidas entre vegetais, nos quais estdo envolvidas
nos processos de biossintese da lignina e em fungos, desempenhando funcdes relacionadas a
morfogénese, pigmentacio, interacdo com a planta hospedeira, no caso de fitopatdégenos, e
degradacdo da lignina por microrganismos saprofiticos, especialmente basidiomicetos
(BALDRIAN, 2006; YOUN; HAH; KANG, 1995). As lacases sdo encontradas em vegetais e
microrganismos, com destaque para os fungos filamentosos, que sintetizam uma ou mais
formas induziveis ou constitutivas das enzimas, envolvidas na morfogénese, sintese de
pigmentos, interagdes parasito-hospedeiro e degradagio da lignina (CLAUS, 2003).

Entre os chamados grupos fisioldgicos de fungos, as lacases sdo mais difundidas entre
basidiomicetos causadores da degradagdo branca, nas formas intra e extracelular. As formas
citoplasmaticas geralmente representam uma pequena fracdo da atividade total, e estariam
envolvidas com modificacdes de componentes fendlicos celulares, enquanto as extracelulares
atuariam sobre a lignina e outros substratos de alto peso molecular (BALDRIAN, 2006).

As lacases apresentam expressdo muitas vezes constitutiva, que aliada a inducdo em
presenca de compostos xenobidticos no meio de crescimento dos microrganismos, atestam as
potencialidades singulares destas enzimas como ferramentas da engenharia bioquimica

voltados para a biorremediacio (GORBATOVA et al., 2006).



25

e+ 4H"

G{ His-Cys-His

~®
—
(Cu*—~Cu’) \C.@

0, 2 H,0

Figura 14. Ciclo catalitico das lacases evidenciando sua atuagdo direta sobre substratos fendlicos. His-
Cys-His correspondem a disposi¢do dos principais aminoacidos no sitio ativo (BALDRIAN, 2006)

As oxidagdes resultantes da atividade das lacases podem ocorrer diretamente, por
interacdo enzima-substrato, quando se trata de compostos fendlicos. Em razdo do baixo
potencial de oxidorreducdo (450-800mV), estas enzimas sdo incapazes de atuar diretamente
sobre moléculas aromdticas nao-fendlicas, havendo a necessidade de uma molécula
mediadora para a degradacao dos mesmos. Nesse mecanismo lacase-mediador, os mediadores
oxidam substratos de alta massa molecular (BALDRIAN, 2006). Os mediadores sdo, de modo
geral, substancias de baixo peso molecular, secretadas pelo préprio fungo, que quando
oxidados pelas lacases, sdo capazes de oxidar compostos que nio seriam alvos diretos da
enzima.

Em trabalho realizado com lacases purificadas de Coriolus versicolor, Bourbonnais e
Paice (1988) evidenciaram a atuacdo das lacases sobre substratos ndo fendlicos, quando em
presenca de uma molécula mediadora. O fendmeno da mediacdo (Fig 15) amplia
significativamente a gama de substratos das lacases (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004;
LEONOWICZ et al., 1999; SILVA R; GOMES, 2004).
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Figura 15. Mecanismo de rea¢do lacase-mediador (Med); estruturas nao fendlicas podem ser oxidadas
por acdo do mediador. (BRANCHI et al., 2005)

2.3. FILO BASIODIOMYCOTA - PRODUCAO E APLICACOES INDUSTRIAIS DAS LIGNINASES

Muitos microrganismos decompositores de materiais lignocelulésicos vém sendo
selecionados para serem utilizados como produtores de enzimas, em condi¢des de
crescimento especificas, utilizando os residuos e subprodutos agricolas (SCHIMIDT et al.,
2001; XAVIER-SANTOS et al., 2004; ABRAHAO, 2007).

O filo Basidiomycota é caracterizado por espécies capazes de formar estruturas
denominadas basidios, nas quais ocorre cariogamia e meiose espdrica, originando
basidiésporos (Fig 16). Acredita-se que exista mais de 200.000 espécies de basidiomicetos
ligninoliticos, a maioria dos quais estariam nas regides tropicais e subtropicais do mundo

(BONONI, 1997).

Figura 16. Aspecto macroscopico do basidioma de algumas espécies isoladas na regido noroeste do
Estado de Sao Paulo (retirado de ABRAHAO, 2009). 130 Coriolopsis caperata; 144a Polyporus
tenuiculus; 145a Pycnoporus sanguineus.



27

Dependendo do aparato enzimdtico que possuem, os fungos lignicolas podem ser
classificados dentro dos causadores de podriddo parda, quando secretam enzimas que
degradam, principalmente, a celulose e a hemicelulose; e causadores de podriddo branca,
quando degradam lignina, celulose e hemicelulose da madeira. O tipo de podriddo também é
considerado um cardter de grande importancia taxondmica. Estas denominagdes referem-se ao
aspecto final do substrato apés a decomposi¢do. Na decomposicdo parda, o substrato
decomposto adquire aspecto castanho, quebradico, fendido e rachado no sentido das fibras,
devido a presenca da lignina residual. A decomposi¢do branca caracteriza-se pela perda
gradual das propriedades de resisténcia da madeira, que torna-se esbranquicada e de aparéncia
macia, fibrosa e esponjosa (GILBERTSON, RYVARDEN, 1986; RYVARDEN, 1991;
BLANCHETTE, 1995; XAVIER-SANTOS, 2003).

A natureza filamentosa e a capacidade de colonizacdo e desenvolvimento dos fungos
basidiomicetos, associados a producdo das enzimas ligninoliticas de forma constitutiva ou
induzida (geralmente pela escassez de matéria organica), fazem deste grupo de
microrganismos uma ferramenta entre as novas tecnologias de baixo impacto para
recuperacio ambiental e outros processos biotecnologicos. No entanto, como a atuagdo das
oxidorredutases sobre os substratos aromadticos € de natureza inespecifica, a compreensio das
rotas de degradacdo e o monitoramento dos produtos da a¢do enzimadtica sdo necessarios para
cada caso, a fim de atestar a segurancga e a afetividade do processo.

Alguns autores ressaltam a importincia dos basidiomicetos lignoceluloliticos na
natureza, afirmando que sem sua atuag@o na degradacdo da lignina, ndo seria possivel a vida
no planeta, o qual ndo passaria de um imenso depdsito de troncos e residuos, que
permaneceriam por séculos (BONONI, 1997).

Basidiomicetos apresentam ampla distribuicdo nos biomas terrestres possuindo papel
fundamental na degradacdo da celulose e lignina de materiais vegetais lenhosos e, portanto, na
ciclagem de nutrientes e na manutengdo dos ecossistemas (RAYNER, 1995).

A maioria das espécies € saprotréfica, mas algumas sdo parasitas. Enquanto algumas
sdo extremamente agressivas, estabelecendo-se na arvore ainda viva ou recém morta, outras
sdo colonizadoras secunddrias e se estabelecem apenas apds a colonizagdo do substrato por
outras espécies (RYVARDEN, 1991).

Compreendendo organismos extremamente diversificados, o grupo pode ser
caracterizado como organismos eucaridticos, heterotréficos, que desenvolvem filamentos
ramificados (ou mais raramente unicelulares) e a reproducdo por esporos bastante variada,

com ciclos de vida bem distintos (KIRK et al., 2008).
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O ntimero de fungos de podriddo parda é significativamente menor que o nimero de
fungos causadores de podriddo branca, em torno de 6% do total de basidiomicetos lignicolas e
esta associado, principalmente, a decomposicdo de coniferas no Hemisfério Norte, enquanto
que em regides tropicais este indice € ainda menor, em torno de 2% (RYVARDEN, 1991).

Um dos fungos mais estudados na degradacdo preferencial de lignina € o
basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium, embora outros fungos como Pleurotus spp.,
Dichomitus squalens, Trametes versicolor, Lentinula edodes e Ganoderma applanatum sejam
também amplamente mencionados para a fermentacdo de substratos lignoceluloliticos em
estado sélido (SILVA; MELO; VIEIRA, 2003; RODRIGUEZ-COUTO; SANROMAN, 2005;
SILVA; MACHUCA; MILAGRES, 2005; LECHNER; PAPINUTTI, 2006; PAPINUTTI,
FORCHIASSIN, 2007; ELISASHVILI et al., 2008a).

Um dos processos tecnoldgicos mais importantes do ponto de vista econdmico € o
cultivo para producdo de basidiomas comestiveis, capaz de converter residuos
lignoceluldsicos de dificil degradacio (BOOMINATHAN; REDDY, 1992; KIRK, 1993;
MATHEUS; OKINO, 1998).

Espécies causadoras de podriddo branca, por possuirem sistema enzimatico capaz de
degradar substincias de estruturas tdo complexas quanto a lignina, vém sendo utilizadas em
processos de tratamento de efluentes téxteis e na biorremediagdo de solos contaminados. Estas
espécies também possuem potencial de aplicacdo na industria papeleira no tratamento de
efluentes e no processo de fabricacdo de papel, atuando na liberagdo das fibras da madeira
apos a delignificac@o e na fase de branqueamento, substituindo com enorme vantagem o uso
de substancias quimicas, principais causadoras de polui¢do da dgua (ESPOSITO; CANHOS;
DURAN, 1991; BOOMINATHAN; REDDY, 1992; KANTELINEN, 1992; KIRK, 1993;
HAMMEL, 1995; DURAN; ESPOSITO, 1997; BALAN, 1998; MATHEUS, 1998; 2003;
BAKSHI; GUPTA; SHARMA, 1999; MATHEUS; BONONI; MACHADO, 2000;
GUGLIOTTA, 2001).

2.3.1. PROCESSO DE FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Diante da possibilidade de se utilizar enzimas como aditivos em suplementos e racoes,

uma variavel importante € o custo das mesmas. Considerando-se que os processos de
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producdo ainda sdo bastante onerosos, € que o meio de fermentagdo € um dos componentes
importantes para preco final do produto, faz-se necessaria a busca de substratos de baixo custo
e alto rendimento para o processo fermentativo.

Nesse aspecto, dentre os processos usados para a producio de enzimas, a fermentacio
em estado sélido (FES), definida como aquela que envolve o crescimento de um
microrganismo sobre um substrato sélido, que pode ser usado como fonte de carbono e
energia ou mesmo como suporte inerte, com minima quantidade de 4gua livre entre as
particulas (GUTIERREZ-ROJAS; FAVELA-TORRES, 1992; CANNEL; MOO-YONG,
1980; LONSANE et al, 1992; MITCHELL et al, 2002; PANDEY, 2002), ¢ atrativa devido a
muitas vantagens, principalmente, o uso de meio a base de residuos sélidos agricolas e agro-
industriais para crescimento microbiano.

A utilizacdo destes materiais como substratos alternativos para o cultivo de
microrganismos, € economicamente importante para minimizar problemas ambientais gerados
pela deposicio desses residuos nos ecossistemas (RODRIGUEZ-COUTO; SANROMAN,
2005; PANAGIOTOU et al., 2003; PANDEY, 2002; PANDEY; SOCCOL; MITCHELL,
2000; HESSELTINE, 1972), além de viabilizar a producdo de biomassa microbiana e
variados produtos como, élcoois, polissacarideos, enzimas e outros metabdlitos secundarios
(REDDY et al, 2003).

Com o advento das inovagdes biotecnoldgicas, principalmente na drea de enzimas e
tecnologia de fermentagdo, muitos caminhos novos tém sido abertos para a aplicagdo da FES.
Ela ocupa um enorme potencial para a produgdo de vdrias enzimas, e pode ser de especial
interesse, principalmente nos processos onde o produto fermentado bruto possa ser usado
diretamente como fonte de enzimas. Alem do mais, ela faz uso de substratos facilmente
disponiveis e de baixo custo, podendo se tornar economicamente vantajosa para aplicacdo na
producdo pecudria bovina.

Os materiais lignoceluldésicos possuem a lignina como barreira para os
microorganismos, e esta molécula complexa € incapaz de servir a eles como unica fonte de
carbono e energia. Os fungos da decomposi¢do branca sdo capazes de degradar a lignina para
alcancar outras fontes de carbono presentes na madeira, que sdo fontes de carbono mais
facilmente assimildveis, assim a presenca de um sistema de ligninases € necessdria para o
processo de degradacdo (LECHNER; PAPINUTTI, 2006).

Dentre as caracteristicas da FES, a alta atividade de 4gua do meio s6lido influencia
determinados aspectos fisiolégicos dos microrganismos, tais como, crescimento vegetativo,

esporulagdo (esporos mais estdveis e resistentes a desidratacdo) e germinagdo de esporos
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(superiores taxas de germinagdo) (HOLKER; LENZ, 2005). Outro fator importante a ser
considerado na FES € a aeracdo. A oxigenacdo, a remocdo de CO,, a dissipagdo de calor
(regulacdo da temperatura do meio), a distribuicdo do vapor d’4dgua (regulacdo da umidade) e
a distribuicdo de compostos volateis produzidos durante o metabolismo estio amplamente
relacionados a aeracdo. A taxa de aeracao depende da porosidade do substrato, e esta deve ser
regulada para cada tipo de substrato, microrganismo e processo (CHAHAL, 1987).

Apesar de atrativa e vantajosa, a FES apresenta desvantagens na ampliacdo de escala,
no controle dos pardmetros do processo fermentativo (pH, temperatura, umidade e
crescimento celular), apresenta baixa homogeneidade e necessita de volumes relativamente
grandes de inoculo. O principal problema associado a ampliacdo de escala na FES € a
remocdo do calor gerado pelas atividades metabdlicas dos microrganismos. As altas
temperaturas nos processos fermentativos podem comprometer o metabolismo microbiano e
desnaturar enzimas, de modo que o controle desta varidvel € chave para ter um processo
estavel e de produtividade elevada (RANI et al., 2009).

Os fungos filamentos sdo considerados melhor adaptados ao processo de FES porque
tém facilidade de acesso ao substrato, uma vez que as hifas do micélio penetram nos tecidos
vegetais melhor do que bactérias e actinomicetos e dessa forma, t€m acesso ao conteido
celular indisponivel para outros microrganismos do mesmo ambiente. A colonizacdo se da
pelo crescimento das hifas na superficie externa e interna das particulas (SANTOS et al,
2004). Cabe ainda considerar que, o crescimento das hifas e sua reten¢do no substrato sdlido
elevam o nivel proteico do material sélido fermentado o qual pode vir a constituir em um
interessante ingrediente nutricional para dieta dos ruminantes.

Uma vez que o interesse pela produgcdo de enzimas por fermentacdo sélida tem
crescido significativamente no mundo, acompanhada pela crescente importincia industrial das
enzimas, o uso deste tipo de fermentacdo, associado ao aproveitamento de substratos
facilmente disponiveis e de baixo custo, como os residuos agro-industriais, pode tornar essa
técnica economicamente vantajosa para aplicacdo na produgdo pecudria bovina. Para os paises
subdesenvolvidos, ou em fase de crescimento, onde a crise atual e a globaliza¢do da economia
mundial ndo permitem que todo o setor agropecudrio acompanhe evolugdo biotecnoldgica,
estes processos apresentam uma oportunidade a ser considerada.

Atualmente, inimeras enzimas extraidas de microrganismos tém sido usadas com
sucesso na industria, em decorréncia do desenvolvimento dos processos biotecnoldgicos. A
obtencdo de enzimas despolimerizantes de material vegetal como celulases, xilanases,

pectinases e ligninases, pelo crescimento de microrganismos em materiais lignocelulésicos,
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tem tido grande importancia considerando as indmeras aplicacdes industriais das mesmas,
além de agregar valor aos residuos agricolas.

Ao contrario das hidrolases, a producdo de enzimas ligninoliticas € muito alta na
maioria dos basidiomicetos, mesmo quando seus genes Sd0 eXpressos em organismos
heter6logos (WONG, 2009).

O rendimento das enzimas € dependente da espécie e da linhagem, e a selecdo de
novos microganismos com uma sintese aumentada dessas enzimas é possivel. Por exemplo,
em um programa de triagem a atividade de lacase de basidiomicetos estudados variou de 340
a 62.000 U/l. Os substratos lignocelulosicos, alguns dos quais contem concentragdes
significativas de carboidratos soliveis e indutores, tem papel crucial na producdo das
enzimas. Dessa forma, a substitui¢do de um residuo por outro pode levar a uma produgdo com
altos rendimentos. Microelementos e compostos arométicos melhoram a sintese de enzimas
ligninoliticas, embora seus efeitos sejam muito especificos dependendo das peculiaridades
fisiologicas de cada fungo. O calor e o estresse quimico do fungo podem ser uma poderosa
ferramenta de regulacio da secrecdo de lacase e manganés peroxidase. Os estudos ressaltam
que a expressdo do potencial biossintético dos basidiomicetos depende do método de cultivo
do fungo (ELISASHVILI et al, 2008a).

A producdo de enzimas por processos fermentativos € um vasto campo da
biotecnologia que resta muito ainda para se conhecer e explorar, principalemente quando se
trata da utilizagc@o de residuos agroindustriais (RODRIGUES-COUTO; SANROMAN, 2005).
Dessa forma, a pesquisa da producdo de enzimas despolimerizantes de material vegetal, a
partir de basidiomicetos, em FES de residuos agro-industriais, para utilizacdo em dietas de
ruminantes pode ser um processo vantajoso. Primeiro, porque pode vir melhorar a
digestibilidade da forragem consumida ou transformar o substrato lignocelulésico em
alimento de alta qualidade para ruminantes e segundo, converter residuos em produtos de

maior valor agregado (EL-NASSER; HELMY; EL-GAMMAL, 1997).

2.3.2. RESIDUOS E SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS

A economia brasileira é intensamente baseada na producdo agricola, sendo as

principais colheitas as de algoddo, milho, soja, cana, café, trigo e citrus. Segundo o sétimo
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levantamento da safra 2009/2010 realizado pela CONAB no més de abril, a producao de graos
foi estimada em 146,31 milhdes de toneladas. O processamento industrial desses alimentos
destinados para a nutricio humana e o consumo animal resulta em altas quantidades de
residuos agroindustriais.

Os residuos da agroinddstria, como palhas, bagacos, tém aproveitamento limitado
principalmente pelo alto teor de lignina. Este material é pouco aproveitado sendo que uma
parte é usada para geragdo de energia elétrica em algumas inddstrias como as
sucroalcooleiras, enquanto outra grande parte € queimada ou simplesmente fica disponivel no
campo tornando-se, muitas vezes, um poluente ambiental.

Considerando o total da producdo, uma pequena quantidade desses residuos, &
utilizada na alimentagdo de animais de producdo (GRAMINHA et al., 2008). Muitos desses
residuos tém um potencial nutricional, principalmente na formulacdo de dietas para gado, e
estdo recebendo melhor aten¢do em termos de controle de qualidade e t&ém sido classificados
como subprodutos ou co-produtos agroindustriais (EUN et al. apud GRAMINHA et al.,
2008). Entretanto, sua utilizacdo na alimentagdo animal ird depender de uma série de fatores
dentre eles, suas caracteristicas nutricionais (alta e baixa qualidade) e o custo de transporte e
preparo desses residuos.

Independente dos problemas conceituais existentes em relacdo aos termos residuo e
subproduto significarem materiais desejaveis ou ndo do ponto de vista econdmico e ecolégico,
estes tendem a ser considerados cada vez mais, componentes importantes do processo
produtivo, em decorréncia dos volumes gerados, da crise energética mundial, da crescente
preocupacdo com a reducdo da capacidade de suporte dos ecossistemas e dos efeitos
planetarios do mau uso dos recursos naturais. O Brasil, como pais tropical, apresenta
excelentes condicdes para a exploracdo de ruminantes em pastagens, porém no periodo da
seca, a dificuldade de adquirir alimentos volumosos em regides dridas e semi-aridas, torna-se
uma 4rdua e dificil tarefa para muitos produtores rurais (SOUZA, 2008). Neste contexto, os
residuos e os subprodutos agroindustriais, como as palhas, o bagaco de cana-de-acicar, cascas
e outros, podem oferecer excelente opcdo como alimentacdo alternativa para os ruminantes,
desde que tratados adequadamente.

