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RESUMO

O bagago de cana-de-agicar com ou sem adicdo de
melaco de cana foi submetido a Fermentagdo Sélida (SSF) por duas
linhagens/espécies de basidiomicetos:Pleurotus ostreatus “tiuti” (P1 ou P1M) e
Pleurotus ostreatusroseus (016 e 016M) durante 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, e 60
dias. Foram observados o crescimento micelial de cada linhagem e realizadas, em
cada periodo; as determinagbes das atividades das enzimas lignoceluloliticas,
determinacdes dos niveis de lignina, celulose, hemicelulose, matéria seca,
proteina bruta, FDN e da digestibilidade “in vitro”. Foi também determinada a
digestibilidade “in situ” do bagacgo fermentado por P. “tiuti”, por ter mostrado

maior eficiéncia no crescimento e adaptagao ao substrato bagacgo de cana.

Os resultados mostraram que as duas linhagens/espécies
possuem diferentes perfis metabodlicos. A linhagem/espécie 016 com e sem
melago mostrou maior atividade de enzimas celuloliticas. No entanto, P1 com e
sem melaco, mostrou maior atividade de enzimas ligninoliticas. Quando o meio de
bagaco continha melaco foi observado uma depressdo na atividade das enzimas
celuloliticas e uma estimulacdo da atividade das enzimas ligninoliticas MnP e AVO

em P1. As duas linhagens/espécie mostraram atividade de LiP.

Os dados das analises quimicas estao de acordo com os
perfis enzimaticos mostrados para cada linhagem/espécie, mas nao houve
correlagdo com a digestibilidade in vitro. Os resultados da digestibilidade in situ
mostraram uma otima digestibilidade da matéria seca do bagaco de cana

fermentado com P1 por 45 dias.

Os resultados mostrados permitem afirmar que a SSF P. “tiuti” degradou mais
eficientemente o bagago de cana e também foi responsavel por um maior aumento
nos niveis de proteina.

Os resultados permitem afirmar que a SSF do bagaco de cana empregando

XXV



Pleurotus ostreatus “tiuti” € um recurso recomendado para melhorar a qualidade

nutricional do mesmo.
Palavras chave: Pleurotus ostreatus “tiuti” — Pleurotus ostreatusroseus -

Fermentagdo sdlida — bagago de cana-de-aglcar — enzimas linoceluloliticas —

digestibilidade — in vitro — in situ.

XxXvi




ABSTRACT
Sugarcane bagasse (SB) and SB plus molasses (SBM),

were used as substrates for Solid State Fermentation (SSF) by two strains/species
of genus Pleurotus: P. ostreatus ‘“tiuti” (P1) and P. ostreatusroseus (016), for a 60
— days period. Samples were collected at each 5 — days interval up 30 days and
then at the 45" and 60" days of incubation, and the following determinations were
carried out: the lignocellulolytic activities; levels of Cellulose, Hemicellulose and
Lignin; Dry Matter; Protein, Fiber Detergent neutral (FDN) and in vitro digestibility.
Since P. piuti showed greater efficiency for adaptation and growth in SB in situ

digestibility was carried out for P. ostreatus “tiuti” samples only.

The results showed that the two strains differed
enzimatically. The strain 016 in SB or SBM produced higher cellulolytic activities
whereas P1 exhibited higher ligninolytic activities. The presence of molasses had a
negative effect on the cellulolytic activities but caused a stimulation on the
ligninolytic activities of manganes peroxidase and vertaryl alcohol oxidase. LiP
was produced by the bothstrains.

The levels of cellulose, hemicelulose and lignin are in
accordance with the enzymes produced, but not with in vitro digestibility. However,
in situ digestibity analysis showed a good digestibility for SB inoculated with P1
and grown for 45 days.

The results indicate that P. “tiuti” degrades SB more

efficiently than 016, and also causes greater increase in the protein levels.

This work shows that the use of SB for SSF with P. “tiuti” could be
recommended for improving the quality of SB.

Key-words: Pleurotus ostretatus “tiuti” — Pleurotus ostretusroseus - solid-state

fermentation — lignocellulolytic enzymes — digestibility in vitro — digestibility in situ.



Introdugéo

1. INTRODUGCAO

O peso seco da matéria organica produzida anualmente por
fotossintese € estimado em 155 bilhdes de toneladas; sendo dois tergos do valor
produzidos na Terra (RAJARATHNAM & BANO, 1991). Grande parte desta
matéria organica fotosintetizada € constituida por material lignocelulésico, formado
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, na propor¢ao de 45, 25 e
20%, respectivamente. Na pratica, é dificil utilizar estes materiais lignoceluldsicos
efetivamente, devido a fatores como mudangas estacionais, quantidade,
inconveniéncias no transporte e estocagem de todo o volume produzido.
Consequentemente, esta biomassa em forma de residuo agricola se acumula em
grandes quantidades causando deterioracao do meio ambiente e perda de um
recurso potencialmente importante (CHANDER & SINGH, 1993).

Como a populagao mundial cresceu muito durante os ultimos
anos e a agricultura tradicional nao consegue suprir satisfatoriamente a demanda
alimenticia, faz-se necessario uma utilizagdo mais eficiente de todos os
carboidratos disponiveis na natureza, inclusive os polissacarideos lignificados,
transformando-os em alimentos de qualidade para ruminantes e humanos (REI,
1989). Os residuos agricolas constituem uma rica fonte de carboidratos mas seu
valor alimenticio & limitado pela baixa degradabilidade. Os principais fatores que
contribuem para esta baixa degradabilidade sao: a lignificagao, a silificacao e a
cristalinidade da celulose (KARUNANANDAA et alii, 1992).

A lignina, o segundo polimero natural mais abundante da
Terra, constitui 15 a 30% da parede celular das Gimnospermas e Angiospermas

formando uma matriz ao redor do polimero mais abundante da Terra, a celulose.
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A incrustacdo desta matriz retarda significativamente a despolimerizagao da
celulose, sendo que a degradagao da lignina constitui um desafio importante para
a ciéncia atualmente (GOLD & ALIC, 1993).

Durante os Ultimos anos, consideraveis esforcos foram
empregados na tentativa de melhorar a digestibilidade e a utilizagao industrial dos
residuos agricolas, entre os quais, diferentes tratamentos fisicos e quimicos.
Porém, os resultados sdo de limitado sucesso principalmente, pelo custo
econdmico. A deslignificagdo biolégica tem recebido menor atengéo apesar das
vantagens serem semelhantes aos processos de hidrélise acida-enzimatica de
polissacarideos, uma vez que Os processos biolégicos se desenvolvem em
condicées brandas, sdo de alta produtividade, tem poucas reacGes cruzadas,
menor demanda de energia e menor resisténcia a pressao e corrosao do reator
(REID, 1989).

Dentre os melhores degradadores biolégicos do material
lignoceluldsico estao os “fungos de decomposigdo branca” que pertencem ao
grupo dos basidiomicetos sendo o mais amplamente estudado Phanerochaete
chrysosporium (KEREM et alii, 1992). Fungos comestiveis (cogumelos) cultivados
para fins comerciais como Lentinula edodes, Volvariella volvacea e Pleurotus
sajor-caju, utilizam de maneira diferente os residuos lignocelulésicos mostrando
que seus perfis de enzimas lignoceluloliticas (celulases e ligninases) também sao
diferentes daqueles de P. chrysosporium (BUSWELL, 1996).

A decomposicao de material lignocelulésico  por
microorganismos depende de seu grau de atividade lignocelulolitica exocelular do
microorganismo que o capacita para decompor e metabolizar o complexo

heterogéneo dos trés componentes lignoceluldsicos: celulose, hemicelulose e

2
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lignina (MASAPHY & LEVANON, 1992). Assim P. chrysosporium utiliza mais
celulose e hemicelulose que lignina, mas, como o rimen pode digerir celulose e
hemicelulose e nao lignina, &€ necessario encontrar um fungo especifico para
degrada-la, ja que sua degradagdo € complicada e ainda pouco compreendida
(DAS & KARIM, 1995).

Um fungo comestivel que degrada lignina de maneira muito
eficiente € o basidiomiceto Pleurotus ostreatus (CHANG & MILES, 1989). Em
geral, o sistema lignocelulolitico do género Pleurotus nao esta bem definido e
existem evidéncias mostrando que pode ser diferente dos outros fungos de
decomposigdo branca, até agora estudados (WALDNER et alii, 1988; SANNIA et
alii, 1991; MASAPHY & LEVANON, 1992). O mecanismo de degradagao de
lignina tem sido menos estudado que o de P. chrysosporium (KEREM & HADAR,
1993). Assim, diversos autores ndo tém encontrado lignina peroxidase (LiP) como
componente de seu sistema lignocelulolitico (KIMURA et alii, 1990; HADAR et alii,
1993) e os esforgos feitos para detectar lignina peroxidase nao tem obtido
sucesso (VALMASEDA et alii, 1991, KEREM et alii, 1992) seja ao nivel de
proteinas (WALDNER et alii, 1988) ou ao nivel de DNA (KIMURA et alii, 1990).
Parece que a enzima mais importante na degradagao de lignina por este fungo é
a lacase (SANNIA et alii, 1991; VALMASEDA et alii, 1991; KEREM et alii, 1992),
mas também foi encontrado alcool veratrilico (AVO) (GUILLEN et alii, 1990;
VALMASEDA et alii, 1991).

Pleurotus sp tem a capacidade de se desenvolver em uma
ampla faixa de temperatura (15-31°C), colonizar um amplo namero de residuos
lignocelulésicos, ndao necessita de substrato pré-formado e ainda possui grande

capacidade de adaptagdo as mais diversas condicdes climaticas
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(RAJARATHNAM & BANO, 1987; CHANG et alii, 1991). Culturas de Pleurotus sp
sobre os mais variados residuos agricolas como palhas de diferentes cereais,
capsulas de algod&o, casca de laranja, polpa de café, bagago de cana-de-agucar,
dentre outros, foram realizados em diferentes locais sob diferentes condigoes,
geralmente em fermentagao liquida. Porém, cultura em Fermentagao Sélida (SSF)
foi a menos estudada (BISARIA et alii, 1987; ORTEGA et alii, 1993).

Diversos autores tém encontrado que a fermentagéo solida
em diferentes residuos agricolas aumenta sua digestibilidade e seu teor de
proteinas (VALMASEDA et alii 1991), e com os corpos de frutificagao de Pleurotus
sp existe a possibilidade que os residuos lignocelulésicos sejam convertidos num
saboroso alimento para o homem, conhecido como “Ostra”. Outra vantagem da
fermentagao sélida (SSF) é o baixo custo, ja que pode utilizar residuos agricolas,
equipamentos menos sofisticados e tecnologias mais simples ( CHANG & MILES,
1989; KEREM et alii, 1992; PAI et alii, 1995).

No Brasil, 0 bagaco de cana-de-agucar constitui um residuo
agro-industrial importante, que em muitas ocasiées tem servido como alimento de
emergéncia para o gado, e para que estes sejam mais e melhor utilizados devem
ser submetidos a diferentes tratamentos fisicos para melhorar seu valor nutritivo.
Porém, com o decorrer do tempo, observou-se que os animais alimentados com
este bagaco tratado comegaram a perder peso, o que foi explicado pela presenca

de furfural gerado durante o processamento (CAIELLI, 1988).

Os fatos citados anteriormente e o crescente interesse
mundial pela fermentagao soélida, associado a possibilidade de emprego de uma

alternativa local para utilizar este potente recurso agro-industrial, representado
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Introdugéao

pelo bagagco de cana-de-aglcar com vistas a alimentagdo animal, motivaram a

realizagao deste trabalho que tem como objetivos principais:

¢ Submeter o bagago de cana de agucar a um processo de
fermentagéo sdlida (S.S.F.) por duas diferentes linhagens/espécies de
Pleurotus (P ostreatus “tiuti” e P ostreatusroseus), a 30° C durante 5, 10, 15,
20, 25, 30, 45 e 60 dias a fim de: Observar e comparar as modificagdes do
complexo  lignocelulésico obtido pela fermentacdo das duas
linhagens/espécies de Pleurotus, medindo a concentragao de: celulose,
hemicelulose e lignina no substrato fermentado; Avaliar as atividades das
enzimas celuloliticas: (Avicelase, Carboximetilcelulase, B-Glucosidase e
xilanase) e das enzimas ligninoliticas (Lacase, Lignina peroxidase,

Manganés peroxidase e Alcool veratril oxidase);

¢+ Adicionar melago de cana ao substrato (bagago de cana) e
submete-lo a fermentacao solida nas mesmas condigdes que o bagaco de
cana “in natura”, verificando se existem diferencas nos parametros

estudados (degradacao do material lignocelulésico e atividade enzimatica).

¢ Determinar a digestibilidade in vitro do bagago submetido
a SSF.

¢Determinar a digestibilidade in situ dos meios de
fermentacdo que apresentarem maior desenvolvimento  micelial

(determinado por observagao visual) e o maior ganho de proteina bruta.
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132. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

A produtividade de biomassa seca devido a fotossintese de
vegetais, na terra € estimada em 155 bilhdes de toneladas por ano, dos quais ao
redor de dois tercos sao produzidos nos continentes e o restante nos oceanos. A
maioria do material das plantas terrestres provém das florestas (65%), porém,
mais de 15% & gerado nos campos de cultivo. Mais ou menos 1,25% do total da
biomassa terrestre € usado na alimentagdo humana, com uma perda de mais ou
menos 9% durante o processamento, sendo o restante constituido de residuos
lignoceluldsicos. Residuo de cereais e legumes, de plantas como bambu, papiros,
canhamo, linho, fibras de algoddo e de cana de aclcar sdo os de maior
importancia (RAJARATHNAM & BANO, 1991).

O tipo e utilidade dos residuos lignocelulésicos em qualquer
regiao geografica particular dependem de fatores climaticos e ambientais, do tipo
de cultura e da natureza da tecnologia local. Assim, a palha de trigo e milho sao os
subprodutos que prevalecem na Europa e América do Norte, enquanto que a
palha de arroz é abundante na Asia. Grandes quantidades de residuos
lignocelulésicos sao produzidas a cada ano nos Estados Unidos e no Reino Unido
onde uma consideravel quantidade deles & queimada. Igualmente, nos paises
asiaticos, uma boa fragéo da palha de arroz é queimada, outra parte enterrada ou
usada na cobertura de tetos ou de alimento para o gado, enquanto a metade deste
residuo agricola permanece sem ser usado. Numerosos e variados legumes sao
cultivados em diversas partes do mundo e para cada tonelada coletada, se obtém
duas a trés vezes de residuo disponivel. Acontece o mesmo na colheita de
sementes oleaginosas que geram grandes quantidades de residuos agricolas que
permanecem sem uso (CHANDER & SINGH, 1993).
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Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), a cada
ano sao produzidos 2.946 milhdes de toneladas de palha de cereais. Os residuos
de cereais mais importantes sao os constituidos pela palha de trigo, de aveia, de
centeio, de arroz e sabugo de milho (NICHOLSON, 1984).

Em geral, os residuos agricolas sao de baixo teor
alimenticio, classificados como de baixa qualidade por seu alto conteudo de fibras,
baixa degradabilidade no rimen, baixo teor de proteinas, vitaminas e minerais,
mas mesmo assim representam uma rica fonte de energia cujo uso e aplicacao
sao muito antigos, seja como alimento direto ou como componente dos alimentos,
costituindo um papel importante na dieta de ruminantes (HADAR et alii, 1992).

A digestibilidade dos residuos vegetais dependem da
lignificacao, silificagcao, cristalinidade da celulose, disponibilidade de agulcares
soliveis e de compostos amino nitrogenados (LINDENFELSER et alii, 1979;
NICHOLSON, 1984).

Dentre os residuos agricolas provenientes dos cereais,
sabe-se que a palha de aveia € mais digerivel que a palha de cevada e esta por
sua vez, mais que a de trigo. A palha de arroz tem caracteristicas especiais que a
tornam diferente dos outros cereais; os caules sao mais digeriveis que as folhas
em oposi¢ao ao que ocorre com os outros cereais. Entretanto foi encontrado que o
sabugo de milho tem a mais alta digestibilidade. Em geral, a palha de arroz
contém mais silica (10-12%) e menos lignina (6-7%), ao contrario das folhas de
outros cereais que contém 10-12% de lignina e 6-7% de silica. Este alto contetddo
de silica na palha de arroz pose ser absorvido em 30%, e excretado logo pela
urina dos animais. As ramas de algodao e a palha de trigo apresentam uma
digestibilidade de 47%. As folhas de mandioca contém 20% de proteina bruta,
mas sua digestibilidade é baixa devido ao alto teor de glicosidios cianogénicos,

(HCN) e/ou pela grande quantidade de taninos ligada a proteinas que afeta a
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degradacao enzimatica. A palha integral de soja tem 40% de digestibilidade e a
digestibilidade de sua proteina & de 30 a 40% (NICHOLSON, 1984). A palha de
café também mostra baixa digestibilidade devido aos altos niveis de nitrogénio
lignificado (CALZADA et alii, 1987).

Como cada vez os recursos naturais diminuem e as
necessidades aumentam, existe a possibilidade de utilizar os residuos
lignoceluldsicos provenientes da agricultura, do processamento agro-industrial e
florestal que poderiam contribuir grandemente para preencher as necessidades de
alimentos baratos, combustiveis, fertilizantes e variados compostos quimicos.
Geralmente as tecnologias propostas para utilizar os residuos lignocelulésicos
apresentam baixa produgao e/ou uma alteragao dos agucares disponiveis no
material bruto. Entre as diferentes razdes para que isto ocorra estdo: 1) a
dificuldade de manipulagéo dos sélidos num sistema de processamento continuo:
2) a formagao de produtos de degradacao indesejaveis; 3) a presenca de

substratos recalcitrantes nos processos de bioconversao (LAMPTEY et alii, 1986).

Dentre as culturas geradoras de residuos agricolas, a cana
de agucar se destaca por gerar diversos subprodutos que podem ser utilizados a
nivel industrial. Os dois principais subprodutos da industrializacdo da cana de
agucar com potencial de utilizacédo sao o bagago de cana e o melaco. Por
definicao, o bagago €& aquele residuo fibroso, insolivel em agua, obtido apds
compressao e extragdo do suco do colmo da cana no processo de obtencdo do
agucar. Este bagaco consiste principalmente de celulose, hemicelulose e lignina.
Da celulose, pode-se obter papel, da hemicelulose, furfural e seus derivados e da
lignina, plasticos. O bagaco tem pouca proteina e seu TDN (Nitrogénio Digerivel
Total) pode ser encontrado em diversas tabelas, variando entre 26 e 46%
(PATURAU, 1989). O alto contetdo de lignina no bagago o impede de ser digerido
pelos animais, tornando-o alimento de baixa qualidade (ORTEGA et alii, 1992). As

folhas e parte mais alta da planta de cana de aglcar, geralmente deixados nos
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campos apos a colheita do colmo representam 40% do peso total da planta e tem
sido estimulada sua utilizagao na alimentagao animal, mostrando ter um TDN de
50% (NICHOLSON, 1984).

Sendo o bagago de cana um subproduto de baixo valor
alimenticio, seu custo total € incrementado pela manipulagédo, estocagem e
transporte ja que sua baixa densidade (cerca de 160 Kg/m®) e a relativa facilidade
de combustdo aumentam o custo de manipulagao e transporte; além de sua
utilizagdo como combustivel nas usinas € raro encontrar uma outra utilizacao
imediata. Devido ao alto conteudo de agucar residual, umidade e microorganismos
(leveduras, fungos e actinomicetos) o bagago fermenta rapidamente com
produgao de alcool seguido por acido aceético e outros acidos. Esta fermentagao
produz grande aumento de calor e de volume de didxido de carbono e mudancgas
significativas na quantidade e qualidade do material fibroso, tendo sido
recomendado a secagem ou alguns tratamentos quimicos a fim de controlar o
desenvolvimento da flora termofila e termotolerante (PATURAU, 1989).

O melago é produzido durante a obtengdo do agtcar, depois
de repetidas cristalizagbes. Este xarope residual que nao cristaliza sacarose é
obtido por método simples. A mais importante caracteristica do melago é seu alto
conteudo de carboidratos, principalmente na forma de agucares (48-56%). A
matéria organica nao constituida de acgucar & pequena e constituida por
componentes do sabor e da cor. Os compostos nitrogenados expressos como
proteina alcangam apenas 3,5% de sua composicao e € de pouca digestibilidade,
sendo que o conteudo de vitaminas também é baixo e constituido principalmente
pelas vitaminas do complexo B. Os microelementos minerais estao constituidos
principalmente de cobalto, iodo, cobre, manganés e zinco. Apesar do melago ser
considerado nutricionalmente pobre tem a vantagem da boa palatabilidade e
peletizacado e por isto € usado em ragdes para animais servindo como veiculo na

adicao de outros compostos como uréia e acido fosférico. O melago tem um ligeiro
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efeito laxativo devido a presenga de potassio, mas em altas concentracdes pode
causar disturbios digestivos. Misturas de melago e bagaco de cana tém sido
usadas em certas regides onde se produz cana, para a alimentacdo animal e em
varios lugares constitui uma pratica comum adicionar, além deste elemento, outros
compostos como torta de semente de algodao e de soja com o intuito de melhorar
o valor nutricional e assim encontrar uma adequada utilizagao do bagaco de cana:
porém geralmente os resultados obtidos foram pouco satisfatérios do ponto de
vista comercial (PATURAU, 1989).

No Brasil, foram produzidos 125 milhdes de toneladas de
agucar de cana em 1985-1986, que geraram 31 milhes de toneladas de bagaco,
dos quais 50% foram queimados para produzir energia (vapor) e eletricidade: do
bagago remanescente 100 mil toneladas foram utilizadas na industria de papel:
140 mil toneladas na produgao de furfural, um composto de grande aplicagao
industrial, e 140 mil toneladas para cobrir a terra e alimentagdo animal (CAIELLI,
1988). Em 1994, 70,9 milhGes de toneladas de cana de agucar foram produzidas
no mundo, os quais renderam 170, milhdes de toneladas de bagaco niimero que
poderia ser incrementado a mais de 210 milhdes de toneladas incluindo o bagaco
gerado da industria do alcool, principalmente no Brasil. Em 1996 foram relatadas
86 plantas de polpa e papel de bagago no mundo, a maioria na América Latina,
como fonte alternativa principal da madeira para produzir celulose; porém, mesmo
assim, o uso do bagago € considerado limitado, devido principalmente aos poucos
conhecimentos da potencialidade desta fibra (FERNANDEZ, 1996). No Brasil,
desde 1985, vem-se utilizando bagago de cana hidrolisado por vapor de 20 kg/cm?
durante 5 minutos liberado a pressado abruptamente no final desse periodo. Os
resultados sao muito satisfatérios no uso como componente de ragédo para o
engorde do gado, mas as dificuldades aparecem na utilizagdo desta técnica a
nivel industrial j& que a operagdo de secagem do material aumenta muito o custo
total. Diante desta dificuldade, é recomendavel que esta fonte alternativa e barata
de alimentagao animal seja replanejada localmente (PATURAU, 1989).
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2.2 LIGNOCELULOSE
2.2.1 Estrutura

Lignocelulose é a denominagao dada a os compostos que
estdo intimamente relacionados a parede celular das plantas, onde a celulose esta
fortemente ligada a lignina e a um outro polissacarideo chamado comumente de
hemicelulose. Este material, também conhecido como “residuo lignocelulésico” e
que pode ser definido como aquela porcdo do reino vegetal nao utilizada
apropriadamente pelo homem considerando que cada residuo possa ter algum
tipo de utilidade (CHAHAL, 1991).

A parede celular das plantas (madeira) é classificada em
dois grandes grupos: madeira flexivel e macia das Gimnospermas (pinho e
coniferas) e a madeira dura e resistente das Angiospermas (videira, alamo,
aceraceas, carvalho, etc). Elas diferem no tipo de células que as constituem. As
madeiras macias tém dois tipos de células: as de fibras longas (2-5 mm) que dao
resisténcia a madeira e sao responsaveis pelo transporte de agua no sentido
vertical, e as células pequenas, estriadas que transportam agua na direcao
horizontal; aléem disso, este tipo de madeira tem os canais de resina na direcao
horizontal e vertical. As madeiras duras possuem maior diversidade de células.
Em geral, o crescimento em anéis das madeiras duras € composto de um arranjo
de varias formas dos vasos, de fibras e células estriadas do parénquima. Estas
celulas estao preparadas para a conducgdo de agua, dar resisténcia, transporte e
armazenamento de nutrientes (CHAHAL, 1991).

Normalmente as células dos compostos lignocelulésicos se
disp6em formando camadas onde uma delgada parede primaria contorna a outra
parede relativamente fina, a parede secundaria (Fig. 1). A parede primaria tem sé
0,1 — 0,2 um de espessura e contém uma rede disposta ao acaso e livremente

organizada de microfibrilas de celulose. A parede secundaria, no entanto, é

12




Reviséo Bibliografica

composta por trés camadas Si, S; e S;. A camada mais externa da parede

secundaria é a camada S1 que apresenta uma estrutura de fibrilas cruzadas e com

Figura. 1 Esquema mostrando a parede celular das plantas (CHAHAL, 1991).

baixo contetido de lignina. A camada seguinte é a S; e constitui a porg&o principal
da parede secundaria (1-5 pm de espessura) onde as fibrilas estdo sempre
orientadas no eixo principal do lumen. Esta camada é de calibre variavel e
geralmente forma o volume de substancias da parede celular. A camada S; é
bastante fina e as microfibrilas formam um eixo horizontal que contornam a
camada verrugosa que € a por¢ao mais interna da parede celular, provavelmente
formada de fragmentos protoplasmicos. Nas madeiras macias ou muito duras esta
camada € uma mistura heterogénea de componentes de composicao
desconhecida. A porg¢ao central, depois da desintegragido do protoplasma com o
envelhecimento é vazia e chamada de limen. O material intercelular chamada de
lamela meédia (M) e as paredes primarias adjacentes (P) de duas células estao
ligadas por substéncias pécticas e lignina. (CHAHAL, 1991).

E importante ressaltar que celulose, hemicelulose e lignina
estao presentes em cada camada da parede celular, mas a concentragdo destes
13
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varia em cada camada; assim a celulose € mais alta na subcamada S, e diminui
até a lamela média onde esta presente somente em pequenas quantidades, a
camada S; é rica em hemicelulose mas na lamela média a lignina € o componente
predominante; embora a concentragao de lignina seja mais alta aqui, esta porgao
e extremamente fina; entdo a maior parte da lignina esta na parede secundaria
(KUHAD et alii, 1997).

A palha € um material mais heterogéneo que a madeira; no
entanto, a estrutura de sua parede celular tem sido menos estudada que as das
fibras de madeira. As fibras das palhas derivam principalmente de células e
internodos mais ou menos longos e finos, claramente pontiagudas. Além das
fibras, as palhas contém tecidos nao fibrosos curtos que consistem de células
epidérmicas, plaquetas, células serrilhadas e espiraladas, as quais sao derivados
das resinas, nodulos, etc. (KUHAD et alii, 1997).

