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RESUMO

As enzimas ligninoliticas desempenham um papel fundamental na degradacao de residuos
lignocelulosicos e muitas dessas enzimas sdo sintetizadas por fungos. Para obtencéo
dessas enzimas algumas tecnologias foram desenvolvidas como a fermentacdo
semissolida (FSS). Dois experimentos foram realizados com o objetivo de promover o
enriquecimento proteico e/ou a redugdo de compostos fibrosos de residuos agroindustriais
e viabilizar o uso da inoculacdo ou do extrato enzimatico dos fungos Lentinus tigrinus e
Trametes villosa em residuos agroindustriais para alimentagdo animal. No primeiro
experimento, realizou-se avaliacao qualitativa da producao de enzimas ligninoliticas pelo
teste de Remazol Brilliant Blue dye R (RBBR), sendo-a positiva. Para a FSS e obtencéo
dos extratos enzimaticos foram utilizados biorreatores com bagaco de cana e coproduto
do desfibramento do sisal como substrato. Os extratos foram adicionados aos residuos
para posterior analise bromatoldgica. Os métodos de cultivo utilizados neste experimento
foram satisfatorios quanto ao crescimento dos fungos e produgdo de ligninases no teste
em RBBR. Os fungos demonstraram potencial na reducao de material lignocelulésico em
coprodutos agroindustriais. O segundo experimento consistiu em avaliar os efeitos da FSS
com o fungo Lentinus tigrinus no enriquecimento proteico e degradacdo das fracdes
fibrosas de diferentes residuos agroindustriais para alimentagdo animal. As fermentacdes
foram realizadas em triplicata num sistema de batelada utilizando-se biorreatores
retangulares de plastico e a composicao bromatoldgica realizada no material sem in6cuo
e apos a FSS. Foi observado um enriquecimento proteico nos cinco tipos de residuos
agroindustriais estudados usando 24 h de FSS por L. tigrinus. Todos os residuos avaliados
podem ser usados como substrato para o enriquecimento de alimentos para animais tendo
em vista seu AP e reducéo das fracOes fibrosas. Sugere-se ensaios de digestibilidade in
vitro de materiais deslignificados com extratos enzimaticos bem como com residuos
enriquecidos ap6s FSS por L. tigrinus.

Palavras-chave: Ruminantes. Lignina. Forragicultura. Enriquecimento proteico.
Basidiomicetos.



ABSTRACT

Ligninolytic enzymes have an important role in the degradation of lignocellulosic
residues and many of these enzymes are synthesized by fungi. Some technologies were
developed for enzymes production such as semisolid fermentation. Two experiments
were carried with objective promoting protein enrichment and/or the fibrous compounds
reduction from agro-industrial residues and enabling the use for inoculation or Lentinus
tigrinus and Trametes villosa enzymatic extract in agro-industrial residues for animal
feed. In the first experiment, evaluation production of ligninolytic enzymes was
performed by the RBBR test. Primers were designed for the amplification of interest gene
and total RNA extraction with subsequent synthesis of cDNA. Bioreactors with sugarcane
bagasse and defibration sisal coproduct were used as substrate to obtain enzymatic
extracts and semisolid fermentation. The extracts were added in residues for further
bromatological analysis. The cultivation methods were satisfactory for fungi growth and
ligninases production in the RBBR test. Fungi demonstrated good potential in reducing
lignocellulosic material in agro-industrial residues. The second experiment consisted
evaluation effects with the fungus Lentinus tigrinus on protein enrichment and fiber
degradation in different agro industrial residues for animal feed. Fermentations were
carried in triplicate a batch system using rectangular plastic bioreactors and the chemical
composition was carried in the material without innocuous and after the fermentation.
Protein enrichment was observed in the five types of agro-industrial residues studied
using fermentation by L. tigrinus. All evaluated residues can be used as a substrate for
the enrichment of animal feeds in view their protein elevations and fibrous fractions
reduction. In vitro digestibility tests of delignified materials with enzymatic extracts are
suggested.

Keywords: Ruminant. Protein Enrichment. Lignin. Forage. Basidiomicetos.
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1. INTRODUCAO GERAL

Residuos agroindustriais como bagacos, farelos, palhas, cascas e sementes estdo
entre as maiores fontes de biomassa do mundo, representando uma geracdo anual média
de 40 milhdes de toneladas de residuo lignocelulésico que podem causar consideraveis
prejuizos as atividades econdmicas do setor agroindustrial e ao meio ambiente
(MENEZES; DURRANT, 2008). Estes residuos estdo sendo transformados em
compostos quimicos e produtos com alto valor agregado como &lcool e &cidos organicos.
A utilizacdo destes residuos em bioprocessos é uma alternativa racional para produgéo de
substratos e uma ajuda para solucionar o problema da poluicdo ambiental (PANDEY et
al., 2000). Dessa forma, as industrias produtoras de etanol, por exemplo, tém buscado
solugdes tecnolodgicas que fazem uso das enzimas do complexo ligninocelulésicos para
uma producao mais limpa e barata (VASQUEZ et al., 2007). Segundo Mahesh & Mohini,
(2013) outras aplicacdes das enzimas lignoceluloliticas também sédo viaveis, a exemplo
da industria téxtil, farmacéutica e de racGes para animais ruminantes.

A degradacdo desses compostos lignocelul6sicos se da por um processo
multienzimatico, composto principalmente por lacases (Lac), manganés peroxidases
(MnP) e lignina peroxidases (LiP) segundo diversos autores (LEONOWICZ et al.,1999,
SUGIURA et al., 2003). Essas oxidoredutases podem ser produzidas por algumas
espécies de fungos Basidiomicetos de degradacdo branca como o Lentinus tigrinus,
descrito por Lechner, Papinutti (2006) e Conceicdo (2010) e o Trametes villosa (SILVA,
2014; CARNEIRO et al, 2017) ambos encontrados naturalmente em territorio baiano.

A preferéncia pelo uso de enzimas em processos industriais decorre de sua
natureza proteica, sua especificidade, o uso em baixas concentragdes e sua inocuidade
(BON et al., 2008). Quando aplicada na industria de racdes ou alimentacdo de aves e
suinos, as enzimas podem proporcionar melhorias na qualidade e na digestibilidade dos
nutrientes, reduzir a viscosidade da digesta e reduzir a excre¢do de compostos nas fezes
(MALEKIAN et al. , 2013). Ja na nutricdo de ruminantes, o papel das enzimas seria
potencializar a utilizacdo dos alimentos fibrosos fornecendo energia e aumentando a
eficiéncia do processo de fermentagdo ruminal (MAHESH & MOHINI, 2013)
promovendo melhorias na digestibilidade e aumento de produtividade.

Nesse aspecto, dentre 0s processos usados para a producdo de enzimas, a
fermentacao semi-sélida (FSS), definida como aquela que envolve o crescimento de um

microrganismo sobre um substrato sélido com minima quantidade de agua livre entre as
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particulas (BEHERA ; RAY, 2016; PANDEY, 2002), e atrativa devido a muitas
vantagens, principalmente, pelo uso de meio a base de residuos sélidos agricolas e
agroindustriais para o crescimento microbiano (MARQUES et al, 2019). Uma das
grandes vantagens desse método segundo Moura, (2011) é que, ao invés de produzir
apenas uma enzima, o processo de FSS permite ao fungo produzir um complexo natural
de enzimas especifico para os substratos encontrados nos diferentes alimentos,
aumentando, assim, o espectro de a¢do do complexo enzimatico. Dessa forma, a FSS,
além de promover a degradacdo de compostos lignocelulosicos, visa elevar os teores
proteicos dos residuos mediante o uso de microrganismos com requerimentos nutricionais
simples (ABOSIADA et al. 2018).

Objetiva-se com este estudo viabilizar o uso da fermentagdo semi-solida com os
fungos Lentinus tigrinus e/ou Trametes villosa para enriquecimento proteico de residuos
agroindustriais bem como a obtencdo de um extrato enzimatico que permita melhoria da

qualidade de residuos agroindustriais para alimentacao animal.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 REINO FUNGI

O reino dos fungos é composto por seres eucariontes heterotroficos, que
compreende uma enorme taxa de diversidade, com varios tipos de ciclo de vida, ecologia
e morfologia que variam de leveduras unicelulares a grandes cogumelos (LIM et al.,
2020). Os fungos sdo um grupo de organismos pouco estudado e biotecnologicamente
valiosos. Devido a imensa variedade de habitats que os fungos habitam, e a consequente
necessidade de competir contra uma ampla variedade de outros fungos, bactérias e
animais, os fungos desenvolveram numerosos mecanismos de sobrevivéncia (HYDE et
al., 2019).

Desde tempos antigos os fungos eram usados como fermentadores e alimentos,
porém, com as novas pesquisas no campo da micologia, esses organismos podem ser
potencialmente utilizados na biotecnologia, na area de medicamentos, na produgdo
industrial de diversos produtos e na agricultura (HYDE et al., 2019; LIM et al., 2020).
A Dbusca pela biodiversidade de fungos e a construgdo de uma colecdo viva desses
organismos tém um potencial econdmico incrivel na sua utilizagdo (HYDE et al., 2019).

Na natureza, os fungos sdo decompositores de material organico sendo de grande
importancia no ciclo do carbono global e na reciclagem de nutrientes (GADD, 2017).

Sem as atividades dos fungos saprébios, o crescimento de plantas em muitos habitats logo
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cessaria, pois 0s residuos ndo decompostos se amontoariam e o solo se tornaria
improdutivo (KENDRICK, 2001).