Esses “alimentos”, de um modo geral, sdo extremamente pobres em nitrogénio, podem
apresentar grande diferengca em seu valor nutricional, possuem baixa digestibilidade e pouca
aceitabilidade, razdo pela qual sua ingestdo voluntdria é limitada. Isto dificulta o atendimento
das necessidades dos animais que as consomem, quando administradas como fonte tnica de

nutrientes. O consumo € influenciado por fatores que afetam o processo de digestdo
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(maturidade da forragem, valor nutritivo e digestibilidade), fatores que afetam o processo de
ingestdo (facilidade de apreensdo e colheita da forragem durante o pastejo) e fatores que
afetam os requerimentos nutricionais (estagio fisiolégico e o nivel de desempenho dos
animais). Materiais lignoceluldsicos, quando sdo administrados na alimentacdo animal, sem
um balanceamento dos nutrientes proporcionam insuficientes quantidades de minerais,

energia e proteinas para manter o peso corporal dos animais (SOUZA, 2008).

2.4. A BOVINOCULTURA BRASILEIRA

O Brasil possui um dos maiores rebanhos bovino comercial do mundo, com
aproximadamente 200 milhdes de cabecas (IBGE, 2007). Desse total, 85% séo representados
por rebanhos de corte e 15% por rebanhos leiteiros (CABRAL et al, 2008). Na economia, a
pecudria brasileira representa proximo a 8% do PIB (Produto Interno Bruto), sendo o pafs um
forte exportador de carne bovina.

O maior rebanho bovino estd localizado na Regido Centro-Oeste do Pais, que
concentra 34,7% do efetivo nacional em trés estados (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e
Goids). Grande parte dos sistemas de produg@o de carne bovina no pais caracteriza-se pela
dependéncia quase que exclusiva de pastagens, que ocupa cerca de 70% das areas destinadas a
producdo agropecudria (IBGE, 2007).

Os ruminantes se adaptaram em fung@o do tipo de alimento disponivel e ndo sdo
capazes de produzir as enzimas necessdrias para o processo de digestdo da fibra no rumen,
mas permitiram o desenvolvimento de importantes populacdes de microrganismos que
realizam essa fung@o. O principal interesse produtivo do ruminante estd na capacidade de
aproveitar os nutrientes da degradacdo microbiana. No rdmen e no ceco, o desenvolvimento
desta microbiota permite o aproveitamento eficiente de vdrios nutrientes, principalmente para
producdo de energia, essencial na manutengao corporal e produ¢do do bovino, demonstrando
assim a simbiose com o animal (ARCURI et al. apud BERCHIELLI et al., 2006).

Dentro desse aspecto, o ecossistema ruminal é constituido por 2 grupos distintos, com
base na utilizacdo das fontes de energia e carbono, compostos nitrogenados e eficiéncia de

crescimento:



34

- Os microrganismos que fermentam carboidratos ndo fibrosos — fermentadores de
amido, pectina e agucares soldveis, e utilizam amoénia (NH3), aminodcidos e peptideos como
fontes de nitrogénio e crescem rapidamente.

- Os microrganismos que fermentam carboidratos fibrosos - fermentam
especificamente a celulose e hemicelulose, utilizam NH3 como fonte priméria de nitrogénio
para a sintese de proteina e apresentam lento crescimento.

O rimen (Fig. 17) € um ecossistema anaerdbio, definido como uma camara de
fermentacdo estdvel (temperatura, pressdo osmdtica, equilibrio idnico) capaz de fornecer
substratos & microbiota (nutrientes na forma do alimento e dgua recém ingeridos) e, ainda,
remover os subprodutos da fermentacdo (dcidos graxos volateis - AGV, células microbianas,

residuos ndo digeridos) (ARCURI et al. apud BERCHIELLI et al., 2006).

Figura 17. Diagrama esquemdtico do rimen e sitema gatrointestinal de um bovino (MADIGAN et al.,
2004)

A composicd@o e proporcao de microrganismos no rimen varia de acordo com a dieta
(complexidade do substrato), com a interacdo microrganismo X animal hospedeiro e
localizacdo geogrifica (CHEN et al.,, 2008). A microbiota ruminal é constituida de trés
principais microrganismos: bactérias, fungos e protozodrios.

A populagdo bacteriana € a mais diversa no rimen, tanto em termos de nimero de
espécies quanto em tipos metabdlicos. O nimero total de espécies ruminais ainda nio é

conhecido, porém mais de 400 ja foram isoladas dos tratos digestérios de diferentes animais.
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Os principais grupos de bactérias ruminais estdo relacionados com o processo de
degradacdo da fibra vegetal. Entre esses grupos destacam-se:

Bactérias fermentadoras de carboidratos estruturais (celuloliticas ou fibroliticas). Estas
bactérias hidrolisam a celulose por meio das celulases, que na marioria das bactérias
celuloliticas estdo associadas as células aderidas firmemente as particulas fibrosas do
conteido ruminal. As espécies celuloliticas produzem, principalmente, acetato, propionato,
butirato, succinato, formato, CO, e H,. Sao liberados também etanol e lactato (HUNGATE
apud BERCHIELLI et al, 2006). Segundo vdrios autores citados por Krause e colaboradores
(apud BERCHIELLI et al, 2006), as principais espécies celuloliticas sdo Ruminococcus
flavefaciens, Ruminococcus albus e Fibrobacter succinogenes.

Bactérias fermentadoras de carboidratos nio estruturais (Amiloliticas e Pectinoliticas):
sdo as responsaveis pela fermentacdo do amido e pectina. O amido € fermentado por espécies
do género Bacteroides enquanto a pectina é fermentada pelas espécies Lachnospira
multiparus e Streptococcus bovis (também fermentador do amido) e algumas espécies
celuloliticas.

Bactérias proteoliticas: sdo capazes de degradar proteina

Bactérias lipoliticas: hidrolisam os lipideos no rimen, embora este grupo de bactérias
ndo seja muito numeroso pelo fato do ambiente ruminal apresentar baixo potencial de
oxidorreducdo, caracteristico de ambientes anaedbios.

Distintos filogeneticamente das bactérias, o Dominio Archaea inclui microrganismos
Metanogénicos (anaerdbios estritos) capazes de produzir metano. Estes microrganismos sao
especialmente importantes para o ecossistema ruminal, pois tem um papel importante na
regulacdo da fermentacdo pela remogdo das moléculas de H,, em continuo processo, que
representa uma significante perda de energia pelo animal (DEHORITY apud OLIVEIRA et
al., 2007). Praticamente todo o metano é produzido pelas reagcdes de reducao de CO, acoplada
ao fornecimento de elétrons pelo H,. O género Methanobacterium desempenha importante
papel no equilibrio quimico no ecossistema ruminal ao utilizar o H, presente no meio,
contribuindo para a regeneracio de co-fatores, como NAD" ¢ NADP" (ARCURI apud
BERCHIELLI et al., 2006).

Os protozoarios presentes no rdmen sdo organismos eucariotos unicelulares,
anaer6bios, ndo patogénicos, que t€m as bactérias como a fonte principal de nitrogénio
(WILLIAMS, apud OLIVEIRA et al., 2007). Alguns protozodrios sdo celuloliticos, mas os
principais substratos utilizados por eles como fonte de energia sdo os agucares soliveis e

amido, que sdo assimilados rapidamente e estocados na forma de amilopectina.
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Os fungos anaerébios encontrados no rimen desempenham um importante papel na
degradagdo da fibra, incluindo a degradacdo parcial da lignina, hemicelulose e pectinas
(MADIGAM et al., 2004) e estdo presentes em grande numero quando a dieta € rica em
forragens. Os zodsporos mdveis aderem-se aos fragmentos das forragens colonizando-os,
invadindo os tecidos vegetais através de talos e rizéides (BAUCHOP apud BERCHIELLI et
al, 20006).

A acdo dos fungos sobre a parede vegetal diminui a rigidez estrutural das forragens
(BORNEMAN apud FONDEVILA, 1998), e favorece sua ruptura em particulas aumentando
também a superficie acessivel para a acdo das bactérias. Estudos com culturas puras revelam
que estes sdo capazes de fermentar a celulose em AVGs. Neoclaimastix sp, por exemplo, ¢ um
fungo anaerdbio obrigatério que fermenta glicose em formato, acetato, lactato, etanol, CO, e
H,. Embora seja um eucarioto, este fungo € desprovido de mitocdndrias e citocromos,
apresentando assim uma existéncia fermentativa obrigatéria (FONDEVILA, 1998).

Cheng e Costerton (apud BERCHIELLI et al, 2006) dividem a microbiota em trés
populagdes basicas: a populacdo do liquido ruminal, a dos microrganismos aderentes a fragdo
solida da digesta e a populacdo ligada a parede do rimen. A primeira compreende a porcio
mais investigada, devido aos métodos cldssicos de coleta de amostra e cultivo do contetido
ruminal. Os autores incluem nesta populacio os microrganismos aptos a colonizarem
alimentos recém-ingeridos ou superficies de tecidos recém-expostos, o que os leva a atribuir-
lhes grande atividade metabdlica. A populacdo aderente a fracdo sélida esta relacionada com a
degradacdo dos alimentos fibrosos (STEWART apud BERCHIELLI et al, 2006). Um grupo
totalmente distinto ocorre na parede do rimen. Sdo anaerdbios facultativos, que digerem
células epiteliais mortas e apresentam importante atividade ureolitica, num ambiente situado
na interface entre o tecido bem oxigenado e o conteido ruminal anaerébio (CZERKAWSKI

apud BERCHIELLI et al, 2006).

2.4.1. EFEITO DA ADICAO DE ENZIMAS NO PROCESSO DE DIGESTAO EM RUMINANTES

A aplicagcdo de enzimas despolimerizantes de material vegetal em nutricdo animal,
visando a degradacéo parcial de residuos agroindustriais que servem como matéria prima para

alguns tipos de racdo pode aumentar o rendimento nutricional dos mesmos (PANDEY;
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SOCCOL; MITCHELL, 2000). Nesse processo, os substratos lignoceluldsicos tratados com
enzimas lignoceluloliticas podem ser convertidos em alimento de alta qualidade para
ruminantes por tornarem-se mais facilmente disponiveis para hidrdlise pelos sistemas
enzimdticos presentes no rumen (KARUNANANDAA; VARGA, 1996).

Para que enzimas sejam efetivas, elas precisam ter atividade e estabilidade 6tima por
um periodo maior de tempo (COLOMBATTO et al., 2004b). O uso de enzimas como aditivos
de ragdes ou suplementos alimentares, com a finalidade de atuarem dentro do rimen, é uma
perspectiva interessante sob ponto de vista de praticidade de uso. Considerando essa
possibilidade de aplicagdo de enzimas, fica 6bvia a necessidade de que as mesmas sejam
estaveis a 40°C, pH 6,0 e em condi¢des de alta concentracdo de solutos. Em adigdo, as
enzimas ainda precisam ter certa resisténcia a presenca de sais e a acdo de proteases.

Muitos trabalhos utilizando enzimas fibroliticas exdgenas para melhorar a digestdo de
materiais vegetais vém sendo conduzidos nas duas ultimas décadas no campo da nutrigcdo
animal. Avellaneda e colaboradores (2008) verificaram que o uso de enzimas fibroliticas
exdgenas ndo afetou o fluxo intestinal e digestdo de MS (matéria seca), MO (matéria
organica), PB (proteina bruta) e FDN (fibra em detergente neutro). Beauchemin e
colaboradores (2003) concluiram em seus estudos que a dose enzimdtica deve ser
considerada, porque a adi¢do de altos niveis de enzimas pode ser menos efetiva que niveis
mais baixos. Jalilvand e colaboradores (2008) verificaram que a adi¢gdo de enzimas
(comercial) afetou a fermentacdo ruminal de forragens de forma diferente, conforme o
conteido de fibra e composicdo dos polissacarideos presentes, e ainda verificaram que a
concentracdo enzimética foi um fator importante na eficicia das mesmas.

Como no Brasil grande parte dos bovinos € alimentada principalmente em pastagem, e
as forragens tropicais, além de apresentarem qualidade nutricional inferior, também
apresentam menores teores de proteina, a busca por enzimas despolimerizantes de material
vegetal, principalmente as enzimas do complexo ligninocelulolitico, € de grande importancia.
Entretanto, poucas sdo as informagdes publicadas em que a aplicacdo de enzimas fibroliticas
afetou a qualidade de forragens tropicais.

Dean e colaboradores (2008) avaliaram o efeito da aménia e enzimas fibroliticas na
composicdo quimica e degradabilidade de fenos produzidos por capins tropicais, e
encontraram que a amoniac¢ao foi mais efetiva que o tratamento com preparagdes de enzimas
comerciais. No entanto, dos preparados enzimdticos comerciais testados, a Biocelulase X-20%
e a Biocelulase A-20®, mostraram-se mais promissores por reduzirem a concentracao de fibra

e aumentarem a fase inicial e tardia da digestdo da matéria seca in vitro.
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As enzimas fibroliticas exdgenas adicionadas a dieta devem atuar em conjunto com
aquelas produzidas pela microbiota ruminal potencializando a degradacdo de polissacarideos
estruturais e aumentando a taxa de degradacdo das forragens. O beneficio nutricional desta
suplementagcdo parece depender de muitos fatores, muitos deles ainda sendo avaliados
(WALLACE et al., 2001).

Nsereko e colaboradores (2000) relataram que produtos enziméticos contendo
xilanases e esterases tiveram efeitos estimulatdrios na degradacio in vitro do feno de alfafa,
enquanto Colombatto e colaboradores (2003b) indicaram que algumas xilanases e proteases
melhoraram a degradag@o in vitro do feno de alfafa. Eun e colaboradores (2006) observaram
uma melhora na produgdo de gis nos estudos in vitro a partir da forragem tratada com
algumas enzimas proteoliticas que continha pouca atividade polissacaridase, e também que
houve diferencas na eficdcia entre os tipos de proteases.

Melhorias na produgdo de ruminantes com suplementacio de enzimas fibroliticas sdo
geralmente atribuidas ao aumento da digestdo ruminal da fibra, mas o mecanismo pelo qual
este aumento ocorre ndo é completamente entendido. Numerosos mecanismos potenciais t€m
sido propostos incluindo efeitos ruminais e pré ingestivos como hidrdlise direta, mudancas
estruturais na fibra, aumento da fixacdo microbiana ruminal, estimulacdo das populacdes
microbianas ruminais e sinergismo com as enzimas microbianas ruminais. As diferengas no
nivel, na composicao e na estrutura da fibra entre as forragens, sdo razdes provaveis para a
especificidade extensamente reconhecida entre as enzimas fibroliticas exdgenas e a
composicdo do alimento (WALLACE et al., 2001; COLOMBATTO et al., 2003a, b). Mais
evidéncias para a especificidade entre a atividade enzimética e composicao do alimento vem
dos estudos que compararam as caracteristicas da digestao in vitro de vérias forragens intactas
(EUN et al, 2006; GIRALDO et al., 2007).

Eun, Beauchemin e Schulze (2007) avaliaram a degradag¢@o in vitro de feno de alfafa e
silagem de milho utilizando vdrias enzimas fibroliticas, a dose 6tima de cada enzima
necessdria para aumentar a degradacdo e a relagdo entre a atividade enzimatica e as respostas
da degradacdo. Os autores observaram que dos cinco produtos utilizados dois apresentaram
uma melhora significativa na degradacdo da Fibra em Detergente Neutro (FDN) e Fibra em
Detergente Acido (FDA) em ambas as forragens utilizadas. A dose 6tima para este produto foi
de 1,4mg/g de MS, em ambas as forragens, com aumento da digestibilidade do FDN de até
20,6% na alfafa. E importante salientar que melhorias na degradabilidade da FDN permitem o

aumento na ingestao voluntdria de alimento por reduzir o tamanho das particulas no rimen. O
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aumento da degradabilidade da FDN também aumenta a densidade energética das dietas e
estimula a producdo do nitrogénio microbiano (OBA; ALLEN, 1999).

Observacdes microscopicas dos volumosos estudados realizadas por Martins e
colaboradores (2007) indicaram aumento da colonizacdo microbiana sobre os diferentes
tecidos com a adicdo de enzimas fibroliticas (xilanase e celulase comercial), embora esses
dados ndo tenham sido condizentes com os pardmetros de degradac¢do ruminal, mostrando que
0 aumento na colonizagdo e digestdo dos tecidos observados ao microscépio eletrénico de
varredura, com a adi¢do de enzimas, nao foi suficiente para gerar uma resposta efetiva sobre a
degradacdo ruminal da fibra. Essa auséncia de resposta pode estar relacionada, entre outros
fatores, a quantidade de enzimas fornecidas ao animal e ao tipo de forragem avaliada.
Beauchemin e Rode (1996) sugeriram que a inconsisténcia dos resultados decorre de diversos
fatores com composi¢do da dieta, tipo de enzima, atividade do complemento da enzima,
quantidade de enzima fornecida, estabilidade da enzima e método de aplicacdo.

Produtos a base de enzimas fibroliticas, tais como celulases e xilanases, ha algum
tempo t€m sido usados como aditivos durante o processo de ensilagem com a finalidade de
melhorar o processo fermentativo e as caracteristicas quimicas das silagens resultantes e,
conseqiientemente, o desempenho animal (McDONALD; HENDERSON; HERONT, 1991).
A reducdo dos contetidos de fibra em detergente neutro (FDN) e de fibra em detergente 4cido
(FDA) da forragem ensilada ¢ uma das vantagens a ser destacada, tendo em vista a
possibilidade de aumento da ingestdo e da eficiéncia da digestdo de matéria seca (MS),
quando oferecida aos ruminantes.

As gramineas tropicais apresentam elevado potencial de producdo de matéria seca,
contudo seu valor alimenticio ndo permite explorar em plenitude o potencial genético dos
animais em pastejo. Nos atuais sistemas de adequacdo de dietas para ruminantes sdo
necessdrias informacdes relativas as propor¢des das fracdes dos alimentos, bem como de suas
taxas de digestdo, no sentido de sincronizar a disponibilidade de energia e nitrogénio no
rimen, maximizar a eficiéncia microbiana, a digestdo dos alimentos, e reduzir as perdas
decorrentes da fermentacdo ruminal (NRC, 2001).

O avanco da idade das plantas exerce efeito sobre a fracdo da parede celular.
Primeiramente, a proporcdo de carboidratos da parede celular aumenta, mas simultaneamente
as caracteristicas da composicao quimica e da digestdo também sdo alteradas (VAN SOEST;
ROBERTSON; LEWIS, 1991). Um papel menor pode ser atribuido ao tempo de colonizagio
no rimen. No caso de gramineas tropicais, a produ¢do da proteina microbiana € limitada

também pelo suprimento de substratos prontamente fermentesciveis.
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3. OBJETIVOS

Geral

Obtencdo de preparado enzimadtico, com alta atividade de ligninases (manganés
peroxidase, lignina peroxidase e lacase), a partir do cultivo de fungos basidiomicetos por
fermentacdo em estado sélido utilizando-se residuos agro industriais, que possa ter potencial
de aplicacdo na degradacdo das fibras vegetais buscando aumento na digestibilidade do

material lignocelulésico no rimen.

Especificos

- Selecionar linhagens de basidiomicetos produtoras de ligninases, a partir de colecdo de
espécimes coletados na regido do Noroeste Paulista, e produzir enzimas por fermentacdo em
estado sélido utilizando como substratos, os residuos sélidos agro-industriais farelo de
algoddo, farelo de trigo, polpa citrica, polpa citrica com farelo de algoddo (1:1 p/p) e residuo
de cervejaria (bagago de cevada).