Cada camada que compbe a parede celular consiste de
microfibrilas de celulose embebidas numa mistura diferente de hemicelulose e
ligninas. As moléculas de celulose nas camadas S1 e S3 sdo depositadas em
hélice com relacéo ao plano do eixo das fibras. No entanto, aquelas da camada S2
sao depositadas numa série concéntrica sendo que o numero delas tem
correlagao com os dias de crescimento das fibras. Entre cada camada da parede
celular secundaria, a celulose e os outros constituintes sao agregados entre eles,
constituindo longos e finos pacotes chamados de microfibrilas. Entre cada
microfibrila as moléculas lineares de celulose sao ligadas lateralmente por
ligagoes de hidrogénio e associadas em varios graus de paralelismo; regides que
contém moléculas altamente ordenadas sao chamadas de regides cristalinas e
onde existe menor ordem sdo chamadas de paracristalina ou regiao amorfa. As
microfibrilas tem cerca de 50 — 100 A de didametro e consiste de um centro
cristalino de celulose altamente ordenado rodeado por uma camada para-cristalina

que no algodao contém principalmente moléculas de celulose, e na madeira esta

14




Revisao Bibliografica

constituido principalmente por moléculas de hemicelulose e lignina. As moléculas
chegam a ser menos ordenadas em certos pontos das microfibrilas e alguns
estudos revelam que as moléculas de celulose estdo entrelacadas em cadeias
duplas como fitas, que por sua vez, € torcida como numa hélice (FUJITA &
HARADA, 1991).

As fibras finas ou microfibrilas e as fibras libriformes (fibras
de longitude 0,64 — 2,30 mm) estao localizadas em volta dos vasos e conectadas
a outras células pelas bordas ou por simples cicatrizagdo. Os vasos sao canais
finos e curtos (0,03 — 0,13 mm) que quando localizados na parte superior de cada
célula, formam tubos de varios metros de comprimento. Estes vasos sio mais
efetivos para o transporte de agua nas madeiras duras que nas fibras de madeira
macia (KUHAD et alii, 1997).

2.2.2 Composi¢ao Quimica

A biomassa lignocelulésica proveniente dos residuos
agricolas consiste principalmente de trés polimeros interligados a celulose,
hemicelulose e lignina; aproximadamente a metade dessa biomassa é constituida
por celulose; a hemicelulose e lignina constituem cada um quarta parte do total
(BROWN, 1985). O residuo das gramineas contém menos celulose e lignina que a
madeira e como tem menor densidade, sdo mais volumosos que os residuos da
madeira. O conteudo de hemicelulose € maior nas gramineas que nas madeiras e
algumas gramineas como a palha de arroz, bagago de cana-de-aglcar, tem um
alto conteido de silica e pouco se sabe sobre a fungdo deste composto na
bioconversao (CHAHAL, 1991).

2.2.2.1 Celulose
A celulose € o componente mais abundante da parede

celular formando a matriz de suporte para a membrana celular. Este componente
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quimico & um homopolimero de unidades de hidroglucopiranonas repetitivas,
ligadas por ligagdes B-1,4-glicosidicas. O numero de glicoses por molécula de
celulose varia desde poucas unidades (15 ou menos) a muitas unidades (10.000 a
15.000), sendo que a unidade basica da celulose € constituida por duas unidades
de glicose ligadas por ligagdes p-1,4. (CHANDER & SINGH, 1993).

O tamanho da molécula de celulose & determinado pelo grau
de polimerizagcao (DP) que é o valor médio do numero de unidades de
mondémeros. Cada unidade de glicose gira 180° em relagéo a seus vizinhos dentro
do eixo principal da cadeia, sendo que esta rotacao de residuos adjacentes e as
ligacoes B-1,4 conferem a celulose uma rigida estrutura em espiral. A abundancia
de grupos hidroxilas e a tendéncia a se formarem ligagdes de hidrogénio inter e
intramolecular, resultam na formagao de agregados lineares que atribuem
resisténcia as plantas e a insolubilidade da celulose a solventes comuns,
particularmente a agua (FUJITA HARADA, 1991).

A celulose nativa cristaliza imediatamente apods sua
biossintese, e contém regides cristalinas e amorfas. Nas zonas cristalinas, que
sao altamente ordenadas, encontram-se dispersas as zonas amorfas que sao
menos ordenadas, e onde os grupos hidroxilas estao mais disponiveis para reagir.
As cadeias de moléculas de celulose sao agrupadas em feixes de quase 30 para
formar as microfibrilas, e aproximadamente 100 microfibrilas formam as fibrilas,
que sao estabilizadas lateralmente por ligagbes de hidrogénio entre os grupos
hidroxilas das cadeias adjacentes, e chegam a ser tao resistentes, que tém sido
considerados mais fortes que o ago do tamanho correspondente desta,
contribuindo desta maneira significativamente a resisténcia da madeira. O arranjo
das moléculas de celulose em feixes de fibrilas ocorre de maneira muito regular

chegando a ter uma difragao cristalina caracteristica de raios X.
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A resisténcia da celulose nativa a hidrolises enzimaticas,
deve-se a suas propriedades intrinsecas e também & associagdo com lignina e
polissacarideos como hemicelulose e pectina, que impedem o acesso de enzimas
celuloliticas. Foi encontrado que a degradabilidade da celulose por uma flora mista
do rumen é inversamente proporcional a cristalinidade do substrato. No entanto, o
grau de cristalinidade ndo € demasiado importante em determinar a
susceptibilidade a degradagéo enzimatica da celulose, sendo mais importante
considerar o grau de turgescéncia (inchago) da estrutura fibrilar e o volume dos
poros entre as fibrilas (COUGHLAN, 1990).

As fibrilas de celulose contornando a célula em arranjo
paralelo regular em camadas, sdo cimentadas ou ligadas pela matriz de um outro
polimero, a hemicelulose (CHANDER & SINGH, 1993).

2.2.2.2 Hemicelulose

Dependendo da espécie vegetal analisada cerca de 20 a
30% do peso seco é constituido pela hemicelulose e assim como a celulose, a
hemicelulose mostra uma variedade de estrutura e composi¢cao. Sdo polimeros
homogéneos ou heterogéneos, lineares efou ramificados, compostos
principalmente de trés hexoses: glicose, manose e galactose, e de duas pentoses:
xilose e arabinose, junto com o acido urénico. Trés grupos de hemicelulose bem
definidos podem ser identificados: 1) Xilanas, que tém um esqueleto basico
composto de unidades D - xilopiranosa ligadas por 3-1,4 glucosidico, com ligagdes
laterais para arabinose, acido 4-O-metilglucordnico e acido arabino glucorénico; 2)
Mananas, que sao compostas de ligacdes das unidades de B-1,4-glucomananas e
D-manopiranosa que sao parcialmente substituidas por unidades de «-galactose e
unidades de acetil; 3) Galactomananas, semelhantes as mananas, identificadas
pelo alto conteudo de galactose (CHANDER & SINGH, 1993; OLSSON & HAHN-
HAGERDAL, 1996).
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A maior parte da hemicelulose que existe na natureza
esta constituida pelas xilanas e sdo encontradas nas plantas anuais, nas arvores
deciduas e em pequena quantidade nas coniferas. As xilanas tendem a ser
adsorvidas entre a celulose e a se agregar a outros componentes celuldsicos
provavelmente como resultado das interagdes das ligacbes de hidrogénio. As
xilanas desempenham uma fungao maior na coesao da parede celular ja que
quando elas sao removidas das fibras da madeira delignificadas se produz um
significativo aumento na porosidade da fibra. Existem evidéncias que indicam que
a celulose € protegida do ataque enzimatico pelas xilanas e mananas (KUHAD et
alii, 1997).

2.2.2.3 LIGNINA

Lignina € um nome genérico para um grupo diverso de
polimeros tridimensionais de alcoois aromaticos, que associados a celulose e a
hemicelulose, confere a estrutura rigida as plantas vasculares. Este composto
preenche os espacgos entre as fibrilas de celulose, hemicelulose e pectina, ligando
os componentes da parede celular (HIGUCHI, 1990 e KIRK citado por CHANDER
& SINGH, 1993).

O peso molecular da lignina pode ser de 100 KDa ou
mais. Uma consideravel parte da atividade fotossintética das plantas é desviada
para a conversao do dioxido de carbono em lignina. A lignina & encontrada em
altas concentragdes na lamela média da parede secundaria da parede celular das
plantas; este composto desenvolve importantes fungbes para as plantas: € um
estabilizador das radiagdes UV, um antioxidante e um agente ligante das camadas
intercelulares das plantas, conferindo-lhes resisténcia mecanica. Além disso,
também protege as plantas e madeiras, em particular do ataque de
microrganismos. Como composto hidréfobo, este polimero retarda a
permeabilidade da agua no tecido condutor do xilema, desempenhando uma
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fungao importante no transporte interno de &gua, nutrientes e metabélicos nas
plantas (KUHAD et alii, 1997).

Quimicamente, a lignina é um polimero heterogéneo
complexo de unidades de fenilpropano, ligadas por ligacbes éter e carbono-
carbono. O eter arilglicerol-p-aril & a ligagao inter fenil-propano mais abundante
(45%), seguido das fenilcurmaran (14%), dicril-propano (15%), resinol (13%),
bifenil (25%) e éter difenil (5%); a maioria dessas ligagdes sdo nao hidrossollveis.
E importante caracterizar as ligninas para determinar a propor¢do de guaiacil,
siringil e unidade p-hidroxifenil com essa subestrutura de lignina (TANAHASHI &
HIGUCHI, 1988).

Os complexos polimeros aromaticos de lignina sao
classificados em trés grupos baseados nas suas unidades estruturais
monomeéricas: 1) guaiacil-lignina, presente em coniferas, licopédios e
samambaias; sdo compostos de um polimero desidrogenado do alcool coniferil; 2)
guaiacilsiringil-lignina, composto de uma mistura de polimeros desidrogenados,
onde existe igual quantidade dos alcoois coniferii e sinapil, presente nas
angiospermas; 3) guaiacilsiringil-p-hidroxifenilignina, encontrado nas ervas,
composto de uma mistura de polimero desidrogenado de alcool coniferil, sinapil, p-
cumaril, e acido cumarico que € esterificado com o grupo y-hidroxil das cadeias
laterais da lignina. Nos polimeros de lignina, as unidades estruturais relacionadas
ao alcool p-coumaril(l), alcool coniferil(ll) e alcool sinapil(lll), sdo importantes
precursores da biossintese da lignina via complexo processo de desidrogenacao
enzimatica; no polimero de lignina também estéo presentes o seu correspondente
elemento estrutural: p-hidroxifenil (H) guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente.
As ligninas sao classificadas em concordancia com a distribuicdo destes trés
elementos (TANASHI & HIGUCHI, 1988).
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As ligninas das madeiras macias (Gimnospermas) sao
chamadas de guaiacil lignina por constituirem um produto da condensacgao do
alcool coniferil, apresentando pequenas quantidades de p-hidroxifenil e residuos
de seringil. A lignina das angiospermas (madeiras duras) pertence a classe
guaiacil-siringil e apresenta copolimeros dos alcoois coniferil e sinapil. A proporgao
entre as unidades monomeéricas varia de 4:1 a 1:1. Nas gramineas e plantas nao
madeireiras, como por exemplo, a cana de agucar, as ligninas sao mais
complexas na sua estrutura quimica, sendo constituidas por trés unidades
principais: guaiacil-propano, siringil-propano e hidroxifenil-propano.
(BOMINATHAN & REDDY, 1992).

Por métodos convencionais de isolamento e clivagem, é
muito dificil estudar a estrutura da lignina, havendo varias razbes para este
impasse. As ligninas tém estrutura irregular, sem nenhum agrupamento quimico
especifico; nao tém ligacbes que se repetem a intervalos regulares que sejam
idénticos e hidrossoluveis; a influéncia de ligagdes do tipo C-C e diaril éter sao
dificeis de clivar, por isso as ligninas ndo podem ser eficientemente desagregadas
sendo dificil sua extracdo sem que sejam modificadas. O melhor método para
compreender a estrutura da lignina é seguindo os caminhos de sua biossintese. A
conversdo de lignina marcada, (**C a '*C0O,), tem sido o método mais utilizado.
Basicamente, a lignina € derivada da co-polimerizagao de radicais livres de trés
alcoois precursores: o alcool p-hidroxicinamil (cumaril), o alcool 4-hidroxil-3-
metoxicinamil (coniferil) e o alcool 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamil (sinapil)
(CHANDER & SINGH, 1993).

2.2.2.4 Complexo Lignina Carboidrato (LCC)

A lignina esta altamente ligada a celulose e hemicelulose na
parede celular das plantas constituindo os complexos lignina-carboidrato (LCC) da
parede celular das Gimnospermas, Angiospermas e das gramineas podendo ser

isoladas como compostos sollveis em agua e separadas por filtragado em gelem 3
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fragdes. O composto de menor peso molecular consiste principalmente de
carboidrato e os outros dois componentes maiores sao constituidos principalmente
por lignina. As ligagdes lignina-carboidrato parecem existir nas fragées de lignina
de maior peso molecular e sao insolUveis em agua. A porcdo de carboidratos dos
LCC de madeiras brandas consiste principalmente de galactomanana, arabino-4-
6-metilglucuronoxilana e arabinogalactana ligado a lignina na posicao benzil.
Entretanto, a porgdo de carboidratos dos LCC das madeiras duras e das
gramineas é constituida exclusivamente de 4-6-metilglucoronoxilana e arabino-4-
metilgluoconoroxilana, respectivamente. Muitos e diferentes tipos de ligacdes LC
(lignina-carboidrato) tém sido propostos, mas existe maior evidéncia que sejam
ligacoes éter e ester. As ligagbes éster (CO-O-C) se apresentam entre o grupo
carboxila do acido urénico da hemicelulose e o grupo benzil da lignina. Alguns
estao presentes como grupos acetil laterais na hemicelulose, outros estdo entre
acidos urdnico e ligninas e ainda outros aparecem entre cadeias de hemicelulose.
No entanto, muitos grupos de acidos urénicos podem estar esterificados entre os
polimeros de xilana. Alguns estudos revelam que arabinoglucoxilan esta ligada a
lignina na posigcao O-2 e O-3 das unidades de xilose e que a posigcao das ligagoes
nas subunidades de lignina sd@o na posi¢ao o ou B conjugada do fenilpropano ou
unidades propano. Esteres do acido p-cumarico na lignina da cana-de-acglcar e do
acido p-hidroxibenzoico da lignina do alamo, estdo esterificados a lignina na
posicao o do fenilpropano. Substancias pécticas também desempenham uma
funcao importante na ligagao da lignina a hemicelulose. Os acidos p-cumarico e
fertlico sao bifuncionais, capazes de formar ligagdes éster ou éter por meio da
reagao de seus grupos carboxila ou fendlicos, respectivamente. O acido p-
cumarico esta associado principalmente a lignina. Por outro lado, o acido ferulico
esta esterificado principalmente com hemicelulose; nas gramineas o acido ferulico
esta esterificado com os carboidratos e eterificado com a lignina. Mesmo depois
de muitas pesquisas destinadas a verificar se as ligagées sao lignina-celulose ou

lignina-hemicelulose, as controvérsias ainda persistem sendo as evidéncias mais
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fotes a favor da ligagao lignina-hemicelulose (JEFFRIES, 1990;
ARGYROPOULOS & MENACHEM, 1997).

2.3 FRACIONAMENTO DA LIGNOCELULOSE

Para se desenvolver um efetivo pré-tratamento dos materiais
lignocelulésicos devem ser consideradas suas duas maiores limitagbes que
impedem a verdadeira utilizagao da celulose: 1) redugao da cristalinidade da
celulose, controlando a formagao de produtos de decomposi¢do do agucar; e 2)
diminuicado da barreira de lignina (LAMPTEY et alii, 1986). Entao, os pré-
tratamentos dos lignocelulésicos devem incluir a remocao de lignina, solubilizacao
da hemicelulose e quebra da cristalinidade da celulose e/ou aumento dos poros da
mesma (REID, 1989).

2.3.1 Pré-tratamentos Quimicos

Para aumentar o tamanho dos poros nos materiais
lignoceluldsicos, pode-se solubilizar lignina e/ou hemicelulose e /ou aumentar a
area de superficie, utilizando-se acidos diluidos, alcalis, peroxidos e solventes
organicos (WEIL et alii, 1994).

2.3.1.1 Tratamento com Acido

Nos tratamentos com acido geralmente tem sido utilizado
H,SO4 numa concentragao de 0,3 a 1,1 % v/v. Também tem se utilizado H3PO,,
sendo que o principal efeito deste tratamento € a hidrélise da hemicelulose e
consequentemente também a lignina se solubilizada; no entanto, esta é
recondensada formando um polimero de lignina alterada. Outro efeito € o aumento
do volume dos poros e da area de superficie na molécula de celulose, mas que
demonstra pouco efeito sobre o indice de cristalinidade da celulose. Como este
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tratamento € realizado em alta temperatura, a celulose amorfa é removida
deixando a fragdo cristalina mais evidente (WEIL et alii, 1994). Um outro
tratamento acido utilizado € a mistura de H,O/HCI, 100: 0,0625 para cada 0,33 g
de serragem de pinho, produzindo residuo soélido, que s6 contém 8% de lignina e
91% de celulose com um total de sdlidos de 35% (WEIL et alii, 1994). A alta
temperatura e pressao utilizadas na hidrélise acida resultam numa significativa
degradacao dos produtos (LAMPTEY et alii, 1986).

2.3.1.2 Tratamento com Alcali

Os alcalis (NaOH) clivam as fibras de celulose nativa e
causando modificagao e solubilizagao de grande parte da lignina e hemicelulose,
além do aumento do indice de cristalinidade da celulose o que diminui sua
capacidade de conversao a glicose por meios enzimaticos. O tratamento com
peroxido alcalino mostra uma moderada remog¢ao de lignina e hemicelulose, com
inchamento e aumento do poro da celulose, e diminuicao do indice de
cristalinidade (WEIL et alii, 1994).

2.3.1.3 Explosao por Amoénia Congelada

O processo de explosdo com amoénia congelada (AFEX),
usa amonia liquida sob pressdo moderada (15 atm) e temperaturas brandas (50 a
80° C). A lignina afeta a capacidade da aménia liquida penetrar no material
celulésico e preserva a celulose. Geralmente o material tratado com AFEX é
submetido a hidrdlise enzimatica, produzindo glicose em alto grau de pureza
(WEIL et alii, 1994).

2.3.1.4 Solventes Organicos

Geralmente os solventes organicos removem e produzem
turgéncia do substrato celulésico. Tem-se utilizado n-propilamina em madeira e o
resultado € a obteng&o de uma polpa com baixo indice de cristalinidade e alta taxa

de conversao enzimatica a glicose; porém, este composto pode também estar
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inibindo a celulase. Outro solvente organico empregado nestes tratamentos de
residuos lignocelulésicos € o etileno diamina (EDA), com este tratamento a
celulose mostrou um ligeiro aumento do indice de cristalinidade (WEIL et alii,
1994).

2.3.2 Pré-tratamentos hidrotérmicos

2.3.2.1 Vaporizacao

Diversos vegetais tém sido submetidos a explosao por
vaporizagao a 25 - 65 Psig e a temperatura de 200 a 240°C em intervalos de
tempo que varia de 30 segundos a 20 minutos. Como resultado obtém-se pouca
recuperacao de matéria seca, indicando que ocorreu uma auto hidrolise e
degradacao do agucar, ainda que se tenha alta conversao enzimatica de celulose
a glicose (WEIL et alii, 1994).

2.3.2.2 Vaporizagdo com Acido

A adicao de SO, ao pré-tratamento de vaporizagao, o qual
se difunde como acido sulfuroso (HSO;) no material tratado e gerando
subsequentemente H,SOs melhora a recuperagao do material seco. Esta alta
recuperacao pode ser obtida pela baixa temperatura empregada, que reduz a
perda de celulose por hidrélise, permitindo que a celulose remanescente seja mais

facilmente degradada por hidrolise enzimatica (WEILL et alii, 1994).

2.3.2.3 Agua

A hemicelulose pode ser removida por tratamentos
hidrotérmicos. A hemicelulose obtida é hidrolisada enzimaticamente para originar
xilose. Usando calor e agua liquida comprimida por 10 a 15 minutos e com
temperaturas de 200 a 230°C, obter-se-a 40 a 60% de solubilizacao do material
herbaceo, 10 a 20% do total de celulose e 35 a 40% de lignina. A hemicelulose é

completamente solubilizada gerando agucares monomeéricos (WEIL et alii, 1994).
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E importante considerar o controle do pH nos pré-
tratamentos, pois mudangas repentinas podem gerar grande susceptibilidade a
hidrolise enzimatica e evitar também a formagao de produtos de degradacao de
monossacarideos, furfural e hidroximetil furfural, os quais interferem com a
hidrélise enzimatica da celulose. Muito material hidrocelulésico € usado na forma
nao fracionada (WEIL et alii, 1994).

2.3.3 Polpeamento

O polpeamento € um processo geralmente dividido em duas
classes: 0 mecanico e o quimico. Cada classe produz fibras com caracteristicas
substancialmente diferentes e a eleicdo do processo mais adequado depende da
aplicacao final da polpa e do material cru. O polpeamento mecanico é um
processo que depende do uso da forga mecanica para separar as fibras da
madeira da qual se obtém o material lignocelulésico moido, que é um produto
usado na indUstria téxtil ou de papel, mas requer alto consumo de energia. O
polpeamento quimico € um processo onde se emprega substancia quimica como
sulfeto (kraft) ou sulfito para degradar e dissolver as ligninas da parede celular das
madeiras. Neste tipo de polpeamento a lamela média lignificada e localizada entre
as fibras da madeira € removida em condi¢des altamente alcalinas e a alta
temperatura. Este tipo de tratamento requer reciclagem e tratamento dos residuos
quimicos (AKHTAR, et alii, 1997).

O processo “Kraft” € o mais usado e a hemicelulose é retida
numa forma modificada e a lignina convertida a um produto solGvel sem valor
significativo. O residuo de lignina industrial, produzido no polpeamento quimico,
tem sido considerado uma rica fonte de compostos aromaticos, como os fendis
geralmente utilizado como emulsao estabilizante no processamento de 6leos, e

cimento; mas, mesmo assim, nao representa um produto de alto valor comercial.
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Na realidade, existem muitos métodos de pré-tratamento e em todos €& obtida a

celulose com alta proporgéo de hemicelulose (WEIL et alii, 1994).

2.4 TRATAMENTO BIOLOGICO DA LIGNOCELULOSE -
BIODEGRADACAO

A solubilizagdo dos polimeros que compdem o material
lignocelulésico € a chave dos processos biologicos e tudo €& feito por
microorganismos.

Os processos biologicos estdao relacionados com o
rompimento dos polimeros e diminuigao da cristalinidade da celulose, deixando-a
mais acessivel &8 agao da celulase, a despolimerizacdo da hemicelulose e a
solubilizagao da lignina. O pré-tratamento € comum nos diferentes tipos de
tratamentos que sofrem os materiais lignocelulésicos, mas os métodos biolégicos
sao competitivos em relagao aos métodos fisicos e quimicos, (ou complementares
a eles), pois os métodos biolégicos operam a baixas temperaturas e pressao,
utilizam materiais baratos e ainda oferecem a possibilidade de operar em pequena
escala. A desvantagem dos métodos biolégicos € que geralmente o tempo de
tratamento € muito longo (BRODA, 1992).

Existem pelo menos trés processos  biolégicos
tradicionalmente utilizados que degradam lignocelulose. O primeiro processo esta
relacionado com a alimentagdo animal onde a lignocelulose constitui o maior
componente em forma de pasto, forragem e palha; sua composigcao varia com as
diferentes espécies vegetais e com o ciclo de vida da planta. Utilizado, assim,
como alimento, a celulose contida no material lignocelulésico é degradada pelos
microrganismos presentes no trato digestivo do animal e utilizada como glicose; a
hemicelulose tem um papel nutricional escassamente definido e a lignina,

componente recalcitrante a degradagao microbiana, constitui uma barreira fisica
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para a extracao e utilizagao dos outros constituintes do material lignoceluldsico
das plantas (BRODA, 1992). Um outro processo biolégico tradicionalmente
utilizado € o da produgao de biogas, praticado por séculos na China (FERRERO
citado por BRODA, 1992). O terceiro processo € a produgdo de cogumelos num
sistema de fermentacéo soélida; mas, o maior problema encontrado neste processo
esta relacionado a fisiologia do microrganismo e a protegcdo contra as doencas
(FLEGG citado por BRODA, 1992).

Assim, a madeira e outros materiais lignoceluldsicos sao
degradados por uma variedade de fungos e bactérias. A arquitetura e composigao
quimica do material lignocelulésico determinam a resisténcia a degradacéo pelo
microrganismo. As bactérias geralmente degradam lentamente a madeira e a
degradacao € realizada em sua superficie, com alto indice de umidade. Como elas
nao tem a capacidade de penetrar nas células vegetais, geralmente invadem junto
com os fungos, formando colénias e logo entram em contato com o contetido
celular atacando o parénquima da parede celular. As bactérias do rimen sao os
maiores degradadores da parede celular e as espécies mais estudadas sdo
Fibrobacter succinogenes, Ruminococus albus e R. flaviciens. Estas bactérias
possuem uma bateria completa de enzimas degradadoras de polissacarideos
alem da capacidade de se aderir as fibras. A maioria dos fungos que tem a
capacidade de produzir enzimas degradadoras do material lignoceluldsico
pertence ao grupo dos Ascomicetos, Deuteromicetos e Basidiomicetos. Os fungos
que vivem sobre a madeira degradam um ou mais componentes da mesma,
causando trés tipos de decomposigcdo: decomposi¢ao branda (“soft rot fungi”),
decomposi¢ao parda (“brown rot fungi”) e decomposigao branca (“white rot fungi”).
Os fungos de decomposi¢ao branda como Aspergillus niger, Trichoderma viride
(reesei), Fusarium oxysporium e Penicillium jenthilenum e muitos outros, atacam
eficientemente carboidratos, mas a degradagao de lignina é limitada. Os fungos
causadores da decomposig¢ao parda “brown rot” mais estudados por sua atividade

celulolitica sdo Coniophora puteana, Lanzites trabeum, Poria placenta e Tyromices
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palustris. Este grupo de fungos parece ter um mecanismo de degradacao diferente
daqueles fungos de decomposi¢ao branda e dos fungos de decomposi¢ao branca.
Estes fungos tém preferéncia por celulose e hemicelulose sendo a degradacéo da
lignina limitada. Os fungos de decomposi¢ao parda produzem endoglucanases e
B-glicosidases, mas nao produzem exoglucanases, nao existindo cooperagao
sinérgica para degradar a celulose cristalina. Além disso, parece que radicais
hidroxilicos (OH) contribuem significativamente para a degradacgao inicial da
madeira. Estes fungos causam rapida e intensa degradagdo da celulose
inicialmente; as hifas se localizam no lumen e penetram nas células adjacentes
por aberturas existentes ou fazendo cavidades na parede celular, atacando
principalmente a camada S2 da parede celular secundaria, sendo que as outras
camadas sao menos atacadas devido a presencga de um contetido maior de lignina
(KUHAD et alii, 1997).

