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Resumo

Uma alternativa de agregar valor a residuos agroindustriais seria a bioconversao utilizando
microrganismos, principalmente os fungos. O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo acerca
de alguns residuos agroindustriais lignoceluldsicos, analisando suas principais caracteristicas
fisico-quimicas e determinando qual apresenta maior potencial para ser utilizado como substrato
em processos de biodegradacéo fangica. A fibra do coco verde mostrou-se com grande potencial
para ser utilizado como substrato em processos de bioconversdo. Constatou que quanto menor o
tamanho das fibras nos recipientes de fermentacdo, maior e mais eficaz € o processo de
degradacdo. Realizou-se também uma comparacdo entre métodos de inoculacdo e adicdo de
solucgdes de sacarose de distintas concentracGes, constando que a inoculacéo liquida e a solucao
de sacarose a 10% foram bastante favoravel e com melhores resultados para a degradacdo. O
"mix" de fibra de coco e residuo da inddstria cervejeira mostrou-se como excelente substrato com
81% de degradacdo em 42 dias.

Palavras-chave: residuos agroindustriais, bioconversdo, degradacao

1 Introducao

Setores como o de alimentos e o0 agroindustrial tem uma grande geracédo de residuos, muitas
vezes com problemas de disposicdo final e com alto potencial poluente (VERAS, 2002). Nos
Gltimos anos, hd um interesse crescente no uso eficiente de diversos residuos agroindustriais. Varios
bioprocessos tém sido desenvolvidos utilizando estes materiais como substrato para a producédo de
diversas moléculas com alto valor agregado, tais como proteinas microbianas, acidos organicos,

etanol, enzimas e metabdlitos secundarios biologicamente ativos (ALEXANDRINO et al., 2007).
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A maioria desses residuos agroindustriais sdo compostos de celulose, hemicelulose e lignina
e sdo conhecidos como residuos agroindustriais lignocelulésicos (REGINATTO, 1992). Uma
alternativa de agregar valor a esses residuos seria a bioconversdo utilizando microrganismos,
principalmente os fungos (VILLAS BOAS e ESPOSITO, 2000). A bioconversio de residuos
agroindustriais se d& através de diversas técnicas, tal como, a fermentagdo em estado sélido (FES),
de féacil operacionalizacdo, pois ndo exige que 0s residuos sejam previamente tratados o que, do
ponto de vista industrial, torna-se um aspecto interessante (SILVA, 2006). Varios grupos de
microrganismos podem crescer em substratos solidos, porém os fungos filamentosos sdo 0s
utilizados na maioria dos casos, devido as suas propriedades fisiologicas, enzimoldgicas e
bioquimicas (SOCCOL et al., 1994).

O cogumelo Lentinula edodes, conhecido como shiitake, é classificado como pertencente a
classe de Basidiomycetes, ordem Agaricales, familia Agaricaceae (REGINA e BROETTO, 2005).
Por ser apto a utilizar lignina, celulose e hemicelulose como fonte de carbono e nutrientes, o
shiitake pode ser cultivado em uma grande variedades de residuos agricolas (ROSSI, 1999).

Buscando conhecer caracteristicas fisico-quimicas especificas de alguns residuos
agroindustriais, realizou-se primeiramente, neste estudo, a analise de quatro diferentes matérias-
prima. Baseadas nos resultados encontrados nestas analises foram realizadas as fermentacdes
iniciais e entdo uma otimizacdo da bioconversdo da fibra de coco verde (Cocos nucifera) por
Lentinula edodes, através da comparagdo entre métodos de inoculacdo e do uso de solugdes de

sacarose, com diferentes concentracdes, no desenvolvimento micelial inicial do fungo no substrato.

2 Material e Métodos

O fungo utilizado para o estudo compreendeu a cepa Lentinula edodes, disponivel no acervo
de fungos do laboratério de Microbiologia. Foram analisadas amostras de quatro diferentes
residuos: Residuo de uma industria cervejeira da regido dos Campos Gerais, composto basicamente
de gritz e cevada; Talos de trigo da variedade BRS220 (T2) produzidos em uma fazenda da regido
de Maringa cultivado com 50% de adubo, uréia mais o inoculante (Azospirillum brasilienses); Talos
de trigo da variedade BRS220 produzidos em uma fazenda da regido de Maringa (T5), cultivado
somente com o inoculante e a Fibra do coco verde, obtidos em pontos de vendas de agua de coco na
regido. Para o desenvolvimento da pesquisa utilizou-se os residuos triturados e esterilizados,
realizando triplicata para cada amostra. As analises fisico-quimicas para a caracterizacdo dos
residuos agroindustriais estudados e a determinacdo de proteinas foram baseadas nas metodologias
descritas no manual Instituto Adolfo Lutz, 2008 (1AL, 2008). A etapa seguinte consistiu na analise

dos resultados obtidos para entéo se dar inicio as fermentagdes. O fungo utilizado foi mantido em

451



Placas de Petri, contendo o meio de cultivo batata dextrose Agar esterilizado a 121° C por 15 min.
Apos o crescimento fungico por 5 dias a 28° C em estufa, as placas foram refrigeradas a 4° C. O
micélio cultivado em Placas de Petri foi utilizado como indculo aos substratos selecionados (EIRA,
1997).

