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RESUMO

INCLUSAO DO SUBSTRATO DE PLEUROTUS OSTREATUS NA CINETICA DE
FERMENTACAO IN VITRO DO FENO DE BRAQUIARIA.

O cogumelo é um alimento apreciado no mundo inteiro e cada cultura criou sua
prépria forma de consumo. Segundo Wasser; Weis, 1999. possui cerca de 30% de proteina
bruta, sais minerais, ferro, vitaminas B1 e B2, célcio, fibras, outros elementos essenciais, além
de baixo teor de gordura e carboidrato. O cogumelo é um alimento que atende as exigéncias
alimento para 0 homem, pois em uma pequena area pode-se ter grandes producdes, com
produtividades médias de 18 a 20 Kg/ m% ano. O problema € que para produzir 80g de
cogumelo in natura é necessario 100g substrato para crescimento do cogumelo propriamente
dito, gerando uma quantidade de residuo muito grande. O objetivo deste € estudar a inclusdo
do substrato de Pleurotus ostreatus na fermentagdo ““in vitro” de dieta a base de feno de
Brachiéria brizantha para ruminantes, assim como determinar diferencas na producdo de gas
com diferentes niveis de inclusdo. Avaliando a cinética de degradacao “in vitro” de dietas a
base de feno com diferentes niveis de inclusdo de substrato exaurido da producdo de
Pleurotus ostreatus, além de quantificar a proteina degradada no rumem a partir do substrato
exaurido de Pleurotus ostreatus. O experimento pela técnica “in vitro” semi-automatica de
producéo de gases foi realizado no Laboratorio de Nutricdo animal da Fazenda Agua Limpa-
Fal/UnB. Foram utilizados trés bovinos adultos como doadores selecionou-se dois alimentos
um padrdo e um potencial alimento: O Feno (F) e Substrato Exaurido Pleurotus ostreatus
(SE) em cinco diferentes tratamentos, 100% (F), como padrdo de alimento; 100% (SE), para
testar o potencial do material e avaliar a capacidade de inibicdo ou aumento de producédo de
gas; (F) + (SE) 5%; (F) + (SE) 20%; (F) + (SE) 30%. O delineamento experimental foi um
fatorial 5 X 3 com cinco tratamentos e 3 indculos (trés animaisdoadores). A andlise de
variancia, foi feita pelo PROC GLM do programa estatistica SAS (2000). As médias foram
comparadas pelo Teste de Tukey (5%). A degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS)
estimada segundo Theodorou et al. (1994), no tempo pré-determinado de 96 horas. As analise
bromatoldgicas foram: MM, MS, PB, FDN, FDA, EE, FB segundo A.O.A.C. (1990) e VAN
SOEST et al. (1991). Para producdo total de gases obteve-se o tratamento (F)+(SE)5% a
maior quantidade acumulada de gases com uma producéo de 284,28 ml de gases ficando 8%
acima do (F) 100%, reafirmando a condi¢cdo de melhora na utilizacdo do Feno pelos

microorganismos ruminal.



O substrato exaurido de Pleurotus ostreatus apresentou rapida colonizacdo pelos
microrganismos do rumen, além de propiciar uma facilitacdo na degradacdo do feno. Os
padrdes de fermentacdo foram inferiores ao do feno estudado, mostrando que o residuo nao
pode ser utilizado em substituicdo a um volumoso de boa qualidade, entretanto a inclusdo do
substrato ao feno néo prejudicou a fermentacdo e poderia ser utilizada como uma alternativa

de aproveitamento do residuo em dietas de ruminantes.

Palavras-chaves: Brachiéria brizantha, composi¢do quimica, fibra, produtos “organicos”,

tratamento bioldgico.
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2.2 Abstract

Inclusion of substrate of Pleurotus ostreatus on kinetics of in vitro fermentation of