O grupo de fungos causadores de decomposigédo branca &
heterogéneo e tem a capacidade de degradar lignina assim como outros
componentes lignocelulésicos. Pela capacidade que este grupo de fungo tém de
degradar lignina da parede celular das plantas, sao indicados para possivel uso na
industria, onde a lignina e/ou outros componentes fendlicos precisam ser
modificados ou removidos. A maneira como estes microorganismos degradam os
componentes da parede celular sao varidveis, alguns degradam todos os
componentes simultaneamente de forma nao seletiva, outros de forma seletiva e
outros combinando a forma seletiva ou nao seletiva em diferentes regiées da
mesma planta. Os fatores que determinam as diferentes formas e intensidade de
degradacdo sao ainda inexplicaveis. Os fungos de degradacdo branca crescem
em todos os tipos de vegetais, sendo que a hifa atinge o Iimen celular, coloniza
primeiro o raio das células do parénquima e logo penetra de célula a célula
através dos buracos ja existentes ou pelos buracos que vao formando
diretamente. O fungo de decomposi¢do branca mais estudado foi denominado,
inicialmente, como Chrysosporium lignorum, posteriormente como Sporotrichum
pulverulentum e finalmente como Phanerochaete chrysosporium, onde tem sido
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caracterizados pelo menos cinco endoglucanases, trés exoglucanases e duas f-
glicosidases. Outros fungos mais estudados que pertencem a este grupo sio
Trametes versicolor, Dichomitus squalens, Phlebia radiata, Heteroboscideum
annosum, Phellinus pini, Cyathus stercoreus, Pleurotus ostreatus, etc. Os fungos
anaerobios de decomposicdo branca que habitam o rimen tém um sistema
celulolitico muito ativo e a B-glicosidase € a enzima mais eficiente. A composicao
do sistema celulolitico que degrada celulose cristalina é constituida de varias
enzimas arranjadas num complexo chamado de celulosoma. O fungo do rimen
mais conhecido € Neocallimastix frontalis (KUHAD et alii, 1997).

2.4.1 Biodegradagao da Celulose

Como a parede celular dos vegetais € de natureza
complexa, sédo necessarias diferentes enzimas para sua degradagao; a celulose,
uma fonte mais abundante do que o amido para a obtengdo de acgucares
representa um complexo problema devido a sua cristalinidade e a sua mistura com
hemicelulose e lignina (BRODA, 1992).

A maioria dos trabalhos sobre biodegradacao da celulose
foi realizada com o fungo filamentoso Trichoderma reesei. O sistema celulolitico
deste microorganismo € complexo composto de pelo menos oito proteinas que
atuam sinergicamente, sujeitas a controles complicados (EVELEIGH citado por
BRODA, 1992); produz cinco ou mais endo B-glucanases que convertem a
celulose cristalina a oligodextrina; também, pelo menos duas celobiohidrolases
que convertem a celulose a celodextrina e celobiose. Ambas as classes de
celobiase converte celodextrina e celobiose em glicose e sua agao é inibida por
glicose. O complexo enzimatico total também é sujeito a supressao catabdlica por
glicose. Outros fungos estudados ndo mostraram atividade celulolitica tao atraente
como o Trichoderma reesei (BRODA, 1992).
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Em geral o mecanismo mais aceito na degradacao da
celulose por microorganismos € a agao sinérgica de pelo menos trés tipos maiores
de enzimas hidroliticas: 1) Endoglucanases (endo-1,4-B-D-glucan-4-
glucanohidrolase, E.C.3.2.1.4), que atacam desordenadamente as cadeias de
celulose e divide as ligacdes 1,4-B-glicosidica; 2) Exoglucanases, que geralmente
sao celobiohidrolases (exo-1,4-B-D-glucan-4-celobiohidrolase, E.C.3.2.1.91), que
liberam celobiose ou, em alguns casos, glicose do terminal ndo redutor da
celulose e 3) 1,4-B-D-glucosidases (E.C.3.2.21), que catalisam a hidrélise
celodextrinas das sollveis em agua assim como alquil, aril B glicosideos
(CHANDER & SINGH, 1993; KUHAD et ali, 1997).

A produgao de celulases parece controlada por mecanismos
de indugéo e repressao na qual a celulose induz a degradagédo e a presenca de
glicose, causa a inibicao catabodlica. A maioria das celulases bacterianas e
fungicas sao glicoproteinas com o agucar ligado a asparagina, serina e treonina. O
conteudo de carboidrato das celulases varia de 1 a 10%, sendo a manose o
acucar principal, mas existindo também outros tipos como glicose, galactose,
xilose, N-acetil glicosamina e galactosamina. Endogluconases que hidrolisam
ligagbes B-1,4 glicosidicas se apresentam em trés formas diferentes: EG |, EG Il e
EGIIl. As Celobiohidrolases (CBH), exoenzimas que quebram a celulose a partir
do terminal nao redutor da cadeia, tem agdo muito limitada sobre celuloses
substituidas como carboximetil celulose (CMC) e hidroxietilcelulose (HEC) e se
apresentam sob duas formas imunologicamente diferentes: CBH | e CBH I,
diferenciadas entre elas pela quantidade de carboidrato aderido a proteina de sua
molécula. Estas diferengas moleculares sao refletidas no seu modo de agao: CBH
| liga geralmente regides cristalinas enquanto que CBH Il liga ambas regides,
cristalinas e amorfas (KUHAD et alii, 1997).
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2.4.2 Enzimas celuloliticas e seus substratos

O numero de substratos celulésicos utilizados para a
determinacgao de atividade de celulases € amplo, conforme mostrado no Quadro 1.
Muitos substratos celulésicos, bastante utilizados encontram-se disponiveis
comercialmente, destacando-se o papel de filtro, avicel, sigmacel, solka floc
carboximetilcelulose e hidroximetilcelulose; tais substratos comerciais sdo usados
nos estudos de atividade de celulases sem nenhum tratamento prévio (WOOD,
1988).
Como regra geral, as endoglucanases nao tém atividade para degradar celuloses
cristalinas do tipo algodao e avicel, mas hidrolisam celuloses amorfas e substratos
soluveis. A avicel ou celulose microcristalina € um produto obtido apds o
tratamento das fibras de celulose com acido cloridrico 2,5 M, aquecido a 80°C por
4 horas, lavado com agua e neutralizado com aménia, diluido e lavado outra vez e
logo secado, obtendo-se um produto altamente cristalino com um DP (grau de
polimerizacao) entre 100 e 250, denominado hidrocelulose e conhecido
comercialmente como Avicel. Este produto € 47% cristalino e como possui uma
cadeia curta & usado para avaliar glucanases (COUGHLAM, 1990). Carboximetil
celulose (CMC), derivado celulésico, € um polimero linear soluvel em agua e que
encontra-se como acido livre, como sal de sédio ou como uma mistura de ambos.
Este composto € amplamente usado na industria alimenticia como agente
dispersante em sucos de frutas e para melhorar a estrutura de sorvetes; para
combater a dispepsia, etc, alem disso, € hidrolisado pelas enzimas
endoglucanases que s6 degradam celuloses amorfas ou solaveis (WOOD, 1988).

Para medir atividade de exoglucanases numa mistura de
enzimas celuloliticas, € usado os heterobiosidos p-Nitrofenil-B-D-celobiose (p-
NPC) ou p-Nitrofenil-p-D-lactésido, como substratos seletivos. As exoglucanases

dividem as unidades de celobioses a partir do terminal nao redutor das cadeias de
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Quadro 1. Principais Enzimas Celuloliticas e seus respectivos

Substratos utilizados na Determinacao de suas Atividades

Enzima Substrato Produto/Caracteristica
Papel de filtro/Avicel, Acgucares redutores,
Celulose seca, Liberagao de cor,
Celulase total Agar celulose, Clarificagéo de agar
14C-celulose
Endoglucanase Carboximetil celulose Diminuigao da Viscosidade dos
Hidroxietil celulose agucares
Exoglucanase Celulose amorfa Acucares redutores
p-Nitrofenil-p-lactosido p-Nitrofenol
p-Nitrofenil-p-celobioside
B-Glicosidase Celobiose Glicose
p-Nitrofenil-p-D-glicoside p-Nitrofenol
4-Metilumbeliferil-B-glicoside Metilumbeliferone
Celobiose:quinone Quinonas redutivels como2,6- Diminui¢ao da absortividade
Diclorofenol-indofenol, 3Metil-5-t-butil-
oxidoreductase benzoguinona na presenca  de
celobiose ou lactose
Celobiose fosforilase Celobiose Glicose-1-P

Fonte: KUHAD et alii 1997

celuloses especificamente na ligagao agluconica (entre p-Nitrofenil e a porgao de
carboidrato) e ndo sobre ligagao holosidica (entre as duas unidades de glicose) na
celobiose. Atividade de exoglucanases misturada com endoglucanases pode ser
determinada usando celulose amorfa, sendo que o numero de unidades de
endoglucanases na mistura de enzimas € determinada por método viscosimétrico.
O meétodo geralmente empregado para medir B-glicosidases inclui medidas da
liberacédo de glicose, de celobiose ou de p-Nitrofenol ou de p-Nitrofenil-B-D-
glucopiranoside (pNPG) (KUHAD et alii, 1997).

2.4.3 Biodegradacao de Hemicelulose

Xilose e manose formam o esqueleto principal dos polimeros
da hemicelulose nas plantas e devido a sua estrutura mais complexa que a
celulose requer varios tipos diferentes de enzimas para sua degradacdo e

modificacao, sendo que as duas maiores enzimas degradadoras de hemicelulose
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sao: a endo-1,4-B-D-xilanase e endo-1,4-B-D-mananase. O polimero xilana é o
recurso renovavel mais abundante dos componentes da parede celular das
plantas e estruturalmente € uma mistura de compostos que para sua degradacao
enzimatica até seus mondémeros requer uma bateria de enzimas, dentre as quais
as principais sao f-1,4-endoxilanase (EC 3.2.1.8) e p-xilosidase (EC 3.2.1.37). As
enzimas que atuam removendo os substituintes laterais das heteroxilanas sao: o-
glucuronidase (EC 3.2.1.??); o-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) e
acetilestearase (EC 3.1.1.6); os substituintes laterais geralmente representam
obstaculos estéricos para a formagao do complexo enzima-substrato, limitando a
hidrélise do substrato, requerendo a agao sinérgica de diferentes componentes do
sistema enzimatico para sua degradagao. As enzimas xilanoliticas sao importantes
porque a biodegradagao de xilanas fornece um recurso imediato de energia
metabolizavel, para a degradagao dos componentes da parede celular e para a
sua utilizagdo mais integral, tal como na degradacdo das xilanas durante a
germinacao da cevada e para a digestdo da vegetacado dietaria (CHANDER &
SINGH, 1993; SUNNA & ANTRANIKIAN, 1997).

A enzima B-1,4- Endoxilanase (1,4-B-D-xilan xilohidrolase;
EC 3.2.1.8) cliva as ligagdes glicosidicas do esqueleto heteroxilana resultando na
diminuicao do DP do substrato. O ataque ao substrato nao é feito ao acaso e as
ligacbes a serem hidrolisadas dependem da natureza do substrato (exemplo:
comprimento e grau de ramificagdo do substrato e a presenga de substituintes).
Durante o inicio da hidrélise da xilana os principais produtos formados sao
xilooligossacaridios, e a medida que ocorre a hidrélise, estes oligossacarideos
geram xilotriose, xilobiose e Xilose. (KUHAD et ali, 1997, SUNNA &
ANTRANIKIAN, 1997).

B-D-Xilosidase (B-D-xilosidase xilohidrolase; EC 3.2.1.37)
sao exoglicosidases que hidrolisam xilooligossacaridios curtos e xilobiose de

terminal nao redutor para liberar xilose. As p-xilosidases verdadeiras sao capazes
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de clivar substratos artificiais como p-nitrofenil B-D-xilosido B-Xilosidase e ha sido
encontrada em bactérias e fungos, apresentando-se como proteinas monomeéricas

ou dimericas de peso molecular alto entre 60 e 360 kDa.

a-D-Glucoranidases (EC 3.2.1.7) hidrolisam as ligacdes
entre acido glucordnico e residuos de xilose na glucoronoxilana; devido a sua facil
perda de atividade em preparagoes fungicas, pouco tem sido descrito, apesar do
papel que desempenha na biodegradacao da xilana. As cinco enzimas que tém
sido purificadas mostraram um peso molecular acima de 100 kDa e a
especificidade de substrato difere de acordo com a fonte enzimatica. Esta enzima
e ativa entre fragmentos de glucoronoxilana que resulta da hidrolise de xilana com
endoxilanase (SUNNA & ANTRANIKIAN, 1997).

Existem dois tipos de arabinofuranosidases: a) «-L-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) que € uma enzima exo-atuante, que hidrolisa
grupos «-L-furanosil ndo redutores de «-L-furanosidios, arabinanas,
arabinoxilanas e arabinogalactanas e & também ativa entre os p-nitrofenil-o-L-
arabifuranosidios e sobre arabinos ramificados e b) A enzima endo-1,5-u-L-
arabinase (EC 3.2.1.99) que s6 é& ativa em arabinas lineares. Poucas
arabinosidases tém sido isoladas e caracterizadas apesar de ter um papel
importante na hidrélise da xilana; a maioria das arabinosidases estudadas sao do
tipo exo-atuante, de tamanho que pode chegar até 495 kDA e sao encontradas
nas formas mono -, di , tetra -, hexa - e octaméricas (KUHAD et alii, 1997; SUNNA
& ANTRANIKIAN, 1997).

Acetil Estearase ou Acetilxilana Esterase (EC 3.1.1.6),
remove os substituintes 0-acetil das posi¢coes C-2 e C-3 dos residuos de xilose na
acetilxilana. A producgao desta enzima por fungos e bactérias, so foi detectada em
1985, devido a perda de substratos adequados durante tratamento com alcalis, ja

gue a maioria das xilanas altamente acetiladas eram deacetiladas; por esta razao,
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pouco se sabe acerca de suas propriedades fisico-quimicas (SUNNA &
ANTRANIKIAN, 1997).

2.4.4 Enzimas Hemiceluloliticas

O Quadro 2 ilustra a maioria das enzimas hemiceluloliticas
encontradas em fungos e/ou bactérias, com seus respectivos substratos e
produtos finais que sao medidos para determinar a atividade enzimatica de cada
uma.

A atividade da endoxilanase €& geralmente determinada
medindo-se o aumento de aglcares redutores liberados a partir da xilana como
substrato xilanas. No entanto, existem muitos fatores que podem causar variagao
na determinac@o de xilanase e xilosidase como, por exemplo, a diluicdo da
enzima, tipo de substrato, a disponibilidade de xilo-oligossacaridios no substrato,

etc. A medida da atividade das xilanases depende das variagées no modo de acao

Quadro 2 . Principais Enzimas Hemiceluloliticas e seus respectivos

Substratos utilizados na Determinagao de suas Atividades

Enzima Substrato Produto/Caracteristica
D-Xilanase Xilana Agucares redutores
B-Xilosidase p-Nitrofenil-a-L-arabinofuranosido p-Nitrofenol

Metil-B-xilanopiranoside Xilosa
Xilobiose
a-Arabinosidases p-Nitrofenil-a-L-arabinofuranosidase p-Nitrofenol
Fenil-a-L-arabifuranoside Agucares redutores
a-Glucuronosidase 2-O-(Acido 4-O-metil-a-D-glucopirano- Acido urénico
xiluronico-xilobiose
Esteareases p-Nitrofenil acetate p —nitrofenol
Hemicelulose de vidoeiro acido acético
a-naftil acetato a-Naftol
Metilester de acido ferdlico e cumarico Acido ferdlico
Acido p-cumarico
D-Mannanases Galactomanana de leguminosas Acucares redutores
B-Manosidase p-Nitrofenil-B-D-Mannopiranosido p-Nitrofenol
1.4-B-Mannoligosacaridios Manosa
a-Galactosidase p-Nitrofenil-o-D-Galactopiranosido p-Nitrofenol
Melibiose Agucares redutores
Rafinose

Fonte: KUHAD et alii, 1997
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das diversas xilanases provenientes de diferentes fontes e da heterogeneidade
das xilanas de diversas origens. Os substratos p-Nitrofenil-B-D-xilanopiranosido e
metil-p-D-xilanopiranosido sdao comumente usados para a determinagcao da
atividade de B-xilosidase. p-Nitrofenol e xilosa respectivamente, liberados pela

acao desta enzima sobre esses substratos sao determinados imediatamente..

2.4.5 Biodegradacao da Lignina

Apesar da lignina ser uma rica fonte de carbono, nao é um
bom substrato para o crescimento de microrganismos que metabolizam lignina
como uma unica fonte alternativa de energia/carbono (BOOMINATHAN & REDDY,
1992). A maioria dos fungos de decomposi¢ao branca degrada os tecidos vegetais
mediante um ataque simultaneo a lignina, celulose e hemicelulose, produzindo
enzimas oxidativas extracelulares dentre as quais destacan-se a Lignina
peroxidase (LiP), a Manganés peroxidase (MnP) e a Lacase. O Quadro 3 mostra
estas enzimas com seus respectivos substratos e o comprimento de onda aos
quais sao detectados. A regulagdo da produgao individual de enzimas e
degradacdo de ligninas € um fenémeno complexo, resultados obtidos nas
condicoes de laboratoério nao podem ser facilmente reproduzidos no processo de
degeneragao da parede celular do tecido vegetal (KUHAD et alii, 1997).

Ha principalmente dois problemas na degradacao da lignina:
1) a lignina “in natura” esta intimamente ligada a polimeros, provavelmente por
ligagdes covalentes. Qualquer lignina purificada € diferente da encontrada no
material lignoceluldésico natural. A lignina industrial obtida no processo de
polpeamento sofre modificagdes quimicas substanciais; 2) a lignina purificada é
insuficiente para servir de substrato para o crescimento de microrganismos, pois
precisa de alguma outra fonte de carbono como co-substrato, por exemplo, glicose
(BRODA, 1992).
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Quadro 3. Principais Enzimas Ligninoliticas e seus respectivos

Substratos utilizados na Determinacao de suas Atividades

Enzima Substrato Caracteristica
Lignina peroxidase Veratril alcool, H;0, Medido a 310 nm
Manganés peroxidase Vanilil acetona Medido a 336 nm
Vermelho de fenol Medido a 610 nm
MBTH e DMAB Medido a 590 nm
H.0:

Lacase Siringaldazine Medido a 525 nm
ABTS Medido a 436 nm
MBTH e DMAB Medido a 580 nm

Fonte: KUHAD et alii, 1997

Ha principalmente dois problemas na degradagao da
lignina: 1) a lignina “in natura” esta intimamente ligada a polimeros, provavelmente
por ligacdes covalentes. Qualquer lignina purificada é diferente da encontrada no
material lignocelulésico natural. A lignina industrial obtida no processo de
polpeamento sofre modificacbes quimicas substanciais; 2) a lignina purificada é
insuficiente para servir de substrato para o crescimento de microrganismos, pois
precisa de alguma outra fonte de carbono como co-substrato, por exemplo, glicose
(BRODA, 1992).

Na natureza, a solubilizagdao de lignina permite ao
microrganismo degradante ter acesso aos carboidratos, e o investimento
energético na solubilizagao da mesma pelo organismo é bastante alto. O
microrganismo mais estudado por degradar lignina o Phanerochaete
chrysosporium, sé passa a degradar lignina quando outras fontes de carbono e
nitrogénio estiveram esgotadas (KEYSER et alii citado por BRODA, 1992).

No complexo sistema enzimatico ligninolitico, as enzimas
peroxidases (LIP e MnP) e lacase sao definidas como fenol oxidases. As reagoes

catalisadas por estas enzimas sao semelhantes, pois oxidam compostos fendlicos
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gerando radicais fenois, enquanto que os compostos nao fendélicos sdo oxidados
ao correspondente radical cation. Assim, os compostos fendlicos das ligninas sao
oxidados por fenol oxidases; outros diferentes compostos, que nao sao fendlicos,
e que se encontram conformando parte da molécula de lignina sao decompostos
por outras enzimas diferentes. A estrutura cristalografica de LiP e MnP de P.
chrysosporium tem sido estudada a diferentes resolugées, revelando que estas
apresentam uma estrutura helicoidal com um sitio catalitico heme e que contém
pontes dissulfeto e dois ions de calcio estruturais importantes para manter o sitio
ativo da enzima. A familia da Lignina peroxidase (LiP) contém multiplas
iIsoenzimas com valores de pl entre 3,3 a 4,7 e massa molecular entre 38.000 e
43.000 (BOOMINATHAN & REDDY, 1992; KUHAD et alii, 1997).

Lignina peroxidase (LiP) (ligninase, EC 1.11.1.14), parece
constituir o maior componente do sistema ligninolitico de P. chrysosporium. Esta
enzima catalisa uma variedade de reagdes, e o mecanismo essencial de oxidacao
desta enzima parece ser peroxidativo, clivando as ligacées éter B-O-4 e as
ligagbes entre Ca e Cp em compostos dimeros de lignina. Também catalisa a
decarboxilagéo de acidos fenilacéticos, a oxidacao de Ca de alcoois aromaticos a
compostos Co-oxo, e as reagbes de hidroxilagao, de formagdo de quinonas e
abertura de aneéis aromaticos. A geragcao de substratos fendlicos durante a
demetoxilagao e a clivagem do éter, explica a repolimerizacao da lignina em
reacoes com LiP. A oxidagao de compostos fendlicos causa inibicao de LiP
(KUHAD et alii, 1997).

Manganés peroxidase (MnP) constitui outra familia de
proteinas heme, extracelular, de quatro a seis ou mais peroxidases dependente do
manganés, com o pl variando entre 4,2 a 4,9. Sao glicoproteinas com uma massa
molecular de aproximadamente 46 kDa, ativadas por lactato, o qual provavelmente

atua como quelante de Mn (lll) formando complexos estaveis com alto potencial
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redox que, por sua vez, oxida fenodis a radicais fenoxi (BOOMINATHAN & REDDY,
1992).

Outra enzima que participa na degradagdo da lignina é a
Lacase (Polifenol oxidase) (E.C.1.10.3.2). Esta enzima é produzida principalmente
pelos fungos de decomposicdo branca. As lacases sdo glicoproteinas e
geralmente contém quatro ions de cobre e cada um parece ter uma importante
funcao no mecanismo catalitico. Esta enzima é uma verdadeira fenol-oxidase com
ampla especificidade para compostos aromaticos, contendo grupos hidroxilas e
aminas; oxida fendis e subestruturas fendlicas pela abstragao de um elétron com
formacao de um radical que pode repolimerizar ou continuar a despolimerizagao.
A lacase catalisa reagbes de demetoxilacdo de unidades fendlicas terminais,
podendo degradar B-dimeros, B-O-4 dimeros via clivagem aril-alquil oxidacdo do
Ca e clivagem do Co-CB; também foi demonstrado que lacase cliva os anéis
aromaticos de maneira semelhante a LiP (KUHAD et alii, 1997). BOURBONNAIS
& PAICE (1990) demonstraram que lacase também oxida subestruturas de lignina
nao fenodlicas na presenga de um mediador redox como o corante 2,2’-azinobis(3-
etiltiazoline-6-sulfonato) (ABTS) este mediador parece prevenir a repolimerizacao
da lignina. Lacase e outras fenol oxidases atuam em cooperagdo com outras
enzimas; lacase constituiria parte do sistema metabdlico que facilita a utilizacao de
pequenos fragmentos de lignina para degrada-los intracelularmente. A reacao de
lacase com grandes fragGes de lignosulfonados, na presenca de glicose, produz
mais despolimerizagdo que polimerizagao (KUHAD et alii, 1997). E possivel que a
lacase, cause demetilagdo inicial dos anéis difenol e a porcdo quinona, deixada
apos a demetilagao, para que possa ser reduzida a compostos catecol, os quais
s@o substratos conhecidos das oxigenasses que clivam estes anéis. A funcao
primaria de lacase explicaria seu rapido aparecimento e indicaria a dependéncia

desta enzima para a degradagao de lignina (HIGUCHI, 1990).
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Nas culturas de Pleurotus sp uma outra enzima foi
encontrada, a Alcool veratrilico oxidase (VAO) que oxida alfa alcoois aromaticos
saturados e desempenha um papel chave na transferéncia de elétrons entre
ligninas peroxidases e lignina. Esta enzima & produzida durante o metabolismo
primario do fungo (BURBONNAIS & PAICE, 1988).

2.5 FERMENTACAO SOLIDA

A fermentacado de substrato solido (SSF) & simplesmente
definida como um processo por meio do qual um substrato insoltvel & fermentado
com suficiente umidade, mas sem agua livre (CHAHAL, 1991). Este processo,
descreve a transformag¢ao microbiolégica de materiais biologicos em seu estado
natural e contrasta com a fermentagéo liquida (LSF) ou submersa, que é realizada
em solugdes diluidas ou em suspensao (YOUNG et alii citado por TENGERDY,
1985). Na LSF o substrato € solubilizado ou suspendido como finas particulas num
grande volume de agua, sendo que a diferenga entre SSF e LSF esta no fato de
que na SSF o crescimento microbiano e os produtos formados sdo produzidos na
superficie do material sélido com baixo conteido de umidade. Tem sido observado
ao microscopio optico que os organismos nao sé se desenvolvem na superficie do
substrato, como que penetram no interior da célula até o limen preenchendo os
espacos intercelulares, mostrando com isso um intimo contato ou associacao
entre o microrganismo e o substrato (CHAHAL, 1991).

Muitos microrganismos podem crescer sobre substrato
solido, mas o crescimento sobre superficies solidas € uma propriedade tipica dos
fungos filamentosos que degradam matéria organica. Os fungos filamentosos
podem crescer na auséncia de agua livre, enquanto que outros microrganismos
como leveduras e bactérias sempre requerem agua livre. A producao de fungos

por SSF & o processo microbiolégico mais antigo conhecido pelo homem e esta
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relacionado ao processo natural da vida dos fungos filamentosos (MOON-YOU &
CHAHAL citados por TENGERDY, 1985; WEILAND, 1988).

O processo de fermentagéo sélida € usado amplamente na
preparacao de alimentos orientais tradicionais como no processo de obtencéo do
‘koji", onde os graos de soja sdo fermentados por fungos. Na agricultura é
utilizada para a ensilagem e outras fermentagbées acido-lacticas anaerobias,
adubagéo e cultura de fungos. Além disso, alguns processos industriais sdo
realizados em SSF para a produgdo de enzimas, produtos quimicos, alcool e
outros (WEILAND, 1988).

O atrativo da SSF esta no seguinte: a) na sua simplicidade e
sua grande semelhanga ao ambiente natural do microrganismo; b) nao precisa
que grandes quantidades de agua sejam adicionadas, no pequeno volume dos
fermentadores; c) as manipulagdes sdo menos custosas e o custo € minimo para
a remogao de agua ao final da fermentagao; d) facil areagdo devido ao ar que
circula livremente entre as particulas de substrato e porque a camada de liquido
cobrindo as particulas de substrato, ttm uma superficie muito extensa comparada
a seu volume; e) baixo custo para recuperar e secar o material obtido; f)
diminuicao de custos pela eliminagdo do tratamento do efluente; g) ambiente
menos favoravel para o desenvolvimento de bactérias, diminuindo o custo por
contaminagao (REID, 1989).

Todas estas vantagens da SSF podem pesar mais que as
desvantagens constituidas pela diminuicdo da produgéao, lentidao da fermentacao
e a dificuldade de controlar todo o processo (TENGERDY, 1985).
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2.5.1. Requisitos Fisiologicos da SSF por Fungos

Para operar eficientemente o sistema SSF deve existir
condicao adequada para desenvolvimento da colonizagdo e da degradagao do
substrato lignoceluldsico pelo fungo. Por sua vez, as condigées poderiam diminuir
a degradagao de carboidratos (REID, 1989).

