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RESUMO

A producio brasileira de ma¢as vem aumentando nos ultmmos dez anos, com uma produgdo
de cerca de 800.000 mil toneladas em 2000. O Estado de Santa Catarina lidera esta produgdo,
colhendo cerca de 50% do total no pais o que corresponde a uma producdo anual de 400 mil
toneladas. A maior parte da mac¢d € destinada ao mercado interno e externo da fruta in natura,
porém, uma consideravel parcela dos frutos, principalmente aqueles rejeitados para este mercado
sdo processados industrialmente para obtencdo de sucos, aromas e concentrados. Durante o
processamento sdo produzidos grandes quantidades de residuo composto por cascas, sementes €
polpa, denominado “bagago de magd”. Este trabalho objetivou a avaliagdo de alguns fatores
ecoldgicos envolvidos em um processo fermentativo cujo substrato foi o bagaco de macga,
utilizando Candida utilis e Pleurotus ostreatus, isoladamente ou em sequéncia, de forma a
propiciar o enriquecimento nutricional do substrato, e a viabilizar o seu uso como suplemento na
alimentacdo animal. Quando o bagago foi tratado com C. wtilis durante 6 dias, foi possivel
aumentar em 100% o teor de proteinas, € em 60% a concentragdo de sais minerais, incluindo um
aumento substancial nos teores de fosforo, célcio e potassio. Observou-se ainda uma diminui¢@o no
teor de agicares livres no substrato de até 97% apos a fermenta¢do com a levedura, acompanhada
de 8,2% de incremento na digestibilidade do substrato. C. utilis degradou fragmentos da cadeia de
lignina do bagago, denominada lignina Klason solivel, e também degradou parte da celulose e da
pectina. Foram observadas atividades de celulase, xilanase, pectinase ¢ manganés peroxidase no
caldo de cultivo de C. utilis em bagago de maca. Por outro lado, apds tratamento com P. ostreatus
foi obtida uma elevada conversdo de proteinas, observando-se um incremento em até 500% no teor
de proteina bruta apds 60 dias de fermentagdo e um aumento no teor de sais minerats. Entretanto,
verificou-se uma concentragdo em massa de lignina Klason, resultando numa menor digestibilidade
do produto fermentado. O teor de acucares livres. aumentou apés 30 dias de fermentagio,.
principalmente devido a degradacdo de pectina e hemricelulose. P. ostreatus foi sensivel a adigdo de
fosfato de amdnio e uréia no meio cultura, diminuindo a sua velocidade de crescimento em placas
de Petri. Portanto, concluiu-se que o tratamento com C. utilis foi eficiente, podendo ser utilizado
isoladamente na bioconversdo do residuo de macid, quando se objetiva produzir suplemento para
ragdo animal J4 o tratamento com P. ostreatus e C. utilis ndo foi economicamente vidvel na
bioconversdo, tendo em vista os reduzidos valores de digestibilidade do produto fermentado, bem
como o longo periodo de fermentagdo. Sugere-se a possibilidade do o produto fermentado poder

ser empregado como suplemento em alimenta¢do animal, desde que misturado a substratos com
maior digestibilidade. ’
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ABSTRACT

Apple production in Brazil has shown a significant increase in the last 10 years, reaching
around 800.000 thousand tonnes in 2000. The Santa Catarina State leads the country production,
with an annual production of 400 thousand tonnes. Most production is consumed inside the country
or exported, however, a considerable fraction of these fruits, mainly those not approved for
consumption in natura, is industrially processed to produce juices, flavors and concentrates.
During industrialization peels, seeds and pulp, which are known as “apple pomace”, form large
amounts of residues. This research had the objective of evaluating the factors affecting the process
of fermentation of apple pomace using Candida utilis and Pleurotus ostreatus either individually or
sequentially in order to obtain a nutritionally enriched substrate, feasible for animal feed
supplement. After C. utilis treatment protein level increased 100% and mineral content 60% and
phosphorus, calcium and potassium concentrations as well. There was a 97% decrease in the free
sugars level after fermentation with C. utilis accompanied by an 8.2% increase in the digestibility.
C. utilis was able to degrade lignin chain fragments present in the apple pomace, assessed as
soluble Klason lignin, as well as part of the cellulose and pectin polymers. The cellulase, xylanase,
pectinase and manganese peroxidase activities were observed in the cultivation medium of C. utilis
growing in apple pomace. On the other hand, after P. ostreatus treatment, a high protein
. conversion was achieved with 500% of crude protein enrichment after 60 days of fermentation and
a considerable increase in the minerals level. However, the Klason lignin content was concentrated
resulting in a decreased digestibility of the fermented product. The free sugars level also increased
after 30 days of treatment, due to pectin and hemicellulose degradation. The fungus P. ostreatus
showed great sensibility when ammonium phosphate or urea was added to the culture medium,
decreasing its growth rate in solid media. Therefore, we have concluded that C. utilis treatment was
efficient in the conversion of apple pomace to be used as animal feed supplement. The substrate
fermented by P. ostreatus also presented the potential to be used as animal feed supplement, but
only when mixed with more digestible substrates. The process does not seem to be viable due to
the low digestibility values of the product and its long time of fermentation.



1 - INTRODUCAO

Na década de noventa, a produgdo mundial de ma¢d aumentou consideravelmente, e de
acordo com O'Rourke (1998) devera continuar crescendo nos proximos anos. Esta produgio, no
entanto, ndo se expandiu de forma uniforme geograficamente. A Europa € os antigos éstados
soviéticos devem manter sua produgdo anual, podendo até declina-la. J4 a América do Norte,
Asia e Américav do Sﬂ, deverdo apresentar um substancial aumento de produgdo. A China, que |
foi a maior produtora de ma¢d na década de noventa, deverd aumentar a sua produgdo anual,
pelo menos até 2005. Dessa forma, a producdo mundial de mag¢a entre 1992 e 2005 devera
aumentar aproximadamente 58%. Durante este periodo, a previsdo de crescimento populacional
no planeta estd em torno de 22,4 % o que significa, que a demanda da fruta in natura diminuird
(O'Rourke, 1998). Conseqilientemente, o processamento industrial de ma¢a tendera a aumentar
face a maior disponibilidade de produgao.

O Brasil ocupa o 12° lugar entre os paises produtores de macd, tendo atingido a

' producio de 800 mil toneladas de magas em 2000 (ABPM, 2000). A China, produziu em 1999
cerca de 20 milhGes de toneladas (State Statistical Bureau, 1999) o que evidencia a dimensdo do
mercado internacional de magi e o i)otencial do Brasil para exportagdo, ja que o pais tem sua
demanda interna para a fruta satisfeita.

O Estado de Sahta Catarina lidera a 'produgzﬁo nacional de maci, produzindo anualmente
cerca de 400 mil toneladas (ABPM, 2000). A maior parte da produgdo € destinada ao mercado
interno, embora recentemente o estado venha exportando. Entretanto, uma consideravel parcela
dos frutos, principalmente aqueles ndo aprovados para consumb in natura, sio processados
industrialmente para obten¢ao de sucos, aromas e concentrados (Fischer, 2000).

Durante .o processamento, os frutos sdo prensadds para extracdo do suco, sendo que a

polpa, sementes e cascas remanescentes sio descartadas na forma de residuo, denominado



"bagago de macgd". Cerca de 55 mil toneladas de mac¢as sdo processadas anualmeﬁte, resultando
em cerca de 25 % de bagaco.

Tradicionalmente o bagaco de macd € utilizado como alimento para gado ou
simplesmente dispensado no solo. Entretanto, seu valor comercial € baixo devido ao pequeno
teor protéico (Zheng e Shetty, 1998). Recentemente, vem aumentando o interesse na conversao
biologica desse residuo. Varios produtos de maior valor agregado foram gerados a partir da
fermentacdo do bagaco, tal como etanol (Hang, Lee ¢ Woodams, 1982; Gupta e Chand, 1986;
Ngadi e Correia, 1992 a e b), acido citrico (Hang e Woodams, 1986), biomassa microbiana
fingica e enzimas (Hang e Woodams, 1994 a, b; e 1995).

O bagago de macgi caracteriza-se por apresentar em sua constituicdo quimica elevadas
quantidades de fibras, constituidas por biopolimeros com elevada massa molar tal como amido,
hemicelulose, celulose, substidncias pécticas e ﬁgﬁa além de varios mono e dissacarideos.
Entretanfo o teor de nitrogénio orginico — proteinas e vitaminas — bem como o de sais
minerais, € baixo.

)&{/ Diversos pesquisadores vém sugerindo que o cultivo de determinadas espécies de
fungos a partir do residuo podera aumentar seu valor nutricional, e conseqgiientemente, seu valor
agregado, devido ao acréscimo de proteinas e vitaminas de origem fiingica, além de uma maior
disponibilizagdo dos sais minerais do substrato, resultante da sua oxidagdo (Bononi e Trufen,
1986; Bhalla e Joshi, 1994; Rahmat et al. 1995; Joshi, Jaiswal e Kaushal, 1998; ¢ Zheng e
Shetty, 1998). |

O bagago sem tratamento bioldgico, e, portanto, apresentando elevados teores de
acucares simﬁles; quando € ingerido pelo gado, fermenta no rimen produzindo dlcool e
intoxicandd o animal. Esse fendmeno ¢ conhecido como alcolemia e constitui atualmente um

problema para os pecuaristas de Santa Catarina que usam o residuo na alimenta¢do animal.
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Dessa forma, este trabalho teve como objetivo principal o estudo dos fatores
determinantes na conversdo do bagaco de macd, substrato rico em agucares livres e fibras, em
um suplemento para ragio animal enriquecido em_proteinas € vitaminas, a0 mesmo tempo com
maior digestibilidade. Estes fatores foram estudados no decurso de um processo fermentativo
individuaiizado e seqiiencial, utilizando-se dois fungos, Candida utilis e Pleurotus ostreatus.

Os objetivos especificos foram:

1. Diminuir o teor de ag:ﬁcarc_:s livres no substrato através do tratamento com Candida utilis;

2. Aumentar a digestibilidade do bagago através do cultivo com Pleuroius ostreatits;

3. Aumentar o teor de proteina bruta, bem como o de sais minerais do residuo apés o cultivo
do s. iCrorganismos;

4. Determinar os mecanismos de bioconversdo utilizados por ambos microrganismos;

5. Selecionar 0 melhor tratamento e o melhor processo que resulte na produgdo de um

_suplemento para ragdo animal, enriquecido nutricionalmente e que seja vidvel

economicamente.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 - Os Recursos Naturais na Alimentacio Humana e Animal

O crescimento da popula¢do mundial tem como conseqiiéncia imediata um aumento
proporcional na necessidade de alimentos primérios — de origem vegetal — e secundarios —
gorduras e proteinas de origem animal. Além disso, & rpedida que aumenta o bem estar
econdmico do pais, o consumo de carnes, leite e ovos cresce mais rapidamente do que a procura
por alimentos de origem vegetal (Abraldez; 1982).

_ Os recursos naturais requeridos para manter esta populagdo sdo limitados e somente um
aproveitamento racional e eficiente podera conduzir 4 producdo de alimentos em quantidades e
qualidade adequados para satisfazer as necessidades crescentes do homem.

O aumento da produgdo de animais domésticos, resultante dos avangos na area de
melhoramento genético, trouxe como conseqiiéncia imediata a necessidade de alimentos com
maior valor nutritivo (IPEA/IPLAN, FINEP e SIRBESP, 1978). Bovinos, suinos, caprinos €
aves, melhorados para produzir carne, leite e ovbs, em condigdes de alta produtividade,
tornaram-se cada vez mais dependentes do homem para sobreviver e produzir economicamente.
Se a baixa produtividade de animais ndo melhorados geneticamente ndo exigia mais do que o
disponivel em condig¢Ges naturais, os atuais niveis de crescimento, de produgdo e de reprodugédo
exigem ndo apemas nutrientes em quantidades maiores mas, também, alimentos com
composi¢io nutricional equilibrada (IPEA/IPLAN, FINEP e SIRBESP, 1978).

Segundo o lévantamento do Sindicato Nacional de Industrias de Alimentagcdo Animal
(SINDERACOES) os segmentos de consumo de ragdes no Brasil, em 1997, tiveram a seguinte
participagdo: aves (56%); suinos (31%); bovinos (6%); animais de estimagdo (2%); eqiinos
(1%) e peixes (0,2%). Os 3,8 % restantes féram distribuidos por outros tipos de segmentos, tais

como perus, codornas, ras, coelhos, ovinos, caprinos entre outros (Nogueira e Negri, 1998).



A industria &e racOes através da sua tecnologia para avaliagdo, processamento €
utilizagdo de novos ingredientes, tem aberto inumeras oportunidades de uso de substratos que
anteriormente nio eram aproveitados na alimenta¢do animal (Caldas ef al. 1999). A compra de
grandes volumes destes ingredientes pelas industrias também tem sido um fator preponderante
para que as empresas processadoras de produtos vegetais vepham fazendo investimentos no
processamento de subprodutos que anteriormente eram desperdigados. Os Quadros 1 e 2
apresent;clrﬁ as matérias primas mais utilizadas nas formulag:(')es; de ragdes, tanto completas
como concentrados. Basicamente, uma ragdo € produzida a partir de produtos agricolas ou de
subprodutos como grdos, farelos e residuos. Os micro-ingredientes visam a suplementacdo das
necessidades em aminoacidos, em vitaminas € sais minerais, assim como podem funcionar
como defensivos e preservativos (Edelstein, 1982).

Recentemente, novos produtoS vém sendo adicionados as ra¢des visando melhorar seu
potencial nutricional, destacando os minerais quelados em moléculas de aminoécidos, gorduras
pfotegidas por membranas protéicas, ou endurecidas por hidrogenag¢do ou até mesmo na forma

de sais de acidos graxos, visando facilitar a absor¢do destes nutrientes pelo organismo

Cana de agucar
Mandioca
Came
Osso
Sangue
Amendoim Penas
Girassol Ostra
Colza Peixe
Babagu Sal
Arroz Calcario
¥ Trigo Fosfato Bicilcico
0 Milho

Fonte: Edelstem_ 1982.



Quadro 2.2: Materiais normalmente adicionados nas ragoes.

Cobalto Aminoacidos
Zico Vitaminas
Ferro Anti-oxidantes
Manganés Antibiéticos
Magnésio Defensivos
Cobre Medicamentos
S Todo

Fdni;a£ Edelsieiﬁ, l9§§—
animal (Rueda, 2000 a e b). Recentemente, vem também sendo proposta a adigdo de enzimas
nas ragdes para animais monogastricos, principalmente aves e suinos (Sartori, 1999; Rueda,
2000c). O interesse no uso de enzimas em ragdes para aves tem aumentado devido ao custo
crescente das matérias primas tradicionais e sua substituicdo por outros ingredientes
alternativos como a cevada, aveia, arroz e trigo, entre outros. As enzimas possibilitam ainda a
reducdo da contaminagdo ambiental por elementos presentes nas excretas, tais como fosforo,
nitrogénio, cobre e zinco. Além disso, a crescente preocupag¢do com os agentes antimicrobianos
adicionados s ragOes torna a utilizagio das enzimas uma alternativa interessante no aumento da
-digestibilidade dos alimentos e consegiiente melthor desempenho animal. A escolha da enzima
depende do ﬁpo de substrato selecionado, sendo que, geralmente sdo empregadas enzimas
hidroliticas hébeis em degradar fibras polissacaridicas nio amidicas, tais como celulases, -
xilanases, pectinases, fitases, entre outras (Sartori, 1999).

O uso eficiente das enzimas requer que sua atividade bioldgica resista aos rigores da
" fabricagdo e estocagem da ragdo, ao baixo pH e & degradacdo pelas enzimas proteoliticas
présentes no trato digestdrio. Quando a ragdo é submetida a temperaturas elevadas, como por
exemplo 1OS processos de peletizagio e extrusdo, ocorre uma desnaturagio das enzimas,
eliminando-se, assim, o beneficio 'de sua inlc]uséo na dieta dos animais (Sartori, 1999).

O uso de enzimas nas dietas propicia alteragdes nas formulages das ragGes com

minimizagdo do custo, maximizando o uso de ingredientes energéticos e protéicos das ragdes. O



emprego de enzimas possibilita, ainda, a utilizagdo de alimentos alternativos regionais ou
sazonais de menor custo em substituicio ao milho e & soja, tradicionalmente utilizados como
fontes de energia e proteina, respeétivamente (Sartori, 1999).

A induistria de ragGes vem, nos ultimos anos, passando por profundas modificagdes
sobretudo ‘no tocante a formula¢Ges das ragdes (Nogueira e Negri, 1998). Atualmente os
grandes criatérios ndo utilizam mais ragdes prontas, mas sim adquirem o "premix", ou seja, uma
mistura concentrada de macronutrientes e micronutrientes essenciais, e preparam a ragdo nos
recintos de criagdo. Neste sentido, tanto as indistrias multinacionais como as nacionais voltam
sua atengdo para estes compostos de vitaminas e sais minerais que resultam em maior controle
de qualidade e possibilita maior controle de custos da ragdo produzida (Nogueira e Negri,

1998).

L3

Quanto a ragdo pronta, sdo os setores emergentes — "pet-food", aqﬁiculmré,
eqﬁinocultﬁré — que' tém despertado o interesse dos fabricantes. Na realidade tratam-se de
produtos de elevada exigéncia na fabricagdo, ndo s porque utilizam matérias-primas mais caras
assim comb tecnologia mais elaborada, o qﬁe resulta em produtos de maior valor (Nogueira e
Negri, 1998). Segundo Melo (2000), a industria de ragdo eqiiina cresceu cerca de 7 % no ano de
1999, registrando produgdo de 282 mil toneladas, quando em 1998 atingiu apenas 265 mil,
ficando com praticamente 1% do total fabricado. A previsio para o ano 2000 da Associagdo
Nacional de Fabricantes dé Alimentos para Animais (ANFAL), ¢ atingir 300 mil toneladas,
correspondendo a um faturamento de R$75 milhdes/ano. | |

A produgdo agricola brasileira apresenta atualmente excedentes em relagdo as
necessidades internas (Oliveira, 1997). Estes excedentes sdo exportados, como no caso do
farelo de soja, ou s_ﬁe escoados através de atividades industriais como é o caso do milho, que
constitui matéria prima para producdo de o6leo, glutens, glicose, fuba, germe, dentre outros. A

indstria de alimentos para animais é a maior consumidora de milho no Brasil (Oliveira, 1997).



Segundo levantamento do SINDERACOES, de uma safra total de 32,4 milhGes de toneladas de
milho, em 1996, 15,85 milhdes de toneladas (49%) foram destinados aos fabricantes de rac¢oes
para aves, suinos, bovinos eqiiinos e demais atividadqs criatérias (Oliveira, 1997). O milho tem
participacdo de 63% e o farelo de soja de 20 % na composi¢do das ragdes brasileiras (Nogueira
e Negri, 1998). Os outros subprodutos agricolas, como os farelos de arrbz, trigo, algodio,
amendoim e mandioca tém como Unico escoamento a alimenta¢do animal, assim como os
subprodutos_ da industria de abate, tanto avicola como pecudrias, que somente tém utilidade
como componentes de ragdo animal (Edelstein, 1982).

No que se_refere a utilizagdo de residuos, oriunda das fabricas de conservas alimentares
e processamento de frutas, seu aproveitamento € sazonal. Fato que explica o desinteresse por
parte das inddstrias de ragSes, sendo utilizados somente quando existe grande disponibilidade.
Esses residuos sdo aproveitados normalmente nas regides de produgdo, pois seu baixo custo €
elevado prego do frete tornam economicamente inviéVél o0 seu emprego na fabricag@o de ragdes
(IPEA/IPLAN, FINEP e SIRBESP, 1978). Dentre os poucos residuos utilizados nas
formulagdes de ragGes, encontra-se a polpa citrica, que € um subproduto das fabricas de sucd,
de enlatamento de frutas ou de seus sub-produtos.

A polpa é constituida por cascas e residuos das partes internas, inclusive de sementes.
As cascas podem ou nio ter sido submetidas a extracdo do 6leo. Algumas fabricas separam as
sementes para extra¢do do 6leo, e seu residuo é denominado farelo de semente de Citrus. A
polpa citrica ou polpa de Citrus, como também é conhecida, €, em geral, desidratada e moida.
Antes da secagem, é tratada com agua e calcario e, em seguida, prensada para retirada do suco.
O suco pode ser condensado por evaporagdo para se produzir o melago citrico. A polpa citrica
tem boa palatabilidade, alto teor de fibras, baixo mivel protéico, é ﬁca em carboidrato_s e pobre

em gordura (IPEA/IPLAN, FINEP e SIRBESP, 1978).



Embora rica em fibras, a polpa € de facil digestibihdade. Entretanto, pelo seu volume,
ndo é alimento apropriado para as aves e os suinos. Em razdo da adi¢do do calcario usado no
processo de secagem, o produto, que possui quantidade regular de niacina, torna-se rico em
célcio. Porém, tem baixo teor de fosforo e é pobre nas restantes vitaminas do complexo B, além
de ndo dispor de caroteno e vitamina D. Quando disponivel, ¢ empregada principalmente na
formulacdo de ragdes para gado leiteiro (IPEA/IPLAN, FINEP ¢ SIRBESP, 1978).

A maior parte das matérias primas utilizadas na produgdo de ragdes inclui produtos
nobres que poderiam servir diretamente na alimentagdo humana (Ferreira et al. 1991; Fialho ef
al. 1991; Brum and Albino, 1993; Pieniz ef al. 1993; Lima et al. 1998; Brum ef al. 1999b). Por
outro lado, na maioria das.veies os subprodutos agro-industriais, rejeitos das industrias de
alimentos, s3o pobres em nutrientes tal como proteinas e vitaminas e ricos em fibras com baixa
digestibilidade (Gomés, et al. 1990; Brum and Albino, 1993; Lima ef al. 1999; Brum et al.
1999 a e b; Lima et al. 2000). Uma solugdo consiste na utilizagdo de microrganismos,
principalmente fungos, na conversio de residuos agro-industriais em um produto de maior valor
nutritivo (Durdn, 1989; Durén ef al. 1994;). |

A bibméssa microbiana pode ser consumida pelos animais, sendo fonte interessante de
alimento, porque os microrganismos podem ser cultivados em diversos residuos ou subprodutos
industriais, com elevada produgdo _de"‘células ricas em proteinas e vitaminas, contendo na
maioria das vezes, todos os aminodcidos essenciais (Pelczar, Chan e Krieg, 1996, Brum ef al.

1999).
2.2 - Proteina Microbiana (Single Cell Protein)

A produgdo de proteina microbiana pode ser considerada um processo tecnologicamente
intensivo que permite alta produgdo volumétrica de proteinas, independente de efeitos

climaticos e alteragSes ambientais (Sinskey e Batt, 1987). Entretanto, tais processos requerem
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investimentos substanciais de capital e devem ser operados com maxima eficiéncia (Duran,
1989). A fonte de carbono representa cerca de 40-60% do custo de produgdo e por esta razio,
tem sido de grande interesse o uso de fontes alternativas de carbono que sejam disponiveis e
vidveis economicamente. |

Os prddutos enriquecidos com proteinas microbianas podem ser usados como
suplemento protéico na alimentagdo hurpana, ingredientes alimenticios que funcionam como
aromatizantes, dispersantes, suplemento protéico para ragdo animal, dentre outros. (Sinskey e
Batt, 1987).