A classificagéo do reino fungi tem sido atualizada continuamente, com a incluséo
frequente de dados de sequéncias de DNA em estudos recentes; além disso, o
recolhimento de taxons historicos e neo ou epitipificantes usando material e culturas
frescas também é uma prética cada vez mais comum entre os micologistas, embora ainda
ndo seja facilmente realizada em alguns grupos (WIJAYAWARDENE et al., 2020).
Tedersoo et al. (2018), baseando nas estimativas de filogenias e tempo de divergéncia,
organizou o reino em 18 filos: Aphelidiomycota, Ascomycota, Basidiobolomycota,
Basidiomycota, Blastocladiomycota, Calcarisporiellomycota, Caulochytriomycota,
Chytridiomycota, Entomophthoromycota, Glomeromycota, Kickxellomycota,
Monoblepharomycota, Mortierellomycota, Mucoromycota, Neocallimastigomycota,
Olpidiomycota, Rozellomycota and Zoopagomycota, fornecendo, dessa forma, uma
classificacdo mais natural e com melhor precisdo taxondmica e filogenética em analises

ecoldgicas evolutivas e de biodiversidade.

2.2 FILO BASIDIOMYCOTA E FUNGOS DEGRADADORES

O filo dos basidiomicetos é o segundo maior filo em nimero de espécies descritas
(atras apenas dos ascomicetos) e sdo fungos que incluem os cogumelos, orelhas de pau,
puffballs, mas também alguns microfungos, como ferrugens, fitopatologicos e leveduras
(WIUAYAWARDENE et al., 2020). Tradicionalmente, Basidiomicetos sdo tipicamente
caracterizados pela presenca de basidios e basidiosporos (ZHAO et al., 2017).

O filo é tipicamente caracterizado pela presenca de basidios que sdo células
terminais inchadas de hifas contendo esporos sexuais; além disso, muitas espécies da
classe Agaricomicetos, produzem corpos de frutificacdo conspicuos e provavelmente
foram usados como alimento nos primoérdios da civilizagdo (SADARGO et al., 2019).

Dependendo do tipo de componentes que sdo degradados pelos fungos, esses
podem ser classificados como: Fungos de degradacdo macia, fungos de degradacdo
marrom e fungos de degradacgéo branca.

O termo "degradacdo macia™ é usado para designar qualquer penetracdo e
crescimento caracteristicos de hifas dentro das paredes celulares da madeira, causando o
amolecimento da superficie (evidenciado ou ndo) e € causada por varios microfungos
(membros dos Ascomicetes) ou por alguns fungos imperfeitos. Essa degradacdo parece

ocorrer em toda a madeira velha que foi exposta a condi¢bes de umidade (LEVY, 1966).
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Os fungos da degradacdo marrom metabolizam ativamente a fracdo de
carboidratos, bem como uma por¢do menor de lignina, deixando a lignina quimicamente
modificado. Com isso, a madeira perde resisténcia nos estagios iniciais de degradagdo
devido a despolimerizacdo da fracdo celulosica, exibindo, dessa forma uma aparéncia
cubica, quebradica e marrom com pouca resisténcia residual (GOODELL, 2003).

Os fungos da degradacéo branca séo principalmente basidiomicetos e algumas
espécies relevantes incluem Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium,
Trametes versicolor, Ganoderma lucidum e Irpex lacteus. Eles exibem capacidade de
decomposicdo e sdo 0s Unicos responsaveis pela degradacdo da lignina e dos
polissacarideos na biomassa vegetal (MIR-TUTUSAUS et al., 2018). Os fungos de
podriddo branca quebram a lignina para liberar mais facilmente carboidratos
metabolizados de hemicelulose e celulose. Para isso, eles contam com uma combinacao
de enzimas extracelulares, &cidos organicos, mediadores e enzimas acessorias e uma
caracteristica ousada deste maquinario enzimaticoé a sua nao especificidade, devido a sua
acao via geracéo de radicais. (MIR-TUTUSAUS et al., 2018).

2.3 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

As industrias alimenticias, agroindustriais e florestais geram grandes volumes de
residuos, que sdo compostos principalmente por carboidratos complexos e proteinas
brutas que podem ser Uteis como nutrientes para o crescimento microbiano e producédo de
enzimas ou outros metabolitos; porém, o descarte desses residuos sem o tratamento
adequado leva a poluicdo ambiental e efeitos negativos a saude (LEITE et al., 2020;
ROSA et al., 2019). Varias estratégias de reaproveitamento desses residuos e obtencao
de produtos de valor agregado sdo estudadas para minimizar a pressao sobre 0s recursos
naturais, além disso, sua reutilizacdo correta, ajuda a mitigar os efeitos negativos e
prejudiciais e produzir compostos de valor agregado, contribuindo para a implantacdo da
economia e sua valorizagdo em escala industrial (LEITE et al., 2020).

O residuo de cana de acgucar € bastante usado e pesquisado em biotecnologia, uma
vez que a cana-de-agUcar € uma das principais culturas do mundo, cultivada em mais de
100 paises, mas Brasil e india juntos geram pouco mais da metade de toda a cana
produzida mundialmente (sendo um dos principais materiais ligninoceluldsicos nas
regides tropicais), portanto, seu residuo tornou-se uma importante matéria-prima de alto
valor econdmico (CARPIO et al., 2017; PENG et al., 2009).
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2.4 ENZIMAS LIGNINOLITICAS

As enzimas ligninoliticas desempenham um papel fundamental na degradacéo e
desintoxicacdo de residuos lignoceluldsicos no meio ambiente e muitas dessas proteinas,
como a lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase, sintetizados por fungos, foram
aplicadas recentemente na producdo de biocombustiveis de segunda geracdo (KUMAR;
CHANDRA, 2020) dentre outras aplicacbes como na industria téxtil, farmacéutica e de
racdes para animais ruminantes (MAHESH & MOHINI, 2013).

A manganés peroxidase (MnP, EC 1.11.1.13) € a peroxidase modificadora de
lignina mais comum produzida por quase todos os basidiomicetos que colonizam a
madeira, causando podridao-branca e varios fungos que colonizam o solo e podem
decompor o lixo. Mdltiplas formas desta proteina heme glicosilada com pesos
moleculares normalmente de 40 a 50 kDa séo secretadas por fungos em seu ambiente. La,
0 MnP oxida preferencialmente ions manganés (Mn2 +), sempre presentes na madeira e
no solo, em Mn3 + altamente reativo, que é estabilizado por quelantes fungicos como o
acido oxalico. O Mn3 + quelatado, por sua vez, atua como mediador redox difusivel de
baixo peso molecular que ataca as estruturas da lignina fendlica, resultando na formacao
de radicais livres que tendem a se desintegrar espontaneamente. MnP é capaz de oxidar e
despolimerizar ligninas naturais e sintéticas, bem como lignoceluloses inteiras (palha

moida ou madeira, polpa) em sistemas livres de células (in vitro) (HOFRICHTER, 2002).

2.5 FERMENTACAO SEMISOLIDA (FSS)

Para a Bioquimica, a fermentacdo é definida como uma conversdo anaerdbia de
compostos organicos complexos em moléculas mais simples, porém para a microbiologia
industrial, a fermentacdo é definida como qualquer processo onde ocorre formacdo de
biomassa microbiana. Existem dois tipos basicos de processos fermentativos: submerso,
caracterizado pela presenca de agua livre no meio de cultivo e fermentacdo em estado sélido,
também conhecido como fermentacdo semissolida (FSS), realizado na auséncia ou quase
auséncia de agua livre (POLIDORO, 2009).

Foi através da FSS que nas décadas de 50 e 60 algumas pesquisas envolvendo a
transformac&o de esteroides e, nas décadas de 60 e 70, a producdo de micotoxinas, fizeram
com que esse tipo de fermentagéo passasse a ter lugar de destaque em diversas pesquisas.
Outro processo que passou a ser bastante difundido foi o enriquecimento proteico de produtos

agroindustriais para alimentagdo de animais ruminantes, utilizando esse tipo de fermentacéo
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(SINGHANIA et al., 2009). A partir de entdo, FSS vem sendo amplamente utilizada para o
desenvolvimento de processos que utilizam células vegetais, animais ou microrganismos para
recuperacdo de areas poluidas; decomposicdo de compostos e retirada de substancias
potencialmente toxicas de residuos (SINGHANIA et al., 2009). Dentre os produtos
agroindustriais que podem ser utilizados como substrato para enriquecimento nutricional ou
obtencdo de bioprodutos com alto valor agregado podemos citar gramineas, bagacos, farelos,
serragem, polpa e casca de frutas (CASCIATORI et al., 2014).

A FSS é o processo onde 0 microrganismo se desenvolve em um ambiente com
pouca ou sem agua disponivel. Este processo se revela como uma 6tima alternativa para
a producdo de enzimas principalmente por causa do baixo custo de producdo (BEHERA
E RAY, 2016) e a possibilidade do uso de residuos que sdo fontes de carbono e nutrientes
necessarios para o crescimento dos microrganismos (MARQUES et al, 2019). A FSS
apresenta uma série de vantagens em comparacao com a classica fermentacdo submersa;
entre elas esta a reducdo do volume de meio por massa de substrato e reducao dos riscos
de contaminacdo (ALVES et al, 2001).

Com a possibilidade de sintese destas enzimas através da FSS, os estudos a
descreve como Otima alternativa para ser utilizada na melhoria da qualidade e
digestibilidade dos alimentos para animais ruminantes uma vez que elas agem, segundo
Mahesh; Mohini, (2013), reduzindo os efeitos antinutricionais e potencializando a
utilizacdo do contetdo fibroso com consequente melhoria da eficiéncia na fermentacédo
ruminal. A proposta entdo € utilizar destes processos biotecnoldgicos para obtencdo de
coprodutos agroindustriais com maiores teores proteicos que visem incrementar a

pecuaria no semidarido e a producdo de alimentos como leite e carne e seus derivados.