Esterilizacao

Materiais lignocelulésicos naturais geralmente carregam
uma pesada carga de microorganismos que germinam e crescem rapidamente
quando o substrato € umedecido que poderia inibir a colonizagao do mesmo pelo
fungo a ser cultivado. Desafortunadamente, nao se encontrou um fungo
delignificante altamente competitivo. Alguns fungos de decomposi¢cao branca
como Pleurotus sp e Lentinus edodes sao os Unicos encontrados até agora que
excluem outros fungos do substrato que eles colonizam, mas a maioria € incapaz
de repelir o invasor (REID, 1989).

Os colonizadores secundarios consomem 0s
polissacarideos liberados durante o processo e podem produzir metabolitos
daninho, como micotoxinas e pigmentos que interferem na utilizacao do material
delignificado, sendo entdao absolutamente necessario suprimir a microflora
indigena antes da incubagéo, e desta maneira, impedir a fermentagcao auxénica.
Diversos tratamentos sao feitos no substrato para impedir o desenvolvimento de
microflora indigena, entre eles o aumento da pressao atmosférica, autoclavagem,

ambiente anaerobio e alta temperatura (REID, 1989).

Tamanho da Particula
A diminuigdo do tamanho das particulas do substrato solido
aumenta a superficie, facilita o desenvolvimento da hifa e penetragdo do ar até o

centro das particulas, acarretando aumento da densidade do empacotamento, que
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por sua vez aumenta a quantidade de material no fermentador, diminuindo, porém
o tamanho dos canais interparticulares através dos quais circulariam gases.
Assim, € necessario, um substrato com particulas de tamanho adequado que
permita a circulagao de ar, sendo que particulas de 1 a 8 mm nao afetam o
desenvolvimento de varios fungos (ZADRAZIL & BRUNNERT, 1981).

indice de Umidade

O indice de umidade € um parametro fundamental para a
regulacao e otimizagao do processo da SSF, uma vez que a umidade influi muito
no crescimento microbiano, na atividade enzimatica e no acesso ao substrato
regulando, assim, a formagdo dos produtos. O excesso de umidade pode
preencher os espacgos interparticulas, inibindo a circulagéo de ar e a transferéncia
de calor, favorecendo a compactag¢ao do substrato e a contaminagao por bactérias
que s6 crescem no SSF, quando os niveis de umidade estdo acima de 50%. Baixo
indice de umidade no meio de SSF inibe o crescimento do micélio fungico, reduz a
atividade enzimatica e o acesso a nutrientes devido ao baixo inchago do substrato,
como também promove a rapida esporulacdo do fungo, o que limita o seu
crescimento (WEILAND, 1988; LAUKEVICS et alii, citado por REID, 1989).

O nivel de umidade comumente utilizado na SSF excede a
capacidade de saturac@o do substrato e provavelmente produz uma fina camada
de agua livre sobre a superficie das fibras. O teor ideal de agua encontrado para
degradar palha por varios fungos de decomposi¢ao branca foi de 3 g de agua por
grama de palha; no entanto, existem variagdes significativas entre espécies. Em
geral os fungos podem digerir a palha numa propor¢ao de agua/palha de 1:1 a
10:1 (ZADRAZIL & BRUNNERT, 1981). Para deslignificagao 6tima da palha, tem-
se encontrado que o contetido de agua do substrato deve estar entre 60 e 80%.
Dentro deste limite de umidade o controle da administrag@o de oxigénio e remogao
de diéxido de carbono & uma tarefa dificil, devido a forte dependéncia do volume

da fase gasosa no conteudo de agua entre o substrato (WEILAND, 1988).
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Aeragao
A degradacao de lignina € um processo oxidativo, e assim,
quando o ar é substituido por atmosfera de oxigénio estimula-se a degradacao de

lignina em muitos fungos que crescem em palha ou madeira (REID, 1989).

Niveis muito alto ou muito baixo de O, inibem a degradacao
de lignina (KAMRA & ZADRAZIL, 1986). E importante a distribuicao uniforme de ar
no interior do substrato e isto vai depender da forma de empacotamento do
substrato e da forma de crescimento do fungo (SKRYABIN, citado por REID,
1989). Relatos demonstram que a distribuicao de oxigénio na superficie do micélio
na SSF é constante, diminuindo de forma gradativa no interior do “pellet’ de
micélio-substrato, como consequéncia do metabolismo celular e da limitada
difus@do do mesmo. Assim, a concentragao de produtos do metabolismo celular,
principalmente de didxido de carbono, € maior no interior do conjunto micélio-
substrato, sendo importante considerar o tamanho das particulas do substrato
para prevenir o acumulo de produtos indesejaveis e permitir um adequado fluxo de
gases e nutrientes (WEILAND, 1988).

Foi encontrado que o crescimento de Pleurotus sajor-caju
sobre palha produz um aumento de resisténcia ao fluxo de ar, pois o micélio ocupa
os espagos entre as particulas de substrato (ZADRAZIL, citado por REID, 1989).

pH
A maioria dos fungos de decomposicdo branca cresce
melhor a pH acido, entre 4 e 5. Geralmente os fungos acidificam o substrato
lignoceluldsico a niveis que provavelmente sejam parcialmente inibidores para seu
crescimento. As vezes o controle do pH da SSF pode ser obtido adicionando
amodnia no substrato (BURROWS et alii citado por REID, 1989).
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Temperatura

A maioria dos fungos sdo mesoéfilos com temperatura ativa
de 15 a 35°C, sendo que alguns fungos sdo terméfilos moderados, como P.
chrysosporium. Outras espécies diminuem o processo de lignificagao, quando a
temperatura aumenta, como € o caso do Pleurotus eringeyi (ZADRAZIL &
BRUNNERT, 1881). O controle da temperatura é um fator importante na SSF para
otimizar o processo de deslignificacdo. No inicio da fermentacdo é necessario
fornecer calor para obtengdo de temperatura 6tima de desenvolvimento do fungo.
Durante o decorrer da mesma, € necessario remover o excesso de calor produzido
a fim de manter a temperatura 6tima. Na SSF o controle da temperatura é uma
tarefa dificil devido a transferéncia de calor entre a superficie e o interior do
substrato, que € muito reduzida por causa do baixo conteldo de agua, da alta
porosidade do material solido e do estado estacionario, ou da baixa capacidade de
misturar a cultura. O controle da temperatura pode ser realizado reciclando gas
para esfriar ou aquecer a fase gasosa, ou mudando o fluxo de aeragdo ou a
composi¢ao gasosa; mas, estas alternativas para manter a temperatura, geram
outros problemas que poderiam levar a perda de agua no meio por evaporacgao,
que induz a esporulagao do microorganismo ou a perda de areagédo que geraria
condicbes de anaerobiose para o microorganismo. Entdo a melhor técnica para
controlar a temperatura depende do tipo de microorganismo, tipo de reator e o tipo
de substrato (WEILAND, 1988; REID, 1989).

Tempo

A deslignificacdo €& um processo competitivo entre
degradacao de lignina e de carboidratos pelos fungos. Parece que, conforme a
lignina € removida e os polissacarideos sdo mais expostos a hidrélise enzimatica,
a proporgao de carboidratos tende a aumentar; em consequéncia, hd um tempo
otimo de incubagao, porém a produgao de polissacarideos digeriveis diminui ou
declina porém, a degradagao de lignina continua (REID, 1989). A remogao de

lignina, mais seletiva durante os primeiros estagios, logo diminui; varios estudos
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que confirmaram este fato (AGOSIN & ODIER, 1985). Tem-se observado uma
gueda inicial na digestibilidade da palha, sendo que os componentes, faciimente
digeriveis, sao consumidos pelo fungo durante a colonizagao, antes que a
degradacao de lignina se inicie e aumente a digestibilidade. Para conseguir o
maximo de digestibilidade na palha, geralmente sdo requeridos 3 a 4 semanas
(ZADRAZIL & BRUNNERT, 1981).

Adicao de nutrientes

Os materiais lignocelulosicos fornecem um meio completo
para a maioria dos fungos degradadores de lignina e a suplementagdo com
nutrientes € geralmente desnecessaria. Na maioria dos casos, a adicdo de
nitrogénio é contra indicada, somente sendo necessario a adicao de nutrientes em

casos especificos (REID, 1989).

Mistura

A mistura do substrato solido promove a transferéncia de
massa e calor, o que resulta num processo mais uniforme. Isto melhora o
suplemento de oxigénio ao microorganismo e a remogao do didxido de carbono
dos espacos vazios do substrato solido, porque as particulas solidas individuais
sao mais freqientemente expostas a atmosfera do fermentador. Através da
mistura previne-se o superaquecimento localizado, devido a evolugido do calor
microbiano, como uma consequéncia da melhora da transferéncia de calor, pode-
se contribuir na distribuicao de aditivos como agua, no controle da umidade ou de
sais, na suplementagcao de nutrientes. Por outro lado, a mistura influencia na
morfologia do microrganismo o que pode resultar em mudanga no metabolismo,
diminui¢ao na produgao ou no fracasso total do processo da SSF (se o processo
de mistura quebra as pontas das hifas miceliais). A sensibilidade a este tipo de
“stress” varia com as diferentes espécies e deve ser testado antes de aplicar numa
determinada espécie (WEILAND, 1988).
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2.6 PROTEINAS UNICELULARES (SCP)

Proteina unicelular (SCP, Single-cell protein) € um termo
genérico usado para designar a proteina bruta ou refinada procedente de
organismos unicelulares, ou pluricelulares como bactérias, leveduras, fungos e
algas. As células destes microrganismos podem ser utilizadas na alimentagao
humana pelo seu alto teor de proteinas, carboidratos, gorduras e minerais, ja que
as proteinas convencionais e tradicionais nao sao suficientes para sustentar a
demanda cada vez maior (BISARIA & MADAN, 1983). A producdo de proteinas
unicelulares (SCP) tem sido motivo de muitas pesquisas e esforgos, com a

finalidade de aumentar a quantia dos alimentos protéicos no mundo (REID, 1989).

A maioria dos microrganismos nao podem atacar a celulose
cristalina e aqueles que a degradam, por sua vez, nao podem degradar lignina ou
a degradam muito pouco. A maioria dos microrganismos que utiliza e degrada
lignina sao os fungos de decomposi¢cao branca e a maioria deles sio, no sentido

mais amplo da palavra, os cogumelos, cujo habitat natural ndo &€ a madeira
(KURTZMAN citado por BISARIA & MADAN, 1983).

Os cogumelos constituem os mais antigos alimentos de
proteina unicelular do homem e foram produzidos nas primeiras fermentagées
solidas. Atualmente, o cultivo de cogumelo representa a maior industria
fermentativa, onde os residuos lignocelulosicos séo convertidos em produtos Uteis.
Muita pesquisa esta sendo direcionada a conversdo de lignocelulésicos a
agucares e combustiveis (etanol, metanol), solventes (acetona, butanol), alimento
animal e outros (BISARIA & GHOSE, citados por BISARIA E MADAN, 1983).

Uma outra possibilidade da utilizagdo dos residuos agricolas
& mediante SSF para a conversao em SCP como alimento animal, aumentando a

digestibilidade “in vitro”, sendo especialmente importante em paises em

47



Revisdo Bibliografica

desenvolvimento devido a baixa tecnologia, ao baixo custo de secagem do
produto final e a abundancia de residuos agricolas. Assim, foi encontrado que a
palha de trigo submetida a SSF por 120 dias com Stropharia rugosannulata ou
Pleurotus cornucopiae, tem sua digestibilidade “in vitro” aumentada entre 60 e
70% fato também observado quando Pleurotus ostreatus cresceu em palha de
trigo em SSF durante 50 dias, aumentando a hidrélise com celulase em 70%. Nao
é pratico produzir simultaneamente cogumelos de Pleurotus e que a palha residual
altamente delignificada por SSF tenha o seu valor protéico aumentado (CHAHAL,
1991).

2.7 COGUMELOS

Os fungos de decomposicao branca podem degradar os
maiores componentes do material lignocelulésico e sdo considerados os principais
agentes de degradacao da lignina (BUSWELL & ODIER, 1987; HADAR et alii,
1992).

Como a lignina € um polimero insolavel, & complicado e
dificil elucidar o mecanismo de sua oxidagdo por analise dos produtos de
degradacao. Ensaios com P. chrysosporium demonstraram que a multiplicidade de
reacbes oxidantes s&o catalisadas por um sistema degradativo de lignina
(HIGUCHI, 1990; BUSWELL & ODIER, 1987 & GOLD & ALIC, 1993).

Desde os primeiros estudos com P. chrysosporium
percebeu-se que a degradagao de lignina € um processo oxidativo nao especifico
e que a lignina & degradada por este microrganismo unicamente durante o
metabolismo secundario (idiofatico), iniciado quando no meio de cultura torna-se
escasso o nitrogénio, carbono ou enxofre, sendo que a limitagao de nitrogénio é a
mais usada nos experimentos (GOLD & ALIC, 1993).
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Entre 1983 e 1984 duas enzimas extracelulares, a lignina
peroxidase (LIP) e a manganés peroxidase (MnP), foram descobertas em P.
chrysosporium e sao consideradas os maiores componentes do sistema
degradativo de lignina deste organismo, tendo sido purificadas e caracterizadas
bioguimicamente de maneira intensa (GOLD & ALIC, 1993). Outros fungos
degradadores produzem corpos frutiferos comestiveis (cogumelos) e podem ser
usados diretamente para converter residuos lignocelulésicos em alimento humano.
Normalmente, a maioria dos processos comercialmente viaveis para a
bioconversao de residuos lignoceluldsicos € destinado a fornecer substrato para o
crescimento de corpos de frutificacdo de fungos comestiveis (REID,1989).

Os principais géneros utilizados para consumo humano sao:
Agaricus, Lentinus, Volvariella e Pleurotus. Na Europa, o organismo de maior
interesse € o Agaricus bisporus; na China e no Japao é usada ampla variedade de
cogumelos, especialmente o cogumelo “ostra” (Pleurotus ostreatus) e o “shiitake”
(Lentinus edodes). Os corpos frutiferos destes cogumelos sao ricas fontes de
proteinas (CHANDER & SINGH, 1993). O fungo mais amplamente cultivado, o
Agaricus bisporus, representa 75% do total da produgdo mundial de cogumelos e
utiliza como substrato para seu crescimento palha de vegetais pré-tratadas
(WOOD citado por CHANDER & SINGH, 1993).

Outros fungos como o Pleurotus sp utilizam residuos
lignocelulésicos com pouco ou nenhum pré-tratamento e a descoberta de seu
crescimento rapido facilitou o caminho para sua produgao comercial em grande
escala (SMITH et alii, citado por CHANDER & SINGH, 1993). Pleurotus sp esta
amplamente distribuido no sul da Europa e area Central e norte da Africa
(RAJARATHNAM & BANO, 1987).
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2.8 Pleurotus spp

O termo Pleurotus vem do grego e significa “orelha” ou
‘margem”. As espécies de Pleurotus sp estdo restritas a um grupo de fungos
superiores (Basidiomicetos) caracterizados pelos corpos de frutificagdo com o
pedunculo excéntrico aderido ao pileo, o qual se abre como uma ostra durante a
morfogénese, e por causa disto sdo chamados de “cogumelos ostras’. Na
natureza sdo encontrados principalmente como sapréfitos, pois crescem sobre
troncos de madeira e estdo dotados da capacidade de segregar um amplo
espectro de enzimas hidroliticas e oxidantes (HONG E NANGUNG; HONG:
ULEZLO et ali; TOYAMA & OGAWA; DANGULUS & BONE; MOLITORS:;
RAHARATHNAM et alii; MADAN & BISARIA citados por RAJARATHNAM &
BANO, 1987).

As espeécies do género Pleurotus sp tém a capacidade de
decompor os residuos lignocelulésicos nativos, melhorando o contetdo protéico e
em consequéncia, o nivel nutricional, sendo empregado diretamente na
alimentag@o animal (WOOD citado por CHANDER & SINGH, 1993).

Os residuos lignocelulésicos impropriamente utilizados,
poderiam ser reciclados para produzir biomassa comestivel (corpos de
frutificacao) de Pleurotus sp, que sao de cor atrativa e sabor delicioso. Por outro
lado, o substrato degradado oferece um amplo espectro de potenciais aplicagées,
destacando-se entre elas as seguintes: uma forma degradada para alimentacao
de ruminantes, para a producao de biogas, como adubo de jardins, para a
producao de enzimas sacarificantes, etc. A vantagem deste género & que cresce
numa ampla faixa de temperatura que vai de 15 a 31°C, e tém a capacidade de
colonizar um amplo numero de residuos lignocelulésicos, como palha de cereais,

serragem, residuos de papel, palha de bananeira, palha e sabugo de milho,
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residuos da planta de algodao, madeira, bagago de cana, etc. (BANO &
RAJARATHNAM, 1988).

Alem de Pleurotus sp nao precisar de substrato pré-formado
para seu crescimento, tem grande capacidade de adaptagdo ecolégica as
condigdes climaticas e de colonizar diversas plantas superiores, o que explicaria
sua ampla distribuicdo no mundo. Esta grande plasticidade de Pleurotus sp
oferece um grande raio de agao para sua exploragdo com diversos propésitos
biologicos (BANO & RAJARATHNAM, 1988; CHANG & MILES, 1989).

2.8.1 Taxonomia de Pleurotus spp

Este género é classificado dentro da familia Agaricacea,
caracterizado pelo himénio com lamelas (DYKSTRA & ALTAMURA, citado por
RAJARATHNAM & BANO, 1987).

Existe uma grande confusdo na identificacao das espécies
do género Pleurotus, pois a mesma espécie mostra diferentes requerimentos
climaticos para seu crescimento, tendo sido muito dificil caracterizar e identificar
espécies baseadas na sua morfologia. A diregdo da iluminacdo determina a
natureza do pedunculo, seja este central, excéntrico ou lateral; iluminagao pobre,
temperatura e umidade alta e/ou ventilagdo insuficiente, causa alongamento dos
pedunculos, pileo mais ou menos infundiliformes e/ou mais ou menos lobados,
com as margens que se enrolam mais ao interior (RAJARATHNAM & BANO,
1987).

Na auséncia de caracteristicas confiaveis, tanto
macroscopicas como microscopicas, tem-se empregado o teste do
entrecruzamento (“‘mating”) para ajudar na sua classificagcdo. Dessa forma

encontrou-se que entre dez linhagens estudadas, nove delas pertenciam a mesma
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espécie, nao formavam dicariontes, mas produziam esporosviavel com
incompatibilidade de fatores genéticos (RAJARATHNAM & BANO, 1987).

2.8.2 Sistema Lignocelulolitico do Género Pleurotus

A decomposigdao do material lignocelulésico € dependente
do grau de atividade de enzimas lignoceluloliticas extracelulares que o micélio
produz, para decompor e metabolizar os complexos heterogéneos dos trés
componentes lignocelulésicos (KIRK, citado por MASAPHY & LEVANON, 1992). A
degradagao da celulose pelo grupo de fungos de decomposi¢cao branca ao qual
pertence Pleurotus sp, € realizada por trés principais enzimas: exoglucanases,
endoglucanases e B-glucosidases (LJUNGDABLL & ERIKSON, citado por
MASAPHY & LEVANON, 1992).

Quando Pleurotus sp cresce sobre substrato lignocelulésico
em SSF, produz celulase e xilanase em pouca quantidade comparado a
Trichoderma reesei ou Aspergillus wintei (MADAN & BISARIA, 1983 e VELTER
citado por MASAPHY & LEVANON, 1992). As enzimas degradadoras de
polissacarideos foram mais estudadas em SSF de Ascomicetos do que em
Basidiomicetos, mas VALMASEDA et alii (1991) encontraram que P. ostreatus
apresentava alta producao de xilanase

O sistema ligninolitico de Pleurotus sp nao esta bem
definido, mas existem indicagdes de que poderia ser diferente dos outros fungos
de “degradagao branca” (WALDNER et alii, 1988; SANNIA et ali, 1991 e
MASAPHY & LEVANON, 1992), uma vez que o mecanismo de degradacdo de
lignina por Pleurotus sp tem sido significativamente menos estudado que o de P.
chrysosporum (KEREM & HADAR, 1993).
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Ao estudar o sistema enzimatico de degradacao de lignina
durante a SSF por Pleurotus sp, diversos autores ndo encontraram lignina
peroxidase (KEREM & HADAR, 1993). Esta observacédo concorda com estudos
mais especificos como o de WALDNER et alii (1988), que ndo encontraram lignina
peroxidase ao nivel de proteina, e KIMURA et alii (1990) ndo a detectaram a nivel
de DNA.

A enzima ligninolitica que mostra maior atividade no género
Pleurotus € lacase, e a maior atividade desta foi observada entre o 6° e 8° dias
do inicio da SSF (PLATT et alii, 1984; KEREM et alii, 1992 e VALMASEDA et alii,
1991). A lacase iniciaria a degradacao de lignina, clivando as cadeias e anéis
aromaticos na porgao fenodlica da lignina (PLATT et alii, 1984).

Os niveis relativamente altos de lacase encontrados nos
SSF por Pleurotus sp limitariam a decradagéo da lignina da madeira; porém, sao
importantes na biodegradacao da ligiuna com alto teor de fenéis livres, como a

lignina de palha de trigo e outros cereais (LAMPIERRE & MONTES citados por
VALMASEDA et alii, 1991).

Pesquisando outras enzimas que participariam na
biodegradagao de lignina por Pleurotus sp, foi encontrada Veratril alcool oxidase
(VAO) por BOURBONNAIS & PAICE, 1988, confirmado depois por GUILLEN et
alii, 1990; SANNIA, 1991, e VALAMASEDA et alii, 1991. Esta enzima estaria
participando na oxidagao de alcoois aromaticos a aldeidos e na redugédo de O, a
H.O, (BOURBONNAIS & PAICE, 1988); KIM et alii em 1986 achou atividade de

polifenol-oxidase que é capaz de oxidar dihidroxifenilalanina (DOPA).

Ja que se tem demonstrado que o valor nutricional dos
residuos lignocelulésicos melhora quando tratados por SSF utilizando espécies

ligninoliticas como Pleurotus sp, novos estudos sobre a natureza das enzimas que
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participam na degradacao da lignina sao necessarios para estabelecer sua
participagao em condi¢des de SSF (VALMASEDA et alii, 1991).

2.9 Parametros utilizados para medir o grau de degradacao do substrato

2.9.1 Modificagoes Fisico-Quimicas

Perda de matéria organica

Durante o crescimento do fungo se perde CO, e H,0 devido
a sua propria atividade metabdlica (RAJARATHNAM & BANO, 1987). A perda da
matéria organica € determinada pesando-se a amostra no inicio e no final do
periodo de incubacao do fungo (ZADRAZIL, 1980). A quantidade de substrato
seco perdido durante a SSF € um importante resultado que, frequentemente, é
omitido (REID, 1989).

Solubilidade do substrato
A solubilidade do substrato € um critério usado para avaliar
0 grau de decomposi¢ao de um substrato e liberacdo de substancias solUveis na
agua, como agucares, por exemplo, (ZADRAZIL, 1985). Parece que alguns fungos
comegam a crescer imediatamente depois da incubagéo, primeiro utilizando os
acucares livres do substrato para logo comegcarem a utilizar polissacarideos,
demonstrado pela liberagdo de enzimas celuloliticas (PLATT et alii, 1981). Entre
os agucares estudados a arabinose e a xilose sao os que mais aumentam durante

a SSF (AGOSIN et alii, 1985).

Produc¢ao de Biomassa
O grau de degradacao de substrato aumenta com a

producao de biomassa fungica. A andlise da massa fungica na SSF é estimada

54




Reviséo Bibliografica

pelo conteudo de quitina ou glucosamina presente no micélio, ja que a parede
celular fungica é constituida desta matéria (AGOSIN et alii, 1985; RAJARATHNAM
& BANO, 1989).

pH

Em geral o pH do substrato diminui durante sua degradagao.
No caso do Pleurotus sp, uma das raz6es da queda do pH do meio, é a secregao
de acido oxalico. A auséncia de queda de pH indicaria a finalizacdo do
crescimento do microorganismo (RAJARATHNAM & BANO, 1989).

Nitrogénio e Proteinas

O conteudo de aminoacidos aumenta continuamente desde
o inicio do crescimento até o inicio da frutificagdo. Também se observa o aumento
de peptideos desde o inicio do crescimento até o final da colheita, o que indicaria
degradacao do substrato (RAJARATHNAM & BANO, 1989).

A quantidade de nitrogénio no substrato também aumenta
durante a SSF, este aumento de nitrogénio no substrato tem sido atribuido a
presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio sobre o micélio, porém no caso de
Pleurotus sp seu préoprio micélio estaria fixando nitrogénio ambiental (ORTEGA et
alii, 1992). Além do aumento de aminoacidos também se percebe um aumento de
proteina bruta, que indicaria a capacidade do fungo para decompor compostos
nitrogenados nao protéicos, provavelmente compostos lignoprotéicos
incorporando-os dentro de sua propria proteina (HADAR et alii, 1992).

Componentes lignocelulésicos
Os fungos degradam diferentes quantidades de celulose,
hemicelulose e lignina do substrato. RYPACEK citado por ZADRAZIL, 1985
classificou os fungos de decomposi¢cao branca em trés grupos: o primeiro grupo

decompode principalmente pentoses e celulose, seguido por lignina; o segundo
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grupo decompde primeiro lignina e logo depois celulose e pentoses; e o terceiro

grupo decompde os trés componentes lignocelulésicos simultaneamente.

A sequéncia de decomposicdo dos polimeros varia com a
temperatura e outras condigbes de fermentagao (ZADRAZIIL & BRUNNERT,
1981). Assim, em Trametes hirsuta foi encontrado uma correlagéo positiva entre
temperatura e decomposicéo de substrato, enquanto que nos fungos Abortiporus
biennis, Ganoderma aplanatum e Pleurotus serotium a decomposi¢ao do substrato
foi diminuida na medida que aumentava a temperatura do meio. Por outro lado,
nao foi observado nenhuma influéncia da temperatura na decomposi¢cdo do
substrato com Lentinus betulina. Mas, Ganoderma applanatum, Pleurotus
serotinus e Pleurotus ostreatus degradam menos lignina a 30°C que a 25°C
(ZADRAZIL & BRUNNERT, 1981).

Diferentes espécies de Pleurotus degradam quantidades
variaveis de celulose, hemicelulose e lignina, e em geral, € mais pronunciada a
propriedade lignilolitica e a tendéncia de degradar mais hemicelulose que celulose
(RAJARATHNAM & BANO, 1989).

O conteludo de fendis diminui durante o crescimento e
frutificacdo do fungo em SSF, indicando com isto sua oxidagdo e eventual
decomposicdo. A atividade hidrolitica de enzimas que catalisam a quebra de
celulose e hemicelulose € inibida por mondémeros fendlicos e compostos
aromaticos em geral, presentes no substrato (AKIM & RIGSBI;: BORNEMAN et alii:
MARTIN & AKIM, citados por BUSWELL & ERIKSON, 1994). Existe a
possibilidade de compostos fendlicos inibirem bactérias celuloliticas presentes no
rumen animal (AGOSIN & ODIER, 1985).