Conney, Rha e Tannenbaum (1980); Reed (1983); Litchfield (1983) e Sinskey e Batt
(1987) descreveram métodos para produgdo de proteina microbiana a partir de vérios
substratos, utilizando tanto microrganismos fotossintetizantes como ndo-fotossintetizantes. O
principal valor da biomassa microbiana como componente de ragdes ou alimentos é sua
contribui¢do na nutrigdo protéica. A composi¢do quimica das células de varios tipos de
microrganismos estd apresentada na Tabela 2.1, sendo o conteiddo protéico mais elevado nas
bactérias do que nos fungos | filamentosos, é intermediério para as algas e leveduras
(Reed,1983).‘

Tabela 2.1: Parametros nutricionais das c€luas de diferentes microrganismos.

Tipos de Microrganismo Pardmetros
Proteina Bruta Acidos Nucléicos Cinzas Lipideos
% (p/p)
Fungos Filamentosos - 31-50 | 9 | 9-14 2-8
Algas 47 - 63 3-8 8-10 7-20
Leveduras . 47-56 6-12 5-95 2-6
Bactérias 72-83 8-16 - 3-7 1,5-3

Fonte: Reed er al. (1983).
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O conteido de 4cidos nucléicos pode variar de 3 a 16 % dependendo do organismo e
das condigdes de crescimento utilizadas. Estas substancias ndo tém, entretanto, valor nutricional
para animais ndo ruminantes e na alimentaqﬁorhumana 0 seu consumo esta limitado a 2 gramas
de 4cidos nucléicos por dia, de forma a evitar a formacdo de cilculo renal ou gota (Duran,
1989). Sabe-se que esta elevada concentragdo de acidos nucléicos nas células dos
microrganismos ¢ decorrente da elevada concentragdo de RNA nas células microbianas (Lucca,
Romero e Callieri, 1995). Nos tltimos anos, tentativas de eliminagio de acidos nucléicos deste
tipo de produtos vém sendo desenvolvidas, porém com pouco sucesso (Gomez, Suarez €
Garcia, 1986; Abdreu et al. 1988; Abu-Ruwaida, Banat e Hamdam,1988, Gibert, 1988, etc.).
Lucca ef al. (1995) reduziram em 40 % o teor de RNA das células de Candida utilis apenas
variando a disponibilidade de fontes de fésforo no meio de cultivo. Por outro lado, observa-se
que a tendéncia atual é a utilizacdo da proteina microbiana combinada ao s&bstrato de cultivo,
. de forma a dﬂuir a concentra¢do de acidos nucléicos presentes nestas células.

Em todos os processos de produgdo de proteina microbiana o principal objetivo € obter o
méximo de produtividéde, ou seja, concentragdo celular multiplicada pela velocidade especifica
de crescimento, e coeficiente de rendimento de biomassa, que é a massa seca do substrato por
unidade de biomassa de substrato. Ao mesmo tempo, o produto devera ter um alto teor protéico,
diferenciada composi¢io de aminoécidos, baixo teor de acidos nucléicos, principalmente se for
utilizada para fins de alimenta¢d0 humana, ser palativel, apresentar cor, aroma € textura
apropriados e estar livre de residuos téxicos ou carcinogénicqs (Sinskey e Batt, 1987). Estes
resultados geralmente nio sdo atingidos quando se desenvolvem processos cujo objetivo
principal ndo foi a.produqﬁo de biomassa (Durén, 1989).

Quando o substrato lignocelulésico é enriquecido com proteinas microbianas seu valor
agregado aumenta consideravelmente. Como exemplo, no Brasil, a Usina Santa Luiza, em

Matdo (SP), exporta para Europa 1.200 Ton./ano de bagaco de cana pré-hidrolisado para ser
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utilizado como ragdo animal, a um prego de US$ 45/Ton. Caso o residuo fosse enriquecido com
6% de proteinas, o valor se elevaria para US$ 240/Ton. O custo da produgdo é de
aproximadamente US$ 30, sendo 25% dispendido com a matéria prima (Duran, 1989).

Segundo Pelczar, Chan e Krieg (1996), existem diversas vantagens na utilizacdo da
proteina de origem microbiana como suplemento ou substitutb alimentar animal. Os
microrganismos dispdem de elevadas taxas de crescimento e podem ser produzidos em grande
quantidade — um bovino de 450 kg ganha 0,45 kg de proteina por dia; em contraste, 450 kg de
leveduras podem resultar em diversas toneladas de proteinas no mesmo periodo. O conteido de
proteina das células microbianas € elevado, em torno de 60% (Tabela 1). Para efeito de
comparacdo, podemos citar a carne, que tem aproximadamente 20% de proteina, € a soja com
35%. As proteinas microbianas contém, geralmente, todos os aminoédcidos essenciais (Duran,
1994). Para além disso, alguns microrganismos, particularmente as leveduras, produzem altos
teores de vitaminas. Os substratos para produg?ld de biomassa microbiana podem conter esterco
ou dejetos animais, ou ainda subprodutos industriais, tais como hidrocarbonetos de refinarias de.
6leo, liquidos com enxofre eliminados pela inddstria de polpa e papel, melago de beterraba e
cana-de-agucar, hidrolisados de madeira, residuos lignoceluldsicos, dentre outros. '

E importante frisar que, os fungos filamentosos apresentam numerosas vantagens em
relagdo as leveduras e bactérias em se tratando de fonte protéica (Tabela 1). O valor nutricional
e o teor de aminoacidos sulfurados nas proteiﬁas dos fungos filamentosos € maisﬁ elevado
quando comparado a outros microrganismos. Ademais, estes fungos podem ser propagados
'sobre uma grande variedade de substratos geralmente descartados como residuos de produtos
alimenticios. Residuos celuldsicos como as palhas, podem também ser utilizadqs e portanto

convertidos em biomassa com valor nutricional (Sinskey e Batt, 1987; Vazquez ef al. 1993).
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2.3 - Biodegradacio de Residuos Lignocelulésicos

Os materiais lignoceluldsicos s3o os mais abundantes na Terra, compreendendo 50 % de
toda biomassa e apresentando uma produgdo anual estimada de 50 x 10° toneladas (Smith et al.
1988). Estima-se ainda, que aproximadamente a metade da produgdo total de vegetais
provenientes de processos agricolas e industriais ndo sdo aproveitados pelo homem (palhas,
folhas, mdeﬁés ecascas) (Smith ef al. 1988). Entretanto, a maior parte deste material, se ndo é
queimado, € fragmentado e agregado ao solo, como adubo orgdnico (Zadrazil, Brunnert €
Grabbe, 1983). Os residuos lignocelulésicos sdo praticamente inexauriveis e constituem fontes
importantes de substratos para o cultivo de microrganismos (Pandey e Soccol, 2000).

A lignocelulose € um complexo cristalino compacto, formado por polissacarideos de
elevada massa molecular, compondo microfibras envolvidas por camadas de lignina, que as
protegem contra a atividade de enzimas hidroliticas e outros fatores externos, servindo como
estabilizador da estrutura do complexo (Leonowicz et al. 1999). As microfibras de
polissacari—deos sdo compostas na maioria por filamentos de celulose, hemicelulose e em alguns
casos, também por pectina.

A degradagdo de celulose com formagdo de glicose pelos fungos, requer um numero de
enzimas com diferente; atividades, muitas vezes agindo em sinergismo (Garzillo et al. 1994).
As trés principais celulases hidroliticas s3o as endoglucanases (EC 3.2.1.4), as
exocelubiohidrolases (EC 3.2.1.91) e as B-glicosidases ou celubiases (EC 3.2.1.21). A atividade |
global de todas as celulases no meio de cultura pode ser determinada através de sua ag¢do sobre
a ﬁbra' de papel, conhecida como atividade FPase. Esta atividade ja foi identificada em
diferentes ﬁlﬁgos ﬁlamentosos,.protozéérios e bactérias, porém, a atividade celulolitica ndo foi

até o presente momento detectada em leveduras (Walker, 1998).
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O maior componente das hemiceluléses e o segundo mais abundante polissacarideo na
natureza € a xilana (Anand e Vithayathil, 1996). Existem dois tipos principais de enzimas
xilanoliticas que agem diferentemente sobre a cadeia da xilana: as endo-xilanases (EC 3.2.1.6),
que agem sobre as ligagdes glicosidicas, resultando na liberagdo de fragmentos da cadeia de
xilana e as exo-xilanases, que quebram a xilana liberando tanto xilose como xilobiose (Anand e
Vithayathil, 1996). A atividade xilanolitica esta presente em todos os tipos de microganismos,
abrangendo desde fungos filamentosos até bactérias, leveduras e protozodrios. Candida
shehatae € um exemplo de levedura que degrada hemicelulose, mas em diversas outras espécies
tém sido detectada esta atividade (Biely, Mislovicova e Toman, 1985; Walker, 1998).

Substdncias pécticas, comumente chamadas de pectina, sdo polissacarideos
estruturalmente complexos que ocorrem principalmente na lamela média e parede celular
primaria de piantas superiores (Blanco, Sieiro e Villa, 1999). Sua estrutura consiste de uma
cadeia principal contendo um numero varidvel, porém grande, de subunidades de acido
galacturdnico ligadas por ligagdes do tipo o-1,4 glicosidicas. As enzimas que hidrolisam as
substancias pécticas sdo conhecidas como enzimas pécticas, pectinases ou -enzimas
. pectinoliticas e sdo classificadas em dois grupos principais: as pectinesterases (PE) — que
desesterificam a pectina através da remogio de residuos metoxilicos — e as despolimerases — .
que quebram a cadeia principal-(Blanco, Sieiro e Villa, 1999). Estas enzimas sdo produzidas
por fungos filamentosos, principalmente os fungos mitospéricos. Entretanto, algumas -
leveduras, quando cultivadas em meios apropriados, produzem pectinases que degradam a
pectina (Blanco, Sieiro e Villa, 1999).

A lignina é o principal polimero responsavel pela prote¢do dos carboidratos vegetais
contra o ataque microbiano. E um biopolimero aromitico complexo e o maior componente do
tecido vascular de plantas superiores e gramineas, onde se encontra envolvendo a celulose € a

hemicelulose, formando a lignocelulose (Kirk e Farrell, 1.987). Fungos de degradac@o branca
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s30 OS Unicos microrganismos conhecidos que degradam a lignina (Shin e Lee, 2000) € o
esclarecimento do mecanismo de biodegradagdo da lignina é decorrente principalmente de
estudos realizados com o Phanerochaete chrysosporium (Kerem, Friesem e Hadar, 1992), um
tipico fungo de degradago branca.

Os degradadores de lignina produzem principalmente dois tipos de peroxidases: lignina
peroxidase - LiP (EC 1.11.1.14) e manganés peroxidase - MnP (EC 1.11.1.13) (Tien e Kirk,
1983; Glenn e Gold, 1985). A LiP catalisa uma variedade de reagGes envolvidas na degradagio
da lignina, tais como a clivagem de ligagdes C, — Cp , a clivagem de ligagGes éter § — O —4,
oxidagdo C, ¢ a abertura do anéis arométicos (Shin e Lee, 2000). A MnP oxida Mn (II) e a Mn
(OI); o Mn (I) se reduz oxidando a lignina através da formagdo de radicais fenox (Wariishs,
Akileswaran e Gold, 1991). Recentemente, um terceiro tipo de peroxidase vem sido isolada e
caracterizada (Jonsson, Becker e Nyman, 1994; Collins, OBrien e Dobson,1999). Esta
peroxidase independente de manganés (MIP), pode desempenhar diferentes papéis na
- degradagdo da lignina pelos fungos de degradagdo branca. Entretanto, existem poucas
informagdes sobre seu mecanismo de agdo.

O basidiomiceto Pleuroﬁls ostreatus produz eficientes lacases e peroxidases
extracelulares (Kerem, Friesem e Hadar, 1992). A lacase (EC i.10.3.2) ¢ uma fenol oxidase
* extracelular produzida por basidiomicetos e por vegetais e apresenta um importante papel na
degradacdo da lignina (Sania‘ et al. 1991). Tem sido mostrado que a lacase provoca ‘uma
degradagdo oxidativa na molécula da lignina e também catalisa a polimerizagdo de pequenas
moléculas fendlicas, opondo-se a esta degradacdo (Betts e King,1991).Entretanto, a lacase
isoladamente tem uin efeito limitado na degradagdo de estruturas ndo fendlicas da molécula de
lignina (Lg’dﬁowicz, Szklarz ¢ Wojtas-Wasilewska, 1985; Bourbonnais e Paice, 1990). Essa
enzima pode ainda catalisar reagdes em conjunto com vérios mediadores redox para oxidar as

estruturas ndo fendlicas da lignina (Bourbonnais ef al. 1997; Call e Mucke, 1997). Por exemplo,
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a oxida¢do do alcool veratrilico, substrato da enzima lignina peroxidase, pela lacase, foi
significante quando um dos substratos da lacase, o ABTS, estava presente (Bourbonnais e
Paice, 1990). A degfadaqéo eficiente da lignina por fungos deficientes em LiP pode requerer
esse modo de agdo indireto sobre as porgoes ndo fendlicas da lignina. Admite-se atualmente que
a maioria dos fungos de degradagdo branca_, eficientes em degradar seletivamente a lignina, sdo
- deficientes em lignina peroxidase (Hatakka, 1994). Dessa forma, a lacase foi considerada uma
enzima-chave no sistema ligninolitico destes fungos.

Por outro lado, a expressdo génica das enzimas hidroliticas geralmente é regulada por
monossacarideos como a glicose e frutose (Ilmén ez al. 1997; Blanco, Sieiro e Villa, 1999). Foi
observado em fungos filamentosos, crescendo em meios de cultura com glicose ou frutose
como fonte de carbono, uma inibi¢ao na producdo de celulases (Ilmén et al. 1997) e pectinases
(Blanco, Sietro e Villa, 1999). Somenfe quando se esgotam esses Hmonossacan’deos ¢ que as
enzimas hidroliticas sdo produzidas. Cho e Choi (1999) também observaram que a expressio de
xilanases, produzidas por bactérias do género Bacillus, foi influenciada pela repressao
catabdlica. |

Os residuos lignoceluldsicos acumulados no planeta e seu potencial para conversio em
produtos importantes para o0 homem ¢ ainda uma questao ndo resblvida (Durén et al. 1994). Os
paises da América Latina apresentam excelente oportunidade para utilizagdo dos seus recursos
naturais, espeéialmente os subprodutos agro-florestais de baixo valor comercial obtidos a partir |
do processamento de alimentos e produtos vegetais (Vizquez et al. 1993). Diversos estudos
que visam o enriquecimento desses residuos com proteina microbiana, para sua viabiliza¢do
como alimento animal, tém sido desenvolvidos nos ﬁltimos anos (Kamra e Zadrazil, 1988;
Moyson e V'el;achtert, 1991;Tripathi e Yadav, 1992; Fermor, 1993; Kurunandaa, et al. 1995;.

Jalc et al. 1996; Adamovic et al. 1998; Pandey e Soccol, 1998;Youssef e Aziz, 1999, entre
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outros). Entretanto, novas pesquisas empregando diferentes microrganismos lignoceluloliticbs e
residuos ainda nio estudados, fazem-se necessarias.

Ao sélecionar o (s) microrganismo(s) para utilizagdo em processos biotecnolégicos de
conversao de residuos agro-industriais, é importante verificar a sua capacidade de produgdo de
proteinas de valor nutricional e de degradagdo dos componentes ndo-digestiveis do substrato
(Zadrazil e Reiniger, 1988). O substrato, por sua vez, pode ser utilizado sem nenhum pré-
tratamento quimico ou bioquimico, ou ainda pode ser hidrolisado antes do tratamento biolégico.
Verificou-se que o tratamento quimico de residuos lignocelulésicos pode produzir co-produtos
toxicos ao cultivo de microrganismos. Entretanto, quando previamente purificados e tratados
biologicamente, resultam num produto com maior teor protéico, bem como maior
digestibilidade, comparando-se com o tratamento de residuos sem pré-hidrélise quimica (Gupta
et al. 1986; Tentratian e Fields, 1990; Singh ef al. 1991, Ash(;ur, Elsharabasy e Khalil,1993). A
hidrélise quimica dos residuos demanda maior custo, em virtude da necessidade de purificagio
posterior ao pr(_)cesso.' Ja a fermentagdo de residuos sem pré-tratamento, implica em maior
tempo de fermentagdo, sendo que o rendimento pode ser superior ao processo anterior, ndo
resultando, geralmente, na produgio de produtos toxicos (Ortega ef al. 1992; Jwanny, Rashad e
Abdu, 1995; Karunandaa ef al. 1995, Adamovic et al. 1998).

Uma alternativa eficiente proposta por varios pesquisadores consiste na utilizagdo de
residuos agro-mdustriais como substrato para o cultivo de fungos comestiveis (Updhyay e Sohi,
1988;Tripathi e Yadav, 1992; Worrall e Yang, 1992; Adamovic ef al. 1998; Kutlu et al. 2000) .
Esta alternativa resulta na produgio de alimento humano de qualidade, cogumelos, a0 mesmo
tempo permitindo a utilizagdo do substrato residual como suplemento na alimenta¢ao animal,
devido ao enriquecimento por proteinas e yitaminas fingicas.

O uso de ingredientes manipulados biotecnologicamente na produgio industrial de

ragdes é uma atividade em fase de desenvolvimento. Pesquisas sdo necessérias para otimizagdo
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de processos, viabilizando a aplicacdo de tais produtos. Dessa forma, sdo valorizados materiais

desperdicados e acima de tudo, contribui-se para a reciclagem de nutrientes na natureza.
2.4 - Enriquecimento Protéico de Residuos Lignoceluldsicos

Os residuos lignoceluldsicos podem ser tratados por microrganismos diretamente ou
podem ser previamente hidrolisados. Sao empregados principalmente fungos em fermentagoes
submersas ou em estado solido. Tripathi e Yadav (1992) otimizaram varios parimetros
relacionados ao processo de fermentacdo em estado sélido para converter a palha de trigo em
alimento animal utilizando o fungo Pleurotus ostreatus. O teor de proteinas da palha aumentou
89 % em apenas 21 dias de incubagdo, sem pré-tratamento quimico. Entretanto, outros
pesquisadores obtiveram menor enriquecimento de diversos substratos, inclusive palha de trigo,
também empregando fermentagdo em estado solido, com maior tempo de fermentagdo,
utilizando um ou mais microrganismos (Balla e Joshi 1994; Gao et al. 1997; Adamovic et al.
1998; Nigam,1998).

Diversas pesquisas também foram desenvolvidas utilizando substratos bré-hidrolisados.
Ashour ef al. (1993) cultivaram a bactéria celulolitica Cellulomonas flavigena sobre palha de
arroz previamente hidrolisada, usando fermentacdo em gradiente descontinuo, obtendo 52% de
aumento no teor protéico do substrato, resultando em produto contendo 10 aminodcidos
essenciais € nove nao essenciais em apenas 32 horas de fermentagdo. Pessoa, De Mansilha e
Sato (1996) hidrolisaram o bagago de cana usando acido sulfiirico e trataram o hidrolisado com
Candida tropicalis e obtiveram um enriquecimento de 31,3% no contetido protéico do residuo
utilizando fermentagdo submersa em reator aerado, a 30° C durante 5 dias. Dessa forma, foi
ressaltada ab rapidez do processo de produgdo de proteinas microbianas em substratos

hidrolisados (Gupta et al. 1986).
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O tratamento combinado entre fungos filamentosos e leveduras também tem sido
empregado na bioconversdo de residuos ricos en agucares simples, como € o caso dos residuos
dé frutas. Balla e Joshi (1994) cultivaram fungos mitospdricos ceiuloh’ticos (Thrichoderma
viride e Aspergillus niger) associados com leveduras (Saccharomyces cerevisae € Candida
tropicalis), e observaram um aumento em 7200% no teor protéico do bagago, utilizando
fermentagdo no estado sélido. Nigam, em 1998, cultivou Candida utilis sobre bagago de
abacaxi. e obteve em torno de 55,3% de enriquecimento protéico.

Entretanto outros pardmetros nutricionais devem ser analisados durante um processo de
bioconversdo, sendo que para além do teor de proteinas, a digestibilidade do substrato apos o
tratamento bioldgico deve ser considerada. Este pardmetro, contudo, nem sempre melhora com

0 enriquecmmento protéico (Kamra e Zadrazil, 1988).

2.5 - Melhoramento da Digestibilidade de Residuos Lignocelulésicos Visando a Produgio

de Ragoes

A qualidade nutricional de um residuos lignoceluldsico pode sef aumentada através do
tratamento microbiano. Neste tratamento devem ser atingidos trés objetivos: aumento do
conteudo protéico, aumento da digestibilidade do material lignocelulésico e a melhora da
palatabilidade do produto seco (Kamra e Zadrazil, 1988), sendo que este ultimo pode ser
melhorado facilmente, embebendo, ensilando ou misturando o substrato com outros alimentos
mais palataveis.

Uma vez que a ragdo se destina a ruminantes, o aumento no conteido protéico do
lignoceluldsico fermentado ndo é de grande significincia, pois a microbiota do rimen propicia
a utilizagdo de fontes de nitrogénio ndo protéico € a sua conversdo em proteina microbiana. A
maioria dos estudos que téni sido direcionados para bioconversdo de lignocelulose visando a

produgdo de ragdo animal rica em proteinas, indica que o produto fermentado apresenta menor
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digestibilidade quando' comparada ao substrato lignoceluldésico ndo fermentado (Kamra e
Zadrazil, 1988).

Algumas excegdes tém sido reportadas (Moyson e Verachtert, 1991; Nicolini ef al. 1992;
Ortega ef al. 1992; Karunandaa ef al. 1995; Jalc ef al. 1996), tal como verificado por Moyson e
Verachtert (1991), que investigaram a influéncia do cultivo de trés fungos de degradacdo
branca, Pleurotus pulmonarius, Pleurotus sajor-caju e Lentinus edodes, na digestibilidade da
palha de fﬁgo. Tanto P. pulmonarius como P. sajor-caju degradaram a hemicelulose
simultaneamente com a lignina, apés doze semanas de incubagdo. A concentragdo total de
lignina foi reduzida de 11,7% para 5,7% no tratamento com P. pulmonarius, e de 12,6% para
5,6% no tratamento com P. sajor-caju. A digestibilidade do substrato estd na maioria das vezes
correlacionada com o seu teor de lignina. Dessa forma, a digestibilidade da palha de trigo
aumentou de 29,7% para 58,1%, no tratamento com P. pulmonarius ¢ de 29,8% para 59,2% no
tratamento com P. sajor;caju. A fragdo celulésica do substrato manteve-se praticamente intacta
durante ostratamentos biolégicos, constituindo fonte energética suficiente para os ruminantes.
Ja o tratamento com L. edodes ndo apresentou o mesmo resultado, sendo consumida a celulose
juntamente com a hemicelulose, a0 mesmo tempo que ocbrreu baixa degradacdo de lignina.

