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DEGRADABILIDADE DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS POR
Aspergillus terreus ISOLADOS DO RUMEN DE BOVINOS

INTRODUCAO

No periodo de seca os ruminantes se alimentam de materiais com alto conteldo de carboidratos lignificados de baixa
digestibilidade, sendo a microbiota autdctone do rimen responsavel pela degradacéo e digestibilidade desses residuos.
A biomassa lignocelulésica, representa um material natural, renovavel e de facil obtencdo como fonte alternativa para o
crescimento microbiano visando a producdo de complexos enzimaticos. (DA SILVA et al., 2005). Fungos filamentosos
isolados do rimen séo capazes de produzir enzimas extracelulares que degradam agucares simples em temperatura e pH
ruminal. (BAUCHOP 1989; PAUL et al, 2010). O género Aspergillus é promissor para a produgdo de celulases e
xilanases, ambas de alto interesse biotecnolégico (SANCHEZ, 2009). O grande potencial de mercado, o significativo
papel das celulases nos processos biotecnolégicos e a sua ampla aplicagdo representam motivagdo para pesquisa e
desenvolvimento continuo de tecnologias fermentativas para melhoramento de todo o processo de obtengdo de enzimas
por diferentes isolados. Nesta pesquisa avaliou-se a degradacdo de materiais lignoceluldsicos em diferentes pHs e
fontes de nitrogénio por Aspergillus terreus isolado do fluido ruminal de bovinos.

MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foram avaliados cinco isolados de Aspergillus terreus provenientes do rimen de bovinos de corte criados
em pastagens lignificadas do Norte de Minas Gerais. Os fungos foram conservados pelo método de Castellani e
estocados no Laboratdrio de Micologia do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais,
onde foram realizados todos os experimentos deste estudo. O repique dos isolados foi realizado em meio BDA — Batata,
Dextrose, Agar (Acumedia®, Brasil), a 38 °C por 4 dias. Os materiais lignocelulésicos foram moidos em moinho de
facas Willy com granulometria de 1-3 mm, abrigados ao alcance do sol e da umidade até a realizagdo do experimento.
Em seguida foram pesados em balanga analitica e acondicionados em saquinhos de nylon com dimensdes de 2 x 4 cm e
gramatura de 100 um. Apos o periodo de crescimento, os isolados foram inoculados em meio liquido contendo glicose e
peptona de carne, nas concentracdes de 20 g/L e 10 g/L respectivamente, durante 6 dias a 38 °C. Utilizando fermentacéo
submersa, o inoculo contendo aproximadamente 400 UFC/mL foi distribuido em 2 mL em trés repeticGes em tubos
previamente autoclavados contendo 30 mL de meio liquido (meio c) acrescido 5 g/L de sulfato de ambnio, 1 g/L de
fosfato monobasico de potassio e 0,5 g/L de magnésio heptahidratado e 1% (0,33 gramas) de feno de Brachiaria
decumbens (Bd) lignificada ou bagaco de cana (Bc) seco, apresentando 91,76% e 93,25% de matéria seca,
respectivamente. Para os tubos controle ndo foram adicionados os inéculos aos tubos. O pH do meio foi ajustado para
6,0 por meio da adi¢do de 200 mL de tampéo fosfato de sédio 0,1 M ao volume total de meio preparado. Os fungos
foram mantidos em termoshaker (NT 715, Novatécnica, Sdo Paulo, Brasil) por 216 horas, a 38 °C e 150 rpm. Os dados
de pH da fermentacdo submersa foram coletados nos tempos 0, 72, 144 e 216 horas e aferidos no pHmetro digital
(PG1800, Gehaka, Sdo Paulo, Brasil). Apés o periodo de incubacdo, o material foi centrifugado para separacdo das
massas fangicas, que foram secas juntamente com os saquinhos, em placas de Petri, em estufa de circulagdo forcada a
40 °C até obter peso constante para mensurar a matéria seca dos substratos degradados em determinador de Umidade
(MOC63u Shimadzu, Quioto, Japdo). As placas foram pesadas antes e depois do periodo de secagem, para obtencdo do
peso real de massa fingica. O fermentado foi reservado e mantido em Ultrafreezer a -86 °C para posteriores dosagens
enzimaticas. O experimento foi conduzido com trés repeti¢cdes para cada tratamento, comparando-se 5 isolados além do
controle, sem a presenca de microrganismo. As variaveis observadas foram pH, massa fungica, peso seco dos residuos
dos materiais lignoceluldsicos e taxa de degradacdo de matéria seca dos substratos. Para o pH, utilizou-se o
delineamento em parcela subdivida 5X4 (5 isolados e 4 intervalos de tempo) para cada substrato. Para a massa fungica e
taxa de degradacdo, utilizou-se o fatorial 2X5 (2 substratos e 5 isolados). Apds teste de normalidade e homogeneidade,
os dados foram submetidos a analise de variancia e comparados com o controle, as médias foram comparadas a 5% de
significancia pelo teste de Duncan. Os dados foram analisados utilizando-se o Sistema para Andalises Estatisticas,
SAEG, Versdo 9.1.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungo Aspergillus terreus foi eficiente na degradacdo de ambos os substratos, ndo havendo diferengas significativas
entre a degradabilidade e a massa flngica para os isolados em Bc e Bd (p<0,05, Teste de Wilcoxon) (Tabela 1). A taxa
de degradacdo ndo foi influenciada pelos isolados ou substratos utilizados, apresentando média de 19,42% +/- 3,63%. A
Bd obteve média de degradabilidade pelo fungo de 30,25% e o bagago de cana 20,07%, mas ndo houve diferenca
significativa entre os isolados avaliados (Tabela 1). Antes de iniciar a fermentacdo foi observada uma variacdo do pH
logo ap6s adicdo dos substratos. A variacdo observada na figura 1 na coluna t=0 para o substrato Bc foi de uma leve
acidificacdo do meio, exceto para o isolado 42. Enquanto que para a Bd o pH aumentou, exceto para o isolodo 7 (Figura
2). A média final do pH para a fermentacdo com Bc foi significativamente menor em relacdo a Bd (p>0,05; Teste de
Duncan). A Brachiaria decumbens apresenta teor de lignina maior em relagdo ao bagaco de cana e segundo JEOH e
colaboradores (2007), uma das limitagdes da hidrolise enzimatica é o acesso das enzimas as moléculas de celulose uma
vez que a lignina presente na parede celular vegetal bloqueia o acesso do complexo enzimético a celulose (NAKATANI
et al., 2008). Embora a Brachiaria decumbens apresente maior teor de lignina em relacdo ao bagaco de cana, neste
trabalho ndo se verificou limitagcBes nas hidrélises, como pode ser visto na tabela 1. Os materiais lignoceluldsicos
submetidos a pré-tratamentos, como a explosdo a vapor, sofrem altera¢fes na distribui¢do topoquimica da lignina na
parede celular, sem alterar o teor deste componente (DONOHOE et al., 2008). Ao autoclavar os materiais
lignoceluldsicos, a 121°C por 15 min e 1 atm, a lignina sofreu alteragGes em sua estrutura e, de acordo com VARNAI e
colaboradores (2010), uma simples realocacdo da lignina é suficiente para obtencdo de maiores rendimentos na
hidrélise do material.