Para quantificar lignina no substrato no inicio e no final da

SSF, sao preferidos os métodos quimicos. Com a quantificacdo da lignina
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obtemos o grau de sua degradagao microbiana ou enzimatica, enquanto que o uso
de 'C permite observar melhor a degradacgédo bioldgica de lignina. O método
Goering Van Soest, € amplamente empregado para analisar cereais, forragens e
ingredientes alimenticios com alto contetido de proteina e outros componentes
nao lignoceluldsicos. As amostras sao pré-tratadas com detergente acido para
remover proteinas, hemicelulose e outros componentes da celulose; a lignina é
determinada pelo método de Klason (KIRK & OBST, 1988). Um outro método
utilizado na determinagao de lignina faz uso do corante floroglucinol e a posterior
solubilizagao do complexo corado. Esta metodologia proposta por GARCIA &
LATGE (citado por REID 1989), mas o floroglucinol reage com os grupos coniferil
aldeido tornando-o inadequado para medir biodegradagao de lignina (REID, 1989).
Outra determinagao espectrofotométrica, especifica, para medir lignina em meios
lignoceluldsicos, foi proposta por JANSHEKAR et alii (1981). Este método serve
para medir diferentes compostos aromaticos da lignina, mudando o comprimento
de onda. A vantagem € que usa de dioxano ou alcalis ou algum outro solvente que
nao contenha grupos reagentes, requer pequenas quantidades de amostra,
praticamente nao & observada interferéncia de outras substincias e tem boa

reprodutividade.

A caracterizagdo quimica da lignina degradada é
comumente usada para examinar a estrutura de lignina degradada parcialmente e
para comparar lignina modificada microbiologicamente com a lignina nativa
(POMETTO & CRAWFORD, 1988).
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2.9.2 Modificagoes Biologicas
A. Atividade Enzimatica

- Carboidrases

Tem se dado muita atengdo as principais enzimas
envolvidas na degradagdo de lignocelulose, particularmente as celulases,

xilanases e mais recentemente as peroxidases (JEFFRIES, 1990).

As pesquisas realizadas sobre a solubilizagdo do complexo
lignina-carboidrato por atividade microbiana, tém mostrado que celulases,
hemicelulases, esterases e talvez peroxidases, estdo correlacionadas com a
solubilizagao da lignina. A quantidade de carboidrato remanescente sobre a lignina
pode, apos a digestdo com hemicelulases e celulases, ser medido pela analise de
acucares (JEFFRIES, 1990).

Diferentes trabalhos apontam que os glicosideos poderiam
estar relacionados a biodegradagdo de lignina. O consumo de lignina é mais
rapido quando o meio contém polissacarideos, do que quando sé existem
monossacarideos. Em meios contendo xilana ou holocelulose, o alcool veratrilico
foi totalmente transformado em veratril-O-B-D-xilosidase, o qual desaparece
rapidamente do meio, concluindo-se que o veratril aldeido foi primeiro reduzido a
veratril alcool, a seguir glicosilado e finalmente consumido. No entanto, a
importancia dos carboidratos na assimilagao dos produtos de degradagdo da
lignina s6 foi encontrado recentemente (JEFFRIES, 1990).

Uma das primeiras enzimas relacionadas a biodegradacao
de lignina foi uma celobiase: quinona oxido-redutase (CBQase). Esta enzima
cataliza a redugao de uma quinona e simultaneamente a oxidagao de celobiose
(WESTERMARK & ERICKSSON citados por JEFFRIES, 1990). A CBQase
sintetizada por P. chrysosporium se liga muito fracamente a celulose
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microcristalina e tal ligagdo ndo bloqueia a sua capacidade de oxidar celobiose,
comprovando-se que os sitios cataliticos e de ligacdo sao distintos
(RENGANATHAN citado por JEFFRIES, 1990).

A glicosilag@o serviria também para detoxificar os produtos
de degradagao da lignina. Alcool veratril e alcool vanilil, por exemplo, sao toxicos
para o crescimento de C. versicolor e T. palustris; sendo a toxicidade dos
glicosidios destes compostos altamente reduzida pela glicosilacdo (KONDO &
IMAMURA citados por JEFFRIES, 1990). Também a presenga de grupo glicosil
mostrou prevenir a polimerizagao de alcool vanilil pela enzima fenol oxidase e

poderia prevenir a repolimerizagao por lacase (JEFFRIES, 1990).

Acetil xilana esterase atua de maneira cooperativa com
endoxilanases para degradar xilanas (BIELEY citado por JEFFRIES, 1990); no
entanto, esta enzima n&o esta relacionada a quebra de ligagdes lignocelulésicas,

ja que os grupos acetil ésteres sao grupamentos terminais (JEFFRIES, 1990).
- Ligninases

Foi estabelecido que a lignina é clivada por um sistema
enzimatico nao especifico dos fungos de decomposigao branca (“white rot fungi”).
A propriedade das enzimas ligninoliticas tem sido relativamente estudada sobre
modelos de substrato de lignina, embora as informagées sejam insuficientes em
relacdo a acao de enzimas do complexo ligninolitico sobre a lignina, devido a falta
de meétodos sensiveis, seletivos e de monitoramento do mecanismo de agao
destas enzimas. Todos os métodos utilizados sdo geralmente trabalhosos ou
desinformativos e comparando-se os métodos conhecidos mais acessiveis para
determinar a agao de enzimas ligninoliticas sobre a lignina, verificou-se que os
metodos espectrofotométricos seriam os mais recomendados para determinar os
produtos de oxidagao da lignina (BEKKER & SINITSYN, 1993).
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B. Digestibilidade

Quando o proposito da deslignificagdo € o aumento e a
acessibilidade de polissacarideos a hidrélise enzimatica in vivo, como no rimen, a
medida da digestibilidade mostra o sucesso do processo. Para animais
ruminantes, os dados mais definitivos provem de alimentar o animal por um
grande periodo de tempo, medindo o ganho de peso e materiais indigeriveis nas
fezes. O beneficio nutricional num animal, por um determinado alimento, esta
sujeito a diversos fatores, inclusive ao sabor, capacidade de permanéncia no
rumen e toxicidade do alimento para os microorganismos do rimen, além de
suscetibilidade dos polissacarideos a hidrolise enzimatica. Todos esses fatores
podem ser afetados durante a deslignificagcdo biolégica. Com isto, as provas
alimentares tornam-se dispendiosas, e requerem grande quantidade de material
tratado, somente podendo ser usadas quando o processo de tratamento esta bem
desenvolvido (REID, 1989).

A digestao dos substratos com celulases e hemicelulases
fungicas € mais simples para medir a suscetibilidade da hidrolise enzimatica e
tem-se encontrado boa correlagéo de digestibilidade de ramen in vitro e in vivo,
com digestibilidade por celulase (REID, 1989). Usando celulase, dois sdo os
metodos mais conhecidos para determinar a digestibilidade in vitro dos materiais
delignificados biologicamente: o método de TILLEY et alii (1963) que usa fluido de
rumen ao invés da celulase comercial, e 0 método de ROUGHAM et alii (1972)
que usa pepsina comercial antes de submeter o substrato a acao da celulase
comercial (RAJARATHNAM & BANO, 1989).

A digestibilidade no rumen pode também ser estimada
suspendendo as amostras em um saquinho de nailon poroso dentro do rimen de
um animal fistulado ou incubando a amostra a ser testada em um tubo com um

inoculo do rumen do animal fistulado, para a obtengdo do valor do IVRD (In Vitro
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Rumen Digestibility). Em qualquer dos casos expostos, a digestibilidade ¢ medida
como a solubilizagdo do substrato. Estas técnicas medem a suscetibilidade do
material a digestao pelos microorganismos do rimen, mas requer um animal
fistulado (REID, 1989).

A metodologia de colocar amostras de alimentos no rimen
atraves de sacos € relativamente antiga e € conhecida como degradabilidade in
situ que tem como objetivo estudar a desintegracéao de alimentos. Os sacos eram
inicialmente confeccionados em seda bastante fina e introduzidos através de
fistula no rimen de carneiros adultos. Atualmente, esta técnica usa sacos de
nailon e € bastante utilizada e amplamente aceita, ja que é relativamente rapida na
determinacao da taxa de degradagao dos alimentos no rimen permitindo estimar
a degradabilidade efetiva e corrigindo, pela taxa de passagem, os valores da
degradacdo potencial. Com este método mede-se o desaparecimento dos
componentes dos alimentos apos serem incubados no rimen, em sacos de nailon,
durante diferentes periodos, admitindo-se que esse desaparecimento & sindnimo
de degradagéo, embora os alimentos ndo sejam submetidos a salivacdo. Apesar
da metodologia ser muito utilizada, existem variagées entre os resultados de
diferentes laboratérios, que podem ser explicados por: aspecto fisico dos sacos,
tipo de material, tamanho do poro do tecido utilizado, o preparo da amostra,
secagem e moagem, peso da amostra por area de saco, incubacao ruminal, local
dentro do rimen, tamanho do cabo e contaminagao dos sacos e seus residuos,
efeito animal e efeito da dieta. Contudo, a técnica in situ pode ser uma poderosa
ferramenta para estudar os efeitos associativos sobre os valores de
degradabilidade dos alimentos porque parece ser mais sensivel as trocas na
composicao da dieta (POSSENTI, 1998).

A digestibilidade da FDN é um importante parametro de
qualidade de uma forragem, ja que esta varia amplamente em sua

degradabilidade no ramen, influindo na produgéo do animal. Mesmo que o gado
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requeira de FDN na sua dieta, o excesso de FDN limita a ingestao voluntaria do
alimento por preenchimento fisico do ramen (OBA & ALLEN, 1999).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacao dos Inéculos

Foram utilizadas duas linhagens/espécies do género
Pleurotus: 1) Pleurotus ostreatus que foi isolada no Laboratorio de Sistematica e
Fisiologia Microbiana do Departamento de Ciéncias de Alimentos, FEA/UNICAMP,
seguindo a metodologia de BORSINI & SCURTI, (1972) a partir de corpos de
frutificacéo obtidos nos supermercados de Campinas com o nome de “Pleurotus
tiuti” os que foram identificados como P1; 2) Pleurotus ostreatusroseus, SING
(CCB 016, origem Sao Paulo) doado ao Laboratério pela cole¢ao de culturas de
Basidiomicetos da se¢ao de Micologia e Liquenologia do Instituto de Botanica de

Sao Paulo - S.P., identificados com o nimero 016.

Os micelios fungicos foram cultivados em placas de petri
contendo meio PDA (Potato Dextrose Agar) a 30°C por aproximadamente 10 dias,
até a total colonizagao. Pequenos quadrados com area de aproximadamente 1
cm? do meio de cultura com os micélios a serem utilizados, foram transferidos em
camara de fluxo laminar para frascos de vidro de 500mL preparados de acordo
com o procedimento descrito por CHANG & MILES (1989). Os frascos de vidro
continham 50 g de graos de trigo, previamente fervidos com 3 vezes seu volume
de agua durante 15 minutos, a seguir a agua era escorrida, ainda quente os graos
de trigo foram misturados com carbonato de célcio a 1% (p/p) e autoclavados a
121°C por 30 minutos. Os frascos foram entéo inoculados e incubados a 30°C por

15 dias, para serem utilizados como inéculo para o substrato numa concentragao
de 6% (p/p).
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3.2 Substrato

Bagaco de cana de agulcar obtido na usina Santa Marta,
Cosmopolis — SP, foi utilizado como substrato O mesmo foi seco e peneirado para
eliminar o excesso de p6 e entdo umedecido com 75 % p/p de agua e misturado a
2% de seu peso seco com carbonato de calcio. No caso de substrato com melaco,
este foi dissolvido numa concentragédo de 0,5% (v/v) em agua e as amostras
identificadas como P1M e 016M respectivamente. Uma vez umedecido em agua e
com ou sem melago foram cobertos com filme plastico nas vasilhas de preparo e
guardados sob refrigeragdo durante toda a noite a fim de permitir uma melhor
penetragao da agua, Depois, foram distribuidas as amostras de 50g + 0,05g em
saquinhos de polipropileno 200 x 320 mm e espessura de 0,08 mm. As
embalagens foram fechadas com barbantes e autoclavadas durante 30 minutos a
120°C.

3.3 Método de Cultivo

Depois de autoclavados e esfriados, os saquinhos contendo
o bagago de cana foram inoculados com os fungos que cresceram nos graos de
trigo nos vidros (item 3.1). A inoculagao foi feita numa camara de fluxo laminar e a
concentragao utilizada de inéculo de cada linhagem foi a mesma indicada no item
3.1. As culturas foram incubadas a 30° C por 5, 10 , 15, 20, 30, 45 e 60 dias de
incubagao. ApoOs cada periodo trés tipos de ensaios foram realizados: a)
Enzimatico, b) Quimico e c¢) Digestibilidade. Todos os ensaios foram realizados
em ftriplicata, sendo que os saquinhos utilizados em cada tipo de estudo foram

selecionados de maneira aleatoéria.

Os estudos quimicos e de digestibilidade foram realizados no

Laboratério de Bromatologia do Instituto de Zootecnia de Nova Odessa - S. P.
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3.4 Analise Estatistica dos Dados Obtidos

Foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para
analisar os resultados das atividades das enzimas lignoceluloliticas, das analises
quimicas e da digestibilidade in vitro. Para analisar os resultados da

digestibilidade in situ empregou-se o teste de Tukey para comparacao de médias.

3.5 Estudo Enzimatico
3.5.1 Extracao Enzimatica

Para a extragdo de enzimas, apos os respectivos periodos
de incubagao, o bagago de cana colonizado foi diluido com 200 mL de agua
destilada, agitado a 200 rpm por 10 min, para homogeneizar a suspensao e
centrifugado a 10000g/15min para a separagao da parte liquida. O sobrenadante
foi filtrado a vacuo através de la de vidro e os extratos guardados a -20°C até o

momento de serem analisados (KEREM et alii, 1992).

3.5.2 Determinacao de Enzimas Celuloliticas

A determinagdao de avicelase e carboximetilcelulase foi
realizada através da quantificacdo de aglcares redutores pelo método do
reagente acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) proposto por MILLER (1959), Este
método possui sensibilidade na faixa de 0,1 a 1,0 g/L de actcar redutor e
consiste na adicao de uma aliquota de 2 mL da solugao do reagente DNS aos
tubos de reacao onde se encontra 2 mL da solugdo com os aclcares redutores.
Os tubos sao incubados em banho de agua a 100° C por 5 minutos. A reagao é
paralisada pela transferéncia imediata dos tubos para banho de agua gelada, a
absorbancias foi medida 550nm. Para a determinagao da concentragéo do aclcar

redutor, foi construido uma curva padrdao com a solugdo do acucar a ser
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determinado. Quando a atividade celulolitica foi estudada, utilizou-se glicose como
padrao, principal agucar resultante da acdo das celulases. Para determinar a
atividade de xilanase, a curva de calibragao foi construida empregando xilose que
€ o principal agucar resultante da atividade das xilanases.

O reagente do DNS foi preparado dissolvendo em 1,4 L de

agua nos seguintes compostos:

Acido 3,5-dinitrosalicilico 106 g
NaOH 19,8g
KNaC,H,O, (Tartarato duplo de sédio e potassio) 306,0g
Fenol 7649
Bissulfito de sodio 8,34g

3.5.2.1 Atividade de Celulase Total (Avicelase)

A determinacdo foi feita seguindo a metodologia de
REGINATO (1992). Foi misturado 1,0 mL de uma solucdo 1,0% de avicel, em
tampao acetato 0,05 M pH 5, pré-incubados em banho-maria a 50° C por 10 min,
a 1,0 mL de caldo de cultivo filtrado pré-incubado em banho-maria a 50° C . A
mistura foi incubada por 30 min em banho-maria a 50°C e os agUcares redutores
liberados foram determinados pelo método do DNS. Paralelamente foram

preparados o branco da enzima com 1,0 mL de enzima inativada e 1 mL de agua

destilada.

3.5.2.2 Atividade de Endo-1,4-B-D-Glucanase

(Carboximetilcelulase) (CMCase)

Foi medida a atividade de carboximetilcelulase seguindo a
metodologia de REGINATO (1992) A 1,0 mL de uma solugdgo 1,0% de

66




Material e Métodos

carboximetilcelulose (CMC) em tampao acetato 0,05 M pH 5 pré-incubado em
banho-maria a 50° C por 10 min, foi adicionado 1,0 mL de caldo de cultivo filtrado.
A mistura foi incubada por 30 min em banho-maria a 50°C; os acucares liberados

foram determinados pelo método do DNS (item 3.5.2). Paralelamente foram

preparados os brancos respectivos como no item 3.5.2.1

3.5.2.3 Atividade de B-glicosidase

Usou-se o método recomendado por JAFELICE et alii
(1990). Este meétodo utiliza p-nitrofenil-p-D-glicosideo como substrato para a
determinacao da atividade de B-glicosidase.

Para determinar a atividade da enzima, foi utilizado 1,0 mL
do substrato p-nitrofenil-B-D-glicosideo 5mM em tampao acetato 0,05 M pH 5,0
foram incubados 0,5 mL do extrato enzimatico por 15 minutos a 50°C. A reagao
foi interrompida pela adi¢do de 2,0 mL de bicarbonato de sédio 1,0 M e o p-
nitrofenol liberado, teve sua absorbancia lida a 410 nm e comparado com uma
curva de calibragdo com p-nitrofenol. Uma unidade de atividade pB-glicosidase

corresponde a quantidade de enzima que libera 1 umol de p-nitrofenol por minuto.
3.5.3 Determinagao de Enzimas Xilanoliticas

3.5.3.1 Atividade de Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada utilizando o método
recomendado por KHANDKE et alii (1989). Foi usado xilana (Birchwood, Sigma-
X0502) como substrato. A mistura de reagao continha 0,5 mL do caldo de cultivo
filtrado e 0,5 mL de uma solugao de xilana em tampao acetato de sédio 50 mM,
pH 5,0. Apés 30 min de incubagao a 50°C os aglcares liberados foram

determinados pelo método do DNS (item 3.5.2). Uma unidade de atividade
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xilanase corresponde a quantidade de enzima que libera 1umol de agucares

redutores, expressos como xilose, a partir de xilana, por minuto.

3.5.4 Determinacao de Enzimas Ligninoliticas
3.5.4.1 Quantificagao da Atividade Enzimatica

A quantificacao da atividade das enzimas ligninoliticas foi
realizada empregando-se a seguinte equagao:
{(AVE) / (R.t)} x 10° = U/L, onde:
A = Absorvancia
E= Coeficiente de Extincao Molar
R = Quantidade de Caldo Enzimatico utilizado (mL)

t = Tempo de Reacgado (minutos)

3.5.4.2 Determinacao de Lignina Peroxidase (LiP)

A atividade de lignina peroxidase (LiP) foi determinada de

acordo com TIEN & KIRK (1984) através da oxidagao de alcool veratrilico (€,,,=
9.300 M".cm™). A mistura de reagao continha 0,6 mL de sobrenadante filtrado; 0,2
mL de alcool veratrilico 2mM em tampao tartarato de sédio 0,4 M (pH 3,0), e por
ultimo foi adicionado 0,2 mL de H,O0, 2,0 mM. O aparecimento do aldeido
veratrilico foi determinado lendo-se a absorbancia a 310 nm. A atividade de LiP

foi expressa em U/L.

3.5.4.3 Determinagao de Alcool Veratrilico Oxidase (AVO)

A atividade de AVO foi determinada da mesma forma que
LiP, com excegao do H,O, que foi omitido do meio de reagao. A atividade de AVO

fol expressa em U/L.
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3.5.4.4 Determinacao de Manganés-Peroxidase (MnP)

A atividade de peroxidase € dependente de Mn(ll). (MnP) foi
determinada pela oxidag@o do vermelho de fenol e medida a 610 nm (g,,,= 4.460
M. cm™). A mistura de reagao (1,0 mL) continha 0,1 mL de lactato de sédio 0,25
M, 0,05 mL de MnSO, 2,0 mM, 0,2 mL de albumina bovina 0,5%, 0,5 mL de
sobrenadante filtrado, 0,05 ml de H,O, 2,0 MM em tampao succinato de sédio
0,2M (pH 4,5) e 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%. A mistura foi incubada a 30°
C durante 5 min e a reacéao foi interrompida pela adigdo de 0,04 mL de NaOH 2.0
N. A atividade de MnP foi expressa em U/L. Essa determinagéo segue a descri¢ao
de KUWAHARA et alii (1984).

3.5.4.5 Determinagao de Lacase

A atividade de fenol oxidase, medida como lacase, foi
determinada espectrofotometricamente pela oxidagdo de siringaldazina ou o-

dianisidina, que foram usados como substratos enzimaticos, segundo a

metodologia modificada de SZKLARZ et alii (1989).

A mistura de reagao para oxidar siringaldazina até sua forma

de quinona foi acompanhada por 10 minutos a 525 nm (g:,,=65000 M'cm™) e
continha 0,6 mL de sobrenadante filtrado, 0,2 mL de tampao citrato-fosfato 0,05 M
(pH 3,0), 0,1 mL de solugao de siringaldazina 1,0 mM em etanol e 0,1 mL de agua
destilada.

A mistura de reagao para oxidar a o-dianisidina foi preparada
da mesma forma como para siringaldazina, usou-se 1,0 mM de o-dianisidina em

agua destilada. A velocidade da reagao foi acompanhada por 10 minutos a 460nm

(€460=29.400 M"'.cm™). A atividade de lacase foi expressa em UJ/L.
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3.6 Estudo Quimico do Substrato

Este estudo foi realizado no substrato fermentado (item 3.3)e
seco.

3.6.1 Determinacao de Matéria Seca

Foi determinada segundo a metodologia do A.O.A.C. (1960).
Para determinar a matéria seca, utilizou-se discos de aluminio previamente
lavados com alcool etilico que uma vez secos foram pesados em balanca
analitica. Sobre os discos pesou-se aproximadamente 1 g de amostra e deixou-se
em estufa a 105°C durante 12 horas. Os discos foram transferidos para um
dessecador, até atingir a temperatura ambiente a seguir, os discos foram pesados
em balancga analitica. O percentual da matéria seca foi calculado de acordo com a
seguinte expressao.
Calculo do % de matéria Seca:

(Peso do disco + Peso da amostra seca) — Peso do disco x 100
Peso da amostra antes de seca

3.6.2 Determinacao de Proteina Bruta

Usou-se o Método de Kjeldahl através da metodologia
descrita em SILVA (1998).

A 2,0 g da amostra foram adicionados 2 cm de fio de cobre
metalico, 11 g de sulfato de sédio (Na, SO,), 25 mL de acido sulftrico comercial. A
seguir a mistura foi levada ao bloco digestor por 2 horas, durante este tempo se
foi girando o baldo para que todo o material organico fosse digerido; apods a
digestdo aguardou-se +/- 15 minutos, para que o balao esfria-se, evitando a

liberagcao de vapores toxicos ao adicionar-se agua. Vagarosamente, 200 mL de
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agua destilada foram adicionados, colocou-se na saida do destilador um
erlenmeyer contendo 100 mL de acido borico a 4% e os indicadores vermelho de
metilo (0,1%) e bromocresol (0,1%). Foram colocados nos baldes 5 pedagos de
zinco granulado e adicionados em seguida a 60 mL de soda a 60%, as paredes
foram lavadas com um pouco de agua destilada e imediatamente acoplados. Foi
deixado destilar por 45 minutos. O destilado foi entao, titulado com acido cloridrico
0,1428 N e a porcentagem de proteina bruta foi calculado seguindo a seguinte

expressao:

% de Nitrogénio = Vol.gasto de HCI x N x F.corregéo N x P.N do nitrogénio x 100
Peso da amostra

PM do nitrogénio = 0,1428

% proteina bruta = % de nitrogénio x 6,25

3.6.3 Determinacao de Fibra Detergente Neutro (FDN)

O método foi segundo Van Soest descrito em SILVA (1998).
Este método utiliza detergente neutro para a determinacéo das paredes celulares,
e constitui um processo rapido para a determinagao da fibra total em alimentos,
parecendo dividir a matéria seca bastante proximo do ponto que separa os
constituintes nutricionais soluveis e disponiveis daqueles incompletamente
disponiveis ou dependentes da fermentagdo microbiana. Este método é

empregado para alimentos que possuem baixo teor de proteinas e alto em fibras.

Pesou-se aproximadamente 1,0 g de amostra moida e
passada pela peneira de 1 mm, colocada num béquer Berzelius para refluxo. A
seguir foram adicionados pela ordem os seguintes reagentes: 100 mL de solugéo

detergente neutra, 2 mL de decahidronaftaleno e 0,5 g de sulfito de s6dio anidro.
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A suspensao foi aquecida ate ferver, entre 5 a 10 minutos. Foi mantido a fervura a
um nivel constante evitando a formagao de espuma e refluxado por 60 minutos. O
material do béquer foi agitado para suspender os solidos e logo vertido num
cadinho previamente pesado e colocados num conjunto de filtragem. A filtragem
fol realizada a vacuo e as amostras lavadas com um minimo de agua quente a
80°C; estas lavagens foram repetidas e seguidas por duas lavagens com acetona,
também usando vacuo para filtrar.

As amostras foram secadas a 105°C durante a noite,
esfriadas num dissecador eficiente e pesadas. O residuo que sobrou no cadinho
considerou-se fibra detergente neutra.

Calculo do % de FDN:

(Peso do cadinho + FDN) — Peso do cadinho x 100
Peso da amostra

3.6.4 Determinagao de Fibra Detergente Acido (FDA)

Usou-se o método de Van Soest descrito em SILVA (1998).
Este € um meétodo rapido para determinar a lignocelulose em alimentos, mas o
residuo também inclui a silica. A diferenga entre FDN e FDA é a estimativa de
hemicelulose, embora esta diferenga também inclua alguma proteina ligada as
paredes celulares. A FDA é utilizada como fase preparatoria para a determinagao

de lignina.

Foi pesado 1,0 g de amostra no recipiente adequado para
refluxo, adicionado 100 mL de solugdo detergente acido e 2 mL de
decahidronaftaleno colocada para ferver, apenas comegou ferver abaixou-se a
temperatura a fim de evitar formacao de espuma depois de refluxar por 60
minutos foi filtrado num cadinho previamente pesado e colocado num conjunto de

filtrar, usando succ¢ao suave foi lavado duas vezes com agua quente e logo com
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acetona até nao mais remog¢ao de cor, quebrando aglomerados de material, de
maneira que o solvente tomasse contato com todas as particulas da fibra. Os
cadinhos contendo o material foram levados a uma estufa a 105°C por uma noite,
esfriados num dessecador a temperatura ambiente e pesados.

Calculo do % de FDA:

(Peso do cadinho + fibra — Peso do cadinho) x 100
Peso da amostra

3.6.5 Determinacgao de Lignina

Foi realizado segundo a metodologia de Van Soest descrito
em SILVA (1998). Este método utiliza a FDA como fase preparatéria; o detergente
acido remove as proteinas e outros materiais solUveis no acido que interferem na
determinacado da lignina. O principio deste método baseia-se no fato que o
residuo de FDA esta constituido principalmente por lignina visto que a celulose foi
dissolvida pelo H,SO, a 72%. O residuo remanescente estara constituido
principalmente por lignina e cinzas insoliveis em acido; no entanto, se as

amostras contém altas quantias de cutina, sera medida como lignina.