A melhoria na digestibilidade de um substrato requer periodos de incubagdo
relativamente longos. A degradacio da lignina faz parte do metabolismo secundario dos fungos,
ocorrendo geralmente na fase estacionériabdo crescimento, na qual o substrato foi totalmente
colonizado pelo fungo e as enzimas ligninoliticas foram produzidas. Durante a fase exponencial
de crescimento sido utilizados a hemicelulose e os compostos soliveis em agua, € menos
freqlientemente a celulose (Moyson e Verachtert, 1991).

0] prdcesso de degradagdo da lignina pode ser completado em duas fases. Na fase inicial
ou primaria, o fungo coloniza o substrato e o sistema de enzimas ligninoliticas € sintetizado, e

na fase secundéria a lignina € degradada (Zadrazil, 1977). O metabolismo do nitrogénio na fase
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priméria desem'penha um importante papel na regulagdo e iniciagdo ou supressio do
metabolismo secunddrio. A atividade ligninolitica de um fungo € um processo desse tipo (Fenn
e Kirk, 1981). A supressio na degrada¢io da lignina foi detectada em substratos ricos em
nitrogénio, por diversos autores (Kirk, Connors ¢ Zeikus, 1976; Kirk ef al. 1978; Zadrazil e
Brunnert, 1980, e 1982; Kamra e Zadrazil, 1988). Uma explicagdo vem sendo apontada para o
efeito adverso do nitrogénio sobre a degradacdo da lignina e se refere ao fato de que o elevado
conteiido de nitrogénio promove rapido consumo das fontes de energia (Kirk, Connors e
Zeikus, 1976), aumentando a biomassa, que como conseqiiéncia promove um aumento da
velocidade de respiragdo (Kamra e Zadrazil, 1988). Uma outra explicagdo pode residir no fato
de que tanto o metabolismo do nitrogénio como a degradagdo da lignina requerem os mesmos
fatores de crescimento.

A fermenta¢do em estado sélido de subprodutos lignoceluldsicos apresenta varias
vantagens sobre a fermenta¢do submersa agitada, quando se pretende aumeﬁtar a digestibilidade
de um substrato lignocelulésico. O conteido de matéria seca no substrato em fermentagdo no
estado solido gira em torno de 25-30%, enquanto na submersa se situa em tormo de 2-3%. A
capacidade de degradacdo da lignina por fungos depende da penetragdo das hifas no substrato e
do contato fisico do substrato com o fungo degradador. O micélio deve manter contato fisico
com a lignina para que ocorra degradagdo eficiente (Gottlieb e Pelczer, 1951, Tono, Tani e
.Ono,. 1968) sendo que a agitagdo rompe este contato (Kirk ef al. 1978). Portanto, a fermentacio
em estado so6lido ou cultivo em meio liquido ndo agitado, em camadas finas, apresenta
vantagens quando comparada a fermentagdo submersa agitada, quando o objetivo € a
degradagdo da lignina.

As trocas gasosas entre a atmosfera e o substrato sélido é um dqs fatores mais
importantes que influenciam a fermentagdo. Adequada troca gasosa sO sera possivel se a

umidade no substrato for controlada dentro de um nivel 6timo. A dgua em excesso impede as
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trocas gasosas e cria condi¢des anaerdbicas dentro do substrato; por outro lacio, com nivel
insuficiente de umidade o fungo ndo atingira sua atividade étima. O nivel 6timo de umidade no
suﬁstrato, durante a fermenta¢do em estado solido, vai depender, portanto, do tipo de substrato,
tamanho das particulas e sua capacidade de hidratagdo (Kamra e Zadrazil, 1988).

O metabolismo primério e secundério sdo afetados diferentemente pela fase gasosa. O
primeiro processo, que estimula o crescimento micelial, pode tolerar elevados niveis de diéxido
de carbono. Na fase secunddria do metabolismo, quando ocorre a degradagdo da lignina, o
processo € estritamente oxidativo, e dessa forma, necessita da presenga de oxigénio a uma
pressio parcial igual aquela encontrada na atmosfera (Kamra e Zadrazil, 1988; Zadrazil e
Puniya, 1994).

Por outro lado, para se viabilizar um processo de deslignificacdo de um substrato
lignocelulésico, € essencial maximizar tanto a velocidade quanto a especificidade da
degradacdo da molécula de lignina, promovendo as condigdes de degradacdo e desencorajando

o consumd dos polissacarideos do substrato (Kerem e Hadar, 1995). O conhecimento de
- mecanismos regulatdérios que leva a deslignificacdo seletiva é limitado (Platt ef al. 1983; Reid e
Deschamps, ‘1'990; Kerem e Hadar, 1993 b e 1995; Martinez et al. 1994; Ardon, Kerem e Hadar
1998). Em pedagos de madeira em apodrecimento, onde a deslignificagdo seletiva ocorre, 0
manganés tem sido encontrado como agente redutor (Kerem e Hadar, 1993b e 1995).Este
elemento foi considerado componente importante no processo degradativo resultando na
remocdo seletiva da lignina pelos fungos de degradagdo branca (Blanchette, 1984). Niveis
elevados de manganés em meios de cultura de alguns fungos de degradacdo branca, resultaram
no aumento dos niveis de enzimas ligninoliticas, bem como na degradagdo da lignina (Perie €
Gold, 1991, Pe.rez’e Jeffries, 1992; Rut'timann et al. 1992; Wariishi, Valli e Gold, 1992; Kuan e

Tien, 1993; Vares, Lundell e Hatakka, 1993; Ruttimann-Johnson, Cullen e Lamar 1994).
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Kerem e Hadar (1993b e 1995) estudaram o efeito deste elexﬁento na degradacgio da
lignina da palha de algoddo usando Pleurotus ostreatus. Neste estudo observaram um nitido
aumento preferencial na degradagdo da lignina quando o manganés foi adicionado no meio de
fermentag@o. Sugeriram que os resultados foram decorrentes tanto do aumento das atividades
de enzimas ligninoh'"cicas quanto da produgdo de ions Mn (III), que devem preferencialmente
degradar estruturas aromaticas no complexo lignocelulésico. O maior nivel de degradagdo de
lignina foi observado quando foi adicionado 600 ng/g de MnSO4 no substrato, 0 que resultou na
degradagdo de 50% da lignina e um ligeiro aumento na degradagdo da celulose. Essa adi¢do de
manganés ao substrato proporcionou um aumento de 61% na digestibilidade do composto
lignoceluldsico enquanto este aumento no composto fermentado sem adi¢do de manganés foi de
apenas 53 %.

De outro lado, alguns pesquisadores relatam a existéncia de substincias estimuladoras
da degradagio de lignina na palha de algodao (Platt ef al.1983; Ardon, Kerem e Hadar, 1998).
Platt et al. (1983) mostraram que a degradagdo da palha de al_godio pelo fungo Pleurotus
ostreatus € mais rapida do que a degradagdo da palha de trigo, e que a adigdo de um extrato
aquoso de palha de algoddo acelera a degradagdo da palha de trigo. Foi a existéncia de um
componente no extrato de patha de algbdﬁo que estimulou o crescimento fingico. O
componente seria solivel em solventes polares e identificado como um flavonéide. (Ardon,
Kerem e Hadar, 1996). J4 Ardon, Kerem e Hadar (1998) analisaram o efeito do extrato da palha
de algodio sobre a degradagdo de lignina, marcada com radioisétopos, por Pleurotus ostreatus.
Observaram que o efeito estimulador da degradagdo da lignina estava relacionado com a
inducdo de transcri¢do e traducdo de lacase por possiveis compostos fendlicos presentes no
extrato. Portanto, pode-se cbncluir que 6 extrato continha tanto indutores da atividade de_ lacase
quanto substratos para enzima. Desse modo, ambos fatores contribuiram para o aumento na

~degradacdo de lignina por P. ostreatus.



2.6 - Fermentag¢io em Estado Sélido

A fermentacdo em estado sélido (FES) é um método indicado no tratamento biolégico
de materiais lignoceluldsicos de forma a aumentar a digestibilidade ou facilitar a hidrélise
enzimatica do substrato (Weiland, 1988, Kerem e Hadar, 1993a). FES é a defini¢do mais usual
para processos fermentativos onde hd crescimento microbiano em substrato solido sem a
presenca de agua livre (Hesseltine, 1977).

O substrato sélido pode ser fermentado em estado estaciondrio ou pode ser agitado ou
ainda remexido ocasionalmente ou continuamente. O ponto crucial da FES € estabelecer o teor
minimo de umidade do substrato, necessario para que a atividade bioldgica nio cesse. Para a
maioria dos substratos solidos, comega-se a formar dgua livre no meio, a partir de 80 a 85 % de
umidade (Weiland, 1988).

A FES vem sendo usada pelo homem hd muitos séculos, principalmente na fabricagdo
de alimentos. Problemas devido a dificuldade em transferéncia de calor € massa, € 0 aumento
na necessic—lade de culturas puras de alta eficiéncia, levou ao desenvolvimento de processos mais
elaborados. Iﬁiciaimente, processos em superficie liquida foram desenvolvidos, onde o
crescimento fungico ocorria na superficie de um meio de cultura liquido, e pésten'ormente
culturas submersas foram preferidas pois, permitiam um controle muito mais eficiente do
processo, além do 6timo desempenbo e facilidade de operagdo (Hesseltine, 1987; Weiland,
1988, Durand, 1998).

Entretanto, a dilui¢do do substrato, do produto e dos microrganismos em culturas
submersas resulta‘ geralmente em altos custos para recuperagdo destes produtos, substrato e
microrganismos, quando comparado ao sistema em estado sélido ndo diluido. Por outro lado,
diversos microrganismos produzem biomassa em elevadas taxas de crescimento quaﬁdd

cultivados sobre substratos sélidos. No entanto, o crescimento sobre superficies solidas € uma
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propriedade tipica de fungos filamentosos que decompdem matéria orgénica, sendo, portanto,
um processo que mais se aproxima do modo de vida natural. O emprego deste tipo de
fermentacdo para aumentar a digestibilidade de residuos lignocelulésicos é especialmente
recomendado, pois o produto fermentado é diretamente usado na alimentac@o animal, além do
reduzido volume de reator por unidade de substrato convertido, resultado da pequena
quantidade de dgua adicionada no substrato sélido (Hesseltine, 1987;Weiland, 1988, Durand,
1998).

Outra impoftante vantagem da FES estd relacionada com a baixa incidéncia de
.contamjnagﬁo em virtude da auséncia de dgua livre no substrato (Hesseltine, 1987; Durand,
1998). Dessa forma, este tipo de processo permite a utiliza§:50 de substratos ndo esterilizados,
apenas pasteurizados, ou até mesmo em tanques abertos — situa¢do que dependera do propdsito
da fermentagdo.

- Um dos maiores problemas desse tipo de processo esta relacionado ao controle da
temperatura. Durante o crescimento do microrganismo no substrato, é natural que se libere
elevada quantidade de calor, resultante do seﬁ metabolismo. Esse calor s6 podera ser eliminado
através de ventilagdo ou resfriamento da cimara de crescimento (Durand, 1998). J4 na
fermenta¢do em meio liquido, o controle da temperatura é uma questdo trivial, visto que a dgua
¢ uma excelente condutora de calor.

A maioria dos fungos degradadores de lignina, especialmente os Basidiomicetos, tem
temperaturas Otimas de crescimento na faixa entre 20 e 30° C, cessando o crescimento a
temperaturas acima de 34° C (Zadrazil e Bronnert, 1982). Portanto, o controle da temperatura €
um fator fundamental na regulagdo da FES para otimizag¢do do processo de deslignificagdo. No
inicio da fermentagdo é importante fornecer calor, de modo a obtef uma temperatura 6tima de

fermentagdo. Entretanto, durante o curso do processo fermentativo serd necessario remover o
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calor libérado pelo metabolismo fingico, de forma a manter a temperatura do processo num
nivel 6timo (Weiland, 1988).

A pressdo parcial de O; e CO, na atmosfera interna da cdmara de fermenta¢do durante
um processo de deslignificagdo € um fator critico tanto para o crescimento micelial quanto para
producdo de enzimas extracelulares. O requerimento de gis na atmosfera dependera
completamente da espécie fiingica utilizada (Levonen-Muiioz ¢ Bone, 1985). Na maioria dos
casos, a concentragdo de O, deverd ser maior que 18% e a concentragdo de CO, devera ser
menor que 10%, de forma a evitar a inibi¢do da degradagdo da lignina (Weiland, 1988).

Uma outra dificuldade da FES ¢é a inexisténcia de ‘biorreatores para uso em escala
industrial. Somente uma empresa japonesa (Fujiwara) exporta um tipo de equipamento
adaptado a FES e presta consultorias nesta drea. O restante do conhecimento em biorreatores
para FES atende somente escalas-piloto, provenientes de pesquisas académicas (Durand, 1998).

A mistura do substrato, durante a fermentagdo, promove a trdﬁsferéncia de massa e calor
entre as particulas, que resulta em um processo mais uniforme. H4 uma maior disponibiliza¢do
de oxigénio para os microrganismos ¢ uma maior remo¢do do CO; dos espagos entre as
particulas. Dessa maneira, a mistura do substrato pode impedir um super aquecimento
localizado e melhorar a transferéncia de dgua entre as particulas sélidas, uniformizando o
suprimento de nutrient¢s e o pH (Weiland, 1988). A mistura do substrato ¢ mais importante -
durante operagdes continuas, automatizadas e "scéle-up".

Por ultimo, a mistura do substrato influencia a morfologia do fungo, podendo alterar o
seu metabolismo, ou diminuindo o rendimento do produto ou até mesmo interrompendo sua
producdo. Muitos fungos s3o sensiveis ao sizalhiamento de seu micélio, e, portanto, o uso de
fermentadores agitados para processos fermentativos em estado sélido deverd ser avaliado em

cada caso individual (Weiland, 1988).
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2.7 - O Complexo Agro-Industrial da Macga no Brasil

Desde 1962, quando as primeiras mudas de macieira chegaram ao Brasil, a produgdo
nacional de magas tem aumentado continuamente (Agricola Fraiburgo, 2000). A maior parte
dos frutos colhidos sdo destinados ao consumo in natura no mercado nacional ou é exportado,
principalmente para Europa.

As empresas brasileiras processadoras de magas recebem os frutos da lavoura durante a
época de colheita, entre outubro e fevereiro, e realizam a limpeza e selegdo dos frutos (Anexo,
Figs. 7.1 e 7.2). Os frutos que atendem aos padrdes de qualidade sdo destinados a
comercializagdo. Os frutos restantes, classificados como "descarte comercial" sdo
resselecionados para o processamento industrial. Uma pequena parte deste descarte serd
realmente descartada e ¢ denominada expurgo.

As macds de interesse para o processamento industrial, sdo limpas e desinfectadas
externamente ¢ depois sdo esmagadas e prensadas (Anexo, Fig. 7.3). Durante esta prensagem, 0
suco é extl:aido e o bagaco € descartado. Este descarte inclui polpa, cascas e sementes do fruto
prensado. Parte do suco remanescente continua agregado ao bagaco, visto que este € descartado
com aproximadamente 80% de umidade. Assim, o bagago de macd apresenta altos teores de
agucares livres, principalmente frutose, glicose e sacarose (Villas-Bdas ef al. 1999).

O suco extraido durante a prensagem é dividido e uma parte € clarificado, utilizando-se
pectinases comerciais; é desaromatizado, pois o aroma é extraido e comercializado, e o caldo
remanescente é concentrado, formando o chamado suco concentrado. A segunda parte do suco
€ corrigido quimicamente pafa producdo de mosto destinado & fermentagao.

O suco concentrado e desaromatizado é utilizado pelas industrias de refrigerantes,

principalmente na producdo do "guarand", ou seu aroma é reconstituido e vendido como Suco
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de macd. O mosto € fermentado e destinado a produgdo de bebidas, como sidras, vinhos de

magd, aguardentes e vinagre.
2.8 - Bioconversio do Bagaco de Maci

O residuo proveniente do processamento de ma¢d apresenta elevada umidade, altos
teores de agticares livres e fibras. O conteudo protéico e vitaminico, bem como os sais minerais
disponiveis, sdo baixos. Hang (1987) determinou a composigdo do residuo de mac¢d tmido e
seco (Tabela 2.3).

O residuo de maca processédo pode ser empregado como fonte de carboidratos parai 0
cultivo de varios fungos. Zheng e Shetty (1998) utilizaram trés fungos de diferentes géneros,
Thrichoderma, Penicillium e Rhizopus para a bioconversio do bagaco de magd. Apds o
tratamento bioldgico, o substrato "fermentado foi utilizado em diversos fins, desde alimento
animal até como inoculante na biorremediagdo de solos. Diversos pesquisadores cultivaram
fungos comestiveis em bagaco de mag¢d e obtiveram alta eficiéncia bioldgica na éroduqio de
cogumelos (Upadhyay e Sohi, 1988; Worrall e Yang, 1992).

Balla e Joshi (1994) enriqueceram com proteinas fingicas o residuo de magd apds o
cultivo em co-cultura de fungos mitospdricos (Thrichoderma viride e Aspergillus niger) e
leveduras (Saccharomyces cerevisae e Candida utilis), em diferentes combinagdes. Os fungos
mitosporicos degradaram inicialmente a celulose € a hemicelulose do bagaco, através de suas
enzimas extracelulares, e, subseqiientemente, as leveduras fermentaram os agucares liberados
pela agdo enzimatica. Avaliaram tanto a fermentagdo em estado sélido (FES) como a
fermentagdo submersa. O enriquecimento protéico do bagaco foi relativamente maior na FES
do que na fermentagdo submersa. A co-cultura de C. ufilis e A. niger foi a melhor combinagdo,

tendo aumentado o teor de proteinas do bagacgo seco em 200%.
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Componentes Tipo de Residuo
Residuo Umido Residuo Seco
Y(p/p)

Umidade ' 66,4 -178,2 11,0-125
Carboidratos 9.5-22,0 54,8 - 59,3
Nitrogénio livre 0,6-0,8 1,0-1,3
Pectina 1.5-25 15,0-18,0
Fibra Bruta 43-10,5 15,3 -20,6
Proteina ' | 1,0-1,8 44-57
Gordura (extrato etéreo) 0,8-1,4 3,8-4,6
Cinzas . 0,6 -2,3 21-3,5
Potéassio 0,2-0,6 —
Fésforo 0,4-0,7 -

(-) ndo analisado, Fonte: Hang (1987).

Rahmat et al. (1995) trataram o bagaco de macd com as leveduras Kloeckera apiculata

e Candida utilis, empregando fermentagdo em estado sélido sob agitagio (20 rpm) em -

biorreator automatizado. Foi adicionado no meio de cultura 1% (p/p) de (NH,)>SOs, como fonte

adicional de nitrogénio, 1% (p/v) do indculo incubadol2 horas em extrato de malte, tendo a

fermentagdo se processado durante 72 horas a temperatura ambiente. Os pesquisadores

conseguiram um incremento de 173% no teor de proteina bruta, com especial aumento nas

concentra¢des de aminoacidos essenciais, tal como lisina, arginina ¢ leucina. O teor de agucares

livres no substrato praticamente se exauriu apds 72 horas de fermentagdo. Entretanto, foi

observado uma maior cpncentragdo de fibras ndo digeriveis no substrato.



2.9 - Candida utilis

Candida utilis (Henneberg) — sin. Pichia jadinii (Kurtzman e Fell, 1998) — é uma
‘levedura conhecida como Torula, capaz de crescer em etanol, como unica fonte de carbono e
energia (Straskabova, Paca e Kralackova, 1980), e tem sido intensivamente usada na producdo
de proteina microbiana para fins de alimentagio animal (Tauk, 1985; Araujo e Souza, 1986;
Silvestrini, 1987; Bhalla e Joshi, 1994; Ahmad e Holland, 1995; Rahmat et al. 1995;Villas-
Boas e Esposito, 2000, entre outros). Apos trés dias de crescimento em extrato de malte e agar,
a 25° C, as células sdo elipsoidais e alongadas, (2,5-8,0) x (4,1-11,2) um, podendo ocorrer
isoladamente ou em pares. Apresentam dimorfismo celular dependendo das condiges
ambientais € as colonias se apresentam pastosas de cor amarelo-caramelo. A levedura produz
pseudomicélio. A margem das colonias € lisa ou infreqiientemente lobadas. A colonia deterh
um sutil odor de éster (Kurtzman e Fell, 1998). |

C. utilis perténce a classe dos Ascomicetos. E homotilica, produz de 1 a 4 ascsporos
em ascos deligiiescentes ndo-conjugados na fase sexuada (Kurtzman e Fell, 1998) e tem sido
apontada como a fase assexuada de Pichia jadinii devido a similaridades fenotipicas. Estudos
de reassociagﬁb de DNA demonstraram que C. utilis e P. jadinii possuem 85% de similaridades
na seqiiéncia de pares de bases (Kurtzman e Fell, 1998).

De acordo com Kurtzman e Fell (1998), as possibilidades de utilizagdo de C. wtilis na
producdo de suplemento alimentar em escala comercial foram primeiramente reconhecidas por
pesquisadores alemdes, no "Institut fir Garungsgewerbe", em Berlim, durante a Segunda
Guerra mundial. Devido ao fato de C. wtilis poder utilizar pentoses, rejeitos da industria de
papel e celulose vém sgndo usados hd mais de quatro décadas como um eficiente substrato para
cultivo desta levedura. A aceitac;;“lo geral da C. utilis pelas indistrias de alimentos como umé

forma segura e nutritiva de proteina microbiana, vem permitindo a sua utilizagdo em outros
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tipos de residuos bioldgicos. Tanto C. utilis como P. jadinii apresentam amplo habitat, tendo
sido isoladas de fontes vegetais e animais. Em vista disso, cepas de C. utilis que tém uma longa
historia de uso e de seguranga aliméntar, devem ser selecionadas, antes de serem empregadas na
alimentacdo humana. As cepas de C. utilis que tém sido usadas desde meados dos anos 40, sdo:
NRRL Y-90b (CBS 5609), NRRL Y-1082 (CBS 1517) e NRRL Y-1084 (CBS 841).

Por outro lado, C. utilis também tem sido usada na produgdo de varios compostos
orgénicos, tal como acetato de etila (Arrhstrong, Martin e Yamazaki, 1984; Christen e al.
1999), dicoois de cadeia longa (Derrick e Large, 1993), 4cido acético (Christen et al. 1999;
Domenech et al. 1999), enzimas (Sim.e Hang, 1996), dentre outros produtos.

No que se refere a bioconversdo de residuos agro-industriais, Tauk em 1985, realizou
um estudo com C. utilis para aproveitamento da polpa de café prensada, na t¢ntativa de
minimizar os problemas de polui¢do ambiental decorrentes do actimulo deste residuc; durante o
beneficiamento do café. C. utilis foi utilizada em fermentagio submersa para aumentar o valor
protéico do substrato lignoce]ulésico.vPara otimizar o processo, foram adicionadas ao meio
fermentativo diferentes coﬁcenfrag:ées de nitrogénio ((NH4),SOs) e fosforo (H;PO4) inorganico.
Foi obtida uma velocidade especifica de crescimento de 0,43 h'l,; acompanhada de excelente
produgd@o de biomassa.