A primeira fermentacdo avaliou o desenvolvimento do micélio em diferentes granulometria
da fibra de coco e se procedeu em recipiente de vidro de 200 mL de volume e 8 cm de altura. A
fibra de coco verde utilizada como substrato, foi distribuida nos vidros conforme o tamanho que foi
cortada, variando de 12,5% a 100% do tamanho da altura do vidro. Foram realizadas triplicatas, de
cada um dos diferentes tamanhos. Na segunda fermentacéo (experimento 2), a fibra de coco verde
sofreu corte para que tivesse a dimensdo de 1 cm aproximadamente (12,5%), em seguida foi
distribuida nos vidros, sendo 70 gramas do substrato em cada. Foram preparados 5 vidros para cada
tipo de inoculacdo e adicionado de solugdes de sacarose as concentragdes variaram de O (sem
adicdo de sacarose) a 20%. Os frascos contendo a fibra foram autoclavados a 121°C, por 15
minutos e resfriados a temperatura ambiente. Os frascos foram conduzidos para inoculagédo, de
acordo com cada método, com proximidade a chama.

Para inoculacdo padréo criou-se no centro do pote de vidro, um canal de inoculacdo onde o
micélio formado em meio de cultivo BDA, foi introduzido. J& para a inoculacéo liquida, diluiu-se o
micélio em meio cultivo BDA, em &gua reagente Il esterilizada, pipetou-se 10 mL do indculo
formado e inoculou-se por todo o substrato de maneira uniforme. Os frascos foram incubados a
temperatura de 28 °C durante 23 dias. Durante o periodo de fermentacdo foram realizadas
umidificacdes, com o uso de seringas estereis, agua reagente Il esterilizada e com proximidade da
chama.

No experimento 3 foi elaborado um “mix” de fibra de coco verde e residuo da industria
cervejeira, com a proporcao de 80% de fibra de coco verde e 20% de residuo cervejeiro. Os
residuos foram pesados em balanca analitica, inseridos nos frascos de fermentacdo e adicionou-se
10 mL de solucdo de sacarose a 10%, que posteriormente foram conduzidos para serem
autoclavados a 121°C por 15 min. Em seguida, os frascos foram resfriados e realizada inoculacéo
liguida nas mesmas condicdes descritas acima. Foram realizadas umidificacGes durante o periodo
de fermentacdo, com o uso de seringas estéreis, meio MPII esterilizado e agua reagente Il

esterilizada com proximidade da chama.
3 Resultados e Discussao

Apos a realizagdo das andlises dos quatro residuos, uma tabela foi elaborada para representar

0s resultados das analises. A Tabela 1 indica um resumo dos resultados obtidos nas caracterizagdes:

452



Tabela 1 — Caracterizacdo fisico- quimica dos residuos

Carbono organico C/N Nitrogénio Umidade Cinzas Proteinas Fibra bruta
Gritz e cevada 51,14% 10,8% 4,7% 9,03% 3,95%  29,37% 14,5%
Trigo T2 53,32% 76,2%  0,7% 15,31% 584% 4,37% 45,6%
Trigo T5 50,42% 72% 0,7% 15,38% 6,14% 4,37% 47,6%
Fibradecoco  55,30% 553%  0,10% 86,61% 0,45%  0,63% 3,1%
Biomassa 4,4% 33,3%