2.6 ENRIQUECIMENTO PROTEICO E BIORREATORES

Uma alimentacgdo pobre em proteinas e energia pode acarretar problemas nutricionais
em seres vivos. As proteinas podem ser encontradas sob trés formas em alimentos: como
proteina verdadeira, nitrogénio ndo proteico ou nitrogénio indisponivel. A proteina verdadeira
compde de 60 a 80% do nitrogénio total das plantas (OLIVEIRA et al., 2011).

Em forrageiras, o principal fator a ser considerado é a quantidade de proteina bruta
(PB), que compreende tanto a proteina verdadeira quanto o nitrogénio nao proteico, sendo
que a quantidade de proteina verdadeira depende de uma serie de fatores, incluindo a
maturidade da planta, podendo representar até cerca de 70% da PB em forragens verdes.

Existe, ainda, uma pequena proporcdo de nitrogénio ndo proteico insolavel, associado a
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lignina da parede celular dos vegetais, que representan cerca de 5 a 10% nas plantas
forrageiras (DIAS, 1997). Geralmente esses vegetais possuem baixo teor de PB, ocorrendo
uma diminuicao desse teor em épocas secas, por isso ha necessidade de enriquecé-las.
Diversos microrganismos podem ser cultivados em biorreatores como fonte de
proteina para consumo humano e animal (VENDRUSCOLO, 2005). Oliveira (2007) cita
algumas caracteristicas que fazem com que seja bastante vantajoso 0 uso desses
microrganismos para produzir proteina: eles se multiplicam rapidamente, em substratos que
podem ser obtidos a um baixo custo; sdo capazes de utilizar os nutrientes em sua forma mais
simples; os fatores ambientais e climaticos ndo interferem grandemente em sua producao.
Biorreator, reator bioguimico ou reator biolégico é o reator no qual ocorrem
fermentacdes, catalisadas por células vivas, microrganismos ou enzimas produzidas a partir
de células vivas, transformando substratos em produtos de maior valor agregado. Os dois
principais parametros que variam em FSS sd0 a agitacdo e a aeracdo, e baseando-se nisso,
Mitchell et al. (2006) apud Polidoro (2009), separam 0s biorreatores em quatro grupos:
biorreatores com aeracdo superficial e sem agitacdo (bandejas, sacos plasticos
hermeticamente fechaveis, estufas de bancada e camaras climatizadas); biorreatores com
aeracdo forcada e sem agitacao (leitos empacotados); biorreatores com aeragdo superficial e
com agitacdo: (tambores, que podem ser rotativos ou agitados) e biorreatores com aeragédo

forcada e com agitacéo: (biorreatores de coluna séo os mais utilizados).

2.7 OBEJTIVO GERAL

Viabilizar o uso da fermentacdo semisolida com os fungos Lentinus tigrinus e/ou
Trametes villosa para enriquecimento proteico e degradacdo das fragOes fibrosas de
residuos agroindustriais bem como a obtencdo de extrato enzimatico destes fungos que

permita a melhoria da qualidade de residuos para alimentacao animal.

2.8 OBEJTIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar o uso dos extratos de L. tigrinus e T. villosa produzidos através de FSS no

processamento do coproduto do desfibramento do sisal e bagaco de cana.

e Avaliar os efeitos da FSS com L. tigrinus no aumento proteico e degradacédo das

fracOes fibrosas de diferentes residuos agroindustriais para alimentacéo animal.

e Identificar residuos agroindustriais que obtenham enriquecimento proteico a partir

de bioprocessos com os fungos Lentinus tigrinus e Trametes villosa.
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USO DO EXTRATO ENZIMATICO DOS FUNGOS Lentinus tigrinus e Trametes
villosa OBTIDOS POR FERMENTACAO SEMI SOLIDA NO
PROCESSAMENTO DE COPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS PARA
ALIMENTACAO ANIMAL

RESUMO

A producéo de enzimas ligninoliticas de diferentes fungos Basidiomicetos em diversos
substratos demonstram o potencial biotecnoldgico destes microrganismos sobre
coprodutos agroindustriais. O objetivo desse estudo foi avaliar o uso dos extratos
enzimaticos de Lentinus tigrinus e Trametes villosa produzidos atraves de fermentacédo
semisolida (FSS) no processamento do coproduto do desfibramento do sisal (CDS) e
bagaco de cana (BC). As cepas foram avaliadas em teste RBBR para confirmacdo da
producdo das enzimas e posteriormente repicadas por 7 dias até crescimento visivel do
micélio. Para a FSS foram utilizados 48 erlenmeyers distribuidos em diferentes
tratamentos. O extrato enzimatico foi obtido a partir desta FSS, e adicionados aos frascos
contendo BC e CDS para posterior analise Bromatologica. Os métodos de cultivo
utilizados foram satisfatrios quanto ao crescimento dos fungos e producéo de ligninases
no teste em RBBR. Os fungos demonstraram bom potencial na reducdo de material
lignoceluldsico em coprodutos agroindustriais. O comportamento de sintese enzimatica
dos fungos apresentou-se de forma diferente, demonstrando ser nos dias iniciais para o L.
tigrinus e aos 14 dias para o T. villosa.

Palavras-chave: Basidiomicetos. Ruminantes. Lignina. Forragicultura. Celulose.
ABSTRACT

Ligninolytic enzymes from differents Basidiomycete fungi on different substrates
demonstrate microorganisms biotechnological potential on agro-industrial byproducts.
The aim of this study was to evaluate the use of enzymatic extracts of Lentinus tigrinus
and Trametes villosa produced by semi-solid fermentation (SSF) for processing sisal
coproduct and sugarcane bagasse. The strains were evaluated for RBBR test to confirm
enzymes production and subsequently subcultured for 7 days until visible growth of the
mycelium. For the SSF, 48 Erlenmeyers distributed in different treatments were used. The
enzymatic extract was obtained and added in BC and CDS for further Bromatological
analysis. The cultivation methods used were satisfactory in terms growth fungal and
ligninase production from RBBR test. The fungi showed good potential in agro-industrial
by-products lignocellulosic reduction. The enzyme synthesis behavior of the fungi was
different, demonstrating to be in the initial days for L. tigrinus and at 14 days for T.
villosa.

Keywords: Basidiomicetos. Ruminant. Lignin. Forage. Cellulose.
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INTRODUCAO

O agronegécio tem sido reconhecido como um vetor crucial do crescimento
econdmico brasileiro e em 2019, a soma de produtos e servigos gerados no agronegécio
chegou a R$ 1,55 trilhdo ou 21,4% do PIB nacional (BRASIL, 2020). Paralelamente a
esta elevada producdo de alimentos, tem-se a geracdo de residuos e/ou coprodutos
agroindustriais. Por definicdo, residuo é qualquer substancia que resta ap6s uma operacao
ou manipulacdo industrial, podendo ser posteriormente reaproveitada (FERREIRA,
2010). Ja os coprodutos possuem uma finalidade, principalmente na alimentagdo animal,
e elevam o status dos residuos tratados, dando-lhes maior valoragdo (OLIVEIRA et al.,
2013). Dessa forma, materiais oriundos da agroindustria quando tratados como residuos,
podem representar perda de biomassa e de nutrientes, além de aumentar o potencial
poluidor ambiental (ROSA et al., 2011).

Diversos autores (SANTOS et al., 2013; MANERA et al., 2014; SANTOS; SILVA,
2017) descrevem que a utilizacdo de coprodutos agroindustriais possui grande potencial
para alimentagdo animal, sendo possivel incorpora-los na dieta de ruminantes. No
entanto, é importante que estes coprodutos ndo apresentem toxicidade, compostos
nocivos e possuam bom valor nutricional.

Nacionalmente, a cultura do sisal (Agave sisalana) na Bahia é referéncia (SANTOS;
SILVA, 2017). Neste territorio, a cadeia produtiva do sisal confere grande importancia
social e econdmica seja na producao de fibra ou dos seus coprodutos para alimentacéo de
ruminantes (ANDRADE et al., 2009). Contudo, os estudos avaliando os coprodutos do
desfibramento do sisal para alimentacdo animal confirmam sua elevada porcéo fibrosa
(lignocelulésica) e consequente baixa digestibilidade e aproveitamento dos seus
nutrientes (BRANDAO et al, 2011; SANTOS, 2013; SILVA ;BELTRAO, 1999).

Com semelhante porcdo fibrosa na sua composicdo, o bagaco da cana de aclcar
(Saccharum sp) também se destaca como um coproduto de elevada importancia
econdémica. A cana-de-aclcar € a segunda maior cultura de bioenergia do mundo e
responde por 80% da producdo mundial de aglcar (YANG, 2021). A producao de bagaco
de cana é de aproximadamente 2,5 mil toneladas por dia no Brasil (CONAB, 2018) e
representa uma elevada disponibilidade de biomassa celulésica de baixo custo (BASSO
et al., 2010).

A celulose € o principal constituinte da parede celular da planta possuindo suas
unidades de glicose unidas por meio de ligacdo B -1,4-glicosidica. Para quebrar esta
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ligacdo e liberar as moléculas de glicose, € necessaria a acdo de um grupo de
enzimas (GHAZANFAR et al., 2019 ; NAZIR et al., 2019) que sd@o sintetizadas por
microrganismos durante seu desenvolvimento. Assim, destacam-se o0s fungos
Basidiomicetos de decomposi¢do branca, principalmente o Trametes villosa e o Lentinus
Tigrinus por serem capazes de sintetizar as enzimas Manganés Peroxidase, Lignina
Peroxidase e lacase que sdo responsaveis pela degradacdo da lignina (SILVA, 2014;
CARNEIRO et al, 2017) e consequente liberagcdo da celulose para degradacdo pelas

celulases, também produzidas por estes microrganismos (CONIGLIO et al., 2019).