Todavia, Lucca ef al. (1991) e Lucca, Romero e Callieri (1995) mostraram que elevadas
concentragdes de nitrogénio e fosforo no meio de.cultura de C. utilis favoreceram a sintese de
acido ribonucléico (RNA), com maior acimulo destes acidos nas células microbianas. Como
elevadas concentragdes de acidos nucléicos ndo sdo convenientes em alimentos, devido a
toxicidade destas moléculas para animais ndo ruminantes, os pesquisadores sugerjram o cultivo
de C. utilis em meio limitante de fontes de nitrogénio e fosforo, de forma a obter células com-

menores teores de acidos nucléicos.
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C. utilis foi também empregada na fermentagdo de um hidrolizado enzimatico de palha
de arroz, produzindo 6,6 g/L de biomassa ém 24 horas de fermentacdo (Aradjo e Souza, 1986).
A biomassa microbiana apresentou 48,1% de proteipas, contendo todos os aminoacidos
essenciais.

Ahmad e Holland (1995) realizaram um estudo cinético de producdo de proteina
microbiana de C. utilis, empregando fermentacdo em estado liquido (FEL), usando meio
sintético e.t‘endo como fonte de carbono a glicose. Foi realizada uma fermentagdo em batelada,
sob aeragdo controlada, utilizandd um biorreator de 2 litros, contendo apenas 1,5 litros de meio.
Foi concluido que a velocidade especifica de crescimento, 4, aumentou & medida que aumentou
o inoculum, a agitagdo, com um limite maximo de 600 rpm, € a temperatura, com um maximo
de 34° C. Efeitos opostos foram observados em agitagGes superiores a 600 rpm e em
temperaturas acima de 34° C. Efeito inibitério sobre o x4, também foi observado em vazdes de ar
acima de 0,84 L.min". Por outro lado, altera¢Ges na conéex;tragéo inicial de aguicar ndo afetaram
"0 valor de 4. A fase lag diminuiu com o aumento do fluxo de ar, com o aumento da temperatura
e com o aumento da concentra¢do do inoculum. Porém, a fase lag aumentou & medida que se
aumentou a concentragdo inicial de agucar, exibindo um nitido efeito "Crabtree", que se
caracteriza por uma sensibilidade do microrganismo a altas concentragdes de glicose, for¢cando-
0 a passar de uma fase oxidativa do metabolismo para uma fase fermentativa, mesmo na
presenca de oxigénio. Embora Candida utilis tenha sido citada como praticamente a unica
levedura resistente a este efeito (Coppella, 1989; Barford, 1990), os pesquisadores detectaram
claramente esse efeito inibitério. Ji o grau de agitacdo teve pouco efeito sobre a duragio da fase
lag. A constante de saturagdio de Momnod, K, aumentou com a concentracdo de glicose,
indicando que a bopulag:ﬁo celular foi afetada negativamente em miveis de substrato
relativamente elevados, isso devido a diminuic¢do de afinidade que a C. utilis exibe para glicose

quando esta se apresenta em altas concentragdes no substrato. A constante da velocidade de
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reagdo, k, aumentou significativamente com o aumento da temperatura até 34° C (Efeito
" Arrhenius"), enquanto temperaturas mais altas causaram a morte da levedura.

C. utilis apresenta atividade nitrato e nitrito redutase, permitindo a esta levedura se
desenvolver em meios de culturas com nitrato ou nitrito como unica fonte de nitrogénio
(Sengupta, Shila e Rao,1996; Furina et al. 1997; Sengupta, Shila é Ra0,1997). Essa é uma
importante caracteristica metabolica da C. utilis, visto que permite a utilizagdo de fontes mai§
baratas‘ de nitrogénio no seu cultivo.

Diversos fatores ambientais podem alterar a morfologia das células de C. utilis (Anexo,
Fig. 7.4). Foi notificado por diversos pesquisadores, que a forma e o volume celular variaram
de acordo com as condigles de cultivo, tais como pH, temperatura, aeragio, entre outros.
(Pozmogova et al. 1978; Straskrabova, Pica e Kralickova,1980; Samoilenko e Petrikevich,
1881; Vorob'eva e Filonenko, 1982; Lirova et al. 1986; Lucca ef al. 1991; Votruba e Vrana,
1995).

Pozmogova et al. (1978), estudaram o efeito de temperaturas elevadas sobre a
morfologia das células de C. utilis em meio sintético acrescido de glicerol, utﬂizandol
fermentagdo em batelada alimentada quemostatizada. Com o aumento da temperatura de 30°
para 40° C, a densidade de biomassa decresceu gradualmente. Apds 3 horas a 40° C, as células |
aumentaram em tamanho, tornando-se alongadas e elipsoidais, e as células filhas , ap6s atingido
o tamanho das células mies, ndo se separaram delas, formando células duplas. Apos 5 horas a
40° C, quase toda a populagdo foi constituida de células duplas. Os nicleos de tais células
" encontravam-se unidos e entre as duas células. A inabilidade destas células em se separarem
umas das outras a 40° C foi explicada por alteragdes nas propriedades da parede celular, que
ndo podiam mais ser degradadas pelas enzimas intracelulares.

Samoilenko e Petrikevich (1981) também estudaram o efeito de altas temperaturas na

morfologia e ultra-estrutura celular de C. utilis. Os pesquisadores empregaram fermentagdes em
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batelada alimentada, testando diferentes temperaﬁras (19° a 41° C), em condigGes de glicose .
limitante e n3o limitante. Fol possivel observar que o volume celular aumentou de forma

marcante acima de 38° C e abaixo de 25° C. A temperatura constante e com glicose limitante no

meio, a velocidade especifica de crescimento das células aumentou, bem como o seu volume

celular.

O efeito da concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura sobre a morfologia e
respiracao .das células de C. utilis foi estudado por Vorob'eva e Filonenko (1982) que
empregaram dois tipos de fermentacdo: fermentacdo em batelada e fermentagdo em cultura
continua. Amostras coletadas da cultura em batelada, durante a fase exponencial e sem
limitagdo de oxigénio, mostraram predominancia de células redondas ou ligeiramente ovaladas,
e um nimero elevado de células de grandes dimensdes. Com o decréscimo da concentracdo de
oxigénio no meio,”a propor¢ao de c€lulas pequenas aumentou € um grande nimero de células
finas e alongadas apareceram no meio de culturé durante a limitacdo de oxigé€nio. Um
histograma- evidenciou a média de comprimento celular de 4,45 pm para as cé€lulas que
cresceram em niveis limitantes de oxigénio, e 6 um quando crescidas sem limitagdo de
oxigénio. A morfologia das células também foi analisada apds 72 horas em fermentacdo em
cultura continua quemostatizada. A percentagem de células alongadas diminuiu & medida que
foi aumentada a concentragdo de oxigénio. J4 em condigdes de glicose limitante foi observado
um aumento na propor¢do de células pequenas e alongadas na populagdo, contrariando os
resultados obtidos por Samoilenko e Petrikevich (1981).

Straskrabova, Paca e Kralikcova (1980) estudaram o efeito da aeragio e concentragdo de
diéxido de carbono no meio de cultura, em fermenta¢do em batelada, sobre a morfologia das
células de C utilis. Foi utiiizado como »fonte de carbono o etanol em meio mineral e verificou-.
se a agregacdo celular de 10 a 20 células. Quando o pH foi sub-6timo (2,3) as células ficaram -

menores e ocorreu maior propor¢do de agregados celulares. Este efeito foi também observado
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em condi¢des de baixa disponibilidade de CO; no meio. Entretanto, durante os experimentos
sob baixa disponibilidade de CO,, ndo foi observada a formagdo de pseudomicélio, como
ocorre em outras leveduras (Wimpenny, 1969).

Lirova et al. (1986) também estudaram altera¢des morfolégicas das células de C. utilis
durante fermentacdo em batelada, sob condi¢Ges limitantes de fonte de carbono (etanol),
varia¢Ges de pH e diferentes pressdes de O,. Os autores também observaram diminui¢do no
tamanho celular e formagdo de agregados sob baixo valor de pH, além de verificarem que sob
baixo valor de pH e pO,, ocorreu formagdo de células alongadas, finas e deformadas. Formagao
de agregados lineares e células deformadas também foi reportado por Votruba e Vrana (1995),
quando expuseram as células leveduriformes a valores de pH altos, tal como 6,5. ‘

Por fim, Lucca ef al. (1991), estudaram as alteragdes morfoldgicas das células de C.
utilis ciecorrentes da diminui¢do de fosfato no meio de cultura. Foi observada a formagdo de
células globosas, quando o meio dispunha de baixo nivel de fosfato.

Dessa forma, podemos concluir que Candida utilis apresenta alteragdes morfologicas
quando as} condigGes ambientai§ sdo adversas. Assim sendo, diversos fatores nutricionais devem

ser considerados quando se deseja obter uma populagdo celular homogeénea desta levedura.
2.10 - Pleurotus ostreatus

O género Pleurotus pertence ao grupo dos Basidiomicetos e € caracterizado por corpos
de frutificagado (pogumelos) com hastes excéntricas e carpoforos em forma de concha de ostra.
Uma grande vantagem destes fungos estd relacionada com sua capacidade em crescer numa
ampla faixa de temperaturas (Rajarathnam e Bano, 1989). Sua capacidade em colonizar uma
grande gama de substratos lignocelulésicos, pobres em nitrogénio, resulta na bioéonverséo do
substrato de crescimentb em cogumelos comestiveis que s3o diretamente palataveis,

apresentando aroma agradavel e distinto valor nutritivo e medicinal (Anderson e Anderson,
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1980). A biotransformagio do substrato de crescimento, onde os polissacarideos e a lignina sdo
degradados — como um cldssico exemplo de fungo de degradagdo branca — também é outra
tipica caracteristica deste§ fungos (Karieshiro, 1977).

Os fungos do género Pleurotus pertencem a familia TRICHOLAMATACEAE
(Alexopoulos e Mims, 1979). Esta familia inclui cogumelos com ldminas unidas que podem ser
encontrados sobre diferentes substratos e habitats. Um dos principais representantes do género €
0 Pleurotus ostreatus (Anexo, Fig. 7.5). Conhecido na Europa como "cogumelo ostra", no
oriente como "hiratake" ou também "shimeji". No Brasil é conhecido como cogumelo gigante
ou caetetuba (Ranzani e Sturion, 1998). Os corpos de frutificagdo apresentam-se geralmente de
coloragdo creme, e sd3o encontrados sobre troncos em decomposi¢do ou em pedagos de madeira
formando camadas sobrepostas (Alexopoulos € Mims, 1979). Esta espécie geralmente ndo
apresenta haste nos seus carpéforos, sendo portanto séssil, porém, as veze; apresenta uma haste
pequena e lateral.

A produgdo mundi_al de cpgumelos do género Pleurotus tem aumentado numa
velocidade acelerada nos tltimos anos (Yildiz, Karakaplan ¢ Aydin, 1998). Em 1986, a
producdo de Pleurotus spp. contribuiu com aproximadamente 7% da produgdo mundial de
cogumelos comestiveis. Ja4 em 1990, a produgdo de Pleurotus spp. atingiu um milhdo de .
toneladas métricas e constituiu cerca de 24% do total de produgdo de cogumelos comestiveis
(Chang e Miles, 1991a e b; Hayes, 1991; Royse, 1992).

Embora, mundialmente, cogumelos comestiveis do género Agaricus sejam os mais
cultivados (Chang e Miles, 1989; Bononi et al. 1995), o interesse nas espécies de Pleurotus esta
relacionado coﬁm as facilidades de cultivo desse cogumelo quando comparadas ao primeiro.
Entre elas citam-se a existéncia de espécies que crescem bem em éreas tropicais e subtropicais,.
como o P. ostreatus, o que resulta em menor dispéndio de energia; apresentam uma

-produtividade maior e de menor custo, e, crescem numa grande variedades de residuos
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agricolas e industriais, como o bagago de magd (Upadhyay e Sohi, 1988; Worrall € Yang, 1992)
devido a produgdo de enzimas lignoceluloliticas (Rajarathnam e Bano, 1989). No Brasil,
Pleurotus spp. iém sido cultivadas com sucesso em bagaco de cana (Bononi et al. 1995) e
novos substratos agro-industriais vém sendo avaliados (Maziero, 1990). O cultivo de Pleurotus
spp. como cogumelo comestivel ganhou importdncia no mercado mundial, também devido ao
curto pen'édo de cultivo comparado com Agaricus spp. (Zadrazil, 1978), além de que estas
espécies apresentam resisténcia a microrganismos contaminantes que levam & grande perda de
rendimento no cultivo de cogumelbs (Olivier, 1990; Garcia, Cisneros e Sedrés, 1998).

Quanto ao seu valor nutricional, equipara-se ao de outros cogumelos, sendo mais rico
em vitaminas hidrossoliveis que a maioria dos vegetais, bem como apresenta proteinas de
melhor qualidade (Chang, 1991b; Kandanda, Tshinyangu e Henebert, 1996, Yildiz, Karakaplan
e Aydin, 1998, Manzi et al. 1999). Pleurotus spp. tém b;ixo teor de gordura, nenhum
colesterol, ndo contém amido, sdo boas fontes de vitaminas do complexo B, principalmente
niacina, riboﬂavina e vécido folico. Sdo ricos em minerais, especialmente potassio e ferro e, tém
baixo teof de sodio (Rajarathnain e Bano, 1989; Vetter 1994; Manzi et al. 1999).

Pleurotus tém baixo teor de aminoécidos sulfurados e aromaticos quando coﬁparado
com as proteinas do ovo (Rajarathnam e Bano, 1989). Todavia, a qualidade da proteina deste
cogumelo, além de depender da espécie e frequentemente da linhagem, é determinada também
pelo substrato de cultivo, dada a influéncia que sua composi¢do exerce no teor de proteina € na
sua composi¢do de aminoacidos (Crisan e Sands, 1978; Rajarathnam e Bano, 1989).

Ranzani e Sturion (1998) determinaram a cbmposigﬁo de aminoécidos de trés espécies
de Pléurotus cultivados em folhas de bananeira. Independente do substrato de origem e da
espécie, 65 aminodcidos presentes em maior quantidade, em ordem decrescente, foram o acido

glutdmico, o 4cido aspartico, a leucina e a lisina. O total de aminodcidos essenciais encontrado



foi cerca de 40%. Dos aminoacidos essenciais presentes em ‘menores quantidades foram a
cistina e o triptofano, seguidos da metionina e histidina.

Enquanto o teor de proteinas, a composicdio de aminoicidos, de sais minerais e
vitaminas, dos corpos de frutificagio de basidiomicetos vem sendo estudados, poucas
informagGes estdo disponiveis sobre esses nutrientes no micélio vegetativo, que € estritamente
dependente,dé meio de cultivo. O valor nutricional e composi¢io quimica de diferentes
espécies de Pleurotus, em comparagdo com outros micélios de fungos comestiveis, foi avaliado
por Rajarathnam e Bano (1989) e Di Lena, Vivante e Quaglia (1997), onde concluiram que a
composigio protéica e de aminoacidos do micélio ndo variou em relagdo aquela do basidioma.

Além das propriedades nutricionais, os basidiomas de P. ostreatus apresentam também
propriedades medicinais reconhecidas cientificamente, tal como a redugdo do colesterol da
corrente sanguinea (Bobek et al. 1991 aeb) entre outras.

P. ostreatus cresce em pH relativamente baixo, tal como 3,5, apresentando um pH 6timo )
de crescimento em torno de 7,0; e temperaturas consideravelmente altas, tal como 34° C,
apresentando temperatura otima em torno de 25° C (Furlan et al. 1997). Entretanfo, o pH em
torno de 5,5 foi o mais recomendado para se obter maior degradagio da lignina (Vetter, 1992).

Uma propriedade fisiologica bastante polémica dos fungos pertencentes ao género
Pleurotus, é a sua possivel capacidade de fixacdo de nitrogénio da atmosfera (Rajarathnam'e
Bano, 1989). Existem opinides divergentes sobre esta propriedade do Pleurotus desde que
Millbank (1969) concluiu que seria improvével que nenhum eucarioto pudesse fixar nitrogénio.
Duggar e Davis (1916), Ginterova (1973), Ginterova e Maxianova (1975), Rangaswamy,
Kandawamy e Ramaswamy (1975) e Thayumanavan (1980) sugeriram que diferentes espécies
de Pleurotus fixaram nitrogénio atmosférico com base ao elevado teor de nitrogénio dos

basidiomas em relagdo aos substratos nos quais eles cresceram (Jandiak, 1976).



Considerando o fato que P. ostreatus pode absorver nitrogénio atmosférico (Ginterova,
1971 e 1973), Ginterova (1973) acompanharam o balango de nitrogénio total € a composigdo de
proteinas dos corpos de frutificagdo, bem como do substrato durante o ciclo de cultiyo. Os
resultados mostraram que P. ostreatus possui uma marcante capacidade em fixar nitrogénio
atmosférico, fixando 312 g de nitrogénio totalA por 100 kg de substrato seco. O substrato de
cultivo consistiu de palha e sabugo de milho que foram pasteurizados a 60° C por 50 horas.
Alguns pesquisadores sugeﬁram que provavelmente bactérias fixadoras de nitrogénio, que
muitas vezes produzem enddsporos, resistentes a pasteurizagdo, fixaram o nitrogénio usado
pelo fungo. Entretqnto, Kurtzman (1978) provou que estas bactérias ndo seriam capazes de
produzir enddsporos resistentes ao calor.

Pleurotus ostreatus produz uma gama de enzimas lignoceluloliticas € vem sendo
estudado como excelente produtor de lacase (Valmaseda, Jesus-Martinez e Martinez, 1991;
Youn ef al. 1995; Ardon, Kerem e Hadar, 1996; Giardina et al. 1996; Palmieri et al. 1997;
Amitai et al. 1998; Guillén-Navarro, Marquez-Rocha e Sanchez-Vasquez, 1998; Rodrigues,
Pickard e Vasquez-Duhalt, 1999, entre outros) e manganés peroxidase (Berker e Sinitsyn, 1993;
Asada et al. 1995; Kaal, Field e Joyce, 1995; Sarkar, Martinez e Martinez, 1997; Guillén-
Navarro, Marquez-Rocha e Sanchez-Vasquez, 1998; Irie et al. 2000, entre outros), poréin
atividades de peroxidases independente de manganés (Kang ef al. 1993; Vyas e Molitoris,
1995), alcool veratrilico oxidase (Sanmia et al. 1991; Marzullo et al. 1995), cellulases
(Valmaseda, Jesus-Martinez e Martinez, 1991; Burla ef al. 1992), xilanases (Valmaseda, Jesus-
Martinez € Martinez, 1991) e até mesmo um tipo especial de lignina peroxidase (Akhmedova,
1996 a e b) tém sido também citado na literatura.

P. ostreatus nio produz a enzima lignina peroxidase (LiP). Todavia, esta afirmagdo é

controvertida, pois um pesquisador russo, Akhmedova (1996 a e b), conseguiu observar
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atividade de LiP em meio de cultura de P ostreatus, alterando as condig:ées de pH da
metodologia de medida da atividade enzimatica.

~ Zadrazil (1976) indicou que alguns fungos de degradacio branca, incluindo P. ostreatus,
colonizaram palha de trigo e liberaram substdncias solliveis em 4gua a partir do complexo
polimérico do substrato, durante fermentagdo em estado s6lido e usaram a lignina como fonte
de carbono. Durante este processo a digestibilidade do substrato fermentado aumentou.

De acordo com Rajarathnam e Bano (1989), apds 60 dias de fermentagdo com espécies
de Pleurotus, todos os substratos testados, exceto palha de arroz, mostraram maior
digestibilidade in vitro comparado ao controle. Os resultados negativos com a palha de arroz,
provavelmente foram decorrentes da alta incrustagdo de SiO, no substrato. ForaI‘n também
observadas alteragbes na digestibilidade in vitro decorrente de diferengas na composicdo
qu@ca da lignina, especialmente no teor de dlcool cumarilico, 4lcool coniferilico, élcool
sinapilico, € na qualidade de polissacarideos de gramineas e de outras angiospermas. Zadrazil
(1977) discutiu a relagdo da perda da matéria orgdnica com o aumento ou decréscimo na
digestibilidade de substratos fermentados para consumo por rummantes. Nos estagios iniciais
da fermentagdo, a digestibilidade in vitro do substre_lto geralmente decresceu devido 4 utilizagio
pelo fungo de substancias de facil solubilizagdo. Nos estagios subseqiientes, os polimeros foram
degradados, resultando na liberagdo de agucar e outros componentes do substrato. Durante este
periodo, a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) para os microrganismos do rumen,
geralmente aumentou. Outros fungos, tal como Agaricus aegerita, nio decompositores de
lignocelulose, somente degradario os componentes soliveis do substrato diminuindo a
digestibilidade.

Diversas tentativas utilizando P. ostreatus t€m conseguido melhorar a digestibilidade de
substratos lignoceluldsicos em férfnentagéb em estado s6lido com concomitante enriquecimento

protéico (Ortega et al. 1992; Tripathi e Yadav, 1992; Ortega ef al. 1993; Nicolini ef al. 1992;
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Jalc et al. 1996, Adadeic et al. 1998; Kutlu et al. 1999 e 2000). O substrato lignoceluldsico
mais estudado é a palha de trigo (Tripathi e Yadav, 1992; Jalc e al. 1996; Adamovic et al.
1998; Kutlu et al. 1999 e 2000).

Adamovic et al. (1998) aumentaram mais de 30% a digestibilidade da palha de trigo
apos 120 dias de incubagdo com P. ostreatus. O aumento no teor de proteinas e sais minerais
também foi observado, porém, apds utilizagdo do substrato na alimentagdo de gado confinado,
foi observado que os animais ndo consumiam a ra¢do suplementada com mais de 17% de palha
de trigo fermentada por P. ostt;eatus. Uma diminuigdo consideravel no ganho de peso dirio dos
animais foi observada 4 medida que se aumentou a propor¢do em massa seca de substrato
fermentado na ragdo.

Por outro lado, Das ¢ Karim (1995) fermentaram palha de cevada com P. ostreatus e
ndo conseguiram melhorar a digestibilidade do substrato, pelo contrario, a digestibilidade
diminuiu apds 30 dias de tratamento; ainda assim, o teor de lignina diminuiu com o tratamento
biolégico, bem como aumentou o teor protéico.

Existem diversos fatores que podem interferir na eficiéncia do fungo em melhorar a
digestibilidade de um substrato lignoceluldsico, e que ja foram oportunamente discutidos em
itens anteriores desta revisdo bibliogrifica. Entre eles, a presenga do ion manganés (I),
presenca de compostos fendlicos e baixo nivel de fontes de nitrogénio no meio de cultura, tém
sido sugeridos para o tratamento de residuos Iignbcelulésicos por P. ostreatus de forma a obter
uma degradagdo preferencial de lignina, deixando praticamente intacta a concentragdo de
celulose (Platt ef al. 1983; Vetter, 1992; Kerem e Hadar, i993a eb, € 1995; Ardon, 1998). Esta
¢ uma condigéo sine qua non para se melhorar a digestibilidade de um substrato

lignocelulésico.



