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RESUMO

Cogumelos podem ser promissores agentes biodestoxificadores do gossipol presente na torta
do caroco de algoddo, tornando este residuo como um futuro constituinte na alimentagdo de
suinos. Diante disso, foram conduzidos experimentos com o objetivo de avaliar a capacidade
biodestoxificadora de macrofungos em torta do carogo de algoddo e a digestibilidade da
proteina e aminoacidica deste material em suinos. No primeiro experimento, foram testados 35
fungos pertencentes da cole¢do de cogumelos comestiveis da Embrapa Agroenergia e
inoculados em meio solido em placas de petri usando, torta de caroco de algodao 10% (ATCA),
torta de carogo de algodao triturado 100% (TCA) e meio CAT que ¢ um meio de carogo de
algodao triturado. Apds esse processo, os fungos com melhor crescimento em TCA foram
testados quanto a degradacao do gossipol. Apenas 13 fungos foram promissores na colonizacao
do substrato a base da torta de caro¢o de algodao. Destes, apenas, Fistulina hepatica, mostrou-
se eficiente na degradacdo do gossipol. Além disso, o substrato colonizado pesta espécie
apresentou caracteristicas bromatoldgicas com alto valor proteico. Testes com Artemia salina
e roedores ndo constataram anomalias ou efeito de toxicidez associados ao gossipol livre. As
enzimas quantificadas no presente estudo mostraram-se eficientes na degradacao do gossipol,
mesmo em baixas concentragdes. Os resultados obtidos neste trabalho apontaram para uma
eficiéncia de F. hepatica CC102 na destoxificacao da torta de carogo de algodao, abrindo assim
possibilidades de integracdo das cadeias produtivas de biodiesel, fungicultura e a industria de
racdes animais. No segundo experimento, foram realizadas cirurgias com implantagdo de uma
canula T na porg¢do final do ileo em 4 suinos com peso de 80 kg cada. Os animais passaram
pelo periodo pds-operatorio e alimentados durante 6 dias com uma dieta isenta de proteina
(DIP) e uma dieta DIP contendo 25% de SMS da torta do carogo de algoddo. No sexto dia de
alimentagdo, foram retiradas digestas em sacos plasticos acoplados a canula, durante 24 horas.
As digestas foram armazenadas em freezer e liofilizadas para analise de HPLC (High
performance liquid chromatography) para a quantificagdo dos aminoacidos. Os valores de
proteina bruta e fibra do SMS foram compativeis com os valores exigidos para a produ¢ao de
suinos. Os coeficientes de digestibilidade da proteina aparente (CDPBap), verdadeira (CDPB),
coeficiente de digestibilidade ileal aparente dos aminoéacidos (CDAAap) e verdadeira (CDAAvV)
foram semelhantes a alguns relatados na literatura (maiores que 80%), mostrando-se um
alimento promissor na nutri¢ao de suinos.

Palavras-chave: Fistulina hepatica, digestibilidade ileal, atividade enzimatica, SMS, canula T,
HPLC.



ABSTRACT

Mushrooms may be promising biodegradable agents of gossypol present in cotton seed cake,
making this residue as a future constituent in pig feed. Therefore, experiments were carried out
with the objective of evaluating the biodestoxific capacity of macrofungi in cotton seed cake
and the protein and amino acid digestibility of this material in swine. In the first experiment, 35
fungi belonging to the Embrapa Agroenergia edible mushroom collection were inoculated in
solid medium in petri dishes using 10% cotton seed cake (ATCA), 100% cotton seed cake
(TCA) and CAT medium which is a crushed cotton core medium. After this process, the fungi
with the best growth in TCA were tested for the degradation of gossypol. Only 13 fungi were
promising in colonization of the substrate with cotton seed cake. Of these, only, Fistulina
hepatica, proved to be efficient in the degradation of gossypol. In addition, the substrates
colonized by this species presented bromatological characteristics with high protein value.
Tests with salty artemia and rodents did not detect anomalies or toxicide effects associated with
free gossypol. The enzymes quantified in the present study proved to be efficient in the
degradation of gossypol, even at low concentrations. The results obtained in this work pointed
to an efficiency of P. ostreatus CC389 F. hepatica CC102 in detoxification of cotton seed cake,
thus opening possibilities of integration of the production chains of biodiesel, fungiculture and
the industry of animal rations. In the second experiment, surgeries were performed with
implantation of a T-cannula in the final portion of the ileum in 4 pigs weighing 80 kg each. The
animals went through the postoperative period and fed for 6 days with a protein-free diet (DIP)
and a DIP diet containing 25% SMS from the cotton seed pie. On the sixth day of feeding,
digests were withdrawn in plastic bags attached to the cannula for 24 hours. The digests were
stored in freezer and lyophilized for high performance liquid chromatography (HPLC) for
amino acid quantification. The apparent digestibility coefficients of the apparent protein
(CDPBap), apparent ileal digestibility coefficient of the amino acids (CDAAap) and true
(CDAAvV) were similar to those reported in the literature (greater than 80%), showing a food
promising in pork nutrition.

Key words: Fistulin hepatica, ileal digestibility, enzymatic activity, SMS, T-cannula, HPLC.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

A producado de suinos ¢ uma atividade econémica que vem crescendo aceleradamente
ao longo dos anos, em funcao da grande demanda desse tipo de carne. No entanto, a criagdo
dos animais exige alimentos ricos em energia e proteinas, como por exemplo, o farelo de soja
e o milho, os quais sdo de alto custo no mercado. Dessa forma, os produtores buscam novas
alternativas de produgdo e novas estratégias para manter a producdo e assim superar a
competitividade do mercado.

A busca por alimentos alternativos ¢ uma boa estratégia para os criadores. Um bom
alimento alternativo ¢ considerado aquele que ndo compromete o desempenho dos animais e
minimiza gastos com alimentos de custo elevado. Neste contexto, a utilizagdo de subprodutos
de outras atividades agroindustriais ¢ uma estratégia interessante o ponto de vista econdmico.
A industria do biodiesel gera grandes volumes de tortas, as quais sdo decorrentes do
processamento da retirada de 6leo, as quais tem sido utilizada como bons substituintes de
ingredientes usuais na alimentag¢do animal.

A torta de carogo de algodao, a qual ¢ também um subproduto da cadeia de producao
do biodiesel ¢ um exemplo de alimento alternativo, convencionalmente utilizado na produgdo
de ruminantes, pelo seu alto teor de proteina e energia. Além do mais, a torta do caroco de
algoddo possui uma quantidade significativa de fibras, o que auxilia na digestdo de outros
alimentos e na modulagao microbiana do trato gastrointestinal. Esta modulacao caracteriza-se
por uma competi¢do de bactérias comensais sobre as espécies patogénicas, estabelecendo uma
saude intestinal positiva. No entanto, para animais ndo ruminantes, como os suinos, a torta do
caroco de algoddo tem uso limitado na alimentagdo animal, uma vez que esses animais
apresentam maior sensibilidade na presenca das altas concentracdes de gossipol, um composto
antinutricional que causa problemas toxicos e reprodutivos nesses animais.

Viérias técnicas ja foram estudadas no intuito de eliminar o gossipol livre de subprodutos
para transforma-los em alimentos viaveis na producdo animal. Tratamentos térmicos e quimicos
possuem eficiéncia na eliminacao do gossipol, mas podem gerar complexos antinutricionais ao
final do processo, igualmente indesejaveis para animais nao ruminantes. Fungos da podridao
branca, conhecidos como cogumelos ou macrofungos ja foram relatados como microrganismos
eficazes na degradagdo de fatores antinutricionais em residuos agroindustriais. Gomes et al.

(2015) trataram torta de pinhdo manso com fungos de podriddo branca, obtendo ao final do
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processo um substrato seguro quanto aos niveis de gossipol livre, sendo assim destinado para a
alimentagdo de suinos.

Apesar disso, poucos trabalhos t€ém sido conduzidos a respeito da eliminagdo do
gossipol em tortas do caroco de algoddao e sua utilizagdo na alimentagao de animais nao
ruminantes. Neste processo, o cultivo destes cogumelos com a torta de carogo de algodao resulta
em um substrato que pode apresentar potencial para ser utilizado na alimentacdo de suinos com
caracteristicas proteicas, energéticas e fibrosas de interesse nutricional.

Diante do exposto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo geral de avaliar a
capacidade de Fistulina hepatica CC102 na degradagdo do gossipol em torta do carogo de
algoddo. Diferentes experimentos e ensaios foram conduzidos de acordo com objetivos
especificos, tais como: avaliar a atividade enzimatica do fungo, caracteristicas bromatologicas
do substrato colonizado e parametros de digestibilidade ileal aparente e verdadeira da proteina
e aminoacidos em suinos na fase de terminacao alimentados com o substrato pos cultivo de

Fistulina hepatica CC102 na formulagao das racdes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A producio de suinos no Brasil

A carne suina ¢ um dos alimentos mais consumidos no mundo devido a sua qualidade
nutricional e aspectos culinarios de boa aceitagdao pelo publico. Até o ano de 2024, estima-se
um aumento do consumo deste alimento por paises principalmente em desenvolvimento, ja que
a maior parte da populacdo mundial se encontra nestas localidades (Figura 2) (ABCS, 2016).

O Brasil ¢ o tnico pais da América do Sul entre os dez maiores produtores de carne
suina, sendo que a regido Sul do pais se destaca pelo maior consumo de carne e pela produgao
em plantéis tecnificados. No contexto mundial, o Brasil perde em producao apenas para China,
Alemanha, EUA e Espanha. Em 1995, a participag@o do Brasil no total mundial era de 1,82 %
e cresceu para 3,1 % no ano de 2012 (ROPPA, 2013)

Figura 1: Volume total do consumo de carne suina em toneladas
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Fonte: OECD/FAO 2016

Mesmo com a situacdo critica que o Brasil se encontra financeiramente, o consumo de
carne suina ainda se mostra com tendéncia de crescimento. Somente em 2016, o crescimento
estimado de carne suina foi de 3,0 % comparado ao ano anterior, atingindo assim 39,26 milhdes
de animais abatidos, totalizando aproximadamente 3,43 milhdes de toneladas de carne (ABPA,

2018).
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O aumento da produgdo de carne suina deve-se ndo apenas a implantacdo de novas
granjas, mas também ao aumento da produtividade. Para isto, hd uma sele¢do minuciosa de
animais que possuem uma aptidao para ganho de peso, aproveitamento de carcaga e melhoria
da qualidade desta para atender as exigéncias do mercado. A nutri¢ao correta e a gestao dos
plantéis sdo fatores cruciais, que também fazem com que os indices de produtividade aumentem
cada vez mais no Brasil. No mercado interno, cerca de 85% da carne suina ¢ destinada para o
comeércio. A situagdo econdmica das familias pode reduzir o consumo de proteina animal, ou
favorecer o consumo de carne mais barata, como ¢ o caso da carne de frango. Portanto, o
conhecimento das exigéncias, preferéncias ou limitagdes do mercado consumidor, ¢ muito
importante em um panorama no qual a competicao entre os diferentes setores de produgdo de
proteina animal devera ser ainda mais acirrada (ABCS, 2014).

Em qualquer sistema de producao de suinos, seja uma microempresa ou uma empresa
de larga escala, uma das principais preocupacdes do produtor ¢ em relagdo ao prego de insumos
necessarios para atender a demanda energética dos animais, principalmente o milho e a soja.
Neste aspecto a possibilidade de obter lucros com a suinocultura depende fundamentalmente
de um adequado planejamento da alimentacdo dos animais. Isso envolve a disponibilidade de
ingredientes em quantidade e qualidade adequada, a precos que viabilizem a produgdo de
suinos. O produtor deve, no entanto, conhecer o contetido energético dos diversos alimentos ou
subprodutos agroindustriais, encaixando-os na dieta dos animais de tal forma que as exigéncias
sejam as mesmas propostas pelas tabelas padrdes de nutricdo dos suinos. Isso envolve a
possibilidade de encontrar ingredientes que se encontram proximo aos locais das granjas,

facilitando também na logistica destes alimentos (EMBRAPA, 2018).

2.2 A digestibilidade na producio de suinos

Com o aumento da produtividade dos suinos, veio também o desenvolvimento de
alimentos alternativos, principalmente de alimentos proteicos que interferem no crescimento
animal, influenciando parametros como o ganho de peso, o consumo didrio de racdo e a
conversao alimentar. Um alimento s6 ¢ considerado adequado para a alimenta¢do animal, se
este for digerivel no trato gastrointestinal dos mesmos (HUEPA, 2017). O conceito de
digestibilidade se define como o balango de matéria perdida na passagem através do trato
digestivo. Existem, portanto, dois conceitos de digestibilidade: a verdadeira e a aparente. A
digestibilidade aparente ¢ o balanco dos alimentos menos as fezes, enquanto que a

digestibilidade verdadeira ¢ o balanco entre a dieta e os respectivos residuos alimentares que
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escaparam da digestdo e chegaram nas fezes, excluindo os produtos metaboélicos, o que faz com
que o coeficiente de digestibilidade verdadeira ¢ sempre mais alto que o da digestibilidade
aparente (VAN SOEST, 2018).

Os parametros de digestibilidade tém grande valor pratico para a alimentagdao animal,
uma vez que a digestdo incompleta normalmente representa maior perda no processo da
utilizagdo da dieta consumida (RODRIGUEZ et al., 2006). Visto isso, ¢ importante além da
composi¢ao quimica, uma avaliagao nutricional dos alimentos e dos seus efeitos sobre o
consumo.

As fibras presentes na alimentagdo de suinos apresentam uma digestibilidade menor que
outros tipos de componentes. Em animais ruminantes, isto ndo ¢ um problema, pois estes
animais possuem uma microbiota ruminal rica em bactérias celuloliticas altamente eficazes na
degradacao do material fibroso, (VAN SOEST, 2018). Urriola (2013) descreveu que um
elevado teor de fibra na dieta de suinos est4 associado a uma baixa digestibilidade proteica, pois
a fibra pode prejudicar o acesso das bactérias intestinais sobre a por¢ao proteica. Neste caso, o
teor de fibra possui uma correlacao direta com a digestibilidade dos outros nutrientes da dieta.

Um estudo feito por Le Goff & Noblet (2001) avaliou as diferencgas de digestibilidade
de nutrientes entre suinos em crescimento (61,00 Kg) e porcas (ndo gestantes e ndo lactantes)
e observou-se que maiores coeficientes de digestibilidade da energia, proteina bruta, extrato
etéreo e da fibra eram de animais adultos. Isso explica o fato de que nesta categoria animal, o
trato gastrointestinal sendo maior, ha mais area de absorcao principalmente da fibra que estéa
presente na dieta.

Um dos indicadores mais utilizados para aferir a digestibilidade ¢ o 6xido cromico do
grupo dos o6xidos metélicos, por ser insoluvel em agua, alcool ou acetona ligeiramente soluvel
em acido e alcalis. Dessa forma, a ragao ¢ marcada ao ser ingerida e revelada nas fezes, através
da coloragdo desses indicadores. Ele apresenta algumas limitagdes, tais como taxas de
recuperagdo variaveis, dependendo da composi¢do do alimento; influéncia negativa no
consumo de alimento pelos animais e por fim, valores encontrados podem variar dependendo
do método analitico utilizado (SALES; JANSSENS, 2003). O diéxido de Titanio (TiOz)
também ¢ utilizado nas pesquisas para estimar a producao fecal, consumo de matéria seca do
concentrado e ainda em substitui¢dao ao oxido de cromico.

Os métodos mais utilizados para determinacdo da digestibilidade de dietas e/ou
alimentos em suinos sao o método direto de coleta total das fezes e 0 método indireto por meio
do uso de indicadores digestibilidade baseado na diferenga entre a alimentagdo e a eliminagdo

desta dieta através das fezes. Através do método de coleta total determina-se a digestibilidade
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in vivo da dieta, utilizando gaiolas metabdlicas com dispositivos que permitem separagdo de
urina e fezes, e com reduzida volatilizacdo de nitrogénio. Na determinagdo da digestibilidade
pelo método indireto, os pesquisadores recomendam o emprego de substancias inertes
conhecidas como indicadores. Este ultimo método ¢ considerado mais simples e podem
proporcionar uma série de informagdes, incluindo a quantidade ingerida de alimentos ou
nutrientes especificos, a taxa de passagem de digesta por todo trato digestivo e a digestibilidade

do alimento ou de nutrientes especificos (SILVA, 2009).

2.3 Digestibilidade dos aminoacidos

As proteinas sdo nutrientes organicos nitrogenados presentes em todas as células vivas;
portanto, sdo essenciais a vida de todo animal. Todos os animais necessitam receber uma
quantidade de proteina e, além disso, para o homem, suinos, aves, cdes entre outros, a
quantidade ¢ tdo importante quanto a qualidade. Os aminoacidos por sua vez sdao os
componentes basicos das proteinas e podem ser essenciais ou nao essenciais. Os aminoacidos
essenciais nao sdo sintetizados ou o sdo em quantidades muito inferiores as necessidades do
animal, enquanto os aminoéacidos ndo essenciais sdo sintetizados a partir do esqueleto de
carbono da glicose ou de outros aminoacidos e dos grupos amino de aminoacidos em excesso.
Os aminoacidos sao considerados indispensaveis na dieta animal, devendo ser adicionados as
racdes, pois cada categoria animal necessita de quantidades e especificacdes de acordo com
suas exigéncias nutricionais (SAKOMURA, N. & ROSTAGNO, H., 2014).

Quando se refere ao valor nutritivo da proteina para animais nao ruminantes, leva-se em
conta que ele nao ¢ determinado apenas pela composicdo de aminodcidos, mas por sua
digestibilidade, principalmente para os aminoacidos limitantes. Dessa forma, para a formulagao
de dietas, os valores de aminoécidos digestiveis devem ser considerados em detrimento do valor
de aminoacidos totais, visando aumentar a eficiéncia, otimizar o uso de matérias-primas de alto
custo e facilitar a substituicdo do milho e do farelo de soja por ingredientes alternativos
(SAKOMURA & ROSTAGNO, 2016).

A definigdo da digestibilidade dos aminoécidos ¢ dividida em dois conceitos: aparente
e verdadeira. A digestibilidade aparente ¢ definida como sendo a diferenca da quantidade de
aminoacidos administrada na dieta e a quantidade destes nas fezes ou na digesta ileal. Neste
caso, a palavra aparente, segundo Stein et al. (2007) ¢ utilizada para enfatizar o contetido nao
digestivel de aminodcidos e a ndo corre¢do para as contribuigdes de origem enddgena nesse

valor de digestibilidade. A digestibilidade verdadeira, por sua vez, ¢ determinada pela diferenga
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entre a quantidade de aminoacidos na dieta e nas fezes ou digesta ileal, sendo consideradas as
perdas endogenas dos aminoécidos, que sdo subtraidas da quantidade total de aminoacidos
presentes nas fezes ou na digesta ileal (SAKOMURA; ROSTAGNO, 2007).

Estudos realizados também por Stein et al. (2007) apontaram que a digestibilidade ileal
¢ mais segura em relacdo aquela determinada utilizando-se das fezes para a estimativa da
biodisponibilidade de aminoécidos. Dessa forma, os efeitos da microbiota do intestino grosso
sobre os aminoacidos sdo eliminados.

Para a realizagdo do método que determina a digestibilidade ileal, e para que se tenha
acesso ao conteudo do ileo, usa-se com mais frequéncia a Canula T simples, que consiste na
implantacdo de uma canula de 10-15 cm da valvula ileo-cecal, permitindo o acesso a digesta
ileal. Esta técnica tem apresentado vantagens, como: simplicidade da cirurgia, menor periodo
de recuperagao pds-cirurgico e menor alteracdo da fisiologia digestiva, quando comparada a
outras técnicas de avaliacdo nutricional como a implanta¢do da canula reentrante e anastomose
ileo-retal (APOLONIO et al., 2003). A canula T assim como os outros procedimentos que sdo
usados para a coleta de fluido ileal, ndo permite a coleta total do contetido ileal do animal, sendo
necessario incluir um marcador indigestivel para calcular as mudancas nas concentragdes dos
aminodcidos.