Brachiaria hay

The mushroom is a food enjoyed throughout the world and each culture has
created its own form of consumption. According to Wasser; Weis, 1999.it has about 30%
crude protein, minerals, iron, vitamins B1 and B2, calcium, fiber, other essential elements,
and low in fat and carbohydrate. The mushroom is a food that meets the demands food for
man, because in a small area have major productions, a mean yield 18-20 kg / m2 / year. The
problem is that to produce 80g of fresh mushroom is necessary 100g substrate for growth of
the fungus itself, generating a huge amount of waste. The aim of this study is the inclusion of
the substrate of Pleurotus ostreatus on fermentation in vitro of diet of Brachiaria brizantha hay
for ruminants, as well as determining differences in gas production with different levels of
inclusion. Assessing the degradation kinetics in vitro of diets based on hay with different
levels of inclusion of substrate depleted production of Pleurotus ostreatus, and quantify the
protein degraded in the rumen from the exhausted substrate of Pleurotus ostreatus. The
experimental technique in vitro semi-automated gas production was conducted at the
Laboratory of Animal Nutrition at Agua Limpa-Fal/UnB. Three adult cattle were used as
donors was selected two foods a pattern and a potential food: The Hay (F) and substrate
Exhausted Pleurotus ostreatus (SE) in five different treatments, 100% (F) as the standard of
food, 100% (SE), to test the potential of the material and assess the ability of inhibition or
increased gas production, (F) + (SE) 5% (F) + (SE) 20% (F) + (SE) 30%. The experiment was
a 5 X 3 factorial with five treatments and three inocula (three animaisdoadores). The analysis
of variance was performed by PROC GLM of SAS statistical program (2000). Means were
compared by Tukey test (5%). The in vitro degradability of dry matter (DM) estimated
according to Theodorou et al. (1994), the predetermined time of 96 hours. The chemical
analysis were: MM, MS, CP, NDF, ADF, EE, CF by AOAC (1990) and VAN SOEST et al.
(1991). For total gas production was obtained when the treatment (F) + (SE) 5% as much total
gas with a production of 284.28 ml of gas going up 8% (F) 100%, reaffirming the status of
improve the use of hay by rumen microorganisms. The exhausted substrate of Pleurotus
ostreatus showed rapid colonization by microorganisms in the rumen, in addition to providing

a facilitation in the degradation of hay.
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The patterns of fermentation were lower than hay studied, showing that the waste can not be
used instead of a bulky good quality, however the inclusion of the substrate did not impair the

hay fermentation and could be used as an alternative use of waste in diets of ruminants.

Key Words: biological treatment, Brachiaria brizantha, chemical composition, fiber,
“organic” products.



1 CAPITULO |

1.1 INTRODUCAO

O cogumelo € um alimento apreciado no mundo inteiro e cada cultura criou sua
propria forma de consumo. Seja in natura, em conserva ou desidratado. Os Paises Europeus e
os Orientais sdo 0s maiores consumidores deste produto, o cogumelo Shimejii (Pleurotus
ostreatus) ¢ um dos mais consumidos mundialmente.

Segundo Wasser; Weis, 1999. esse alimento possui cerca de 30% de proteina
bruta, além de conter sais minerais, ferro, vitaminas B1 e B2, calcio, fibras, outros elementos
essenciais, além de baixo teor de gordura e carboidrato.

O homem alimenta-se de cogumelos desde o primdrdio da espécie, para alguns
grupos em especial era uma rica fonte de proteina. Em alguns casos, toxinas de cogumelos
venenosos eram usadas em instrumentos perfurocortantes para aumentar a dor nas feridas ou
matar possiveis predadores.

A partir da década 1970 comegou todo avanco tecnoldgico, observa-se um
aumento de produgédo principalmente nos cogumelos ditos “medicinais” e nutracéuticos,
podemos citar como exemplo derivados de Trametes, Ganoderma, Lentinus, Schizophyllum
entre outros (Bononi ; Gimens. 2008).

A producdo de alimento é constantemente forcada pelo aumento da demanda
de fornecimento para a populacdo humana. As areas cultivaveis, cada vez mais, sofrem
pressdes de ONG’s e da populagédo para a ndo expansao de fronteiras agricolas para areas de
vegetacdo nativa, devido a esses fatores a procura por alimentos que substituam e /ou

intensifiqguem a quantidade de alimento, estdo em constante desenvolvimento



O cogumelo é um alimento que atende a essas exigéncias, pois em uma pequena area
podemos ter grandes produc¢des, com produtividades medias de 18 a 20 Kg/ m% ano. O
problema é que para produzir 80g de cogumelo in natura é necessario 100g substrato,

0 que gera uma quantidade de residuo muito grande. Atualmente esse residuo é usado como
hamus, mas tem potencial para ser utilizado na producdo animal.

A integracdo de cadeias produtivas existentes inserindo subprodutos de um tipo
de producdo em outra, pode baratear o processo com a inser¢do de novos componentes,
diminuindo o residuo descartado na natureza e gerando sustentabilidade aos sistemas.
Segundo Gern et al. 2008. a escolha de residuos, deve ser baseada na disponibilidade e
guantidade necessaria, na localidade, do residuo gerando uma sustentabilidade para a
produgéo.