3 - MATERIAIS E METODOS

.Os materiais e procedimentos utilizados durante o desenvolvimento do trabalho, estdo

apresentados no Anexo, Figura 7.6.
3.1 - Substratos e Microrganismoé

O’ bagago de magid foi cedido pela empresa FISCHER SUCOS INDUSTRIA E
COMERCIO LTDA, com sede em Fraiburgo (SC), e foi transportado em sacos plésticos de 50
L, tendo chegado ao Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Centro de Ciéncias
Bioldgicas, na Universidade Federal de Santa Catarina apés 48 horas. de descarte, com 80% de
umidade,16 % de agucares redutores totais e pH 5,1.

No laboratério, o bagago foi fracionado em porgdes de 2 kg, acondicionado em sacos
plasticos menores e mantido congelado a -20° C até o processamento. Apés descongelamento
das amostras, o bagaco manteve a umidade e o teor de agicares redutores totais inicial, porém
seu pH abaixou para 4,3.

Os meios de culturas semi-sintéticos utilizados na manuten¢do dos microrganismos
foram 0 LMAPD — extrato de levedura (3,0 gL"); extrato de malte (3,0 g.L"); peptona (6,0
g.L*); dextrose (10,0 g.L™) e agar (20 g.L") — ¢ 0 BDA + L — extrato de batata (200,0 gLh;
dextrose (20,0 g.L7); agar (16,0 g.L"") e extrato de levedura (3,0 gL™h. |

Para o preparo do indculo de Candida utilis foi utilizado o meio LMPD — extrato de
Jevedura (3,0 g.L); extrato de malte (3,0 g.L); peptona (6,0 g.L"); dextrose (10,0 gL")
acrescido de terramicina e tetraciclina (100,0 mg.L™).

Porém, nos estudos dos pardmetros fisiolégicos dos microrganismos empregou-se 0s

meios: MEA — extrato de malte (100,0 g.L") e agar (20,0 g.L"), CALP — meio minimo' com

! Sais: (NH.).S04 (0,5 g. L™); KH,PO, (1 g.L'); KC1(0,5 g.L'); MgSO, - 7H.0 (0,2 g. L); CaCl, (0,1 g.L™).
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celulose (2,0 g.L"), extrato de levedura (0,5 g.L") peptona (0,5 g.L") e agar (20,0 g L*). PALP
— meio minimo' com pectina de ma¢d (2,0 g.L™"), extrato de levedura (0,5 g.L"), peptona (0,5
g.L'l) e agar (20,0 g.L"). XALP — fneio minimo' com xilana "birchwood" (Merk) (0,5 g.L'"),
extrato de levedura (0,5 g.L"), peptona (0,5 g.L") e agar (20,0 g.L™).

Os microrganismos utilizados foram a Candida utilis CCT 3469, depositada na Cole¢do
de. Culturas Tropical, da Fundagdo “André Toselo”, em Campinas (SP) e o fungo filamentoso
Pleurotus ostreatus var. roseus (sin. Pleurotus ostreatoroseus CCT 2603), que também se
encontra depositado na mesma cole¢do de culturas.

C. utilis foi mantida em meio LMAPD, incubada a 30° C durante 72 horas, € apds
cultivo foi armazenada a 4° C, sendo realizadas repicagens periédicas quinzenais. P. ostreatus
foi mantido em meio BDA + L, incubado a 2§° C durante 7 dias e apds cultivo foi também
armazenado a 4° C, sendo as repicagens realizadas mensalmente.

A fim de proceder a identificagdo da cepa de C. wutilis, foi avaliada a capacidade da
levedura metabolizar quinze agtcares utilizados na sua identificagdo. Foram testados glicose,
maltose, sacarose, galactose, lactose, rafinose, inulina, celubiose, trealose, ribose, melizitose,
xilose e arabinose. Para tal finalidade foi utilizado um "kit" da AUXACOLOR, fabricado por

SANOFI DIAGNOSTIC PASTER?
3.2 - Preparo do Inéculo de Candida utilis:

Previamente ao preparo do indculo de C. utilis, foi definida a curva de crescimento da
levedurarem meio LMPD, de forma a selecionar a fase do crescimento na qual a levedura
pfoduziu maior biomassa. Dessa forma, foi inoculado células de C. wtilis com 72 horas de
crescimento em meio LMAPD, recuperadas com alga de platina (3 algas/300 mL) e incubou-se

a 30° C sob constante agitagdo. Em intervalos periddicos de 3 horas foram retiradas aliquotas do

2 Sanofi Diagnostic Paster, Inc. 3, Bd Raymond Poincaré 92430, Mames-la-Coquette — France. Fax (1) 47 419133



44

meio de cultivo para avaliagdo do crescimento usando-se como medida a absorbincia a 550 nm
em espectrofotdometro VIS (modelo Jenway 6100) e também através do nimero de células,
contadas em preparagao a fresco, sob microscopio optico (modélo LABOVAL 4) com aumento
de 400x. Foi ainda determinado o nimero de células vidveis e invidveis nas aliquotas coletadas,
por técnica de contagem direta em preparagdo entre lamina e laminula com o corante vital azul
de metileno (10,0 g.L"). O mimero de células por mL, foi obtido a partir da média das
contagens de oito diferentes campos. Com o objetivo de confirmar os valores de velocidade
especifica bem como a duragdo da fase exponencial, o ensaio foi repetido.

Apbs analise da curva de crescimento foi selecionada, como indculo, uma cultura na
fase exponencial com densidade celular correspondente a 0,5 de absorbancia dptica a 550 nm,

com um fator de diluigdo igual a 20 e que correspondeu a biomassa aproximada de 5 g.L™.
3.3 - Fermentagiao Submersa do Bagaco de Magi:

Dots erlenmeyers de 2 litros, contendo 300 g de bagago de mac¢a amido em 600 mL de
agua dgstilada foram esterilizado a 121° C por 15 miﬁutos. Apdés atingirem a temperatura
ambiente, foram inoculados com 100 mL de indculo de C. utilis Vpreparado conforme
metodologia apresentada em 3.2 (5,0 g. L) e cujas células foram centrifugadas a 850 g por 10 |
min e ressuspendido em solugdo salina (8,5 g.L™).

A fermentagdo se processou a 30° C, sob aeragio constante, auxiliada por mini
compressores de ar (Anexo - Fig. 7.7). Ap0s 6 dias de fermentagdo o bagago foi seco a 50° C
durante 72 horas e foramravaliados os parametros quimicos — agucares redutores totais, lignina
Klason, lignina Klason solivel, celuloﬁe, pectina e acidos nucléicos totais — e bromatolégicos
— proteina bruta, fibras .em detcrgente acido (FDA), fibras em detergente neutro (FDN),
digestibilidade da.matéxia seca in vitro (DMSIV), nutrientes digestiveis totais (NDT), cinzas,

fosforo, célcio e potéssio.



Afim de se estudar o efeito da adicdo de diferentes fontes de nitrogénio sobre os
pardmetros do processo fermentativo, empregaram-se os mesmos procedimentos descritos
acima, porém com a adigdo de 10,0 gL de diferentes s;ais nitrogenados: (NH4),SO4; NaNOs;
(NH,)2PO4 € uréia. No final de 72 horas de fermentagdo foi somente avaliada a concentragio de
agucares redutores no bagaco.

Determinaram-se ainda, alguns parametros cinéticgs da fermentagido de C. utilis em
bagaco de ma¢d empregando o métddo de amostras destruidas. Para tal, usaram-se 16
erlenmeyers de 250 mL contendo 150 mL de meio preparado conforme formulagao
apresentada, tendo sido utilizado in6culo com idéntica concentragao celular em todos os frascos
e na propor¢do de 100 mL.L"'. As amostras foram coletadas em duplicatas (dois frascos),
medido o pH e posteriormente filtrando-se utilizando peneira de ago com poros de 1mm.
Retirou-se uma amostra do filtrado de aproximadamente 2 mL para contagém de células e
dosagem de agucares redutores totais. O filtrado restante foi reincorporado ao bagago € seco em
estufa a 50° C por 72 horas.

Os parametros cinéticos avaliados foram o érescimento microbiano, a variacdo do pH e
o consumo de agticares redutores totais. Avaliou-se também a influéncia da adi¢3o de sulfato de
* amdnio (10,0 gkg” de bagago) sobre os parimetros cinétiéos, bem como sobre o teor de'
proteinas do bagacgo fermentado.

O crescimento foi avaliado através da céntagem de células em preparagdo a fresco,
utilizando-se 1dmina e laminula em microscépio Sptico (400x), de acordo com o procedimento

realizado durante o preparo do méculo.
3.4 — Calculos dos Parametros Cinéticos:

3.4.1 - Velocidade Especifica de Crescimento: A velocidade especifica de crescimento foi

determinada através do coeficiente angular da reta obtida a partir da relagdo entre o logaritmo
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neperiano da biomassa € o tempo na fase exponencial de crescimento, de acordo com a Equagdo
3.0

InX =InX, + nt(3.1)
3.4.2 — Fator de Conversao de Substrato em Biomassa: O fator de conversdo do substrato —
acucares redutores livres — em biomassa, foi determinado através do coeficiente angular da

melhor reta, obtida a partir da relagdo entre o consumo de substrato e a producdo de biomassa,

de acordo com a Equacgio (3.2)
Yus(gg) = _(X=Xg (3.2
(Se—15)
onde: -
X : valor de biomassa (g. LY,
Xo: valor inicial de biomassa (g.L™");
Sr: concentragdo de agicares redutores totais (gL);

So: concentragdo inicial de aglicares redutores totais (g.L™).

3.4.3 — Produtividade em Biomassa: A produtividade em biomassa foi calculada dividindo-se
a concentra¢do maxima (X..«) pelo tempo de fermentagdo correspondente, como descrito na
Equacio (3.3).

P, (gL'h")=Xmax (3.3)
t

onde;

t: tempo de fermentagdo em horas, quando a biomassa ¢ maxima.
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3.5 - Determinacio dos Parimetros Quimicos e Bromatolégicos do Bagaco Fermentado

por Candida utilis:

3.5.1 - Teor de Proteina Bruta: O conteudo protéico foi determinado a partir da andlise de
nitrogénio total, obtido pelo método oficial padrdo de Kjeldahl, descrito por Clesceri,
Greenberg e Trussel (1992). O valor de proteina bruta (g.g" da amostra seca) foi obtido pelo

produto da multiplicagdo da concentragdo de nitrogénio total na amostra pelo fator 6,25.

3.5.2 - Agucares Redutores Totais: O teor de acgicares redutores foi dosado pelo método de
DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico), Miller (1959).

Em 200 puL da amostra foi adicionado 200 pL do ‘reativo de DNS’ e a mistura foi
mantida em baho-maria em ebulicdo durante 5 min. Apds resfriamento em banho de gelo,
adicionou-se 2 mL de H,O destilada. Deixou-se a amostra em repouso durante 15 min. a
temperatura ambiente, e foi realizadé a» leitura' da absorbincia ;ci 540 nm, utilizando uma
amostra de dgua destilada mais reativo de DNS, como branco.

Uma curva padrio de aghcares redutores foi contruida utilizando diferentes

concentragdes de glicose.

3.5.3 - Carboidratos e Compostos Insoliveis em Meio Acido, Determinado como Lignina
Klason: A quantidade de compostos insoldveis em meio 4cido foi determinado de acordo com
o método Klason (ASTM, 1966) modificado. Uma amostra de 1g do substrato seco foi
transferido para um Becker de 50 mL e tratada com 5 mL de H,SO4 72%, sob vigorosa
agitagdo, em um banho termostatizado a 45° C por 7 min. A reagdo foi,entdo, interrompida com
a adicdo de 25 mL de agua destilada. A amostra foi transferida quantitativamente para um

erlenmeyer de 250 mL, elevando-se o volume de églia para 137,5 mL.

3 Reativo de DNS: 300g de NaKC,O4 + 16 g de NaOH dissolvido em H.O. Adicionou-se aos poucos 10 g de 4cido
3,5-Dinitrossalicilico (com suave aquecimento) e completou-se o volume de 1000 mL com H;O destilada.
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Para completa hidrélise dos oligdmeros restantes, o erlenmeyer foi fechado com papel
aluminio e autoclavado por 15 min a 121° C. Apds a descompressdo da autoclave, o frasco foi
retirado e resﬁiédo a temperatura ambiente, sendo a mistura reacional filtrada e o hidrolisado
transferido e diluido com éagua destilada em urx; baldo volumétrico de 250 mL e armazenado
para posterior analise.

Os solidos retidos no papel de filtro, previamente tarado, foram lavados com

aproximadamente 1 L de 4gua destilada e secos em estufa a 105° C até massa constante.

3.5.4 - Compostos Soliuveis em Meio Acido,‘ Determinados como Lignina Klason Solavel:
A quantidade de compostos soliveis em meio acido foi determinada conforme metodologia
descrita por Rocha, Silva e Schuchardt (1993).

Uma aliquota de 5 mL do hidrolisado, obtida no item 3.5.3, foi diluida com dgua
destilada em um baldo volumétrico de 100 mL, depois de ter sido alcalinizada com NaOH 6,5
mol.L™ até pH 12,5.

A ‘a"osorbﬁncia da solucdo em 280 mm foi determinada em um espectrofotdmetro
UV/VIS (Ultl"ospec 3000 — Pharmacia Biotech), usando 4gua destilada como referéncia. A
concentragio de compoétos soluveis foi calculada com base na absortividade média da lignina

em pH 12 que ¢ igual 4 25 L.g’.cm™.

3.5.5 - Celulose: A concentracdo de celulose nas amostras de bagaco de magi foi determinada
utilizando a técmica desenvolvida por Updegraff (1969) para determinagdo de celulose em
materiais biologicos. |

Tratou-se 100 mg de amostra seca com 3,0 mL de solugdo aceto-nitrica®, deixando em
banho-maria a 100° C durante 30 min. Centrifugou-se a amostra 4 2124 g por 5 min,

descartando o sobrenadante. Lavou-se o precipitado com 10 mL de agua destilada,
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centrifugando novamente a 2124 g durante 5 min. Adicion'ou-se 10 mL de H,SO4 67% (v/v) €
deixou reagir por 60 min. Retirou-se 1,0 mL do hidrolisado e diluiu-se para 100 mL de agua
destilada. 1,0 mL desta solu¢do fo1 colocado num tubo de ensaio e adicionado 4,0 mL de agua
destilada. O tubo foi posto em um banho de gelo e adicionado 10 mL do reagente de antrona’.
Misturou-se e foi deixado em banho-maria a 100° C por 16 min. Entdo o tubo voltou para o
banho de gelo por 2-3 min e depois de retornado a temperatura ambiente foi feita a leitura a 620
nm, usando uma amostra em branco, como referéncia.

Para determinar a concentragdo de celulose nas amostras lidas, foi construida uma curva

padrao com base nos resultados obtidos a partir de celulose pura.

3.5.6 - Teor de Cinzas Totais: Apds massa constante, uma amostra seca (M3) foi
acondicionada em um cadinh‘o de porcelana previamente tarado (M1). Em seguida, o material
foi calcinado inicialmente a 300° C por 1 hora e depois por mais 2 horas a 800° C. Apds a
calcinacgdo, o cadinho foi resfriado em dessecador e a sua massa foi determinada (M2). O teor

de cinzas foi calculado pela seguinte equagdo : %czs = (M1-M2) / M3 x 100.

3.5.7 - Acidos Nucléicos Totais: O teor de 4cidos nucléicos totais (DNA + RNA) das amostras
foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Schéffer, Wostemeyer e Random
(1992).

Foi transferido 200 mg da amostra seca para um eppendorf de 2,0 mL e foi adicionado
800 pL de tampdo de extragdo®. Incubou-se a 65° C por 45 min. (banho-maria) e centrifugou-se
por 5 min. a 5100 g. Coletou-se a fase aquosa e a transferiu para outro tubo de modo a

processar a desproteinizagdo adicionando 500 puL de uma solugdo de fenol-cloroférmio (1:1) e

* Solugdo aceto-nitrica foi preparada misturando lentamente 15 mL de 4cido nitrico concentrado com 150 mL de
dcido acético 80%.

* O reagente de antrona foi preparado no dia da andlise, com 0,2 g de antrona em 100 mL de H,SO, concentrado, €
mantido pelo menos 2 horas no refrigerador.
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misturando suavimente. Foi realizada outra centrifugacdo a 5100 g por 5 min. e foi coletada
novamente a fase aquosa. Repetiu-se o procedimento adicionando 500 puL de cloroférmio.
Transferiu-se a fase aquosa para' um novo tubo e adicionou-se um volume de
isopropanol gelado. Misturou-se algumas vezes e deixou-se em repouso a —20° C durante 2
horas. ApoOs este éeriodo, centrifugou-se o tubo a 5100 g por 30 min. descartando o
sobrenadante. Lavou-se o “pellet” com solucdo gelada de etanol 70% e o mesmo foi seco
durante 5 min. a 37° C. O “pellet”foi ressuspendido com 50 pL de tamp3o de extragdo e
incubado a 37° C por 20 min. A concentragdo total de acidos nucléicos foi determinada através

da medida da absorbancia do material ressuspendido a 280 nm.

3.5.8 - Pectina: As analises de pectina foram realizadas de acordo com Carré e Haynes (1992).
5,0 g de amostra seca foram colocadas num erlenmeyer de 100 mL e foi adicionado 40 mL de
- agua destilada. Ferveu-se durante uma hora rﬁantendé constante o volume de 40 mL. O
"gonteﬁdo f:oi transferido para um baldo de 50 mL e foi diluido até o sinal de envase. Esta
solugdo foi filtrada usando papel de filtro Whatman niimero 4, e tomou-se por¢des de 10 mL do
filtrado. Adicidnqu-se 10 mL de 4gua destilada ¢ 10 mL de NaOH 1 mol.L" e deixou repousar
durante uma noite. Apés o repouso, adicionou-se 5 mL de 4cido acético 1 molL” e deixou-se a
solugdo em répouso por 5 min. Depois, lentamente, adicionou-se 2,5 mL de CaCl, 1 molL™ sob |
constante agitagdo. Deixou-se em repouso durante 1 hora. A solugdo entdo foi aquecida até a
ebulicio e foi filtrada & quente, usando-se papel de filtro previamente tarado. Lavou-se
perfeitamente o papel de filtro com dgua quente até eliminar todos os tragos de cloreto’. O

papel de filtro, juntamente com seu contetido foi dessecado a 105° C por 3 horas.

¢ Tampio de Extragdo: 1,5 mL de TRIS-HCI 1,0 mol.L" (pH 8,0) + 0,6 mL de EDTA 0,5 mol.L" (pH 8,0)+ 4,2
mL de NaCl 5 mol.L"! + 6,0 mL de CTAB 5% + 2,55 mL de HO.
7 A presenca de cloretos no filtrado de lavagem foi testado com solugdo de AgNO; 1 mol.L”
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3.5.9 - Digestibilidade da Matéria Seca in vitro (DMSIV): A digestibilidade foi determinada
incubando-se a amostra com extrato de mimen de bovinos, a 37° C, por 48 horas, seguido de 24
horas de digestdo em pepsina 4cida (Marten e Barnes, 1979). Esta anélise foi realizada na

EPAGRI em Lages (SC).

3.5.10 - Fibras: Os teores de fibras em detergente acido (FDA) e fibras em detergente neutro
(FDN), foram determinados de acordo com os métodos oficiais padrdes propostos por Goering

e Van Soest (1970), também realizadas na EPAGRI em Lages (SC).

3.5.11 — Determinac¢io do Teor de Nutrientes Digestiveis Totais (NDT) e Teores de Cilcio,
Fosforo e Potassio: Estas andlises foram realizadas de acordo com a metodologia padrdo
recomendada, descritas na 16° edicdo do AOAC (1995). Anilises realizadas na EPAGRI em

Lages (SC).

3.6 - Determinaciio dos Parimetros Fisiolégicos de Candida utilis.

Pare; o estudo da possivel capacidade de C. wtilis hidrolisar polissacarideos, foi
eﬁpregada uma metodologia descrita por Teather ¢ Wood (1982), onde se explora a capacidade
do corante. vermeltho Congo em se ligar as ligagdes B-(1—3)-D-glucanas, presentes nestes
polissacarideos dissolvidos no meio de cultura com agar.

C. utilis foi inoculada nos meios CALP, PALP e XALP que continham como principal
fonte de carbono a celulose, a pectina e a xilana, respectivamente. As placas inoculadas foram
incubadas a 30° C durante 7 dias. Realizou-se também um teste acrescentando-se 1°,0 gL” de
glicose no meios CALP e PALP e 10,0 g.L" de xilose no meio XALP, afim de se verificar a
inibi¢@o/indugdo da expressdo énzimética por esses monossacarideos.

Apés o periodo de incubagdo, as placas foram encobertas com uma s.oluqﬁo aquosa de

vermelho Congo (1 mg.mL™) durante 15 min. A solugdo de corante foi entdo descartada e as
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placas foram tratadas com solu¢do aquosa de NaCl 1 mol.L”} durante 15 min, para se observar
os halos de hidrélise. Depois as zonas de visualizagdo foram estabilizadas embebendo o agar
com solu¢do de HCl 1 mol.L"! durante 15 minutos. A coloragdo passou a azul e a atividade
enzimatica foi inibida.

Apds a obtencdo dos resultados da hidrélise de polissacarideos por C. ﬁtilis, realizou-se
uma fermenta§ﬁo submersa do bagaco de ma¢d com a levedura, nas condi¢bes descritas
previamente, € apds 7 dias de fermenta¢do, o meio foi filtrado em membrana Millipore (0,45
um) e o filtrado foi utilizado para determinar a presenga de atividade de enzimas hidroliticas e

oxidativas.

3.6.1 - Determinacio da Atividade de Celulases: A atividade de celulase (E.C.3.2.1.4) foi
determinada como a atividade sobre papel de filtro (FPase) segundo metodologia de Mendels,
Andreotti e Roche (1976). Incubou-se uma tira de papel de filtro Watman no. 1 (2 x 1 cm),
enrolada, com 0,5 mL de tamp3o citrato de sédio 50 xﬁmoLL", pH 4,8 e 0,5 mL do caldo
eniimético' fitrado, a 50° C por 60 min., sem agitagdo (Mandels et al. 1976). Apds a incubagdo, -
foi determinada a concentragdo de agucares redutores no meio, utilizando o método de DNS
(Miller, 1959), de forma a determinar a quantidade de glicose liberada durante a incubagio.
Uma amostra sem adi¢do da tira de papel (branco) foi analisada para se obter a concentragdo de
agucares presentes no caldo enzimatico. Uma curva padrdo foi obtida a partir da glicose (1 2 5
mmolLL") e definiu-se como uma unidade de atividade enzimética a quantidade de enzima

capaz de catalisar a libera¢do de 1 pmol de glicose por minuto a 50° C.

3.6.2 - Determinaciio da Atividade de Xilanases: A atividade de xilanases extracelulares
(E.C. 3.2.1.8 / E.C. 3.2.1.32 / E.C. 3.2.1.136) foi determinada pela quantidade de agucares
redutores liberados a partir da xilana, usando o método de Bailey, Korcak e Anderson. (1992).