- Avaliar o perfil de producdo das ligninases (LiP, MnP e lacase) e também o perfil de
produgdo de celulases (CMCase e Avicelase) e hemicelulases (xilanases e pectinases), além
de quantificar os agucares redutores e proteinas totais do extrato enzimatico bruto.

- Caracterizar fisico-quimicamente as enzimas produzidas quanto ao pH e temperatura 6timos
para atividade, e avaliar estabilidade das enzimas frente as variacdes de pH e temperatura, em
auséncia de substrato.

- Avaliar a estabilidade das enzimas nas condi¢des do rimen (pH 6,0, 39-40 °C).

- Avaliar a composicao do residuo sélido, por meio de anélise bromatoldgica, apds o processo
fermentativo a fim de verificar eventuais mudangas nessa composi¢ao.

- Avaliar o efeito das enzimas na hidrdlise das fibras vegetais por quantificacdo dos agtcares
redutores

- Avaliar o efeito das enzimas na digestibilidade in vitro da matéria organica das forragens e

residuos fibrosos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MICRORGANISMOS

Foram utilizadas 25 linhagens de basidiomicetos (Tab. 2) isoladas em projetos
anteriores (XAVIER-SANTOS, 2003; ABRAHAO, 2007), pertencentes a colecdo de culturas
do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada do IBILCE/ Unesp - Campus de Sao
José do Rio Preto. As culturas utilizadas foram mantidas por repiques sucessivos em meio
Batata Dextrose Agar (Oxoid) mantidas em incubadora tipo B.O.D. a 28°C até crescimento

visivel do micélio e entdo conservadas no 6leo mineral, d4gua, e criopreservadas (- 80 °C).

Tabela 2. Basidiomicetos isolados da Estagdo Ecolégica do Noroeste Paulista, S. J. Rio Preto que

foram utilizados no projeto (XAVIER-SANTOS, 2003; ABRAHAO, 2007).

Coriolopsis byrsina (SXS16)
Schizophyllum commune (SXS 38)
Schizophyllum commune (SXS 385)
Schizophyllum commune (SXS 125)
Pycnoporus sanguineus (SXS 43)
Pycnoporus sanguineus (MCA 16)
Pycnoporus sanguineus (SXS 306)
Pycnoporus sanguineus (SXS 365)
Pycnoporus sanguineus (L.) Murril (MCA 220)
Lentinus stringellus (SXS 355)
Lentinus sp (SXS 360)

Dacryopinax elegans (SXS 323)
Perenniporia medullapanis (SXS 358)

Gloeophyllum (SXS 40)

SXS 58

SXS 59

Cf Perenniporia (SXS 69)

SXS 388

Marasmius SP (SXS 214)

SXS 02

Datronia stereoides (Fr.) Ryvarden (MCA 167)
Polyporus sp (MCA 128)

Hexagonia hirta (P. Beauv.) Fr. (MCA 131)
SXS 17

SXS 80

4.2. SUBSTRATOS PARA A FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Os substratos utilizados para a fermentagdo foram: farelo de algodao (FA), farelo de

trigo (FT), cevada (BC), polpa citrica (PC) e a combinagdo PC+FA (1:1 p/p). Os materiais

foram lavados e secos a 55 °C até peso constante, moidos e peneirados em granulometria de
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aproximadamente 5 mm. Os materiais foram esterilizados em autoclave a 120 °C, por 30

minutos.

4.3. OBTENCAO DAS ENZIMAS POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

A FES ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g do substrato. O
material foi inoculado com 2 discos (1,5 cm didmetro) de cultura pura obtidos através do
crescimento do micélio em BDA, em placas de Petri (7 a 14 dias). Os substratos foram
suplementados com solugao de NH4SO4 1% (p/v) e MgSO4x7H,0 0,01% (p/v) e dgua estéril
(70% de umidade) (CARVALHO, 2005). O cultivo foi realizado a 28 °C, por 5 semanas
(crescimento visivel e amplo do micélio). A cada semana, frascos foram retirados da
incubadora e 40 mL de dgua destilada foram adicionados ao material fermentado, sendo
homogeneizado e posteriormente agitado por 40 minutos em shaker a 120 rpm. O material foi
entdo filtrado e centrifugado a 10000 xg durante 40 minutos (2 vezes de 20 minutos), a 8°C e

o sobrenadante foi utilizado como solucdo enzimadtica bruta.

4.4. DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

4.4. 1. ATIVIDADES DE LIGNINASES

A atividade de peroxidase dependente de Manganés (MnP) na solucdo enzimadtica
bruta foi determinada a 40°C por 10 minutos numa mistura de reacdo composta de tampao
lactato de s6dio a 50 mM (pH 4,5), solucdo de MnSO4 a 400 mM e 0,1 mL da solucdo de
enzima bruta, com volume final de 1 mL. A reacdo foi iniciada com a adicdo de perdxido de
hidrogénio (40 uM) e a absorbancia medida em espectrofotometro a 240nm. O branco foi
preparado substituindo o extrato bruto por igual volume de 4dgua destilada, enquanto os
controles para cada extrato enzimdtico foram feitos substituindo o MnSO4 nas misturas de
reacdo descritas por dgua destilada. Uma unidade de atividade de enzima (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 pumol de Mn+3 por minuto, utilizando
o coeficiente de extingdo molar (€) de 8,1 x 103 M-1 cm-1 (GLENN; AKILESWAREAN;
GOLD, 1986; AITKEN; IRVINE, 1990).
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A atividade de Lignina peroxidase (LiP) na solucdo enzimadtica bruta foi determinada a
40°C por 10 minutos numa mistura de reacdo composta de tampao tartarato de s6dio 50 mM
(pH 3,5), solucdo de solugdo de dlcool veratrilico a 40 mM e 0,1 mL da solucdo de enzima
bruta, com volume final de 1 mL. A reacgfo foi iniciada pela adi¢do de peroxido de hidrogénio
(0,2 mM) e o aumento da absorbancia, devido a oxidacdo do alcool veratrilico, medido em
espectrofotometro a 310nm. O branco foi preparado substituindo o extrato bruto por igual
volume de 4gua destilada, enquanto os controles para cada extrato enzimdtico foram feitos
substituindo o substrato dlcool veratrilico por dgua destilada. Uma unidade de atividade de
enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima necessdria para formar 1 pumol de
veratraldeido por minuto, considerando €310nm = 9,3 x 103 M-1 cm-1 para o veratraldeido
(TIEN; KIRK, 1988).

A atividade de lacase foi determinada a 40°C por 1 minuto usando 2,2”-azino-bis-
etilbenthiazolina (ABTS) como substrato, em mistura contendo tampao acetato de sédio 0,1M
(pH 5,0), solucdo de ABTS a 0,03% (p/v) e 0,1 mL da solugdo enzimdtica bruta para um
volume final de 1 mL (BUSWELL et al., 1995). A oxidagdao do ABTS foi medida pelo
monitoramento do aumento da absorbancia a 420 nm. Uma unidade de atividade de enzima
foi definida como a quantidade de enzima necessdria para oxidar 1 umol de ABTS por
minuto, utilizando o €420 = 3,6 x 104 M-1 cm-1 para o ABTS oxidado (BOURBONNALIS;
PAICE, 1988).

4.4.2. ATIVIDADE DE XILANASE, PECTINASE, CMCASE, AVICELASE

A atividade xilanase foi medida em mistura de reacdo contendo 0,1 mL da solucdo
enzimdtica bruta e 0,9 ml de uma solugdo de 0,5% de xilana “birchwood” (Sigma) em tampao
acetato 0,2 M e pH 5,0. Apds a incubagdo, feita em temperatura de 40 °C por 10 minutos, os
acucares redutores foram quantificados pelo método ADNS (MILER, 1959). Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol
de xilose por minuto nas condi¢des de ensaio.

As atividade de pectinase (exopoligalacturonase), CMCase (endoglucanase) e
avicelase (exoglucanase) foram determinadas pelo mesmo procedimento descrito para
xilanase, exceto que os substratos utilizados foram pectina comercial de alta esterificagdo,

carboximetilcelulose (CMC - Sigma) e avicel (Merck), respectivamente, € os acucares
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redutores foram quantificados a partir da curva padrido de glicose (CMCase e avicelase) e do

dcido galacturdnico (pectinase).

4.4.3. ATIVIDADE DA FERULOIL ESTERASE

A atividade de feruloil esterase (FAE) foi determinada através da medida de producio
de 4- Nitrofenil do 4-Nitrofenil ferulato. A solucdo de substrato foi preparado pela mistura de
9 volume de tampao fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,5, contendo 2,5% de Triton X-100 com 1
volume de 4 - Nitrofenil ferulato 10,5 mM em DMSO. A mistura de reacdo foi composta de
0,1 mL de enzima e 2 mL da solucdo de substrato, a mesma foi mantida a 40 °C por 60
minutos. A leitura da absorbancia foi realizada a 410 nm de acordo com o método proposto
por Mastihuba (2002). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de 4-Nitrofenil por minuto, sob as condi¢des de

ensaio.

4.5. OUTROS METODOS ANALITICOS

A determinacdo dos teores de proteinas soliveis da solu¢do enzimética bruta foi feita
através do método de Bradford (1976), usando soro albumina bovina como padrio.
A determinacdo de agucares redutores totais foi feita seguindo as metodologias de

Somogy-Nelson (1952) e ADNS de Miller (1959).

4.6. CARACTERIZACAO DA LACASE PRODUZIDAS POR FES

4.6.1. DETERMINACAO DO PH E TEMPERATURA OTIMOS PARA A ATIVIDADE ENZIMATICA

Para a determinacdo do pH 6timo para a atividade da enzima, foram utilizadas as
solucdes tampao com pH entre 4,0 e 7,0 (4,0 a 5,5 tampdo acetato 0,25M; 5,5 a 7,0 tampao
citrato fosfato 0,25M), seguindo-se o procedimento do item 4.1 e 4.2.

Para a determinacdo das temperaturas 6timas, as misturas da reacdo foram incubadas
em temperaturas entre 35 °C a 60 °C, no pH 6timo de atividade das enzimas, por 10 minutos,

seguindo-se o procedimento do item 4.1 e 4.2.
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4.6.2. ESTABILIDADE DAS ENZIMAS FRENTE AS VARIACOES DE PH E TEMPERATURA

Para este estudo, foi utilizado o tamp@o Mcllvaime com pH 2,5 a 8,0, 0,1M. Uma
aliquota de 0,5 mL de solug@o enzimatica bruta foi misturada a 0,5 mL de tampdo em cada
valor de pH, sendo a mistura mantida a 25 °C por 24 horas. Apds esse periodo, a atividade
residual foi determinada no pH e temperatura Otimos de cada enzima, seguindo-se o
procedimento dos itens 4.1 e 4.2.

O efeito da temperatura sobre a estabilidade das enzimas foi avaliado incubando-se as
solucdes enziméticas, em auséncia de substrato, em temperaturas de 30 °C a 60 °C por uma
hora, sendo o controle a atividade da enzima ndo incubada. A atividade residual foi
determinada na temperatura e pH 6timos de cada enzima, seguindo-se o procedimento dos

itens 4.1 e 4.2.

4.7. AVALIACAO DAS ENZIMAS QUANTO A ESTABILIDADE EM FLUIDO RUMINAL

As enzimas CMCase, xilanase, e lacase do fungo selecionado, foram avaliadas quanto
a sua estabilidade quando em presenca do fluido ruminal, temperatura de 39°C, por 24 horas,
sendo medida a atividade enzimdtica em varios periodos de incubacgéo (zero, uma, duas, trés,
quatro, cinco, seis, oito, e vinte e quatro horas). A coleta da ingesta (fluido ruminal) foi
realizada em um garrote cruzado fistulado, que pertencia a este grupo de pesquisa e estava
alocado em piquete de capim braquiardo (Brachiria brizantha) na Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegdcios (APTA Regional), Sdo José do Rio Preto/SP. Para tanto, foi
realizada a coleta do fluido em diferentes partes do rimen, sendo filtrado em pano tipo fralda
e armazenado, cerca de um litro do liquido, em garrafa térmica para ser transportado ao
Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada. As amostras foram incubadas na
proporcdo de 1:1 (v/v) da seguinte forma:
fluido ruminal + extrato enzimatico;
fluido ruminal + 4dgua destilada;

extrato enzimadtico + solugao de saliva artificial (McDOUGALL, 1948).



46

4.8. AVALIACAO BROMATOLOGICA DAS FIBRAS VEGETAIS E DO MATERIAL FERMENTADO

As fibras vegetais (bagaco de cana, Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens e
Panicum maximum) usadas nos ensaios de hidrdlise enzimatica e digestibilidade in vitro,
assim como o residuo utilizado no processo fermentativo, foram analisados para as fracdes
protéicas e para composicdo da parede celular. As andlises seguiram as metodologias de Van
Soest (1994), para as determinacdes dos componentes da parede celular. Nesses materiais
foram determinados: Fibra em Detergente Neutro (FDN), Fibra em Detergente Acido (FDA),
Lignina, Nitrogénio total, Matéria Mineral e Extrato Etéreo.

As fragdes FDN e FDA foram determinadas através do equipamento determinador de
fibras (TE 149, Tecnal). A lignina foi determinada com a adi¢@o de 4cido sulfirico 72% no
residuo insoldvel da determinacdo da FDA (VAN SOEST, 1994).

Para a determinac@o do nitrogénio total utilizou-se o método micro kjhedal. O teor de
matéria seca foi determinado em estufa a 55 °C por 72 h e posteriormente a 105 °C por 24 h, e

a matéria mineral em mufla a 600 °C por 3h.

4.9. HIDROLISE ENZIMATICA DAS FIBRAS LIGNOCELULOSICAS

A partir dos extratos enzimaticos brutos obtidos do cultivo de C. byrsina (cevada) e T.
reesei QM9414 (bagaco de cana com farelo de trigo 1:1), volumes de 2 e 6 mL foram
incubados em tubos de hidrélise contendo 0,7 mL de tampao citrato (0,1M pH 6.0) e azida
sodica 1% e completados com agua destilada para um volume final de 7,0 mL, e 0,1 g de
diferentes tipos de biomassa lignoceluldsicas (capim braquidria - Brachiaria decumbens,
bagaco de cana - Saccharum sp, capim Brachiaria brizantha em estigio avancado de
maturidade — macega, e capim Tanzénia - Panicum maximum). O bagago de cana foi obtido
de usinas da regiao de Sdo José do Rio Preto, a macega e o tanzania foram cortados com faca,
rente ao inicio da moita e a braquidria foi coletada somente a segunda folhinha da rebrota.
Todas as fibras vegetais utilizadas para a hidrélise enzimética foram secas, moidas e passadas
em peneiras com granulometria de 1 mm.

As amostras foram mantidas em banho de hidrélise com agitacdo horizontal de 150
rpm, a 40 °C, por 24h. A cada intervalo de tempo (0, 10’, 30’, 1, 2, 4, 8 e 24h) uma amostra
foi retirada, filtrada e os agucares liberados foram quantificados pelo método de Somogy-

Nelson (1952). Um controle foi feito para a solugdo enzimatica em auséncia de fibras vegetais
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para quantificar os agucares livres presentes nessa solucdo e posteriormente esses foram
descontados dos frascos contendo o material hidrolisado.

Os tratamentos utilizados nesse experimento foram o TI (controle) que continha dgua;
o TI que continha 2 mL de extrato enzimdtico e o TIII que continha 6 mL de extrato
enzimdtico. Todos os experimentos foram conduzidos em duplicata. Os resultados foram
estatisticamente avaliados por andlise de varidncia fatorial (ANOVA), usando Statistica
software, onde os fatores considerados foram o tipo de alimento fibroso, a dose enzimadtica e o

tempo (8 e 24h).

4.9.1. ANALISE DOS PRODUTOS DE HIDROLISE POR HPLC

As andlises dos agucares liberados apds a hidrélise enzimatica foram feitas usando
HPAEC-PAD (ICS 3000, Dionex Corporation, EUA), equipado com amostrador automatico
AS40, coluna de troca anidnica CarboPac PA-1 e uma guarda—coluna CarboPac PA 1. As
amostras foram injetadas num “loop” de X ulL. A forma de onda empregada foi a “standard
quadruple” com os seguintes pulsos potenciais e duracdes: E1= 0,10V (t1=0,40s); E2=-2,00V
(2=0,02s); E3= 0,60V (t3=0,01s); E4= 0,10V (t4=0,06s). Os eluentes foram preparados com
dgua deionizada ultra pura (18M Q) e degaseificada com N2; eluente A consistia de A: 200
mM de NaOH; solvente B: dgua ultra pura e solvente C: 500 mM de acetato de sédio com 150
mM de NaOH. Para as andlises dos monos- e di- sacarideos (glicose, xilose, galactose,
arabinose, xilobiose e celobiose), a eluicdo utilizada foi de 0 a 14 min eluicdo isocratica com
5% de A e 95% de eluente B. De 14 a 30 min foi gradiente linear de 5 a 90% de eluente A e
de 0 a 10% de eluente C, a uma temperatura de 35 °C e fluxo de 1 minuto. Os padrdes
glicose, celobiose, xilose, xilobiose, arabinose e galactose (Sigma) foram utilizados para
identificacdo dos picos. Os dados foram coletados utilizando-se o software Chromeleon,

versdo 6.8 (Dionex Corporation, EUA). As amostras foram realizadas em duplicata.

4.10. AVALIACAO DA DOSE ENZIMATICA NA DIGESTIBILIDADE IN VITRO DAS FIBRAS VEGETAIS

PELA TECNICA SEMI AUTOMATICA DE PRODUCAO DE GASES

Para avaliar a melhor concentragio do extrato enzimdtico na digestibilidade dos

alimentos utilizou-se trés concentragdes do extrato bruto que tinha alta atividade de lacase. As
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quantidades avaliadas foram 2, 4 e 6 mL (Tab.3) e seguiu-se o prodecimento descrito por

Mauricio e colaboradores (1999).

Tabela 3. Tratamentos empregados na digestibilidade in vitro pela producdo de gases.

Branco 30 mL meio total (meio de cultivo tamponado + fluido ruminal) + 6,0 mL dgua
G 0,2 g amostra de volumoso + 6,0 mL dgua + 30,0 mL meio total
GI 0,2 g amostra de volumoso + 2,0 mL solucio enzimética + 4,0 mL dgua + 30,0 mL meio total
GII 0,2 g amostra de volumoso + 4,0 mL solugdo enzimatica + 2,0 mL agua + 30,0 mL meio total
GIII 0,2 g amostra de volumoso + 6,0 mL soluciio enzimatica + 30,0 mL meio total

* para cada grupo foi feito um controle onde havia apenas o extrato bruto com o meio total

O volume final dos tratamentos foi 0 mesmo em todos os frascos (6 mL) e, portanto,
onde se utilizou menor volume de enzima completou-se para o volume final com &4gua
destilada.

Foram pesados 200 mg dos volumosos secos, moidos e passados em peneira de
granulometria 1 mm: capim braquidria (Brachiaria decumbens), bagaco de cana (Saccharum
sp), capim braquidria em estagio avancado de maturidade (macega) e capim Tanzania
(Panicum maximum). As amostras foram individualmente incubadas em triplicata em frascos
de vidro (115 ml) numerados, previamente lavados e secos em estufa.

No dia anterior a incubagdo preparou-se o meio de cultivo tamponado (Theodorou et
al., 1994), apresentado nas tabelas 4 e 5, que foi mantido em banho-maria ou em estufa a
39°C.