Em referéncia ao organograma abaixo, toda a producdo tem como objetivo o

atendimento de uma necessidade humana.

Produgio de

cogumelos
Substrato Coaumelo
exaurido 9
 —
Alimentagio de Alimentacio Alimentagio
ruminantes Fungica Humana
—
! ' P,
(| Alimentagio
. . - Alll ki
Alimentagio Verme 2
_ Humana
Humana compostagem
—
.

Figura.01 Organograma da possivel interligacdo entre as producées

A producdo de Pleurotus ostreatus gera dois produtos: O cogumelo (consumo
humano) e o substrato exaurido de Pleurotus ostreatus (consumo animal e ou fungico). A

producdo de ruminantes gera alimento e outros produtos em beneficio para 0 homem



O substrato utilizado na primeira producdo pode ser utilizado, em uma
determinada proporcdo, para inclusdo no composto para fungos de segunda ordem. Analises
quimicas do substrato exaurido de Pleurotus ostreatus, mostraram que a degradacéo exercida
pela agdo enzimética gera um material com caracteristicas proximas aos dos desejaveis para o
cultivo de Agaricus (Gern et al. 2008.), ou entéo, a primeira producdo de fungos de primeira
ordem lignoceluloliticos (Pleurotus ostreatus), fornecendo o substrato exaurido. Segundo
Schmidt (2002) esses basidiomicetos degradam enzimaticamente o substrato, solubilizando
carboidratos (celulose e hemicelulose), lignina, CO2 e 4gua do substrato para utiliza-los em
seu metabolismo, gerando assim o residuo na alimentagdo animal. Quando este composto
ficar inutilizado, é possivel a realizacdo uma compostagem e uma vermecompostagem
produzindo himus e minhoca.

Para sabermos o real beneficio do substrato exaurido de Pleurotus ostreatus é
necessario a realizacdo de ensaios ““in vitro” e ap0s a comprovacao de que ndo prejudica a
microbiota ruminal, ensaios ““in vivo™ poderao ser realizados.

A realizacdo de ensaio pode ser realizada pela técnica “in vitro” semi-
automatica de producgdo de gases correlacionada com a técnica de degradabilidade da matéria
seca, a qual se baseia na simulacdo da fermentacdo ruminal em frascos para mensuragdo da
quantidade de gas produzido por um determinado tempo.

Vérias pesquisas vém sendo realizadas com o intuido de aumentar a
disponibilidade nutricional e degradabilidade de diferentes tipos de residuos lignocelulésicos,
mediante tratamentos fisicos, quimicos e bioldgicos.

Com a utilizagdo fungica espera-se uma maior producdo de gas, pois entende-
se que o material ja sofreu acdo enzimatica, ocorrendo assim a biodiponibilizacdo da matéria.
Zandrazil (1977) constatou aumento em 12% na digestibilidade “in vitro™ da palhada de trigo
incubada com Pleurotus sp.



1.2 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho é estudar a inclusdo do substrato de
Pleurotus ostreatus na fermentacdo in vitro de dieta a base de feno de Brachiaria brizantha
para ruminantes, assim como determinar diferencas na producdo de gas com diferentes niveis

de inclusdo. Como objetivo especifico tem-se:

e Avaliar a cinética de degradacéo in vitro de dietas & base de feno com diferentes niveis
de inclus&o de substrato exaurido da producédo de Pleurotus ostreatus.

e Quantificar a proteina degradada no rumem apartir do substrato exaurido de Pleurotus

ostreatus.



1.3. REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 Fungicultura no Brasil e no Mundo

O homem desde a antiguidade alimenta-se de cogumelos, utilizava-se da coleta
na natureza, posteriormente com muita observacdo e tentativas 0 homem comecou a
domesticar algumas espécies comestiveis, cultivando-as de forma artificial, essa busca ocorre
até os dias de hoje com novas espécies. (Zhanxi e Zhanhua, 1995, 1996).

Segundo Van Griensven, 1987. o primeiro isolamento miceliar pura foi em
1894 pelos franceses J. N. Constantin e L. Matruchot os quais conseguiram obter micélio puro
pela multiplicacdo de esporos em condicBes assépticas. O primeiro relato na China da técnica
da cultura do micélio puro ocorreu em 1930, resultando em um aumento de vigor e a
possibilidade de controlar doencas, além da selecdo de cepas para comercializagdo (Zhanxi &
Zhanhua, 1995).