Quando usamos um marcador para aferir a digestibilidade de um aminoacido, devemos
levar em conta que estes sdo considerados como substancias inertes que ndo sao absorvidos.
Desse modo, como aminoacidos e outros nutrientes sao absorvidos no intestino delgado, a
concentracao do indicador na digesta tende a aumentar, em comparagao com a sua concentragao
na dieta avaliada. Estes marcadores podem ser divididos em internos, representada por
substancias indigestiveis presentes na dieta, ou externos, quando eles sdo intencionalmente
adicionados a dieta. Muitas substancias podem ser usadas e entre os indicadores externos, o
oxido de cromo (Cr203) ¢ o mais usado entre os pesquisadores (POZZA, 2013).

No trato intestinal, os aminodcidos sdo divididos de acordo com o local de origem.
Aqueles que sdo oriundos de secregdes endogenas basais (aminoacidos que sdo secretados
dentro do trato gastrointestinal de animais em jejum e independem da dieta), € os que sdo
secretados em resposta ao consumo de matéria seca e caracteristicas da dieta (JANSMAN et
al., 2002). Dessa forma, ¢ necessario avaliar a digestibilidade verdadeira, onde este tltimo
considera as perdas enddgenas basais, proporcionando valores mais confiaveis em comparagao
com a digestibilidade ileal aparente (POZZA et al., 2013).

2.4 Aproveitamento de residuos da industria do biodiesel na fungicultura



24

O biodiesel ¢ uma forma de combustivel que pode substituir o diesel convencional de
motores em geral e pode ser extraido de fontes vegetais ou até mesmo de gordura animal.
Depois de um resultado negativo em 2016, a industria do biodiesel reencontrou o caminho do
crescimento. Segundo dados recém divulgados pelas usinas ao longo do ano de 2017, a
producdo atingiu a marca inédita de 4,29 bilhdes de litros fabricados. O Conselho Nacional de
Politica Energética podera aumentar apds margo de 2019, 15% da producado do biodiesel, devido
a grande demanda nos ramos industriais e de transportes (BIODIESEL BR., 2018).

Dentre as muitas espécies vegetais no Brasil, as mais usadas na produ¢ao do biodiesel
sdo o girassol, 0 amendoim, a mamona e a soja. Também, 20% do biodiesel ¢ feito com gordura
animal e o restante com diversas outras fontes, como o dendé, o 6leo de algoddo e a canola. A
concentracdo de agroindustrias do biodiesel ocorre principalmente em localidades onde sao
produzidas as oleaginosas. Na regiao Sudeste, por exemplo, por meio de uma parceria entre o
Governo do Estado e a empresa Italiana Novabra Energia, foi assinado um protocolo de
inten¢do de produgdo de pinhdo-manso. Os produtores da regido de Colatina no Espirito Santo,
firmaram um contrato com a empresa para exploracdo de mil hectares de plantagcdo
(BIODIESEL BR, 2018). A criagdo do “Polo Pinhdo-manso” ¢ um exemplo de elo entre o
aproveitamento de residuos da industria do biodiesel que desenvolve planos de
sustentabilidade, visando a produ¢do de uma energia limpa e também renovavel na regido em
que se encontra (SOUZA et al., 2016).

Para produzir biodiesel, a oleaginosa ¢ misturada com o alcool e a reagdo formada ¢
estimulada por um catalisador especifico, que provoca uma reagdo entre o 6leo e o alcool. Para
separar o 0leo usa-se glicerina, a mesma utilizada na fabricacdo de sabonetes. O 6leo ¢ entdo
filtrado e a sobra de restos vegetais constitui no que chamamos de torta, um material muito rico
em fibras e comumente utilizada na alimenta¢do animal (BIODIESEL BR, 2018).

O estudo de varias fontes alternativas de alimentos, como os subprodutos da industria
do biodiesel ¢ necessario para auxiliar o pesquisador, no que diz respeito a substituicdo destes
aos alimentos convencionais de alto custo no mercado. Além disso, conduzindo o
aproveitamento de subprodutos da industria do biodiesel para a alimentagdo animal, ocorre
também a diminui¢ao do impacto ambiental desses materiais quando estes sdo descartados de

forma indevida (AMORIM et al., 2015).

2.5 Aproveitamento da torta do caroco de algodao
O algodao ¢ uma planta oleaginosa do género Gossypium L., da familia Malvaceae,

onde cerca de 40 espécies sao arbustivas e nativas das regides subtropicais e tropicais. Além da
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utilizacdo prioritdria na industria téxtil, esta oleaginosa emerge agora também como matéria-
prima de uso biotecnoldgico, em especial na produgao de biodiesel. Com o avango da tecnologia
agricola, o aumento da produtividade do algoddo no Brasil permitiu que o pais migrasse da
categoria de maior importador mundial de algodado para o terceiro maior exportador do produto
em 12 anos (MAPA, 2017).

A producdo interna de algodao estd concentrada na regido Nordeste e possui uma
importancia socioecondmica relevante para a economia do pais. Estima-se que cerca de 1,38
milhdes de toneladas de algodao foram produzidos no periodo de 2016 € 2017, no entanto, em 2015
houve uma reducdo na area plantada de 2,5% comparada com as safras anteriores. Isso mostra
que os elevados custos e o indice pluvial deficiente interferem negativamente na oferta anual
desta cultura (CONAB, 2016).

No processamento do algodao para a fabricacdo de biodiesel, inicialmente ha uma
separacdo da fibra longa das sementes (descarogamento), que resulta em caroco com linter,
caracterizado por apresentar fibras finas e curtas, que permanecem ligadas ao carogo. Os
produtos resultantes deste processamento sdo o proprio carogo de algoddao que moido libera o
0leo destinado ao consumo humano, o farelo de algodao, muito utilizado na alimentagao animal,
e a torta de algodao. O farelo distingue-se da torta em func¢ao do processamento, sendo que, ao
passo em que a torta ¢ obtida apenas pela prensagem do material, o farelo ¢ obtido quando sao
utilizados processos quimicos e fisicos para a extracao do 6leo (SANTOS et al., 2009).

A composicao da torta de algodao apresenta 89,1 a 94,2% de matéria seca; 25,9 a 47,6%
de proteina bruta; 1,2 a 11,4% de extrato etéreo; 28,4 a 33,1% de fibra em detergente neutro;
17,7 a 21,6% de fibra em detergente acido e 4,4 a 15,1% de lignina (VALADARES FILHO et
al., 2006; BRITO et al., 2007).

A torta de caroco de algodao na alimentagdo de animais ruminantes ¢ uma realidade
presente em quase todos os sistemas de criagdo, pelo fato de que esse subproduto possui um
alto valor nutricional, principalmente proteico e pelos grandes volumes produzidos pela
industria do biodiesel, o que facilita a oferta para os produtores. Estudos apontam para uma
inclusdo da torta de algodao numa propor¢ao de 20 a 30% na racdo, aumentando a energia
liquida ingerida e a produtividade de leite e o extrato etéreo da dieta, responsavel pela qualidade
organoléptica do leite (ROGERIO et al., 2013).

A inclusdo da torta de carogo de algodao na produgdo de suinos ainda ndo foi possivel,
pois existe a limitagdo destes animais quanto a toxicidade do gossipol, presente neste alimento.
A inclusdao deste subproduto na alimentacdo sé seria possivel se procedimentos de pré-

tratamento e destoxificacdo fossem realizados previamente (ANDRADE et.al., 2014).
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2.6 Biodestoxificacdo do gossipol por macrofungos

O gossipol (C30H300s0) € um pigmento polifendlico toxico, encontrado em sementes da
familia Malvaceae e ¢ responsavel pela protecdo natural contra insetos invasores. A
disponibilidade do gossipol no caroco de algodao estd relacionada com o a forma na qual se
encontra, se livre ou ligado, que ¢ quando o mesmo se complexa com proteinas circundantes.
Quando esta na forma livre, ele apresenta maior toxicidade do que na forma ligada. A forma
ligada, no entanto, se da ap6s o processamento do caroco do algodao, onde hd uma ligacao do
gossipol livre, onde o grupo aldeido presente nessa molécula se liga com aminas dos
aminodcidos de proteinas que se encontram no meio. Gadelha (2014) relatou maior
concentracdo de gossipol em carogo de algodao (0,7% ou 7000 ppm) em comparagdo com a
torta do carogo de algodao, o que ¢ explicado, conforme mencionado anteriormente, ao fato
deste ultimo ter passado pelo processamento para a retirada do 6leo. Portanto, o gossipol livre
¢ o maior problema na alimenta¢@o animal, sendo, portanto, o foco de pesquisas quanto a sua
eliminagdo (OECD, 2009).

Fungos de podriddo branca sdao conhecidos por produzir estruturas reprodutivas
macroscopicas, sendo por isso também conhecidos como macrofungos ou macromicetos. Esses
fungos s3o o alvo do presente projeto de pesquisa, uma vez que 0S mesmos atuam como
degradadores de compostos antinutricionais. Essa capacidades desses microrganismos permite
que substratos contendo essas substancias sejam transformados em subprodutos viaveis para a
alimentagdo animal, gragas ao extenso arsenal enzimatico que possuem. O processo que estes
fungos realizam na retirada dos componentes indesejaveis ¢ denominado de biodestoxificacao
ou detoxificagdo. Quando acontece a biodestoxificacao pela acdo das enzimas produzidas por
estes microrganismos, 0 composto apos o cultivo pode ser utilizado para a alimentacao animal.
Por exemplo, em tortas de pinhdao manso, a degradacao dos ésteres de forbol depende de
enzimas como as esterases, que hidrolisam ésteres de cadeia curtas e lipases que hidrolisam
diterpeno seus derivados (JOSHI et al., 2011).

Pesquisas com métodos quimicos e fisicos tém sido utilizadas na eliminagdo eficaz do
gossipol livre tanto no carogo como na torta do carogo de algodao. Conceicao (2018), testando
autoclavagem concluiu que este método ¢ eficaz na eliminagdo do gossipol livre, através da
quantifica¢do cromatografica. Portanto, sabe-se que este método ndo ¢ totalmente eficaz quando
se trata de uso do residuo deste processo na alimentacdo animal, pois o calor pode complexar o

gossipol a proteinas, impossibilitando sua eliminacdo (CHAI & SUN 2016). Fungos da
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podriddo branca estdo sendo testados pela Embrapa Agroenergia quanto ao seu poder
biodestoxificador em tortas de caroco de algodao, mostrando resultados eficazes de eliminacao
e garantia de seguranca deste subproduto (ARAUJO et al., 2016).

Constituintes de interesse de plantas, microrganismos e outros tipos de organismos
podem ser aferidos nas pesquisas cientificas através de técnicas cromatograficas que revelam
através de picos (cromatogramas) a auséncia ou presenga desses em determinada amostra. A
técnica de cromatografia se baseia no principio de separacdo individual dos diversos
constituintes de uma mistura por meio de uma interagdo entre as moléculas da amostra e de
duas fases, uma estacionaria e outra mével. Os seus principais componentes sdo um sistema de
bombas, um sistema de injecdo da amostra, a coluna cromatografica e o detector e um sistema
que permite registar e fazer o tratamento da resposta analitica desse detector a um software

(USLU et al, 2012).

2.7 Cogumelos

A producdo de cogumelos comestiveis tem se disseminado em varios locais do Brasil.
Atualmente, os estados que mais se destacam na producao de cogumelos sao Sao Paulo (Mogi
das Cruzes, Pinhalzinho, Ibitna, Sorocaba, Salto, Cabretva, Juquitiba e Valinhos) e Parana
(Castro, Tijucas do Sul e Curitiba). Além desses, também ha cultivos em Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sul da Bahia, Pernambuco, Brasilia e no Rio Grande do Sul (ABPC, 2018).

De acordo com Wasser et (2014), os cogumelos comestiveis possuem diversas
propriedades envolvidas na imunoterapia, nutrigdo e prevencdo de doencas tumorais. Os
polissacarideos presentes na parede desses fungos, principalmente as betaglucanas sio descritas
por melhorarem respostas imunes inatas e antitumorais em animais € humanos.

Sdo conhecidas mais de dez mil espécies de cogumelos, podendo considerados
comestiveis aqueles que ndo trazem risco a saude, enquanto que nos nao comestiveis, sao
encontradas propriedades alucindgenas e/ou toxicas que podem ser letais se consumidos
(FROUFE et al., 2011).

Somente mil espécies sdao conhecidas cientificamente como sendo cogumelos
comestiveis. Lentinula edodes (Shitake) Agaricus bisporus (Champignon de Paris), e Pleurotus
ostreatus (Shimeji), destacam-se dentre as espécies mais cultivadas no mundo. Dentre as trés
espécies, 0 A. bisporus ¢ a espécie mais cultivada no Brasil (Tabela 1).

Gracas as suas qualidades gastrondmicas e potencias propriedades como alimento

funcional, ha uma crescente demanda pelos cogumelos no Brasil, resultando na expansao do
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seu cultivo. No entanto, ha uma grande necessidade de desenvolvimento de novas tecnologias
de cultivo que se enquadrem nas condigdes climaticas do pais, o que chega a ser um fator
limitante para varias regides para o cultivo pouco tecnificado (DIAS et al, 2010).

O cultivo de cogumelos requer substratos constituidos, na sua maioria, por residuos
agroindustriais, ricos em celulose e lignina e considerados ideais como fontes nutricionais para
estes microrganismos. Cada espécie ¢ especifica quanto a formulacdo de substratos, pois as
enzimas presentes na degradagdo dos compostos lignificados, variam de acordo com o
cogumelo de interesse (SAAD et al, 2017). A temperatura de cultivo pode variar em funcao da
espécie, principalmente para a fase de frutificacdo. Para a grande maioria dos cogumelos, a
frutificacdo pode ocorrer entre 18 e 22°C, como ocorre com o champignon, o shiitake e o
shimeji. Muitas espécies de origem tropical frutificam bem em temperaturas mais elevadas,
como ¢ o caso do cogumelo do sol (Agaricus subrufescens) e algumas espécies do género
Pleurotus e até mesmo linhagens da espécie P. ostreatus. Curiosamente, para a colonizagdo do
substrato, a temperatura ndo varia muito, sendo 25°C a temperatura mais comumente utilizada.
Para uma frutificacao eficiente, outros dois fatores sao muito importantes: umidade relativa do
ar e ventilagdo, sendo que, para esses dois fatores, ndo ha também grandes variagdes entre as
diferentes espécies de cogumelos. De modo geral, utiliza-se umidade acima de 90%=<5, apesar
de que algumas espécies podem ser um pouco menos exigentes. Para o fator ventilacdo,
trabalha-se como referéncia com um teor de CO2 de 1000 ppm, como sendo o méaximo
permitido para a fase de frutificagdo. Por estes fatores, o produtor necessita ter um investimento
inicial onde a tecnificacdo possa ser implantada no local de producao (FIGUEIREDO & DIAS,
2014).

Tabela 1 — Produgao estimada de cogumelos comestiveis no Brasil

Principais cogumelos produzidos no Brasil Producio estimada (Ton/ano)
Agaricus bisporus (Cogumelo de Paris) 8.000
Pleurotus spp. 2.000
Lentinula edodes (Shiitake) 1.500
Agaricus subrufescens 500
Outros 50

Fonte: Adaptado de Associacdo Nacional de Produtores de Cogumelos (ANPC)

2.8 O composto pés-cultivo de cogumelos comestiveis
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Ap6s o fluxo de produgdo do cogumelo, resta o substrato pds cultivo ou do inglés SMS
(Spent Mushroom Substrate), cuja destinagdo tem sido objeto de estudo em paises como China,
Estados Unidos e Holanda. A produg¢ao mundial de cogumelos frescos em 2013 foi de,
aproximadamente, 10 milhdes de toneladas, de modo que, poderia se estimar um volume gerado
de 50 a 100 milhdes de toneladas de SMS. Dessa forma, hda uma necessidade ambiental e
econdmica do aproveitamento deste subproduto da fungicultura, visando a minimizagdo dos
impactos ambientais que este gera, em funcao da sua destinagdo. (FONSECA et al., 2017). Por
outro lado, quando se tem o uso de microrganismos que podem incorporar nutrientes de
interesse farmacoldgico ou mesmo na nutricdo animal em um determinado substrato, sem que
haja produgao deste organismo para um consumo, como ¢ o caso da produ¢do de cogumelos, o
processo ¢ denominado de “pré-tratamento” ou “fermentado”. O substrato pré-tratado por
algum microrganismo ¢ um passo crucial na conversdo de biomassas lignoceluldsicas em
biodiesel ou alimentos ricos em nutrientes para a alimentacdo animal e sdo cientificamente
melhores, quando comparados aos tratamentos térmicos e quimicos (WAN & LI, 2012).

A composicdo do SMS ou compostos pré-tratados varia de acordo com a espécie
cultivada, bem como da diversidade de materiais utilizados (palha de trigo e de arroz, residuos
de algodao, bagaco de cana-de-acucar, serragens, polpa e casca de frutas, folha de bananeira,
polpa de café, entre outros) (SAAD et al, 2017).

De um modo geral, todos os cogumelos possuem propriedades farmacéuticas e
nutracéuticas, de interesse tanto na alimentacdo humana quanto animal. O consumo de
Pleurotus ostreatus, por exemplo, oferece prote¢do antioxidante aos danos do sistema
oxidativo, por ser importante fonte de compostos fendlicos capazes de combater, suprimir
e inibir a formagdo de radicais livres (BRUGNARI et al, 2018). Antioxidantes ativos
encontrados em cogumelos incluem vitaminas tais como acido ascorbico, carotenoides, tiamina,
riboflavina, biotina e piridoxina, além do ergosterol. Cogumelos comestiveis como Agaricus
bisporus, Cantharellus, Cibarius, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus e Boletus edulis sao
uma fonte rica dessas vitaminas (Nakalembe et al., 2015). Outro composto de interesse
farmacologico ¢ a ergotionina, substancia oxidante que foi quantificada em 0,93mg/g em
Agaricus bisporus (CHEN et al. (2012). Estes compostos ndo sdo sintetizados por animais,
sendo, portanto, estudados como futuras fontes na incrementacgdo de dietas.

Um dos aspectos mais importantes dos cogumelos comestiveis ¢ a sua capacidade de
degradacao da lignina. O arsenal enzimatico dos fungos de podridao branca envolve as lacases,
manganés peroxidases e aril-alcool-oxidase, que produz o peroxido de hidrogénio requerido

pelas peroxidases (SANCHEZ, 2009). Destacando o género Pleurotus, este fungo possui uma
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grande capacidade de produzir eficientes enzimas lignoceluloliticas. Tais enzimas sdo
excelentes quanto ao seu potencial de degradacdo da lignina, facilitando o acesso as celulases
e hemicelulases, também produzidas por esses fungos (LOMASCOLO etal., 2011). Kaffenberg
(2015) observou a perda de lignina em 40% no substrato feito de palha de milho, testando cinco
fungos de podridao branca, dentre eles o Pleurotus ostreatus. Pensando na alimentagdo animal,
principalmente de ndo ruminantes, a degradacdo de compostos lignificados por macrofungos ¢é
um passo importante para a nutri¢do desses animais, ja que muitos alimentos com alto teor
proteico sao limitados por conter grande quantidade desses compostos, ndo disponibilizando a
proteina. Em animais ndo ruminantes por exemplo, hd uma limitagdo ao uso de matérias primas
com elevado teor de lignina, pela falta de microrganismos responsaveis por essa degradacao,
como ocorre nos ruminantes (SAKOMURA & ROSTAGNO, 2016)

Na degradacdo de materiais fibrosos, as enzimas capazes de promover a quebra da
celulose sdo as pertencentes ao complexo de celulases, as quais sdo capazes de realizar hidrolise
da celulose em glicose. As endo-(1,4)-B-D-glucanases hidrolisam liga¢des internas (- 1,4),
preferencialmente nas regides amorfas, expondo regides terminais € ndo terminais. As As exo-
(1,4)-B-D-glucanases dao sequéncia a acao das endoglucanases, removendo mondmeros ou
dimeros das porgdes terminais das cadeias, enquanto que as B-glucosidades hidrolisam
celobioses e, raramente, alguns oligossacarideos a glicose (FUKUDA et al., 2009). As enzimas
lignoliticas oxidativas (lacase, manganés-peroxidase e lignina-peroxidase) atuam na
degradacao da lignina (SOUZA, 2012). As holocelulases sdo as enzimas que degradam a
holocelulose (celulose com hemicelulose) da estrutura lignoceluldsica da parede celular das
plantas (GASPAR, 2014). O basidiomiceto Coprinopsis cinerea, cultivado em palha de arroz
sem quaisquer aditivos, produziu uma série de enzimas (lacase, celulase e xilanase). Observou-
se também que a microestrutura e os constituintes da palha de arroz mudaram
significativamente apos serem transformados por este microrganismo. Portanto, o subproduto
do cultivo deste microrganismo pode ser considerado bastante apropriado para a inclusdo na
cadeia de alimentacdo animal (ZHANG, 2018). Whang (2018) inoculando 12 espécies do
género Aspergillus em folhas de Ginkgo biloba observaram o aumento de aminoacidos
essenciais e aminodcidos totais de 96,41% e 16,49% respectivamente maiores que o controle.
Além das enzimas envolvidas no processo de degradagdo, os cogumelos produzem, como parte
da estrutura da sua parede células, a f-glucana, um importante polissacarideo que capaz de
apresentar um papel imunomodulador em animais, além de atividade antitumoral,

antiinflamatéria, antimutagénica, hipocolesterolémica e hipoglicémica.
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2.9 Uso do composto pos-cultivo de cogumelos comestiveis na alimenta¢io animal

O crescente uso de alimentos alternativos na alimentacdo de suinos ¢ realizado afim de
viabilizar novas opgdes na dieta destes animais. Se estes subprodutos sdo provenientes de
agroindustrias que se encontram na regiao de produgdo, tem-se a vantagem de custos menores,
o que traz grande beneficio para os produtores de suinos.