As solucdes foram misturadas em uma garrafa de vidro de 4,0 litros na seguinte ordem
e proporcdo: 1446 mL de agua destilada; 577 mL de solucdo tampao; 577 mL de solucdo
macromineral; 0,3 mL de solu¢do micromineral; 3,0 mL de solug¢@o rezasurina totalizando
2603,3 mL de meio de cultivo, que foi devidamente agitado para que as solucdes se
misturassem. No dia da incubagdo foi adicionado 117 mL do agente redutor ao meio de
cultivo tamponado (solu¢do de cor azul) e em seguida saturado com CO, por
aproximadamente 3 h até que o pH atingisse 6,8 (solucdo de cor rosa). Em seguida, foram
adicionados 680 mL de liquido ruminal (20% volume final).

O liquido ruminal foi coletado de um animal fistulado no rumen, que pertenceu a este
grupo de pesquisa e que estava alocado em piquete na Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegécios (APTA Regional), Sdo José do Rio Preto/SP. A dieta do animal doador
consistia de capim Brachiaria brizantha, com suplemento de sal mineral (Fig 18). As coletas

foram realizadas no final de setembro e final de outubro (inicio do periodo das dguas).
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As coletas foram realizadas as 07:00 do primeiro dia de cada experimento (antes da
alimentacdo matinal). A digesta foi retirada manualmente do rdmen, juntamente com o
liquido ruminal, e armazenado em garrafa térmica previamente aquecida com dgua morna a
40 °C, para seu transporte até o laboratério.

No laboratério, o liquido ruminal foi filtrado com 2 panos de algodao sobrepostos, e o
filtrado foi transferido para o frasco contendo o meio de cultivo.

Em cada frasco, ji contendo as amostras, foram adicionados 30 mL de solugdo
completa, ou seja, composta de meio de cultivo tamponado e liquido ruminal mais os extratos
enzimdticos as serem avaliados. Os resultados foram corrigidos para o branco (garrafas
contendo fluido ruminal tamponado, sem a presenca de amostra) e para o controle das
enzimas (garrafas contendo solugdo completa mais a solu¢do enzimatica, sem a presencga de
amostra). Apés 24, 48 e 60 h, os valores encontrados foram utilizados para predizer o valor
energético e a digestibilidade in vitro da matéria orgédnica das amostras incubadas.

A leitura da pressdo, em psi (libras por polegada quadrada), originada pelo actimulo de
gases oriundos da agfo bacteriana sobre o substrato, foi medida por meio de um transdutor de
pressdo (mandmetro) modelo Kimo MP 112 conectado a um leitor digital e a uma valvula de
trés saidas, sendo que a primeira saida foi conectada a uma agulha (0,7 x 25 mm), a segunda
ao transdutor de pressdo e a terceira aberta para a liberacdo dos gases (Fig 19).

Para se aferir a pressdo, a agulha acoplada a vélvula foi inserida na tampa do frasco e
no mesmo momento o leitor digital informava a pressdo no interior do frasco. As leituras
foram realizadas 1, 2, 4, 8, 12, 24, 28, 32, 36, 48, 54 e 60 horas apds a inoculacio, e os dados
obtidos foram devidamente anotados para anélise posterior.

A transformacgdo dos dados das leituras de pressdo (psi) para volume (mL) foi feita
através da equacdo 1, obtida com leituras de pressdo de diferentes quantidades conhecidas de

volume de gis nas garrafas, mantendo as mesmas condi¢cdes de temperatura da incubacao.
y=0,18 x2 + 3,61x + 0,56 [1]
Em que, y € o volume de gés (mL) e x é a pressao (psi).
A digestibilidade in vitro da matéria organica (DIVMO) e energia metabolizdvel (EM)

foram calculadas utilizando as equacgdes preconizadas por MENKE e STEINGASS (1988):

EM: (MJ/kg MS) = 2,20 + (0,136*g4s24) + (0,0057*PB) + (0,00029*EE) [2]
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DIVMO: (g/Kg MS) = 14,88 + (0,889*gds24) + (0,045*PB) + (0,065*MM) x 0,9358  [3]

Em que, gis 24 € a produgdo de gas in vitro em 24 horas de incubacio (ml/0,2g MS) e
os valores de proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM) sdo expressos
em g/kg de MS.

As mesmas equagdes descritas anteriormente, porém com a produgdo de gas in vitro
tomada em 48h (Gds 48h) e 60h (G4s 60h) de incubacio, foram avaliadas, para as amostras de
forrageiras tropicais, uma vez que apresentam conteido mais elevado de FDN em sua
composi¢do, necessitando assim, de um tempo mais elevado de incubagdo para permitir uma
digestdo eficiente da fibra dessas forrageiras.

Posteriormente, todos esses valores foram convertidos em nutrientes digestiveis totais

(NDT) utilizando as seguintes equacdes, preconizadas pelo NRC, 2001:

ED (Mcal/kg de MS) = EM/0,82 (4]

NDT (%) = ED/4,409*100 [5]

Os resultados foram estatisticamente avaliados por andlise de varidncia fatorial

(ANOVA), usando Statistica software, tendo como fatores o tipo de alimento fibroso e a dose

enzimatica.

Tabela 4 . Composi¢do do meio tamponado para a producdo de gases in vitro.

Ingredientes Quantidades (mL/L meio total)
Solug¢do de macrominerais 212
Solugio de microminerais 0,12
Solugdo tampao 212
Solugdo de resazurina 1,1
Agente redutor 43

Agua destilada 531




Tabela 5. Composi¢do das solugdes do meio tamponado.

Ingredientes Quantidades (g/L)
Solucao de macrominerais

Na,HPO, 5,7
KH,PO, 6,2
MgS0,.7H,0 0,6
Solucao de microminerais

CaCl,. 2H,0 132
MnCl,. 4H,0 100
CoCl,. 6H,O 10
FeCl,. 6H,0 80
Solu¢ao tampao

NH,HCO, 4
NaHCOj; 35
Resazurina 0,01

Agente redutor

Cysteine HCL 625"
Agua destilada 95°
NaOH IM 4°

Na,S. 9H,0 625°

"mg/100mL "mL/100mL

Figura 18. Coleta do fluido ruminal
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Figura 19. Procedimento realizado para determinacdo da digestiblidade in vitro pela técnica semi
auntomatica de producdo de gases
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. TRIAGEM DAS LINHAGENS E A PRODUCAO ENZIMATICA NOS DIFERENTES RESIDUOS

AGROINDUSTRIAIS

Vinte e cinco fungos foram escolhidos para a primeira etapa deste trabalho e triados
com base no seu potencial de producdo de ligninases. O cultivo inicial foi realizado em farelo
de trigo (FT) e farelo de algoddao (FA) como fontes de carbono e consistiu de uma fase
importante para a escolha dos melhores produtores e continuidade dos experimentos. Os
perfis de produgdo de enzimas de todos eles foram tracados ao longo de cinco semanas de
cultivo, uma vez que o crescimento desses fungos € lento e consequentemente a detecgdo das
enzimas ndo seria possivel em poucos dias de cultivo. As 25 linhagens analisadas foram
capazes crescer e de produzir enzimas hidroliticas e oxidativas durante o processo de
fermentacdo dos substratos lignoceluldsicos. Os resultados foram apresentados em tabelas
com os valores maximos encontrados devido a quantidade de informacdes.

Na Tabela 6 estdo apresentadas as producgdes das enzimas ligninoliticas (lacase, LiP e
MnP) quando o cultivo dos fungos foi realizado em FT. Observa-se que a lacase foi produzida
por quase todas as linhagens em estudo, enquanto que o niveis das enzimas LiP e MnP foram
muito baixos. Dentre as espécies que se destacaram quanto a producdo de lacase estdo
Coriolopsis byrsina com producdo de 939,3 Unidades de enzima por grama de material seco
(U/gMS), todos os isolados da espécie Pycnoporus sanguineus com producio que variou de
61,26 U/gMS a 151,37 U/gMS, e o isolado SXS 80 (ndo identificado) com producdo de 72,76
U/g MS.

Em FA (tabela 7) foi observado ao longo do processo fermentativo uma maior
compactacdo do meio, e para algumas especies a produgdo foi menor quando comparada ao
farelo de trigo. As espécies que se destacaram com as maiores producdes de lacase foram
Coriolopsis byrsina com 178,15 U/gMS, Pycnopurus sanguineus (SXS43) com produgdo de
43,91 U/gMS, SXS 80 com 278,14 U/gMS, Schizophyllum comune (SXS 125) com 134,60
U/gMS e Lentinus sp com 257,77 U/gMS.
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Tabela 6. Atividade das enzimas ligninoliticas em FT. O cultivo foi realizado por 5 semanas e os
resultados apresentados correspondem aos valores maximos encontrados.

Linhagens

Atividade Enzimatica U.g TMS

Lacase

Lignina Peroxidase Manganés Peroxidase

Coriolopsis byrsina (SXS16)

Schizophyllum commune (SXS 38)
Schizophyllum commune (SXS 385)
Schizophyllum commune (SXS 125)
Pycnoporus sanguineus (SXS 43)
Pycnoporus sanguineus (MCA 16)
Pycnoporus sanguineus (SXS 306)
Pycnoporus sanguineus (SXS 365)
Pycnoporus sanguineus (L.) Murril (MCA 220)
Lentinus stringellus (SXS 355)

Lentinus sp (SXS 360)

Dacryopinax elegans (SXS 323)
Perenniporia medullapanis (SXS 358)
Gloeophyllum (SXS 40)

SXS 58

SXS 59

Cf Perenniporia (SXS 69)

SXS 388

Marasmius SP (SXS 214)

SXS 02

Datronia stereoides (Fr.) Ryvarden (MCA 167)
Polyporus sp (MCA 128)

Hexagonia hirta (P. Beauv.) Fr. (MCA 131)
SXS 17

SXS 80

939,3+11,38°
500+0,95°¢
0,28+0,10°¢
16,45 +3,20 ¢
76,54+ 1,69 ¢
151,37+7,07°
106,39+ 6,49 ¢
61,26+0,55 ¢
23,10+ 1,89°
32,31 43,17 ¢
10,32 £0,77 *
0,13 40,03 °
5,75 +0,07 ¢
ND
2,76+0,59°¢
2,57+0,63 "
ND
0,24+ 0,01°¢
24,08 £1,74 ¢
ND
0,394 0,08°¢
551 £0,66°
ND

ND
72,76 +1,06 ©

1,13+0,02¢ 2,01+ 0,00
1,02 +£0,05¢ 1,63+0,05*
0,93+0,05¢ 1,49+0,04 ¢
0,86+ 0,05° 0,98+ 0,08 "
1,03+006°¢ 066+008°
1,01+0,06° 123+0,11°
091+004°¢ 1,50+ 0,13 °
3,47+0,08" 303+0,07"°
102+002° 1,68+ 0,04 ¢
1,14+002°¢ 155+0,15"
1,0740,04¢ 1,70+ 0,10
096+003° 060+ 0,06°¢
1L,13+0,12¢ 107+0,13°
0,98+ 0,07" 101£0,04°¢
075+0,10°¢ 027+ 0,06°¢
097+007°¢ 039+ 0,04°¢
084+007°¢ 0,82+ 0,08
0,87+ 0,05" 1,10+ 0,03 ¢
0,91+0,03¢ 1,17+ 0,02°
057+003¢ 0,80+ 0,04 ¢
067+002°¢ 0,76+ 0,03 ¢
100+005°¢ 1,53+0,05°
1,16+006° 1,19+0,10 ¢
0,48+0,04" 0,68+ 0,04 *
092+002°¢ 2,06+ 0,06

ND - néo detectdvel; a, b, c, d, e representam o tempo de produ¢do em semanas, sendoa=1;b=2;c

=3;d=4;e=5
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Tabela 7. Atividade das enzimas ligninoliticas em FA. O cultivo foi realizado por 5 semanas e os
resultados apresentados correspondem aos valores maximos encontrados.

Atividade Enzimatica U.g VS

Linhagens Lacase Lignina Peroxidase Manganés Peroxidase
Coriolopsis byrsina (SXS16) 178,15+ 4,32 ¢ 1,19+£040° 206+0,00°
Schizophyllum commune (SXS 38) 3,38+0,22° 184+008° 083+0,11°
Schizophyllum commune (SXS 385) ND 1,99+0,03 ¢ 096+0,04°
Schizophyllum commune (SXS 125) 13460+196" 153+£003° 255+ 0,08 ¢
Pycnoporus sanguineus (SXS 43) 2391+1,24°¢ 098+001° 1,10 £0,04°
Pycnoporus sanguineus (MCA 16) 971+0,73° 1,59+0,02¢ 204+0,07°
Pycnoporus sanguineus (SXS 306) 1897+ 2,47* 0,92+0,04° 157+0,10°
Pycnoporus sanguineus (SXS 365) 19384285 345+0,04° 225+0,15°
Pycnoporus sanguineus (L.) Murril (MCA 220) 29.87+3,63" 104%009" 117004 °
Lentinus stringellus (SXS 355) 6,71 +042° 1,76+ 0,06 3,00£0,06 ¢
Lentinus sp (SXS 360) 25777+ 1321 237+009° 248%0,00
Dacryopinax elegans (SXS 323) ND 274+021° 2,19+0,01°
Perenniporia medullapanis ( SXS 358) 807%1,14° 1,65+0,13" 1,73+0,06 "
Gloeophyllum (SXS 40) ND 099+005° 1,91+0,03 ¢
SXS 58 621+095¢ 0,95+0,06" 096+0,08°¢
SXS 59 ND 19440,10° 148+0,03°
Cf Perenniporia (SXS 69) ND 197+008° 260+0,05°
SXS 388 ND 1,76 £006° 1,60+0,09 ¢
Marasmius SP (SXS214) 1,51+0,05°¢ 1,94+0,08¢ 224+0,08 ¢
SXS 02 ND 188+001° 1,77+002°
Datronia stereoides ( Fr:) Ryvarden (MCA 167) 6,00+ 028° 0,87+0,09° 1,08+0,02 ¢
Polyponus sp (MCA 128) 2026%1,85° 087+001° 1,38+0,05 ¢
Hexagonia hirta (P. Beauv.) Fr. (MCA 131) ND 1,54+0,10° 1,19+0,05 ¢
SXS 17 ND 6,14%0,18° 095+0,10"
SXS 80 278,14+2,80° 2494003 445+034 ¢

ND - néo detectdvel; a, b, ¢, d, e representam o tempo de produ¢do em semanas, sendoa=1;b=2;c

=3;d=4;e=5
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Com relacdo a producdo de enzimas extracelulares hidroliticas, foram quantificadas a
endoglucanase (CMCase), xilanase e pectinase, onde quantidade produzida variou conforme o
tipo de residuo utilizado. Pouca ou nenhuma quantidade de avicelase foi detectada. A tabela 8
apresenta os valores mdximos encontrados para cada uma dessas enzimas em FT e a tabela 9
em FA. As maiores atividades de avicelase foram 13,46 U/g (SXS 58); 25,42 U/g (P.
sanguineus SXS 43); 19,71 U/g (SXS 388) em FT e 13,13 U/g (Gloeophyllum sp SXS 40) em
FA.

A atividade de CMCase variou entre 5,2 e 18,7 U/g MS e foi melhor quando o
substrato utilizado foi o farelo de algoddo, destacando-se entre os melhores produtores o P.
sanguineus (MCA 16) com producgdo de 17,7 U/g MS, S. commune (SXS 38) 16,0 U/g MS,
Gloeophyllum (SXS 40) 18,6 U/g MS, P. sanguineus (SXS 43) 16,7 U/g MS, Marasmius
(SXS 214) 18,1 U/g MS, P. sanguineus (SXS 306) 15,0 U/g MS e P. medullapanis (SXS 358)
17,4 U/g MS.

As linhagens MCA 128, MCA 167, SXS 38, SXS 58, SXS 125, SXS 323 e SXS 385
foram as melhores produtoras de xilanases com diferencas na quantidade de atividade
detectada em ambos os substratos. Em geral, a produgdo no farelo de algoddo foi maior em
relacdo ao farelo de trigo, e variou de 41,6 a 96, 3 U/g no FA e 6,2 a 77,3 U/g no FT.

As maiores quantidades de pectinases expressas estdo relacionadas as linhagens MCA
16, MCA 220, SXS 40, SXS 43 e SXS 365 que variaram de 48,7 a 185,5 U/g MS. A
quantidade de enzimas também variou quando comparado ambos os substratos, sendo as
maiores quantidades produzidas no farelo de algoddo. A producdo de pectinases pelas
espécies P. sanguineus e por Gloeophylum foram muito expressivas, mostrando-se muito
superior aos dados apresentados na literatura (SILVA et al, 2005). Dados de produgdo de
pectinases por fermentacdo em estado sélido mostraram uma produg¢do de 47 U/g MS
(MARTINS et al, 2002) e 82 U/g MS (MARTIN, 2006), quando utilizados fungos
ascomicetos e zigomicetos, respectivamente.

As informagdes encontradas na literatura sobre a producdo de hidrolases secretadas
por basidiomicetos sdo escassas. Além do mais, pouca atencdo tem sido dada ao estudo
simultdneo de produ¢do de enzimas hidroliticas e oxidativas por estes fungos (RODRIGUES

et al., 2008).
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Tabela 8. Atividade das enzimas hidroliticas em FT. O cultivo foi realizado por 5 semanas e os

resultados apresentados correspondem aos valores maximos encontrados.

Atividade Enzimatica Ug ' MS

Linhagens CMcase Avicelase Xilanase Pectinase
Coriolopsis byrsina (SXS16) 12,17+1,63* 4,64+1,06" 35,44+3.46° 14,7141,15°
Schizophyllum commune (SXS 38) 13,14+ 1,12 1128+1,51" 68,27 £3,15° 31,32+2,05°
Schizophyllum commune (SXS 385) 1438 £1,85° nd 7933+281°  30,03+025°
Schizophyllum commune (SXS 125) 12,88+1,55°  2,57+363° 56,75+5,18% 2381 +262°
Pycnoporus sanguineus (SXS 43) 10,63+2,14*  2542+1,04° 7,86+1,58°¢ 63,561,771
Pycnoporus sanguineus (MCA 16) 11,87+1,30" nd 9,45+1,56" 50,56 +1,66 "
Pycnoporus sanguineus (SXS 306) 13,96+ 1,31"° nd nd 5248 + 1,40 b
Pycnoporus sanguineus (SXS 365) 13,19+ 1,15° nd 34,53 +0,96° 160,54 £3,11°
Pycnoporus sanguineus (L.) Murril (MCA 220) 8,32+0,85° nd 9,34 +0,58 ¢ 49,31 +0,85*
Lentinus stringellus (SXS 355) 12,79 £0,56 ¢ nd 2250+4,18° 19,61 £2,26°
Lentinus sp (SXS 360) 1260+£123°  576+0,69° 2884+1,88"  2575+144°
Ducryopinax elegans (SXS 323) 1196+133%  1225+049°  53,73+195" nd
Perenniporia medullapanis (SXS 358) 1511+ 1,117 883+056°  2463+1,80°  13,88+2,54"
Gloeophyllum (SXS 40) 1529+ 1,72°  13,03+028¢  1743+1,12° 12781+1521°
SXS 58 598+001°  1346+199° 71+£129°  1572+149°
SXS 59 711£1,10°  723+094° 10,66 £0,81° nd
Cf Perenniporia (SXS 69) 1226+£071°  7,10+0,64" 2448+198%  2047+186"
SXS 388 10,76 +£224° 19714253  1285+285"°  1418+145°
Marasmius SP (SXS 214) 12,94 +£0,84° nd 21,54+1,1°  1942+0,78°¢
SXS 02 508+1,14¢ nd 4580+4,20"  24,79+026"
Datronia stereoides (Fr.) Ryvarden (MCA 167) 11,23 +1,05° nd 17,59 +0,87 € 2+124°
Polyporus sp (MCA 128) 11,97 +121°¢ nd 6028+1,04°  2625+153°
Hexagonia hirta (P. Beauv.) Fr. (MCA 131) 14,53 £0,68 * nd 23,89 +0,30° 17,24 £0,65*
SXS 17 nd nd 6,73+0,74° 9,71+0,69°
SXS 80 7,10+ 1,12¢ nd 20,63+2,00°  24,54+1,87"

ND - n@o detectdvel; a, b, c, d, e representam o tempo de produ¢do em semanas, sendoa=1;b=2;c

=3;d=4;e=5
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Tabela 9. Atividade das enzimas hidroliticas em FA. O cultivo foi realizado por 5 semanas e os

resultados apresentados correspondem aos valores maximos encontrados.