Os cadinhos contendo os residuos de FDA foram colocados
numa bandeja de vidro mantendo-se um dos lados da bandeja 2 cm mais elevado
a fim de permitir que o acido drene dos cadinhos.Os cadinhos foram cobertos com
acido sulfurico a 72%, gelado (5°C) e misturado com um bastao de vidro até
formar uma pasta macia, rompendo todos os aglomerados. Os cadinhos foram
preenchidos com acido até a metade do volume e misturados com o bastdo de
vidro e sem deixar drenar totalmente se enchia novamente com o &cido
misturando cada vez. Trés adigdes de acido foram suficientes deixando os
cadinhos a 20-23°C por 3 horas e em seguida filtrado a vacuo todo o acido. O

residuo foi lavado e filtrado com agua quente até a retirada total do acido. Os
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cadinhos foram deixados a secar por uma noite a 100°C e pesados. Calculou-se o

teor de lignina pela perda de peso da fibra em detergente acido.

3.6.6 Determinacao de Celulose e Hemicelulose

Para calcular a celulose utilizou-se os cadinhos com os
residuos que resultaram da determinagdo de lignina. Os cadinhos foram
calcinados em mufla a 500°C por 3 horas, deixados esfriar até 250°C e transferido
para um dissecador até esfriar a temperatura ambiente. Calcula-se a
porcentagem de celulose pela diferenga nas pesagens antes e depois da
Incineracgao.

O teor de hemicelulose foi obtido pela diferenca de valores
de FDN e FDA.

3.7 Estudo de Digestibilidade

3.7.1 Digestibilidade in vitro

A digestibilidade in vitro da matéria seca foi determinada de
acordo com TILLEY & TERRY (1963).

Foi pesada 0,5 g de amostra e colocada em tubo de vidro
onde foi adicionado 2,0 mL de agua destilada para umedecer a amostra
verificando-se o pH que deveria estar entre 6,2 a 7, e logo adicionou-se a solugéo
tampao com o liquido ruminal preparado da seguinte maneira: num frasco de
fundo redondo de 5 litros, foi adicionado 1,0 mL de cloreto de calcio por litro de
agua destilada, o frasco é colocado na manta aquecedora a 39° C onde se fez
borbulhar CO, a baixa intensidade. Adicionou-se a este baldo uma parte de

liquido ruminal para cada 4 partes de solugao tampao e se deixou borbulhando
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CO, durante 10 minutos. Com o uso de um dispensador foi colocado 50 mL da
mistura de solugéo tampao com o liquido ruminal a cada tubo de vidro com as
amostras e também aos brancos; os tubos foram fechados imediatamente com a
rolha contendo a valvula de bunsen e colocados no banho-maria com temperatura
regulada a 39°C; os tubos foram girados vagarosamente lateralmente,
assegurando que todas as particulas sejam umedecidas pelo meio de cultura, a
operagao de revirar os tubos foi repetida duas vezes no primeiro dia de incubagao
e trés no segundo dia; apos 48 horas de incubagéao, os tubos sdo revirados e as
rolhas retiradas e as eventuais particulas aderidas a rolha lavadas para dentro
usando um minimo de agua; verificou-se o pH de alguns tubos ao acaso que
deveria ser menor que 7,1; se o pH fosse encontrado fora deste limite o ensaio
seria descartado; logo, foram adicionados 6 mL de HCI 20% aos tubos, da
seguinte forma: os dois primeiros mililitros, um de cada vez revirando os tubos
com cuidado e os outros 4 mililitros, foram adicionados de uma vez s6, também
revirando os tubos com cuidado, em seguida foi adicionado 2,0 mL de pepsina
5%, agitado vigorosamente e voltando ao banho-maria a 39° C; repetindo o
reviramento dos tubos duas vezes no primeiro dia e trés no segundo dia; apos 46
horas de digestdao com pepsina, o contelido dos tubos foram transferidos aos
cadinhos de vidro com filtro (previamente secos e tarados); o residuo dos tubos foi
lavado com agua destilada quente, para dentro dos cadinhos. Os cadinhos foram
colocados em estufa a 105° C para secar durante toda a noite; na manha seguinte

foram colocados em dissecador por 1 hora para esfriar e logo foram pesados.

Calculo da DIVMS=(g de MS da amostra) - (g de MS residual da amostra - g de MS do branco)
g de MS da amostra
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3.7.2 Digestibilidade in situ com bovinos fistulados
3.7.2.1 Animais e tratamentos.

Foram utilizados quatro bovinos machos, castrados, com
peso medio de 600 kg, e de aproximadamente 6 anos, da raga Holandesa
Vermelha e Branca, portadores de canulas ruminais com 10 cm de didmetro e 8
cm de espessura. Antes do experimento os animais foram pesados, vacinados e
vermifugados para endo e ectoparasitas. As dietas atenderam as exigéncias
protéicas e energéticas, conforme o NRC (1989). O ensaio de digestibilidade in
situ teve um periodo pré-experimental com adaptacdo dos animais ao novo
alimento. Os bovinos receberam diariamente 60 g de sal mineral que foram
mantidos em cocho separado e disponivel todo o tempo, enquanto que as ragdes
foram oferecidas duas vezes ao dia, uma as 8 horas e outra as 16 horas. As
instalagcdes que albergaram os animais estavam dotadas de baias individuais com
cochos de madeira e bebedouro automatico e cada baia possuia uma area de
45,5 m? sendo que 17,5 m? era coberta e 6 m? descoberta, ambas com piso de
cimento e o restante, chdo de terra batida. O local era bem arejado e ventilado,
proporcionando uma temperatura ambiente agradavel e relativamente constante

no decorrer do dia.

3.7.2.2 Determinagao da Digestibilidade in situ

Foi realizado o estudo de digestibilidade in situ no bagaco de
cana submetida a SSF por Pleurotus “tiuti” (P1) em virtude deste ter mostrado,
pela simples observagao, um melhor crescimento de micélio e também um maior
aumento do conteudo de proteina bruta. Foram utilizadas amostras de zero, 15,
30 e 45 dias de fermentagao; estas foram imediatamente congeladas apos

colheita e depois secas por liofilizagao.
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A digestibilidade da matéria seca (MS) e da Fibra Detergente
Neutra (FDN), foram medidas através da técnica de sacos de nailon in situ
conforme descricao de MEHREZ & GRSKOV (1977).

Os sacos utilizados para incubagdo do alimento no rimen
foram confeccionados em tecido de nailon com porosidade de 50 p, medindo 10 x
19 cm. Juntamente com as amostras de alimento, foram colocadas duas esferas
de vidro, com peso de aproximadamente 7 g, que tinham a funcdo de manter os

sacos submersos no contetido ruminal.

As amostras liofilizadas foram submetidas a digestibilidade
in situ, foram distribuidas como segue:. Os sacos de nailon previamente secos em
estufa a 65° C durante 24 horas foram colocados em dissecador, identificados e
pesados em balanga analitica de precis&o, colocando-se aproximadamente 7,0 g
e em triplicata de cada tipo de amostra de bagago de cana fermentado sem
nenhum processo de moagem. Depois cada saco foi amarrado com barbante de
nailon e colocados no rimen presos a canula ruminal através de um fio de nailon
com comprimento de 50 cm, permitindo sua livre movimentagdo no interior do
rumen. Os tempos de incubagao foram: zero, 6, 24, 48, 72 e 96 horas; apds a
retirada dos sacos, nos tempos pré-determinados, os mesmos foram lavados em
agua corrente, sem jato, manualmente comprimidos, tantas vezes quanto
necessario, até que o liquido da lavagem fluisse incolor e em seguida colocados
em estufa a 65° C por 72 horas . A digestibilidade do tempo zero foi tomada
mergulhando-se os sacos num recipiente contendo agua a temperatura de 39° C
durante 10 minutos, conforme CUMMINS et alii, 1983. Os sacos, quando retirados
da estufa, foram pesados para determinar o peso das amostras nao degradadas,
posteriormente moidas em micro moinho com peineira de 20 mesh e

encaminhadas ao laboratério para a realizagao das analises Bromatoldgicas.
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A degradabilidade de matéria seca foram medidas através
da diferengca de pesagens dos sacos antes e ap6s a incubagdo com base na

amostra seca a 65° C por 72 horas.

Os calculos foram feitos utilizando-se a seguinte formula :

DgMs% = 100 x [1 - (PSPI-PSV)]
(PSAI - PSV)

Onde : DgMs% = Porcentagem de degradabilidade da MS;
PSPI = Peso do saco pés-incubacgao;
PSAIl = Peso do saco antes da incubacéao;

PSV = Peso do saco vazio.

A degradabilidade da FDN foi calculada através da mesma
férmula , sendo que a diferenga entre peso do saco antes da incubacéo e o peso
do saco vazio foram multiplicados pelas respectivas porcentagens de FDN,

dividendo o resultado por cem.

Os dados de degradabilidade da MS e FDN foram
processados usando o modelo matematico proposto por ZRSKOV & McDONALD
(1979):

p=a+b(1-e)

Onde “p” € a quantidade de nutriente degradada no tempo
(1), “a” é a intersec¢ao da curva do tempo zero e representa a fragao rapidamente
soluvel em agua; “b” & a fragao potencialmente degradavel no interior do rimen e
‘c” € a taxa de degradacgao por hora da fragao “b”.

As constantes “a”, “b” e “c” da equagdo exponencial foram

utilizadas para calcular a degradabilidade potencial (a + b), representada pela
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quantidade que pode se solubilizar ou degradar dentro do rimen, se o tempo nao
for fator limitante, e a degradabilidade efetiva (P), representa a quantidade de
alimento realmente degradado, definida pelo tempo na qual o mesmo esta
presente no rimen (GRSKOV et alii, 1980).

A degradabilidade efetiva (P) é calculada segundo a

equacgao:

P=a+b.c
c+

=

Onde “k” representa a taxa de passagem do rimen por hora
e segundo PRSKOV et alii (1980) pode variar de 0,01 a 0,1 de acordo com o tipo

de dieta e categoria do animal.

Para o ajuste dos modelos, utilizou-se o procedimento
estatistico NLIN do software SAS, 1990.
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4 . RESULTADOS

4.1 Crescimento microbiano em bagago de cana

Conforme observagao visual, o crescimento micelial foi
diferente para as duas linhagens/espécies estudadas. Enquanto Pleurotus
ostreatus "“tiuti” (P1) mostrou um desenvolvimento eficiente, com uma vigorosa
massa micelial independente da adicao de melago no meio de cultura de bagago
de cana e nas condi¢oes descritas em Material e Métodos, nos experimentos com
a linhagem/espécie Pleurotus ostreatusroseus (016) foi observado um

desenvolvimento lento com uma massa micelial bastante pobre.

4.2 Producao de Enzimas Celuloliticas por Pleurotus spp
(Apéndice A)

4.2 1 Avicelase

Conforme mostrado na Figura 2 e na Tabela 1 do Apéndice
A, encontramos que Pleurotus ostreatus “tiuti” cultivado em meio de bagaco de
cana com e sem melago (P1 e P1M), apresentou perfis de atividade da enzima
avicelase semelhantes. Em ambas condi¢ées o fungo manifesta dois picos de
maior atividade; um apo6s 05 dias e outro apés 20 dias de cultivo, sendo que o
grupo P1 (sem melago) mostra o maior pico aos 20 dias, no entanto o grupo P1M

(com melago) aos 20 dias manifestou uma atividade de quase a metade de P1.

A atividade desta enzima no fungo Pleurotus
ostreatusroseus em meio sem melago (016), iniciou-se a partir do 5° dia de
fermentacdo e manteve-se quase constante até o 20° dia; enquanto que, quando

o0 meio continha
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melaco (016M) a atividade desta enzima manteve-se baixa durante quase todo o
experimento.

Os resultados estatisticos mostram diferenca significativa na

produgao desta enzima sé apos 30 dias de fermentagdo quando, comparou-se P1
e P1M e de P1M com 016M.

Figura 2. Atividades de Avicelase produzidas por linhagens/espécie de

Pleurotus durante SSF em bagago de cana

Avicelase

pgr/mL/min

0 5 10 15 20 25 30 45 60 | O16M
Dias

P1 = Linhagem P1 em bagago de cana

P1M = Linhagem P1 em bagago de cana + melago

016 = Linhagem 016 em bagago de cana

016M = Linhagem 016 em bagaco de cana + melago
ugr/mbL/min = microgramas de glicose liberada/mL/minuto
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4.2.2 Carboximetilcelulose

Os resultados da atividade da enzima carboximetilcelulose
sao mostrados na Figura 3 e na Tabela 2 do Apéndice A. Os perfis sdo
semelhantes entre si nos grupos da mesma linhagem/espécie de fungo, mas,
encontrou-se diferenca altamente significativa (p = 0,02) entre as duas linhagens
estudadas sendo que 016 com e sem melago mostra maior atividade desta
enzima. Apesar de que os perfis enzimaticos manifestaram diminuicdo da
atividade quando foi adicionado melago ao meio de cultura, estatisticamente nao

se encontrou difereng¢a significativa.

Figura 3. Atividades de Carboximetilcelulase produzidas por

linhagens/espécie de Pleurotus durante SSF em bagago de cana

CMase

0'8 P S “

pgr/mL/min

0 5 10 15 20 25 30 45 60
Dias

P1 = Linhagem P1 em bagago de cana

P1M = Linhagem P1 em bagaco de cana + melago

016 = Linhagem 016 em bagaco de cana

016M= em bagaco de cana + melago

ugr/mbL/min = microgramas de glicose liberada/mL/minuto
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4.2.3 B-Glicosidase

De acordo com a Figura 4, as atividades de =-
glicosidase nos quatro grupos de estudo (P1, P1M, 016, 016M) foi muito baixa,
quando comparada com as demais atividades celuloliticas e os resultados das
analises estatisticas (Apéndice A, Tabela 3) mostra diferencgas significativa entre
os quatro perfis de atividade, assim, em P1 o melago deprime a atividade desta
enzima e em 016 ao contrario a adigdo de melaco atua estimulando a atividade

desta enzima.

Figura 4. Atividades de B- Glicosidase produzidas por linhagens/espécie

de Pleurotus durante SSF em bagago de cana

B-Glicosidase
02 e

pgrI/mL/mii
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P1 = Linhagem P1 em bagaco de cana

P1M = Linhagem P1 em bagago de cana + melaco

016 = Linhagem 016 em bagaco de cana

016M = Linhagem 016 em bagaco de cana + melago
ugr/mL/min = microgramas de nitrofenol liberada/mL/minuto
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4.3 Enzima Xilanolitica
(Apéndice A)
4.3.1 Xilanase

Na Figura 5 observamos que o perfil de atividade desta
enzima nas duas especies de fungos é semelhante e que os picos maiores
manifestaram-se entre os 5° e 10° dias de fermentagdo. Encontra-se, também que
o maior nivel de atividade foi obtido com a linhagem/espécie 016 com e sem
melago. Quando se comparou P1 com 016 (Tabela 4, Apéndice A) esta diferenca
se revelou estatisticamente significativa p = 0,05 entre os dias 30 e 60.
Comparado-se 016 com 016M encontrou-se diferenca significativa entre os dias
30 a 60 onde 016, aumentou dramaticamente a atividade desta enzima enquanto

que 016M permaneceu baixa. Este resultado sugere que o melago estaria
reprimindo a atividade desta enzima.

Figura 5. Atividades de Xilanase produzidas por linhagens/espécie

de Pleurotus durante SSF em bagago de cana

Xilanase
0,04+ ERE -

0,03

0,02

Har/mL/min

0,01 |

0 5 10 15 20 25 30 45 &0
Dias

P1 = Linhagem P1 em bagago de can a

P1M = Linhagem P1 em bagago de cana + melago

016 = Linhagem 016 em bagago de cana

016M = Linhagem 016 em bagago de cana + melaco
ugr/mlL/min = microgramas de xilana liberada/mL/minuto
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4.4.1 Atividade de Alcool Veratril Oxidase (AVO)

A Figura 6 mostra que a maior atividade de AVO foi
encontrada nos experimentos com adi¢do de melago (P1M e 016M), porém, o
experimento P1M mostrou dois picos de atividade maxima, um aos 15 e outro aos
25 dias de incubagdo, enquanto que 016 M, teve um incremento constante e
progressivo até o 45° dia. A analise estatistica (Tabela 5 — Apéndice B) revelou
que P1M tem uma diferenca altamente significativa (p=0,002) quando comparado
a P1, pelo que se pode inferir que a atividade desta enzima é dramaticamente

estimulada pela presenca de melago no meio.

Figura 6. Atividades de Alcool Veratril Oxidase produzidas por
linhagens/espécie de Pleurotus durante SSF em bagago de

cana

AVO

[ ——— 5 s
10 ‘

uiL

& | e

e —‘f‘/’--- “H""“--.-———-—-"'———-:‘h'-».":“‘__‘__ |
' ' ' O16M

a0 I U R N I o + ]
. L

05101520253045605—
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P1 = Linhagem P1 em bagago de cana

P1M = Linhagem P1 em bagaco de cana + melaco
016 = Linhagem 016 em bagaco de cana

016M = Linhagem 016 em bagaco de cana + melago
UfL= Unidades de Enzima/Litro de caldo filtrado
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4.4.2 Atividade de Lignina Peroxidase (LiP)
Na Figura 7 observou-se que os perfis de atividade de

LiP de P1 e 016 sdo semelhantes entre os dias 15° e 25° dias de fermentacéo,
mas, depois do 30° dia do experimento, os perfis enzimaticos se diferenciam o
que se refletiu estatisticamente (p=0,050) (Tabela 6 do Apéndice B). A adicdo de
melago a P1 ndo modificou a atividade enzimatica de maneira estatisticamente
significativa em relacdo ao meio sem melago, mas, P1M apresentou dois picos de
atividades maximas, o primeiro, no 5° dia de fermentagdo e um outro pico que sé
se manifesta depois de 30 dias de fermentagdo. 016M teve um perfil enzimatico
diferente, estatisticamente significativo, de 016 (p=0,050) com um pico s6 no 25°
dia do experimento. Entdo, as duas linhagens reagiam de maneira diferente a
presenga de melago sendo mais significativa em P. ostreatusroseus, para esta
enzima.
Figura 7. Atividades Lignina Peroxidase produzidas por
linhagens/espécie de Pleurotus durante SSF em bagago

de cana
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P1 = Linhagem P1 em bagago de cana

P1M = Linhagem P1 em bagaco de cana + melago
016 = Linhagem 016 em bagago de cana

016M = Linhagem 016 em bagago de cana + melagco
U/L= Unidades de Enzima/Litro de caldo filtrado
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4.4.3 Atividade de Manganés Peroxidase (MnP)

Na Figura 8 observou-se que os perfis de atividade de MnP
Pleurotus ostreatus “tiuti” na presenga e auséncia de melago (P1M e P1), tinham
diferenca altamente significativa (p=0,002) Tabela 7 Apéndice B). P1 e P1M no
15° dia mostraram seu maior pico de atividade, sendo que o pico apresentado por
P1M relativamente mais alto, e além deste pico, P1M apresentou outro pico aos
25 dias do experimento. 016, assim como P1 mostraram uma atividade muito
baixa quando comparado a 016M e P1. Esta diferenca foi altamente significativa
(p=0,031), sendo mais evidente entre os 30 e 60 dias de fermentagdo. P1M e
016M também mostraram diferenca significativa revelando que nas duas
linhagens, a adicdo de melago estimulou a producdo de MnP mas, de maneira

diferente.

Figura 8. Atividades Manganés Peroxidase produzidas por
linhagens/espécie de Pleurotus durante SSF em bagago de

cana
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016M = Linhagem 016 em bagago de cana + melago
U/L= Unidades de Enzima/Litro de caldo filtrado
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4.4.4 Atividade de Lacase

Quando a atividade de lacase foi medida usando-se
como substrato siringaldazina, mostrado na Figura 9(a), Tabela 8 Apéndice B,
observou-se um incremento constante da atividade desta enzima a partir do 5° dia
de fermentacao na linhagem P1, tanto na presenga como na auséncia de melago
mostrando sua maior atividade entre os dias 25 e 30, enquanto que 016 comecou
a manifestar sua atividade a partir do 10° até o 20° dia de fermentagao para entao
diminuir entre os dias 25 e 30. J4 em 016M quase ndo foi observada uma
atividade significativa.

Quando a atividade de lacase foi avaliada com dianisidina,
mostrado na Figura 9(b), Tabela 9 do Apéndice B observou-se que sé P1 mostrou
um pico de atividade bem definido no 10° dia, mas, sem diferenca significativa,
enquanto que P1M, 016 e 016M mantiveram um nivel de atividade baixo,

semelhante e constante desde o 5° dia até o final do experimento.

Figura 9. Atividades Lacase produzidas por linhagens/espécie de Pleurotus

durante SSF em Bagago de Cana de Agucar
(a) (b)
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4.5 Analises Quimico dos Componentes Estruturais do Bagago de Cana
(Apéndice C)

4.5.1 Celulose (Cel)

Comparando-se as concentracdes de celulose no bagaco
com e sem melaco, submetido a SSF por as duas linhagens de Pleurotus durante
60 dias, observou-se um ligeiro aumento na concentracdo deste composto nos
quatro grupos estudados (P1, P1M 016 e 016M), que é mais acentuada para P1 e
P1M como sao mostrados na Figura 10 e na Tabela 10 do Apéndice C. P1 e P1M
seguem um perfil sem diferengas significativas entre eles, mas, quando se
compara P1 com 016 com e sem melago encontrou-se diferencas estatisticamente
significativas (P=0,019).

Figura 10. Teor de Celulose do Bagago de Cana de Agucar

durante SSF por linhagens/espécies de Pleurotus
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016 = Linhagem 016 em bagago de cana

016M = Linhagem 016 em bagago de cana + melaco
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4.5.2 Hemicelulose (Hem)

Os teores de hemicelulose do bagaco de cana submetido a
SSF pela linhagem P1 diminuiram durante os 60 dias do experimento em quase
50% de seu valor inicial, e em P1M a diminuicdo foi de 34% como mostrado na
Figura 11 e na Tabela 11 do Apéndice C. A linhagem 016 ndo mostrou alteracao
significativa em relagdo ao valor inicial e 016M manifestou uma diminuicdo de

16% em relacdo ao tempo zero.

Figura 11. Teor de Hemicelulose do Bagago de Cana de Agucar

durante SSF por linhagens/espécies de Pleurotus
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4.5.4 Matéria Seca (MS)

Apos 60 dias de fermentagdo foi muito pouca a alteracéo
dos valores da matéria seca do bagaco de cana com ou sem melaco, submetido a
SSF por P. ostreatus ‘tiuti”. P1 e P1M mostraram no final do experimento ter
diminuido 2,15% e 2,17% respectivamente. Quando P. ostreatusroseus fermentou
bagaco de cana com e sem melago encontrou-se que a diminuicdo da matéria
seca foi de 1,28%, quase a metade de o que se observou em P1, mostrando que
esta linhagem foi mais eficiente na degradacdo da matéria seca. Os resultados
estdo mostrados na Figura 13 e na Tabela 13 do Apéndice C. Na tabela 13 do
Apéndice C também podemos observar que a adigdo de melago ao bagaco de
cana estimulou a degradacéao da matéria seca de maneira significativa (p=0,050)
entre os dias 15 e 25 de fermentagdo por P1; pudemos demonstrar também, que
P1 e 016 com e sem melago degradaram a matéria seca de maneira

significativamente diferente.

Figura 13. Teor de Matéria Seca do Bagago de Cana de Agucar

durante SSF por linhagens/espécies de Pleurotus
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4.5.5 Proteina Bruta (PB)

Nos experimentos com P. ostreatus “tiuti” (P1 e P1M)
observou-se um incremento continuo da concentragdo de proteina bruta no
bagago de cana submetido a SSF, este incremento de proteina chegou a mais do
100% em relagé@o ao valor inicial. Quando o bagago de cana com e sem melago
foi fermentado por P.ostreatusroseus (016 e 016M) o incremento de proteina foi
algo menor, chegando apenas a 27% em 016 e 41% em 016M. Estes resultados
sugerem que a adicdo de melago contribuiu para a melhoria na biossintese de
proteina bruta por este microrganismo. Estes resultados aparecem na Figura 14 e
na Tabela 14 do Apéndice C. A Tabela 14 mostra também os resultados das

analises estatisticas e s6 se encontrou diferencga significativa quando comparado
P1e 016 com 016M.

Figura 14. Teor de Proteina Bruta do Bagago de Cana de Agucar

Durante SSF por linhagens/espécies de Pleurotus
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107



Resultados

4.5.6 Fibra Detergente Neutro (FDN)

Na Figura 15 observa-se a evolugdo dos teores de FDN
no bagaco com e sem melaco fermentado com P. “tiuti” e P. ostreatusroseus. O
bagago fermentado com P. ostreafus “tiuti” mostrou uma diminuicao do nivel de
FDN. Considerando-se os valores de FDN no tempo zero e aos 60 dias de
fermentac&o obteve-se uma diminuicdo de 9,5% no grupo P1 e 11,86% no grupo
P1M. No bagaco fermentado por P. ostreatusroseus verificou-se um ligeiro
incremento do valor de FDN. A Tabela 15 do Apéndice C mostra os valores de
FDN obtidos nos experimentos e a andlises estatisticas onde se verificou que
existe diferenca significativa na concentracdo de FDN no bagaco fermentado

pelas duas espécies de fungos.

Figura 15. Teor de Fibra Detergente Neutro do Bagago de Cana de Agucar

Durante SSF por linhagens/espécies de Pleurotus
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4.5.7 Fibra Detergente Acido (FDA)

Os valores dos teores de FDA durante SSF por
linhagens/espécie de Pleurotus estdo mostrados na Figura 16. Observou-se uma
tendéncia a incrementar os valores deste item nos 4 grupos em estudo, sendo
mais evidente nos grupos sem melago (P1 e 016) quando comparou-se aos
grupos com melago (P1M e 016M) respectivamente. Esta diferenca no aumento
dos valores de FDA mostrou diferenga mais significativa entre os dias 15 e 25 de

SSF como mostrado na Tabela 16 do Apéndice C.

Figura 16. Teor de Fibra Detergente Acido do Bagago de Cana de Agucar

Durante SSF por linhagens/espécies de Pleurotus
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4.6 Estudo de Digestibilidade do Bagago de Cana de Agucar Submetido a

SSF por espécies de Pleurotus (Apéndice D)

4.6.1 Digestibilidade in vitro da Matéria Seca

Observou-se que nos quatro casos em estudo, a
digestibilidade in vitro (Figura 17) diminui de maneira significativa (p=0,017) como
mostrado na Tabela 17 do Apéndice C. A diminuigdo da digestibilidade mais alta
foi no grupo 016 com e sem melago; o bagago de cana com e sem melaco
fermentado por P. ostreatus “tiuti” mostrou menor tendéncia & diminuicdo da
digestibilidade mas nos quatro grupos encontrou-se os resultados com alto desvio

padréo.

Figura 17. Digestibilidade /n Vitro do Bagago de Cana de Agucar

durante SSF por linhagens/espécies de Pleurotus
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4.6.2 Digestibilidade In Situ

Os resultados de digestibilidade in situ do bagaco de cana
de acucar submetido a SSF por Pleurotus “tiuti” sdo apresentados nos Quadros 4

e 5 e nas Figuras 18 e 19.