A fermentacdo semi-solida (FSS) por fungos Basidiomicetos se revela como uma
Otima alternativa para a producao de enzimas ligninoliticas principalmente pelo baixo
custo de producdo. Além disso, 0 processo apresenta vantagens em comparacdo a
fermentacdo liquida, como a reducdo do volume de meio por massa de substrato e
menores riscos de contaminacgéo por bactérias devido ao baixo teor de agua livre (ALVES
et al., 2001). Ressalte-se que a diferentes espécies de fungos geralmente necessitam de
umidade baixa, entre 40 e 60%, para realizar a FSS. Segundo Basso et al. (2010) a sele¢éo
do substrato é importante pois depende de fatores relacionados principalmente ao custo e
a disponibilidade. Neste sentido, varios autores estudaram a producdo de lignases de
diferentes fungos Basidiomicetos em diversos substratos como palha de arroz (KANG
et al., 2004), bagaco de cana de agucar, casca de coco, fibra de sisal (SILVA et al., 2014),
farelo de trigo (CAMASSOLA ; DILLON, 2007), sementes de algodao ceda (ZAHRA et
al., 2020), jaca (MARQUES et al., 2019) e demonstraram o potencial biotecnoldgico

destes microrganismos sobre coprodutos agroindustriais.

Segundo Oliveira et al. (2013), o emprego de coprodutos na alimentagdo animal,
especialmente na nutricdo de ruminantes, apresenta diversas vantagens com relacdo aos
ingredientes tradicionais e dentre elas podemos citar o0 menor custo dos coprodutos, o
potencial de utilizacdo durante os periodos de estiagem e escassez de pasto bem como a
minimizacao de impactos ambientais com a deposicdo indevida de residuos. Dessa forma,
os dados de utilizag&o dos extratos enzimaticos em coprodutos in natura para alimentagéo

animal merecem ser estudados.

O objetivo desse estudo foi avaliar 0 uso dos extratos enzimaticos de Lentinus
tigrinus e Trametes villosa produzidos através de fermentacdo semisolida (FSS) no

processamento do coproduto do desfibramento do sisal (CDS) e bagaco de cana (BC).
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MATERIAL E METODOS

Os fungos Lentinus tigrinus CCMB553 e Trametes villosa CCMB561 utilizados
pertencem a colecdo de culturas do Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia da
Universidade Estadual de Feira de Santana. As cepas foram repicadas em agar contendo
89 de agar agar | (HiMedia); 8 g de bagaco de cana obtido apds extracdo do caldo em
lanchonete da regido; 2 g de sulfato de aménio e 400 ml de &gua destilada, e
posteriormente incubadas a 27° (£ 2°C) por 7 dias até crescimento visivel do micélio para
proceder com a fermentagdo semisolida (FSS) nos substratos do CDS e BC.

Para a avaliacdo qualitativa da producdo de enzimas ligninoliticas, foi feito um
teste de RBBR (Remazol Brilliant Blue dye R). Para isso, foi colocado um plug de cada
fungo reativado em uma placa de Petri contendo 10g de &gar, juntamente com 2,59 de
extrato de malte, 8 g de bagaco de cana e 1g de corante RBBR, misturado em 500 mL de
agua destilada. O meio solidificado com o fungo foi submetido a uma temperatura de
27°C.

Para a FSS foram utilizados 48 erlenmeyers (250 ml) como biorreatores (24 para

cada substrato) distribuidos em diferentes tratamentos, em triplicata, conforme tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos utilizados em triplicata para obtencdo dos extratos enzimaticos
dos fungos L. tigrinus e T. villosa através de Fermentagdo Semi Solida (FSS)

TRATAMENTO  FUNGO COMPOSICAO (em 400 ml) TEMPO DE_

FERMENTACAO

Bagaco de cana L. tigrinus 20 g de BC; NH4SO4 e MgSOg4 1,7,10 e 14 dias
0,01% (p/v) e agua

(BC) T. villosa 20 g de BC; NH4SO4 e MgSO4 1,7,10e 14 dias
0,01% (p/v) e agua

Coprodutodo  L.tigrinus 20 g de CDS; NHsSO4 e MgSO4 1,7,10e 14 dias
desfibramento 0,01% (p/v) e &gua

do sisal (CDS) T.villosa 20 g de CDS; NH4SO4 e MgSO4 1,7,10e 14 dias
0,01% (p/v) e agua

Os 48 biorreatores contendo os substratos previamente triturados e enriquecidos
com solucdo de NH4SO4 1% (p/v) e MgSO4x7H20 0,01% (p/v) e agua estéril (50% de
umidade) foram esterilizados em autoclave vertical a 121°C por 15 minutos. Para o
resfriamento, o material foi disposto em cabine de seguranca biologica sob a incidéncia

de luz ultravioleta (Fluxo laminar vertical-Filterflux). Procedeu-se com a inoculagao de
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cinco discos do micélio (5 mm de didmetro) para cada biorreator 0s quais permaneceram
com 80% de umidade, apds correcdo, em pH 9,4 (sob adicdo de tampéo) e incubado a
20°C segundo recomendagdes de SILVA et al. (2014) para uma maior producio
enzimatica. Os extratos enzimaticos de cada tratamento foram colhidos nos tempos de 1,
7,10 e 14 dias sendo T1, T2, T3 e T4, respectivamente.

O extrato enzimaético foi obtido por maceracao dos micelios ao final do respectivo
tempo em &gua destilada fria estéril, seguido por filtracdo a vacuo em um Funil de
Buchner e centrifugacdo a 3.000 x g. O sobrenadante, extrato enzimatico, foi preservado
em banho de gelo para posterior avaliagdo da atividade lignocelulolitica através da
composi¢do bromatoldgica dos coprodutos, realizada antes e ap0s o tratamento com 0s
extratos.

Para avaliacdo da atividade lignocelulolitica os extratos enzimaticos foram
adicionados aos frascos contendo 2 g dos residuos de BC e CDS, e homogeneizados a
150 rpm e 39°C por oito horas para posterior analise Bromatologica. Os coprodutos
tratados bem como in natura (sem uso do extrato) foram analisados quanto aos teores de
Fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA), celulose (CEL) e
lignina (LIG) segundo Silva & Queiroz (2002) bem como Hemicelulose (HEM) que foi
obtida por diferenca (FDN — FDA).

Os dois coprodutos foram avaliados separadamente quanto a cepa de fungo e
tempo de fermentacdo utilizando-se um delineamento experimental inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2x4x3, com dois fungos, quatro tempos de fermentacédo
e trés repeticdes para cada substrato. As médias foram comparadas pelo teste Tukey 5%
utilizando-se o software Statistica (6.0).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A anélise dos fungos em meio Remazol Brilliant Blue R (RBBR) apresentou-se

positiva para ambos os fungos em estudo com a descoloracdo esperada como mostra a

figura 1.
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FIGURA 1: Descoloracdo do meio Remazol Brilliant Blue R (RBBR) sob acéo
dos fungos Trametes villosa (acima) e Lentinus tigrinus.

A capacidade de descoloracdo do corante RBBR por fungos ocorre devido a
producdo das enzimas lignoliticas, como a lacase e as peroxidases (CONCEICAO, 2010).
O método de cultivo em RBBR se mostra como uma alternativa simples e rapida para a
identificacdo de fungos com atividade ligninolitica de corantes poliméricos, semelhantes
ao polimero da lignina. Estes corantes sdo usados como substrato para o sistema
degradador da lignina e também podem determinar o come¢o do metabolismo secundario
nos fungos ligninoliticos (PASTI ;CROWFORD, 1991).

Teixeira et al. (2016) analisando a producdo de enzimas ligninoliticas por fungos
em residuos agroindustriais verificaram que fungos do género Lentinus foram capazes de
descolorir o meio RBBR. J& Costa (2011) verificaram degradacao total do meio RBBR
pelo fungo T. villosa confirmando o potencial ligninolitico deste fungo também ja
descritos por Yamanaka et al. (2010) e Oliveira et al. (2010). Os dados obtidos no presente
trabalho corroboram os ja relatados por diversos autores (ZHOU et al., 2013; VARELA
et al., 2000; CONCEICAO, 2010) o que confirma a producdo e acdo das enzimas
ligninoliticas dos espécimes de fungos analisados.

Segundo Karp et al. (2013) o bagaco de cana de aglcar (BC) apresenta em torno
de 32-44% de celulose (CEL), 27-32% de hemicelulose (HEM) e 19-24% de lignina
(LIG). Missio (2016) compilando varios dados deste coproduto confirma esta variacao.
Ja Branddo et al. (2013) e Santos et al. (2013) avaliando o coproduto do desfibramento
do sisal (CDS) relataram teores médios de 35% de FDN, 26% de FDA, 9% de HEM e
11% de LIG. Assim, os dados das fracdes fibrosas encontrados parao BC e CDS in natura
no presente trabalho corrobora a literatura (tabela 3).

Na tabela 3 observa-se que houve diferenga significativa (p<0,05) para os valores
de FDN dos tratamentos com relagdo aos coprodutos in natura. Isso demonstra que 0 uso
do extrato enzimatico permitiu a degradacéo de componentes da parede celular posto que,
segundo Silva, Neumann (2012), a FDN é constituida basicamente por celulose, porcéo

de nitrogénio ligado a fibra, hemicelulose e lignina.
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Os menores teores de FDN, em ambos os coprodutos, foram encontrados para 0s
tempos T1 e T4 para L. tigrinus e T. villosa, respectivamente. A maior degradacéo da
fibra no BC observada com extrato de T. villosa com 14 dias de fermentacdo corrobora
com o encontrado por Silva (2014) que avaliando a acdo da Manganés Peroxidase (MnP)
deste fungo sobre residuos agroindustriais observou 6timas condi¢es enzimaticas aos 15
dias de fermentagdo com temperatura de 20° C e pH 9,38, condicdes estabelecidas no
presente estudo para 0s coprodutos avaliados.