Atividade Enzimatica U.g -1 MS

Linhagens CMcase Avicelase Xilanase Pectinase
Coriolopsis byrsina (SXS16) 10,02 +4,66a 12,50+11,30d 18,61 +5,69b 11,08 +3,97a
Schizophyllum commune (SXS 38) 16,00 +0,02d nd 80,12+ 1,43d 19,05 +0091 ¢
Schizophyllum commune (SXS 385) 6,83+0,27b nd 40,19 +2,03 e 220+3,11e
Schizophyllum commune (SXS 125) 11,07+146 a 6,58 +0,79 a 63,32 +6,55¢ 19,00 + 0,27
Pycnoporus sanguineus (SXS 43) 17,62+ 1,30b nd 9,12+£0,99b 161,41£2,54b
Pycnoporus sanguineus (MCA 16) 18,35+0,94d 9,86 +0,49d 25,89 +1,20d 71,86+ 1,97d
Pycnoporus sanguineus (SXS 306) 16,91 +2.65a nd 22,81 +370 a 58,82 +1,87a
Pycnoporus sanguineus (SXS 365) 10,85 +0,41 a nd 32,62+122a 187,64 +2,99 ¢
Pycnoporus sanguineus (L.) Murril (MCA 220) 11,77+£0,63 a 9,06 +0,24 a 32,64 +0,71c¢c 6096 +1,73a
Lentinus stringellus (SXS 355) 11,11 £0,32 ¢ 2,64+374a 10,16 +1,48 ¢ 2264+121b
Lentinus sp (SXS 360) 11,48 +1,69¢ nd 20,99+0,14d  27,85+2,39b
Dacryopinax elegans (SXS 323) 11,75+ 0,68 b nd 40,79 +1,49d 797+1,30b
Perenniporia medullapanis (SXS 358) 16,85+ 0,80d nd 33,13+044d 6,43+0,63¢
Gloeophyllum (SXS 40) 19,06£0,57d 13,13+0,03b 20,40+ 1,63 b 9,12+0,64a
SXS 58 12,41+£0,27 ¢ nd 6726+£4,17b  5347+2734d
SXS 59 8,89+042¢ nd 7,05+1,18a 5,68 +0,75c
Cf Perenniporia (SXS 69) 6,75+0,06d 3,84 +544d 596 +0,52d 34,81 +1,14c¢
SXS 388 12,64 £0,85b nd 31,01 £1,23¢ 18,29 +4,62¢
Marasmius SP (SXS 214) 1826%£0,24d  584+0,66a 24,67£1,07c 29,61+0,78d
SXS 02 13,87+£048d  5,64+071a 26,96 £2,59 a 10,24 £0,37 a
Datronia stereoides (Fr.) Ryvarden (MCA 167) 7,20+0,98 a 10,93 +£0,56 ¢ 98,21 +270b 17,69+ 1,78 d
Polyporus sp (MCA 128) 8,27+0,13b 8,16+0,40d 92,15+4,70 a 17,77+ 1,05b
Hexagonia hirta (P. Beauv.) Fr. (MCA 131) 9,93+0,26a 6,76 +0,66 d 24,62 + 0,68 b 6,77 +0,35a
SXS 17 nd nd 942+1,34¢ 9,68 £0,65 a
SXS 80 9,39+0,79d nd 17,70£1,75b  28,09+142b

ND - n@o detectdvel; a, b, c, d, e representam o tempo de produ¢do em semanas, sendoa=1;b=2;c

=3;d=4;e=5

O perfil de producdo das enzimas foi dependente das espécies flingicas e diferiu entre

os isolados de uma mesma espécie. Além disso, quase todos os fungos exibiram respostas

consideravelmente diferentes quanto ao crescimento e produgdo de enzimas em relagdo ao

substrato lignocelulésico usado. Todos os fungos cultivados cresceram em ambos 0s
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substratos, no entanto, o crescimento foi mais acentuado para algumas espécies e a penetraciao
das hifas entre as particulas foi claramente observada no farelo de trigo.

As possiveis explicacdes para as diferencas encontradas na quantidade de enzimas
produzida podem estar relacionadas a compactacdo do substrato que dimunui a transferéncia
de oxigénio e calor entre as particulas, a composicao relativa dos polissacarideos (quantidade
de celulose e hemicelulose); a forma como esses polissacarideos estdo arranjados na parede
celular vegetal (interacdes, tipos de ligacdes); a quantidade de lignina presente em cada
residuo e a forma como ela interage com a celulose e hemicelulose; e a presenca de
compostos aromaticos nos materiais lignoceluldsicos que atuam como indutores naturais na
sintese e secrecao de ligninases (ELISASHVILI; KACHLISHVILI; PENNINCKX, 2008).

O arranjo da fibra pode expor mais ou menos um determinado polissacrideo. No
presente trabalho, as maiores produgdes de xilanase e pectinase por FES foram obtidas
utilizando FA com substrato. Ao observar-se a tabela 1, pode-se verificar que a porcentagem
de hemicelulose presente no farelo de algoddo é menor em relagdo ao farelo de trigo, dessa
forma pode-se inferir que a hemicelulose contida no FA esteja mais exposta e permite induzir
a sintese e secrecdo de hemicelulases. Resultados semelhantes foram observados por Facchini
(2010) que utilizou farelo de soja e farelo de trigo na producdo de xilanases extracelulares e
observou melhores resultados para o farelo de soja, que em sua composicdo também
apresentou menor porcentagem de hemicelulose em relacdo ao farelo de trigo.

De um modo geral, todos os fungos apresentaram lento crescimento (em torno de 10
dias em placa). Quando se tem por meta viabilizar o processo para uma aplicacio industrial,
tempo é uma das caractetristicas que pode limitar o processo. Além disso, quanto mais lento o
crescimento de um determinado microganismo, maiores as chances de um contaminante
crescer explosivamente e dominar aquele ambiente de cultivo.

O menor tempo de crescimento em placas (pré inoculo) associado a producgdo de
lacase foram os dois fatores que permitiram selecionar 3 dos 25 fungos testados: Coriolopsis
byrsina, Schizophyllum comune (SXS 125) e Pycnoporus sanguineus (MCA 16). Os novos
cultivos foram fermentados utilizando-se os subprodutos PC, FA+PC (1:1 p/p) e BC para
avaliar o perfil de producdo e secrecdo das enzimas lacase, endoglucanase e xilanase e ao
final dedicirmos qual condi¢do seria adotada para a obteng@o das enzimas.

Mais uma vez pode-se observar diferencas no padrdo de sintese e secre¢do das
enzimas em fungdo do tipo de material utilizado. A tabelal(O apresenta a média dos valores
encontrados nos cultivos em cada substrato avaliado. O residuo de cervejaria mostrou-se

como um bom meio no que se refere a producio de lacase pelo C. byrsina. Este, sem divida
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foi o fungo que apresentou as melhores caracteristicas em relacdo a expressido de lacase. O
valor maximo encontrado, foi 822,64 U/gMS, pr6ximo ao valor encontrado quando o cultivo
foi em farelo de trigo. Endoglucanase e xilanase foram encontradas em quantidades menores,
mas satisfatérias quando comparadas as quantidades encontradas para espécies de
basidiomicetos na literatura.

Nestes ensaios, o C. byrsina apresentou crescimento homogéneo em FES e potencial
para producdo de lacase em todos os substratos utilizados. Além do mais, esse fungo nio
apresentou qualquer alteracdo morfoldgica visual pelo periodo manipulado e a quantidade de
enzima produzida sempre foi muito préxima nao apresentando grandes oscilagdes entre uma
fermentacao e outra. Este € um indicativo de que o mecanismo de sintese e secrecdo da lacase
por este fungo ocorre de forma constitutiva, e que a presenca de indutores no meio de cultivo
(como por exemplo alguns compostos fendlicos) aumenta a produgao.

A lacase pode ser acrescentada em um mix de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas
produzidas por outros microrganismos, para uso em nutricdo de ruminantes, uma vez que 0s
carboidratos que fornecem energia para os animais estdo presos numa matriz de lignina, cuja
degradacdo das ligacdes que unem esses compostos, nem sempre alcacam a extensdo
necessdria para o aproveitamento total dos nutrientes (COLOMBATTO et al., 2003a).

Portanto, o C. byrsina foi escolhido para a continuidade deste trabalho onde foram
avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas e os ensaios de aplicacdo na digestdo dos

alimentos.



61

Tabela 10. Atividade enzimdtica das enzimas pelos fungos Coriolopsis byrsina, Schizophyllum
comune e Pycnoporus sanguineus cultivados por 5 semanas em 5g de farelo de trigo (FT), farelo de
algodao (FA), farelo de algodao + polpa citrica (1:1 p/p), polpa citrica e residuo de cervejaria, a 28 °C.

Atividade Enzimatica U.g TMS

Linhagens Lacase Xilanase CMcase
Coriolopsis byrsina (SXS16)
FT 939,3+ 11,38°  35,4443,46° 12,17+1,63 °
FA 178,15£4,32¢ 18,61 £5,69° 10,02 + 4,66 °
FA+PC 279,02+ 1,69¢ 40,15 +2,47°¢ 20,11 +1,47°
PC 6,13+021"° 18,81 £0,32° 12,77 +£3,59 ¢
BC 822,64+34,49° 15,57 +£2,10° 19,35 +3,79°
Schizophyllum commune (SXS 125)
FT 16,45+320°¢ 56,75 +5,18° 12,88 +1,55°
FA 134,60 £ 1,96  63,32%6,55¢ 11,07+ 1,46 a
FA+PC 157,99 £3,13°  19533+1,27° 21,54 +0,51°¢
PC 62,82+542° 53,68 £5,38°" 11,88 +2,69°
BC 0,13£0,18°" 19,09 9,73 ° 12,19 £ 0,44 °
Pycnoporus sanguineus (MCA 16)
FT 151,37 +7,07°  9,45+1,56° 11,87 £1,30°
FA 9,71 +0,73° 25,89 +1,20 ¢ 18,35 +0,94¢
FA+PC 2952+186°  2131%0,11° 20,33 +2,34°
PC 16,68 + 0,48 ° 14,94 + 0,38 ¢ 14,40 + 0,66 ©
BC 146,27 £ 6,66 2647 +1,14° 13,98 +2,30°

ND - néo detectavel; a, b, c, d, e representam o tempo de produ¢do em semanas, sendoa=1;b=2;c
=3;d=4;e=25. FT (farelo de trigo) FA (farelo de algoddo) PC (polpa citrica) BC (bagaco de cevada)

O perfil de producdo das enzimas, acuicares redutores e proteinas extracelulares
quantificados no meio fermentativo quando C. byrsina, Schizophyllum comune e Pycnoporus
sanguineus foram cultivados em FT, FA, FA+PC, PC e BC estdo apresentados nas figuras 20,

21 e22.
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Figura 20. Perfil de produg¢do da CMcase (a), Xilanase (b), Lacase (c) e quantificacdo das proteinas (d)
e agucares redutores (e) ao longo do tempo de cultivo pelo Coriolopsis byrsina SXS 16, em meio
composto por farelo de trigo (FT), farelo de algodao (FA), polpa citrica (PC) e bagaco de cevada (BC)



Atividade CMcase (U/g MS)

Atividade Xilanase (U/g MS)

Atividade Lacase (U/g MS)

a)
—=—FA
—O—FT
251 —A— FA+PC
—4—FC
/‘\ —0—BC
20 % *
\‘
154
101 % i\@iﬁ .
5 0
0+ 0 0
1 2 3 4 5
Tempo de Cultivo (semanas)
b)
—=8—FA
—O—FT
— A FA4
200 o —* +§é e
180 ‘\ / —o—BC
Y 3
160
1404
1204
100
80
601 /ﬁ\. .
0] o
20 oo
S P S
1 2 3 4 5
Tempo de Cultivo (semanas)
c)
—&—FA
—O—FT
—&— FA+PC
160+ +PC+
140 | —O0—BC
120
1004
80
60
40
207 w > A\.
ol % qu\g
1

Tempo de Cultivo (semanas)

64



65

d)
—O—FT
—=—FA
250' —A— FA+PC
——PC
g —0—BC
= 2001
=2
8 E
2 én 1501
& —
5 100 N _—
= o _—
£2 A A o
2 sl - g/si S~
0 T T T T T
1 2 3 4 5
Tempo de Cultivo (semanas)
e)
—O—FT
—&—FA
" 120_ :géﬂ’C
= —o—BC
S 1001
3 —~~
=3 801 @
ZE
= 5 60-
ZE o
8= ¢ e e
g 20{ 4 e
< N ﬂ\@ ﬁ\ﬁ A

12 3 4 5
Tempo de Cultivo (semanas)
Figura 21. Perfil de produgdo da CMcase (a), Xilanase (b), Lacase (c) e quantificacdo das proteinas (d)

e acucares redutores (e) ao longo do tempo de cultivo pelo Schyzophyllum comune SXS 125, em meio
composto por farelo de trigo (FT), farelo de algodao (FA), polpa citrica (PC) e bagaco de cevada (BC)
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Figura 22. Perfil de produ¢do da CMcase (a), Xilanase (b), Lacase (c) e quantificacdo das proteinas (d)
e actcares redutores (e) ao longo do tempo de cultivo pelo Pycnoporus sanguineus MCA 16, em meio
composto por farelo de trigo (FT), farelo de algodao (FA), polpa citrica (PC) e bagaco de cevada (BC)

Neste trabalho, vérias linhagens de basiodimicetos foram comparadas primeiramente
por sua capacidade em produzir enzimas ligninoliticas por FES utilizando diferentes
subprodutos/residuos agroindustriais. O cultivo dos fungos em condi¢des de cultivo idénticas
apresentou uma ampla diferenca entre todas as espécies estudadas e entre diferentes linhagens

de uma mesma espécie. Esses resultados corroboram varios dados encontrados na literatura
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relatando variagdes nas atividades das enzimas durante o cultivo de vérias espécies de
basidiomicetos em diversos substratos lignocelulésicos.

Os basidiomicetos da decomposicdo branca sdo dnicos em sua habilidade para
degradar muitos dos componentes da madeira devido a sua capacidade para sintetizar enzimas
extracelulares hidroliticas (celulases e hemicelulases) e oxidativas (ligninoliticas)
(ELISASHVILI et al, 2008; ELISASHVILI; KACHLISHVILI; PENNINCKX, 2008). Estas
sao responsaveis pela degradacdo dos maiores componentes do substrato, isto &, celulose,
hemicelulose e lignina em compostos de baixo peso molecular que podem ser assimilados
pela nutricdo fingica (KIRK; FARRELL 1987; ERIKSSON; BLANCHETTE; ANDER,
1990).

As potenciais aplicagdes dessas enzimas em tecnologias na industria e no ambiente
requerem enormes quantidades e que apresentem um custo relativamente baixo. Dessa forma,
a possibilidade de selecionar novos organismos com alta capacidade biossintética destas
enzimas associada a utilizacdo de residuos ou subprodutos que apresentam ampla
disponibilidade e baixo custo compdem um cendrio para desenvolver estratégias para um
aumento na producdo por FES. No entanto, o cultivo em substrato solido apresenta alta
heterogeneidade e os substratos ndo estdo completamente acessiveis ao microrganismo,
dificultando também o monitoramento do sistema. Esse fato pode ser uma das explicacdes
sobre o0 “sobe e desce” nas curvas de producdo por FES apresentadas nas figuras 20 a 22.

Substratos lignoceluldsicos mostraram induzir eficientemente altas quantidades de
enzimas ligninoliticas em outros fungos, no entanto, os resultados apresentados a seguir sao
inferiores quando comparados aos valores encontrados neste tabalho pelo cultivo de
Coriolopsis byrsina em farelo de trigo (939 U/g MS) e residuo de cervejaria (822 U/g MS).
Alguns dados da literatura apresentaram que as maiores producdes de lacase obtidas por
Coriolopsis rigida cultivado em meio farelo de cevada foram 108 U/g (GOMEZ et al., 2005)
e por Trametes hirsuta foram 68,4 U/g (RODRIGUEZ-COUTO; SANROMAN, 2005).

Nos estudos de Elisashvili e colaboradores (2008) diferencas considerdveis na
quantidade de enzimas hidroliticas e oxidativas foram encontradas durante o cultivo de
Lentinus edodes e Pleurotus sp em palha de trigo e folhas de arvore (Fagus sylvatica). A
atividade de CMCase encontrada para as espécies do género Pleurotus variou de 25 U/frasco
(0,5 U/mL considerando que o volume de extracdo foi 50 mL, segundo o artigo) a 1300
U/frasco (26 U/mL), enquanto a atividade de xilanase variou de 155 (3,1 U/mL) a 2185
Ul/frasco (43,7 U/mL). Duas linhagens de L. edodes foram melhores produtoras de lacase com

atividade médxima de 57 U/frasco (1,14 U/mL). Eles ainda mostraram que ndo apenas as
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peculiaridades de cada fungo, mas também a natureza do material lignoceluldsico € um fator
muito importante que determina a expressdo do potencial lignocelulolitico dos fungos.

Papinutti e Forchiassin (2007) estudaram a producio de enzimas lignoceluloliticas em
farelo de soja e farelo de soja misturado com farelo de trigo, por Fomes sclerodermeus e
encontraram valores semelhantes para as enzimas hidroliticas, enquanto que para as ligninases
os valores foram bem menores no meio constituido pela mistura dos dois substratos. Os
valores encontrados pelos autores foram de 31, 16,5, 28,42, 14,5 e 520 U/g de endoxilanase,
endoglucanase, poligalacturonase, MnP e lacase, respectivamente em meio farelo de soja.

Badhan e colaboradores (2007) obtiveram diferentes producdes de xilanase e celulases
quando o fungo termofilico Myceliophthora sp IMI 387099 foi cultivado em meio contendo
diferentes fontes de carbono. A produgdo maxima em palha de arroz foi de 900 U/ g MS de
xilanase, 32 U/ g MS endoglucanase. A palha de trigo foi um substrato relativamente inferior
e a atividade de xilanase foi menor (656,20 U/g MS), embora a atividade de endoglucanase
foi compardvel ao observado na palha de arroz. A producdo dessas duas enzimas nos demais
substratos — bagaco de cana, sabugo de milho e farelo de trigo — foi relativamente menor. Os
autores atribuiram a natureza heterogénea e a complexidade estrutural da palha de arroz uma
relacdo com a capacidade indutora.

Nos experimentos conduzidos no presente trabalho, a producdo de MnP variou de 2,0
a 4,2 U/g, enquanto que para LiP, os valores encontrados foram de 0,9 a 2,5 U/g. Ao explorar
os resultados de alguns autores pode-se perceber que estes sdo muito varidveis com relacio a
producdo destas enzimas. A variacdo encontrada nos vdrios trabalhos pode estar relacionada
ao microrganismo, ao meio de cultivo utilizado para o crescimento microbiano e também aos
protocolos utilizados nos ensaios enzimaticos, que muitas vezes diferem no procedimento ou
no substrato de atuacdo, e dessa forma obtem-se diferentes resultados que ndo podem ser
comparados. Papinutti e Forchiassin (2007) relataram um pico de produgdo de MnP de 14,5
U/g em 15 dias de cultivo em farelo de soja pelo fungo Fomes sclerodermeus, enquanto a
atividade de MnP pelo fungo Lentinus tigrinus em palha de trigo foi de 0,75 U/g (LECHNER;
PAPINUTTI, 2006).