Uma solugdo de xilana foi preparada a partir de 1g de xilana comercial (birchwood), dissolvida
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em 80 mL de tampao acetato de sédio 50 mmol.L", pH 5,3. A solugdo foi aquecida até a
ebuligdo e apds retornar a temperatura ambiente, 0 volume foi completado para 100 mL usando
o mesmo tampdo. Foi colocada em tubos deA ensaio 0,9 mL da solugdo de xilana e estes
incubados a 50° C por 5 min. Entdo foi adicionado 100 pL do caldo enzimaético, seguido de
incubacdo a 50° C por mais 5 min. Apés este periodo a concentragdo de agiicares redutores foi
determinada de acordo com Miller (1959). Uma curva padrio foi construida utilizando-se
diferentes concentra¢des de xilose. Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a
quantidade de enzima capaz de catalisar a liberagdo de 1 pumol de xilose pof min. a 50° C.

Amostras sem adigdo do caldo enzimético também foram analisadas para se obter o valor da

amostra em branco.

3.6.3 - Determinac¢iio da Atividade de Pectinases: A atividade global de pectinases foi
determinada usando um método espectrofotométrico para pectinase f\’ingica, proposta por
Vilarifio ef al. (1993).' Um volume de solugdo aquosa de verde de bromocresol (0,017%) foi
adicionado a 10 vo_lumes de solugdo aquosa de pectina de maga (0,5%), e o pH foi ajustado para -
5,1 utilizando NaOH 1mol L. A reagdo foi monitorada a 617 nm em um espectrofotdmetro E-
225-D. Apbs a determinagio da-absorbﬁncia de 1,95 mL da solugdo de pectina-corante, a reagdo
iniciou-se pela adi¢do de 50 uL de caldo enzimatico, anotando-se o decréscimo da absorbancia
a 617 nm (AAs17 nm.min™") apés 30 segundos.

Uma curva padrio foi construida usando-se diferentes quantidades de 4cido
.galacturdnico em vez da amostra enzimitica, de forma a determinar a equivaléncia entre AAg17
- € pmol de grupos carboxilicos liberados. Uma unidade de atividade enzimatica foi defmida

como a quantidade de enzima capaz de catalisar a liberagdo de 1 pumol de grupo carboxilico por

min.
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3.6.4 - Determinacio da Atividade de Peroxi'dases Extracelulares: A atividade de
peroxidases extracelulares independente de manganés foi determinada através da medida do
aumento na As»s com seringaldazina 0,1 moLL"(dissolvida em etanol) em tampao tartarato de
sodio, pH 4,2 (e= 65000 mol’.L? . cm?), como substrato, na presenca de H,O; 4,5 mmol.L?,
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de

oxidar 1 pymol de substrato por min.

3.6.5 - Determinaciao da Atividade de Lacase: A atividade de lacase (E.C. 1.i0.3.2) foi
determinada de acordo com o método descrito por Buswell ef al. (1996). Mediu-se no aumento
da A4z empregando ABTS (0,5 mmol. L") em tampio acetato 0,2 molL™, pH 5,0 (e= 36.000
mol™.L". cm"), como substrato. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a

quantidade de enzima capaz de oxidar 1 umol de substrato por min.

3.6.6 - Determinacio da Atividade de Manganés Peroxidase: A atividade da peroxidase
dependente do fon Mn (II), foi medida usando vermelho de fenol (5,0 g.L") como substrato (=
4.460 mol*.L" cm™) de acordo com a metodologia descrita por Kuwahara et al. (1984).

Foi adicionado em 500 uL do caldo enzimitico 100 uL de solugdo estoque de vermelho
de fenol (5,0 g.L'l.), 100 pL de lactato de sédio (250 mmol.L™?), 200 puL de albumina bovina -
(0,5%), 50 pL de sulfato de manganés ( 2' mmolL™") e 50 uL de H,0; (2 mmol. L") em tampdo
succinato (20 mmol.L™Y), pH 4,5. A soluqﬁd resultante foi incubada por 5 min. a 30°C e a
reagdo foi interrompida pela adi¢o de 40 pL de NaOH (2 molL?). A absorbincia medida a
610 nm e uma unidade de manganés peroxidase foi definida como a quantidade de enzima
capaz de oxidar 1 pmol de vei‘melho de fenol por mL por min. Uma anilise sem adi¢do de
sulfato de manganés foi realizada para. garantﬁ a dependéncia do manganés pela atividadé

peroxidase observada.
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3.7 - Fermentacao em Estado Sélido do. Bagaco de Maca por Pleurotus ostreatus var.

roseus:

Foram acondicionados em recipientes metdlicos, 40 g de bagaco de maga pré-tratado
com C. utilis durante 6 dias e 40 g de bagago nio tratado (puro), em duplicata, e foram
esterilizados e inoculados com 10 circulos de micélio-agar provenientes do cultivo em meio
BDA + L por 7 dias a 25° C. A incubagdo ocorreu durante 30 dias a 25° C e os recipientes
metélicos foram aerados constantemente através de mini compressores de ar (Anexo - Fig. 7.8).

No final do processo foram avaliados os pardmetros quimicos e bromatolégicos de
acordo com a metodologia proposta para analise do substrato fermentado por C. utilis.

Fofam também avaliados alguns pardmetros de crescimento e fisiologicos de P.
ostreatus, de forma a otimizar as condi¢Ges de fermentagdo. Um deles foi a determinagdo da
diferenca da taxa de crescimento do P. ostreatus sobre o bagaco pré-tratado com C. utilis € 0
ndo tratado, acompanhando-se o crescimento linear do fungo, utilizando tubos de vidros
preenchidc;s com os diferentes substratos (em triplicata) e tampados com algoddo de ambos os
lados, como estd demostrado na Figura 7.9 (Anexos). O fungo foi inoculado em um dos lados
com um circulo de micélio-agar de 10 mm provenientes da cultura em BDA+L e o crescimento
micelial linear foi medido a cada 2 dias, até a colonizagdo completa do substrato.

Outro parametro fisiologico avaliado foi o efeito da adicdo de quatro fontes diferentes
de nitrogénio, aquelas mesmas usadas na otimizacdo da fermentacdo submersa do bagaco de
maci por C. utilis, sob a velocidade especifica de cresctmento do P. ostreatus em meio semi-
solido. Foram adicionados NaNOQ;; (NE)ZSO4; (NH,4),PO;, e Uréia, em duas concentragdes (5,0
g.L‘1 e 10,0 gL™), no meio MEA. Os testes foram realizados em duplicatas e o crescimento

radial foi medido em quatro dire¢des, a cada 2 dias.
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Para se otimizar o processo fermentativo em estado solido foi realizado outra
fermentacdo utilizando bagago de mag¢a fermentado por C. utilis durante 36 horas, acrescido de
10,0 g.L"! de sulfato de aménio. O pH inicial do bagaco foi corrigido para 5,5 com hidréxido de
sodio e foi adicionado sulfato de manganés na concentragio de 600 pg.g". O substrato foi
hidratado até apresentar 80% de umidade e foi inoculado de acordo com o primeiro ensaio em

estado séiidb. O material foi incubado a 25° C durante 60 dias, sem aeragio.
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4.0 - RESULTADOS

4.1 - Identificagdo da Candida utilis:

Os resultados obtidos do metabolismo de diversos agucares por C. utilis CCT 3469 estdo
apresentados na Tabela 4.1. Estes resultados foram comparados com a bibliografia (Kurtzman e
Fell, 1998). A cepa de C. utilis CCT 3469 nao apresentou diferengas quanto a capacidade de

metabolizar os diferentes agucares.

Tabela 4.1: Metabolismo de diversos agucares por Candida utilis (CCT 3469)

Acucares Testados Leveduras

Candida utilis CCT 3469 Candida utilis *

Glicose + +
Maltose + +
Sacarose + +
Galactose - -
Lactose - -
Rafinose + +
Inulina - +w
Celubiose + +
Trealose + +
Ribose - -
Melezitose + +
Xilose + +
Arabinose - _

! Fonte: Kurtzman e Fell (1998).

4.2 - Preparo do Inéculo de Candida utilis em meio LMPD:

C. utilis teve uma velocidade especifica de crescimento no meio LMPD de 0,2 h*
(Anexo, Fig. 7.10 e 7.11). O gréfico da Figura 4.1 mostra o aumento da biomassa (g. L) assim
como variagdo no numero das células vidveis e invidveis. Observou-se uma fase lag com 20
horas de duragdo, seguida por uma fase exponencial de aproximadamente 40

horas,interrompida por uma diauxia que durou cerca de 5 horas. A cultura atingiu a fase
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estacionaria apresentando cerca de 5,0 g. L de biomassa. Apos 70 horas de fermentagdo as
células entraram em declinio, que foi acompanhado pela diminui¢do da biomassa e acentuado
abaixamento no nimero de células vidveis no meio de cultura. As avaliagdes do crescimento
usando-se a biomassa seca coincidiram com a contagem direta do nimero de células, mostrando
que ambos os métodos foram estimativas vidveis para avaliagio do sistema. A correlagdo
encontrada entre biomassa seca e numeros de células no meio fermentativo esta ilustrada no

Anexo Fig. 7.13.
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Figura 4.1 — Curva de Crescimento de C. wutilis em meio LMPD, a 30° C, sob agitagdo constante,
avaliado através da medida de biomassa seca ¢ do nimero de células vidveis ¢ invidveis..

O nimero de células invidveis durante o cultivo de C. utilis em meio LMPD manteve-se
bastante reduzido, sendo observado um aumento somente apos a cultura ter atingido sua fase
estacionaria de crescimento.

Os resultados da segunda curva de crescimento de C. utilis em meio LMPD efetuada
para confirmagado da velocidade especifica de crescimento e duragdo da fase lag, repetiram estes
valores sendo que a fase lag durou apenas 10 horas. Entretanto a fase exponencial manteve-se a
duragdo aproximada de 40 horas, também apresentando uma diauxia durante a fase exponencial
no mesmo periodo encontrado no primeiro ensaio. A fase estacionaria foi alcangada apds 50

horas de fermentagdo,apresentando a mesma concentragdo de biomassa do primeiro ensaio (5,0
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g.L™"). Por outro lado, neste segundo ensaio o nimero de células invidveis manteve-se baixo
durante o periodo da fermentacdo. A curva do segundo ensaio estd apresentada no Anexo (Fig.
7.12).

O tamanho e o volume celular de C. wufilis apresentaram alteragdes durante o processo
fermentativo e observou-se um consideravel aumento no numero de células menores apos 40
horas de cultivo no meio LMPD, coincidindo, com o aparecimento da diauxia que interrompeu
a fase exponencial. Entretanto, as células menores (atipica) ocorreram mesmo antes da diauxia,
entretanto elas estavam em menor percentagem do que as células normais (tipicas). Apds esta
fase, verificou-se um grande aumento na percentagem de células menores na populacdo

microbiana do meio fermentativo, como esté ilustrado na Figura 4.2.
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Figura 4.2 — Curva de crescimento de C. wtilis avaliando o dimorfismo celular durante o cultivo em
meio LMPD, a 30° C, sob aeragdo constante.

A variagdo na dimensdo de C. utilis esta representada na Figura 4.3, que apresenta a

diferenca de tamanho entre uma célula tipica, maior (A), e uma célula atipica, pequena (B).
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Figura 4.3 — Fotomicrografia de C. utilis cultivada em meio LMPD, em preparagido a fresco entre
lamina e laminula, evidenciando a diferenga morfoldgica entre uma célula tipica (A) ¢ uma célula que
teve seu tamanho alterado (B). Preparagdo a fresco (1000x).

4.3 - Fermentacio Submersa do Bagaco de Magé por Candida utilis:

A fermentagdo do bagaco de maca por C. utilis proporcionou um decréscimo de 80% no
teor de agucares livres do bagaco, convertendo-o, principalmente em proteinas, que teve seu
teor aumentado de 4,1 % (p/p) para 8,3% (p/p), ou seja um aumento de 100%. Verificou-se
também aumento na concentragdo de sais minerais disponiveis de 2,0% (p/p) para 2,6% (p/p),
bem como um consideravel aumento no teor de nutrientes digestiveis totais (Tabela 4.2).

A digestibilidade da matéria seca in vitro aumentou apos o tratamento com C. utilis,
sendo observado 8,2 % de incremento na digestibilidade em apenas 6 dias de fermentacao.

O bagaco fermentado foi enriquecido nutricionalmente, visto que, além do aumento no
teor protéico e maior digestibilidade, j4 mencionados acima, o teor de trés elementos
importantes na dieta dos animais, célcio (Ca), fosforo (P) e potassio (K). Estes elementos
aumentaram apoés a fermentacao em 20%, 30% e 23% respectivamente.

Outro fator nutricional importante é o teor de nutrientes digestiveis no bagago tratado,
que sdo aqueles nutrientes capazes de serem metabolizados pelos animais. Eles também tiveram

um aumento de cerca de 16%, passando de 53,4 % (p/p) para 61,8 % (p/p) .
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Tabela 4.2: Parametros quimicos e bromatoldégicos do bagaco de maca antes e apos fermentagdo
por 6 dias, com Candida utilis.

Parametros Tratamentos
N&o Fermentado Fermentado
% (p/p)

agucares redutores totais 15,0 3,0
Proteina bruta 4,1 8,3
Fibra em detergente acido (FDA) 29,2 33,8
Fibras em detergente neutro (FDN) 40,3 45,8
Digestibilidade (DMSIV) 58,5 63,3
Nutrientes digestiveis Totais (NDT) 53,4 61,8
Acidos Nucléicos Totais 0,002 0,003
Cinzas 2.0 2,6
Fosforo 0,07 0,09
Cilcio 0,10 0,12
Potassio 0,43 0,53

O teor de acidos nucléicos totais, embora tenha aumentado em 50 %, apresentou uma
concentracdo baixa (0,003 % p/p), que dificilmente representaria risco para saide do animal,
principalmente em se tratando de ruminantes, que metabolizam completamente estas moléculas
sem danos ao seu organismo (Duran, 1989).

Embora a digestibilidade do bagago fermentado tenha aumentado, o teor de fibras, tanto
FDA como FDN, também aumentou. Ocorreu uma marcante degradagao da fragdo soluvel da
lignina, avaliada como lignina Klason soluvel (Figura 4.4). C. utilis degradou aproximadamente
76% de lignina Klason solavel, fato que constitui num resultado inédito no que se refere ao
metabolismo de leveduras, que ndo sdo citadas na bibliografia como microrganismos
degradadores de lignina. J4 a fra¢do insolivel da lignina manteve-se intacta.

Os polissacarideos dosados também apresentaram uma pequena degradagdao apds a
fermentag@o. O teor de celulose diminuiu 7,8% e o de pectina 16%.

No estudo de otimizagdo do tempo de fermentagdo e consumo de agicares, foi

observado um consumo de aproximadamente 90 % do acucares do meio fermentativo, ao final
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de 72 horas de fermenta¢do, sem a adicdo de fontes extras de nitrogénio. Por outro lado, a
adi¢do de 10,0 g.L"' de uma fonte extra de nitrogénio aumentou o consumo de agiicares, visto
que no mesmo periodo de fermentacdo, foi possivel consumir cerca de 98% dos agucares livres
quando acrescentado uréia ou fosfato de amonio. A adi¢do de nitrato de sodio e sulfato de
amonio permitiu as leveduras consumirem cerca de 97% dos agtcares em 72 horas.

Na defini¢do dos parametros cinéticos de crescimento de C. ufilis no bagaco de maca
verificou-se que o consumo de aglicares no bagaco acrescido de 10,0 g.L"' de sulfato de
amonio, durante 6 dias, atingiu seu valor maximo em apenas 24 horas de fermentacdo (Figura
4.5- A), consumindo cerca de 90% dos agucares redutores livres no meio de cultura.

A Figura 4.5 (B) evidencia a variagdo na concentragdo de agucares redutores apds as
primeiras 24 horas de fermentacdo. Os resultados expressos no grafico permitem sugerir que
moléculas de agucares redutores devem estar sendo liberadas a partir da hidrolise de

polissacarideos presentes no substrato.
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F.igura 4.6 - Curva de crescimento de C. wutilis em bagago de mag¢id sem adi¢do de fonte extra de
nitrogénio.

A fermentagdo do bagago de maga por C. utilis sem adigdo extra de nitrogénio atingiu o
seu consumo maximo de agucar em torno de 45 horas de fermentagdo, consumindo cerca de 96
% dos agtcares livres no substrato de cultivo (Figura 4.6). Neste periodo a cultura atingiu a fase
estacionaria, apresentando em torno de 6 x 10° cel. mL™. Ndo se observou grande redugdo do
pH durante este periodo, nem a presenga de uma fase lag tipica.

Ja durante a fermentagdo em que foi adicionado 10,0 g.kg de sulfato de amdnio no meio
fermentativo, o consumo de agilcares atingiu seu maximo valor apds 34 horas de fermentacdo
(Figura 4.7). A biomassa produzida neste periodo foi de 7,2 x 10° cel. mL™, e foi observado

uma maior redugdo do pH. Entretanto, também ndo foi observada uma fase lag tipica.
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Figura 4.7 - Curva de crescimento de C. utilis em bagago de magad acrescido de 1% (p/p) de sulfato de
amonio.

A velocidade especifica de crescimento (tumax) para C. utilis em bagago de macgd, sem a
adigdo de sulfato de amonio, foi 0,05 h™ (Anexo, Fig. 7.15), e com a adicdo do sulfato de
amodnio esse valor duplicou atingindo 0,09 h™ (Anexo, Fig. 7.16). Por outro lado, o fator de
conversao de aglcares em biomassa, no processo fermentativo sem a adigdo do sulfato de
amonio, foi ligeiramente superior ao encontrado no processo contendo sulfato de amonio
(Figuras 4.8 e 4.9). Mas mesmo assim, a produtividade em biomassa do processo com adigao de
sulfato de amonio foi de 0,05 g.L"'h", contra 0,03 gL' h" sem a adicdo de fonte extra de
nitrogénio.

Todavia, € importante ressaltar que a diminui¢gao no tempo de fermentagido refletiu
negativamente no teor de proteinas convertidas pela C. utilis. Apds as 54 horas de fermentagao
com C. utilis sem fonte adicional de nitrogénio, o teor de proteinas do bagago aumentou cerca
de 52,3%. Ja na fermentagdo onde foi adicionado sulfato de amonio no meio fermentativo, o
teor de proteinas no bagago de maga foi menor, apresentando aumento de somente 31% apods 35

horas de fermentacgao.
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Figura 4.8 - Fator de conversao de substrato em biomassa durante fermentagdo do bagago de maga por
Candida utilis sem fonte adicional de nitrogénio.
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Figura 4.9 - Fator de conversio de substrato em biomassa durante fermentagio do bagago de maga por

Candida utilis com fonte adicional de nitrogénio.

Cultivando C. utilis em meio minimo contendo um dos trés principais polissacarideos

encontrados no bagago de mag¢d — celulose, xilana e pectina — como principal fonte de

carbono, verificou-se o desenvolvimento de colonias em todos os trés meios. Através do uso do

corante vermelho Congo, observou-se a formagao de um reduzido halo de hidrélise em torno

das colonias, medindo aproximadamente 1-2 mm de espessura (Figura 4.10), o que indica a

liberacdo de enzimas hidroliticas extracelulares para o meio de cultura.
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Figura 4.10 - Colonias de Candida utilis crescendo em meios de cultura, contendo os polissacarideos,
pectina, celulose e xilana, como unica fonte de carbono. Coloragio com vermelho Congo para
evidenciar os halos de hidrdlise dos polissacarideos em torno das colonias. A) Meio PALP (pectina
0,2% p/v); B) Meio CALP (celulose 0,2% p/v); C) Meio XALP (xilana 0,05% p/v); D) Ponto sem
inoculagdo (controle).

Figura 4.11 - Placa de Petri com cultura de Candida utilis (B) e Saccharomyces cereviseae (A),
cultivados em meio CALP, apds aplica¢do do corante vermenlho Congo, evidenciando os halos de
hidrolise em torno das colonias de C. utilis (B) e a auséncia do halo de hidrélise em torno das colonias
de 8. Cerevisiae(A).

Verificou-se o efeito da glicose no meio de cultura sobre a producdo de enzimas
celuloliticas por C. utilis (Figura 4.11). Observou-se a formagao de um halo muito maior (1,0

cm) comparado as coldnias crescidas em meio minimo (Figura 4.10). Neste caso, ndo se
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observou inibi¢do da producdo de enzimas celuloliticas pela presenca de glicose no meio. Ja as
colonias crescidas em meio com pectina e glicose, e xilana e xilose, ndo apresentaram halo de
hidrolise apés coloragdo com vermelho Congo, demostrando que a presenca desses
monossacarideos no meio de cultura inibe a hidrélise destes polimeros.

A atividade das enzimas produzidas por C. utilis no metabolismo dos biopolimeros

presentes no bagaco de maga estd apresentada na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Atividade enzimética de Candida utilis cultivada em bagago de maca por 7 dias a
30° C em fermentagdo submersa.

Enzimas Atividade
U.mL™
Pectinase 44,0
Xilanase 18,0
FPAase 17,4
Peroxidase —
Lacase —
Manganés Peroxidase 15,1

(—) Nio foi observada atividade.

Paralelamente aos resultados obtidos em meio de cultura semi-solido, o filtrado obtido
apos fermentagdo do bagago de maca por C. utilis durante 6 dias, apresentou atividade
pectinolitica, xilanolitica e celulolitica, além da atividade de manganés peroxidase. Por outro

lado, nao foi observada atividade das enzimas peroxidase independente de manganés e lacase.

4.4 - Fermentacao em Estado Sélido do Bagaco de Maca por Pleurotus ostreatus:

Os resultados referentes ao enriquecimento nutricional dos substratos fermentados com
P. ostreatus estdo apresentados na Tabela 4.4. Apos a fermentacdo, o bagaco que apresentava
uma colora¢do marron, no inicio da fermentagao, tornou-se branco e com aroma de nozes
(Anexo - Fig. 7.17). O teor protéico do bagago pré-tratado com C. utilis apresentou um

enriquecimento de 155% apos ter sido tratado com P. ostreatus, passando de 4,1% (p/p) de
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proteina na amostra controle, para 10,5% (p/p) na amostra fermentada. Este valor superou

aquele obtido no bagago fermentado por P. ostreatus sem o pré-tratamento.

Tabela 4.4: Pardmetros quimicos e bromatologicos do bagago de maca antes e apos 30 dias de
fermentagdao em estado solido por Pleurotus ostreatus.