Quando h4 uma utilizacdo de materiais provenientes do setor agroindustrial para a
alimentagdo animal, consequentemente, ha também uma diminui¢ao dos impactos ambientais
que estes materiais causariam se fossem langados no meio ambiente, em especial aqueles que
contém um alto teor de elementos quimicos poluentes (REZZADORI; BENEDETTI, 2009). Na
alimenta¢do animal, estes residuos podem ser usados como fonte de energia, proteina, minerais
e vitaminas. Além disso, esses subprodutos apresentam a vantagem de proporcionar uma
utilizacdo que ndo compete com a alimentagdo humana, como ¢ o caso da utilizacao do milho
e farelo de soja, principais ingredientes da ragdo de suinos, mas que também sao utilizados na
alimenta¢do humana.

No caso do SMS, este era considerado um problema para a cadeia produtiva de
cogumelos, porque, além de poder causar problemas de contaminagao de novos cultivos, gerava
problemas de contaminagdo dos cursos d’agua se disposto de forma inadequada no ambiente.
Mas, atualmente, pode ser utilizado na produgdo de enzimas, biorremediacdo, alimentacao
animal e geracdo de bioenergia (PHAN; SABARATNAM, 2012).

Viérios trabalhos t€ém apontado a viabilidade da utilizagdo de SMS ou do composto pré
-tratado por microrganismos na alimentagdo animal. A suplementacdo dietética com o
fermentado de Hericium caput medusae em frangos de corte, aumentou as contagens de
bactérias benéficas no intestino e inibiu o crescimento de E. coli, além de melhorar a utilizacao
de nutrientes da dieta e aumento da estrutura das vilosidades intestinais (SHANG, 2016).
Outros trabalhos demonstraram o potencial de utilizagdo do SMS de Agaricus bisporus na
alimentagdo de bagres juvenis, bem como da utilizagdo do fermentado de Pleurotus ostreatus
como substituto da farinha de peixe (KATYA, 2014). Quantidades aumentadas de
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. no jejuno e quantidades menores de Escherichia coli
no jejuno e no ileo foram observadas com a administracdo de dietas contendo Armillariella
tabescens como aditivo em dietas para leitdes em fase de desmame (CHEN, 2017). A adi¢do
de fungos em substratos contendo palha de milho mostraram a degradagdo da lignina nas

primeiras 8 horas de cultivo, concluindo assim que os fungos podem ser potentes
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deslignificantes de materiais fibrosos, aumentando assim a digestibilidade desses residuos para
a alimentacao animal (HUANG, 2017).

O sucesso do uso do SMS e de compostos pré-tratados na alimentagao de animais, esta
relacionado, além do valor nutricional do mesmo, a melhor digestibilidade do produto final.
Desse modo, a utilizagdo desses substratos tem se mostrado viavel para o aproveitamento na
alimenta¢do animal, formando um elo importante de aproveitamento entre a fungicultura, a

agricultura e industria do biodiesel com a produ¢ao animal.

2.10 O cogumelo comestivel da espécie Fistulina hepatica

Fistulina hepatica ¢ um cogumelo comestivel pertencente ao filo Basidiomycota, ordem
Agaricales, familia Fistulinaceae e género Fistulina. E parasita de troncos de madeiras mais
maduras como castanheiros e carvalhos. Seu corpo de frutificagdo possui um didmetro que pode
variar de 7 a 20 centimetros e seu formato ¢ semelhante a um figado, o que da origem ao seu
nome (Figura 1). A coloragdo deste fungo varia do rosa a laranja no inicio da fruticagdo e torna-
se de cor vermelha até marrom no decorrer do tempo. Um fato interessante € que ao ser cortado,
o basidiocarpo de Fistulina hepatica produz um exsudato vermelho-sangue (SONG, 2015). De
acordo com Moura (2008), o consumo de Fistulina hepatica ainda nao ¢ estabelecido na
populacdo urbana, porém ¢ um alimento muito procurado por pequenas populagdes que residem

proximas a matas selvagens.

Figura 1: Fistulina hepatica

FONTE: http://mushroomobserver.org/name/show_name/4

Fistulina hepatica destaca-se como um dos cogumelos que apresentam teores de adcidos
fenolicos, os quais sdo conhecidos pela sua acdo antioxidante em alimentos (VAZ etal., 2011).

Além do perfil antioxidante, Palazzolo (2012) observou uma maior concentragdo de vitamina
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B12 e outras vitaminas neste cogumelo, quando comparado a cogumelos do género Pleurotus
e outras espécies de cogumelos. Alves et al (2014) observaram um potencial antibidtico usando
Fistulina hepatica no controle de bactérias patogénicas do trato gastrointestinal, o que

demonstra outras potencialidades de aplicagdo deste cogumelo.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O uso da torta de caroco de algoddo como um subproduto alternativo para a alimentacao
de animais ruminantes ja € uma realidade, uma vez que esses animais sao tolerantes aos niveis
de gossipol presentes nesse material. Entretanto, para suinos, a inclusdo deste alimento sé €
possivel se um tratamento de destoxicacdo do gossipol. Dentre as diferentes possibilidades, o
processo de biodestoxificagdo realizado por cogumelos comestiveis ¢ uma das estratégias mais
promissoras. Neste processo, obtendo o SMS (Spent Mushroom Substrate) como produto da
colonizagao deste fungo, a inclusdo do mesmo na alimentagdo de suinos contribuiria como elo
entre a fungicultura e a cadeia do biodiesel, na qual o produtor rural teria acesso, a baixo custo,

a um subproduto de alta qualidade nutricional.
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CAPITULO 2

CULTIVO DE Fistulina hepatica CC102 COMO AGENTE DEGRADADOR DE
GOSSIPOL EM TORTA DO CAROCO DE ALGODAO

RESUMO

Fistulina hepatica ¢ um cogumelo comestivel com capacidade de degradacdo do gossipol, um
composto toxico, presente na torta de caroco de algodao. O gossipol € um fator antinutricional,
o qual limita a utilizacdo da torta de carogo de algoddo na alimentagdo de animais nao
ruminante. Por isso, o cultivo de cogumelo ¢ um potencial elo de ligagcdo entre a produgao de
biodiesel, usando o o6leo de algoddo, e a produg¢do de carne suina. Neste contexto, a
biodestoxificagdo do gossipol seria resolvida ao se utilizar a torta de caroco de algoddao como
substrato para o cultivo de cogumelos, cujo subproduto, o substrato pds-cultivo destoxificado,
poderia ser utilizado como ingrediente da ragdo animal. Com base nisso, o objetivo deste
trabalho foi o de avaliar o potencial de utilizag¢do de Fistulina hepatica CC102 como agente de
biodegradagao do gossipol. Este fungo foi selecionado em experimento preliminar quando
foram testados 35 fungos pertencentes a cole¢do de cogumelos comestiveis da Embrapa
Agroenergia. O ensaio de selecao dos fungos foi conduzido em placas de Petri, em meio solido
contendo torta de carogo de algodao em diferentes proporgdes. Apos este processo, os fungos
com melhor crescimento foram avaliados quanto a degradacao do gossipol, por meio de anélises
de HPLC e de atividade enzimdtica. Apenas 13 fungos foram considerados promissores em
funcdo do seu crescimento em meio a base da torta de carogo de algodao. Destes, apenas dois,
Fistulina hepatica CC102 e Pleurotus osteatrus CC389 mostraram-se eficientes na degradagao
do gossipol, além de apresentarem caracteristicas bromatoldgicas dos substratos com alto valor
proteico e fibra ideal para alimentacdo animal. Fistulina hepatica CC102 foi o fungo escolhido
para produgdo do substrato em larga escala para ser usado na alimentagcdo de suinos. Desta
forma, testes com Artemia salina e roedores ndo apresentaram anomalias ou efeito quanto a
toxicidade do gossipol livre. As enzimas de Fistulina hepatica CC102 quantificadas no presente
estudo mostraram eficientes e podem ter participa¢do na degradacio do gossipol até o nivel de
97% avaliada aos 15 e 20 dias de cultivo. Os resultados obtidos neste trabalho sdo satisfatorios
ao que se refere a eficiéncia de F. hepatica CC102 na destoxificacdo de torta de caroco de
algoddo, abrindo assim possibilidades da integracdo de cadeias produtivas de biodiesel,
fungicultura e a industria de ragdes animais.

Palavras chave: Fistulina hepatica, gossipol, atividade enziméatica, HPLC, biodegradacao
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ABSTRACT

Fistulin hepatic is an edible mushroom with the ability to degrade gossypol, a toxic compound,
present in cotton seed cake. Gossypol is an antinutritional factor, which limits the use of cotton
seed cake in the feeding of non-ruminant animals. Therefore, mushroom cultivation is a
potential link between biodiesel production, using cotton oil, and pork production. In this
context, the biodosification of gossypol would be solved by using cotton seed cake as a substrate
for the cultivation of mushrooms, whose by-product, the detoxified post-culture substrate, could
be used as an ingredient in animal feed. Based on this, the objective of this work was to evaluate
the potential of using Fistulin hepatic CC102 as gossypol biodegradation agent. This fungus
was selected in a preliminary experiment when 35 fungi belonging to the collection of edible
mushrooms of Embrapa Agroenergia. The fungi selection assay was conducted in Petri dishes,
in solid medium containing cotton seed cake in different proportions. After this process, the
best growing fungi were evaluated for gossypol degradation by means of HPLC analysis and
enzymatic activity. Only 13 fungi were considered promising due to their growth in the base of
the cotton seed cake. Of these, only two, Fistulin hepatic CC102 and Pleurotus osteatrus
CC389 showed to be efficient in the degradation of gossypol, besides presenting bromatological
characteristics of the substrates with high protein and fiber ideal for animal feed. Fistulin
hepatic CC102 was the fungus chosen for large-scale substrate production to be used in pig
feed. Thus, tests with Artemia saline and rodents showed no anomalies or effect on the toxicity
of free gossypol. Fistulin hepatic enzymes CC102 quantified in the present study were efficient
and may participate in the degradation of gossypol up to the 97% level evaluated at 15 and 20
days of culture. The results obtained in this work are satisfactory as regards the efficiency of F.
hepatic CC102 in the detoxification of cotton seed cake, thus opening possibilities for the
integration of productive chains of biodiesel, fungiculture and the animal feed industry.

Key words: Fistulin hepatic, gossypol, enzymatic activity, HPLC, biodegradation.
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1. INTRODUCAO

O algodao ¢ uma planta oleaginosa do género Gossypium L., da familia Malvaceae,
onde cerca de 40 espécies sdo arbustivas e nativas das regides subtropicais e tropicais. Com o
avango tecnoldgico da agricultura, o aumento da produtividade do algoddo no Brasil permitiu
que o pais migrasse da categoria de maior importador mundial para o terceiro maior exportador
de algodao em 12 anos (MAPA, 2017). Considerando que o mercado interno do produto ¢
também bastante elevado, a producgao do algodao gera grandes volumes de carogo, o qual pode
ser considerado um subproduto, uma vez que o mesmo pode ser utilizado para a producao de
0leo comestivel, na alimentagdo animal e mais recentemente, para a producao de biodiesel.

Para a extracao do 6leo, o carogo de algodao pode ser moido ou prensado, resultando
no farelo de algodao ou na torta de algodao, respectivamente, os quais sao muito utilizados na
alimentacdo animal. O farelo distingue-se ainda da torta em fun¢do do processamento, sendo
que, ao passo em que a torta ¢ obtida apenas pela prensagem do material, o farelo ¢ resultante
de processos quimicos e fisicos para a extracao do 6leo (SANTOS et al., 2009).

A torta de carogco de algodao ja ¢ bastante utilizada na alimentagdo de animais
ruminantes, gracas ao seu elevado valor nutricional e baixo custo em fun¢do da grande oferta
no mercado. Estudos apontam para uma inclusdo da torta de algoddo numa proporgdo de 20 a
30% na ragdo, contribuindo para um aumento da energia liquida ingerida e o extrato etéreo da
dieta, resultando em maior produtividade e melhor qualidade organoléptica do leite (ROGERIO
etal., 2013).

Entretanto, a inclusdo da torta de caro¢o de algodao na producdo de suinos ainda nio
foi possivel, pois estes animais sd0 mais sensiveis a presenca do gossipol neste alimento.
Portanto, a sua inclusdo na alimentacao de suinos so seria possivel se procedimentos de pré-
tratamento e destoxificacdo fossem realizados previamente (ANDRADE et.al., 2014).

Dentre as diferentes possibilidades de destoxificagdo, o processo de biodestoxificagdo ¢
uma das estratégias mais promissoras. Primeiro, porque a torta pode ser utilizada como
substrato para a geracao de outro produto, de origem microbiana e, ao final do processo, a torta
transformada pelo microrganismo e agora destoxificada, torna-se em outro subproduto
importante, que pode ser utilizado na alimentagdo de suinos. Neste contexto, o cultivo de
cogumelos ¢ uma atividade que se adequa perfeitamente a este propdsito, uma vez que os fungos
basidiomicetos apresentam um arsenal enzimatico que os capacitam a degradar diferentes tipos
de compostos fenodlicos. Portanto, é possivel encontrar espécies de cogumelos capazes de

crescer em substrato a base de torta de caroco de algoddo e que, ndo apenas sejam tolerantes,



43

mas que sejam capazes de degradar o gossipol, tornando o substrato de cultivo livre deste
produto toxico aos suinos.

No presente trabalho, diferentes espécies de fungos basidiomicetos foram avaliados
quanto a sua capacidade de crescimento em meio de cultura a base de carogo ou torta de carogo
de algoddo. Os resultados mostraram que Fistulina hepatica possui grande potencial de
utilizagdo como agente biodestoxificador da torta de caroco de algoddo. Em fun¢do disso,
outros experimentos foram conduzidos com o objetivo de se caracterizar o isolado selecionado,
bem como para otimizar 0 processo.

Fistulina hepatica ¢ um cogumelo comestivel, pertencente a ordem Agaricales e a
familia Fistulinaceae. O consumo deste cogumelo ¢ observado em maior escala na Franga,
seguido de alguns paises europeus. Sao vendidos em mercados na maioria das vezes € podem
ser consumidos crus em saladas ou cozidos ao molho com temperos. Possui coloragao vermelha
caracteristica e se assemelha com um figado (de onde deriva o nome da espécie) (SONG, 2015).
Trata-se de um cogumelo rico em acidos fendlicos, o que lhe confere propriedades antioxidantes
superiores, quando comparado a outros alimentos, além de vitaminas do complexo B (VAZ et

al., 2011; Palazzolo, 2012).



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Origem e manutenc¢io da cole¢do dos macrofungos

Todos os isolados testados neste trabalho estdo depositados na colecdo de
Microrganismos Aplicados a Agroenergia e Biorrefinaria da Embrapa Agroenergia. Trinta e
cinco isolados de macrofungos foram avaliados no presente trabalho e estdo descritos na tabela
1. Os fungos foram mantidos por meio de repicagens continuas em Batata-Dextrose-Agar

(BDA). dAs placas colonizadas foram mantidas sob refrigerag¢do a 8 °C, até nova repicagem.

Tabela 1 — Espécies de macrofungos e diferentes isolados, pertencentes a colecao de

cogumelos comestiveis — Embrapa Agroenergia.

N" total cod. Nome cientifico micelial em EDA
1 CC421 Agaricus bitorquis Viavel
2 CC414 Agaricus subrufescens Viavel
3 CC348 | guricularia auricula-judae Viavel
4 CCA20 | guricularia fuscosuccinea Viavel
5 CC159 Coprinus comatus Viavel
6 CC425 Coprinus comatus Viavel
7 CC102 Fistulina hepatica Viavel
8 CC027 Flammulina velutipes Viavel
9 CC36 Ganoderma lipsiense Viavel
10 CC024 Ganoderma lobatum Viavel
11 CC351 Ganoderma lucidum Viavel
12 CC404 Ganoderma lucidum Viavel
13 CC029 Hericium erinaceus Viavel
14 CCA18 | Hypsizygus marmoreus Viavel
15 CC390 Lentinula edodes Viavel
16 CC412 Lentinus sajor-caju Viavel
17 CC402 Lepiota fusciceps Viavel
18 CCO037 Oudemansiella canarii Viavel
19 CC040 Panus lecomtei Viavel
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20 CCO88 Pholiota aegerita Viavel
21 CCO089 Pholiota nameko Viavel
22 CCA416 | pleurotus citrinopileatus Viavel
23 CC380 Pleurotus columbinus Viavel
24 CC353 Pleurotus eryngii Viavel
25 CCl111 Pleurotus eryngii var. Viavel
ferulae
26 CC335 Pleurotus florida Viavel
27 CC389 Pleurotus ostreatus Viavel
28 CC403 Pleurotus ostreatus Viavel
29 CCl54 Pleurotus pulmonarius Viavel
30 CC400 | pycnoporus sanguineus Viavel
31 CC328 | Schizophyllum commune Viavel
32 CC247 Trametes spp. Viavel
33 CC427 Trametes spp. Viavel
34 CCl124 Trametes versicolor Viavel
35 CC09%4 Volvariella volvacea Viavel

Fonte: Embrapa Agroenergia

2.2 Obtencao e processamento de co-produtos do algodao: caroco de algodiao integro e

torta de caroco de algodao.

Como substratos para crescimento dos macrofungos foram utilizados dois diferentes co-
produtos da industria de producao de biodiesel que usam como matéria-prima o algodao, sendo
o 1- caroco de algodao integro e 2- torta de carogo de algoddo. Estes produtos foram fornecidos
por institui¢des parceiras, cedidos durante o desenvolvimento do projeto intitulado FungiDetox
(projeto este que subsidiou o presente trabalho). O carogo de algodao integro foi processado,
utilizando triturador. Ambos os co-produtos foram armazenados em temperatura ambiente € em
local destinado para o armazenamento de amostras nas dependéncias da Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecudria- Embrapa Agroenergia.

2.3 Meios de culturas: solido a base de caroco de algodao 10% e semi-solido a base de

caroc¢o de algodao 100%
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Dois meios de cultivo foram utilizados para avalia¢do a capacidade de crescimento dos
macrofungos testados. O primeiro foi 0 meio a base de torta de caroco de algodao a 10%. Para
1 L de meio foram utilizados 100g de torta de caroco de algodao e 15 g de agar-agar. O meio
foi autoclavado a 121°C por 30 minutos. Esse meio de cultura foi denominado meio Agar Torta
de Caroco de Algodao (ATCA). Apds o resfriamento, o meio foi vertido (20 mL) em placas de
Petri (90 mm de diametro). O segundo meio foi, na verdade, um substrato a base exclusivamente
da torta de caroco de algoddo, com umidade ajustada para 60%, como num sistema de
fermentagdo semi-so6lida. Apds o umedecimento da torta, o substrato foi acondicionado em
potes de vidro de 250 mL, com abertura na tampa protegida com fita ®Micropore de 25 mm).
Os frascos foram autoclavados a 121°C por 30 minutos. Esse meio foi denominado meio Torta
de Caroco de Algodao Triturado 100% (TCA 100%). Como controle, foi utilizado um terceiro
meio, denominado CAT 100% (Caroco de Algodao Triturado-100%). Este meio foi preparado
da mesma forma que o ATCA 100%. A tnica diferen¢a entre ambos € que, para este, o substrato

consistiu do caroco de algodao triturado, enquanto que, para o anterior, utilizou-se a torta.