Ao final de todas as etapas de triagem, optou-se para a continuidade dos estudos, usar
o fungo C. byrsina cultivado em residuo de cervejaria. Este subproduto mostrou ser
interessante tanto econdmico (disponibilidade e preco) como nutricionalmente.

Papinutti e Forchiassin (2007) relataram que a produgdo de enzimas diferiu em
quantidade, embora a producdo de biomassa flingica utilizada como inoculo fosse similar nos

dois meios de cultura utilizados (farelo de soja e farelo de soja misturado com farelo de trigo).
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Dessa forma os autores mostram que a diferenca encontrada na producio foi independente da
quantidade de biomassa produzida.

Muito das pesquisas realizadas com os fungos da decomposi¢do branca “White-rot”
para melhorar a degradacdo de palhas, cascas e outros residuos focam principalmente na
utilizacdo de um numero especifico de espécies e linhagens flngicas. Com excecdo de
Zadrazil (1985), que examinou aproximadamente 200 linhagens de fungos da decomposi¢ao
branca, e Capelari e Zadrazil (1997) que triaram 72 espécies e linhagens de fungos tropicais,
grande parte dos trabalhos encontrados na literatura usam espécies cldssicas como
Phanerochaete chrysosporium, Cyathus stercoreus e Pleurotus spp. Além do mais, o enfoque
dado nesses trabalhos € em sua maior parte relacionado com a degradacdo de xenobidticos. Os
experimentos deste trabalho foram realizados com um objetivo diferente e pouco comum no
que tange a utilizacdo de basidiomicetos, que foi a utilizacdo de extratos enzimdticos no
tratamento de alimentos fibrosos, comumente utilizados nas dietas de ruminantes.

Extratos fermentativos contendo enzimas fibroliticas que sdo amplamente utilizados
para ndo ruminantes, estdo agora, sendo usados em dietas de ruminantes e alguns beneficios ja
sdo observados (RODRIGUES et al., 2008; KRUEGER; ADESOGAN, 2008; KRUEGER et
al., 2008). O beneficio nutricional desta suplementacdo parece depender de vdrios fatores,
muitos deles ainda sendo avaliados (WALLACE et al., 2001). Alguns autores afirmam que a
atividade de enzimas exdgenas adicionadas ao rimen para melhorar a digestibilidade da fibra
ndo pode ser muito alta, devido a prépria atividade enddgena que estd presente naquele
ambiente (BEAUCHEMIN et al., 2003; NSEREKO et al., 2000; WALLACE et al., 2001).

Além disso, sugere-se a que a utilizacdo de um coquetel mutlienzimatico, contendo
misturas de enzimas como xilanases, celulases e ferulato esterase, possa ser usado como um
aditivo para aumentar a digestibilidade de forragens tropicais que possuem um baixo valor
nutritivo devido as concentragdes relativamente altas de lignina. As liga¢des cruzadas entre o
dcido ferulico e a lignina limitam o acesso microbiano as xilanas digestiveis na parede celular
das forragens tropicais (KRUEGER; ADESOGAN, 2008; KRUEGER et al., 2008).

Muito da variabilidade da atuacdo enzimdtica pode ser atribuida a fatores tais como o
tipo de enzima, nivel de suplementacdo, método de aplicacio da enzima e o balanco
energético dos animais teste. A resposta tem sido mostrada como devido a atividade
enzimdatica, mas as enzimas chave envolvidas ainda nao sdo bem conhecidas
(BEAUCHEMIN et al., 2003; AVELLANEDA et al., 2008).

Poucos estudos foram publicados com relagdo aos possiveis efeitos de enzimas

ligninoliticas sobre a degradabilidade das fibras vegetais e testaram a adi¢cdo direta dessas
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enzimas em dietas de ruminantes. Alguns estudos foram conduzidos para identificar
basidiomicetos da decomposicdo branca que podem degradar as ligagdes entre a lignina
preservando as fibras de celulose, e desse modo melhorar a qualidade dos substratos
lignocelulésicos para alimentacdo de ruminantes (ZADRAZIL; PUNIYA, 1995;
KARUNANANDAA; VARGA, 1996). Além disso, poucos também s@o os estudos realizados
com a utilizacdo de enzimas em forragens tropicais, e tais pesquisas envolvem os mecanismos
de acdo de celulase, xilanase e feruloil esterase (KRUEGER; ADESOGAN, 2008;
KRUEGER et al., 2008).

Os agtcares redutores e proteinas soliveis foram quantificados ao longo do periodo de
cultivo por cada linhagem fiingica, no entanto, estdo demonstrados somente para as 3
linhagens que apresentaram as maiores produgdes de enzimas, como descrito anteriormente.

Ao longo do periodo de cultivo pode-se notar consumo na quantidade de agucar
redutor total no meio, enquanto o nivel de proteina extracelular aumentou, coincidindo
algumas vezes com os picos de secrecdo das enzimas (Fig. 20, 21 e 22). Embora houvesse
uma quantidade elevada de agucares no inicio do cultivo, esse nao foi suficiente para causar
repressdo das enzimas, uma vez que foram detectadas atividades enzimadticas nesse periodo.
Esse fato corrobora os dados da literatura que relatam que o mecanismo de repressao
catabdlita é mais comum em fermentacdo submersa (FSm) que em fermentacdo em estado
solido (FES), e é mais conhecido em bactérias que em fungos (SUTO; TOMITA, 2001;
VINIEGRA-GONZALES et al., 2002; GHRIBI et al., 2007; RAJAGOPALAN; KRISHNAN,
2008).

A queda nos teores de acucares pode estar relacionada ao consumo destes para o
metabolismo microbiano e biossintese de compostos necessdrios para o crescimento. Ja o
aumento de proteinas soliveis no meio pode estar relacionado a secrecdo das enzimas
extracelulares necessdrias para decompor os substratos utilizados pelos microrganismos que
servirdo como fonte de carbono e energia.

A producdo e secrecdo de enzimas extracelulares dependem de muitos fatores que
estejam relacionados principalmente ao papel fisiologico dos microrganismos. Em geral, elas
sdo afetadas pela composicdo do meio de cultura, pH, quantidade de carbono e nitrogénio,
temperatura, aeracdo e presenca de substrato ou indutores especificos (MADIGAN et al.,

2004).
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5.2. QUANTIFICACAO DA ENZIMA FERULOIL ESTERASE

Ao final dos ensaios fermentativos, decidiu-se avaliar a atividade da enzima feruloil
esterase (FAE) pela sua pontencial importancia na hidrélise da parede celular. Portanto,
utilizou-se apenas o extrato enzimatico bruto liofilizado (armazenado) obtido da fermentacio
de C. byrsina em residuo de cervejaria, uma vez que o presente trabalho ndo tinha como
objetivo estudar o perfil de producdo dessa enzima. A atividade encontrada neste extrato
enzimdtico bruto foi de 0,059 U/mL apés 3 semanas de cultivo. Esse valor é relativamente
baixo quando comparado a atividade de 0,47 U/mL encontrada nos ensaios de Mandalari e
colaboradores (2008) utilizando o residuo de cevada. No entanto, hd que se considerar que o
procedimento realizado por eles foi diferente do utilizado neste trabalho, e assim torna-se
dificil a comparagio entre dois protocolos diferentes.

Muitos protocolos experimentais para os ensaios de FAE foram desenvolvidos com
base na quantificacdo do acido ferulico liberado apds a acdo enzimdtica. Uma variedade de
substratos naturais e ésteres sintéticos foram introduzidos nos ensaios. Os substratos
cromogénicos mais utilizados nos ensaios espectrofotométricos de FAE estdo descritos em
Marmuse e colaboradores (2007). Métodos cromatograficos também sao bastante utilizados
na deteccdo da atividade de FAE (TOPAKAS; VAFIADI; CHRISTAKOPOULOS, 2007;
SHIN; CHEN, 2006).

Acredita-se que muito do sinergismo entre celulases e hemicelulases surge da
capacidade das segundas em expor as microfibrilas de celulose pela remog¢do da hemicelulose
ou de suas cadeias laterais que estdo covalentemente ligadas a lignina. Essa interacdo deve-se
a presenca dos 4cidos fendlicos, principalmente ferilico e p-cumaérico, encontrados em
quantidades significativas em plantas da familia Graminacea (PANAGIOTOU;
OLAVARRIA; OLSSON, 2007).

Xiros e colaboradores (2009) investigaram a liberacdo de dcido ferulico do bagago de
cevada utilizando o sistema enzimdtico de Fusarium oxysporium. O extrato bruto produzido
continha 24 mU/mL de FAE e 30 U/mL de xilanase e foi utilizado na hidrélise da biomassa,
sendo capaz de liberar 2,5 vezes mais dcido ferulico em relacdo a biomassa ndo tratada
enzimaticamente.

Feruloil esterases (EC 3.1.1.73) (FAE), conhecidas também como esterases de acido
ferdlico, esterases de dcido cinadmico ou cinamoil esterases, sdo uma classe de enzimas que

estdo envolvidas na liberagdo do dcido ferulico e outros dcidos cindmicos dos polissacarideos



73

da parede celular. FAE pode ser usada nos processos de polpa e papel e como aditivos
alimentares para animais para facilitar a assimilacdo de nutrientes (MATHEW apud SHIN;
CHEN, 2006). No entanto, o acido ferulico liberado por acdo dessa enzima pode ter acdo
toxica, com diferentes graus de inibi¢cdo, sobre as populagdes bacterianas presentes no rumen
que nao estejam adaptadas (VAN SOEST, 1994). O mecanismo pelo qual o 4cido ferulico
inibe o cresimento microbiano parece ndo ser bem explorado, mas algumas teorias de controle
de microrganismos por agentes quimicos sugerem que os derivados fendlicos atuam
desnaturando proteinas e rompendo membranas.

De acordo com Jung, Mertens e Payne (1993) os 4cidos fendlicos extraidos da alfafa,
vanilico, p-hidroxibenzéico, fertlico, diminuiram a atividade celulolitica das populacdes
bacterianas Fibrobacler succinogenes e Ruminococcus flavefaciens. Em experimentos com
culturas mistas, também houve decréscimo linear na atividade celulolitica e amilolitica
quando os 4acidos ferulico e p-coumdrico foram incubados in vitro. Contudo, os autores
recomendaram cuidado na anélise desses testes, pois a concentragdo desses acidos fendlicos
sdo baixas no rimen (in vivo), sendo liberadas durante o processo fermentativo, podendo
atingir 10 vezes menos a concentragdo usadas em laboratério. Nessa mesma revisdo, 0s
autores citaram outros experimentos nos quais nao houve impactos na degradabilidade do
amido ou da celulose em uma concentragdo de dcidos fendlicos semelhante a encontrada em
quatro fontes de forragem. Dessa forma, € preciso mais investigacdes cientificas no que
concerne a aplicacao dessas enzimas na nutri¢cdo de ruminantes.

A FAE também pode ser usada para liberar dcido ferdlico da biomassa e
subsequentemente ser convertida para vanilina natural. Além disso, como as ligacdes
cruzadas, formadas por meio de ligacdes éster de dcido ferulico, aumentam substancialmente
a recalcitrincia da biomassa e a resisténcia a hidrdlise enzimatica, a FAE tem um importante
funcdo na deslignificacdo e despolimerizacio das cadeias de polissacarideos (SHIN; CHEN,
2006) hidrolisando essas ligagGes de ester entre os residuos de agtcar e os compostos
fendlicos facilitando o acesso das outras hidrolases.

Outra aplicacdo de feruloil esterases estd relacionada com a producdo do etanol
combustivel a partir de materiais lignocelulésicos renovaveis. A FAE-A de A. niger foi usada
em associacdo com xilanases e lacases para a conversdao de biomassa lignoceluldsica em
actucares fermentaveis para a produc@o de bioetanol. No passo da sacarificacdo, a eficdcia do
tratamento enzimatico foi avaliada pelo rendimento dos actcares medidos com os melhores

resultados obtidos com a combinagao do tratamento FAE-A e xilanase (TABKA et al., 2006).
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Grande parte dos estudos e trabalhos publicados sobre feruloil esterases estdo
relacionados as espécies do género Aspergillus e Penicillium, sendo necessario averiguar a
presenca e o modo de acdo da FAE no sistema enzimatico de fungos basidiomicetos. Projetos
futuros poderdo desvendar quais os fungos desse grupo produzem feruloil esterases, quais os
substratos induzem sua producdo e quais os tipos de FAE encontradas. Alguns substratos
melhoram a inducdo de esterases devido a complexidade de arabionoxilanas que podem ter

muitos grupos laterais substituintes ligados a cadeia principal por liga¢des do tipo ester
(WILLIAMSON apud PANAGIOTOU et al., 2007).

5.3. CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS PRODUZIDAS PELO CORIOLOPSIS BYRSINA

O pH € um dos fatores importantes em qualquer reacdo enzimatica; dele dependem as
conformagdes da enzima e do substrato, e as condicdes 6timas de pH (distribui¢do de cargas
ideal) para a ocorréncia da interacdo proteina-substrato e catilise devem ser observadas
(NELSON; COX, 2006).

Os experimentos para a caracterizagdo da CMCase, xilanase e lacase foram realizados
a partir de solugdes enzimaticas brutas obtidas pelo cultivo do fungo em meio s6lido contendo
cevada, sendo o tempo de cultivo usado, aquele correspondente & maior producio de lacase
(3* semana).

Para a determinacdo do pH 6timo, utilizou-se tampdes com pH entre 4,0 a 7,0
contendo os substratos de atuacdo das enzimas numa concentragdo de 0,5%. Para os ensaios
de estabilidade frente a variacdo de pH, os extratos enzimaticos foram submetidos a diferentes
valores de pH, numa faixa de 2,5 a 8,0, por um periodo de 24h a 25 °C e a atividade de
referéncia (100%) foi aquela determinada no tempo zero em dgua destilada.

As trés enzimas apresentaram sua atividade 6tima em pH 4,5 (Fig. 23 a).

Observou-se um aumento na atividade residual das enzimas CMCase e lacase durante
a avaliacdo do efeito do pH na estabilidade das enzimas. Sabe-se que na catdlise enzimética,
alguns fons sdo capazes de aumentar ou diminuir a atividade de algumas enzimas. Neste caso,
algum dos compostos utilizados no preparo do tampdo Mcllvaime pode ter favorecido a

estrutura e estabilidade protéica levando a um aumento na atividade residual. Esse tipo de
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ocorréncia também fora encontrado no estudo de amilases por Thermomyces lanuginosus
realizado por Gongalves (2006).

Com relacdo ao perfil de estabilidade, A CMcase foi estavel na faixa de pH de 2,5 a
8,0, a xilanase apresentou 30% de sua atividade original nos pHs de 3,0 a 8,0 e a lacase

apresentou 70% de sua atividade em pH 3,5 e 85% em pH 6,0 a 8,0 (Fig. 23 b).
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Figura 23. Efeito do pH na atividade (a) e estabilidade (b) das enzimas produzidas em residuo de
cervejaria pelo C. byrsina SXS 16
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Gao e colaboradores (2008) estudaram a producd@o e as caracteristicas de celulases
produzidas por Aspergillus terreus M11 e encontraram que a CMCase exibiu uma atividade
maxima em pH 2,0 e manteve 65% da sua atividade residual quando incubada em pH 2,0 e
3,0 por 6h a 70 °C. Por 24h de incubacdo, a enzima manteve em torno de 15% de sua
atividade em pH 2,0, 3,0 e 4,0.

Khandeparkar e Bhosle (2006) isolaram e caracterizaram uma xilanase produzida por
Arthrobacter sp MTCC5214 em meio sélido, e verificaram em seus experimentos que a
enzima apresentou atividade 6tima em pH 9,0. Além disso, a enzima reteve 100% de sua
atividade inicial em pH 7,0 e 8,0 apds 24 horas de incubacdo. Lee e colaboradores (2009)
estudaram a caracterizacdo de uma xilanase de Laetiporus sulphureus, um fungo que causa a
decomposi¢do marrom. O pH 6timo para atividade da xilanase foi 3,0 e sua atividade relativa
foi mantida em torno de 50 % em pH 2,5 a 5,0. Muitas xilanases flingicas apresentam
atividade elevada em condicdes dcidas. Xilanases estaveis em condi¢des de pH acido (pH 1,0
— 5,0) foram relatadas para fungos como Aspergillus kawachii, Penicillium sp. 40 e
Cryptococcus sp. S-2 (KRISANA et al., 2005; HEO et al., 2006; IEFUIJI et al., 1996). A [3-
xilanase de Ceriporiopsis subvermispora apresentou um pH 6timo de 8,0 quando avaliada
durante o processo de biopolpacio (MAGALHAES; MILAGRES, 2009).

Todas as enzimas hidroliticas estudadas por Heidorne e colaboradores (2006)
apresentaram um pH 6timo entre 3,5 e 5,0 e temperatura 6tima de 60 °C. Segunda Saha e
Zeikus (1989), os valores de pH 6timo encontrados para enzimas com propriedades cataliticas
diferentes, diferem entre os microrganismos e os grupos taxondmicos estudados, e os fungos
produzem enzimas que apresentam melhor atuacdao numa faixa de pH de 4cido a neutro.

O perfil de atividade da lacase foi similar ao de outras lacases fungicas que apresentam
seus pHs 6timos na faixa mais dcida, como por exemplo Pycnoporus sanguineus SCC 108,
com atividade maxima em pH 3,0 (LITTHAUER et al., 2007). J4 o perfil de estabilidade em
diferentes pH por 24h em auséncia de substrato diferiu em relagido aos dados obtidos de outras
lacases. (BALDRIAN 2006). A lacase de Trametes trogii apresentou um pH 6timo de 4,0 e
sua atividade foi estdvel em pH 7,0 quando incubada por 24 h em temperatura ambiente e
reteve mais de 50 % de sua atividade em pH 5,0. A enzima também foi estdvel por 24 h a 50
°C, entretanto, ela perdeu mais de 90 % de sua atividade a 60 °C (ZOUARI-MECHICHI et
al., 2006).

De acordo com Baldrian (2006) as lacases flngicas apresentam sua faixa 6tima de
atuacdo em pH 4cidos, em funcdo dos padrdes estruturais da enzima: a atividade das lacases

diminui 2 medida em que a propor¢do de anions OH- no meio aumenta, porque as hidroxilas
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se ligam aos cobres dos dominios T2/T3 do sitio ativo, bloqueando a transferéncia de elétrons.
Uma possivel explicagdo para o comportamento observado em relacdo a estabilidade € que
apds 24 horas de incubacdo em pH 4acido, os efeitos sobre a estrutura protéica e eventual
desnaturacdo tenham suplantado aqueles causados ao sitio ativo por hidroxi-anions em meio
neutro (HENN, 2009).

Como revisado por Graminha e colaboradores (2008), as enzimas requerem uma
atividade 6tima e estabilidade por um periodo de tempo prolongado para serem efetivas.
Colombatto e colaboradores (2004c) demonstraram que enzimas mesofilicas conservam pelo
menos 70% de sua atividade por 48 h em 39 °C numa escala de pH de 4,0 a 6,8; enzimas de
microrganismos termofilicos t€m frequentemente melhores estabilidades que enzimas de
microrganismos mesofilicos. Aumentando a estabilidade das enzimas, o rendimento dos
produtos para serem usados em dietas de ruminantes pode ser aumentado. Em adi¢do, o uso
direto de enzimas como aditivos em ragdes ou suplementos alimentares para agir dentro do
rimen pode ser demonstrado na pratica. Tais enzimas devem ser estdveis sob as condicdes
fisico-quimicas do rimen, como pH de aproximadamente 6,0 e temperaturas até 40 °C, assim
como resisténcia aos sais e proteases.