No Brasil iniciam-se as primeiras pesquisas na década de 40 pelo Instituto
Bioldgico de Sdo Paulo (Dirigente Rural, 1970), mas a producdo de cogumelos comegou na
década de 50, com o enfraquecimento da avicultura por causa da crise alguns produtores
trocam o frango pelo cogumelo (Molena, 1986), mas o ramo ganhou for¢a com a vinda de
imigrantes chineses para o Brasil, na década de 60.

A producdo do Brasil ainda € muito pequena em relagdo aos paises de maior
produgdo no mundo, na tabela abaixo pode-se avaliar o potencial da quantidade de utilizacdo
do substrato exaurido produzido, pois para cada 800kg de cogumelo in natura produzido é
necessario 1000Kg de substrato.

A China, maior produtora mundial, produz cerca de 1.882.227,60 Kg de
substrato por ano, com potencial para ser utilizado como alimento para grandes e pequenos

ruminantes.



Tabela. 01: Tabela da producdo de cogumelo por Paises de maior produgéo

Rank Area Producgdo (MT)
1 China 1.568.523
2 Estados Unidos 359.630
3 Holanda 240.000
4 Polbnia 180.000
5 Franca 162.450
6 Espanha 140.000
7 Italia 85.911
8 Canada 81.610
9 Irlanda 75.000
10 Reino Unido 72.000
11 Japéao 67.000
12 Alemanha 55.000
13 Indonésia 48.247
14 Bélgica 43.000
15 Australia 42.739
16 Korea 28.764
17 Iran 28.000
18 Hungria 21.200
19 Vietnan 18.000
20 india 16.000
37 Brasil 10.000

Fonte:FAO 2007

A FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations), em 2007,
estimou uma producéo de cogumelos em cerca de 3.33 milhdes de toneladas, destaque para a
China como maior produtora, em média 1.5 milhdo de toneladas ao ano. Em segundo lugar
estd os Estados Unidos da América com uma producdo de 359 mil toneladas ao ano.

De 1968 até 2007, o consumo anual no Brasil aumentou de 20 toneladas para
10 mil toneladas. Apesar desse avango, 0 consumo per capita no pais ainda é de apenas 50 g
por ano, contra 2,1 kg na Franca e 1,4 kg na Italia. Cerca de 60% da producdo nacional é
consumida in natura e 0s 40% restantes sdo absorvidos pela industria de conservas (Campos,
1990). De acordo com 0s nimeros acima, constata-se que, 0 consumo no Brasil ainda €
seletivo, pois a maior parte da populacdo desconhece e ou pouco utiliza os cogumelos na sua
alimentacéo.

Na alimentacdo humana, os cogumelos sdo fontes de proteinas utilizadas

principalmente por pessoas que possuem como habito de vida a ndo ingestdo de carne. Na



industria € utilizado para producdo de enzimas, cosmeédicos e remédios, substancias anti-
tumores e antibidticos, (Chang & Miles, 1984; Mizuno et al. 1992).

Os macromicetos também chamados de cogumelos sdo assim designados por
sua caracteristica de gerar corpo de frutificacdo e producdo de esporos. Os macromicetos
representam cerca de 4% de todas as espécies de fungos, cerca de 10.000, podendo ser
venenosos, alucindgenos, comestiveis e ou medicinais. Entretanto sabe-se que 2.000 espécies
de fungos sdo comestiveis, destes apenas seis espécies sdo comercializados em escala
comercial no mundo (Chang, 1991). Segundo Kendrick (1992) a ordem mais cultivada do
mundo € a Agaricales, na qual estdo incluso o Agaricus bisporus “Champignon de Paris”,
Lentinula edodes “Shiitake”, Pleurotus ostreatus “Cogumelo Ostra”.

Existem relatos de cultivos desde a antiguidade na China do Ganoderma
lucidum (2.000 anos) também conhecido como cogumelo Rei, era consumido pela nobreza
chinesa assim como o Poria cocus (400-500 a.C.).