A determinagéo de umidade pode ser considerada como o ponto de partida para processos de
biodegradacdo (ALBERTON, 2004). Um excesso de umidade pode impedir as trocas gasosas do
micélio ou proporcionar a proliferacdo de antagonistas e parasitas, mas para que ocorra a
frutificacdo a umidade deve estar entre 85% e 95% (CHANG e MILES, 2004). Os valores de
umidade obtidos tiveram diferenca significativa, tendo a fibra do coco verde apresentado valor
considerado ideal para a frutificacdo nos substratos (86,61). O teor de proteina bruta pode ser
diretamente relacionado com o potencial do substrato a ser utilizado. Nas analises realizadas, a
amostra gque apresentou maior teor de proteina bruta foi o residuo da industria cervejeira, com
29,37% enquanto que, para a fibra de coco verde o teor de proteina bruta encontrada foi bem abaixo
desse valor, apresentando 0,63%. Pode-se considerar, portanto, que por possuir um baixo teor de
proteina a fibra do coco verde tem grande potencial para degradacdo ja que o teor de nitrogénio
deve estar presente em quantidade minima, pois altas concentragdes de nitrogénio limitam a
degradacédo da lignina presente no substrato. O residuo da industria cervejeira, apresentando alto
valor protéico pode ser utilizado como suplementacgéo para substratos compostos que necessitem de
fonte de nitrogénio adicional para a sua colonizacdo. Todo composto para cultivo de cogumelos
tem, como regra geral a escolha de materiais volumosos e fibrosos, geralmente muito ricos em
carbono e pobres em nitrogénio e fosforo (EIRA, 1997). Considerando que o substrato com maior
potencial para o cultivo de cogumelos, deve apresentar alta quantidade de carbono, a fibra do coco
verde apresentou-se com melhor resultado para esta analise. Com base nesta analise, p6de-se entdo
determinar a relacdo carbono/nitrogénio, uma das principais analises para a escolha de um
substrato. Um padrédo de substrato enriquecido com relacdo C/N entre 15 e 25/1, pode ser utilizado
no sistema de cultivo de cogumelos sob condi¢bes axénicas (EIRA, 2004). Como em todas as
amostras, os valores ndo se encontram neste padrdo (Tabela 1), o ideal seria a incorporacdo de
componentes concentrados (normalmente tortas e farelos), em quantidades adequadas para atingir a
relacdo C/N ideal. A textura do substrato interfere também na frutificacdo, portanto a importancia
da determinacdo de fibra bruta. Para as amostras analisadas a textura dos talos de trigo foi a que se
mostrou bastante fibrosa, apresentando valores aproximados de 45%, o que acaba otimizando o

processo de biodegradacao.
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Com base nos resultados das andlises fisico-quimicas realizadas, deu-se sequéncia ao
trabalho com a realizagcdo da fermentagdo no estado sélido. O residuo selecionado foi a fibra de
coco verde j& que a mesma, quando comparada com 0s outros residuos analisados, apresentou
caracteristicas que apontaram para a possibilidade de sua utilizacdo como substrato. Nao foi
estabelecido um numero de dias fixos para a fermentagdo, o fim da fermentacdo deu-se quando se
percebeu que ndo havia maiores progressées no desenvolvimento do micélio, e 0 mesmo havia
tomado todo o substrato. Observou-se também, as condi¢fes de aeracdo dos substratos. Todos 0s
experimentos apresentaram desenvolvimento micelial e distribuicdo dos corpos de frutificacdo
significativa. No entanto, pdde-se observar ao final da fermentacéo, maior estagio de degradacéo no
experimento de fibra de coco 12,5%, podendo ser considerada como principal influéncia o menor
tamanho, portanto maior superficie de contato do substrato com o oxigénio presente no interior do
recipiente.

A producdo micelial, no substrato e a producdo de proteina € variavel de acordo com o
microrganismo, com o substrato e com as condigdes de culturas aplicadas (LIMA et al., 1975).
Neste trabalho o cultivo de Lentinula edodes, no experimento 12,5% proporcionou um
enriquecimento de mais de 100% no teor de proteina e no teor de fibra bruta. Os valores de fibra
bruta expressam praticamente somente a quantidade de celulose presente nos corpos de frutificacéo,
sendo que 0s mesmos sdo constituidos predominantemente por hemicelulose e celulose (SCARIOT
e MARLEI, 2000), portanto, o aumento no teor de fibra bruta pode ter relagdo com o surgimento de
corpos de frutificacdo no substrato, ja que desta maneira, os valores para celulose também seriam
afetados.

No experimento 2 constatou-se que a inoculacdo liquida se mostrou um método eficiente,
pois reduziu o tempo de colonizacdo do substrato pelo microrganismo. Chang e Miles (1993) citado
por Silveira et al. (2008), afirmam que a substituicdo do indculo sélido por liquido pode reduzir os
custos de laboratério e tornar mais facil a técnica de inoculagdo, bem como pode ser usado para a
proliferacdo do micélio em suporte sélido ou inoculado diretamente no substrato de producdo. O
uso da sacarose como coadjuvante no inicio da fermentacdo foi favoravel e as concentra¢fes com
resultados mais satisfatérios para o desenvolvimento do micélio foram sem adicdo de sacarose ou
adicionados de 5 e 10% do mesmo, tanto na inoculacdo liquida quanto na inoculacdo padrdo. Nas
outras concentragdes, o aspecto visual do fungo era ressecado, caracteristica que pode ser atribuida
a alta concentracdo de sacarose no meio. Segundo Karunanandaa et al. (1995) no decorrer do
processo de colonizagdo de substratos lignoceluldsicos, os fungos preferencialmente convertem os
polissacarideos mais facilmente digeridos em agUcares de baixo peso molecular, utilizando-os para

seu metabolismo primario. Outro estudo realizado por Leatham (1986), citado por Rossi et al.
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(2001) demonstrou haver necessidade de fornecimento de agUcar para aumentar a atividade
lignocelulolitica.