2.4 Inoculacoes dos macro-basidiomicetos nos meios ATCA e TCA

Trinta e cinco macrofungos foram reativados em placas contendo meio BDA e
incubados a 28°C durante sete dias. Discos miceliais dessas placas foram utilizados para
inocular as placas de Petri contendo o meio ATCA 10%. A partir dos fungos crescidos nesse
meio, treze ((Tabela 2) foram selecionados para a proxima etapa, que foi a colonizagdo do
substrato TCA 100% em frascos de vidro, inoculagdo nas mesmas condi¢des os quais foram
incubados a 28 °C durante 15 dias. A avaliacdo do crescimento micelial foi feita em mm/dia,
por meio de medi¢gdes com paquimetro, considerando-se 6 dias de crescimento para o meio

CTA 10% e 15 dias para o substrato TCA 100%.

2.5 Inoculacdes de macro-basidiomicetos para avaliacio de degradacao de gossipol

Os ensaios para avaliagdo da degradagdo de gossipol livre (GL), foram conduzidos por
meio do cultivo dos fungos nos mesmos substratos (TCA 100% e CAT 100%) no sistema de
fermentagdo semi-solida. A inoculagdo foi feita conforme descrito anteriormente, porém,
utilizando-se apenas dez fungos (Tabela 2), variando-se o tempo de incubacdo de acordo com
o substrato. Para o primeiro (TCA 100%), foram 15 dias, enquanto que, para o segundo (CAT

100%), foram 20 dias de incubacdo. Ao final do tempo de incubacdo todos os fungos
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apresentavam 100% de colonizacgao e, portanto, todos foram usados para as etapas de extracao

e detec¢ao do GL, conforme descritos a seguir.

Tabela 2- Isolados de fungos utilizados durante as etapas dos experimentos

Meio Pote Meio Pote
Macrofungos ACTA! TCA? CAT?

1-CC139
2 -CC 440
3-CC 351
4-CC353
5-CC403
6-CC 36
7-CC111
8-CC 037
9-CC412
10 - CC 159
11-CC 390
12-CC 335
13-CC 40
14-CC 110
15-CC 102
16 - CC 028
17-CC416
18 -CC 24
19-CC27
20-CC29
21-CC 116
22 -CC 380
23-CC 414
24 - CC89
25-CCl124
26 - CC154
27 - CC247
28 - CC328
29 - CC348
30-CC418
31-CC420
32 -CC421
33-CC425
34-CC 88
35-CC 9%

Legenda: Marcagdes refere-se aos macronfugos usados enquanto que em branco os que ndo foram usados/etapa.
! Meio ATCA: meio de cultura s6lido composto por Agar torta carogo de algodao; 2 Meio Pote CAT: meio de
cultura composto por torta de carogo de algoddo disposto em frascos de vidro. > Meio Pote TCA: meio de cultura
composto por torta de carogo de algodao disposto em frascos de vidro. Fonte: Do autor.

XX XXX XXX XXX
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2.6 Extracao de gossipol livre e quantificacdo via RP-UHPLC-DAD
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A extragdo foi realizada segundo a metodologia determinada pela AOCS (BA 8-78,
1997) para extracdo de gossipol livre com modificagdes realizadas por CONCEICAO et al.,
(2018). Apos os tempos de incubagdao, foram obtidas as biomassas tratadas, e essas foram
desidratadas a 60 °C por 48 horas. Logo apo6s, foram trituradas e homogeneizadas com o auxilio
de moinho de bancada do tipo IKA. Amostras de 1 g foram transferidas para tubos do tipo
Falcon de 15 mL. Apds adicionar 10 mL de acetona 70%, as amostras foram sonificadas em
banho de gelo por 5 minutos. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 14000 rpm a 8°C por
5 minutos. Uma aliquota de 1 mL do sobrenadante foi transferida para microtubo e novamente
centrifugada a 9000 rpm a 8 °C por 10 min. Cada uma das amostras assim processadas
foram transferidas para vials e analisadas em UHPLC (Ultra High Performance Liquid
Chromatography). A eluicdo foi feita em gradiente com solvente aquoso (TFA 0,1%) e organico
(100 % metanol) em coluna C18 da marca Kinetex® (100 mm x 2.10 mm, 2.6 pm) a 35°C. O
tempo de corrida foi de 14 minutos com fluxo de 0.4 mL/min. A amostra foi mantida a 8°C no
equipamento, sendo injetada aliquota de 1uL. O detector usado foi o PDA (Photodiodearay)
ajustado para aquisi¢do em 254 nm. A concentracao de gossipol foi determinada em pg/g. A

porcentagem de degradacdo de gossipol foi obtida através da seguinte formula:

Gossipol inoculado — Gossipol remanescente
x100

Gossipol inoculado

2.7 Atividades enzimaticas

2.7.1 Obtencao do extrato bruto a partir do crescimento dos fungos em CAT e ATCA

Para obtengdo do extrato bruto enzimatico, pesou-se 10 g (umido) dos substratos
colonizados (torta ou caroc¢o de algodao) e adicionou-se 50 mL de Polietilenoglicol 6000 0,01%
(PEG 6000) em proporcao de 1:5. A mistura foi homogeneizada emum homogeinizador do tipo
ultraturax por 60 segundos e entdo centrifugada a 8000 rpm e 4 °C por 10 minutos. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado em funil de buchner com papel de filtro. O
sobrenadante foi entdo denominado extrato bruto e foi utilizado nas determinagdes de atividades

enzimaticas. Para evitar contaminagao, ao extrato foi adicionado azida sodica 1%.
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2.7.2 Acucares Redutores — DNS

Para a determinacdo dos acucares redutores liberados apods reagdes enzimaticas,
utilizou-se uma modificagdo do método do DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico), originalmente
proposto por Miller (1959). O método do DNS baseia-se na reducao do acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, concomitantemente com a oxida¢do do grupo aldeido do agucar a grupo
carboxilico. Apods o aquecimento, a solucdo torna-se avermelhada, sendo lida em

espectrofotometro a 540 nm. O preparo da solucao de DNS seguiu o método de Ghose (1987).

2.7.3 Atividades de holocelulases

A partir dos cultivos em estado semi-solido nos substratos a base de caroco e torta de
carogo de algodao, foram obtidos os extratos brutos. Os ensaios enzimaticos foram realizados
em placas de PCR (96 pocgos) para endoglucanase, xilanase, pectinase e mananase, utilizando
20 pL extrato bruto e 20 pL de substrato (respectivamente: carboximetilcelulose, xilana, pectina
citrica, todos a 1%, e galactomana a 0,5%). A placa foi incubada em termociclador durante 30
minutos 50°C. Transcorrido o tempo, foram adicionados 120 puL de DNS e as placas foram
novamente incubadas no termociclador por 10 minutos a 50°C. Apos o resfriamento, transferiu-
se uma aliquota de 36 uL para placa de Elisa contendo 100 uL de dgua destilada para leitura do
ensaio no espectrofotometro a 540 nm. Para o ensaio de FPase (Filter Paper Hydrolases) foi
utilizado como substrato o papel Whatman nimero 1 em forma de discos, 40 uL de tampao
citrato de sodio e 20 pL da fonte enzimatica, que foram incubadas por 1 h a 50°C. Os ensaios
de FPase foram interrompidos e analisados como descrito anteriormente para outras
holocelulases.

Para determinagao da quantidade de agucar redutor liberado durante os ensaios
enzimaticos foram construidas as curvas de calibragdo com os monossacarideos que formam as
cadeias principais dos respectivos polissacarideos. Para calibracdo foi utilizado uma solugao
estoque de 2 mg/mL para cada agucar redutor (glicose, xilose, manose e adcido galacturonico).
Variando a concentragdo do agucar redutor com agua destilada, totalizando sempre o volume
de 150 uL, assim foram construidos 5 pontos para plotagem no gréfico de regressdo linear. Do
grafico foi obtida a equacdo da reta que foi utilizada para quantificar o total de agticar redutor

apos a adi¢do de 300 pL. de DNS, com fervura por 10 minutos e leitura a 540 nm.
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2.7.4 Atividades B Glicosidase

As enzimas B-glicosidases, também conhecidas por celobiases, catalisam a hidrélise de
celobiose ou oligossacarideos com grau de polimerizagao até seis glicoses. O ensaio consistiu
na exposicao do substrato padrdo, celobiose, ao extrato bruto, seguido de quantificacdo por
método colorimétrico. Para isto, 100uL da solugdo de celobiose 15 mM foram misturados a
100pL do extrato bruto, sendo a reacao incubada em termociclador a 50°C por 30 minutos.
Ap0s o resfriamento, foram transferidos 2,5 uL para uma placa de Elisa com 250 uL do reagente
de glicose oxidase (Bioclin). A placa foi incubada por 10 minutos a 37°C e a absorbancia

determinada, entdo, em espectrofotdmetro a 505 nm.

2.7.5 Atividades de proteases

A determinagdo das atividades de proteases foi realizada de acordo com o protocolo de
Charney & Tomarelli (1946) com adaptagdes. Os ensaios para proteases presentes no extrato
bruto ocorreram em tubos de centrifuga tipo Falcon de 15 mL. Exatos 500uL do extrato bruto
foram adicionados 500 pL. de azocaseina 0,5%, e a reagao foi, entdo, incubada em banho-maria
a37°C por 40 min. A reagao foi interrompida com TCA 10% (4cido tricloroacético). No preparo
do branco da amostra, para que ndo houvesse reacdo enzimatica, o TCA foi adicionado antes
do extrato enzimatico. Para o branco do aparelho, foi utilizada uma misturam de 500 puL de
azocaseina e 500 puL de tampao acetato de sodio pH 5, sem a adicdo do extrato bruto. As
amostras foram centrifugadas a 6000 rpm, por 10 min a 4°C. Os sobrenadantes foram
transferidos para tubos limpos, entdo adicionou-se 1 mL de KOH 0,5 M.

A leitura em espectrofotdmetro foi a 430 nm. Para o calculo da atividade foi usada a

formula conforme descrito a seguir:

Abs /0,001

= , : x Volume total ensaio
T(min)x V.enzima x V.EC

X =valor U/ml

Onde:
Abs = Absorbancia ensaio - Absorbancia branco
t = tempo em minutos no banho-maria;

V = volume
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EC = ensaio colorimétrico

2.7.6 Lacases

A lacase ¢ uma oxidase que catalisa reagdes de oxidacao, na auséncia de H>O» utilizando
deste modo oxigénio (O2) como oxidante, o qual ¢ reduzido a H>O. A atividade de lacase foi
determinada utilizando 180 pL de tampao acetato de sddio 0,2 M pH 5 e 180 pL de extrato
bruto e 40uL do substrato 2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS). A oxidagao
do ABTS foi monitorada pela cinética em espectrofotdmetro, leitura em 420 nm, durante 90
segundos a 25°C (Wolfenden & Wilson, 1982). O calculo da atividade enzimatica foi

determinado de acordo com a formula:

AAbsxTxV totalx10°

Concentracao = U.mL-1
exXV amostra

Onde: AAbs = valor de absorbancia
€ = Lacase: 36000 L.mol'cm™;
V= volume (mL) do sobrenadante

T = Tempo de reacdo (min).

2.7.5 Peroxidases totais

As peroxidases sdo heme-proteinas amplamente, distribuidas na natureza, que catalisam
a oxidacdo do substrato na presenga de peroxido de hidrogénio. A atividade de peroxidases
totais foi determinada utilizando 140 pL de tampao acetato de sédio 0,2 M pH 5, 180 pL do
extrato bruto e 40 pL de H>O> 2mM. Imediatamente antes da leitura em espectrofotometro,
adicionou-se 40 pL de solucao ABTS 5 mM. A oxidagao do ABTS foi monitorada pela cinética
em espectrofotdmetro, leitura em 420 nm, durante 90 segundos a 25°C. O calculo da atividade

enzimatica foi determinado de acordo com a formula:

Absorbiancia—Abs lacasextxV totalx10°

Concentragao = U.mL-1
exV amostra

Onde:
t =90 segundos

10 = conversio de mol para pmol



52

€ ABTS =36000 (coeficiente especifico para a concentragdo de 1 mol.L-1 em caminho 6ptico

de 1 cm

2.7.6 Atividade de Lignina peroxidase (Lip)

A atividade de LiP foi determinada pela oxidagdo de alcool veratrilico na presenca de
peroxido de hidrogénio, segundo Tien & Kirk (1984). O meio reacional foi composto de 500
uL do extrato bruto centrifugado, 200 pL de alcool veratrilico (2 mM) em tampao tartarato de
sodio (0,4 M; pH 3,0) e 200 uL de peréxido de hidrogénio (2 mM). A formagdo de aldeido
veratrilico foi acompanhada pela leitura da absorbancia a 310 nm em espectrofotdmetro V-Vis

(Spectrum SP-2000 UV) por 5 minutos, com registros a cada 10 segundos.

UI_ A Abs 106
L exRxt x

Onde:

AAbs = valor de absorbancia

€ = LiP: 9300 L.mol-1cm-1;

R = volume (mL) do sobrenadante;

t = Tempo de reacao (min).
2.7.7 Manganés peroxidases

A atividade de manganés peroxidases foi determinada pelo método proposto por
Kuwahara et al., (1984). A mistura reacional consistiu de 0,1 mL de vermelho de fenol 1%;
0,05 mL de sulfato de manganés 2 mM; 0,02 mL de H,O> 2mM; 0,1 mL de lactato de sodio
250 mM; 0,2 mL de albumina bovina; 0,5% de tampao succinato de sédio em pH 4,5 ¢ 0,5 mL
de extrato bruto. Apos 5 min a 30°C, as reagdes foram interrompidas pela adi¢ao de 40 pL de
NaOH 2M. A formacgao do produto de oxidacao foi quantificada pela variacao da absorbancia

(610 nm), de acordo com a formula:

U
AAbs x 10° = Enzima T

exRxT
Onde:
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AAbs = valor de absorbancia
€ = MnP: 460L.mol-1cm-1;
R = volume (mL) do sobrenadante;

T = Tempo de reagdo (min).

2.7.8 Atividade de lipase

A determinacao da atividade dessa enzima foi realizada através do método titulométrico
de acordo com protocolo de Diaz et al. (2006). O método baseia-se na titulagdo com NaOH dos
acidos graxos liberados pela acdo da enzima a partir dos triacilglicer6is na reagao de hidroélise.
Para os ensaios enzimaticos foi feita uma emulsdo com 2,5 mmol. L' de tampao Tris-HCL pH
7,0; 150 mmol. L' de NaCl; 2 mmol. L'! de CaCl,, com adi¢do de 3% de goma ardbica. Para

determinacio de lipases usou-se como substrato 6leo de oliva (66 mmol. L),

2.8 Cultivo de F. hepatica CC102

Para o preparo do indculo, foram usados arroz em casca e farelo de trigo, na propor¢ao
de 10:1. O arroz em casca (6 kg) foi pré-cozido por aproximadamente 30 minutos e depois do
resfriamento, foi misturado ao farelo de trigo. Fra¢des da formulacao (300 g) foram transferidas
para sacos de polietileno com filtro e autoclavados por 30 minutos a 121°C. Apds o
resfriamento, o substrato foi inoculado em condic¢des assépticas, usando o micélio advindo de
meio BDA em placas de Petri de 5 cm de didmetro. Para o cultivo do fungo, foi utilizado o
substrato contendo 80 % da torta do caroco de algoddo e 20% de bagago de cana. O substrato
foi acondicionado em frascos de vidro e autoclavados a 121°C por 90 minutos. Apds o
resfriamento, o substrato foi inoculado assepticamente, com o in6culo preparado conforme
descrito anteriormente. Os frascos foram incubados a temperatura ambiente por,
aproximadamente 20 dias, quando o substrato ja estava completamente colonizado.

2.9 Analise bromatologica

O substrato colonizado por F. hepatica CC102, produzido conforme descrito
anteriormente, foi retirado dos potes e desidratados a 105°C por 24-48 h em estufa de secagem

para as analises bromatdgicas, descritas a seguir.
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2.9.1 Matéria seca

A determinacdo de matéria seca ¢ feita por um método gravimétrico baseado na
evaporacao da agua presente na amostra, sendo calculada pela diferenga das pesagens entre o
recipiente com a amostra umida e o recipiente com a amostra seca a 105°C. Devido a grande
variabilidade do teor de umidade nas diferentes biomassas, os resultados das analises
composicionais sao reportados com base na matéria seca, permitindo, com isso, a comparagao
entre diferentes amostras. O procedimento inicial, baseia-se em secar os cadinhos de porcelana
em estufa a 105°C, durante 2 h; apds o resfriamento em dessecador por 1 h (até temperatura
ambiente), pesou-se em balanga analitica (precisdo de 0,0001 g) e registrou-se a massa inicial
do cadinho (Cadinho inicial); em sequéncia, pesou-se 0,30000 g das amostras em balanca
analitica, novamente registrando a massa da amostra (Massa da amostra). Apds, secou-se a
amostra em estufa a 105°C até massa constante (“overnight’), retirou-se a amostra da estufa,
deixando resfriar em dessecador por 1 h (até temperatura ambiente) e pesou-se em balanga
analitica registrando a massa do cadinho (cadinho MS) com o residuo de matéria seca. O

resultado foi obtido por meio da formula a seguir:

Cadin MS—Cadinho MN
% MS = x 100

Massa da amostra

Onde: MS = Matéria Seca
MN = Matéria Natural

2.9.2 Cinzas

As amostras foram calcinadas em forno tipo mufla para eliminar a matéria organica. O
procedimento inicial baseia-se em secar os cadinhos de porcelana em estufa a 105°C, durante 2
h. Apos o resfriamento em dessecador por 1 h (até temperatura ambiente) pesou-se em balanga
analitica (precisdo de 0,0001 g) e registrou-se a massa inicial do cadinho. Em sequéncia, pesou-
se 0,30000 g das amostras em balanca analitica, novamente registrando a massa da amostra e
queimou-se as amostras em mufla, elevando a temperatura de forma gradativa até chegar a
600°C por 240 minutos. Para finalizar, transferiu-se os cadinhos com o auxilio de um pinga
tenaz, para o dessecador para resfriamento e pesou-se a massa do cadinho com o residuo de

cinzas (cadinho cinzas). O teor de cinzas (% c) foi calculado segundo a férmula abaixo:
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cadinho cinzas—cadinh iniciao
%c = x 100

Massa da amostra

2.9.3 Extrato Etéreo

A metodologia permite determinar o teor de gordura bruta por extragdo com solvente. Os
compostos extraidos sdo predominantemente triglicerideos, contudo, outros lipideos
juntamente com compostos menores com alguma solubilidade em éter de petréleo também sao
extraidos. A extracdo se da pelo contato direto entre amostra e solvente sob pressao e em alta
temperatura.

Para a analise, pesou-se 1g da amostra dentro de saquinhos (previamente pesados e
identificados) proprios do equipamento (XT15, ANKOM Technology), selando-os e
acomodando-os em estufa de secagem a 105°C por 3 horas. Apods o resfriamento, pesou-se
novamente todos os saquinhos para entdo deposita-los no extrator. A analise ocorreu por 60
minutos a 90°C. Ao final da extragdo, os saquinhos foram mantidos em estufa por 30 minutos
para evaporagao do solvente residual. Apds isto, os sacos foram pesados novamente. O calculo

para determinacao do teor de extrato etéreo segue abaixo:

Teor de Extrato Etéreo(%) = (MZM;MQ x 100

1

Onde:
M1 = Peso da amostra
M2 = Peso da amostra + saquinho ap6s secagem.