A cronologia de Producgdo na China ocorreu da seguinte forma, em 1960 a
inoculacdo com micelio puro foi introduzida no cultivo. Na Década de 70 inicio-se o cultivo
axénico com serragem e demais constituintes das formulagcdes. Em 80 inicio-se a técnica
chamada de “Jun Cao” agregando beneficios sociais (maior facilidade de producao),
ecologicos (utilizacdo de capim no lugar de madeira) e econémicos (barateamento da
producdo), unindo a producdo a um ciclo ecolégico entre plantas, animais e fungos (Zhanxi e
Zhanhua, 1995). Em 1990, a China se tornou o maior produtor de cogumelos, gerando
empregos e ajudando o desenvolvimento de diversas cidades (Zhanxi & Zhanhua, 1995).

1.3.1.1 Residuo da producao de cogumelos

A producéo de cogumelos pode ser realizada com diferentes metodologias para
varias espécies. O cultivo em toras demanda mais tempo e instalacfes maiores, a colheita so €
iniciada entre 0 6° més e 0 12° més. Pelo método axénico, produzido em serragens, este
tempo é reduzido para 150 dias. O cultivo de Ganoderma lucidum com serragem de ameixeira
(Prunus domestica), pode ser enriquecido com residuos organicos, tais como: casca de carogo
de algodao (Gossypium hirsutum), bagaco de cana de acucar (Saccharum officinarum),
pupunha (Bactris gasipaes), fava dantas (Dimorphandra mollis), jaborandi (Pilocarpus
microphyllus) e gramineas: brachiaria (B. decumbens e B. brisantha), capim elefante

(Pennisetum purpureum), andropogon (Andropogon sp.) e tifton (Cynodon sp.).



A técnica mais nova de producdo de cogumelos é a “JUN CAO”, que em
portugués significa “capim no saco”, na qual o tempo de producédo € reduzido para 60 a 90
dias. Na etapa vegetativa, crescimento miceliar, utiliza-se grdos de sorgo, trigo ou milho para
producdo de sementes. A figura abaixo demonstra varias etapas de producdo: Em placa de
petri o isolamento a partir do cogumelo; Nas sementes o micélio mais vigoroso pronto para

colonizar o substrato.

Figura 02: Propagacdo vegetativa em diferentes meios. Foto: Embrapa CENARGEM.

Existem varias formulacGes para a producdo de cogumelos, o substrato
utilizado foi sedido pela Empresa Cultivis Cogumelos Comestiveis, graduada pelo processo
de incubacdo do UniCEUB, com tecnologia EMBRAPA / CENARGEM, para a producao do
mesmo. A formulacédo é a base de 78% de capim (Brachiaria); 20% de farelo de trigo; 2% de

gesso para crescimento de frutificagdo, cogumelo propriamente dito.
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Figura 03: Substrato para cogumelos antes da inoculacdo. Foto: Ricardo da Silva Oliveira

Os basidiomicetos destacam se pela capacidade de biodegradar a matéria
orgénica, dentre estes, os fungos do género Pleurotus, descacam-se pelo seu alto valor
nutricional e facil propagacdo além de serem pouco exigentes quanto ao clima e a matéria a
ser degradada.

Segundo Platt et al. (1984), alguns Pleurotus possuem entre outras enzimas:
celulase, celobiase, hemicelulase, ligninase e lacase. A lacase, uma fenoloxidase responsavel
pela degradacdo da lignina fendlica e ndo-fendlica, produzindo &cidos aromaticos (Buswell &
Odier, 1987). Atuando na reciclagem de residuos agricolas e agroindistrias como esterco
bovino, equino, de aves, suinos, palhas e outros residuos: de trigo, arroz, milho, sorgo,
algoddo, cana, madeira, etc., que sdo adequados para a biotransformagdo, convertendo a
biomassa lignocelulésica em alimentos nutritivos.

Atualmente as destinacdes finais de residuos orgénicos agricolas ndo cumprem
o ciclo natural de decomposicdo. Tais residuos sdo dispostos de maneira inadequada gerando,
na maioria das vezes, problemas no solo, cursos d’agua e ar. A crescente demanda por
alimento gera pressdo sobre as areas de florestas, expansdo das fronteiras agricolas,

acarretando na multiplicacdo dos problemas ambientais.
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Ao observar essa problematica conclui-se que a melhor forma de processar
€sSes recursos esta na propria natureza, pois o favorecimento do crescimento fungico € s6 uma
adequacao a biomassa produzida, segundo Schmidt et al. (2003) os tratamentos bioldgicos
tém como finalidade a utilizacdo de microorganismos (bactérias e fungos) que atuam na
porcdo menos degradavel do substrato, preferencialmente a lignina, sem provocar perdas
consideraveis de celulose e hemicelulose. Sdo ambientalmente seguros, por ndo usarem
substancias quimicas durante o processo, além de ter um acesso na producdo de "alimento
organico”, pois assim gera-se mais alimento para a populacdo humana, dando um destino
“ambientalmente correto” aos residuos agroindustriais e reincorporando o residuo gerado na
producdo animal, como alimentacdo para ruminantes ou como alimento para vermes

decompositores (minhoca) formando o humus.