Reducdo nos teores de fibra foram relatados por Kundu et al. (2005) que
descrevem que fungos da podridao parda e doce também sdo capazes de reduzir a FDN,
todavia utilizam mais a celulose e hemicelulose para seu crescimento, deixando para tras
compostos de baixa digestibilidade como a lignina. Jung et al. (1992) também notaram
comportamentos semelhantes avaliando cinco basidiomicetos de decomposi¢cdo branca
cultivados em palha de aveia e caules de alfafa e observaram que os polissacarideos da
parede celular foram removidos de ambos substratos. Ramirez-Bribiesca et al. (2010)
relataram que o tratamento com Pleurotus ostreatus por 15 dias na palha de milho
reduziram a FDN em 14,5%.

No presente estudo os valores de FDN do CDS foram significativamente
reduzidos (P<0,05) com o extrato de T. villosa aos 14 dias e L. tigrinus no 1° dia sugerindo
comportamentos diferentes entre os processos fermentativos. Observou-se que 0S
resultados do extrato de L. tigrinus aos 14 dias (T4) ndo foram satisfatdrios. Silva, (2014)
cita que € consenso entre 0s pesquisadores que o tipo e composi¢do do substrato, bem
como as condigdes estabelecidas, interferem no crescimento do fungo e atividade
lignolitica. No entanto, os baixos valores de FDN com L. tigrinus no T1, 57,5% e 26,0%
no BC e CDS, respectivamente, sugerem ser comportamento do préprio fungo uma maior
producdo enzimatica nos primeiros dias demandando mais pesquisas neste sentido.

A viabilizag&o de coprodutos fibrosos na alimentacéo animal prevé o aumento na
digestibilidade da FDN e, consequentemente, maior disponibilidade dos nutrientes da
planta (KOTSAMPASI et al., 2017). Entretanto a degradagdo da fibra
potencialmente digestivel pode estar relacionada em parte com a reducdo na quantidade
de lignina. Dessa forma, incrustagcdes da lignina aos carboidratos da parede devem ser
consideradas (GRABBER, 2005) e a reducgéo nos valores de FDN néo pode ser observada
isoladamente tendo em vista as diferentes taxas de degradabilidade dos seus constituintes

no ramen (SILVA et al., 2013). Dessa forma, torna-se relevante a analise das atividades
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enzimaticas dos extratos bem como mensuracGes das fracdes da fibra (celulose,

hemicelulose e lignina) nos coprodutos.

Tabela 3. Valores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA),
celulose (CEL), hemicelulose (HEM) e lignina (LIG) em %MS do bagaco de cana (BC)
e coproduto do desfibramento do sisal (CDS) in natura e apds utilizacdo do extrato
enzimatico de L. tigrinus e T. villosa obtidos por FSS nos tempos de 1, 7, 10 e 14 dias

L. tigrinus T. villosa

T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4

BCin
natura

FDN 68,8a 575c 618p 61,6b 650ab 608b 6130 61,3b 585c 3,6
FDA 54,7a 452d 499b 49.2b 52,6ab 48,4c 49,1b 49,7b 43,7d 3,8
LIG 21,4a 16,2b 172b 17,7b 192a 16,5b 169 17,db 152c 75
HEM 14,2a 12,32 119a 12,3a 12,3a 12/4a 122a 116a 14,8a 10,2

1 7 10 14 1 7 10 14 CV%

CDSin
natura

FDN 32,1a 26,0b 279ab 28,1ab 27,8ab 28,2ab 27,9ab 28,0ab 252b 5,9
FDA 23,3a 18,3b 20,3ab 20,5ab 20,5ab 20,6ab 20,8ab 20,2ab 17,9b 7,2
LIG 9,6a 6,2b 82ab 82ab 85ab 85ab 85ab 8lab 6,1b 13,9
HEM 8,8a 7,6a 7,1a 7,7a 7,2a 7,7a 7,4a 7,7a T74a 128

1 7 10 14 1 7 10 14 CV%

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05) pelo teste Tukey

Comportamento semelhante a FDN foi observado nos teores de FDA (P<0,05). O
primeiro e Gltimo dia de fermentacdo para o L. tigrinus e T. villosa, respectivamente,
demonstraram ser mais interessantes no que se refere a sintese de enzimas ligninoliticas
e, consequentemente, reducdo na FDA. Ressalte-se que, segundo Silva e Neumann
(2012), a FDA contéem basicamente as por¢des de celulose e lignina da célula vegetal, ou
seja, a degradacdo da hemicelulose é a responsavel pela diferenca entre FDN e FDA.
Nota-se entdo que a degradacdo da HEM ocorreu de forma semelhante nos dois
coprodutos, ndo diferindo significativamente (P>0,05) do material in natura.

Em extensa revisdo sobre fungos lignoceluloliticos, Andlar et al. (2018), relata
que a hidrolise da hemicelulose exige acdo cooperativa de varios tipos de enzimas
trabalhando em diferentes niveis da matriz hemicelulitica e justifica ainda que esta
atividade sinérgica € necessaria, ndo apenas por causa da complexidade da hemicelulose,
mas também por causa de sua conexao com 0s outros componentes da parede celular

vegetal. Aliado a isso, Jaramillo et al. (2015) relata que a combinagéo de hemicelulose e
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lignina forma uma barreira protetora ao redor da celulose, que deve ser modificada (ou
removida) antes da hidrdlise da celulose. No entanto, a remocéo de lignina é um desafio
fundamental para aumentar acesso de enzimas & hemicelulose e celulose. Essas
observacdes explicam a manutencdo (P>0,05) dos niveis de HEM apds o uso do extrato
enzimético no CDS e BC.

Considerando o uso dos coprodutos na alimentacdo animal, como a lignina é um
composto que tem a funcdo de proteger a estrutura vegetal contra ataques quimicos e
bioldgicos (Gonzalo et al., 2016) e a celulose esta mais susceptivel a incrustacoes, fica,
entdo, a hemicelulose como polimero mais disponivel para degradacdo das bactérias
ruminais. A disposi¢do cruzada das ligagdes dos polimeros que formam a hemicelulose
da menor resisténcia a degradacdo desse carboidrato em nivel ruminal, quando
comparado a celulose (VAN SOEST, 1994). Isso confirma que a utilizacdo dos extratos
enzimaticos dos fungos analisados em coprodutos permite a reducdo da FDA, porcédo
indigestivel para ruminantes, mantendo hemicelulose e carboidratos ndo fibrosos no
alimento. Com isso € possivel prever que os extratos utilizados permitiriam um
incremento na degradabilidade ruminal dos coprodutos tratados sugerindo-se técnicas de
digestibilidade in vitro para confirmacéo.

Uma melhoria na digestibilidade da fibra deve ser o objetivo da FSS quando o
produto se destina a nutri¢do de ruminantes segundo Kamra e Zadrazil (1988). Os autores
afirmam ainda que esta melhoria deve ser caracterizada por decomposi¢do marcante da
lignina e liberacdo de nutrientes da matriz lignocelulésica com acumulo de fracdes
digestiveis e reducdo do consumo de sacarideos. Esses relatos foram confirmados por
Mahesh e Mohini (2013) numa longa revisdo sobre tratamentos bioldgicos de residuos
para alimentacdo de ruminantes. Cabe ressaltar que paralelamente as reducdes das fraces
fibrosas, a utilizacdo de extratos enzimaticos pode colaborar com o enriquecimento do
produto final no que se refere a proteina bruta (Villas-Boas et al., 2002) devido a adi¢do
de enzimas nos coprodutos.

Houve diferenca significativa (p<0,05) para os valores de LIG entre os
tratamentos. Como ja observados nos teores de FDN e FDA, os constituintes fibrosos dos
coprodutos foram degradados principalmente no T1 e T4, dos extratos de L. tigrinus e T.
villosa, respectivamente. Os menores teores de LIG no CDS foram 6,1% com extrato de
T. villosa no T4 e 6,2% com o extrato de L. tigrinus no T1, uma reducdo de 32% com

relacdo ao CDS in natura. Esses dados sugerem que uma maior sintese enzimatica (MnP,
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LiP e Lacase) pelo L. tigrinus pode ocorrer no inicio do seu processo fermentativo e um
pouco mais tardia para o T. villosa.

Zavarzina et al (2018) avaliando enzimas ligninoliticas em cepas de L. tigrinus
identificaram lacases e MnP no inicio do desenvolvimento do microrganismo.
Isikhuemhen et al, (2012) avaliando o potencial de enzimas ligninoliticas do fungo
Lentinus squarrosulus atraves de FSS, encontraram o méximo da atividade enzimatica
aos seis dias de cultivo. Singh & Chen (2008) relatam que atividades de MnP e LiP em
muitos fungos de degradacéo branca aparecem quando uma fonte de nutrientes disponivel
é limitada ou esgotada. Dessa forma, estudos da atividade enzimatica do L. tigrinus em
FSS nos 7 primeiros dias sdo importantes.