Parametros Substratos
I 1 | 11} v
% (p/p)
Acucares redutores totais 15,0 3,0 16,5 9,0
Proteina bruta 4,1 8,3 5,2 10,5
Fibra em detergente acido (FDA) 29,2 33,8 34,5 35,8
Fibras em detergente neutro (FDN) 40,3 45,8 40,8 442
Digestibilidade (DMSIV) 58,5 63,3 62,6 52,5
Nutrientes digestiveis Totais (NDT) 53,4 61,8 61,5 51,0
Acidos Nucléicos Totais 0,002 0,003 0,003 0,003
Cinzas 2,0 2,6 2,4 32
Fosforo 0,07 0,09 0,08 0,13
Calcio 0,10 0,12 0,12 0,13
Potassio 0,43 0,53 0,58 0,67

(I) - Bagago ndo fermentado (controle); (II) — Bagaco fermentado por Candida utilis durante 6 dias; (III) - Bagaco
sem pré-tratamento, fermentado por P. ostreatus; (IV) - Bagaco pré-tratado com Candida utilis ¢ fermentado por
P. ostreatus.

O bagaco fermentado sem pré-tratamento com C. utilis apresentou um enriquecimento
no teor de proteina de apenas 25%, sendo inferior ao enriquecimento obtido pelo tratamento
utilizando somente a levedura (Tabela 4.2), além do periodo de fermentagao ter sido menor para
C. utilis (6 dias) quando comparado ao periodo utilizado por P. ostreatus (30 dias).

Uma caracteristica favordvel ao tratamento com ambos os fungos, além do
enriquecimento protéico, foi a maior disponibilizagdo de sais minerais. Observou-se um
enriquecimento no teor de fosforo, célcio e potéssio, tendo as porcentagens passadas de 0,07 %,

0,10 % e 0,43%, para 0,13%, 0,13% e 0,67%, respectivamente.
P
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Entretanto, a digestibilidade do substrato fermentado, sequencialmente, por C. utilis e P.
ostreatus, foi reduzida, podendo inviabilizar este produto para alimentagdo animal. A
digestibilidade decresceu 10,2%, como também o teor de nutrientes digestiveis diminuiu 4,5%.

O teor de fibras (FDA e FDN) em ambos substratos tratados aumentou, resultando em
uma concentra¢ao dos componentes poliméricos do substrato. A Figura 4.12 mostra que tanto a
lignina Klason como a celulose tiveram suas massas concentradas apos o tratamento com P.
ostreatus em ambos os substratos avaliados. A concentragdo de lignina Klason solivel, no
entanto, diminuiu no tratamento com P. ostreatus no bagago sem pré-tratamento, porém foi uma
degradagdo inferior a degradagdo obtida com C. utilis em 6 dias de fermentagdo. Ja a lignina
Klason solivel no bagaco pré-tratado com C. utilis ndo foi degradada. A fragdo de pectina
apresentou degradagdo em ambos substratos, porém foi maior no substrato que ndo foi pré-
tratado com C. utilis.

P. ostreatus nao apresentou diferenca significativa na sua velocidade especifica de
crescimento e colonizagdo do bagaco de maca pré-tratado com C. utilis comparado ao bagago
sem pré-tratamento. As Figuras 4.13 e 4.14 mostram os resultados obtidos através da medida de
crescimento linear do P. ostreatus em tubos de vidro preenchidos com os substratos em
questdo. Na Figura 7.9 (Anexo) sdo apresentados os tubos contendo bagaco de maga,
colonizados pelo fungo.

Os ensaios realizados para avaliar a sensibilidade do P. ostreatus a diferentes fontes de
nitrogénio, mostram que este fungo necessita de um tempo maior para se adaptar a presenca de

alguns sais nitrogenados (Figura 4.15).
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Figura 4.12 - (A) Concentragéo dos componentes poliméricos do bagago de maga antes e apos o tratamento com Pleurotus ostreatus. 1:
Lignina Klason (% p/p); 2: Lignina Klason solivel (mg/g); 3: Celulose (% p/p); 4: Pectina (% p/p). (B) Lignina Klason soluvel (mg/g), menor
escala.
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Figura 4.13 - Crescimento linear do fungo Pleurotus ostreatus sobre bagago de magi nio tratado com
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Figura 4.14 - Crescimento linear do fungo Pleurotus ostreatus sobre bagaco de mag¢a tratado com

Candida utilis durante 6 dias. Os tubos I, II ¢ III sdo triplicatas.
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Figura 4.15 - Crescimento radial de Pleurotus ostreatus sobre meio MEA acrescido de
diferentes sais nitrogenados, a 25° C.

Foi observada uma fase de laténcia (lag) de crescimento quando P. ostreatus foi
inoculado em meio MEA acrescido de fosfato de amonio 10,0 g.L" e 5,0 g.L" e uréia 5,0 g.L"*
A fase lag teve uma duracgdo de 6 a 8 dias de incubagdo. A adigdo de nitrato de sédio e sulfato
de amé6nio ndo impediu a colonizagdo do fungo, porém o periodo gasto para colonizagdo foi
maior do que o meio sem adi¢do de sais (controle). Por outro lado, uréia 10,0 g.L” inibiu
completamente o crescimento do fungo no meio de cultura.

Embora os meios de cultura contendo sais de nitrato de sodio e sulfato de amdnio
tenham sido colonizados completamente pelo P. ostreatus, as velocidades especificas de
crescimento nestes meios foram em média 50% menores que a encontrada no meio controle
(Tabela 4.5). As velocidades especificas de crescimento radial menores foram para o meio de

cultura contendo fosfato de amonio.
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Tabela 4.5: Velocidade especifica de crescimento radial de Pleurotus ostreatus em meio MEA
acrescido de diferentes concentragdes e fontes de nitrogénio.

Pardmetro Fontes de Nitrogénio

dia™ Controle NaNO; (NH4),SO4  (NH4),PO, Uréia

5,0 10,0 5,0 10,0 5,0 10,0 5,0 10,0
gL’

Hhiak 0,44 0,23 0,18 0,24 0,22 0,08 0,06 0,10 0,0

Por tltimo, quando P. ostreatus fermentou o substrato durante 60 dias, ndo foi
verificada consideravel degradagao da lignina. O teor de lignina Klason foi concentrado durante
o processo fermentativo (Figura 4.16), e o teor de lignina Klason soluvel diminuiu
significativamente, podendo, entretanto, ter melhorado a digestibilidade do substrato
fermentado.

A fracdo celuldsica sofreu uma insignificante degradagdo de 6,5% e a pectina foi
totalmente consumida durante os 60 dias de fermentagdo. Por outro lado, a concentragio de
agucares redutores livres encontrada no bagago foi praticamente nula e o teor de proteinas teve

um aumento de 500% comparado ao bagaco ndo tratado.
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Figura 4.16 - Concentracdo dos componentes poliméricos do bagaco de magd, antes e apds o tratamento com Pleurotus ostreatus durante 60
dias em bagaco de maga pré-tratado com Candida utilis.



5 - DISCUSSAO

5.1 — Preparo do Inéculo de Candida utilis

A fermentagio do bagago de mag:z'i por Candida utilis permitiu reduzir o teor de agucares
livres acompanhado do enriqﬁecimento de proteinas e sais minerais bem como do aumento na
digestibilidade do substrato.

Para um processo: fermentativo ser eficiente a preparagio do indculo é fundamental,
existindo certos requisitos que devem ser avaliados. Um deles € a velocidade especifica de
crescimento do micforganismo no meio de cultura selecionado. C. utilis apresentou fimax MO
meio LMPD de 0,2 ', sendo inferior ao resultado obtido por Ahmad e Holland (1995), quando
cultivaram esta levedura em fermentagio ém batelada, usando glicose como unica fonte de
carbono. Os pesquisadores conseguiram obter um um.x de 0,6 b, verificando que a velocidade
especifica de crescimento de C. utilis aumentou a medida que se aumentou o fornecimento de
O,. Portanto, € possivel concluir que o valor de ¢ Obtido na ﬁreparag:ﬁo do inéculo em LMPD
possa ser devido a limitagéo de oxigenagdo que o sistema utilizado apresentou.

Apesar do valor do JHimax N3 curva de crescimento de C. utilis ter sido idéntico nos dois
ensaios realizados, a fase lag de crescimento mais longa no primeiro ensaio do que no segundo.
Esse fato ocorren porque a biomassa viavel inoculada em cada ensaio variou. No primeiro‘ /
ensaio a amostra no momento da noculagdo épresentou 17 x 10° cel.mL” vidveis, e no
segundo, este valor foi de de 117 x 10° cel. mL™. Esta diferenca no inéculo de ambos ensaios
resultou da imprecisdo no método de inoculacdo usando alga de platina.

Por outro lado, ¢ importante ressaltar que o nimero de células invidveis no meio de
cultura, durante o crescimento, s6 aumentou em apenas um dos ensaios, o primeiro, € ocorreu
apos a cultura ter atingido a fase estacionaria de crescimento. Desta forma, o mocu]o

COIlStltme por celulas na fase exponencial incluiu celulas na sua maioria viaveis.
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Outra caracteristica importante na curva de crescimento de C. Qtilis foi a diauxia apds
aproximadamente 20 horas de fase exponencial, presente nos dois ensaios, € que se caracterizou
por uma breve fase estaciondria durante a fase log. E possivel que a alteragdo morfoiégica das
c€lulas de C. utilis durante processo fermentativo, também observada por diversos
pesquisadores (Pozmogova et al. 1978; Straskrabova, Péca é Kralickova,1980; Samoilenko e
Petrikevich, 1881; Vorob'eva e Filonenko, 1982; Lirova ef al. 1986; Lucca et al. 1991; \{otruba
€ Vrana, 1995), tenha afetado o metabolimo celular da levedura, impedido a sua multiplicacdo,
tal como uma tipica fase de laténcia.

Constatou-se marcante dixqinuic;ﬁo no volume e comprimento das células ap6s a diauxia
no decorrer da fase exponencial. Muitas células apresentavam dimensdes tipicas, porém o
nimero de células atipicas e menores aumentou cosnideravelmente durante este periodo de
laténcia (Figuras 16 e 17). Resultados semelhantes foram encontrados por Vorobeva e
Filonenko (1982), que explicaram este tipo de alteracdo morfolégica pelas baixas
disponibilidades de oxigénio ou de glicose. Dessa forma, nos dois ensaios realizados a alterag¢do
morfolégica pode ter decorrido da redugdo na disponibilidade de glicose no rﬁeio de cultura,
bem como da oxigenag¢do, em virtude do aumento na concentragdo celular, embora a velocidade
de agitacdo tenha sido mantida constante.

Lirova et al. (1986) observaram também uma diminuigdo na dimensio das celulas sob
condi¢des limitantes de carbono. Entretanto, estes pesquisadores relacionaram também os
valores baixos de pH do meio de cultura, com a diminuigdo na dimensdo celular e formagdo de
agregados. E possivel que para além da redugdo de glicose a consequente redu¢do do pH possa
ter influenciado a alteragdo morfologica da levedura, embora nio tenha sido detectada a

formacgao de agregados celulares. ; .
A decisio de se utilizar o inéculo com 5,0 gL' de biomassa microbiana, foi

estabelecida porque este constitui um valor suficiente de biomassa para se iniciar uma
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fermentagdo em batelada, a0 mesmo tempo que pouco tempo (~48 horas) foi requerido para sua
obtencdo. Outro fator importante considerado foi o fato das células nio terem ainda atingido, ao
final deste periodo, a fase estaciondria de crescimento, evitando assim um possivel aumento no

namero de células inviaveis.
5.2 - Fermentagao Submersa do Bagaco de Maca por Candida utilis

No final da primeira fermentagdo submersa do bagaco de maga por C. utilis, observou-
se uma reducdo em cerca de 80% no teor de agicares redutores totais, deixando o bagago com
apenas 3% de acucares livres. Rahmat ef al. (1995) conseguiram eliminar totalmente os
actcares do bagaco de ma¢a empregando C. utilis durante 72 horas de fermentag@o. Entretanto
O processo fermentativo em estado s6lido e o substrato foi suplementado com 10 gL de
sulfato de amonio.

jé em relagdo ao incremento no teor de proteinas do bagago de maga apds o tratamento
com C. utilis foi alto quando comparado a outros resultados obtidos a partir de substratos
lignoceiulc';sicos sem hidrélise prévia (Monteiro, Silva e De Moraes, 1991; Tripathi e Yadav,
1992; Adamovic ef al. 1998, Nigam, 1998), ¢ mesmo quando comparado a resultados com
substratos quimicamente hidrolisados (Gupta et al. 1986; Ashour et al. 1993, Pessoa, De
Mansilha e Sato, 1996).

Entretanto, o valor de enriquecimento protéico, obtido nesse t;abalho, foi inferior ao
obtido por Rahmat et al. (1995), que obteve .173% de aumento no teor de proteinas do bagago
- de mac¢d fementado por C. utilis, durante 72 horas. Porém, esses pesquisadores empregaram
fermentacdo em estado sélido, utilizando substrato suplementado com 10,0 g.L! de sulfato de
aménio. Bhalla e Joshi. (1998), também obtiveram maior aumento no teor de proteinas do
bagago de maga, tendo atiﬂgido 150% de enriquecimento em 7 rdias de fermentagao submersa,

mas foi empregado dois microrganismos, C. utilis e Aspergillus niger.
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Provavelmente, as caracteristicas 'ﬁsico—quimicas do bagago de magd, apresentando
marcante propriedade higroscopica devido ao seu alto teor de pectina e a presenga de elevados
teores de agiicares livres, tenha sido o fator principal para a obtengdo de incremento protéico,
visto que na literatura os incrementos obtidos com outros substratos lignoceluldsicos sdo
inferiores. Um bom exemplo para ser comparado é o trabatho realizado por Nigam (1998), que
utilizando C. utilis para enriquecer o bagago de abacaxi, conseguiu somente 53% de
emiqueéiﬁ:ento protéico, além de Adamovic ef al. (1998) ter conseguido aumentar em apenas
13% o teor de proteinas da patha de trigo e Gupta ef al. (1986) que o&ivaam aumento de 10%
no teor protéico quando inocularam diversas espécies fungicas em hidrolisado de sabugo de
milho. Portanto, é evidente que o enriquecimento obtido nesse trabalho foi muito promissor ;a
pode ser comparado a outros trabalhos bem sucedidos.

O aumento da digestibilidade do bagaco de maca de 8,2%, apds cultivo com C. utilis, foi
um resultado inédito. Este resultado € importante principalmente quando comparado aos valores
obtidos ap0s tratamento com fungos filamentosos lignoceluloliticos, que requerem periodos
longos para methorar a digestibilidade de um substrato (Moyson e Verachtert, 1991). Além do
mais, nio existe citagio na literatura que umar levedura fosse capaz de melhorar a
- digestibilidade de um material lignoceluldsico. Geralmente, a maioria das leveduras requer
sacarificagdo das fibras presentes em substratos lignocelulésicos antes de sua utilizagdo como
fonte de carbono (Walker, 1998). Embora a capacidade de degradagdo de hemicelulose e
pectina tenha sido detectada em alguns grupos de leveduras, nenhum grupo foi indentificado
com capacidade de degradar celulose e lignina (Walker, 1998).

Como foi verificado, a fermentagdo com C. utilis resultou na diminuigdo da fragdo de
lignina Klason solivel Durante a hidrélise 4cida na andlise de lignina Klason, fragmentos
externos da rholécula de lignina se solubiﬁzaram, integraﬁdo ao hidrolisado, 0 que resulta em

um erro no teor de lignina medida pelo método Klason (Rocha, Silva e Schuchardt, 1993).



82
Assim sendo, uma diminuigdo nestes fragmentos no hidiolisado significa que por¢des externas
da molécula da lignina foram degradadas, principalmente aquelas que se encontravam ligadas
aos polimeros de polissacarideos tal como celulose € hemicelulose.

Este resultado na degradagdo da lignina Klason soliivel foi um dos fatores respons;éveis
pela maior digestibilidade do bagago apds fermentagdo com C. ufilis, uma vez que a
digestibilidade de um substrato lignoceluldsico estd inversamente relacionada com a
concentragdo de lignina no substrato, porque quanto maior for a concentragdo de lignina menor
sera a digestibilidade do substrato (Zadrazil, 1977).

De forma oposta, a fragdo insolivel da lignina manteve-se praticamente intacta. Este
resultado poderia se modificar caso houvesse maior disponibilidade de oxigénio nﬁ meio de
cultura, como por exemplo, se fosse utilizado um processo de fermentagdo em estado sélido,
péis a degradagdo da lignina é extremamente dependente da presenca de oxigénio (Kamra e
Zadrazil, 1988). Entretanto, Rahmat ez al. (1995), também realizando fermentagao do bagaco de
mag¢i utilizando C. whilis em fermentagdo em estado solido, ndo detectaram degradagdo da
lignina, celulose e hemiceiulose. Ao contrério, a concentragido destes polimeros aumentou apds
a fermentagdo, indicando ter havido ufna concentragdo em massa destas fibras. Esta
discrepancia entre os resultados obtidos por estes pesquisadores e aqueles encontrados neste
trabalho pode ser explicada pela suplementacdo de nitrogénio, que pode ter inibido a |
degradagdo dos biopolimeros pela levedura. A supressio na degradagdo da lignina foi detectada
em substratos ricos em nitrogénio por diversos autores (Kirk et al. 1976 e 1978; Zadrazil e
Brunnert, 1980 e 1982; Kamra e Zadrazil, 1988). Outro fator que deve ser levado em
consideracao é que a degradagdo de biopolimeros geralmente integra o metabolismo secundério
dos microrganismos € na fermentagio realizada por Rahmat et al. (1995), a duragdo do processo
foi de 72 horas, podendo ndo ter havido tempo suficiente para a degradagdo destes componentes

em mveis detectdveis.



A fracdo de celulose do bagago apresentou uma ligeira degradagdo de 7,8%, também
constituindo um resultado importante, visto que, como ja mencionado, a capacidade celulolitica
ndo foi ainda detectada em leveduras (Walker, 1998). A ligeira degradacdo da fragdo celuldsica
do bagago também colaborou para o aumento da digestibilidade do Bagago fermentado pela
levedura. A degradagdo seletiva da lignina, mantendo praticamente intacta a por¢do celuldsica
de um substrato ¢ uma:condig:z"io fundamental para o aumento da digestibilidade de um material
lignoceluldsico.

- Porém, quando cultivadas em meios apropriados, vérias espécies de leveduras degradam
substincias pécticas (Blanco ez al. 1999), tal como ocorreu com C. utilis que degradou 16% da
pectina presente no baga¢o de maca.

Por outro lado, € possivel relacionar a degradagdo da celulose ¢ da pectina com a
concentragdo remanescente de agicares redutores no bagago de mai:z"i fermentado. Apés 6 dias
de fermentagdo submersa, seria improvavel ndo terem sido esgotados os agiicares livres no meio
de cultivo da levedura, ao menos que a levedura degradasse algum dos polissacarideos. Assim,
a levedura éonsumiu 0s ag:ﬁcares livres no meio até um limite maximo, quando os
. polissacarideos — celulose, pectina e hemicelulose — comegaram a serem degradados,
voltando o teor de agucares a apresentar um ligeiré aumento.

Outro resultado importante relativo ao metabolismo da levedura foi o efeito da adigdo de |
uma fonte §uplementar de nitrogénio a0 meio de cultura e a sua eficiéncia no consumo de
agucares. A adigdo de nitrogénio favoregeu a diminui¢do do teor de ag:ﬁcares. do bagago de
maci quando fermentado por C. utilis, pois atingiu-se em 72 horas o mesmo consumo de
acucares do que aquele obtido por Rahmat ef al. (1996). Este regultado mostra que 0 nitrogenio
‘é o fator limitante do crescimento da levedura no substrato.

Como ndo se obtiveram‘diferenqz‘is .signiﬁc.ativas entre os resultados de consumo de

agucares obtidos a partir da suplementag3o com os diferentes sais nitrogenados, foi selecionado
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o sulfato de ambnio para utilizagdo nos experimentos posteriores, visto que o fosfato de aménio
implica na suplementagao de fosfato, o que provavelmente poderia estimular a produgdo de
acidos nucléicos, tal como veﬁﬁcado por Lucca, Romero e Callieri, (1995). J4 a adigdo de uréia
e de nitrato de sédio produziram, apés fermentagdo, uma color;gﬁo escura no bagago de maga,
deixando-o com um aroma desagradavel, fato que poderia interferir na palatabilidade do

substrato.

5.3 — Determinacio dos Parametros Cinéticos de Crescimento de Candida utilis em Bagaco

de Macga

Os estudos cinéticos permitiram concluir que a adi¢do de sulfato de amonio estimulou o
metabolismo da C. utilis, melhorando o tempo de consumo dos agiicares, fator que ndo ocorreu
na primeira fermentacdo que durou 6 dias. Por outro lado, a degradacdo de polissacarideos por
C. utilis ficou evidenciada, visto que as amostras coletadas durante os estudos cinéticos
apréseniaram uma marcante degradagio dos agicares presentes no meio de cultura em 24 horas
de fermentaigéo,- e depois, as amostras subseqiientes apresentaram aumentos € _(diminui(;c')es
ciclicas no teor de agucares do meio de cultivo (Figura 19 A e B).

Em comparagio aos resultados de Ahmad e Holland (1995), o valor de ux.x para C.
utilis em bagago de maga foi relativamente baixo, o que pode ser devido a alta viscosidade do
meio, que deve ter desfavorecido a transferéncia de oxigénio. Esses pesquiéadores verificaram
que a velocidade especifica de crescimento de C. utilis no meio de cultura aumentou a medida
que foi aumentada a oxigenagdo do sistema. Entretanto, quando se adicionou sulfato de amdnio
no meio de cultura a velocidade de crescimento duplicou, ficando evidente a influéncia positiva
do sulfato de amonio na velocidade especifica de crescimento de C. utilis em bagago de maca,

mostrando ndo ser somente o oxigénio o fator limitante do rendimento do processo.
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Por outro lado, mesmo aumentando a velocidade especifica de crescimento e o consumo
do agucares do bagago de macgd, o fator do conversio de substrato em biomassa, que
representaria a fonte de proteinas para o bagaco tratado, diminuiu. A biomassa prodgzida
apresentou baixo teor protéico, refletindo num baixo enriquecimento protéico do substrato,
visto que ao final de 35 horas de fermentagdo, com fonte suplementar de nitrogénio se produziu
uma quantidade de biomassa consideravelmente superior aquela produzida apés 54 horas de
fermentagdo em bagago puro. Esta podera constituir a explicacdo do baixo valor do fator de
conversdo no meio suplementado com (NH4).SO; quando comparado ao substrato sem
suplemento. Provave!mente, algum fator de crescimento pode ter limitado a eficiéncia das
células, cultivadas em meio suplementado com sulfato de aménio, a sintetizar as proteinas com
a mesma velocidade de multiplicagdo. Entretanto, Rahmat et al. (1995) obtiveram 173% de
aumento no teor de proteina bruta do bagaco de macd, em 72 horas de fermentagdo em estado
solido, acrescido de 10,0 é.L" de sulfato de amonio. E possivel que, neste caso, a maior

conversdo de biomassa em proteina bruta seja resultado do processo fermentativo utilizado.
5.4 — Aspectos Fisiologicos de Candida utilis

A detecgdo da capacidade para produgdo de enzimas que hidrolisam xilana e pectina por
C. utilis é uma informagdo inédita para esta espécie de levedura, visto que quando se considera
o género Candida somente Candida kefyr, Candida shehatae e Candida pseudotropicalis foram
descritas como degradadoras de pectina, além de C. shehatae também ser degradadora de
hemicelulose (Walker, 1998).