M3 = Peso da amostra seca + saquinho apos a extragao.
2.9.4 Fibra em Detergente Neutro (FDN)

Por meio de uma digestdo em detergente neutro, o contetido celular (compostos soluveis
em detergente neutro) constituido, principalmente de proteinas, gorduras, carboidratos soluveis,
pectina e outros constituintes soluveis em agua, ¢ separado da parede celular (compostos
insoluveis em detergente neutro). Essa fracdo, insoluvel em detergente neutro (FDN), ¢
constituida, basicamente, de celulose, hemicelulose, lignina e proteina lignificada. A analise
baseou-se na pesagem das amostras (0,50g) em saquinhos préoprios do equipamento,

devidamente identificados. Apds, cada saquinho foi submetido a 15 mL de solucao de ureia 8
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mol/L e 0,4 mL de enzima alfa-amilase termoestavel e posteriormente armazenados no digestor
de fibras, onde permaneceu por 75 minutos. Apds, transferiu-se os saquinhos para béquer de
vidro contendo acetona suficiente para cobrir os saquinhos. Depois de secos, levou-os a estufa
a 105°C por 4 h. Apo6s esse tempo, retirou-se da estufa e, apds o resfriamento, as amostras foram
pesadas, registrando-se a massa do saquinho com o residuo de FDN. O teor de fibras em

detergente neutro (% FDN) foi determinado segundo as férmulas abaixo:

Brancogipa

C =
Br Brancolnicial

Saquinho — (Saguinho;,;.i,; X C
%FDN — (( q FDN ( q inicial Br)) % 100

Massaamostra

Os resultados foram expressos em base seca (x;g), tendo-se como base de correg¢do a
matéria seca a 105°C. Para isso, bastou multiplicar o resultado (x) por 100 e dividir pela

porcentagem de matéria seca (% MS), de acordo com a formula abaixo:

X% 100
*bs = T MS

2.9.5 Determinacio de Fibra em Detergente Acido (FDA)

M¢étodo proposto por VAN SOEST (1965) propicia conhecer os constituintes menos
soluveis da parede celular. Posteriormente, poderdo ser determinados: celulose, lignina,
nitrogénio insoliivel em detergente 4cido (nitrogénio lignificado), cinzas insolaveis em éacido e
silica. O conteudo celular, hemicelulose e a maior parte da proteina insoluvel sdo extraidos a
quente, com solucdo de detergente acido, restando, principalmente, a lignina insoluvel, a
celulose, o nitrogénio lignificado e a silica que constituem a fibra em detergente acido (FDA)
(NOGUEIRA, 2005). A andlise baseia-se na pesagem das amostras (0,50g) em saquinhos
proprios do equipamento, devidamente identificados. Posteriormente armazenou-se as amostras
no digestor de fibras com 2 L de solugdo de detergente acido, onde permaneceram por 60
minutos. Apds, transferiu-se os saquinhos para béquer de vidro contendo acetona suficiente
para cobrir os saquinhos. Depois de secos, levou-os a estufa a 105°C por 4 h. Apos esse tempo,
retirou-os da estufa, aguardou-se o esfriamento e pesou-se as amostras, registrando a massa do
saquinho com o residuo de FDA. O teor de fibras em detergente acido (% FDA) foi determinado

segundo as formulas abaixo:
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Brancoging;

CB =
" Brancolnicial

(SaqUinhOFDA - (SaqUinhOinicial X CBr)

%FDA:< >><100

Massaamostra

Os resultados foram expressos em base seca (x,;), tendo-se como base de correcdo a
matéria seca a 105°C. Para isso, bastou multiplicar o resultado (x) por 100 e dividir pela

porcentagem de matéria seca (% MS), de acordo com a formula genérica abaixo:

XX 100
bs = "o MS
2.9.6 Proteina Bruta

A determinacdo do nitrogénio total proposta por Kjeldahl em 1883, fundamenta-se na
decomposi¢do da matéria organica pelo acido sulfurico, em presenca de sulfato de cobre como
catalisador a, aproximadamente, 400°C. O nitrogénio, resultante da decomposicdo, se apresenta
solubilizado, na solucao acida resultante, na forma de sulfato de amonio. Este, na presenca de
solucao de hidroxido de sodio, libera gas amonia, que ¢ destilado e condensado em solugado de
acido borico. O ion amonio ¢é titulado com acido sulfurico de titulo conhecido, com isso, obtém-
se o teor de nitrogénio total (AOAC, 1990). O teor de nitrogénio total (%N) foi determinado

segundo a formula abaixo:

% N = (Volumegmostra — Volumepranco) X Mpy,so, X 0,028 100
’ Massaamostra

O teor de proteina bruta (%PB) ¢ determinado segundo a férmula abaixo:
%PB=%N X 6,25
Os resultados foram expressos em base seca (x;g), tendo-se como base de correg¢do a
matéria seca a 105°C. Para isso, bastou multiplicar o resultado (x) por 100 e dividir pela

porcentagem de matéria seca (% MS), de acordo com a formula genérica abaixo:

X% 100
s = Ty MS

2.10 Ensaio de Artemia salina para avaliacio toxicologica dos substratos
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Os TCA-CC102 e TCA-CC389 foram acrescidos em 5, 15 e 25% nas formulagdes da
dieta para roedores machos e fémeas. Foram analisados comportamentos fisicos e psiquicos nos
animais, além do perfil lipidico dos mesmos em relagdo a toxicidade ao gossipol. O
microcustaceo Artemia salina foi utilizado no presente trabalho como bioindicador de

toxicidade. O ensaio foi realizado pela adaptagao da metodologia de Meyer et al. (1982),
utilizando-se uma solu¢do com sal marinho na concentragdo de 30 g/L. O pH foi ajustado entre
8,0 € 9,0 por meio da adicao de solucao 0,1 mol/L de NaOH. Para a eclosao, foram pesados 46
mg de ovos liofilizados de artemia e depositados em solucao salina, por 48 horas, com aeragao
constante a 27°C £ 2. Ap0s a eclosao dos ovos, 10 larvas de Artemia salina foram transferidas
para tubos de ensaio contendo solucdo salina e extratos oriundas da extra¢do do gossipol livre
a serem testadas, nas seguintes concentracdes do extrato: 2000ug/g, 400 pg/g, 200 pg/g, 40
ng/g e 4 ug/g. O ensaio foi realizado em triplicata para cada concentracdo. A contagem dos
animais mortos e vivos foi realizada apds 24 horas para determinar a DL50 (Dose letal mediana)

que ¢ a dose necessaria do extrato capaz de matar 50% da populagdo em teste.

2.11 Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em
média + erro padrao da média (E.P.M.), e analisados estatisticamente pela analise de variancia
com comparagdes multiplas (ANOVA) e, sendo utilizado como pods-teste o0 método de Tukey,
utilizando-se o software “GraphPadPrism® para sistema operacional Windows (64 bits)”, 2007,
versdao 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). As analises de quantificagdo dos
analitos foram realizadas através do método de regressao linear (ZAR, 2010), utilizando-se o
software “GraphPadPrism® para sistema operacional Windows (64 bits)”, 2007, versao 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) ou “OriginPro® para sistema operacional
Windows (64 bits)”, versao 9.1, 2013 (OriginLab, Northampton, MA, USA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecao de basidiomicetos capazes de degradar o gossipol livre

Essa etapa foi subdividida em trés fases distintas, porém dependentes. A primeira,
baseia-se no processo de triagem (screening) de 35 macrofungos cultivados em meio dgar-torta-
de-caroco-de-algodao (ATCA). A formulagao do meio de cultura baseou-se na hipotese de que
os fungos sdo capazes de crescer em torta de carogo de algodao por possuir enzimas necessarias
para degradacdo do componente toxico presente nesse coproduto. Foi mensurado o crescimento

do micélio em milimetro por dia (mm/dia), e estdo expressos na figura abaixo.

Figura 1: Desenvolvimento micelial dos fungos em meio agar-torta-de-carogo-de-algodao
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Fonte: Embrapa Agroenergia.

Os fungos se comportaram de diferentes maneiras quando submetidos ao meio ATCA
na placa, alguns cresceram de forma vigorosa, com micélio cotonoso, denso e branco, outros
permaneceram com coloragdes caracteristicas das espécies e outros nao se desenvolveram.
Entre os 10 fungos com melhor crescimento em placa, 5 deles sdo do género Pleurotus, sendo
o P. ostreatus o de maior crescimento. O segundo basidiomiceto com maior crescimento foi o
Picnoporus sanguineus, seguido pelo Ganoderma lucidum. No entanto, 12 fungos nao

conseguiram se desenvolver no meio, provavelmente por ndo possuirem enzimas adequadas
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para o metabolismo neste meio. Exemplos das diferengas entre o crescimento, assim como da

disposi¢do e cor do micélio pode ser observado na figura 2.

Figura 2 - Placa com meio de cultivo ATCA apo6s 7 dias de inoculagao dos fungos

Fonte: Embrapa Agroenergia.

A figura 2 evidencia as diferencas morfologicas das coldnias, tendo sido elas expostas
as mesmas condi¢des de cultivo. Quanto mais lento o crescimento do microrganismo, maiores
as chances de um organismo competidor se desenvolverem no substrato, podendo domina-lo e
suprimir o crescimento da cultura primaria. Por essa razao ¢ indispensavel a determinacdo do
tempo de crescimento do microrganismo de interesse junto aos meios de cultivo estabelecidos
no bioprocesso (GOMES, 2015).

Na segunda etapa, também como forma de triagem dos microrganismos capazes de se
desenvolverem em condi¢des adversas, os fungos com melhor colonizagdo em meio ATCA,
foram cultivados em substrato 100% torta de caroco de algoddo, sem acréscimo de qualquer

fonte nutricional. (Figura 3).
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Figura 3: Cultivo em torta de caroco de algoddo apos 20 dias de inoculagao dos fungos,
evidenciado as diferengas no comportamental dos diferentes géneros e espécies ao serem
submetidos a um meio toxico.

Fonte: Embrapa Agroenergia

Observou-se que, dos 35 fungos inicialmente testados, 23 cresceram nas placas com
meio ATCA, enquanto que, destes, apenas 13 cresceram no substrato 100% torta de caroco de
algodao. Provavelmente, os fungos que ndo cresceram neste substrato, ndo apresentam o arsenal
enzimatico necessario para a destoxificagdo da torta e/ou baixa capacidade de adaptacdao ao
substrato, em funcao das caracteristicas intrinsecas ao mesmo, como umidade, porosidade e alto
teor de nitrogénio da torta (relagdo C/N). Cada espécie de fungo apresenta as suas
particularidades em termos de exigéncias nutricionais e fatores fisico-quimicos, o que resulta
em diferentes capacidades de utilizagdo de materiais lignoceluloliticos para o seu metabolismo.
Gracas ao seu arsenal enzimatico, varias espécies de fungos, em especial, basidiomicetos, sao

capazes de degradar substratos lignoceluldsicos como palhas, bagacos e serragens, os quais
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tornam-se fontes de nutrientes necessarios para o seu crescimento (AGUIAR, 2016). Um dos
fatores mais importantes para o crescimento desses fungos ¢ a relagdo C/N, a qual varia de
acordo com género a ser cultivado. Geralmente a relagdo C/N ideal para o aporte nutricional
dos fungos esta entre 20 a 50:1, abaixo ou acima desde valor observa-se o nao crescimento
micelial ou crescimento lento deste (FIGUEIRO 2009). Entretanto, varias espécies de
basidiomicetos crescem bem em substratos com relagdo C/N mais ampla, como ¢ o caso de
algumas espécies do género Pleurotus. Para essas espécies, € comum também que as mesmas
apresentem dificuldade de colonizacao em substratos com relagdo C/N muito estreita, ou seja,
teor muito elevado de nitrogénio pode resultar em inibi¢do do crescimento flingico

(MANTOVANI et al., 2012).

Figura 4 - Crescimento micelial em cultivo em pote com torta de caro¢o de algodao apds 20
dias de inoculacao dos fungos.
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Fonte: Embrapa Agroenergia.

De acordo com os dados obtidos neste trabalho, das espécies do género Pleurotus
destacaram-se na sua capacidade de crescimento na presenca de alto nivel de gossipol livre.
Incialmente foram testados 10 cepas do género em placas (P. pulmonarius-CC154, P. ostreatus-
CC389 e CC403, P. eringii-CC353, P. ferulae-CC111, P. sajor caju-CC412, P florida-CC335,
P. sapidus-CC110, P. citrinuspeliatus-CC416 e P. columbinus CC380). Dentre eles, apenas P.
pulmonarius ndo cresceu no teste em placas e, no experimento seguinte, apenas P.
citrinuspeliatus, P. ostreatus CC403 e P. columbinus, nao cresceram no substrato torta de
carogo de algoddo. E digno de nota a observagio de que, dentro da mesma espécie (P.
ostreatus), dois isolados (CC389 e CC400) tenham apresentado comportamentos distintos

acerca da capacidade de crescimento na presenga de maior concentragcdo do gossipol.
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O género Pleurotus dispde de cerca de 70 espécies descritas, distribuidas nas mais
variadas regides, de acordo com a espécie, como, por exemplo P. pulmonarius (regides tropicais
e subtropicais), P. eryngii (Europa, Africa e grande parte da Asia) e P. ostreatus (regides
temperadas). Portanto, origens distintas podem conferir diferencas também na capacidade de
crescimento desses fungos, em funcdo da espécie, uma vez que ambientes distintos podem ter
proporcionado pressdes seletivas diferentes. Entretanto, para isolados de uma mesma espécie,
outros fatores devem estar envolvidos na expressao génica diferenciada para as mesmas
condig¢des de cultivo. Por isso, sera importante estudar com mais detalhes esses dois isolados
quanto a sua capacidade de crescimento no substrato a base de torta de carocgo de algoddo e da
sua capacidade de destoxificagdo desse substrato. Uma andlise transcriptomica desses dois
1solados poderia ser muito interessante para entender quais genes e respectivas enzimas estao
envolvidos no processo.

Outros géneros fungicos também se destacaram tanto no crescimento em placa (
ATCA) como no TCA. Picnosporus sanguineus (CC400) e Fistulina hepatica (CC102)
apresentaram crescimento maior de 1.5 mm/dia em placas e menor em Imm/dia em TCA,
respectivamente. Fungos como Coprinus comatus (CC159), Lentinula edodes (CC390),
Ganoderma lobatum (CC24), Flammulina velutipes (CC27), Hericium erinaceus (CC29),
Gloeophyllum trabeum (CC116) e Agaricus subrufescens (CC414) apresentaram crescimento
em placa, contudo, ndo colonizaram o substrato. Consequentemente, apenas os tratamentos nos
quais os fungos colonizaram completamente o substrato, foram utilizados para os ensaios de

extracao do gossipol livre.

3.2 Extracio e determinacio dos agentes destoxificadores do gossipol livre
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Figura 5- Concentracdo de gossipol livre na torta do caro¢o de algoddo, ambos
submetidos a tratamento com calor imido.
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O teor de gossipol livre na torta do carogo de algodao foi menor em comparagao ao
carogo de algodao apos o tratamento térmico. Sabe-se que a temperatura € capaz de reduzir
significativamente os indices de gossipol livre na torta e caroco de algodao. Em fun¢do disso,
foram feitas as andlises dos substratos 30 e 90 minutos de autoclavagem, comparados ao
controle (substrato in natura), de forma a se permitir a real avaliagdao da agao destoxificadora
dos fungos nos substratos colonizados. Para o tratamento de 30 minutos de autoclavagem,
observou-se uma reducao expressiva do teor de gossipol, passando de 40,395 para 6,005 ng/g
na torta do carogo de algoddo. Entretanto, o aumento do tempo de exposi¢do ao calor nao
resultou mais em redugdo significativa do gossipol, uma vez que, apoés 90 minutos de
autoclavagem, observou-se um teor de gossipol de 4,490 ug/g do substrato, ou seja, uma
redugdo de apenas 1 pg, aproximadamente, em relacao ao tratamento de 30 minutos.

Com respeito ao caro¢o de algoddo, o teor de gossipol no material in natura foi de
54887,255 ng/g, valor muito mais alto do que aquele observado para a torta. Esse resultado ja
era esperado, uma vez que ja se sabe que o processamento para extracdo do oOleo resulta na
diminui¢do do teor de gossipol no subproduto gerado, que ¢ a torta de caroco de algodao. Por
outro lado, observou-se também que a redugdo do teor de gossipol apds a autoclavagem foi
muito menor do aquele observado na torta, nas mesmas condi¢des de autoclavagem. Para o
carogo de algodao, a redugdo foi de 4887,255 para 2168,420 ng/g de carogo, para 30 minutos
de autoclavagem, e para, aproximadamente, 1514,960 ng de gossipol livre, para 90 minutos de

autoclavagem. Outros estudos estimam que a concentracao de gossipol em insumos da industria
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do algodao estao entre 0,47-7% do peso seco do caroco e entre 0,44 e 1,77% na torta
(ROMERO, 2013). Portanto, ainda que o tratamento térmico apresente efeito redutor
expressivo sobre o gossipol, para o carogo de algoddo in natura, a reducdo ndo ¢ tdo
significativa, somado ao fato de que o teor inicial ¢ também muito mais elevado. Além disso,
Chai e Sun (2016) relataram um fator negativo da utilizacdo da temperatura como fator fisico
de eliminag@o. Segundo os autores, o tratamento térmico pode resultar também na formagao de
complexos entre proteinas e o gossipol livre, os quais seriam indigestiveis. Consequentemente,
essa tecnologia torna-se inviavel ou limitada este proposito, principalmente para animais nao

ruminantes, 0s quais sdo sensiveis a este fator antinutricional na dieta.

Figura 6 - Teor de degradagado da torta e do carogo de algodao por acdo de macrofungos.
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Fonte: Embrapa Agroenergia

Os resultados mostraram altos niveis de degradacao de 11 fungos dentre os 13 testados.
Apenas o P. sapidus-CC110, P. sajor caju CC-412 e O. canari-CC37 ndo foram capazes de
diminuir efetivamente o gossipol presente na torta e no carogco de algodao, com degradacdo
menor que 70% (n3o representados no grafico). Os demais fungos degradaram
significativamente o gossipol livre (valores médios de 85,22% de degradacdo).

Os maiores indices de degradagao foram observados no cultivo em carogo de algodao
em comparacao a aquele observado no cultivo em torta de caroco de algoddo. Provavelmente,
isso ocorreu em funcdo da grande diferenga de teor inicial de gossipol nos dois tipos de
substratos, seguido pela baixa sensibilidade do método de deteccdo utilizado, o qual ¢

conhecido por ser pouco eficiente na detec¢do de concentragcdes minimas de gossipol. Contudo,
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observou-se que algumas espécies de fungos destacaram-se na capacidade de degradacdo do
gossipol, tais como os isolados CC36, CC111 e CC102, com uma degradagdo de 99,70%,
99,60% e 99,80% respectivamente no caroco de algodao e 87,37%, 86,80% e 86,18%
respectivamente para a torta. Em razdo da menor concentragdo de gossipol livre na torta, os
ensaios que visavam a quantificacdo deste neste material, foram feitos com o carogo de algodao
apenas triturado, para dessa forma garantir a eficiéncia do fungo em degradar a maior
quantidade possivel de gossipol. Um novo ensaio de quantificagdo do gossipol foi
conduzido,utilizando os 8 isolados fungicos de melhor resultado nos ensaios anteriores. Como
substrato, foi utilizado carogo de algodao 100% (CAT), considerando que este substrato apenas
elevado teor inicial de gossipol, ao passo que a torta apresenta um teor muito menor, em fungao
do processamento da mesma. Esta escolha foi importante para avaliar a efetiva capacidade de
destoxificacdo que esses fungos possuem, partindo de um substrato com elevado teor desse
composto toxico.

Os resultados descritos na figura 7 demonstram que Fistulina hepatica CC102 foi o
melhor agente destoxificador do gossipol livre, com, aproximadamente, 97% de degradacao e
17.052 png como residual. Araujo (2018), concluiu que Pleurotus ostreatus apresentou
eficiéncia de 99,96% sobre a degradagdo do gossipol livre em torta de carogo de algoddo. Em
estudo semelhante, Rajarathnam et al. (2001) relataram que P. florida foi também capaz de
degradar 100% do gossipol também em torta do carogo de algoddao, demonstrando a

potencialidade de utilizagdo deste género para este proposito.
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Figura 7- Degradagdo de gossipol livre (GL) por estirpes de macrofungos ao final de quinze
dias de cultivo por fermentacao estado solido contendo apenas carogo de algoddo como fonte
de substrato (CAT-100%)
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3.3 Curva de degradacdo de gossipol livre versus enzimas do macrofungo Fistulina

hepatica CC102.