A figura abaixo mostra um cogumelo shimejii (Pleurotus ostreatus) da forma

que € produzido.

Figura 04: Substrato para crescimento de Pleurotus ostreatus. Foto: Ricardo da Silva Oliveira
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1.3.1.2 Deslignificacéo de Plantas

Na natureza tem-se como pricipais decompositores fungos saproéfitas e
bactérias especificas e por sua capacidade de degradar a parede celular lignificada sdo Unicos,
mas algumas espécies sdo de especial interesse, pois podem utilizar de forma seletiva a
lignina da madeira sem degradar a celulose e hemicelulose.

A lignina é um complexo estrutural heterogéneo de fenilpropandide essa
substancia confere sustentacdo e rigides a parede celular (Kirk et at 1971; Sarkanen 1971). Ela
se liga intimamente com a hemicelulose e a celulose (Kerr, 1975; Kirk 1987), fornecendo
assim uma barreira fisica e quimica a biodegradacdo. Embora a maioria dos fungos saprofitas
consiga alguma degradacdo da madeira, por possuirem enzimas como celulase e hemicelulase,
ndo conseguem degradar esse tipo de substrato eficientemente.

Observagdes de processos de decomposicdo na natureza tem habitualmente
considerado a lignina um dos ultimos componentes a ser degradado (Barbour,1987; Melillo,
1982). A matriz de lignina, quimicamente modificada, é graduamente transformada em humus
por outros microorganismos (Eriksson, 1990; Ertel et al. 1995; Rayner, 1988).

A dindmica ecoldgica de deslignificacdo seletiva pode resultar em uma
utilizacdo da celulose junto com todos os carboidratos da parede celular, ou a lignina pode ser
removida, preferencialmente, com pouca ou nenhuma perda de celulose.

Moreira Neto2006) Quando a lignina é retirada de forma seletiva uma grande
concentracdo de celulose permanece favorecendo e facilitando assim a utilizagdo. Com isso
podemos estreitar e interligar a utilizacdo dos residuos de producdo fungica na alimentacéo
animal. (Schmidt; Weschsler; Nascimento, 2003).Kamida et al., 2005

1.3.2 Utilizacdo de residuos na alimentacdo animal

As necessidades nutricionais dos animais variam de acordo com a fisiologia e
0 estagio de desenvolvimento de cada raca, além de dependerem também de condicGes
ambientais e do objetivo que se pretende atingir, por exemplo, corte, recria, producéo de leite,
ovos e etc. (ANDRIGUETO et al.,1983).

Os descartes de materiais potencialmente comestiveis véem sendo cada vez
mais utilizados, seja pela necessidade do produtor em reduzir custos, ter um diferencial no
produto com apelo ao (ambientalmente correto) ou por incentivo do governo (local e/ou

internacional) como exemplo “crédito carbono”.
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A conciliacdo entre a area produtiva e area de preservacdo ambiental, tem que
partir do produtor, segundo Jacobi (1998), preconiza que a educacdo e o repeito pelo meio
ambiente assumem um papel de transformacgdo, na qual o homem €é co-responsével para a
instalacdo de um novo meio com um desenvolvimento sustentavel, essa idéia foi lancada em
1987 com a divulgacdo do relatorio de Brundtlandt, indicando uma inflexao sobre os impactos
do desenvolvimento.

Este relatorio demostra as necessérias relacbes entre economia, tecnologia,
sociedade e politica, interligando com a real necessidade de uma nova postura ética em
relacdo a preservacdo do meio ambiente, intrinseca em cada ser vivo.

A sustentabilidade da producdo comeca em uma linha raciocinio voltado para a
natureza (diminuicdo do uso de recursos naturais) objetivando-se o lucro, portanto quanto
mais subprodutos forem inseridos na alimentacdo animal, em substituicdo aos produtos que
sdo diretamente ligados a alimentacdo humana, mais barato sera o custo do produtor e maior

sera a oferta de alimentos para a populacdo humana.