Além da hidrélise de pectina e xilana, a hidrélise de polimeros de celulose por C. utilis
consiste em resuitados inéditos. De acordo com Biely e Kremniéky (1998), ao contrario da
inaioria dos fungos, aé leveduras sdo geralmevnt'erincapazes*de utilizar celulose cristalina Comd

fonte de carbono. A ndo inibicdo da sintese das enzimas celuloliticas de C. utilis constituiu



86

resultado excepcional, visto que, a sintese de enzimas que degradam biopolimeros sofre
normalmente inibigdo catabolica (1lmén et al. 1997). As celulases de C. utilis podem nio estar
sugeitas a este tipo de inibi¢do, uma vez que o halo de hidrélise, formado em torno das colonias
cultivadas em meio contendo celulose e 10,0 gL' de glicose, foi relativamente maior.
Opostamente, as coldnias cultivadas em ineio contendo pectina e 10,0 gL' de glicose, bem
como xilana e 10,0 gL de xilose, ndo apresentaram halo de hidrélise, 0 que indica que essas
outras organismos por Blanco, Sieiro e Villa (1999) e Cho e Choi (1999).

Os resultados referentes a capacidade hidroh’ticé de C. utilis corroboraram com a
possibilidade de quebra das cadeias dos polissacarideos durante a fermentagdo de bagago de
magi por C. utilis, visto que o teor de agiicares ndo foi exaurido no meio de cultura, mesmo
apés 6 dias de cultivo. Portanto, foi efetuado a avaliacdo da atividade dessas enzimas
hidroliticas no meio de cultura de C. utilis, ndo permitindo que nenhuma divida ocorresse em
relagdo a capacidade metabdlica da levedura, eliminando-se assim, qualquer possibilidade de
ocorréncia{ _de erro. |

Paralelamente, a detecgdo da atividade da enzima manganés peroxidase, no caldo de
cultivo de C. wutilis, completou a analise fisioldgica referente a degradagdo dos componentes
poliméricos do bagago de macd pela levedura. Um elevado nimero de enzimas oxidativas
produzidas por bactérias, fungos filamentosos e por planias vem sendo relatado como tendo
papel importante na degradagdo da lignina e compostos relacionados (Duran e Esposito, 2000).
A enzima manganés peroxidase é uma das mais importantes, visto que foi verificado que ela é
capaz de catalisar a oxidagdo de varios compostos aromaticos derivados da lignina através da
oxidagdo do Mn (II) @ Mn (IIl), que ao se reduzir, pfodui radicais livres oxidantes (Durén e
Esposito, 2000). Consequentemente, a degradagdo da lignina Klason solivel, durante o cultivo

de C. utilis, foi decorrente da agdo desta enzima no meio de cultura.
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Ainda que a ati\;idade de peroxidéses intracelulares tenha sido detectadas em diversas
leveduras (Muncnerova e Augustin, 1994; Zhiltsova et al. 1996; Manzano et al. 2000), a
atividade de peroxidases extracelulares nunca foi mencionada na literatura cientifica. Por
conseguinte, o resultado qbtido constitui mais uma importante contribuicdo para o

conhecimento do potencial metabdlico das leveduras, e especificamente para a espécie C. utilis.

5.5 — Fermenta¢io em Estado Soélido do Bagaco de Maca por Pleurotus ostreatus var.

roseus

Os resultados referentes ao tratamento com o fungo Pleurotus ostreatus mostraram que
o tratamento combinado entre C. utilis e o fungo filamentoso € o mais indica;io quando se tem o
intuito de enriquecer o teor de proteinas do bagago. Em outras palavras, o tratamento do bagago
de mac¢d por P. ostreatus, sem um pré-tratamento com a levedura, apresentou um
enriquecimento protéico baixo, nao bodendo ser comparado nem mesmo ao tratamento com a
levedura isoladamente. Tripathi e Yadav (1992) obtiveram até 89% de enriquecimento protéico,
tratando a palha de trigo com P. ostreatus, durante 21 dias. Entretanto, as condi¢Ges fisioldgicas
da fermentagdo em estado sélido empragada por esses autores, foram exaustivamente
estudadas. Esses pesquisadores conseguiram um melhor rendimento protéico quando realizaram
a fermentagido partindo de um pH inicial de 5,5. Os pesquisadores também verificaram que
quanto mais baixo foi este valor do pH, menor foi o enriqueéimento protéico. O pH foi um dos
fatores responsaveis pelo baixo rendimento protéico do bagaco de magd tratado com P.
ostreatus, uma vez que o pH inicial do bagago ndo tratado foi de 4,2.
No entanto, quando se empregou P. ostreatus na fermenta¢do do bagago pré-tratado com
-a levedura C. wtilis, foi ébservado um eriquecimento protéico em torno de 150%. Esse
enriquecimento foi comparado ao bagaco sem tratamentq, porque se considerarmos que 0

bagago pré-tratado com C. utilis ja apresentava 100% de enriquecimento protéico, o tratamento
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com o basidiomic;eto aumentou apenas 25% o teor de proteinas, a custa de um expressivo tempo
de fermentacao.

Ainda que tenha sido observado um considerével enriquecimento protéico no bagago de
mac¢d apds tratamento com ambos os fungos, tamabém foi observado um empobrecimento
nutricional do bagago pré-tratado com C. utilis, principalmente devido ao abaixamento na |
digestibilidade do substrato. Isto pode ser explicado pela alta concentragdo de nitrogénio no
substrato pré-tratado em comparagdo ao ndo tratado. Como ja foram mencionados
anteriormente, varios pesquisadores observaram que substratos ricos em nitrogénio inibem a
degradacgdo da lignina, d¢sfavorecendo o aumento da digestibilidade (10 material lignocelulésico
(Kirk et al. 1976 e 1978; Zadrazil e Brunnert, 1980 e 1982; Kamra e Zadrazil, 1988).

Em adig@o, outro fator negativo sob o ponto de vista nutricional foi o aumento no teor
de agucares redutores durante o tratamento com P. ostreatus, indicando uma elevada
degradagdo de polissacarideos — compativel com a diminuigdo da digesfibilidade (Zadrazil,
1977) — além de ndo eliminar o risco do bagago produzir alcolemia em ruminantes, devido a
alta concentrag@o de agucares.

Pararelamente, o aumento na digestibilidade de 7% apds o tratamento com P. ostreatus
¢ relativamente baixo se for considerado o tempo de fermentagdo de 30 dias. C. utilis
isoladamente aumentou a digestibilidade do bagaco em um periodo mais reduzido de tempo.
Portanto o processo utilizando apenas P. ostreatus pode ser economicamente invidvel, além do
incoveniente teor de agicares acumulado no substrato apds o tratamento.

Diversos autores éugen'ram o controle de certos parametros durante o processo
fermentativo, como por exemplo o pH, a temperatura de cultivo, a presen¢a de micronutrientes,
entre outros; como indutores na degradagio seletiva da lignina, deixando a celulose
praticamente intacta (Kerem e Hadar, 1993, 1994 e 1995; Ardon ef al. 1996, entre outros). O

pH do substrato apds fermentagdo por C. utilis foi de 2.5, sendo suficientemente baixo para
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inibir a degradagdo da lignina.‘Por conseguinte, foram alteradas as condig¢des d.e fermentacdo,
de modo a melhorar a degradacdo da lignina e produgdo de proteina por P. ostreatus.

Antes disso, foi verificado qﬁe a concentrag@o de lignina Klason solivel no tratamento
com P. ostreatus sobre bagago de mag¢d pré-tratado com C. utilis manteve-se praticamente
intacta. Entéo, verifica-se que a degradagdo da lignina foi inibida em ambos os processos. Por
outro lado, considerando-se que a degradacdo da lignina integra o metabolismo secundario do
fungo (Moyson e Verachtert, 1991) e a duragdo da primeira fermentagdo foi de apenas 30 dias,
ndo houve tempo para ocorrer o processo degradativo. Muitos pesquisadores aumentaram a
digestibilidade de substratos lignoceluldsicos, utilisando P. ostreatus, porém o tempo de
fermentagdo né maioria das vezes ultrapassaram 60 dias (Moyson e Verachtert, 1991;
Karunandaa ef al. 1995; Jalc et al. 1996).

Como a celulose ndo apresentou relativa degradagdo, logo o aumento de aglcares
redutores livres no bagago apds fermentagdo com P. ostreatus foi devido principalmente a
degradagdo da pectina e possivelmente da fragdo hemicelulSsica, ainda que esta ndo tenha sido
medida, antes e depois das fermentagdes. Tripathi e Yadav (1992) mostraram que o tratamento
da palha de trigo com P. ostreatus, durante 21 dias, apresentou degrada¢do maior que 90% da
fragdo hemiceluldsica do substrato, independente das condigGes de cultivo.

Uma vez que n3o foram observadas diferengas significativas entre a velocidade
especifica de crescimento do bagago de macga pré-tratado com C. utilis € o ndo tratado, conclui-
se que o tratamento com a levedura nao dificultou a colonizagdo do substrato. No entanto, a
adicdo de uma fonte suplementar de nitrogénio no tratamento com a levedura resultou num
substrato de mag:é enriquecido com fontes extras de nitrogénio. Este fator pode ter duas
conseqiiéncias imediatas, ou seja, a inibigdo do crescimento do AP. ostreatus, devido a

sensibilidade desse fungo aos sais empregados durante o pré-tratamento, e/ou a inibi¢do na
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degradagdo dos componentes poliméricos do bagago de magé,' dificultando ainda mais o
incremento da sua digestibilidade.

- Dentre os sais utilizados na suplementag¢do do substrato da fermentagdo com C. utilis, a
uréia e o fosfato de amdnio foram os que mais inibiram o crescimento do fungo. O efeito da
uréia é explicado pela quebra da molecula durante a autoclavagem e consequente liberagio de
amdnia no meio de cultura, que provavelmente aumentou o pH do meio. Portanto foi descartado
o uso destes sais durante o pré-tratamento com C. utilis. De outro lado, o nitrato de sédio e o
sulfato de aménio apresentaram um efeito inibidor moderado, podendo tornar o emprego deles
viavel durante o pré-tratamento do bagaco.

Todavia, o tratamento empregando o P. ostreatus em condig¢Ges otimizadas de cultivo —
pH 5.5 e adigdo de MnSO; — dlfrante 60 dias de incubagdo — também n3o- apresentou
resultados satisfatérios. A degradacdo da lignina foi ainda inibida. Certaménte, a adicdo de
sulfato de amdnio (10,0 g.L?) durante o pré-tratamento com a levedura, conjuntamente &
biomassa formada nesse pré-tratamento, inibiram a expressdo das enzimas ligninoliticas. Como
ja foi estudado, substrato ricos em nitrogénio favorecem o crescimento micelial e
conseqiientemente a colonizagdo do substrato, aumentando a velocidade de respira¢do do fungo
e consumindo fatores de crescimento necessarios ao metabolimso da lignina (Kirk ez al. 1976 €
1978; Zadrazil e Brunnert, 1980 e 1982; Kamra e Zadrazil, 1988).

Além disso, o pré-tratamento do bagago por C. wtilis acrescido de 10,0 gL' de
(NH4)SO4 resultou num substrato seco com elevado teor de sulfato. Embora tenha sido
verificado que o sulfato de amdnio ndo inibiu o crescimento do P. ostreatus, a velocidade
especifica de crescimento do fungo, na presen¢a de 10,0 g L! deste sal, descresceu cerca de
50%, em relagdo ao controle. Dessa forma, a presenca de grande quantidade de sulfato no

substrato também pode ter sido um fator inibidor do metabolismo da lignina.
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Por outro lado, as trocas gasosas certamente foram comprometidas durante a
fermentacdo, visto que o processo foi desenvolvido em frasco com tampdo de algoddo. Na fase
“secundéria do metabolismo, o processo de degradag:ﬁo da lignina € estritamente oxidativa, e
dessa forma, necessita de oxigé€nio a uma pressdo parcial igual aquela encontrada no ambiente
(Kamra e Zadrazil, 1988; Zadrazil e Puniya, 1994). Mesmo que tenha sido adicionado sulfato
de manganés no meio de cultivo, que serviria de indutor na degradagdo da lignina (Blanchette,
1984; Kerem e Hadar, 1993 e 1994), seu efeito foi anulado devido a todos os interferentes
discutidos.

Ainda que a lignina ndo tenha sido efetivamente degradada, a pectina foi totalmente
consumida e grande parte dessa fonte de carbono foi convertida em proteinas. Em 60 dias de
fermentagdo o bagago teve seu teor protéico aumentado em mais de 500%. Foi uma excelente

conversdo, que deve ter convertido ndo so a pectina como também, a fragdo hemiceluldsica do
l;agago. Por outro lado ocorreu um elevado aumento no teor de nitrogénio no bagago, o que
pode indicar uma possivel fixagdo de m'trogénio_atmosfén’co pelo fungo, como ja foi observado
por divgrsos autores (Duggar e Davis, -1916; Ginterova, 1973 a e b; Ginterova e Maxianova,
1975; Rangaswamy et al. 1975; Thayumanavan, 1980; Ortega et al. 1992).

O marcante consumo da fragdo da lignina Klason solivel deve também ter aumentado a |
digestibilidade do substrato, visto que em 6 dias de fermentagdo com C. utilis, que consumiu
apenas a fragdo de lignina Klason solivel, resultou num considerivel incremento da
digestibilidade do bagaco fermentado.

E importante ressaltar que o teor de proteina bruta medido pelo método de Kjeldahl ndo
reflete o real valor nutricional protéico do substrato, visto que existem imimeros interferentes
nitrogenados‘ que podem contn'_bliir com 0 aumento no teor de nitrogénio total. Os dcidos
ﬁucléicos e alguns compbnentes nitrogenados da parede celular dos fungos sao alguns exemplos

destes interferentes.
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6 - CONCLUSOES
6.1 - Candida utilis e Bagago de Maca

e O tratamento do bagaco de maca por Candida utilis foi eficiente e atingiu seu principal
objetivb, diminuindo o teor de agucares livres no bagago em um curto periodo de tempo,

e ainda enriquecendo nutricionalmente o substrato, visto que:

1. C. utilis consumiu 97% dos agicares redutores livres no bagaco de ma¢@ em apenas
36 horas de fermentagao,

2. O bagago fermentado ficou enriquecido com proteinas, bem como sais minerais com
relativo aumento no teor de célcio, fosforo e potassio, importantes elementos na
nutricdo animal;

3. O aumento no teor de acidos nucléicos no substrato fermentado nao foi marcante;

4. E ainda, a digestibilidade do residuo aumentou 8,2% apds 6 dias de fermentagao.

e O processo de fermcritagio submersa tem viabilidade potencial na produgdo de
suplemento para alimentagdo animal, visto que as condigdes empregadas foram as mais

simples possiveis, ou seja:

1. Nio houve necessidade de pré-tratamento quimico do substrato, utilizando o residuo
nas condigdes de s;'«n'da da fabrica;

2. A temperatura de fermentagdo (30° C) se aproxima daquela ambiente na regido sul
do BrasiL durante o verado, época que coincide com a colheita da mac;

3. O processo ndo requer equipamentos sofisticados de aeragdo, controle de pH, adi¢ao
de vitaminas e sais minerais (com excecdo de 1% (p/v) de sulfato de amdnio, em

condicGes de otimizagdo do consumo de agucares);
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4. O tempo requerido para bioconversdo € relativamente curto comparado aos
tratamentos utilizando fungos filamentosos, podendo ainda ser otimizado;
5. E atecnologia de biorreatores para fermentagdo submersa encontra-se disponivel, o

que torna mais fécil a aquisicdo e manutengdo de equipamentos.

e Este trabalho permitiu, ainda, a detecgdo da capacidade de C. wutilis em degradar
biopolimeros do tipo lignina e celulose, caracteristica que até presentemente nio havia
sido identificada em leveduras; da mesma forma a capacidade de degradar pectina e
xilana, que ainda ndo tinba sido detectada nesta espécie. Candida utilis produziu no
meio de cultura pectinases e xilanases quando o nivel de monossacarideos foi baixo no
meio, além de manganés peroxidase e celulase, sendo estd ultima independente da
concentrac¢do de glicose no meio de cultura. Isto significa que produgdo de celulases por
C. utilis ndo sofre repressdo catabdlica como acontece na maioria dos microrganismos

celuloliticos.
6.2 - Pleurotus ostreatus e Bagago de Maca sem Pré-Tratamento

e O tratamento do bagaco de magd diretamente com P. ostreatus nio foi eficiente na

conversdo do substrato, pois:

1. O teor de aglicares livies no bagaco aumentou durante o tratamento com P.
ostreatus,

2. O enriquecimento proteico, bem como o de sais minerais, apés 30 dias de
fermentacdo foi inferior ao tratamento do bagago por C. utilis ao final de 6 dias;

3. E o P. ostreatus aumentou apenas em 7% a digestibilidade do bagago apds 30 dias

~de fermentacio.
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6.3 - Pleurotus ostreatus e Bagaco de Maca Pré-Tratado com Candida utilis

e O tratamento do bagaco de mag¢d previamente tratado com C. utilis, utilizando P.
ostreatus foi eficiente no enriquecimento de proteinas e sais minerais do substrato,

porém foi extremamente ineficiente no aumento da digestibilidade do bagago, visto que:

1. O teor de proteina bruta aumentou em até 500% apos o tratamento sequencial de C.
utilis e P. ostreatus;
2. O conteudo de sais minerais aumentou 60%, sendo que os niveis de fosforo, célcio e

potassio aumentaram 86%, 30% e 56% respectivamente;

3. A digestibilidade do residuo de ma¢d diminuiu em 10% apds o tratamento com 0s
dois fungos e o teor de lignina ficou praticamente inalterado, mesmo depois da

adicdo de indutores de ligninases.
6.4 — Consideragoes Finais e Sugestoes Futuras

Neste trabalho, realizado em escala laboratorial,k foi abordado apenas um dos diversos
procéSSOS-‘poss'iVeis ‘para se fermentar o bagago de macd usando C. wtilis. Previamente ao
aumento de escala, outros processos e fatores determinantes deverdo ser estudados, como a.
fermentagdo em estado sélido.

Embora o bagago de macgd seja um residuo agricola sazonal e regional, a- elevada
quantidade do residuo disponivel anualmente possibilitard que quantidades elevadas de
.suplemento alimentar animal possam ser produzidas em curto periodo de tempo, a um custo que
podera ser baixo.

Embéfa as condi¢Ges de fermentagdo ndo tenham sido adequadas, devide ao baixo PH,
alta umidade, auséncia de indutores de ligninases, entre outras; tentou-se simplificar o

tratamento biolégico o méaximo possivel por questdes econdmicas. Dessa forma, diante das
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condicdes deste estudo, o tratamento com o ﬁmgo‘P. ostreatus diretamente sobre o bagaco
proveniente da fabrica, constitui uma alternativa invidvel e ndo recomendavel, quando se
pretende converter o substrato para produgio de suplemento alimentar animal.

Embora tenha diminuido a digestibilidade do baga‘g:o de magd apds o tratamento
sequencial com C. utilis e P. ostreatus, o produto fermentado apresentou potencial para ser
utilizado como suplemento protéico, agregado & outros substratos com maior digestibilidade, na
alimentagdo ammal

Entretanto, o tempo requerido para se obter o enriquecimento protéico de tal forma que
se justifique o seu uso como suplemento alimentar animal € demasiado longo requerendo
portanto grande disponibilidade de espago fisico para serem processados grandes volumes de
substrato. Além disso, o prdcesso de “scale up” para fermentagdo em estado solido envolve o
controle de diversos fatores que ndo foram considerados neste estudo laboratorial, como o
controle-da temperatura — que aumenta muito na FES, o controle da umidade, da aeragdo, entre
outros.

Ainda, a tecnologia de biorreatores para FES que atenda o processo proposto, ndo se
encontra disponivel no mercado. Desta forma o desenvolvimento de um biorreator
especialmente para esta bioconversdo envolveria gastos talvez ndo compensadores face aos
resultados obtidos.

Nio obstante, é importante frisar que, os aspectos nutricionais analisados n3o refletem o
real valor nutritivo que os substratos fermentados apresentam quando ingeridos pelos animais.
O potencial existe, mas antes de se decidir qual tratamento a se utilizar, e paralelamente ao
estudo de “scale up”, € necessdrio avaliar a aceitabilidade e a metabolizagdo do produto
co_nvertido em um determinado grupo de animais m vivo, consistindo, este trabalho numa

primeira etapa no desenvolvimento de uma tecnologia de bioconversdo do bagago de maca.
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Pelo menos trés diferentes estudos Iﬁerecem ser desenvolvidos tendo em vista os
resultados obtidos neste trabalho:
1. Estudo das enzimas lignoceluloliticas de Candida utilis, visto que esta levedura
apresenta um excelente potencial para bioconversdo de residuos agro-industriais;
2. Otimiza¢do do processo de fermentagdo do bagaco de mac¢d por Candida utilis,
empregando fermentagdo em estado sélido e estudo do “scale up” do processo;
3. Otimiza¢do da fermentagdo em estado solido do bagaco de mag¢d por Pleurotus

ostreatus visando o incremento da digestibilidade do substrato.
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Figura 7.1 - Processamento da maga (Fischer, 2000).




Figura 7.3 - Prensagem dos frutos inadequados ao consumo in natura,
produgdo de bagaco.
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Figura 7.4 - Preparagio de Candida utilis fixada e corada com safranina 1% (p/v) (1000x)

Figura 7.5 - Pleurotus ostreatus frutificando sobre tronco de arvores
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Figura 7.6 - Fluxograma dos procedimentos e materiais utilizados.
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Figura 7.7 - Fermentagdo submersa do bagaco de maca

Figura 7.8 - Fermentacdo em estado solido do bagaco de maga
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Figura 7.9 - Ensaio de medida da velocidade de crescimento linear de Pleurotus ostreatus em
tubos de vidro.
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Figura 7.10 - Célculo do umax de Candida utilis crescendo em meio LMPD (primeiro ensaio).
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Figura 7.11 - Célculo do pmax de Candida utilis crescendo em meio LMPD (segundo ensaio).
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Figura 7.12 — Curva de Crescimento de Candida utilis em meio LMPD, a 30° C, sob agitagdo
constante, avaliado através da medida de biomassa seca e do numero de células viaveis e
inviaveis (repeticdo).
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Figura 7.13 - Correlagdo entre o numero de células obtido através da contagem direta sob
microscopio optico em preparagdo a fresco em ldmina e laminula, e a biomassa seca.
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Figura 7.14 - Correlagdo entre biomassa e densidade dptica durante a produgdo do indculo de
Candida utilis em meio LMPD.
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Figura 7.15 - Célculo do pmax de Candida utilis durante fermentacdo do bagago de maga nao
suplementado com nitrogénio.
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Figura 7.16 - Calculo do pmax de Candida utilis durante fermentacdo do bagago de maga

suplementado com 1% (p/p de bagago) de sulfato de amonio.
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Figura 7.17 - Placas de Petri contendo bagago de mag¢a seco e moido. A) Nao fermentado; B)
Fermentado com Candida utilis; C) Fermentado com Pleurotus ostreatus.
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