F. hepatica CC102 foi selecionado para os experimentos subsequentes apos avaliagao
dos resultados descritos anteriormente (Figura 7). O fungo foi novamente cultivado em
substrato CAT-100 durante 15 dias e em torta de carogo de algodao por 20 dias. A avaliacao
da degradagdo de gossipol livre e a determinacdo das atividades enzimaticas foram feitas ao
longo de todo o periodo de cultivo, com amostragem a cada 5 dias (trés réplicas biologicas por

tempo de amostragem).
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Figura 8- Percentual de degradacao de gossipol livre (GL) versus atividade enzimadticas de
celulases FPase, CMCase, Beta-glicosidase e Xilanases obtidos no cultivo de CC 102 quando
cultivado em carogo de algodao 100% durante 15 dias.
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Figura 9- Percentual de degradagao de gossipol livre (GL) versus atividades enzimaticas de
celulases (FPase, CMCase, Beta-glicosidase) e Xilanases obtidos no cultivo de CC 102 quando
cultivado em torta de caroco de algodao 100% durante 20 dias.

Atividade Enzimatica Ul/fmL

1,0 1

-
0,4

0,2

Fpase
CmCase —i=— % degradagio de gossipol
Beta-glicosidase

Xilanase
B

noon

=

20

DIAS

Fonte: Embrapa Agroenergia.

% degradacao de gossipol



70

As atividades de xilanase e -glicosidase mantiveram-se de forma quase invariavel em
torno de 0,2 U/ml durante todo o periodo de cultivo, caro¢o de algodao e com pequena variagdo
em torta, mas também em torno de 0,2 U/ml (Figuras 8 € 9). Esses valores parecem indicar uma
atividade basal para essas enzimas nessas condi¢des de cultivo de F. hepatica. Os maiores
valores de atividade enzimatica foram observados para CMCase e Fpase nos dois substratos
testados, assim como as maiores variagdoes em fung¢do do tempo e do substrato. Para CMCase,
a atividade foi bastante uniforme durante o cultivo em carogo de algodao, variando de 0,402 a
0.804 U/ml. Entretanto, no cultivo em torta, ndo se observou atividade de CMCase aos 5 dias
de cultivo. Aos 10 dias de cultivo, entretanto, observou-se atividade de CMCase de 0,804 U/ml,
caindo para 0,79 e 0,43/ml, aos 15 e 20 dias, respectivamente. Para FPase, ndo se observou
atividade aos 5 dias de cultivo em nenhum dos dois substratos testados. No substrato caroco de
algodao, a atividade de FPase foi 0,75 U/ml e 0,77 U/ml aos 10 e 15 dias respectivamente.

Com respeito a degradacao do gossipol por Fistulina hepatica, observou-se o aumento
da degradagdo em até, aproximadamente, 97% para o cultivo em carogo de algodado aos 15 dias
de cultivo e 96% para a torta aos 20 dias de cultivo (Figuras 8 e 9). Portanto, observa-se que,
mesmo com um tempo de cultivo maior, a taxa de degradagao do gossipol na torta foi ainda
ligeiramente inferior aquela observada no caroco de algoddo. A queda na atividade de CMCase,
bem como o desaparecimento da atividade de FPase, ndo parecem ter afetado o processo de
degradagdo do gossipol na torta (Figura 9).

As Cmcase (endoglucanases) sdo enzimas responsaveis por iniciar a hidrélise da
molécula de celulose, liberando os outros carboidratos constituintes da parede celular para que
outras enzimas possam atuar. Dessa forma, as ligagdes glicosidicas sdo quebradas nas regides
amorfas da celulose, abrindo espaco para as FPases atuarem como potentes celulases do
processo, clivando principalmente regides cristalinas e amorfas da parede celular (DU et al,
2009).

A beta-glucosidade atua principalmente nas celobioses que foram liberadas apods este
processo feito pelas celulases e endoglucanases (ZHANG & LYND, 2006). No entanto, a f3-
glicosidase nao atua diretamente na celulose, mas ¢ considerada como componente do sistema
celulase mesmo que em menor quantidade, por causa do estimulo a hidrélise de celulose
(MAHESHWARI; BHARADWAJ; BHAT, 2000). A xilanase também se comporta de maneira
similar, atuando em produtos previamente hidrolisados da cadeia principal, a xilana presente na
hemicelulose (MEYER et al., 2009). Estudos mostram que a presenga de grande quantidade de
glicose presente apos os processos de deslignificacao, pode inibir parte da atividade de algumas

enzimas especificas, como as beta-glicosidades (SINGHANIA et al., 2013).
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Figura 10- Percentual dedegradacao de gossipol livre (GL) versus atividades enzimaticas de
ligninases (Lacase - LAC e Manganés peroxidase - MnP) obtidos no cultivo de CC 102 quando
cultivado Torta de carogo de algodao 100% durante 20 dias.
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Figura 11- Percentual de degradacdo de gossipol livre (GL) versus atividades enzimaticas de
ligninases (Lacase - LAC e Manganés peroxidase - MnP) obtidos no cultivo de CC 102 quando
cultivado C de caroco de algodao 100% durante 15 dias
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A atividade de lacase destacou-se em relacdo a manganés peroxidase, com uma
atividade superior de mais de 200 U/ml no cultivo em torta como no caroco de algodao (Figuras

10 e 11). Além disso, a lacase destacou-se também por apresentar um pico unico aos 5 dias de
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cultivo. Segundo SOUZA et al. (20006), P. pulmonarius pode apresentar atividades similares de
lacase e manganés peroxidase, ao contrario do que foi observado neste trabalho para F.
hepatica. Para manganés peroxidase, o comportamento foi bastante distinto entre os dois
substratos. A atividade desta enzima foi observada desde os 5 dias de cultivo em torta de carogo
de algodao, a qual cresceu nas etapas subsequentes, atingindo o pico maximo aos 20 dias de
cultivo (Figura 10). Entretanto, no cultivo em caroco de algoddo, ndo observou atividade desta
enzima os 5 e 10 dias, mas somente apds os 15 dias de cultivo (Figura 11). Portanto, para este
substrato, observou-se atividade enzimatica apenas de lacase no inicio do processo (5 dias) e
apenas de manganés peroxidase no fim do processo (15 dias). Esses resultados demonstram
uma grande diferenca entre os substratos torta e caroco de algodado, indicando que outras
enzimas, inclusive aquelas envolvidas no processo de degradagao do gossipol podem também
ser afetadas. A atividade de lacase foi observada por Ardon et al (1996) em apenas 4 dias de
cultivo de Pleurotus ostreatus em residuo do carogo de algoddo. Alexandrino e colaboradores,
testando casca de laranja para o cultivo de Pleurotus osteatrus encontraram valores de 76,6
U/ml e 6,8 U/ml daatividade de lacase e manganés peroxidase respectivamente. No presente
estudo a atividade do manganés peroxidase também se apresentou menor, comparada a lacase.

Comparando o tempo de cultivo de Fistulina hepatica nesses dois substratos, observou-
se que, em 15 dias do processo, a degradagdo do gossipol livre foi 1% maior (97%) em
comparacdo a 20 dias de cultivo (96%), em carogo e torta de carogo de algodao,
respectivamente. A diferenca de 1% parece, a principio, pouco expressiva, entretanto, ¢
importante enfatizar que o teor de gossipol no carogo ¢ muito maior quando comparado ao teor
presente na torta, conforme discutido anteriormente. Assim como observado para as celulases,
ndo se observou uma relagdo entre as atividades de lacase/manganés peroxidase e¢ a taxa de
degradacao do gossipol. Em outras palavras, pode-se dizer que a taxa de degradacao do gossipol
nao foi influenciada pela atividade dessas enzimas, seja positivamente ou negativamente. Isso
fica evidente quando se observa que mesmo ndo havendo mais deteccdo de lacase nas etapas
subsequentes aos 5 dias de cultivo, a degradacao do gossipol continua acontecendo (Figuras 10
e 11). De forma semelhante, observa-se também que, mesmo nao se observando a atividade de
manganés peroxidase nas etapas iniciais (5 e 10 dias) do cultivo em carog¢o de algodao, a
degradacdo do gossipol segue, sem sinais de perturbagao (Figura 11).

Diversos trabalhos mostram a grande capacidade lignocelulolitica que essas enzimas
possuem, degradando compostos como ésteres e fendis. A degradacao dos ésteres de forbol
depende de enzimas como as esterases, que hidrolisam ésteres de cadeia curta (PHENGNUAM

e SUNTORNSUK, 2013). Diterpeno e seus derivados sdo hidrolisados pelas proteases (JOSHI
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et al, 2011) e as enzimas responsaveis pela despolimeragdo da lignina (ligninases),
principalmente por lacases e manganés peroxidase (KASUYA et al., 2013). A diferenca da
degradacao do gossipol aos 20 dias em comparacao aos 15 dias de cultivo, pode ser deduzida
pelo decréscimo das atividades enzimaticas que, em alguns trabalhos mostram que ao passar
dos dias hd uma diminui¢do da aeracdo do substrato pelo crescimento micelial e isto dificulta a
maxima atividade enzimatica (Rossi, 2001). Ainda ndo se sabe se a degradacdo do gossipol
livre se da pela eficiéncia das enzimas citadas, sendo necessario, portanto, um estudo mais
aprofundado que identifique de fato a correlacdo destas ou de outros processos responsaveis

pelo desaparecimento da quase totalidade do gossipol livre.

3.4 Ensaios toxicologicos

De modo geral, os resultados da avaliacao da biomassa pré tratada por Fistulina hepatica
quanto a toxicidade, em ensaios com Artemia salina e roedores, demonstram que nao houve
nenhuma anomalia ou efeito toxico do gossipol livre. Os ensaios de toxicologia com os
roedores, fazendo uso de TCA apds o cultivo com Fistulina hepatica CC102 e Pleurotus
ostreatus CC389 na dieta dos animais (machos e fémeas), ndo apresentaram diferengas
significativas quanto ao controle. De modo geral, observou-se que a utilizacdo de niveis
crescentes de TCA-CC102 e TCA-CC389 proporcionou mudangas no perfil lipidico dos
animais. Estes resultados sugerem que a insercao da torta destoxificada pelos fungos promoveu
um aumento na qualidade nutricional da racdo na maior dose testada que foi de 25% da
formulacao da racdo. Estes resultados ja eram esperados uma vez que dados de literatura tem
descrito as vantagens do uso de biomassas vegetais previamente “tratadas” por macrofungos,
trazendo beneficios como enriquecimento com &acidos organicos e substancias nutracéuticas,
que podem refletir na melhoria da nutricao e sanidade animal. Deste modo, os fermentados de
TCA-CC102 foram escalonados para realizagdo dos ensaios de digestibilidade total e ileal de

suinos na fase de terminag@o como continuacgdo deste trabalho.

3.5 Analise bromatologica

Na tabela 3 estdo representados os valores obtidos pela andlise bromatoldgica da torta
do carogo de algodao antes e depois do tratamento por Fistulina hepatica CC102. O valor de
proteina bruta (16,81%) encontrado neste trabalho foi similar ao encontrado para outras

espécies de basidiomicetos.



74

Tabela 3: Analise bromatoldgica do substrato a base de torta do caroco de algodao antes e apos
o pré-tratamento de F. hepatica CC102.

% no substrato antes do % no substrato

Andlise cultivo apods o cultivo
Matéria Seca 91,51 94,77
Cinzas 4,04 5,43
FDN 66,02 60,12
FDA 50,25 47,70
Lignina 12,57 14,20
Proteina Bruta 16,53 16,81
Extrato Etéreo 3,70 1,28

Fonte: Do autor.

Os valores obtidos antes e ap0s o pré-tratamento de Fistulina hepatica CC102 mostram
a importancia do macrofungo nas qualidades nutricionais na torta do caroc¢o de algodao. Os
valores de matéria seca antes e depois o cultivo aumentou de 91,5 % a 94,77% e cinzas de 4,04
a 5,43%. Ja para FDN e FDA, esses valores diminuiram de 66,02% a 60,12% e 50,25% para
47,70% respectivamente. J& a lignina aumentou seu teor, de 12,57% para 14,20, ao contrario
do extrato etéreo, que diminuiu de 3,70% para 1,28%. J4 a proteina bruta teve pouco aumento
no antes e apos o tratamento fungico (16,53% para 16,81%). Os valores que aumentaram apds
o cultivo de Fistulina hepatica CC102 pode ter sido proveniente do proprio micélio fiingico,
bem como suas caracteristicas enzimaticas de degradacao. O baixo aumento da proteina bruta,
pode ser explicado pelo fato da ndo frutificagdo do macrofungo Fistulina hepatica CC102 na
torta do carogo de algoddo, além da caracteristica nutricional da espécie utilizada neste estudo.
O teor de proteina bruta varia em funcao da espécie, da linhagem cultivada, do processamento
ap6s colheita, do estagio de desenvolvimento do basidioma, da parte do basidioma e do
substrato (MINHONI et al., 2007)

Os fungos de podriddo branca sdo os Unicos organismos na natureza capazes de
degradar compostos altamente lignificados. Isto explica o fato dos teores de FDN e FDA
diminuirem apos o processo de tratamento. Fungos de podridao branca sao capazes de remover
a lignina, disponibilizando-a ¢ aumentando-a no meio, para ter acesso a celulose para sua
nutri¢cdo e, assim obter uma degradacdo eficaz de contetido vegetal, diminuindo os teores totais

das fibras presentes (KAFFENBERGER & SCHILLING, 2015).



75

Scariot et al. (2000) cultivaram P. ostreatoroseus € P. ostreatus em residuos de
algoddo, encontrando teores de proteina bruta entre 15 a 20%. Aratjo (2018), analisando a
fragdo de proteina de Pleurotus ostreatus em torta do caro¢o de algodao e bagaco de cana,
observou um teor de 16,75 %, que ¢, praticamente, o mesmo valor obtido neste trabalho.

Com respeito aos demais componentes, os valores de matéria seca, cinzas, FDN, FDA
e de extrato etéreo foram também semelhantes aos encontrados por Aratjo (2018), cujos valores
foram de 97,75 % de matéria seca, 3,84% de cinzas, 64,83% de FDN, 45,30% de FDA ¢ 1,58%
de extrato etéreo. A composi¢ao destes componentes com os resultados encontrados por este
mesmo autor, pode ser correspondente ao tipo de macrofungo de cultivo e as condi¢des de
producdo, que interferem diretamente na degradacdo eficaz dos basidiomicetos. O teor de
lignina deste trabalho, apresentou-se pouco menor do que os analisados por Fonseca et al.
(2017), no qual encontraram para o mesmo processo, o teor de 15,58%. O conceito de FDN
(Fibra em Detergente Neutro) estd relacionado a fragdo em que se encontra a lignina, a
hemicelulose e a celulose, j4 a FDA (Fibra em Detergente Acido) é a fracdo que compde a soma
da lignina e a celulose. Portanto a analise que apresenta um maior FDA em relacdo ao FDN
corresponde a amostras com um contetido lignocelulolitico maior e mais dificil de ser
degradado (FONSECA et al., 2017).

Na avaliagdo de um residuo ou subproduto que possa ser utilizado na alimentagdo de
suinos, por exemplo, este deve conter principalmente teores de proteina e fibra bruta em
quantidades suficientes, que nao ultrapassem e nem faltem em relagdo a necessidade fisiologica
dos animais. Em um estudo feito por Da Trindade (2009), niveis ideais de proteina na fase de
crescimento e terminagdo de suinos estd entre 14,90% e 17,80%. Portanto, o teor de proteina
bruta encontrada na torta do caroc¢o de algodao pré-tratada neste trabalho (16,81%), se encontra
dentro da faixa de valores considerados ideais para ser utilizada como ingrediente da ragdo para

suinos.

3.6 Obtencio do substrato pré-tratado por Fistulina hepatica CC102 para a alimentac¢io

animal

No presente trabalho, nao houve formagao de corpos de fruticagdao (cogumelos) por
Fistulina hepatica CC102. Em uma andlise anterior observou-se que, devido as condi¢des
fisicas restritas desse fungo, como temperatura mais baixa, os blocos inoculados para o cultivo
ndo emitiram primoérdios para formar corpos de frutificacdo. Toledo (2017) cultivando a

variedade da Fistulina hepatica, denominada Fistulina antarctica, em ambiente fechado,
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observou que a melhor temperatura de cultivo foi a de 20 a 25°C, o que corresponde as
condicdes nativas deste fungo, por ser predominantemente silvestre de temperaturas amenas.
Além disso, a formulacdo do substrato de cultivo pode afetar diretamente a producao de
cogumelos. Silva et al. (2007) avaliaram substrato a base de capim coast-cross e bagaco de
cana, enriquecidos com farelo de trigo e uréia, para o cultivo do cogumelo P. sajor-caju.
Segundo os autores, teores de nitrogénio a partir de 1,75% apresentaram efeito negativo,
inibindo a colonizagao do substrato pelo fungo. Neste trabalho, a colonizagao nao foi afetada,
apenas a producao de cogumelos. Entretanto, considerando que o teor de proteina bruta na torta
¢ elevado, seria interessante avaliar novas formulagdes com maiores proporgdes de bagaco de
cana em relagdo a torta, caso o objetivo seja a producdo de cogumelos como estratégia de
destoxificacdo deste subproduto. Para os objetivos deste trabalho, que ¢ a destoxificacdo da
torta e sua utiliza¢@o na alimentacao de suinos. foi preparado o substrato com 80% de torta do
caroco de algodao e 20% bagaco de cana, o qual foi inoculado com Fistulina hepatica e
incubado até a completa coloniza¢do. O material assim obtido foi denominado “Substrato pré-
tratado por Fistulina hepatica CC102”. Ao final deste processo, o substrato assim obtido foi

seco em estufa a 105°C e destinadas a alimentacao de suinos na fase de terminagao.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Dentre os 35 isolados fungicos testados, 11 foram capazes de degradar o gossipol livre
residual presente no substrato a base de torta do carogo de algodao. A eficiéncia de degradagao
variou de acordo com o fungo utilizado, mas pode ser melhorada por meio da otimizagao de
parametros como o controle de fatores fisicos do cultivo. O processo de autoclavagem da torta
do carogo de algodao foi eficaz na redug@o do gossipol livre residual, mas este processo pode
gerar complexos indigestiveis entre proteinas e o gossipol livre, impossibilitando seu uso como
alimento alternativo. O macrofungo Fistulina hepatica CC102 obteve melhor eficiéncia na
degradacdo do gossipol livre residual (96%), sendo utilizado como agente biodestoxificador,
utilizado no projeto subsequente da digestibilidade ileal em suinos na fase de terminagao.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo satisfatorios ao que se refere a eficiéncia
enzimatica de Fistulina hepatica CC102, que pode ser um dos fatores de eliminac¢ao do gossipol
livre. Além do mais, este estudo abre possibilidades da integracao de cadeias produtivas de
biodiesel (caroco de algodao), fungicultura (cogumelos comestiveis) e industria de ragdes para
suinos, visto que a torta do caroco de algodao tratada por este basidiomiceto, obteve valores

nutricionais satisfatorios para a inclusao neste setor.
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CAPITULO 3

DIGESTIBILIDADE ILEAL DA TORTA DO CAROCO DE ALGODAO PRE-
TRATADA PELO MACRO-BASIDIOMICETO Fistulina hepatica CC102 EM
DIETAS PARA SUINOS

RESUMO

A produgao de suinos € uma atividade econdmica que vem crescendo aceleradamente ao longo
dos anos. A criagdo dos animais exige alimentos ricos em energia e proteinas como, por
exemplo, o farelo de soja e o milho. Diante da crescente competi¢ao no setor, € necessario que
o produtor tenha op¢des para a formulacdo da racdo, ou isso acaba comprometendo a sua
situagdo financeira, devido ao custo destes produtos no mercado. Dessa forma, os produtores
buscam novas alternativas de produgdo e novas estratégias para manter a producdo e, assim,
superar a competitividade na cadeia do agronegdcio. A torta do caroco de algoddao ¢ um
subproduto da producdo do biodiesel com alto valor proteico, utilizada na alimentagdo de
ruminantes. Entretanto, a torta deve ser evitada na alimenta¢do de animais ndo ruminantes,
devido a presenca de gossipol livre, uma vez que este composto atua como fator antinutricional,
portanto, toxico para esta classe animal. Dessa forma, ¢ necessario que haja um tratamento que
degrade o gossipol livre sem que o subproduto contenha riscos aos animais. J& se sabe que
tratamentos quimicos e térmicos nao foram satisfatdrios quanto a seguranga e qualidade da torta
do caroco de algodao na alimentacdo de ndo ruminantes. Com base nisto, a torta do carogo de
algodao foi previamente destoxificada pelo fungo Fistulina hepatica CC102, resultando na
obteng¢do de um produto denominado “substrato pre-tratado com Fistulina hepatica CC102” ou
SPC, com 97% de degradagdo do gossipol livre e testado previamente em Artemia salina e
roedores com 100% de seguranca nutricional. Ensaios de digestibilidade ileal da proteina foram
realizados no presente trabalho para determinar o aproveitamento deste subproduto pelos
animais. A caracterizacdo bromatoldgica do produto foi feita para avaliar se os niveis
nutricionais eram adequados para a alimentacdo de suinos. Cirurgias foram realizadas para
implantacao de uma canula T na porgao final do ileo em 4 suinos com peso de 80 kg cada. Os
animais passaram pelo periodo pds-operatorio e alimentados durante 6 dias com uma dieta
isenta de proteina (DIP) e uma dieta DIP contendo 25% de SMS. No sexto dia de alimentacdo,
foram retiradas digestas em sacos plasticos acoplados a canula, durante 24 horas. As digestas
foram armazenadas em freezer e liofilizadas para anélise de HPLC (High performance liquid
chromatography) para a quantificacdo dos aminoécidos. O SPC apresentou valores de proteina
bruta e fibra consideraveis para a producao de suinos. Os coeficientes de digestibilidade da
proteina aparente (CDPBap), verdadeira (CDPB), coeficiente de digestibilidade ileal aparente
dos aminoacidos (CDAAap) e verdadeira (CDAAvV) foram semelhantes a alguns relatados na
literatura. Perdas endogenas demonstraram a importancia de se considerar os aminoacidos
perdidos durante a alimentagdo da DIP e descontados na digestibilidade verdadeira, dando um
real valor de digestibilidade. No entanto, ¢ necessario conhecer o comportamento da fibra e
valores energéticos deste alimento na producdo de suinos na fase de crescimento, para assim
aproveitar a0 maximo este residuo.