1.3.3 Método in situ de degradabilidade

A técnica da degradabilidade in situ foi desenvolvida por (Mehrez e Orskov,
1977), e consiste em colocar sacos de nailon porosos ndo degradaveis, com amostras de
alimentos, no ramen de um animal fistulado, possibilitando a determinacdo da porcao
degradavel do mesmo, como a matéria seca (MS) e proteina bruta (PB), etc. Possibilitando a
comparacdo qualitativa de diferentes alimentos. A metodologia é adotada pelo AFRC (1992)
como padrdo para a caracterizacdo da degradabilidade ruminal da proteina de alimentos, pelo
fato de fornecer as melhores comparagdes com os resultados in vivo. Por se tratar de uma
técnica simples, rapida e econémica, seu uso € de ampla aceitacdo. Orskov et al. (1980) relata
a necessidade de alteracdo no tempo, de acordo com natureza do alimento, pois alimentos
concentrados e volumosos tem taxa de passagens diferentes no rimen. Com isso a incubacgéo
deve ser em funcdo do material testado. Alimentos tratados ou ndo quimicamente impdem a
necessidade de conferir se os métodos tradicionais sdo adequados, uma vez que o método nao
foi desenvolvido para alimento processados quimica ou fisicamente.

A pecuéria brasileira apresenta com base na alimentacdo as pastagens devido
ao seu baixo custo de formagédo em relacdo aos graos, mas o crescimento o ganho de peso do
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animal esta diretamente relacionado a quantidade de nutrientes e a biodisponibilidade desses
nutrientes, 0s quais sdo necessarios para atender a exigéncia do animal (Gomide, 1993).

Em periodos de seca ocorre a queda do valor nutricional das forragens, pois
estas ficam mais lignificadas dificultando a degradabilidade e consequentemente perda de
desempenho animal.

Dentre a composicdo das forragens temos a proteina bruta que inclui o
nitrogénio protéico, que pode representar até 70% da PB nas forragens jovens (Heath et al.,
1985) e 0 ndo protéico.

O material que mais dificulta de degradabilidade é a lignina, pois sem ela
teoricamente todos os nutrientes poderiam ser totalmente aproveitados. Os complexos
lignoceluloliticos e lignohemiceluloliticos dificultam a degradacéo da fibra.

Segundo Van Soest (1994), a fibra em detergente neutro (FDN) é o

componente da forragem mais consistentemente associado ao consumo.

1.3.4 Técnica in vitro semi-automatica de producdo de gases

Existem varios métodos para a avalicdo de um alimento o ensaio in vivo na
producdo animal e digestibilidade sdo os métodos mais adequados para determinar o valor
nutricional dos alimentos utilizado na nutricdo dos ruminantes. Entretanto, 0os mesmos
requerem consideravel uso de animais, alimentos, mao-de-obra, tempo e alto custo financeiro,
limitando assim a sua aplicabilidade. Como conseqiiéncia, varias técnicas in vitro vém sendo
utilizadas como opcdo, pois € de baixo custo e rapida execucdo. Porém, as técnicas in vitro,
para que tenham credibilidade, precisam ser validadas por meio de experimentos realizados in
vivo. A técnica de producdo de gases desenvolvida por Theodorou et al. (1994) caracteriza-se
pela leitura manual do volume de gases produzidos através de uma seringa pléstica graduada.
O uso da seringa restringe o numero de amostras analisadas por experimento, diminui o
namero de leituras e consequentemente compromete descricdo da curva de fermentacédo
principalmente durante o periodo inicial de fermentacdo (lag-phase) e muitas vezes
comprometem a acuracia das leituras devido a erros cometidos pelo operador. A técnica in
vitro semi-automatica de producdo de gases (Mauricio et al., 1999) apresenta comprovado
potencial em descrever a cinética da fermentacdo no rimen, fornecer a taxa e a extensao da
degradacéo das forrageiras (Getachew et al., 1998), bem como medir produtos da fermentacgéo
de partes sollveis e insollveis de substratos (Pell & Schofield, 1993). Essa técnica permite

avaliar grande numero de substratos por experimento, apresentando alta acurdcia nas
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medic¢des, simplicidade no manuseio de equipamentos e baixo custo na implantacdo e por
amostra analisada.