CONCLUSOES

Neste estudo, constatou-se boa taxa de degradagdo dos isolados avaliados. O sulfato de aménio é promissor para a
atividade biodegradativa pelo Aspergillus terreus. A adicdo do tampdo fosfato de sddio foi de extrema importancia para
a simulagdo do ambiente ruminal. Em futuros estudos, estes isolados poderdo ser selecionados para produgdo

enzimatica e elaboracdo de aditivos microbianos para melhorar a utilizacdo de forragens lignificadas para os
ruminantes.
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Tabela 1: Dados da fermentagio submersa dos isolados de Aspergilias terreus que foram mantidos por 216 horas. 150 cpm e 38°C em melo
contenda sulfato de aminio como fome de nitrogénio ¢ bagaco de cana ou Brachiarks decumbens como substratos,

Isolados pH Massa do fungo (g) Degradabilidade de sabstrato (%}
CANA BRACHIARIA CANA BRACHIARIA CANA BRACHIARIA
i5 572 ¢ 5.00d 0,04 2 0.04 0 21830 19.23a
22 551d 5,80 ¢ 0,63 a 0.03a 18,17 a 36,39 a
7 591 b 6,19h 0,294 0.10a 2161 0 1279a
42 552¢ 5,80 3 0,140 0,05 17640 33108
79 5012 6,16 ¢ 0,10 0.02 2 21114 29738
Coeficiente de | 3.87 2,35 235,20 23520 ] 28445 28445
variagao (%) |
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l—-—n 6,06 524 485 5,52
| e 79 5,90 567 5,63 5.0
| =~ Controle 593 578 582 5.90

Figura 1: Vartagao do pH durante as 216 horas de fermentagio dos isolados de Aspengilius terreus em melo contendo sulfato de
amdnio como fonte de nitrogénio ¢ bagaco de cana como fonte de carbono {substrato).

7
65 |
6 |-
= 55
5
45 |
‘ . '
7 0 » 72 144 | 216 Tempo
——15 6.19 5.28 [ 5,55 6.00
= 6.21 5.62 [ 532 5.80
—a7 5.95 5.82 1 5.83 6.19
——12 6.22 5.59 1 5.47 5.80
—— 7 6.13 5.88 ] 6.10 6.16
~e— Controle 6.20 5.96 I 6.03 6.10

Figura 2: Variagio do pH durante as 216 horas de lermentacio dos isolados de Aspergillus tevreus em meio contendo salfato de