Ja no BC os valores de LIG nos tempos de T1 e T4 para L. tigrinus e T. villosa,
respectivamente, foram de 16,4% e 14,9%; chegando a uma reducao de 26,0 (£3) % desse
componente nos residuos. Assim, os dados de LIG comprovam que as maiores reducdes
dos componentes da parede celular se devem as degradagdes deste componente nos dois
coprodutos, destacando-se o extrato do T. villosa no T4 do BC. Com este mesmo tempo
de fermentacdo, 14 dias, o extrato de L. tigrinus possibilitou as menores taxas de
deslignificacdo nos coprodutos, abaixo de 2%.

Analisando degradacéo da fibra do caroco de algodéo por Pleurotus ostreatus, Li
et al. (2001) observou que apdés 45 dias de incubacéo o teor de lignina diminuiu de 17%
para 11%, uma reducdo de 35%.Ja utilizando palha de trigo como substrato
para Fusarium concolor, Li et al (2008) observaram remocéo de 13,07% da lignina ap6s
5 dias de incubacdo. Deswal et al, (2013) observaram 7,9% de degradagéo da lignina em
bagaco de cana e Silva et al (2014) mostraram que 0 extrato enzimatico bruto de T.
villosa foi capaz de reduzir o teor de lignina em 35,0% para o bagaco de cana e 63,1%
para a fibra de sisal. Os dados do presente estudo apresentam-se na média observada na
literatura. Ainda que ndo tenha se atingido a deslignificacdo dos coprodutos como ja
relatada por outros autores, observou-se uma valiosa reducdo dos componentes fibrosos
e a viabilidade da utilizacdo dos fungos estudados.

A figura 2 mostra o comportamento de degradacdo das fragcOes fibrosas dos
substratos avaliados com a utilizacdo dos extratos enziméticos obtidos nos diferentes
periodos e suas respectivas equacdes de regressao.

Figura 2. Valores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA),
celulose (CEL), hemicelulose (HEM) e lignina (LIG) em %MS do bagaco de cana (BC)
e coproduto do desfibramento do sisal (CDS) in natura e apds utilizacdo do extrato
enzimatico de L. tigrinus e T. villosa obtidos por FSS nos tempos de 1, 7, 10 e 14 dias
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Para todos os valores avaliados a maior variagdo diaria (e negativa) ocorreu nas

primeiras 24 h o que permite inferir que para ambos os fungos a sintese proteica inicial é

mais intensa e pode ir reduzindo com o tempo. Apds o primeiro dia, 0s extratos de

L.tigrinus e T.villosa demonstraram ter efeitos diferentes pois, tanto para BC quanto para

CDS, as degradacdes ocorreram mais acentuadamente ap6s o dia 7 com T. villosa. J4 com

0 extrato do L.tigrinus os valores de FDN, FDA, LIG, HEM parecem manter-se ap6s o 7°

dia de fermentacdo sendo mesmo mais significativa antes desse periodo.

CONCLUSOES
O método de cultivo utilizado para L. tigrinus e T. villosa foram satisfatérios

guanto ao desenvolvimentos e producao de ligninases confirmada no teste RBBR.

L. tigrinus e T. villosa mostraram potencial para utilizagdo em FSS e reducéo de

lignocelulose. O comportamento de sintese enzimatica apresentou-se de forma diferente,

demonstrando ser nos dias iniciais para o L. tigrinus e apds 7 dias para o T. villosa.

Sugere-se ensaios de digestibilidade in vitro de materiais deslignificados com

extratos enzimaticos do L. tigrinus bem como a quantificacdo enzimatica destes extratos

uma vez que o periodo de sintese enzimatica demonstrou ser mais rapida com este

microrganismo.
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ENRIQUECIMENTO PROTEICO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS POR
FERMENTACAO SEMI SOLIDA A PARTIR DE Lentinus tigrinus

RESUMO

Selecdo de diferentes microrganismos e substratos sdo importantes desafios para
viabilizar potenciais residuos para alimentacdo animal. Diante disso, objetivou-se avaliar
os efeitos da fermentacdo semissolida (FSS) com o fungo Lentinus tigrinus no
enriquecimento proteico e degradacdo das fracOes fibrosas de diferentes residuos
agroindustriais para alimentacdo animal. As cepas foram repicadas por 7 dias até
crescimento visivel do micelio e posteriormente inoculadas nos substratos. Cinco tipos
de residuos agroindustriais foram usados como substrato: Bagaco de cana (BC),
coproduto do desfibramento do sisal (CDS), feno do CDS, residuo seco de cervejaria
(RCS) e residuo umido de cervejaria (RUC). Amostras do substrato sem in6cuo e apos a
FSS foram coletadas para analise bromatoldgica em triplicata. Os teores de MS nao
apresentaram grandes indices de perdas durante o periodo de 24 horas, mantendo um
valor muito proximo ao inicial em todos os residuos. Foi observado um enriquecimento
proteico nos cinco tipos de residuos agroindustriais estudados usando FSS por L. tigrinus
com destaque para o residuo umido de cervejaria, 50%. Foi também neste substrato que
houve significativa reducdo de lignina (17%) sob as condicOes estabelecidas. Todos 0s
residuos deste estudo podem ser usados como substrato para o enriquecimento protéico e
destinados como alimentos para animais. Todavia, o residuo de cervejaria e o coproduto
do desfibramento do sisal, nas diferentes formas avaliadas, se destacaram.

Palavras-chave: Basidiomicetos. Ruminantes. Lignina. Forragicultura. Celulose.

ABSTRACT

Selection different microorganisms and substrates are important challenges to enable
potential residues for animal feed. Therefore, the aim of study was to evaluate semisolid
fermentation (SSF) effects from fungus Lentinus tigrinus on protein enrichment and
fibrous fractions degradation in different agro-industrial residues for animal feed. The
strains were subcultured for 7 days until visible mycelium growth and subsequently
substrates inoculated. Five types of agro-industrial residues were used as substrate:
sugarcane bagasse, sisal coproduct, sisal coproduct dry, dry brewery residue and wet
brewery residue. Substrate samples without innocuous and after FSS were collected for
bromatological analysis in triplicate. The Dry Matter contents did not show great loss
rates during the 24-hour period, maintaining a value very close to the initial one in all
residues. A protein enrichment was observed in the five types of agro-industrial residues
studied using SSF by L. tigrinus, with emphasis on the wet brewery residue, 50%. It was
also in this substrate that there was a significant lignin reduction (17%) under the
established conditions. All residues from this study can be used as a substrate for protein
enrichment and animal feed destined. However, the brewery residue and the sisal
coproduct, in the different evaluated forms, stood out.

Keywords: Basidiomicetos. Ruminant. Lignin. Forage. Cellulose.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de microrganismos para decomposi¢do de substratos sélidos, como
residuos agroindustriais, sob condi¢des controladas visando obter um produto de melhor
qualidade pode ser definida como Fermentacdo Semissolida (FSS) (MITCHELL et al.,
2002). Esta biotecnologia, segundo Bhanu et al., (2008) é uma das mais utilizadas para
enriquecer os teores proteicos de residuos agroindustriais utilizados na alimentacéo
animal. Cabe ressaltar também que, durante a FSS, tem-se a degradacdo de compostos
lignocelulosicos dos substratos, permitindo assim uma melhor utilizacdo das suas fracoes
fibrosas (MAHESH & MOHINI, 2013) e, segundo CONCEICAO et al., (2010) os
principais agentes de degradagdo destas fracOes estédo entre os fungos basidiomicetos,
sendo o Lentinus tigrinus uma opcao.

Segundo Tang et al., (2015), viabilizar o uso de um maior nimero de residuos e
subprodutos agroindustriais como substratos para crescimento microbiano em FSS néo
sO oferece beneficios econdémicos (substratos mais baratos), como também ajuda na
protecdo ao meio ambiente. Além disso, pode levar a beneficios na producdo animal
qguando destinados a alimentacdo de ruminantes (MAHESH E MOHINI, 2013) e gerar
sustentabilidade com o enriquecimento de grandes volumes de biomassa.

Dentre os residuos agroindustriais com elevada producdo de biomassa, a cana de
acucar se destaca (Saccharum sp) sendo a segunda maior cultura de bioenergia do mundo
(Yang, 2021). Segundo BRASIL, (2016) a producao nacional de cana de acUcar foi de
691 milhGes de toneladas e que 27% dessa massa representa a quantidade de residuo de
bagaco de cana apds o processo de producdo das usinas de agucar e alcool.

Ja o sisal (Agave sisalana), uma planta originaria da América Central, é bastante
cultivada para producdo de fibras no semiarido baiano (TREJO-TORRES, GANN e
CHRISTENHUSZ, 2018) e segundo o IBGE, (2021) durante o0 ano de 2020 a Bahia
produziu 81.124 toneladas de sisal em uma &rea correspondente a 93.376 hectares
destinados a colheita, 0 que coloca esta cultura como grande produtora de biomassa
reaproveitavel.

Outra fonte abundante de residuo agroindustrial com grande producgéo nacional é
o0 residuo de cervejaria. O Brasil é o terceiro maior produtor de cerveja no mundo de
acordo com o Sindicato Nacional da Industria da Cerveja (2021), e em 2020 a produgéo
foi de 14,1 bilhdes de litros. Apds o processo de fabricacdo da cerveja, além da bebida,
obtém-se o residuo de cerveja imido (SANTOS e RIBEIRO, 2005) e este residuo ja €
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utilizado na alimentagdo animal (GILAVERTE et al., 2011) sobretudo se levado a um
processo de secagem e enriquecimento.