O “mix” formulado no experimento 3 mostrou-Se interessante para ser utilizado em
processos de bioconversdo, principalmente, devido a suplementacdo do substrato com residuo
cervejeiro, pois favoreceu a miceliacdo, manteve o vigor do fungo Lentinula edodes e acelerou o
processo de bioconversdo. O estudo realizado por Sing e Verna (1996), citado por Pedra e Marino
(2006), demonstrou que houve aumento significativo de vigor com a suplementacdo a base de
farelos. A suplementacdo de substratos lignocelulésicos com farelos altera a relacdo C:N do
substrato favorecendo o crescimento micelial mais vigoroso. Fasini e Kadiri (1993), citado por
Marino e Abreu (2009) atribuiram aos suplementos a base de farelos um efeito estimulante para o
crescimento micelial, relacionado a presenca de carboidratos, aminoacidos e minerais.

O comparativo do percentual de biomassa degrada e a solugdo umidificante utilizada pode

ser ohservado na Tabela 2.

Tabela 2- Percentual de biomassa degradada em relacéo a solucdo umidificante

% de biomassa degradada

Agua esterilizada 76%
Meio MPII 81%

O percentual de biomassa degradada foi bastante elevado nos dois experimentos, mas 0 uso
de diferentes solugbes umidificantes demonstrou que o experimento umidificado pelo meio de
cultura MPII, apresentou percentual de biomassa degradada levemente maior do que o experimento,
apenas umidificado com agua esterilizada. Esse percentual maior de degradacdo no experimento
com Meio MPII como solucdo umidificante, pode ser atribuido aos compostos formadores do meio,
em funcdo do meio ser rico em proteinas e minerais, compostos que podem ter favorecido o

desenvolvimento do microrganismo e a degradacdo do substrato.

4 Conclusao

Considerando os resultados do presente trabalho, concluiu-se que processos de
biodegradacao fungica podem ser considerados uma importante alternativa para se agregar valor a
residuos agroindustriais lignocelulésicos. Todos os residuos agroidustriais analisados apresentaram
caracteristicas que lhes conferiram potencial para serem utilizados como substratos em
fermentacdes ou como suplementacdo de meios utilizados para fermentacdes.

No entanto, a fibra de coco verde apresentou propriedades fisico-quimicas especificas que
possibilitaram, juntamente com variaveis como temperatura e tempo de fermentacédo, a obtencéo de

resultados satisfatorios no processo de fermentagdo. A escolha do tratamento dos substratos,
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diferenciados entre si, pelos seus diferentes tamanhos, possibilitou melhor visualizacdo do
processo. Pode-se estabelecer uma comparacdo quanto a aeragdo no interior do recipiente.
Apresentou-se como melhor meio adaptado para degradacao, o experimento elaborado com a fibra
de coco verde em tamanho 12,5%, apresentando um alto grau de biodegradacdo com aumento
significativo no percentual de proteinas e fibra bruta pés-fermentacéo.

A inoculagdo liquida é um método eficiente e a uniformidade apresentada na distribui¢do do
micélio no substrato foi devida ao seu uso. O uso de solucGes de sacarose mostrou-se favoravel,
com melhor resultado nos experimentos sem adicdo de sacarose ou adicionados 5 e 10% do mesmo.
Os demais frascos, com solucdo de sacarose a 15 e 20% apresentaram aspecto visual ressecado
devido a alta concentragdo desse acucar. O “mix” de fibra de coco e residuo da industria cervejeira
demonstrou-se um excelente substrato, visto que ocorreu 81% de degradacdo do substrato em
apenas 42 dias. O meio MPII mostrou-se uma boa solugdo umidificante devido a sua constitui¢éo

muito rica.

Abstract

An alternative to add value to agro-industrial wastes would be the bioconversion using
microorganisms, mainly fungi. The objective of this work was realize a study about of some
lignocellulosic agro-industrial wastes, analyzing their main physico-chemical characteristics and
determining which has greater potential to be used as the substrate in fungal biodegradation
processes. The green coconut fiber was shown with great potential to be used as the substrate for
bioconversion processes. Found that as smaller the size of the fibers on fermentation vessels, larger
and more efficient is the process of degradation. Realized also a comparison between methods of
inoculation and addition of sucrose solutions of distinct concentrations, being the liquid inoculation
and sucrose solution at 10% were very favorable and with better results for degradation. The mix of
coconut fiber and waste from the brewing industry showed to be excellent substrate with 81%
degradation in 42 days.

Key-words: agro-industrial wastes, bioconversion, degradation
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