Com relagdo a temperatura 6tima de atuagcdo, a endoglucanase teve seu melhor
desempenho entre 40 e 50°C, a xilanase entre 50 e 60 °C e a lacase em 40 e 55 °C. Todas
elas, exceto a lacase, mantiveram em torno de 60 a 90 % das suas atividades iniciais quando

incubadas por 1 hora em auséncia de substrato em temperaturas de 30 a 50°C (Fig. 24).
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de cervejaria pelo C. byrsina SXS 16

A tabela 11 apresenta um resumo das caracteristicas fisico-quimicas encontradas para
a CMCase, xilanase e lacase estudadas neste trabalho.

Para a lacase foi observado um aumento na atividade residual apds incubagdo da
enzima em auséncia de substrato. Esse fendmeno também foi relatado por Neto (2006), mas
ainda € pouco explicado.

A maior atividade para a xilanase de Laetiporus sulphureus foi detectada a 80 °C e sua
atuacdo diminuiu rapidamente em temperaturas acima de 80 °C. Entretanto, a enzima ainda
reteve 70 % de sua atividade em 90 °C (LEE et al., 2009). Muitas xilanases provenientes de

fungos s@o mesofilicas e a temperatura 6tima para xilanases de fungos decompositores de
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madeira sdo tipicamente entre 50 e 60 °C (LEE; WONG; ROBERTSON, 2005; KREMER;
WOOD, 1992; LEE et al., 2007; KIMURA et al., 2000).

Ritschkoff, Buchert e Viikari (1994) relataram uma xilanase termofilica do fungo da
decomposi¢do marrom Gloeophyllum trabeum que demonstrou atividade 6tima a 80 °C e pH
4,0. Entretanto sua atividade relativa foi cerca de 50% a 90 °C. As condi¢des 6timas para a
atividade de xilanase de C. byrsina no presente estudo foram inferiores aquelas relatadas para
L. sulphureus e G. trabeum.

As propriedades bioquimicas da xilanase de Ceriporiopsis subvermispora foram
avaliadas durante o processo de biopolpacdo, e os pesquisadores relataram que a enzima teve
uma atividade 6tima em 50 °C tendo uma pequena reducdo na atividade entre 50 e 60 °C
(MAGALHAES; MILAGRES, 2009).

Enzimas estdveis e ativas em temperaturas muito elevadas sdo comumente descritas
para microrganismos termofilicos e termotolerantes e sdo consideradas mais resistentes a
desnaturantes quimicos, como solventes, e a altas concentragdes de sais. Enzimas comerciais
termoestdveis poderiam ser mais benéficas em alimentos para animais, se adicionadas aos
alimentos antes do processo de peletizagdo (tipicamente realizado a 70 — 95 °C).

Considerando-se que muitas das enzimas comerciais testadas, frequentemente tem pH
e temperatura 6timos que diferem marcadamente das condigdes no rimen onde a temperatura
€ 39 °C e o pH de 5,5 a 6,8, o mais importante € que elas permanecam ativas por um maior

periodo de tempo.

Tabela 11. Resumo da caracterizagio fisico-quimica das enzimas.

faixa 6tima faixa de faixa 6tima faixa de
de pH estabilidade ao pH de T°C estabilidade a T °C
Coriolopsis byrsina
CMCase 4,5 2,5-8,0 (>100% AR¥) 40-45 30- 50 (90 % AR¥)
Xilanase 4,5-5,0 3,0- 8,0 (30% AR¥) 50-60 30 - 40 (90% AR¥)
Lacase 45 3,5-8,0(70 - 100% AR¥) 40e55 30-50(>100% AR*)

*AR- Atividade Residual
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5.4. AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DAS ENZIMAS DO CORIOLOPSIS BYRSINA QUANDO

SUBMETIDAS AS CONDICOES DO FLUIDO RUMINAL

Suplementos contendo enzimas sao amplamente aplicados nas industrias de alimentos
de aves e suinos, mas ainda estdo sob desenvolvimento em dietas de ruminantes. Um grande
problema é que enzimas ndo glicosiladas quando usadas como aditivos em alimentos,
particularmente proteinas soliveis, sdo em geral, rapidamente degradadas no rimen (VY VER
et al., 2004). Para que as enzimas sejam eficazes como modificadoras da fermentacio
ruminal, elas devem resistir as condi¢cdes ruminais como temperatura, pH e principalmente a
protedlise pelos microrganismos ruminais por um tempo suficientemente longo para
influenciar a digestao. Além disso, no rimen hd um fluxo constante de matéria que determina
os parametros de cinética ruminal (ingestdo, passagem e digestibilidade). Chesson (apud
VYVER et al., 2004) considerou que a liberacdo no meio ruminal poderia expor as enzimas
exdgenas a condigdes desfavordveis (temperatura, pH e condicdes fisicas da digestdo),
podendo comprometer sua estrutura e, consequentemente, limitar sua atividade no substrato.

Neste ensaio, as enzimas foram misturadas com fluido ruminal e ao longo do tempo
aliquotas foram retiradas e a atividade das enzimas foi quantificada.

A CMCase manteve-se estavel quando incubada no fluido ruminal por 24 h (Fig. 25),
enquanto a atividade de xilanase foi diminuindo gradativamente ao longo do periodo de
incubacdo mantendo cerca de 30% de sua atividade inicial apds 24 h. A lacase foi a enzima
menos tolerante as condi¢cdes ruminais, apresentando apenas 30% de sua atividade inicial apds
6 h de incubag@o, e apds 8h ja ndo foi mais detectada.

Esta andlise forneceu informacdes a respeito do tempo da atividade catalitica das
enzimas nas condi¢des fisico-quimicas do rimen. E preciso ressaltar que durante a execucio
desse experimento, em laboratério, houve a manipulacdo da ingesta para incubac¢do com a
enzima permitindo a entrada de oxigénio, e portanto, ndo reproduzindo as reais condi¢des do

ambiente ruminal.
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Figura 25. Efeito do tempo de incubagdo da lacase (+), xilanase (o) e CMcase (m), produzidas pelo C.
byrsina em residuo de cervejaria, na presenca de fluido ruminal

Considerando-se a taxa de fluxo do fluido ruminal de 3,3 L/h e um volume de liquido
total de 29,35 L, a reciclagem total desse volume aconteceria em teoricamente em 8,89 h
(MARTINS et al. 2006). Em 4 h, periodo onde se encontra 50% da atividade inicial de lacase,
70% de xilanase e 90% de CMcase (Fig. 25), aproximadamente 50% do fluido ruminal teria
sido renovado, e, desta forma, um periodo de 3 h seria suficiente para a atuacdo de enzimas
exdgenas.

Neste caso, o extrato enzimdtico deve ser continuamente adicionado para que se
mantenha uma quantidade de enzima capaz de atuar nas fibras melhorando sua digestdo.
Outra forma seria promover a protecdo da enzima por encapsulacdo de tal forma que ela vai
sendo liberada gradativamente no decorrer do tempo.

Morgavi e colaboradores (2000) avaliaram o potencial de preparacdes comerciais
quanto a estabilidade nas condi¢des do fluido ruminal. Dentre os preparados, o que possuia
xilanase proveniente de T. viride foi o mais estdvel, preservando sua atividade em 90% com
seis horas de incubacio.

Vyver e colaboradores (2004) relataram que a xilanase desglicosilada utilizada em
seus experimentos perdeu cerca de 40% de sua atividade original dentro das primeiras 6 h de
incubacdo em fluido ruminal, enquanto que a xilanase glicosilada reteve mais a sua atividade

no mesmo periodo de tempo.
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Enzimas fibroliticas exdgenas podem reter atividade mesmo no intestino de pequenos
ruminantes, como foi demonstrado por Hristov e colaboradores (1998a, b). Alguns
pesquisadores acreditam que a glicosilagdo pds-traducional inibe a protedlise e infere alguma
protecdo para as enzimas contra a degradacdo (WANG et al., 1998).

Virios estudos demonstraram que o tratamento do alimento com enzimas fibroliticas
antes da alimentac@o, ou incubada com fluido ruminal, aumentaram os efeitos benéficos das
enzimas na fermentacdo ruminal (GIRALDO et al., 2004; GIRALDO et al., 2007; GIRALDO
et al., 2008).

No entanto, a grande maioria de pesquisas na drea de suplementos com enzimas
exOgenas para ruminantes tem focado em preparacdes de enzimas fibroliticas e digestdo de
fibras. O aumento da digestdo da fibra no rimen pode largamente explicar melhorias na
produtividade dos ruminantes resultante da suplementacdo dietética com enzimas degradantes

de parede celular.

5.5. HIDROLISE ENZIMATICA DAS FIBRAS VEGETAIS

Para avaliar a taxa de hidrdlise enzimatica das fibras vegetais foi utilizada uma mistura
de extratos enzimadticos, onde o extrato produzido por C. byrsina apresentou alta atividade de
lacase e o extrato produzido por Trichoderma reesei QM9414, que produziu grande
quantidade de xilanase em meio constituido por bagaco de cana e farelo de trigo (1:1) a 28 °C
por 8 dias. O ensaio foi conduzido dessa forma uma vez que testes preliminares usando
somente a enzima de C. byrsina nao apresentaram quantidades de agicares detectdveis pelo
método de Somogy-Nelson (1952). A tabela 12 apresenta as quantidades de enzima utilizadas
no processo (U totais).

Os resultados apresentados na Figura 26 evidenciam a liberacdo de agicares em todos
os tratamentos. Os acucares presentes no proprio extrato enzimdtico também foram
quantificados e descontados das amostras tratadas ao final da reacdo de hidrdlise. Com
excecdo do bagaco de cana, as demais forragens nido foram lavadas e nem passaram por
processo de didlise, sendo assim, a detec¢do de acucares nas amostras controle (sem a
presenca da enzima) estd relacionada a presenca destes nas amostras e também a hidrélise

natural que ocorre somente na presenca de dgua.



83

Com relagdo aos tratamentos, pode-se observar que houve diferenca nas quantidades
de acucares liberados por acdo das enzimas principalmente para macega, Tanzinia e
braquidria.

A quantidade de agucares liberados na macega de Brachiaria brizantha utilizando 6
mL de extrato enzimético correspondeu a 40,4 mg/g apds 24 h de hidrdlise contra os 12,8
mg/g liberados no controle. O mesmo tratamento quando aplicado para os capins Tanzania e
braquidria liberaram 57,5 mg/g (contra 19,58 mg/g no controle) e 36,4 mg/g de acticar redutor
(contra 30,6 mg/g no controle), respectivamente.

Considerando a biomassa seca total da amostra, haveria, por exemplo, para o capim
macega um valor de 4% de hidrdlise, entretanto, se for considerado que esse material possui
aproximadamente 70% de polissacarideos (hemicelulose + celulose — Tab. 14), esse valor
eleva-se para 6%, o que pode significar um ganho energético dentro do sistema ruminal.

Dentre os materiais testados, o bagaco de cana in natura (BIN) foi o que apresentou a
menor taxa hidrdlise chegando a um maximo 8,11 mg/g acticares liberados.

E também possivel analisar que a maior velocidade de hidrélise ocorreu nas primeiras
4 horas de incubacdo. Como esses materiais ndo sofreram nenhum tipo de pré-tratamento, a
utilizacdo de enzimas pode ser considerada adequada.

A menor quantidade de fibra e menor porcentagem de lignina expressa na FDN
presente no capim braquidria “verde” o torna mais susceptivel a hidrélise. A presenca de dgua
pode provocar um entumescimento da fibra e diminuir o grau de polimerizacdo da celulose e

facilitar a liberag@o de algums acticares.

Tabela 12. Composi¢do enzimadtica do extrato bruto utilizado no experimento de hidrélise.

Microrganismo V.o!ume U totais
utilizado
(mL) Lac CMcase Xil B- glicosidase

C. byrsina 1,0

. . 67,8 4,6 23,9 0,13
Trichoderma reesei 1,0
C. byrsina 3,0

2034 13,8 71,4 0,39

Trichoderma reesei 3,0




Actcar Redutor (mg/g MS)

Actcar Redutor (mg/g MS)

—a—C
801 —O0—TI| 7]
—A—T2| |

70+ R

60~

p”

40
30 l

20

AV

10

T T T T T T T T T T T T // T T 77T
0,0 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 40 4,5 8 16 2
Tempo (h)

+C
80 —O0—TI '

70+

60

50 1

40

304 i B

20- \+

10+

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 45 8§ 16 24
Tempo (h)

84



85

C
—-C
80+ —O—Tl 7
— 1 —A—T2 1
v 704 -
= ]
%.g 60:5 ==
g
g
= 30
o)
&
= 204 i
<
Q
=1
On
< 104 E
0 T T T T T T T T T T T T ////I L L |
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 40 4,5 8 16 24
Tempo (h)
D
80 —a—C E
. —o—T1| |
60 —A—T2| |
40 -
20;: =

Acticar Redutor (mg/g MS)

4 .
2 -
0 e e e e

00 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 8 16 24

Tempo (h)

Figura 26. Hidr6lise enzimética das fibras vegetais por 24 h. C = grupo controle (tratado com &dgua);
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A andlise estatistica aplicada, ANOVA fatorial, mostrou que houve uma diferenca
significativa no tipo de material vegetal (F=203,62; p=0,0), os tratamentos (F=70,459; p=0,0),
o tempo (F=6,109; p<0,05) e para as interagcdes entre vegetal x tratamento (F=12,27; p=0,0) e
tratamento x tempo (F=5,84; p<0,01).

A hidrdlise enzimética de biomassa lignoceluldsica, vem sendo cada dia mais estudada
para encontrar doses ideais para o processo de sacarificacdo quando se trata da obtengdo do
dlcool de segunda geracdo. Muitos trabalhos apresentam taxas de recuperacdo dos agucares
hidrolisados relativamente altas. A maioria frequentemente associa algum pretratamento, seja
ele fisico ou quimico, a hidrdlise enzimaética.

Virias enzimas sdo requeridas para a hidrdlise dos polissacarideos estruturais da
parede celular vegetal. A utilizacdo de enzimas fibroliticas exdgenas na hidrélise desses
materiais mostra a forma de atuacdo das enzimas sobre o substrato e a eficicia com que essas
enzimas estdo atuando na formagdo do produto (acticares). A melhora na disponibilizacio
desses agucares fermenteciveis, presos na barreira fisica formada pela lignina, permitird um
maior e melhor aproveitamento da celulose pela microbiota ruminal. E importante ressaltar
que esses microrganismos fermentadores da celulose no rimen sdo capazes de hidrolisa-la
completamente se nédo fosse a presenga da hemicelulose e da lignina.

Apesar dos esforcos de investigacdo de institutos de pesquisa, universidades, governo
e particularmente as indistrias do mundo todo que resultaram em significativas redugdes de
custo das enzimas, hd considerdvel influéncia das caracteristicas dos substratos na efici€ncia
de hidrdlise. As tentativas de correlacionar propriedades do substrato especifico com a
eficicia da hidrélise enzimética das celulases foram problematicas, principalmente devido a
heterogeneidade da matriz lignoceluldsica e diferencas entre os substratos resultantes apds
diferentes estratégias de pré-tratamento (CHANDRA et al., 2007). Os fatores do substrato
mais frequentemente relatados em limitar ou influenciar a eficicia enzimatica na hidrélise da
celulose tem sido a cristalinidade desse polissacarideo, o teor de lignina e a forma como ela
encontra-se distribuida no substrato, o grau de polimerizacio da celulose e sua 4rea de
superficie que € acessivel as enzimas. Nas fibras de celulose coexistem regides de alta
cristalinidade e regides amorfas menos organizadas, e quanto maior for a proporcao da forma
cristalina, maior a resisténcia ao ataque enzimitico (MANSFIELD; MOONEY; SADDER,
1999).

O bagago da cana foi menos acessivel as enzimas, quando comparado as outras
forragens. Apesar da composi¢do bromatdlogica (expressa em porcentagem de MS) do

bagaco ser semelhante a da macega (tab. 14), o arranjo e disposicdo dos polimeros de celulose
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e hemicelulose e suas interacdes com a lignina podem limitar o grau de hidrélise dos
polissacarideos.

O bagaco apresenta consideraveis quantidades de celulose, entretanto, seu teor de
lignina é 2 a 4 vezes maior que os capins verdes (tanzannia e braquidria). A lignina, que
protege a biomassa de agressdes externas, sejam elas bioldgicas, fisicas ou quimicas (BON et
al, 2008) dificulta o acesso das enzimas. E como o substrato é insolivel em solugdo aquosa,
as enzimas t€m que entrar em contato com a superficie para que possam reagir.

Ao considerar a quantidade de acucares redutores totais (Fig. 26) provenientes da
hidrélise enzimatica do bagaco expressa em quantidade de celulose, a porcentagem de
hidrélise obtida foi de 10%, evidenciando dessa forma, maior eficiéncia hidrolitica.

Esses dados sdo importantes visto que o bagaco é considerado um alimento de baixa
qualidade para ruminantes e a aplicacdo de enzimas fibroliticas exdgenas nesse tipo de
material seria de grande importancia.

Etapas de pré-tratamento antes da hidrélise enzimdtica tém sido propostas devido a
necessidade de aumentar a acessibilidade do substrato as celulases. Hendriks e Zeeman (2009)
revisaram em seu artigo varios pre-tratamentos utilizados para melhorar a digestibilidade da
biomassa lignoceluldsica. No entanto, todos esses trabalhos sdo voltados para o setor
energético que buscam hidrolisar a lignocelulose para a obten¢do do élcool de segunda

geracao.

5.6. ANALISE QUANTITATIVA E QUALITATIVA DOS ACUCARES LIBERADOS NA HIDROLISE
VEGETAL POR HPAEC-PAD

A andlise cromatografica das amostras e controles (substrato e enzima) foi realizada
para verificar e quantificar quais actcares foram liberados durante a hidrélise (Fig. 27). A
condicdo utilizada foi a melhor obtida no primeiro ensaio, ou seja, volume de 6 mL sob 24h
de agitacdo a 40 °C, conforme descrito na tabela 12. Nesta andlise, foram identificados e
quantificados os carboidratos glicose, xilose, arabinose, galactose, celobiose e xilobiose
(Fig.27), através de suas respectivas curvas de calibracdo (R = 0,98483; 0,99828; 0,99783;
0,99709; 0,99987; 0,99991).
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A tabela 13 apresenta os resultados da quantidade total e individual dos aguicares
detectados pelo HPAEC-PAD. Pela andlise pode-se observar que o tratamento apresentou boa
resposta para todas as amostras quando comparado ao controle, confirmando os resultados
obtidos no primeiro experimento.

A quantidade de agucares liberados diferiu de uma amostra para outra. Isso pode estar
relacionados com as quantidades de hemicelulose, celulose e lignina presentes em cada um
dos vegetais, com as diferentes composi¢des e arranjos dos polimeros em suas células e
também com a forma de atuacdo das enzimas em cada um desses alimentos.

Fica claro que a atuacdo de enzimas do complexo xilanolitico foi bastante expressiva
ao verificar as quantidades de arabionose, xilose e xilobiose, principalmente no capim
braquidria em estagio avancado de maturidade (macega).

A fermentacdo de carboidratos no rimen dd origem a producdo de &acidos graxos
voléteis que representam a principal fonte de energia para ruminantes, atendendo até 80% das
exigéncias didrias. Além disso, o uso de carboidratos pelos microrganismos do rimen é um
fator critico para a maximizacdo da sintese de proteina microbiana e manutencdo da funcio
ruminal (Nussio apud BERCHIELLI et al., 2006).

Encontrar a dose enzimdtica que ird agir com eficiéncia ainda representa um ponto
critico no processo. Esses resultados, embora sejam preliminares, indicam a possibilidade de
uso das enzimas no tratamento de forragens tropicais e outros alimentos fibrosos utilizados
pelos ruminantes.