Vérios estudos demonstram o potencial da FSS como alternativa no
enriquecimento proteico de residuos (SANTOS et al., 2015; DAWISH et al., 2012) e
alguns autores ja relataram resultados mais acentuados nas primeiras 24 h da FSS, sob a
temperatura média de 35°C, utilizando diferentes substratos e microrganismos. De Franca
Silva (2020) encontrou um incremento proteico de 30% para o maxixe bravo em 24 h de
FSS bem como Aradjo et al, (2008) que registraram um incremento proteico de 100% no
mesmo periodo de fermentacdo da palma forrageira, ambos utilizando Saccharomyces
cerevisiae. Ja Campos et al. (2005), estudando a FSS no bagago do pedunculo do caju
ratifica que o tempo de fermentac&o necessario para a méxima conversao dos carboidratos
sollveis do bagaco foi em torno de 24 horas. Foi também com 24 h de fermentacdo com
Bacillus subtilis que Seo et al, (2016) encontrou os melhores valores para o perfil proteico
do farelo de soja.

Sabe-se que, além do tempo de fermentacdo, pH e da temperatura, tem-se a
necessidade de controlar outras variaveis na FSS e Thomas (2013) coloca que a selecao
do microrganismo e do substrato também sdo desafios, uma vez que o substrato é o
nutriente consumido pelo microrganismo no processo fermentativo para a sintese de
proteinas (ARAUJO et. al., 2017) ressaltando a importancia de se avaliar mais substratos
para este fim. Aliado a isso, conhecer a potencialidade de diferentes residuos apds um
curto periodo de fermentacdo, aumenta ainda mais as alternativas alimentares em areas
de pouca oferta de alimentos.

Varios estudos analisam o enriquecimento proteico de residuos através da FSS,
no entanto as avaliacbes de enriquecimento proteico associadas a degradacdo dos
componentes da fibra sdo escassos e estes podem refletir ganhos consideraveis na
alimentacdo animal.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da FSS com o fungo Lentinus
tigrinus no enriquecimento proteico e degradacdo das fracGes fibrosas de diferentes

residuos agroindustriais para alimentagdo animal.
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MATERIAL E METODOS

As cepas de Lentinus tigrinus CCMB553 utilizadas pertence a colecédo de culturas
do Laboratdrio de Pesquisa em Microbiologia da Universidade Estadual de Feira de
Santana - BA. Os fungos foram repicados em &gar contendo 8 g de agar agar |
(HiMedia); 8 g de bagaco de cana obtido apos extracdo do caldo em lanchonete da
regido; 2 g de sulfato de aménio e 400 ml de agua destilada, e posteriormente incubadas
a 27° (x 2°C) por 7 dias até crescimento visivel do micélio para proceder com a FSS.

Cinco tipos de residuos agroindustriais foram usados como substrato: Bagaco de
cana (BC), coproduto do desfibramento do sisal (CDS), feno do CDS, residuo seco de
cervejaria (RCS) e residuo imido de cervejaria (RUC). O BC foi obtido ap6s extracao do
caldo em lanchonete da regido. O CDS e feno do CDS foram coletados em propriedades
rurais no municipio de Valente — BA. Os residuos de cervejaria, seco e Umido, foram
obtidos em industrias produtoras na cidade de Alagoinhas — BA. Os materiais coletados
foram acondicionados em bags estéreis e levados ao laboratério para serem submetidos
ao processo fermentativo.

As fermentagdes foram realizadas em triplicata num sistema de batelada
utilizando-se biorreatores retangulares de plastico, com dimensdes de 10 x 27 x 9 cm.
Para cada 1000 g de substrato foi adicionada a concentracéo de 30 g (3%) de fungos, em
base Umida. Apo6s a inoculacdo, os biorreatores foram devidamente identificados para
cada tipo de substrato e posteriormente dispostos em estufa de circulagéo de ar forgado,
na temperatura de 35 £ 2 °C, durante um periodo de 24 h de fermentacao.

Amostras do substrato sem indcuo e apds a FSS foram coletadas em recipientes
plasticos hermeticamente fechados e foram encaminhadas ao laboratério de nutri¢do para
analise bromatoldgica em triplicata. As determinacdes de matéria seca (MS), Proteina
Bruta (PB), Fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), celulose
(CEL) e lignina (LIG) foram realizadas segundo Silva & Queiroz (2002). Os teores de
Hemicelulose (HEM) foi obtido por diferenga (FDN — FDA) como determina Silva &
Queiroz (2002). Os teores de carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram calculados pela
equacdo: CNF = 100 — (PB% + EE% + MM% + FDN%), de acordo com Sniffen et al.
(1992). A composicdo bromatolégica dos substratos antes da FSS encontram-se na tabela
1.
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Tabela 1. Composicdo Bromatoldgica dos residuos agroindustriais in natura em

% da MS

BC CDS FENO CDS RUC RSC
MS 443 13.2 88.6 227 0.8

PB 2,6 9.3 8.6 21,8 22,
CNF 12.4 50,3 491 17.2 15.7
FDN 598 28.1 31,7 63.1 65,2
FDA 402 20,1 233 252 26,5
HEM 19.6 8.0 8.4 37,9 387
LIG 104 8.4 8.3 141 14.7

As determinacdes do aumento proteico (AP) e da degradacdo da fibra (DEF) das

amostras foram definidas como a diferenca dos valores ap6s a fermentacéo (%) e in

natura (%) divididas pelo valor in natura (%), como descrito na Equacéo 1.

AP ou DEF (%) =

Valor ap6s FSS (%)—Valor in natura (%)

Valor in natura (%)

x100

Obteve-se entdo a diferenca em porcentagem entre os valores, antes e apos a

fermentacdo, com a finalidade de avaliar quantitativamente a influéncia do uso do L.

tigrinus em diferentes substratos.

37



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de MS ndo apresentaram grandes indices de perdas durante o periodo de
24 horas, mantendo um valor muito proximo ao inicial em todos os residuos,
demonstrando que o teor de 4gua se manteve muito proximo ao material in natura apos o
periodo fermentativo, como mostra a tabela 2.

A perda de umidade geralmente ocorre de forma mais acentuada apds
maiores tempos de fermentacdo como descrito por Santana Neto et al. (2017), Souza et
al. (2021) e Franca Silva et al. (2020) avaliando a FSS nos residuos de abacaxi, goiaba e
maxixe-bravo, respectivamente. Esses autores observaram uma perda de agua de até 60%
apo6s 72 h de fermentacdo e atribuiram isso a evaporacdo, pelo uso de estufa com
circulacdo de ar e aquecimento do material, bem como pelo consumo de agua para a
realizacdo das atividades metabolicas do meio e sintese de novas células do
microrganismo como descreve Fonseca et al., (2019). Nos mesmos estudos citados, 0s
teores de MS ndo sofreram grande variagdo nas primeiras 24 h assim como observado no

presente trabalho.

Tabela 2. Valores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e o0 aumento proteico (AP)
em %MS de residuos agroindustriais in natura e ap6s FSS por L. tigrinus

BC CDS FENO CDS RUC RSC
in natura FSS innatura  FSS in natura FSS in natura FSS in natura FSS
MS 44,3 45,3 13,2 16,7 88,6 89,1 22,7 23,8 89,8 90,1
PB 2,6 3,4 9,3 12,4 8,6 12,4 21,8 32,7 22,1 31,8
AP 31% 34% 45% 50% 44%

E importante ressaltar que na FSS utiliza-se uma quantidade de liquido que possa
garantir o crescimento e metabolismo dos microrganismos, porém, a maxima capacidade
de ligacdo da agua com a matriz soélida ndo deve ser excedida (PANDEY, 2003;
SINGHANIA et al., 2009). De acordo com Pontes (2009) o limite minimo para teor de
MS seria em torno de 12%, abaixo do qual os microrganismos ndo se desenvolvem e o
limite maximo seria de 80%. A autora ressalta, porém, que é importante levar em
consideracdo o tipo de material que esta sendo utilizado. Os teores de MS dos residuos
utilizados estdo dentro desta faixa preconizada e podem permitir um bom processo

fermentativo.
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A manutencéo nos teores de MS apds a fermentacao é um aspecto importante no
que tange a utilizacdo destes residuos na alimentagdo de ruminantes no semiarido.
Segundo Ferreira et al. (2009) alimentos com maiores teores de umidade sdo utilizadas
durante periodos de secas prolongadas como um suporte alimentar dos ruminantes pois,
além de suprir parte da demanda nutricional dos animais, podem também suprir parte das
exigéncias de agua. Com exce¢do do Feno do CDS e o RSC, que sdo alimentos que
passam por processos de secagem prévia para facilitar seu armazenamento (FELLOWS,
2006), a manutencdo dos teores de MS nos demais residuos estudados assegurou suas
caracteristicas quanto ao armazenamento de agua e possivel utilizacdo nos periodos de
estiagem.

Os valores de PB antes e apds a FSS bem como de aumento proteico (AP) nos
residuos, apresentados na tabela 2, demonstram um AP acima de 30% em todos 0s
alimentos avaliados. O menor AP observado foi para o BC e 0 maior para 0 RUC sendo
31 e 50%, respectivamente, estando o AP do CDS (45%), Feno do CDS (45%) e do RSC
(44%) proximos aos maiores valores encontrados neste trabalho.

O aumento proteico no BC infere que houve um menor desenvolvimento do
microrganismo com este substrato, o que pode ser consequéncia do menor aporte de
nutrientes e carboidratos sollveis neste residuo em comparacdo aos demais. Segundo
Lima (2009) quando o substrato limita a atividade metabolica, 0 microrganismo pode
desencadear processos como esporulacdo, crescimento reduzido ou mesmo morte
celular. Lareo et al (2006) e Suhet e Fioreze (2011) mostram que a esporulacdo na FSS
ocorre logo apos a deplecdo de glicose no meio. Estes autores corroboram os dados
observados no presente estudo tendo em vista os baixos teores de carboidratos disponiveis
no BC (tabela 1), o que ratifica a importancia do substrato no processo.