Palavras-chave: SMS, Digestibilidade ileal, Fistulina hepdtica, canula T, HPLC.
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ABSTRACT

Pig production is an economic activity that has been growing rapidly over the years. The
breeding of animals requires foods rich in energy and protein, such as soybean meal and corn.
Faced with growing competition in the industry, it is necessary that the producer has options
for formulating the feed, or this ends up compromising his financial situation due to the cost of
these products in the market. In this way, producers seek new production alternatives and new
strategies to maintain production and, thus, to overcome competitiveness in the agribusiness
chain. The cotton seed cake is a by-product of the production of biodiesel with high protein
value, used in ruminant feed. However, the pie should be avoided in the feeding of non-
ruminant animals, due to the presence of free gossypol, since this compound acts as an
antinutritional factor, therefore, toxic to this animal class. Therefore, there is a need for a
treatment that degrades free gossypol without the by-product containing risks to the animals. It
is already known that chemical and thermal treatments were not satisfactory regarding the
safety and quality of cotton seed cake in non-ruminant feed. Based on this, the cotton seed cake
was previously detoxified by the fungus Fistulin hepatic CC102, resulting in a product called
"substrate treated with Fistulin hepatic CC102" or SPS, with a 97% degradation of free
gossypol and previously tested in Artemia saline and rodents with 100% nutritional security.
Tests of ileal digestibility of the protein were performed in the present work to determine the
utilization of this by-product by the animals. The bromatological characterization of the product
was done to evaluate if the nutritional levels were adequate for the feeding of pigs. Surgeries
were performed to implant a T-cannula in the final portion of the ileum in 4 pigs weighing 80
kg each. The animals went through the postoperative period and were fed for 6 days with a
protein-free diet (DIP) and a DIP diet containing 25% of SPS. On the sixth day of feeding,
digests were withdrawn in plastic bags attached to the cannula for 24 hours. The digests were
stored in freezer and lyophilized for high performance liquid chromatography (HPLC) for the
quantification of amino acids. The SMS presented considerable crude protein and fiber values

for the production of pigs. The digestibility coefficients of the apparent protein (CDPBap), true
(CDPB), apparent ileal digestibility coefficient of the amino acids (CDAAap) and true
(CDAAvV) were similar to some reported in the literature. Endogenous losses demonstrated the
importance of considering the amino acids lost during PIP feeding and discounted at the true
digestibility, giving a true digestibility value. However, it is necessary to know the behavior of
the fiber and energy values of this food in the production of pigs in the growth phase, in order
to make the most of this residue.

Key words: SMS, ileal digestibility, Fistulin hepatic, T-cannula, HPLC.
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1. INTRODUCAO

A carne suina ¢ um dos alimentos mais consumidos no mundo, devido a sua qualidade
nutricional e aspectos culinarios de boa aceitagdao pelo publico. Até o ano de 2024, estima-se
um aumento do consumo deste alimento por paises principalmente em desenvolvimento, ja que
a maior parte da populagcdo mundial se encontra nestas localidades (ABCS, 2016). No entanto,
a criacdo dos animais exige alimentos ricos em energia e proteinas como, por exemplo, o farelo
de soja e o milho e isso acaba comprometendo a situacao financeira do produtor devido ao alto
preco que estes produtos alcangam no mercado. Dessa forma, a busca por alimentos alternativos
¢ importante para atender as condi¢des econdmicas e aproveitar de forma nutricional os
alimentos que atendem as necessidades fisiologicas do animal (CORASSA et al., 2014).

As tortas geradas pela cadeia de producao do biodiesel podem ser utilizadas como
substrato para a produgao de cogumelos, enquanto que o substrato pos-cultivo de cogumelos,
(do inglés Spent Mushroom Substrate ou SMS) pode ser utilizado na alimentagao animal. O uso
da torta de carogo de algoddo como um subproduto da producgdo de biodiesel ¢ um alimento
alternativo convencionalmente utilizado na produgdo de ruminantes, pelo seu alto teor de
proteina e energia (ARAUJO et al., 2016). Além do mais, a torta do carogo de algoddo possui
uma quantidade significativa de fibras, o que auxilia na digestdo de outros alimentos e na
modula¢do microbiana do trato gastrointestinal, fazendo com que haja uma competicdo de
bactérias comensais sobre as patogénicas, estabelecendo uma saude intestinal positiva. No
entanto, na alimentacao de animais nao ruminantes, como ¢ o caso dos suinos, a torta do carogo
de algodao ¢ limitada, devido a presenga de altas concentragdes de gossipol, um composto
antinutricional que causa nos animais problemas toxicos e reprodutivos (TILYABAEYV et al.,
2009). Poucos trabalhos tém abordado a eliminagdo do gossipol em tortas do carogo de algodao
e sua utilizag¢ao na alimentacao de animais nao ruminantes.

A utilizacao de cogumelos comestiveis tem se mostrado eficiente na biodestoxificagdo
da torta do carogo de algoddo (ARAUJO et al., 2016). Apds a produgio do cogumelo usando a
torta de carogo de algoddo como substrato de cultivo, o SMS pode ser uma alternativa na qual
apresenta potencial de utilizacdo na alimentagdo de suinos, pois se sabe que esta possui
caracteristicas proteicas e fibrosas de interesse na alimentacao animal (FONSECA et al., 2017).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi o de avaliar a digestibilidade ileal
verdadeira e aparente da torta do carogo de algodao pré-tratada por Fistulina hepatica CC102,

na alimentacao de suinos na fase de terminagao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do substrato pré-tratado por Fistulina hepatica CC102 (SPT Fistulina
hepatica CC102)

Antes do preparo do substrato, o SPT F. hepatica CC102 foi testado em Artemia salina
e roedores, garantindo 100% de seguranga quanto a alimentacdo in vivo. O substrato foi
preparado para uma composi¢ao final de 80% de torta do carogo de algodao 20% de bagago de
cana. A mistura foi preparada em betoneira, com adi¢do de dgua para deixar o material com,
aproximadamente, 70 % de umidade. Apos este processo, o substrato foi acondicionado em
potes de vidro com tampa vedada com fita micropore, autoclavados a 121°C e, apods o
resfriamento, inoculados com F. hepatica em capela de fluxo laminar. O crescimento fingico
foi observado até o 28° dia apos a inoculacdo, quando se observou a completa coloniza¢dao do
substrato. Apds o crescimento, o material foi tirado, seco em estufa a 105°C e triturado para a
granulometria correta para a racao dos animais. Nao houve a produgdo de cogumelos da espécie
em questao neste trabalho, obtendo-se, portanto, somente o substrato pré-tratado por F. hepatica

CC102, denominado de SPT Fistulina hepatica CC102.

2.2 Cirurgia para implantac¢ao da canula T

A permissdo do procedimento cirirgico e experimentacao animal foi aprovada pelo
Comité de Etica de Uso Animal da Universidade Federal de Lavras (CEUA-UFLA) sob o
protocolo de niimero 053/2017. Respeitando as normativas éticas e de direitos animais do
comité, o qual exige nimero minimo e significativo de animais para o procedimento cirurgico,
4 suinos hibridos comerciais de 40 kg foram submetidos a cirurgia de implantagdao de canula
“T” simples, utilizando-se o procedimento descrito por Donkoh et al. (1994). O procedimento
cirargico foi realizado no Centro Cirurgico de Grandes Animais do Hospital Veterinario do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras.

Antes da cirurgia, os animais foram submetidos a 24 horas de jejum alimentar e a 12
horas de jejum hidrico. Apos este periodo, receberam medicagdo pré-anestésica composta da
administragdo da solugdo associada de 10mg/kg de cefamicina e 0,5 mg/kg de midazolan, na
mesma seringa ¢ administrados via intramuscular profunda. Ap6s 15 minutos, a indugao

anestésica foi realizada com 5mg/kg de propofol pela via intravenosa. Apds a indugdo,
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procedeu-se a intubacdo orotraqueal com sonda orotraqueal n° 8,5 com cuff. A manutencao
anestésica se deu com isofluorane e oxigénio, utilizando CAM aproximada de 1,0-1,5%. A
ventilagdo permaneceu na modalidade espontanea durante todo o trans operatério. O aparelho
de anestesia utilizado foi o da marca Takaoka® modelo Origami. A monitoragao dos animais
foi feita com monitor multiparamétrico da marca Emai, utilizando-se cabo e eletrodos de ECG
(eletrocardiograma) e oximetro de pulso (colocado na lingua do animal). Ausculta pulmonar,
controle de pulso e temperatura foram aferidos com estetoscopia e termometro digital. As
medidas de pressdo arterial foram aferidas pelo método de pressao invasiva através de
manomero aneroide. Foram anotados todos os sinais vitais, além da frequéncia cardiaca e
respiratdria, temperatura e pressdo arterial. Apds preparagdo cirirgica do sitio operatdrio
(tricotomia e antissepsia) foi realizada celiotomia abdominal direita a, aproximadamente, 7cm
caudal a ultima costela. Apods incisao magistral de pele, subcutaneo e planos musculares, foi
realizada abertura do peritonio e acesso a cavidade peritoneal. A juncdo ileo-cecal foi
identificada, exteriorizada e incisada para permitir a implantacao e fixacao da canula, por meio
de sutura de Cushing com o fio de acido poliglicolico 0,50 absorvivel. Em seguida, foi realizada
uma nova incisao de pele, cranial a primeira a, aproximadamente, 4cm de distancia da ultima
costela, por onde a extremidade da canula foi exteriorizada. Durante o procedimento cirurgico
foi feita a irrigagdo periddica das algas intestinais expostas com solugao fisiologica estéril para
evitar o ressecamento da serosa. Apds a fixagdo da canula foi realizado o procedimento de
celiorrafia com sutura do peritonio, em padrdo simples continuo, com o fio categute 3-0,
seguido de sutura da musculatura em padrao Reverdin com o fio de nailon (0,45mm), reducao
do espaco subcutineo com fio categute 2-0 e dermorrafia em padrao simples continuo com fio
de nailon (0,30mm). No pos-operatorio, foi realizada a antibioticoterapia com Enrofloxacina

(2,5mg/kg) a cada 24 horas por via intramuscular profunda, por 5 dias.

2.2 Manejo pos-operatorio

A analgesia pds-operatoria foi feita com cloridrato de tramadol na dose de 4mg/kg e
dipirona sodica na dose de 25 mg/kg a cada 12 horas, em um intervalo de 1h entre a aplicagdo
de um farmaco e do outro (via intramuscular) durante 3 dias. Os cuidados de limpeza e curativo
das feridas cirargicas e da canula T, foram realizados duas vezes ao dia, durante 20 dias de p6s-
operatorio e a remog¢ao dos pontos de sutura de pele foi realizada no décimo dia. A limpeza das
feridas cirtrgicas e da canula foi feita com soro fisioldgico e aplicagcdo de repelente a base de

cipermetrina, duas vezes ao dia. A recuperagao dos animais foi feita de forma individual, onde
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cada animal respondeu de uma forma aos procedimentos pds-operatérios. Dessa forma, os
animais se recuperaram rapidamente e foram feitos manejos nutricionais regulados para se

igualarem ao peso dos animais que tardaram na recuperagao e fechamento da sutura.

2.2 Dietas experimentais

Os animais foram alojados em baias individuais com agua a vontade, com jejum
alimentar nas primeiras 24 horas de pos-operatorio, seguidas de reintroducao gradativa de uma
dieta pratica de crescimento. Ao final da recuperagdo, os animais se encontravam no peso de
80 kg. Apds o periodo de recuperacdo e uniformizagcdo do peso dos animais, estes foram
submetidos a um periodo de adaptacdo as dietas experimentais de cinco dias e um periodo de
coleta de digesta ileal por 24 horas. Adotou-se descanso dos animais por 2 dias entre as coletas,
no qual foi fornecida uma racao a base de milho e farelo de soja para atender a exigéncia dos
animais de acordo com Rostagno et al. (2011). O substrato pré-tratado por F. hepatica CC102
utilizado para este experimento foi previamente testado, quanto ao teor de toxicidade ao
gossipol, utilizando cobaias.

Os suinos foram alimentados duas vezes ao dia (7:00 e 17:00 horas), com base em seu
peso metabolico (kg x 0,75), sendo a ragdo misturada com agua numa proporg¢ao de 1:1 a fim
de evitar o desperdicio e facilitar o consumo das ra¢des. Os animais se alimentaram de 2,7 kg
de ragdo ao dia, durante o periodo experimental. A composi¢do quimica das ragdes utilizadas
no experimento esta apresentada na Tabela 1. As dietas experimentais foram: uma dieta isenta
de proteinas (DIP) para determinagao da excrecdo enddgena de proteinas e aminodacidos, € a
outra dieta contendo apenas o SPT F. hepatica CC102 como fonte de proteina, na qual o
substrato pré-tratado por F.hepatica CC102 substituiu ao nivel de 25% da DIP. O SPT F.
hepatica CC102 utilizado possui garantia de seguranca na destoxificacdo quanto ao teor de
gossipol, de acordo com os ensaios descritos anteriormente. As duas dietas foram marcadas
com 0,5% de 6xido de cromo, como um fator de indigestiilidade, pelo principio proposto por

Carvalho (2013).

Tabela 1 - Composi¢ao centesimal das dietas experimentais

Dieta
Ingredientes? DIP'  experimental
SMS - 25
Amido 81,86 56,86

Acgucar 8 8



88

Oleo 2 2
Sabugo de milho 432 432
Fosfato bicalcico 1,96 1,96
Calcario 0,76 0,76
Sal 0,4 0,4
Sup. Vitaminas e minerais® 0,2 0,2
Oxido de cromo 0,5 0,5
Total 100 100

Legenda: ! Dieta Isenta de Proteina; 2 Dieta isenta de proteina com 25% de SPT de Fistulina hepatica
CC102; ? Formulagdo adaptada de (Carvalho (2013), 2 O suplemento de vitaminas ¢ minerais fornecia:
Sulfato de Mg, 1,18%; cloreto de K, 0,57%; carbonato de K, 0,90%; carbonato de Na, 0,56%;
suplemento vitaminico, 0,265; suplemento mineral, 0,05%. Fonte: Do autor.

Como proposto, para a avaliacao das perdas endogenas de aminoacidos e calculos das
digestibilidades, os niveis de aminoacidos da dieta DIP apresentou niveis de aminoécidos nulos
para treonina, alanina, isoleucina, histidina, triptofano, fenilalanina e arginina. Os niveis baixos
de tirosina, lisina, metionina, valina e leucina podem ser relacionados ao fato de a ragdo conter

o sabugo de milho como fonte de fibra na ragdo, como mostra a tabela 2.

Tabela 2 - Niveis e aminodcidos nas dietas experimentais

Dieta Experimental

Aminoacidos essenciais DIP ' (%) (%) 2
Lisina 0,02 0,18
Metionina 0,04 0,05
Treonina ND 3 0,13
Alanina ND 0,19
Valina 0,05 0,19
Isoleucina ND 0,15
Leucina 0,02 0,25
Histidina ND 0,1
Triptofano ND 0,03
Fenilalanina ND 0,18
Arginina ND 0,28
Acido aspartico 0,13 0,31
Acido glutamico 0,04 0,64
Cistina 0,03 0,04
Prolina 0,02 0,17
Serina ND 0,14
Tirosina 0,05 0,1
Glicina ND 0,18

Soma 04 3,31
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Proteina Bruta 0,37 5,6

Legenda: ! Dieta Isenta de Proteina, ? Dieta Isenta de Proteina com 25% de SPT Fistulina hepatica
CC102 a base de torta de carogo de algoddo e bagago de cana, * ND = Ndo Detectado. Fonte: Do autor.

2.4 Coleta e analises

A coleta da digesta ileal foi realizada por meio de sacos plésticos aderidos diretamente
a canula, sendo retirados apos o seu enchimento, substituidos por novos sacos plasticos e
imediatamente armazenados no congelador para prevenir a degradacdo bacteriana dos
aminoacidos na digesta. Ao final do ensaio experimental, as amostras foram descongeladas,
homogeneizadas e liofilizadas. Andlises bromatoldgicas do substrato pré-tratado por Fistulina
hepatica CC102 e dietas foram realizadas de acordo com as normas da AOAC (1990). A
composi¢ao de aminodcidos, proteina bruta e nivel de cromo nas dietas e das amostras de

digesta foram analisados pelo laboratorio CBO em Paulinia-SP.

2.5 Formulas para determinacio da Digestibilidade Ileal

A determinagdo da digestibilidade ileal dos aminoacidos foi calculada com base na
matéria seca das dietas e digestas, nos niveis de cromo (Cr) por meio do fator de
indigestibilidade (FI) e dos valores de proteina bruta e aminoacidos, através de formulas

predefinidas na literatura por Sakomura e Rostagno (2016).

PB dieta — (PBE1 x F1)
CDPBap (%) = %PE dicta x 100

%PB dieta — (PBE1x F1) — (PBE2xF2)
%PB x

CDPBv (%) =

Perdas Endbgenas Mg/gr = AAE2 x MS x F2

MgAA/ di —(MgAA/ El1xF1-M gE2ZxF2
CDAAv(%) = L1944/ dieta)-(MgAd] F1x / X 100
MgAA/g dieta

(MgAA/ dieta)-(MgAA/g E1x F1) %100

CDAAap (%) = MgAA/g
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Cromo na dieta
FI

~ Cromo na digesta

Em que:

CDA Aap= Coeficiente de digestibilidade aparente dos aminoacidos
CDAAv= Coeficiente de digestibilidade verdadeira dos aminoacidos
CDPBap= Coeficiente de digestibilidade aparente da proteina bruta
CDPBv= Coeficiente de digestibilidade verdadeira da proteina bruta
MS=Matéria Seca

PB= Proteina Bruta

AA = Aminoacidos

E1= Digesta da dieta-teste =~ E2= Digesta da dieta isenta de proteina (DIP)
FIi= Fator de indigestibilidade da dieta-teste

FI2 = Fator de indigestibilidade da dieta isenta de proteina (DIP).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composi¢io quimica da torta do caroco de algodio tratada com Fistulina hepatica e
dietas

Tabela 3 - Composi¢ao bromatologica do substrato tratado com Fistulina hepdtica a base de
torta de caroco de algoddo e bagaco de cana

%
Pleurotus % no Farelo
Andlise % SPT Fistulina hepatica Ostreatus  de Soja

Matéria Seca 96,38 94,99 89,24
Cinzas 5,84 5,93 6,49
FDN 60,12 61,97 13,39
FDA 47,70 46,0 10,32
Lignina 14,20 14,80 3,55
Proteina Bruta 21,03 16,75 45,55

Legenda:' Valores médios em porcentagem da composicao bromatologica no SPT de Fistulina hepatica
CC102 abase de 80% de torta de carogo de algoddo e 20% de bagago de cana comparado com Substrato
pos cultivo de Pleurotus osteatrus e farelo de soja. Fonte: Adaptacdo de Aradjo (2018) ¢ Carvalho
(2009).