No Quadro 4, sao apresentados os valores médios obtidos
da digestibilidade ruminal da matéria seca para as seguintes fragbes: A (fracao
soluvel em agua); B (fragdo potencialmente degradavel no interior do ramen); C
(taxa de degradacéo por hora da fracdao B) e DP (degradagao Potencial) e De
(Degradagéo Efetiva para a taxa de passagem ruminal de 2% /hora). Estes
valores refere-se a matéria seca do bagaco de cana sem inéculo e inoculado com
P. ostreatus “tiuti” (P1) e fermentado nos tempos 0, 15, 30 e 45 dias. A fracdo A
apresentou um aumento dos valores médios; esta maior solubilidade se refletiu
nas taxas maiores de degradacéo efetiva para o bagaco inoculado por 45 dias. A
Figura 18 e a Tabela 18 do Apéndice D mostram a porcentagem de degradacao
ruminal relacionada as horas de incubagdo ruminal verifica-se entdo, que a
digestibilidade ruminal da matéria seca foi significativamente superior (p < 0,05)

no bagago incubado por 45 dias.

No Quadro 5 s&o apresentados os valores médios obtidos
da digestibilidade ruminal da fibra detergente neutro (FDN) para as mesmas
fragbes e condi¢des indicadas no Quadro 4. Observou-se aqui que a solubilidade
da fracéo A para FDN foi igual para os tempos 0, 15 e 30 dias de incubac¢do, mas,
foi significativamente menor apos 45 dias (0,52%) e ainda significativamente
menor que a do bagaco sem inéculo (1,81%). A Figura 19 e a Tabela 19 do
Apéndice D mostram a digestibilidade da fibra detergente neutro (FDN) nos

diferentes tempos de incubagao ruminal.
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Quadro 4. Parametros da Digestibilidade Ruminal da Matéria Seca (MS) do

Bagago de cana fermentado por P1.

Parametros da cinética ruminal
Tempo de Al B c DP* 2%/HORA
Fer?&g;a}géo " ” %h” % Deg.efetiva®
Branco 1,66° 54,99 0,010 56,65 22,88°
Zero 2,24° 61,05 0,018 63,29 27,39°
15 4,20° 48,71 0,016 52,91 25,91°
30 3,87° 41,88 0,020 4575 24 96>
45 6,13° 54,59 0,010 60,73 32,01%

Meédias seguidas de letras mindsculas distintas nas colunas diferem pelo teste de Tuckey (P<0,05); 1 Fragao
s ollvel; 2 fragdo potencialmente degradavel; 3. taxa de degradacdo da fragdo potencialmente degradavel; 4.
Degradacao potencial - Dp = (A+B); 5. Degradacao efetiva para a {axa de passagem 2%/hora

Figura 18. Cinética da Degradagdo Ruminal da Matéria Seca do Bagago de

Cana Fermentado por P1 em Diferentes Tempos
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Quadro 5 . Pardmetros da Digestibilidade Ruminal da Fibra Detergente Neutra
(FDN) do Bagago de Cana Fermentado com P1.

Parametros da cinética ruminal
Tempo de A B’ ' DP* 2%/HORA
Fermentacéo % % o % Deg.efetiva®

(Dias)

Branco 1,81° 55,94 0,017 57,75° 27,317

Zero 3208 60,887 0,010 64,11% 28,29°

15 3,18° 56,73° 0,012 59,927 23,747

30 3,47° 57,61% 0,013 61,08% 24,03%

45 0,52° 25,26° 0,010 25,78° 13,49°

Medias seguidas de letras mintsculas distintas nas colunas diferem pelo teste de Tuckey (P<0,05); 1 Fragao
solvel; 2 fragdo potencialmente degradavel; 3. taxa de degradag&o da frag3o potencialmente degradavel:
4. Degradacao potencial - Dp = (A+B); 5. Degradaco efetiva para a taxa de passagem 2%/hora

Figura 19. Cinética da Degradagaoc Ruminal do FDN do Bbagago de Cana

Fermentado por P1 em Diferentes Tempos
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5. DISCUSSAO

5.1 Degradacao Celulolitica e Xilanolitica

A espécie P. ostreatusroseus (016) foi mais eficiente na
produgao de enzimas celuloliticas e xilanolitica conforme mostrado nas Figuras 2,
3 e 5. Nas duas linhagens/espécie a enzima B-glicosidase manifestou um nivel
consideravelmente baixo de atividade enzimatica (Figura 4). A adigao de melaco
ao bagago de cana de agucar deprimiu significativamente a atividade das enzimas
celuloliticas e xilanolitica (Figuras 2, 3 e 5).

Os baixos niveis da enzima B-glicosidase encontrados
neste trabalho parecem ser caracteristica do género Pleurotus. Assim, RAl &
SAXENA (1990) observaram que P. sajor caju, quando crescido em palha de
arroz, manifestou baixa atividade desta enzima. BUSWELL et alii (1996),
pesquisou a presenga B-glicosidase em meio de cultura liquido cultivado com P.
sajor caju, encontrando baixa produ¢cdo da mesma, comentando que a maior
atividade desta enzima encontrava-se no extrato da hifa fungal e ndo no
sobrenadante como foi medido neste experimento. KUMARAN et alii (1997),
verificaram que quando Pleurotus sajor-caju degradou subprodutos da palmeira

Metroxylon sagu, a atividade desta enzima também foi muito baixa.

A baixa producdo de enzimas celuloliticas parece ser
uma caracteristica do género Pleurotus. VALMASEDA et alii (1991) encontraram
que a atividade de enzimas celuloliticas esteve praticamente ausente em P.
ostreatus ao degradar palha de trigo. As atividades das enzimas celuloliticas
seguem um perfil caracterizado por um pico de duragao rapida para em seguida
decrescer. A literatura explica que a diminuicdo de atividade se deve a um
repressor catabodlico do sistema enzimatico celulolitico (YANG et alii citado por
ORIARAN et alii, 1989; FROST & MOSS,1987). ASIEGBU et alii (1996),
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encontraram que P. sajor-caju removeu 3% dos polissacarideos e 4.4% de

hemicelulose em serragem de madeira.

Relacionando-se as atividades das enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas de cada linhagem em estudo com os resultados das analises de
celulose e hemicelulose encontrou-se que nao houve uma correlacédo significativa
entre atividade destas enzimas e a degradacao de celulose e hemicelulose,
inclusive foi observado aumento na concentracdo de celulose. Quando se
relaciona a atividade de xilanase e a concentragdo de hemicelulose se observa
que a maior degradacdo ocorreu nos tratamentos com Pleurotus ostreatus “tiuti”
(P1 e P1M), onde a atividade de xilanase foi menor que com P. ostreatusroseus
(016). Nos ensaios com P. “tiuti” houve perda de cerca 50% de hemicelulose em
relagéo a seu valor inicial. Isto esta de acordo com a literatura reporta, uma vez
que Pleurotus ostreatus degrada preferencialmente hemicelulose (STREETER et
alii, 1982; TSANG et alii, 1987). VALMASEDA et alii (1991), também encontraram
altos niveis de xilanase em P. ostreatus. Em geral, parece que o género Pleurotus
degrada preferencialmente lignina antes que celulose (ORTEGA et alii, 1993;
KUMARAN et alii, 1997; BARRASA et alii, 1998). Neste trabalho confirmou-se os
resultados encontrados por ORTEGA et alii (1993); KEREM & HADAR (1995) e
KUMARAN et alii (1997), que observaram que durante a fermentacdo de diversos
substratos lignocelulésicos com Pleurotus, proporgdo de celulose aumenta

enquanto a de lignina diminui.

YANG et ali (citado por ORIARAN et alii 1989)
encontraram que a adi¢ao de 35% de glicose em meio de cultura basal, suprimiu o
ataque dos polissacaridios da madeira em duas semanas, sem afetar
significativamente a degradacao de lignina por P. chrysosporium. ORIARAN et alii
(1989), encontraram que o meio suplementado com 2% de glicose diminui a
degradacao de hemicelulose por Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes e

Phanerochaete chrysosporium em diferentes tipos de madeiras. Isto explicaria a
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diminuicdo  das  atividades das enzimas celuloliticas (avicelase,
carboximetilcelulase) quando adicionamos melago (P1M e 016M) ao meio de
crescimento; em quanto, que a atividade da enzimas B-glicosidase e
hemicelulolitica parecem ser mais influenciadas pelas caracteristicas da
linhagens/espécie, pois os resultados sugere que a atividade de B-glicosidase e

xilanase em 016 foi estimulada com a adi¢ao de melago.

5.2 Degradacao Ligninolitica

Observando-se os perfis de atividade das enzimas
ligninoliticas (Figuras 6 a 10) verificou-se que todas iniciaram suas atividades a
partir do 5° dia de fermentagao com seus picos maximos entre os 5° e 25° dias. A
atividade de lacase quando foi determinada usando 6-dianisidina como substrato,
mostrou um perfil quase constante durante os 60 dias deste experimento de SSF
depois de ter manifestado alta atividade nos primeiros dias. A atividade de lacase
usando siringaldazina como substrato mostrou incremento constante em P1 e
P1M até alcangar seu pico maximo aos 30 dias de fermentacdo. As diversas
enzimas ligninoliticas estudadas apresentaram suas atividades maximas em
diferentes tempos de fermentagdo, sugerindo que cada enzima estaria
degradando a lignina de maneira diferente ou talvez ocorrendo uma sequéncia na
degradacao do bagacgo de cana.

Diferentes trabalhos da literatura mostram a capacidade
de fungos do género Pleurotus produzir quase todas as enzimas ligninoliticas
(ASIEGBU et alii,1996; BARRASA et alii, 1998; RUIZ-DUENAS et alii, 1998:
CARAMELO et alii, 1998; GIARDINI et alii, 1998; PALMIERI et alii, 1998), em
Pleurotus sajor-caju foi encontrado que produz as enzimas MnP, AVO e lacase em
meio liquido n@o tendo manifestado a presenga de LiP (BUSWELL et alii, 1996)

diversos pesquisadores nao detectaram atividade de LiP no género Pleurotus, até
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que, AKHMEDOVA (1996) (citado por CARAMELO et alii, 1998) informou té-la
encontrado em P. ostreatus crescendo em meio solido. Provavelmente, a nao
deteccao desta enzima pode estar na sua inibicao por compostos de baixo peso
molecular presentes no meio de cultura (CARAMELO et alii, 1998). P. eringii
produz enzimas peroxidases tanto em culturas liquidas como em sélidas e parece
que as condigdes de crescimento do fungo determinam os diferentes perfis de
atividade enzimatica e que a vantagem das peroxidases produzidas pelo género

Pleurotus comparada a aquelas produzidas por P. chrysosporium €& sua resisténcia
a altas concentracdes de H,O,; (CARAMELO et alii,1998).

Comparando isoladamente a atividade ligninolitica de
cada enzima com 0s niveis de lignina encontrados em cada etapa da fermentacao
no substrato, nao se encontrou nenhuma correlagdo pois sé observou-se
significativa diminuigdo da lignina a partir do 20° dia no grupo P1 e P1M. As
atividades de AVO, LiP e MnP tiveram seus picos de maxima atividade antes de
esse periodo, sendo que o pico maximo de lacase (medida com siringaldazina)
ocorreu aos 30 dias de fermentagdo. A linhagem/espécie 016, que nao mostrou

atividade destas enzimas teve niveis de degradacao de lignina quase nulos.

ORTEGA et alii (1993) estudando a degradacao de palha
de cana de acgucar por duas linhagens, Pleurotus ostreatus e Pleurotus spp,
compararam a atividade de lacase com a degradacgao de lignina e afirmaram que
qualquer correlagao nao é clara uma vez que a degradacao de lignina so foi
significativa apés 10 dias de fermentacdo e que a atividade de lacase s6 se
manifestou mais tarde.

O processo de biodegradacao de lignina pelos fungos de
degradacao branca, inclui um sistema de formacado de radicais sobre os
mondémeros de lignina, onde participam peroxidases, lacases e queladores de

metais de baixo peso molecular como glicopeptidios. Assim, lacase e MnP sé
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oxidam grupos fendlicos livres no entanto LiP é capaz de oxidar diretamente
estruturas nado fendlicas. Além disso, ndo sé a oxidacdo determina a
biodegradacgao de lignina como também outros fatores como a natureza quimica
da lignina, os grupos fendlicos presentes, a proporgao de siringil a guaiacil, o
estado fisico do meio de cultura e a acessibilidade aos oxidantes determinados
por outros componentes da parede celular (KUREK et alii,1998). A proximidade da
hifa de Pleurotus eryngii a parede celular da palha de trigo a ser degradada, tem
sugerido que o ataque enzimatico implica contato e que as perfuragoes
encontradas na parede celular estariam relacionadas a presenga de enzimas, pois
na fermentagado solida se observa a perda da arquitetura dos componentes
poliméricos da parede celular, o que permite a penetracdo da enzima aril alcool
oxidasse, porém a lacase so é capaz de penetrar em paredes celulares altamente
degradadas com erosGes (BARRASA et alii, 1998). Isto explicaria porque a
degradacao da lignina s6 se manifesta depois de passado varios dias de iniciada
as atividades das outras enzimas ligninoliticas e porque ORTEGA et alii (1993)
nao encontraram correlagao entre atividade de lacase e degradacéo de lignina, ja
que como vemos no processo de degradacao de lignina estariam participando as
outras enzimas ligninoliticas, que se encarregariam de abrir 0 caminho para a
atuagao da lacase, que s se apresenta quando o substrato lignoceluldsico esta

parcialmente degradado.

A cinética da degradagao de lignina por P. ostreatus é
diferente da cinética observada de sua degradagdo por P. chrysosporium: foi
observado que o processo de mineralizagdo da '“C-lignina a '“CO, por P.
chrysosporium € 2,5 vezes mais répido que em P. osfreatus e parece que o
processo de degradacao de lignina em P. ostreatus € dependente de lacase que
poderia atuar detoxificando compostos no substrato e oxidando grupos fendlicos
como uma enzima de iniciagdo, envolvida na clivagem de cadeias laterais e anéis
aromaticos da porgao fendlica da lignina. Encontrou-se que a atividade de lacase

e alta desde o inicio da degradagdo da lignina e foi diminuindo até um nivel
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estavel, enquanto a degradag¢ao de lignina permanecia constante o que sugeriu
que outras enzimas de natureza oxidativa estariam degradando lignina tal como
veratril alcool oxidase que apareceu a partir do 20° dia de fermentacéo (KEREM et
alii,1992).

A adicao de diferentes fontes de carboidratos no meio de
cultura solido com diferentes fungos lignoceluloliticos tem mostrado incrementar o
processo de delignificagdo. Assim ERIKSON & KIRK (citado por ORIARAN et
alii,1989) sugiram que glicose proveria uma fonte de carboidrato de facil
metabolizagcao para degradar lignina, protegendo as fibras de celulose e
hemicelulose da degradacao pelos microrganismos. ASIEGBU et alii (1996b)
quando adicionaram 10% de farelo de arroz ou concentrados para bois como fonte
de carboidrato em meio constituido por serragem de “espruce” (Picea sitchensis),
para ser degradado por diferentes fungos de maneira independente ou em co-
cultivo encontraram que a delignificacdo se incrementa com a adicdo destas
fontes de carboidratos em T. versicolor, P. chrysosporium e P. sajor-caju; também
tem sido indicado que em T. versicolor e em outros fungos, a producao de lacase
e reprimida pela adicdo de diferentes acucares (HAIDER & GRABER, 1967
citados por SCHLOSSER et alii, 1997)

Bjerkandera adusta produz LIP, MnP e lacase cujas
atividades aumentam a medida que se incrementa gradualmente os niveis de
glicose, alcangando seu maximo valor a 20g/L, acima desta concentracédo as
atividades destas enzimas diminui. Parece que quando ha baixa concentragédo de
glicose, esta € usada somente para o crescimento microbiano sem producao de
enzimas degradadoras e a altas concentragdes de glicose parece que parte da via
metabdlica de producao de enzimas ligninoliticas € inibida (NAKAMURA et alii,
1998).
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Neste trabalho observou-se que a produgao de AVO e MnP foi estimulada pela
adicao de melago no meio de cultura nas duas linhagens/espécies, no entanto LiP
e lacase manifestam suas atividades independentes da adicao de melaco.

5.3 Componentes Estruturais do Bagagco de Cana

Os valores da concentracdo de celulose (Fig. 11,
Apéndice C) quase que nao foram modificados, contrastando com o observado
por ASIEGBU et alii (1996a) que informaram que P. sajor-caju e T. versicolor
secretam lacase que estimula as atividades de celulases e B-glicosidases e estas
estimulam a depolimerizagéo de celulose; contrastando com as linhagens que nao
segregam lacase nas quais ocorre repressao das B-glicosidase e endoglucanases.
TSANG et alii (1987) reportaram que no processo de fermentacdo de palha de
trigo, por Pleurotus spp, perdia-se grande proporcao de celulose, hemicelulose e
lignina, sendo que a hemicelulose sofria a mais alta perda. STREETER et alii
(1982), também encontraram que P. ostreatus decompée mais hemicelulose que
0s outros componentes estruturais, e que diferentes linhagens de Pleurotus
fermentando residuos de cana de agulcar degradavam significativamente todos os
componentes estruturais mais especialmente hemicelulose alcangando entre 27%
a 74% de degradacdao (ORTEGA, et alii, 1992). KEWAIRAMANI et alii (1988)
observaram que Pleurotus sajor-caju cultivado em bagago de cana degradava
mais seletivamente hemicelulose e lignina que celulose; o que concorda com o
que foi obtido neste trabalho uma vez que as duas linhagens/espécies estudadas,
tanto na presenga como na auséncia de melago degradaram hemicelulose entre
22% e 47% sendo o valor mais alto de degradagéo obtido por P1 sem adicao de
melago. BUSWELL et alii (1996) reportaram que a baixa despolimerizacdo de
celulose por diferentes cogumelos, entre eles P. sajor-caju ao degradar farelo de
trigo, deve-se aos altos niveis de aglcares redutores encontrados no meio de

cultura. Esta baixa despolimerizagdo de celulose encontrado neste trabalho
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poderia influir na digestibilidade do bagago de cana ja que alguns autores
observaram que o tratamento de forragens com celulases  hidroliticas
aumentavam a disponibilidade de carboidratos soluveis aumentando a
digestibilidade no entanto outros autores encontraram que nao existe efeito algum
sobre a fracao fibrosa menos degradavel ou matéria organica constituinte da
parede celular (ASIEGBU, et alii, 1996b).

A perda de lignina revela a caracteristica do género
Pleurotus, apontada em toda a bibliografia consultada, de ser preferencialmente
lignilolitico e de facil adaptagao para crescer numa variedade de residuos
agricolas de diferentes composi¢cdes. As atividades das enzimas ligninoliticas
encontradas neste trabalho estariam correlacionadas com a degradacdo deste
componente recalcitrante da parede celular, provavelmente até chegar a sua
completa mineralizagdo ou a repolimerizacdo da mesma como parece ter
acontecido com a linhagem/espécie 016 onde se observa que apesar de ter
mostrado atividade lignilolitica mostra um incremento dos niveis de lignina durante

o processo de fermentagao.

Em relacdo a matéria seca nao foi encontrada variagao
significativa durante o desenvolvimento do experimento. KAMRA & ZADRAZIL
(1985) observaram pequena perda da matéria seca durante os primeiros dias
depois da inoculagao, provavelmente pela utilizacdo de carboidratos solliveis do
meio. Apos o crescimento primario inicia-se a degradacdo do complexo

lignocelulésico e provavelmente biossintese de outros componentes.

No meio quando se utilizou a linhagem P1 os niveis de
proteina foram incrementados em quase 200% de seu valor original. Varios
autores tém registrado um aumento no conteddo de nitrogénio em substratos
fermentados por Pleurotus e ORTEGA et alii (1992) encontra um ligeiro balanco

positivo de nitrogénio em algumas linhagens de Pleurotus sugerindo que este

128




Discusséo

microrganismo poderia ter a capacidade de fixar nitrogénio. WOOD (1988)
reportou que a lacase € responsavel por 2% da proteina celular do micélio, e que

esta enzima poderia atuar como um reservatorio extracelular de nitrogénio.

5.4 Digestibilidade “in vitro” e “in situ”

No estudo de digestibilidade in vifro de bagaco de cana
tratado com Polyporus hirsutus e Pleurotus sajor-caju observou-se degradagao
maxima de lignina e aumento da digestibilidade in vitro quando o agente era P.
hirsutus, mas, o aumento da disponibilidade de nutrientes nao poderia ser tao boa
como com P. sajor-caju, que € uma linhagem/espécie que mostra preferéncia por
degradar hemicelulose e lignina o que aumenta a disponibilidade de nutrientes dos
produtos fermentados, mas esta alta degradacdo de lignina nao resultou na
melhora da digestibilidade in vitro, que poderia ser devido a alta perda de

carboidratos em relagao & degradagéo de lignina (KEWAIRAMANI et alii, 1988).

A digestibilidade in vitro diminuiu durante os 60 dias do
desenvolvimento deste experimento, sendo que a diminuicdo maior foi observada
quando se utilizou a linhagem/espécie 016 (Figura 18, Apéndice D), o que esta
relacionado ao que foi revelado pela produgao de enzimas e pelo desenvolvimento
microbiano desta linhagem/espécie. Este trabalho mostrou também que P1 teve
uma alta queda da digestibilidade no inicio dos primeiros 10 dias de fermentacao o
que concorda com o encontrado KEWAIRAMANI et alii (1986) que explicaram que
0 bagago de cana tratado por diferentes fungos mostrou depressdo na
digestibilidade in vitro durante os primeiros 10 dias de fermentagdo, comparado ao
bagago nao tratado, porém a digestibilidade logo aumenta com taxa constante
conforme a fermentagdo avanca. Esta queda na digestibilidade do inicio da
fermentagao observada em P1 estaria relacionada ao crescimento primario do
fungo, que utiliza os carboidratos soliveis do meio; depois do crescimento

primario comega a degradacao da lignina e celulose e a digestibilidade aumentou
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um pouco, mas sempre se observou que a digestibilidade foi menor que a

encontrada no tempo zero.

A digestibilidade do FDN & um importante parametro de
gualidade de um alimento para ruminantes, porque a digestibilidade deste varia
amplamente no rimen o que influencia na performance do desenvolvimento do
animal. Mesmo que o gado precise de uma certa quantidade de FDN na sua dieta
para maxima produtividade, excesso dietario de FDN limita a ingestao voluntaria,
devido ao preenchimento fisico do rimen. Entdo, medidas de digestibilidade da
FDN in vitro e in situ sao os melhores indicadores do potencial de uma
determinada forragem (OBA & ALLEN, 1999).

Mas, KITESSA et alii (1999) indicaram que a digestibilidade
in vitro nao é uma técnica adequada para predizer a digestibilidade de amostras
volumosas e de baixa qualidade nutricional e sim para amostras com alto
conteudo de amido. Isto poderia explicar em parte o desvio padrao alto encontrado
nos resultados de digestibilidade in vitro que também é influenciado pela qualidade
da populagao microbiana do fluido ruminal usado no procedimento, que ja nao
tiveram mais a capacidade de mudar gradualmente para uma populacdo de
espécies altamente fibroliticas para poder degradar o bagago de cana de agtcar.

O tratamento de “grama das bermudas” (bermudagrass)
com enzimas fibroliticas nao teve nenhum efeito sobre a digestibilidade in vitro da
matéria seca ou sobre a digestibilidade da FDN em 48 horas de incubagdo. Outros
autores tém reportado que o tratamento de gramineas, leguminosas ou mistura
das duas forragens com enzimas fibroliticas e inoculagdo com microrganismos
produziu efeitos inconsistentes sobre a digestibilidade da matéria seca ou fibra; no
entanto outros afirmam que o tratamento da forragem com microrganismos
melhora a digestibilidade da matéria seca e do FDN (MANDEBVU et alii, 1999).
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Os parametros cinéticos da digestdao ruminal (in situ) da
matéria seca do bagago de cana-de-aglcar tratado com P1 (Pleurotus ostreatus
‘tuiti’) por 0, 15, 30 e 45 dias, revela aumento da fragao sollvel (A) conforme
aumenta os dias de fermentagao o que estaria revelando que com a degradacao
de hemicelulose e lignina, os polissacarideos do bagago de cana degradado
ficariam expostos ao ataque da flora microbiana do rumen, paralelamente, o
incremento de proteina no meio contribuiiam em elevar o potencial de
degradacao que se manifestou no seu valor maximo aos 45 dias de fermentacao.
Por outro lado o resultado dos parametros cinético da digestao ruminal da FDN
contradiz o obtido com a matéria seca, ja que o valor da fragdo soltvel (A) e do
potencial de degradacao (DP) aos 15 e 30 dias & semelhante ao do tempo zero de
fermentacdo, caindo a um nivel muito baixo em 45 dias. O valor quase estavel
desde o tempo zero até os 30 dias pode estar influenciado pela presenca de
sacarose e outros materiais soluveis entre as fibras de bagaco e ao final dos 45
dias s¢ ter fibra insoluvel com baixo potencial de degradagao. Este fato explicaria
a falta de correlagao entre digestibilidade do FDN e o teor de lignina. Diversos
autores tém mostrado que compostos fendlicos de baixo peso molecular, tais
como vanilina, acido p-cumarico e acido ferdlico influeciam inibindo a digestao in
vitro, deprimindo a adesao microbiana ao substrato, no entanto foi observado que
substancias de baixo peso molecular nao interferem na digestibilidade in situ, ja
que elas podem ser utilizadas pela microflora do rimen ou rapidamente ser
difundido através do tracto digestivo (DESCHAMPS et alii, 1996). ASIEGBU et alii
(1996) também observaram que nao existe correlagao entre a aparente reducao
de lignina com a digestibilidade do substrato serragem de espruce fermentado por

Pleurotus sajor-caju.