O aumento proteico observado apds a FSS no CDS, assim como no BC, também
n&o foi acentuado como nos demais substratos. Muito embora o CDS oferte quantidades
de CNF maiores que o BC (tabela 1), o valor de MS do coproduto do sisal, 13,2% pode
ter comprometido o processo fermentativo pois esta proximo do minimo preconizado,
como ja citado. Esta possibilidade pode ser também levantada com o AP de 45% no Feno
do CDS (tabela 2). Tendo em vista que ambos, CDS e Feno do CDS, foram submetidos
as mesmas condicdes de fermentagcdo e os dois possuem quantidades semelhantes de
nutrientes, os teores divergentes no AP podem ser atribuidos aos teores de MS do feno

do CDS que colaboraram substancialmente para a sintese celular no meio.
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Segundo Taragano et al (1999), na FSS o alto teor de umidade pode influenciar o
estado fisico do substrato, a disponibilidade e a difusdo de nutrientes e a troca de oxigénio
e de CO2 no meio. Raimbault et al., (1980) relata que o elevado teor de umidade inicial
na FSS pode afetar o crescimento do microrganismo, pois a porosidade do meio e a
difusdo de oxigénio sdo reduzidas, dificultando a formacéo do produto. Contudo, Araujo
et al. (2005) avaliando diferentes teores de umidade para enriquecimento proteico da
palma forrageira, relataram que a umidade desta cacticea deve estar acima de 90%. No
entanto, os autores utilizaram a levedura Saccharomyces cerevisiae, microrganismo com
caracteristicas diferentes ao utilizado no presente estudo.

O RUC obteve o maior AP, 50% dentre os substratos. Esses dados sdo compativeis
com Canedo et al. (2016) que avaliando o enriquecimento proteico do residuo de
cervejaria com o fungo Rhizopus oligosporus, encontrou um AP de 50% quando néo
houve suplementacdo na FSS. No mesmo estudo, quando a fermentacéo foi suplementada
com Sulfato de Ambnia e uréia, os ganhos ultrapassaram 75% de AP. Os autores
atribuiram estes ganhos ao bom nivel de nutrientes do substrato e a umidade em torno de
70%. Também trabalhando com residuo de cervejaria, Ogunjobi et al., (2011) obtiveram
AP de até 55% quando o fungo Aspergillus atyzae foi submetido as melhores condigdes
de fermentag&o para este microrganismo. Os resultados encontrados no presente estudo
confirmam o potencial do RUC para enriquecimento proteico através da FSS com o L.
tigrinus nas condi¢des aqui avaliadas.

Alguns autores como Joshi e Sandhu (1996) e Alexandre et al. (2013) relatam
AP ainda mais elevados para outros residuos com a FSS. No caso dos primeiros, foi
observado um aumento de trés vezes no teor de proteina bruta do bagaco de macé usando
trés leveduras, S, Candida utilise e Torula utilis. Ja o segundo, utilizando S. cerevisiae no
enriquecimento do residuo da casca de abacaxi, verificaram que o residuo enriquecido
apresentou elevado teor de proteina (20,21%) em relagdo ao residuo in natura (7,61%)
com um AP de aproximadamente 180%. Ressalte-se ainda 0 aumento proteico encontrado
por Santos et al., (2015) de 78% quando utilizou o fungo Aspergillus niger na FSS da
palma forrageira. Esses autores observaram ainda uma reducdo nos teores de celulose,
HEM e LIG em aproximadamente 40%, 36% e 28%, respectivamente e atribuiram estes
resultados a capacidade do fungo de produzir as enzimas que catalisam a hidrolise destes
polimeros.

Dentre os microrganismos que produzem enzimas fibroliticas extracelulares, o0s

fungos sdo os mais estudados devido a sua capacidade de produzir quantidades
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abundantes (KIM et al., 2003). Isso corrobora os valores da tabela 3 quando a FSS
utilizando o fungo L. tigrinus permitiu a reducéo de até 22% da FDN e até 17% da lignina
nos residuos estudados.

Tabela 3. Valores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA),
hemicelulose (HEM), lignina (LIG) e suas degradacdes (DEG) em %MS de residuos
agroindustriais ap6s FSS por L. tigrinus

BC CDS FENO CDS RUC RSC
FSS DEG FSS DEG FSS DEG FSS DEG FSS DEG
FDN 472 21% 236 16% 27,2 14% 492 22% 515 21%
FDA 329 18% 17,2 14% 20,2 13% 20,0 20% 21,2 20%
HEM 156 20% 68 14% 7,4 11% 32,6 14% 344 11%
LIG 8,6 17% 7,56 10% 7,5 9% 125 11% 13,0 11%

As maiores degradacOes das fragdes fibrosas observadas foram para o BC, RCU
e RSC. Nestes substratos as degradacbes da FDN alcancaram 21, 22 e 21%,
respectivamente. A degradacdo da lignina (LIG) também foi mais acentuada para estes
substratos com maior atencdo ao BC que atingiu 17%. Ja no Feno do CDS os valores
foram os menores observados no estudo sendo 14% para FDN e 9% para degradagéo da
LIG. Esses valores ndo diferiram consideravelmente para o CDS e permite inferir que a
utilizacdo dos nutrientes disponiveis no coproduto do sisal foi suficiente para o
crescimento do microrganismo sem necessidade de degradacdo da fibra. Segundo
Branddo et al., (2011) o teor de carboidratos ndo fibrosos é de aproximadamente 45% no
CDS, valor préximo ao encontrado neste trabalho (tabela 1) e representa teores acima dos
demais substratos.

Hiscox et al., (2010) afirma que a secrecdo das enzimas fibroliticas depende de
fatores ambientais e é fortemente regulada pela disponibilidade de nutrientes o que
também foi confirmado por Fernandez-Fueyo et al., (2014). Dessa forma, a menor oferta
de acucares soluveis no BC, RUC e RSC provavelmente possibilitou uma maior
degradacéo da parede celular, incluindo a LIG, nestes substratos.

Segundo Ahmad et al., (2013) algumas das enzimas sintetizadas durante a FSS
sdo Lacase, Manganés Peroxidase e Lignina Peroxidase e estas, por sua vez, sdo
responsaveis pela degradacédo da lignina nos substratos (SILVA et al., 2014). Além destas
enzimas, Santos et al (2013) relata a xilanase que é responsavel pela degradacdo do

xilano, importante componente da hemicelulose. Ressalte-se que os fungos, de acordo
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com Singh et al., (2009) sdo potencialmente mais Uteis para a producéo de xilanase pois
secretam enzimas no meio e seus niveis sdao, geralmente, maiores aos de leveduras e
bactérias.

Mukhopadhyay et al., (2011) alcancou elevados niveis, acima de 80%, de
degradacdo da LIG de Ricinus comunis aplicando lacase comercial. Silva et al (2014)
trabalhando com o extrato enzimatico bruto de T. villosa apds FSS, observou que este foi
capaz de reduzir o teor de lignina em 35,0% para 0 BC e 63,1% para 0 CDS ap0s 4 horas
de fermentacédo e que nenhuma melhora foi detectada para tempos de reacdo mais longos.
Zavarzina et al (2018) avaliando enzimas ligninoliticas em cepas de L. tigrinus
identificaram atividades de lacases e MnP no inicio do desenvolvimento do
microrganismo. Assim, a degradacéo das fragdes fibrosas, incluindo HEM e LIG, assim
como 0 aumento proteico observado neste estudo pode ser explicado pela a¢do e producgéo
de enzimas pelo L. tigrinus e pela proliferagdo do microrganismo no meio.

Estudos demonstram que alimentos com maiores teores de proteina e menor teores
de fibra favorecem o consumo e ganho de peso nos ruminantes. Silva et al. (2002), relatam
que ao fornecerem dietas com 14 e 17% de PB na MS, para novilhos na fase de recria,
observaram que 0 consumo aumentou com o incremento de PB na dieta. Santos et al
(2015) descrevem um aumento da degrabilidade ruminal estudando palma forrageira
enriquecida por FSS. Mertens, (1994) coloca a fibra dos alimentos como limitante do
consumo por ruminantes visto ser inversamente relacionada ao conteddo energético e
melhor representar a propriedade dos alimentos em ocupar espaco no trato
gastrointestinal. Tendo em vista 0s ganhos dos residuos no presente estudo, cabe propor
entdo que a melhoria na qualidade nutricional destes os torna alimentos, possivelmente,
mais favoraveis a um maior consumo, maior degradabilidade e, consequentemente, maior

ganho de peso animal.

42



CONCLUSOES

Foi observado um enriquecimento proteico nos cinco tipos de residuos
agroindustriais estudados usando FSS por L. tigrinus. Observou-se um aumento proteico
de 50% do residuo Umido de cervejaria e de 17% da lignina sob as condi¢des
estabelecidas.

Todos os residuos deste estudo podem ser usados como substrato para o
enriquecimento de alimentos para animais. Todavia, o residuo de cervejaria e o coproduto
do desfibramento do sisal, nas diferentes formas avaliadas, se destacaram.

Recomenda-se estudos de FFS com L. tigrinus sob diferentes condicGes de pH e
temperatura no sentido de, possivelmente, otimizar a sintese enzimatica pelo fungo.
Ensaios de consumo, digestibilidade e ganho de peso em ruminantes alimentados com

estes residuos enriquecidos serdo importantes para a sua utilizagéo.
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APENDICE

Biorreatores com bagaco de cana e os fungos L. Tigrinus e T. villosa com diferentes tempos de
fermentacéo

Amostras do bagaco de cana tratados com os extratos dos fungos L. Tigrinus e T. villosa para
avaliagdo bromatologica
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