O valor de proteina bruta observado no substrato tratado com F. hepatica ¢ maior do
que aquele relatado por Araujo (2018) para o substrato tratado com P. ostreatus (tabela 3),
sendo que os dois substratos apresentavam a mesma composi¢ao, a base de torta de carogo de
algoddo e bagaco de cana Para as demais fragdes, foram observadas algumas variagoes,
entretanto, os valores foram, de modo geral, bastante préximos. Possivelmente, o maior teor
de proteina bruta encontrado no substrato de F. hepatica esteja associado a maior capacidade
desta espécie na degradagdo desta espécie e, consequentemente, melhor aproveitamento e
conversao do nitrogénio disponivel em proteina. A capacidade de aproveitamento energético
pelos suinos ¢ muito variavel em decorréncia da capacidade de fermentacao da fibra presente,
a qual esta diretamente relacionada com as fibras soluveis na dieta (SILVA et., 2012). Por isso,
sdo necessarias andlises para avaliar o tipo de fibra do substrato pré-tratado por Fistulina
hepatica CC102 e o perfil digestivo da mesma in vivo, em ensaios de digestibilidade energética.
Os valores de lignina se mostraram altos, de acordo com a definigdo de Cavalcanti (1984), o
qual relatou que as enzimas digestivas do aparelho digestorio dos suinos, praticamente, nao
atuam sobre a celulose e a lignina. O autor relata, ainda, que o percentual maximo desse tipo de

fibra em dietas de suinos estaria entre 5% e 8%, podendo se estender até 12%.
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Nao a ha relatos acerca do uso de substrato pré-tratado por Fistulina hepatica CC102
da torta do carogo de algodao para suinos, no entanto, o nivel de proteina deste residuo (21,06%)
o torna um potencial alimento alternativo para esta categoria animal. Trinta de Neto et al.,
(2009) testaram niveis de proteina na fase de terminacdo e concluiram que a dieta com 17,80%
de proteina bruta seria indicada para assegurar a concentracao de lisina digestivel, aminoacido
limitante na producao de suinos. Como fonte de proteina, os autores utilizaram farelo de soja
como fonte de proteina, o qual ¢ um produto relativamente caro e eleva bastante o custo da
ragdo, vindo dai a necessidade de buscar alternativas a sua utilizagao.

Comparando com os dados presentes também na tabela 3, o valor de fibras do SPC de
F. CC102 (FDN: 60,12%, FDA: 47,70% e Lignina 12,20%) mostraram-se superiores aqueles
encontrados no farelo de soja, relatado por Carvalho (2009) (13,39%, 10,32%, 3,55%,
respectivamente). Portanto, infere-se que este subproduto possa ser utilizado para o adequado
ajuste de fibras na alimenta¢do de suinos em fase de crescimento. O teor de proteina do farelo
de soja ¢ bem maior (45,55%) comparada ao SPC de F. hepatica CC102 (16,75%). Carvalho et
al. (2010) relataram o problema da qualidade dos subprodutos oriundos da extragao do 6leo de
algoddo, no qual a disponibilidade da proteina estd relacionada com o tipo de fibra e o
processamento que deu origem ao residuo, o que pode ser explicado pelos dados do presente
trabalho. De acordo com PAIANO (2014), o processamento dos subprodutos da cadeia do
algoddo interfere diretamente na qualidade nutricional destes na alimenta¢ao de suinos. Neste

contexto, o tratamento da torta com F. hepatica, contribui para a melhoria desta qualidade.

Tabela 4 - Composi¢ao dos aminodcidos com base na MS do SMS

SPT Fistulina

Aminodcidos essenciais hepatica CC102!
(%)
Lisina 0,61
Metionina 0,15
Treonina 0,56
Alanina 0,69
Valina 0,68
Isoleucina 0,52
Leucina 0,95
Histidina 0,37
Triptofano 0,09
Fenilalanina 0,65

Arginina 1,1
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Acido aspartico 1,39
Acido glutamico 2,53
Cistina 0,16
Prolina 0,59
Serina 0,57
Tirosina 0,43
Glicina 0,74
Soma 12,78

Legenda: ! Substrato Pré-tratado por Fistulina hepatica a base de torta de carogo de
algodao e bagaco de cana. 2 MS: Matéria Seca. Fonte: Do autor.

De acordo com Bertechini (2012), para suinos nessa fase de crescimento, lisina e
metionina constituem a 1* e 2* limitagao pratica, respectivamente, em ragdes a base de milho e
farelo de soja. O 3° limitante ¢ a treonina ou o triptofano, dependendo do perfil de ingredientes
utilizados na base de calculo para essa fase de criacdo. O nivel de lisina total em ragdes de
suinos em terminagdo, recomendado para otimizar o desempenho corresponde de 0,70 a 0,90
% nas dietas (Portela, 2014). Na tabela 4 estdo dispostos os aminoacidos em porcentagem no
SPT F. hepatica CC102, através da técnica de HPLC. A lisina do SPT Fl.hepatica CC102
apresentou nivel percentual de 0,61%, e mostra um valor préximo a exigéncia de 0,691% das
tabelas brasileiras de aves e suinos, porposta por Rostagno et al., (2011). Huang et al. (2012),
testou farelo de trigo na alimentacao de suinos em terminagao com os valores de lisina de 0,49%
e obteve valores de desempenho consideraveis. A metionina do substrato pré-tratado por
Fistulina hepatica CC102 neste trabalho, apresentou valor de 0,15%, pouco abaixo do
recomendavel que estd em torno de 0,20%. Huang (2012) encontrou em farelo de trigo nas
concentracoes de metionina médias de 0,27%. A treonina do substrato pré-tratado por
F.hepatica CC102 apresentou 0,56%, no qual o recomedavel para a fase de terminacao se
encontra na faixa de 0,46%, tornando assim um aminoéacido com suprimento adequado neste
residuo. As exigéncias de triptofano se encontra na faixa de 0,13% a 0,15%. No substrato pré-
tratado por F.hepatica CC102, o valor obtido para este aminoacido foi um pouco abaixo do
ideal, em 0,09%. Portanto, ¢ necessaria a inclusdo de poucas quantidades de aminoacidos
sintéticos limitantes na ragdo dos suinos quando um alimento ndo atende as exigéncias
nutricionais (MELLO et al.,2012). No entanto, os valores de aminodcidos essenciais e
limitantes para suinos no substrato pré-tratado por F.hepatica CCI02 mostraram-se
promissores quanto a inclusdo deste na cadeia de produgdo, visto que os valores estao proximos
dos ideais. Rostagno et al. (2011), descreveu nas Tabelas Brasileiras de Aves e Suinos (2011),

os niveis ideais para a fase de terminacgdo para suinos dos aminoacidos como sendo: arginina
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0,255; valina, 0,595%; isoleucina, 0,468%; leucina, 0,825%; histidina, 0,272% e fenilalanina,
0,417%. Observa-se que os niveis encontrados no SPT F.hepatica CC102 estao de acordo com
os niveis propostos para estes aminoacidos, exceto para arginina (Tabela 4). E importante
ressaltar que os aminoacidos contidos neste pré-tratado podem ser originados do micélio

fingico presente neste material, além do que ja se encontra na torta do carogo de algodao.

3.2 Perdas endogenas dos aminoacidos

Tabela 5— Perdas endogenas da proteina e aminoacidos pela DIP

Nutriente Perda endogena ( mg/g de MS ingerida)
Proteina Bruta 120, 29
Aminoacidos essenciais
Lisina 65,02
Metionina 130,05
Treonina 0
Alanina 0
Valina 162,56
Isoleucina 0
Leucina 65,25
Histidina 0
Triptofano 0
Fenilalanina 0

Aminoacidos nao essenciais

Arginina 0
Acido aspartico 422,66
Acido glutamico 130,05

Cistina 97,53
Prolina 65,02
Serina 0

Tirosina 162,56

Glicina 0

Legenda: Os valores estdo expressos em mg/kg com base na matéria seca ingerida por dia de Dieta
Isenta de Proteina (DIP).

A perda enddgena de proteina bruta observada neste trabalho foi de 120,29 mg/g de
matéria seca consumida. Costa et al. (2008) encontrou 106,6 mg/g na DIP. O valor da proteina
bruta endégena corresponde a valores de proteinas que fazem parte da desconjugacdo de sais
biliares e mucoglicoproteinas, uma vez que esses componentes geralmente sdo resistentes a
acdo das enzimas proteoliticas e ndo poderdo ser absorvidos pelo animal, sendo assim um fator

que nao traz seguranca para os dados reais (HE et al., 2016).
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Os valores médios de aminoacidos que compdem as perdas endogenas foram avaliados
pelos valores obtidos com a dieta isenta de proteina (DIP). A avaliacdo das perdas enddgenas
possibilita estimar a quantidade de aminoacidos enddgenos ndo reabsorvidos € que nao sao
digeriveis no trato gastrointestinal do animal (ADEOLA 2016). Quando se fornece uma dieta
sem nenhuma fonte de proteina para o animal, o organismo entra em um processo fisiologico
de compensagdo proteica, sintese enzimatica e descamac¢do de parte da mucosa intestinal (HE
et al., 2016). Por este fato, ¢ necessario avaliar a perda enddgena, ja que essa pode subestimar
a digestibilidade das dietas.

Os valores da perda endogena de prolina (65,02 mg/g), tirosina (162,56 mg/g), acido
aspartico (422,66 mg/g), valina (162,56 mg/g) na matéria seca ingerida, podem ser considerados
elevados. Isso se deve ao fato de que estes aminoacidos sao produzidos pelo organismo do
animal em altas quantidades para compor os sais biliares e as mucoglicoproteinas presentes no
muco intestinal (COSTA et al., 2008). Jasman et al., (2002) afirmaram que quando indices de
prolina estdo acima de 25,9 mg/g, o animal ao ingerir DIP obteve um estresse fisiologico
caracteristico.

Os valores de acido glutamico e leucina ( 130,05 e 65,25 mg/g) foram encontrados acima
dos valores de arginina (0 g/mg), lisina (65,02 mg/g), alanina (0 mg/kg), histidina ( 0 mg/g),
triptofano (0 mg/g) e fenilalanina (0 mg/kg) (Tabela 5). O acido glutamico e leucina sdo
encontrados em maior quantidade nos sucos pancreaticos dos suinos porque reveste a parede
intestinal, compondo a camada de mucina presente neste local (HE et al., 2016). Valores de
metionina e cistina (130,05 mg/g e 97,53 mg/g) sao devido aos aminoacidos sulfurados que
compdem as secregdes digestivas e na camada de mucina, nos quais ndo possuem boa

digestibilidade (POZZA et al., 2003).

3.3 Digestibilidade ileal aparente e verdadeira

Os coeficientes de digestibilidade ileal verdadeira e aparente da proteina bruta e
aminoacidos sdo apresentados na tabela 6, mostrando a diferenca entre a porcentagem
encontrada nos dois tipos de digestibilidade. H4 uma grande necessidade na pesquisa de
digestibilidade verdadeira, revelando assim os valores das perdas endogenas e a absorc¢ao
verdadeira do aminoécido. Estudos feitos por He e colaboradores (2016) relataram que dietas
com baixa proteina afetam a digestibilidade do aminoacido ileal e a expressdao génica das

enzimas digestivas em suinos em crescimento e terminagao.
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Muitos trabalhos sdo feitos estimando somente a digestibilidade aparente dos
aminoacidos. O valor real dos amino4cidos que compdem o processo fisioloégico do animal e
os aminoacidos que sdo provenientes da digesta, os quais nao foram absorvidos, ndo sdo
identificados nesta andlise, tendo assim resultados superestimados desses nutrientes.

A definicdo da digestibilidade aparente ¢ como sendo a diferenga da quantidade de
aminoacidos na dieta e a quantidade destes nas fezes ou na digesta ileal. Neste caso, a palavra
aparente, segundo Stein et al. (2007), ¢ utilizada para enfatizar o contetdo ndo digestivel de
aminoacidos e a ndo correcdo para as contribuicdes de origem endogena nesse valor de
digestibilidade. J4 a digestibilidade verdadeira ¢ determinada pela diferenca entre a quantidade
de aminoacidos na dieta e na digesta ileal, sendo consideradas as perdas enddgenas dos
aminoacidos, que sdo subtraidas da quantidade total de aminoacidos presentes nas digesta ileal
(SAKOMURA; ROSTAGNO, 2007). Os valores da digestibilidade ileal verdadeira deste
trabalho condiz com o esperado, ja que as perdas endogenas dos aminoacidos foram subtraidas

nas formulas propostas por Sakomura, e Rostagno (2016).

Tabela 6 — Digestibilidade ileal aparente e verdadeira da PB e aminoacidos

Coeficiente de Digestibilidade em % na MS das dietas e digestas

Aparente Verdadeira
Proteina Bruta 78,87 86,42
Aminoécidos Essenciais
Lisina 85,47 86,14
Metionina 85,29 89,81
Treonina 79,98 78.98
Alanina 85,41 85,41
Valina 85,41 86,90
Isoleucina 86,04 86,04
Leucina 83,25 83,71
Histidina 86,42 86,42
Triptofano 71,72 71,72
Fenilalanina 85,86 85,86
Aminodcidos ndo essenciais
Arginina 90,50 90,50
Acido aspértico 83,58 85,95

Acido glutamico 88,51 88,86
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Cistina 80,20 84,44
Prolina 82,70 83,36
Serina 80,60 80,60
Tirosina 81,33 84,16
Glicina 83,97 83,97

Legenda: ! PB= Proteina Bruta? MS = Matéria Seca

Os coeficientes de digestibilidade verdadeira da proteina bruta (CDvPB) foram maiores
do que as apresentadas por Rostagno et al. (2011), avaliando a digestibilidade de biscoito e
macarrdo na alimentagdo de suinos. Salvant, Perez e Tran (2004), relatou valores de CDvPB
menores do que os valores encontrados neste trabalho. Bosi et al. (2011), utilizando plasma
sanguineo em leitdes na fase de crescimento, obtiveram 72,40% de coeficiente de
digestibilidade aparente da proteina bruta (CDPBap). Os valores altos de CDPBap deste
trabalho, nos mostra a quantidade ideal de proteina bruta encontrada no alimento e a sua eficacia
quanto a digestibilidade.

Os valores de digestibilidade ileal verdadeira dos aminoacidos (CDAAvV) e aparente
(CDAAap) foram em média e 86,42% e 78,87% de e respectivamente. Isso pode explicar
porque dietas contendo baixas a medianas propor¢des de aminodcidos usualmente tem
CDAAap menores, devido a perdas endogenas, contribuindo relativamente mais para a
producao ileal de aminoacidos (YU, 2016).

Houve variagdo na digestibilidade dos amnodacidos lisina, metionina, valina, leucina,
acido aspartico, acido glutamico, cistina, prolina e tirosina (Tabela 6) pelo CDAAap comparado
ao CDAAv. A producao destes nos liquidos digestivos e parede intestinal aumentam a
concentracdo dos mesmos e consequente indigestibilidade no animal (ADEOLA,
OLAYIWOLA; RAGLAND, 2016). A digestibilidade aparente da arginina (90,50%) foi a mais
alta, seguida pelo 4cido glutdmico (88,51%). Os valores de metionina (85,29%) foram menores
do que aquele relatado por Huang et al., (2012), em suinos alimentados com farelo de trigo
como dieta experimental. Os mesmos autores encontraram a digestibilidade da lisina entre
76,31 a 86,28%. O triptofano (71,72%) esta abaixo do valor encontrado por estes autores
(77,42%). A digestibilidade ileal aparente da lisina encontrada neste trabalho (85,47%) se
encontra entre a faixa citada também por Huang et al., (2012). Alanina, valina, isoleucina,
histidina e fenilalanina tiveram valores variando de 85,41% a 86,42%. Quanto maior for a
concentracdo de aminoacidos no suco pancreatico, nos sais biliares e nas mucoglicoproteinas,,

maior serd a digestibilidade ileal aparente em comparacdo a verdadeira. Perdas especificas de
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treonina, e prolina, acido aspartico, acido glutamico e cistina representam a maior preocupagao
devido a sua abundancia em proteina na forma enddgena (YU et al., 2016).

Os valores d,0 CDAAvV dos aminoacidos variaram em pequenas proporcoes (Tabela 8),
exceto para tirosina (84,16%) e cistina (84,44%), acido aspartico (85,95%) e metionina
(85,29%) onde a digestibilidade foi alta em relacdo aos demais. Adeola (2016) por outro lado,
utilizando milho fermentado, obteve valores acima de 100% para glicina e prolina. O menor
valor neste trabalho foram dos aminodacidos treonina (78,98%) e triptofano (71,72%). Yu et al.,
(2016) encontrou para a metionina 92,88% de CDAAv em farelo de trigo. Adeola e
colaboradores (2016) encontrou valores altos da digestibilidade ileal verdadeira na maioria dos
aminoacidos (acima de 90%). Os valores baixos para os aminoacidos pelo CDAAv podem ser
devido ao alto teor de fibra, estimulando perdas enddgenas por hidrolise enzimatic e
descamagdo da mucosa no momento da digestdo ( STEIN et al., 2007). Além do mais estudos
mostram que alimentos com alto teor de fibra pode interferir na digestibilidade dos nutrientes,
principalmente de proteinas ( FERREIRA et al., 2007). E necessario, portanto, conhecer o
comportamento fisioldgico do animal, em ensaios de digestibilidade energética quanto ao teor
e tipo de fibra presente no SPT de F. hepatica CC102.

Tsai et al.(2017) citaram que a baixa digestibilidade ileal da lisina e de outros
aminoacidos provavelmente esta relacionada com a alta concentragao de fibras do grao de trigo,
dificultando assim a digestibilidade deste aminoacido. Para melhorar a digestibilidade dos
aminoacidos, principalmente os essenciais, alguns pesquisadores incluem proteases para
disponibilizarem os aminoacidos a absorc¢ao. A suplementacao dietética com protease revestida
aumentou os coeficientes de digestibilidade aparente e proteina em leitdes desmamados (YU,
2016). Apoldnio (2003) obteve coeficiente médio de digestibilidade verdadeira de 90,6%, o
qual esta acima dos resultados observados neste trabalho, concluindo que a digestibilidade dos
alimentos se deve principalmente ao teor de fibra presente no mesmo. O mesmo autor relatou
que a lisina foi o amino4cido menos digestivel no sorgo, no milheto e na levedura de cerveja,
apresentando valores de digestibilidade intermediarios, entre 85 a 90%. No presente trabalho,
a lisina, que € o aminoacido mais limitante na produgao de suinos, obteve valor dentro da faixa
daqueles relatados por estes autores. Portanto, esses resultados corroboram com a possibilidade
de se utilizar o SPC de F. hepatica CC102 como uma alternativa viavel de inclusdo na ragdo de

suinos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os coeficientes de digestibilidade ileal verdadeira da proteina e aminoéacidos foram
menores, quando comparados ao coeficiente aparente da proteina e aminoacidos, concluindo
que ha perdas endogenas destes no trato gastrointestinal dos animais, porém estes mesmos
parametros foram semelhantes comparados a outros alimentos, tornando a inclusdo do substrato
pré-tratado por F. hepatica CC102 na suinocultura como um alimento promissor.

Os coeficientes de digestibilidade determinados neste trabalho devem ser utilizados
como referéncia da composi¢cdo protéica e aminoacidica para a formulagdo de dietas para
suinos. A inclusdo do mesmo na alimentagdo destes animais contribuiria para o elo entre a
fungicultura e cadeia do biodiesel, proporcionando ao produtor rural um subproduto de baixo

custo, porém de alta qualidade nutricional.
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