VITTI et alii (1999) comentam que parte do desaparecimento
da materia seca durante a digestibilidade in situ de amostras de bagaco de cana
irradiado por eléctrons, deve-se a perda de finas particulas através dos saquinhos

de nailon colocados dentro do rimen e ndo a solubilizagdo per se e propsem que
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a melhor técnica para avaliar o efeito dos tratamentos sobre o bagaco seria a
digestibilidade in vitro antes que a digestibilidade in situ, ja que os resultados
mostraram perdas substanciais como consequéncia da redugao das particulas
tratadas. Fato semelhante pode ter ocorrido neste estudo, ja que observou-se que
o bagaco tratado por SSF forma um po bastante fino pela degradacao sofrida,
mas os tratamentos foram iguais para todos os tempos de fermentacao, inclusive
para o branco e observou-se que a digestibilidade in situ melhorou com o tempo
de tratamento. MOLINA et alii (1999) encontraram que a digestibilidade in situ da
matéria seca de diferentes variedades de cana-de-agucar integral (caule e folhas),
alcangcam um valor aproximado 52,6 % semelhante ao obtido com o bagacgo de
cana fermentado por 45 dias, o que significa que a SSF melhora a qualidade

nutricional do bagago de cana até um nivel semelhante a cana-de-agucar integral.
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6. CONCLUSOES

1. As linhagens Pleurotus “tiuti” (P1) e Pleurotus
ostreatusroseus (016) revelaram ter requerimentos metabdlicos diferentes,
conforme observado no seu crescimento e degradagao do bagaco de cana. P.
ostreatus “tiuti”, utilizou eficientemente bagaco de cana de aglicar como substrato
para seu crescimento, apresentando intenso crescimento micelial e producéo de
enzimas lignoceluloliticas; P. ostreatusroseus mostrou um crescimento e produgéo

de enzimas mais baixo;

2. Pleurotus ostreatus “tiuti” relacionou-se mais as
caracteristicas do género encontradas na literatura em relagdo a producéo
enzimatica sendo mais hemicelulolitica e lignilolitica. No entanto P.

ostreatusroseus mostrou ter maior atividade celulolitica;

3. Foi encontrado que P. ostreatus “tiut” e P.
ostreatusroseus produzem lignina peroxidase (LiP) em condicées de SSF deste

experimento;

4. O melago de cana adicionado ao meio de SSF
estimulou a produgao de enzimas ligniloliticas (AVO e MnP) e deprimiu a maioria

das atividade de enzimas celuloliticas;

5. E necessario um longo periodo de fermentacao (60 dias

ou mais) para conseguir maior revelacao da atividade das enzimas ligninoliticas;

6. O bagaco de cana submetido a SSF por linhagens de

Pleurotus spp melhora seu nivel de proteina bruta;
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7. Os estudos de digestibilidade “in vitro” nao revelam uma
melhora na digestibilidade do bagago de cana submetido a SSF por Pleurotus spp

e nao sao explicados pelas analises quimicas realizadas;

8. A digestibilidade in situ revelou que a SSF por Pleurotus

ostreatus “tiuti’, melhora a digestibilidade da matéria seca do bagago de cana-de-

agucar;

9. O aumento da digestibilidade da matéria seca revelada
pela digestibilidade in situ, estaria relacionada ao aumento do nivel de proteina e
de polissacarideos expostos, depois da degradagao da lignina, mas a diminuicao

da digestibilidade do FDN encontrada neste trabalho ndo puderam ser explicadas;

10. O bagago de cana submetido a SSF por Pleurotus
ostreatus “tiuti” aumenta seu nivel de proteina, mas, ndo chega aos valores
minimos de manutencdo (6%), entao pode ser considerado como um material

volumoso para alimentagao de ruminantes;

11. As fermentagbes solida empregando basidiomicetos
constituem um 6timo recurso para melhorar a qualidade, nao sé do bagacgo de
cana como também de outros subprodutos agro-industriais. Pleurotus ostreatus
“tiuti” € um fungo com alta performance nesta tarefa. Porém, sdo necessarios
outros estudos complementares para definir a razao da baixa digestibilidade in situ
do FDN e de como aplicar o recurso da SSF em grandes volumes de residuos

lignocelulésicos.
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APENDICE A Enzimas Celuloliticas e Xilanolitica

Tabela 1. AVICELASE

Atividade Enzimatica: (Glicose pgr/mL/min)

Resultado das Analises Estatistico
(Analise N&do-paramétrico de Kruskal-Wallis)

Comparagao entre Tratamentos

Dias de
Fermentacdo P1 P1M 016 016M 016vs | P1IMvs
P1vsP1M | P1vsD16 | 016M 0186M
0 0,161+0,03 | 0,276+0,018 | 0,103+0,024 | 0,165£0,021
& 0,370,031 |0,514+0,014 |0,195+0,64 |0,03820,017f r=0,168 p=0,513 | p=0,827 | p=0,127 | p=0,037
10 0,26+0,013 | 0,216+0,065 | 0,607+0,13 |0,0750,087 S, N.S. N.S N.S. =
15 0,076+0,003 | 0,036+0,041 |0,628+0,20 |0,15520,045
20 0,694+0,002 | 0,309+0,150 |0,154+0,09 |0,221+0,011 p=0,827 | p=0,513 | p=0,827 | p=0,513|
2B 0,083+0,001 | 0,165+0,087 |0,219+£0,08 | 0,271+0,029 N.S.
},153+0,008 | 0,3 074 | 0.154+0, 2 3,273+0,050
Comparacgao Comparagiao
entre os 4 p= 0,178 N.S. Geralentre | p=0,453 | p=0, ,
tratamentos dupla de N.S. N.S N.S +
no total de Tratamentos
no Total do
tempo

Tempo

p = 0,05 Nao Signicativo (N.S.); #= Existe diferenga; + Desvic Padréo

Tabela 2. Carboximetilcelulase

Atividade Enzimatica (Glicose pgr/mL/mi)

Resultado das Andlises Estadistica
(Analise Estatistico de Kruskal-wallis)

Comparagéo Comparagdo entre Tratamentos
Dias de por blocos
Fermentagéo | P1 P1M 016 016M de tempo 016vs | P1Myvs
entre os P1vsP1M | P1vs016 | 016M 016M
tratamentos
0 0,012+0,002 | 0,019+0,007 | 0,041+0,005 | 0,148+0,043
5 0,123+0,09 | 0,301+0,06 | 0,068+0,02 | 0,169+0,098) p=0460 | p=0827 | p=0,827 |p=0,513 | p=0,513
10 0,084+0,03 | 0,035+0,01 | 0,432+0,08 | 0,273x0,087 N.5. N.S. N.8. 5
15 0,056+0,006 | 0,088+0,02 | 0,687+0,1 |0,362+0,066
20 0,379+0,09 | 0,086+0,03 | 0,318+£0,09 | 0,189+0,034) p=0,192 p=0,827 | p=0,275 | p=0,513 | p=0,050
25 0,041+0,008 | 0,044+0,008 | 0,192x0,07 = ; N.S. 5
) J2] 0 02 | 0,368+0,09
5 0 +0,15 0,0,82 p=0127
Comparacéo Comparag&o
entre os 4 p= 0,002 71_. Geralentre | p =0,895 | p=0,022 | p=0,171 | p=0,003
tratamentos Tri;‘:;fei?os N.S. # N.S. #
no total de B Tota do
tempo

Tempo

P = 0,05 Nao Signicativo (N.S.); #= Existe diferenga £ Desvio Padréo
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Tabela 3. B-Glicosidase

Atividade Enzimatica:(Nitrofenol: ugr/mL/min)

Resultado das Analises Estatistico
(Analise Nao-paramétrico de Kruskal-Wallis)

Tempo

p = 0,05 Nao Signicativo (N.S.); # Existe diferenca + Desvic Padrao

Tabela 4. Xilanase

Atividade Enzimatica: (xilana: pgr/mL/min)

Dias de Comparagdo Comparagao entre Tratamentos
Fermentacdo por blocos de
I P1 P1M 016 016M tempo entre 016vs | PIMvs
0s P1vsP1M | P1vs016 | 016M 016M
tratamentos |
0 0,031£0,003 | 0,012+0,003 | 0,002+0,003 | 0,03z0,004
5 0,063+0,007 | 0,073+0,003 | 0,004+0,001 | 0.030+,0,00 p=0,0,077 p=0,009 | p=0,002 | p=0,050
10 0,04+0,015 | 0,015£0,002 | 0,004+0,002 | 0,108+0,007 N.S. = = £
15 0,053+0,022 | 0,026+0,002 | 0,020+0,008 | 0,102+0,008
20 0,061+0,013 | 0,017+0,009 | 0,031+0,006 | 0,147+0,09 p=0,021 p=0513 | p=0,050 | p=0,050
25 0,102+0,018 £ £ £ *
45 =]
Comparagao Comparagéao
entre os 4 p= 0,0,00 N.S. # Geral entre
tratamentos dupla de
no total de Tratamentos
tempo no Total do

Resultado das Analises Estatistico
(Analise Nao-paramétrico de Kruskal-Wallis)
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Tempo
p = 0,05 N&o Signicativo (N.S.); #= Existe diferencga; + Desvic Padréo

Comparagao Comparacgao entre Tratamentos
Dias de por blocos
Fermentacdo P1 P1M 016 016M de tempo 016vs | PIMvs
entre os P1vsP1M | P1vs016 | 016M 016M
tratamentos
D 0,004+0,001 0 0,004+£0,002 | 0,014+0,001
5 0,016+0,087 | 0,006+0,005 | 0,011£0,007 | 0,032+0,01 p=0123 p=0,513 | p=0,383 p=0,050
10 0.001+0,009 | 0,003+0,008 | 0,027+0,006 | 0,022+001 §  N.S. N.S. N.S. £
18 0,003+0,006 | 0,004:0,001 | 0,023+0,008 | 0,012+0,0004
20 0,006+0,003 | 0,005£0,004 | 0,013£0,008 | 0,00420,0024 p=0827 | p=0,127 p=1.0
25 0,009£0,003 | 0,02+0,01 0,007+0,02 | 0,007+0,0017 N.S. N.S. N.S.
45 0,011x0,008 p=0,050 p=0,827
¥ 014+ ! 25t
| Comparagéo Comparagéo
entre os 4 p= 0,041 # Geral entre
tratamentos dupla de
no total de Tratamentos
tempo ne Total do
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APENDICE B Enzima Ligninoliticas

Atividade Enzimatica: (U/L)

Tabela 5. Alcool Veratril Oxidase (AVO)

Resultado das Analises Estatistico
(Analise Ndo-parametrico de Kruskal-Wallis)

Comparacao Comparagdo entre Tratamentos
Dias de por blocos de
Fermentagdo P1 P1M 0186 016M tempo entre 016vs |PI1Mvs
0s P1vsP1M | P1vs016 | 016M 016M
tratamentos
0 0,239+0,17 | 1,882x0,65 | 0,805£0,24 | 0,466z0,13
5 0,317+0,11 1.452+0,45 | 0,708£0,17 | 0,824:0,23 p=0119 p=0,050 | p=0,513 | p=0,827 | p=0,191
10 1,135+¢0,15 | 6,218:0,69 | 0,708+0,09 | 1,882+0,09 £ N.S. N.S N.S
15 1,729+0,0,17 | 11,397+1,44 | 0,585+0,13 | 1,595+0,91
20 0,457x0,65 2,159+0,9 | 1,613+0,078 | 4,355%1,53 p=0.050 | p=0,513 | p=0,275 | p=0,275
25 0,654+0,15 | 8,458+0,95 | 1,828:0,56 | 4,355+1,02 - N.S.
Comparagdo Comparagéo
entre os 4 p= 0,002 # Geral entre
tratamentos dupla de
no total de Tratamentos
tempo no Total do
Tempo
p = 0,05 N&o Signicativo (N.S.); #= Existe diferenga + Desvio Padréo
Tabela 6. Lignina Peroxidase (LiP)
Atividade Enzimatica: (U/L) Resultado das Analises Estatistico
(Analise Nao-paramétrico de Kruskal-Wallis)
Comparagdo Comparacdo entre Tratamentos
Dias de por blocos
Fermentagdo P1 P1M 016 016M de tempo 016vs | PIMvs
entre os PivsP1M | P1vs016 | 016M 016M
tratamentos
0 2,482+0,4 4,193+0,6 1,236£0,12 | 3,10+0,024
5 3,473+0,13 | 10,20,74+0,7 | 2,076+0,28 3,55£1,55 p=0,513 | p=0,513 p=0,513
10 2,971+0,65 | 1,547+0,30 4,092+0,30 1,88+0,92 N.S. N.S.
15 3,22+0,17 4104200 2,154+0,76 | 0,215+0,07
20 10,682+0,32 | 3,91+0,1,35 8,665+2,05 | 3.073+0,97 p=0,513 | p=0,513 p=0,513
25 1,665+015 | 5,197+0,97 9,316+2,34 N.S. Pl M.S.
2,665:0,45 3 519+0,78 0,344+0 4
2,476£0 9 5
Comparacdo Comparagéo
entre os 4 p= 0411 N.S Geral entre
tratamentos dupla de
no total de Tratamentos
tempo no Total do

p 2 0,05 Nao Signicativo (N.S.); #= Existe diferenga; + Desvio Padréo
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Tabela 7. Manganés Permanganato (MnP)

Atividade Enzimatica: (U/L)

Resultado das Andlises Estatistico
(Analise Ndo-parameétrico de Kruskal-Wallis)

Comparacéo Comparagdo entre Tratamentos
Dias de per blocos de
Fermentagdo P1 P1M 016 016M tempo entre 016vs | PIMvs
os tratamentos | P1vsP1M | P1vsQ16 016M 016M
0 0,239+0,22 | 1,882+0,4 | 0,905£0,23 | 0,466+0,1
5 0,317+0,13 | 1,4502+0,2 | 0,708£0,09 | 0,824+0,37 p=0,119 p=0,050 | p=0513 | p=0,827 | p=0,191
10 1,135£0,07 | 6,218+0,89 | 0,708+£0.21 | 1,882£0,45 = N.S. N.S N.S
15 1,729+0,00 | 11,39+£2,74 | 0,5850,078 | 1,585+0,8
20 0,457+0,22 | 2,159+0,08 | 1,813+0,84 | 4,35521,45 p=0,050 p=0,275 | p=0,050
25 0,654+0,09 | 8,458+1,23 | 1,828+0,65 | 4,358+0,25 # N.S. s
4 ) { 47| 4.: 46 3
Comparagao Comparagdo
entre os 4 p= 0,002 £ Geral entre
tratamentos no dupla de
total de tempo Tratamentos
no Total do
Tempo

p 2 0,05 Nao Signicativo (N.S.); #= Existe diferenga; + Desvio Padrao

Tabela 8. Lacase: Siringaldazina

Atividade Enzimatica: Resultado das Andlises Estatistico

(U/L) (Analise N&o-paramétrico de Kruskal-Wallis)
Comparacao Comparagao entre Tratamentos
Dias de por blocos de
Fermentagéo P1 P1M 016 016M tempo entre 016vs | PIMvs
os tratamentos | P1vsP1M | P1vs016 016M 016M
0 1,292+0,1 1,320,7 1,247+0,29 | 1,280,087
5 1,254+0,28 | 0,76+0,056 | 1,85420,10 | 2,55+0,208 p=0,513 | p=0827 | p=0,513 | p=0827
10 2,082+0,21 | 2,39+0,057 | 2,14+0,37 | 1,22+0,26 N.S. N.S. N.S.
15 2673078 | 2,44£029 | 2,706:0,47 | 1,188:012
20 257045 | 3,146+1,31 | 2,856+0,13 | 1,164£0,13 p=0513 p=0,050 | p=0,050
2 2,836+0,76 | 2,995+0,37 [ 1,4650.1¢ | 1,27520,10 N.S. = =
414032 38 3 | A7 .47 0
Comparagéo Comparagéo
entre os 4 p= 0,364 N.S. Geral entre
fratamentos no dupla de
total de tempo Tratamentos
no Total do
Tempo

p 2 0,05 N&o Signicativo (N.S.); #= Existe diferenga; + Desvio Padrao
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Tabela 9. Lacase: Dianisidina

Atividade Enzimatica: Ul/L

Resultado das Analises Estatistico
(Analise Nao-paramétrico de Kruskal-Wallis)

Comparagdo Comparagdo entre Tratamentos
’ por blocos de
Fe?n;aeit(:liéo P1 P1M 0186 016M tempo entre 016vs | PIMvs
0s P1ivsP1M | P1vs016 | O16M 016M
tratamentos
0 0 0,22+#0,3 | 0,218+£0,007 | 0,202+0,05
5 0,907+0,2 3,63x0,20 | 3,775x0,20 | 3,363x0,15 p=0513 | p=0,827 | p=0.513
10 5,608+0,07 | 4,49+0,32 381032 | 3,767+0,72 N.5. N.S5.
15 4,427+0,38 | 3,953+0,30 | 4,28:068 | 3,455+0,56
2 3,428+0,51 | 3971+013 | 3,95:0,023 | 3,550,064 p=0,050
25 3.371+0,44 | 3,659+1,04 | 447+0,62 | 33272013 £
3 3.8 ) 3,546+0,45 | 3,225:0,2 3,185+0 64
Comparagéo Comparacao
entre os 4 p= 0,233

tratamentos no
total de tempo

161

Geral entre

dupla de
Tratamentos
no Total do

Tempo

p = 0,05 N&o Significativo (N.S.); #= Existe diferenc¢a; + Desvio Padréo
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APENDICE C. Analise Quimico do Bagago de Cana

Tabela 10. Celulose

Resultado das Analises Estatistico

% (Analise Nao-paramétrico de Kruskal-\Wallis)
Comparagéo Comparagdo entre Tratamentos
Dias de por blocos de
Fermentacdo P1 P1M 016 016M tempo entre 016vs | PIMvs
i 0s P1vsP1M | P1vs016 | 016M 016M
tratamentos
0 46,2+0,71 46.2x1,5 46 2+ 46.2+1 74
5 49.10,9283+ | 49,523£0,84 | 46,256+ | 47,53:0,18 p=0,155 p=0,827 | p=0,127 | p=0,827 | p=0,127
10 51,3130,30+ | 50,307£0,18 | 47,613% | 48,453:0,17 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
15 52,326£0,92 | 50,207+1,35 | 48,846% | 48,607+1,82
20 50,493+0,17 | 51,077+0,37 48,823+£10,31 p =0,049 p=0,275 | p=0,050 | p=0,827 | p=0,127
25 52,15£0,24 | 51,633+0,96 50,403+0,98 £ N.S. = N.S. N.S.

Comparagado

entre os 4 p=
| tratamentos no
| total de tempo

p = 0,05 Nao Significativo (N.S.); #= Existe diferenga; + Desvio Padréo

Comparagdo

Geralentre | p=0,453 | p=0,019 | p=0,427 | p=0,019
dupla de N.S. # N.S. &
Tratamentos

no Total do

Tempo

Tabela 11. Hemicelulose*

Resultado das Analises Estatistico

i % (Analise Nao-paramétrico de Kruskal-Wallis)
Comparagao por Comparagdo entre Tratamentos
Dias de Fermentacdo blocos de tempo
P1 P1M 016 016M entre os 016 vs PiMvs
tratamentos P1vsP1M | P1vs016 016M 016M
0 31,752 | 31,752 | 31,752 | 31,752
5} 29,792 | 28,277 | 3207 | 30,763 p=0,663 | p=03827 | p=0827
10 25714 | 25103 | 29,71 28,757 N.S. N.S. N.S.
15 23564 | 26,563 | 28,403 | 29,687
20 2383 | 25236 | 26,736 | 33,083 p = 0,054 p=0,513 p=0,050 | p=0513 | p=0127
= # N.S. N.S.

Comparacéo entre os
4 tratamentos no total
de tempo

p=0.050

Comparagéo Geral
entre dupla de

Tratamentos no

Total do Tempo

*Hemicelulose foi obtida pela diferenga de medias de FDN e FDA,, p =2 0,05
#= Existe diferenca Significativa; + Desvio Padréo
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Tabela 12. Lignina

p = 0,05 Nio Significativo (N.S.); #= Existe diferenca; + Desvio Padréo

165

Resultado das Analises Estatistico
% (Analise Nao-paramétrico de Kruskal-Wallis)
Comparagdo Comparagao entre Tratamentos
Dias de por blocos de
Fermentagdo P1 P1M 016 016M tempo entre 016vs | PIMvs
0s tratamentos | P1vsP1M | P1vs016 | 016M 016M
0 10,2020,49 | 10,20£0,43 | 10,20+0,024 | 10,20+£0,23
5 10,97+0,31 | 10,78+£0,33 | 10,63+1,65 | 10,13+0,37 p=0,51 p=0,127 | p=0,827
10 10,98+1,04 | 10,87+0,31 | 10,36+0,45 | 10,86+1,44 N.S. N.S.
15 10,48:0,05 | 10,20+0,39 | 10,58x0,7 | 11,21£0,35 '
20 9,8+0,36 | 9,49+0,31 | 12,38+0,11 | 11,76+0,33 p=0,275
25 9,93+x046 | 8,88£157 | 12,41+0,66 N.S.
i 3 15 % 70
Comparagdo Comparacgdo
entre os 4 p= 0,011 # Geral entre
tratamentos no dupla de
total de tempo Tratamentos
no Total do
Tempo
p = 0,05 N&o Significativo (N.S.); #= Existe diferenca; + Desvio Padrao
Tabela 13. Matéria Seca
Resultado das Analises Estatistico
% (Analise Ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis)
Comparacéo Comparagdo entre Tratamentos
Dias de por blocos de
Fermentagao P1 P1M 016 016M tempo entre 016vs | PIMvs
0s P1vsP1M | P1vs016 | 016M 016M
tratamentos
! 0 93,83+0,073 | 93,83+0,26 | 93,83+£0.07 | 93,82+0,11
5 93,23+0,05 | 92,96+0,07 | 93,50+0,06 | 93,0+0,05 p=0340 p=0,127 | p=0,827 | p=0,827 | p=0.275
10 93,35+0,035 | 92,87+0,10 | 93,27+0,159 | 93,28+0,19 N.S. N.S. N.S. o
15 93,40£0,09 | 92,83+0,10 | 93,18+0,10 | 93,19+0,11
20 93,17+£0,38 | 92,71+0,11 | 93,40+0,19 | 93,48+0,17 p=0,050 | p=0,663 | p=0,513 | p=0,050
25 93,07+0,14 | 92,8120,19 | 93,68+0,028 | 93,90+0,21 L N.S. N.S.
30 92 12 |18 24 193 285 ), 18
| Comparagao Comparagdo
entre os 4 p= 0,004 + Geral entre p=0,145 | p=0,158 | p
tratamentos no dupla de N.S. N.S N.S. #+
total de tempo Tratamentos
no Total do
Tempo
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Tabela 14. Proteina Bruta

Resultado das Analises Estatistico
% (Analise Nao-paramétrico de Kruskal-Wallis)
Comparagao Comparagéo entre Tratamentos
Dias de por blocos de
Fermentacgdo P1 P1M 016 016M tempo entre os 016 vs PiMvs
tratamentos P1vsP1M | P1vs016 016M 016M
0 1624018 |1,62+¢0,1 |1,62+0,095 | 1,62+0,23
5 1,97£0,09 | 1,92x0,06 | 1,70£0,27 | 1,82+0,20 Hi; ; p=0,827 p=0,663 | p=0,513
110 1,98+0,05 | 2,04+0,05 | 1,800,115 |1,867+027 giN.S. N.S. 5. N.S. N.S.
15 2,02+1,15 |[2,30£0,19 | 2,07£0,05 |2,00£0,25
20 232:0,08 |222+0,99 | 1,90+0,11 | 2,21+0.19 jir ; 0 =0,827 p=0,127
25 2,18:0,09 |2,16+015 | 1,960,042 |2.24+0,03 §IN.S. N.S. N.S.
Comparagéo Comparagéo
entre os 4 p= 0,189 N.S. Geral entre
tratamentos no dupla de
total de tempo Tratamentos no
# Total do Tempo
p 2 0,05 Nao Significativo (N.S.); #= Existe diferenga; + Desvio Padrao
Tabela 15. Fibra Detergente Neutro (FDN)
, Resultado das Analises Estatistico
| % (Analise Ndo-paramétrico de Kruskal-\Wallis)
Comparacdo Comparagdo entre Tratamentos
Dias de por blocos de
Fermentagdo P1 P1M 016 016M tempo entre 016vs | PIMvs
os tratamentos | P1vsP1M | P1vs016 | 016M 016M
0 88 44+1,56 | 88,44+0,89 | 88,44+0,53 | 88,44£0,81
5 90,23+0,53 | 89,10,615 | 89,04£0,36 | 88,86+0,90 | p=0,513 | p=0,827 : p=0,827
10 88,30+1,29 | 87,16+0,28 | 8540041 | 8568:030 §| = N.S. N.S. NS. | N.S. N.S.
1% 87,05+1,76 | 87,12+0,46 | 88,72+0,81 | 88,66x0,75
20 84.86x1,61 | 85,37+0,63 | 88,40+0,64 | 88,64+0,37 p =0,085 p=0,827 | p=0,050 | p=0,275 | p=0,127
25 86,1620,18 | 84,45+0,46 | 89,55+0,50 | 85,38+7.27 N.S. 5
Comparagao Comparacao
entre 0s 4 p= 0,002 # Geral entre p =0,825 | p=0,007 | p=0,251 | p=0,012
tratamentos no dupla de N.S. * N.S. #
total de tempo Tratamentos
no Total do
Tempo

p = 0,05 N&o Significativo (N.S.); #= Existe diferenga; + Desvio Padréo
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Tabela 16. Fibra Detergente Acido (FDA)

169

Tempo
p 2 0,05 N&o Significativo (N.S.); #= Existe diferenca; + Desvio Padrao

% Resultado das Analises Estatistico
(Analise Ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis)
Comparagéo Comparacdo entre Tratamentos
Biias da por blocos de
Fermentagao P1 P1M 016 016M tempo entre 016vs | PIMvs
os PivsP1M | P1vs016 | 016M 016M
tratamentos
0 56,69+1,25 | 56,69x1,73 | 56,69+047 | 56,69+1,75
3 60,44+£0,62 | 60,87+1,00 | 56 97£1,198 | 58,1£0,74 p=0219 p=0,127 p=0,127
10 62,58+1,06 | 62,06£0,168 | 58,70+0,17 | 59,92+1 47 N.S. N.S. N.S.
15 63,48+0,86 | 60,56+£0,95 | 60,32+£0,33 58,97+2.1
20 61,03£0,64 | 60,14£2,02 | 61,67+0,20 | 58,56£10,12 p=0045 p=0,275 p=0,050
25 62 66+059 | 61,340,597 | 62,07x0,81 59,52+1,63 = N.S. =
Comparagdo Comparagao
entre os 4 p= 0,443 N.S. Geral entre
tratamentos dupla de
no total de Tratamentos
tempo no Total do
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APENDICE D Estudo de Digestibilidade

Tabela 17. Digestibilidade in vitro da Matéria Seca

Resultado das Anélises Estatistico

% (Analise Ndo-parameétrico de Kruskal-Wallis)
Comparagéo Comparagéo entre Tratamentos
Dias de por blocos de
Fermentagdo P1 P1M 016 016M tempo entre os 016vs | PIMvs
tratamentos P1vsP1M | P1vs016 | 016M 016M
0 33,43+1,08 | 4450+0 | 44,93+1,19 | 46,33x1,5
B 20,00£0,94 | 44,50£1,67 | 40,11£2,17 | 40,34+3,46 p=0518 p=0,127 p=0,513 | p=0513
10 21,76+3,95 | 27,87+1,48 | 16,73+1,05 | 21,4240,51 N.S. S, N.S. N.S.
15 20,72+¢1,73 | 32,87+5,81 | 16,751,12 | 17,33x1,28
20 28,34+1 41 | 32,14x1,31 | 9,20+0,37 | 11,85:2,41 p=0,025 p=0,050 | p=0,827
25 24,20+2 24 | 33,13+1,64 | 8,762,119 £ # N.S.
51 24+1 37 | 27.90+4 83 [ 14.7 57
Comparagdo Comparacao
entre os 4 p= 0,017 # Geral entre

fratamentos no
total de tempo

dupla de
Tratamentos
no Total do
Tempo

p = 0,05 Nao Significativo (N.S.); # Existe diferenca
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Tabela 18. Cinética da Digestibilidade in situ (%)
da Matéria Seca

Horas de Tempo de SSF

Digestao | Branco | Zero dias | 15 dias | 30 dias | 45 dias
0 2,49 3.2 3.3 3.91 6,58
6 7,04 6,86 9,88 9,03 | 11,23
24 13,39 17,22 19,9 | 21,48 | 27,69
48 27,11 36,39 30,66 | 29,84 | 36,82
72 37,66 43,38 36,24 | 33,97 | 46,54
96 39,71 44 34 4291 | 41,30 | 50,15

Tabela 19. Cinética da Digestibilidade in situ (%)

do FDN

Horas de Tempo de SSF

Digestao [ Branco | Zero dias | 15 dias | 30 dias | 45 dias
0 2,96 3,22 337 3,78 0,81
6 9,68 6,92 6,88 5,72 3,42
24 16,62 17.21 17,27 | 1466 | 17,63
48 30,24 35,59 28,19 | 25,26 | 28,52
72 40,22 43,84 35,12 | 28,58 | 38,92
96 43,89 447 4155 | 38,75 | 43,34
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