E importante destacar que as enzimas atuaram de forma expressiva na celulose do
bagaco liberando maior quantidade de glicose entre todos os materiais estudados, equanto nos

demais, parece que a hemicelulose foi o polissacarideo mais hidrolisado (Tab. 13).
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5.7. AVALIACAO DA DIGESTIBILIDADE IN VITRO PELA TECNICA DE PRODUCAO DE GASES

A digestdao do ruminante pode ser estudada utilizando-se uma variedade de procedimentos
laboratoriais. Dentre eles, o método de fermentacdo in vitro € mais barato e mais facil de ser
repetido do que os demais métodos com animais, além de requerer uma pequena quantidade de
reagentes e muitos substratos poderem ser estudados rapidamente. Nele, os microrganismos do
rimen sdo incubados em um substrato, ou qualquer outra amostra que se queira analisar. E
geralmente utilizado na quantificagdo do desaparecimento do substrato, como o da matéria seca,
muito correlacionado com a digestibilidade in vivo.

As técnicas in vitro de producdo de gases sdo capazes de simular o ambiente ruminal e a
digestdo enzimdtica (THEODOROU et al., 1994). Elas também descrevem a cinética de
fermenta¢do ruminal e estimam o consumo, sendo dessa forma, uma opc¢do para o estudo de
diversos alimentos utilizados na dieta de ruminantes.

O experimento utilizando a técnica de producdo de gases avaliou quatro alimentos
diferentes cuja composi¢do bromatoldgica foi determinada (Tab. 14) e trés volumes de extrato
enzimdtico, 2, 4 e 6 mL (tab. 15). As Figuras 28, 29, 30 e 31 mostram o perfil de producdo de
gases ao longo do tempo, e as tabelas 16 e 17 indicam os valores da digestibilidade in vitro na
matéria organica (DIVMO) e a quantidade de nutrientes digestiveis totais (NDT) nos tempo de
24, 48 e 60 h. O experimento foi conduzido em triplicata e com repeticdo, como descrito no item
10 de Materiais e Método.

A andlise estatistica aplicada, ANOVA, também mostrou neste experimento que houve
uma diferenca significativa no tipo de alimento (F=52,394; p=0,0), para os tratamentos
(F=53,926; p=0,0), e na interagc@o alimento x tratamento (F=2,437; p<0,01).

Os alimentos que receberam a dose de 6 mL apresentaram um aumento considerdvel na
DIVMO e NDT em 24 e 48 h quando comparado aos alimentos que ndo receberam o tratamento
enzimdtico. Em 24 h, o capim braquidria apresentou uma diferenca de 11,44% na DIVMO em
relacdo ao controle, e quando analisou-se o percentual de digestibilidade em 48 h, essa diferenca
passou a ser de 18,58%. Nos demais alimentos o mesmo padrdo foi observado, sendo os melhores
resultados encontrados para o BIN (11,85%) e o tanzania (13,03%) em 24 h e o capim braquidria

(18,58%) e o Tanzania (19,69%) em 48 h.
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Conforme os resultados observados, pode-se dizer que a presenca da enzima melhorou o
processo de digestdo da matéria orgdnica e contribuiu para um aumento na quantidade de
nutrientes digestiveis de todos os alimentos avaliados. E importante frisar que a porcentagem de
lignina presente no bagaco de cana e na macega de B. brizantha ¢ maior quando comparada a
porcentagem presente nas forragens verdes, no entanto, o0 aumento observado no percentual de
digestibilidade das forragens verdes ndo foi expressivamente maior. Esse resultado mostra que
nao € apenas a quantidade de lignina presente na parede celular que influencia na digestibilidade
de um alimento, mas também o arranjo e os tipos de interagdes existentes entre todos os
polimeros da parede.

Analisando-se os graficos de producdo de gas (Figs. 28, 29, 30 e 31), pode-se observar
que o extrato enzimdtico bruto atuou sobre os alimentos durante a fermentacdo, liberando
acucares, e estes provavelmente foram assimilados pela microbiota presente no liquido ruminal

com respostas significativas no volume dos gases produzidos.

Tabela 14. Composi¢cdo quimica dos diferentes volumosos utilizados na digestibilidade in vitro por gases.
Os valores relatados sdo a média de duas medidas.

.. Capim )
quimices Cana mmatura BreChiaria B Macega
decumbens
MS 94,5 92,58 93,88 94,89
MM 4,78 8,79 8,19 4,92
EE 0,46 2,11 1,02 0,59
PB 1,93 16,01 10,65 3,85
FDN 89,49 52,22 72,52 82,41
FDA 55,09 24,63 42,13 50,33
Lignina 8,11 2,03 4,31 7,78
Hemicelulose 34,4 27,59 30,39 32,08
Celulose 46,98 22,6 37,82 42,55
NDT 46,85 65,44 55,06 49,38

Resultados expressos em porcentagem (%) de MS. FDN - fibra em detergente neutro; FDA — fibra em
detergente 4cido; NDT — nutrientes digestiveis totais.
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Tabela 15. Composicdo enzimdtica do extrato bruto utilzado no experimento de digestibilidade in vitro do
bagaco de cana, macega de B. Brizantha, Tanzéinia e B. Decumbens.

Microrganismo U totais (Atividade Especifica)
utilizado (mL) ~ 7 ¢ CMcase Xil
7,11 0,42 1
Coriolopsis byrsina 14,22 0,84 2
21,34 1,28 3
B grupo controle
100 2 madocomand
80 _ < tratado com 6 mL

~ 60

q -

E 7 ¢

z 35 5 ¢ l

&b 30 o

S 257 ?

& 201

=15

"c 4

g 101

W 5] g

0 -@%' LI |

0 4 8 1216202428 32364044 48 52 56 60 64
Tempo (h)

Figura 28. Digestibilidade in vitro com produc¢ado de gis do capim macega de B. brizantha
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Figura 31. Digestibilidade in vitro com produgdo de gds do bagaco de cana in natura

Tabela 16. Digestibilidade in vitro da matéria orginica (%) de diferentes alimentos usando solucio
enzimadtica bruta obtida pelo cultivo de C byrsina.

Volumes Extrato Enzimatico (mL)

Alimento
0 2 4 6

% DIVMO 24 h
Braquiaria 44,34 47,39 46,98 55,78
Bagaco de Cana 25,80 28,43 35,83 37,65
Macega 26,90 28,22 30,55 36,23
Tanzania 34,67 40,64 39,44 47,70

% DIVMO 48 h
Braquiaria 58,13 61,93 63,11 76,71
Bagaco de Cana 34,69 38,15 49,73 53,02
Macega 35,81 37,67 39,70 48,61
Tanzania 46,50 54,25 54,00 66,19

% DIVMO 60 h
Braquiaria 60,99 64,26 65,89 81,00
Bagaco de Cana 36,92 40,42 52,11 56,13
Macega 38,21 40,58 43,07 52,33
Tanzinia 50,84 57,39 59,76 72,55

DIVMO - digestibilidade in vitro da matéria orgéanica.
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Tabela 17. Estimativa dos nutrientes digestiveis totais (%) nos diferentes alimentos analisados usando
solucdo enzimadtica bruta obtida pelo cultivo de C. byrsina.

Volumes Extrato Enzimatico (mL)

Alimento
0 2 4 6

% NDT 24 h
Braquiaria 41,23 44,53 44,10 53,60
Bagaco de Cana 24,13 26,08 34,97 36,94
Macega 26,49 27,91 30,43 36,57
Tanzania 30,94 37,41 36,10 45,03

% NDT 48 h
Braquiaria 56,14 60,25 61,53 76,22
Bagaco de Cana 33,74 36,27 49,99 53,54
Macega 36,11 38,12 40,32 49,95
Tanzania 43,74 52,11 51,85 65,01

% NDT 60 h
Braquidria 59,23 62,76 64,53 80,86
Bagaco de Cana 36,15 38,67 52,55 56,91
Macega 38,71 41,27 43,96 53,97
Tanzania 48,43 55,50 58,07 71,89

NDT - nutrientes digestiveis totais.

z

O uso de enzimas fibroliticas ¢ uma das formas de se melhorar o aproveitamento de
residuos de baixa qualidade nutricional como o bagaco de cana, palha de trigo e de arroz e
também o de forragens tropicais. O tratamento enzimdtico desses alimentos favorece a liberagao
dos acucares fermenteciveis e consequentemente pode haver um aumento nos microrganismos
ruminais € melhora no processo de digestdo por disponibilizar mais energia metabolizavel.

Nestes experimentos, nenhum dos alimentos passou por qualquer tipo de pré-tratamento
(quimico ou fisico). Os pré-tratamentos quimicos sao muito utilizados para separar a lignina da
celulose e hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade do material
lignocelulosico, favorecendo a hidrdlise enzimatica (KUO; LEE, 2009), no entanto, quando se
trata da utilizacdo para alimentos que serdo destinados a alimentacdo animal, este torna-se
invidvel, pois os compostos quimicos utilizados a base de peréxido de hidrogénio (CHEN et al.,

2008), 4cido sulfdirico (KUMAR, 2009), acido fosférico (JEIHANIPOUR; TAHERZADEH,
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2009), amonia e hidroxido de sodio (DEAN et al., 2008), geram residuos toxicos que podem
prejudicar a saide dos animais.

A complexidade da parede celular é responsdvel pela inacessibilidade parcial ao ataque de
enzimas hidroliticas aos componentes da parede limitando o grau de fermenta¢do ruminal, além
disso, grande parte dos residuos lignoceluldsicos disponiveis para uso na alimentacdo de
ruminantes apresenta baixo conteddo de proteinas. Considerando a existéncia de ligacdes
cruzadas intermoleculares, a digestdo dos polissacarideos da parede celular requer tanto enzimas
hidroliticas quanto enzimas capazes de clivar as pontes dentro dessa martix com ligacdes
cruzadas (RODRIGUES et al., 2008).

Por este motivo, a utilizacdo de um tratamento que permita aumentar a sua digestibilidade
e valor nutritivo é de fundamental importancia. Em um estudo realizado por Eun, Beauchemin e
Schulze (2007) foram pesquisados produtos com enzimas fibroliticas exdgenas que pudessem ser
promissores e as doses necessdrias para aumentar a digestibilidade do feno de alfafa e da silagem
de milho, além de avaliar a relac@o entre a atividade enzimdtica e as respostas da fermentagdo. Os
autores observaram que dos cinco produtos avaliados dois aumentaram substancialmente a
degradabilidade das fibras do feno de alfafa e da silagem de milho e concluiram que existe uma
correlacdo ideal entre a atividade das celulases junto a xilanase para se conseguir bons resultados.
A dose 6tima para este produto foi de 1,4mg/g de MS, para ambas as forragens, com aumento da
digestibilidade do FDN de até 20,6% para alfafa e 60,3% para a silagem.

E importante salientar que melhorias na degradabilidade da FDN permitem o aumento na
ingestdo voluntdria de alimento por reduzir as particulas no rdmen. O aumento da
degradabilidade da FDN também aumenta a densidade energética das dietas e estimula a
producdo do nitrogénio microbiano (OBA; ALLEN, 1999).

Martins e colaboradores (2006) avaliaram o efeito da suplementacio com enzimas
fibroliticas (celulase e xilanase — Fibrozyme) sobre a eficiéncia de sintese microbiana e a
atividade enzimdtica da B-1,4-endoglucanase (celulase) em animais consumindo dietas contendo
silagem de milho e feno de tifton 85 (Cynodon spp.). Os resultados mostraram que ndo houve
efeito sobre os pardmetros ruminais avaliados, exceto sobre a atividade da -1,4-endoglucanase,
que aumentou com a adi¢ao destas enzimas ao feno.

Segundo Morgavi, Beauchemin e Nsereko (2000), as preparacdes de complexos

enzimdticos comerciais sdo normalmente padronizadas de acordo com sua capacidade em
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degradar celulose ou xilana. Entretanto, estes produtos constituem compostos multienzimaticos
que desempenham diferentes atividades fibroliticas. Portanto, ndo hd controle de qualidade sobre
as outras enzimas, consideradas complemento, que poderiam alterar o desempenho de um
complexo enzimatico.

A especifidade da enzima e o alimento representam um dilema para a formulacdo de
produtos enzimdticos para alimentacdo de ruminantes (BEAUCHEMIN et al., 2003), pois a
grande maioria das dietas comerciais possuem varios tipos de forragem e concentrado.

Os efeitos da suplementacdo de feno de capim, feno de alfafa e palha de cevada com
enzimas fibroliticas exdgenas, foram geralmente maiores apds 5 h de fermentacdo ruminal, sendo
esses efeitos diminuidos apds 10 e 24h. O pH, N-NH3, DMD, aNDFD, ADFD de todas as
forragens que foram medidos somente apds 24 h ndo foram afetados pelo tratamento enzimatico,
enquanto que a producdo de 4cidos graxos totais foi aumentada apds 5 h de fermentacdo do feno
de capim (RANILLA et al., 2008).

Beauchemin e colaboradores (2003) apresentaram dados onde 26 produtos enzimaticos
foram testados quanto a sua habilidade em influenciar a degradacdo da matéria seca de feno de
alfafa e silagem de milho em 18 h de incubacdo (digestibilidade in vitro). Apenas um dos
produtos foi efetivo para ambas as forrageiras. Os autores concluiram por meio destes resultados,
a importancia de combinar o produto enzimético com o tipo de forragem.

A especifidade da enzima e o alimento representam um dilema para a formulacdo de
produtos enzimadticos para alimentacdo de ruminantes (BEAUCHEMIN et al., 2003), pois a
grande maioria das dietas comerciais possuem varios tipos de forragem e concentrado.

Os resultados encontrados nesse trabalho permitem inferir que a fermentagdo em estado
s6lido utilizando substratos economicamente vidveis, aliada a otimiza¢do do tempo para a
producdo de enzimas, podem ser de muita importancia no que concerne o aumento da produgdo
bovina, via incremento do ganho de peso ou da producio leiteira, pelo aumento da digestibilidade

de forragens tropicais.
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5.8. AVALIACAO QUIMICO BROMATOLOGICA DO MATERIAL FERMENTADO COMO POTENCIAL PARA

SER USADO COMO INGREDIENTE EM DIETAS DE RUMINANTES

A bromatologia estuda a composi¢cdo quimica dos alimentos com foco no seu valor
alimenticio e caldrico, suas propriedades fisicas, quimicas, toxicoldgicas e também adulterantes,
como os contaminantes. E uma drea importante no controle de qualidade, no processamento e no
armazenamento dos alimentos processados. Conhecer a real composi¢do quimica dos alimentos é
uma tarefa bastante utilizada por muitas empresas de nutricdo animal durante a formulagcdo de
uma dieta, para que todos os nutrientes sejam corretamente balanceados.

Nesse trabalho, a andlise bromatoldgica foi realizada no material fermentado, proveniente
do cultivo de um fungo em um residuo lignocelulésico, para avaliar o potencial uso desse
material como suplemento alimentar.

Alguns trabalhos relatam a importancia do tratamento biolégico de residuos e subprodutos
agroindustriais, principalmente pela utilizagdo de basidiomicetos. Esse tratamento tem por
finalidade alterar a parede celular, quimica e estruturalmente, permitindo que haja maior acdo das
enzimas produzidas pela microbiota ruminal. Estudos recentes indicam que o pretratamento
biolégico pode melhorar a hidrélise enzimdtica da lignocelulose alem de ter vantagens como o
baixo consumo de energia (YU et al, 2009). Os basidiomicetos, especialmente os fungos da
decomposicdo branca, que podem degradar eficientemente a lignina sdo frequentemente usados
no pretratamento biolégico da lignocelulose, com algumas variacdes na taxa relativa de
degradacao dos carboidratos e da lignina (HATAKKA, 2001). Essas modifica¢gdes sdo refletidas
nas propriedades bromatoldgicas do material fermentado.

A tabela 18 apresenta os dados da composicdo bromatolégica do residuo ndo tratado e do
residuo fermentado com o fungo C. byrsina por 21 dias. Apds o processo fermentativo pode-se
constatar mudancgas na composi¢cdo quimica do material fermentado em relacio a composi¢ao
original. Houve consumo na matéria graxa (porcentagem que se refere ao extrato etéreo), e na
FDN potencialmente digestivel do residuo lignoceluldsico, além de uma pequena reducido na
matéria seca. A hemicelulose foi o componente da parede celular que mais reduziu, enquanto a
celulose permaneceu praticamente inalterada.

Como o material avaliado foi retirado com 21 dias de fermentacdo (periodo de maior

producdo de enzimas), € provdavel que o tempo ndo tenha sido suficiente para ocorrer uma
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despolimerizagdo ou hidrélise consistente na composi¢do da fibra, principalmente na fragdo da
celulose, uma vez que o crescimento dos fungos basidiomicetos é muito lento. E importante
salientar que o fungo secreta enzimas para o meio com o intuito de despolimerizar a fibra e
utilizar o produto como fonte de energia.

Yu e colaboradores (2009), ao avaliarem o pretratamento bioldgico de madeiras duras e
macias por 120 dias usando o fungo Echinodontium taxodii, verificaram que houve perda de
lignina em todos os materiais tratados apds 30 dias, indicando que esse fungo teve boa
capacidade de deslignificacdo, sem maiores perdas na porcentagem de celulose. Outros trabalhos
publicados até o momento que avaliaram o tratamento bioldgico utilizaram tempos de cultivo de
30 dias ou superiores a isso (JONATHAN et al, 2008), havendo maior degradagdo das fracdes da
parede celular.

E possivel inferir que o tratamento de residuos ou forragens de baixa qualidade com os
fungos é uma alternativa interessante e que pode vir a ser usado como ingrediente alimentar nas

dietas.

Tabela 18. Avaliacdo da composi¢do quimica do residuo de cervejaria submetido ao tratamento bioldgico
(processo fermentativo) com o fungo C byrsina por 14 dias. Os resultados foram expressos em % da
matéria original (55 °C).

Residuo sem o .
Residuo fermentado com

Analises in6culo com o .
o fungo C. byrsina
fungo

Matéria seca 94,61 93,73
Extrato Etéreo 6,30 2,24
Matéria Mineral 4,33 2,86
Nitrogénio Total 2,71 4,18
FDN 63,19 59,76
FDA 25,09 29,77
Celulose 19,00 18,78
Hemicelulose 38,10 30,00
Lignina 5,39 10,96

FDN - fibra em detergente neutro; FDA — fibra em detergente acido
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6. CONCLUSOES

e O presente trabalho mostrou que a producdo de enzimas por fermentacdo em estado
sOlido utilizando residuos ou subprodutos agricolas e agroindustriais foi muito boa
com alta producao de lacase;

e Os fungos do filo Basidiomycota que foram isolados em projetos anteriores e que
pertencem a colecdo de cultura do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia
Aplicada Ibilce/UNESP, apresentaram excelente potencial de produg¢do de muitas
enzimas, principalmente as do complexo ligninolitico e merecem uma atencdo
especial em estudos futuros;

e As enzimas estudadas nesse trabalho apresentaram caracteristicas interessantes para
muitas aplicacdes industriais. Foi possivel avaliar nesse trabalho o efeito sinergistico
entre as enzimas, uma vez que o experimento de hidrélise de biomassa vegetal foi
realizado com solucdes enzimdticas brutas que continham diferentes enzimas, com
diferentes quantidades;

e A dose enzimdtica ideal para aumentar a digestibilidade de materiais vegetais e
melhorar a hidrélise dos polissacarideos ainda nao pode ser determinada. Pode-se
perceber que quanto maior foi a dose melhor foi a resposta, contudo, quanto mais
enzimas utilizarmos no processo, mais caro ele se torna, além dos processos de

repressdo catabolita exibido por algumas hidrolases.

7. CONSIDERACAO FINAL

As propostas para projetos futuros sdo a ampliacdo da produgdo de enzimas em escala
industrial utilizando bioreatores para fermentagdo em estado sélido e a formulagdo de uma dieta
que tenha como ingrediente enzimas que irdo atuar nas fibras vegetais e melhorar o desempenho

dos animais a campo.
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