A cinética de fermentacdo € avaliada de acordo com o volume de gas
produzido durante a fermentacdo de substratos através da técnica in vitro semi-automatica de
producdo de gases (RPT) permite avaliar a cinética de fermentacdo de alimentos utilizados na
nutricdo de ruminantes, enquanto a degradacdo da materia seca (DMS) permite avaliar o
desaparecimento diretamente da fermentacao dos substratos, liberando acidos graxos volateis
(AGVs) ou indiretamente por uma reacdo de neutralizacdo dos AGVs com o0s tampdes
(Wolin, 1960). A detreminacdo dos gases é originado pelo tipo de composicao do alimento, a
maioria dos gases € liberada pela fermentacao de carboidratos, seguidos por menor volume de
gases liberados pelas proteinas e nenhuma quantidade liberada pelos lipideos. Além disso,
outras alterac0es podem ser causadas pela fermentacdo da fibra (maior producdo de gases) e
do amido (menor producdo de gases). O volume dos gases produzidos por unidade de
substrato degradado ndo € constante. Dessa forma, os valores de producdo de gases (PG)
devem ser obtidos simultaneamente com a DMS, visando fornecer critérios suficientes para a
avaliacdo de alimentos (Mould, 2003). Alguns sistemas de modelagem foram utilizados com a
finalidade de associar as curvas de PG com a producdo de AGVs e assim, obter a degradacéo
da matéria organica. A aplicacdo de sistemas matematicos permite a interpretacdo dos dados
“brutos”. A utilizacdo de técnicas de producdo de gases das quais os dados de PG podem ser
obtidos simultaneamente com a degradacdo da matéria seca DMS constitui uma opcéo viavel
para a solucdo desses problemas (Mould, 2003). A quantidade de material incubado (um
grama) e o grande numero de frascos que podem ser utilizados na técnica de PG descrita por
Mauricio et al. (1999) permitem avaliar a DMS e alternativamente avaliar o residuo da
fermentacéo, tais como fibra Detergente Neutra FDN, fibra Detergente Acida FDA, proteinas
e outros. Dessa forma, as demais técnicas que utilizam pequenas quantidades de amostras ndo

permitem a avaliagédo do residuo (Menke et al., 1979; Blimmel e @rskov, 1993).

1.3.5 - Aditivos

Os iondforos sao antibidticos carboxilicos poliéteres, agem deprimindo e ou inibindo o
crescimento de microorganismos patogénicos e nao patogénicos, inicialmente eram utilizados
como agentes coccidiostaticos, na racdo para frangos posteriomente empregados na melhoria
de eficiancia alimentar em ruminantes (ROLLINSON et al. 1987).
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A depressao ou inibicdo dependem da permeabilidade do involucro celular, as bactérias gram-
positivas responsaveis pela formacdo de &cido acético, butirico, formico e hidrogénio séo
mais inibidas que as gram-negativas por monesina e outros ionéforos parecidos. Protozoarios
e fungos também séo sensiveis aos iondforos (Wallace, 1994).

Segundo Nicodemo (2001), o foco da estabilizacdo ruminal tem como objetivo
aumentar a formacdo de acido propidnico, diminuir a producdo de metano, a reducdo da
protedlise e desaminacdo da proteina dietética no rimen e que alguns aditivos podem
promover parte desses efeitos.

Os antibidticos, iond6foros por natureza, sdo fornecidos aos bovinos em terminagédo
para o controle do abcesso de figado, eles também evitam o crescimento de microorganismos
nocivos no trato gastrointestinal (Nicodemo, 2001). Também podem diminuir o timpanismo,
mas existem ainda poucos dados.

Bergen e Bates (1984) relatam a agdo bioldgica dos iondfors aos bovinos sdo: O
aumento da eficiéncia do metabolismo energéetico das bactérias do rdmen; aumento do
metabolismo de nitrogénio das bactérias ruminais; Dimuniuicdo das desordens digestivas

resultantes da fermentagéo ruminal anormal.

As leveduras, Sacchariomyces , tém sido utilizada como suplemento alimentar ha
varios anos. Existem indicagdes de que aditivos microbianos podem melhorar a producdo de

ruminantes, préximo aos niveis dos iondforos, em cerca de 7% a 8%. (Martin & Nisbet, 1992;

Wallace, 1994). O composto suplementado ao animal possui 0 alimento para o crescimento

do fungo e este por sua fez disponibiliza enzimas, minerais e fatores de crescimento para as
bactérias (Wu, 1997).

1.3.6 — Prdbioticos e Prébioticos

Dentre os beneficios requiridos pelos nutricionistas animal estdo as caracteristicas
supra citados, além dos aditivos, existe outro grupo descrito como: Substancias alimentares
polissacarieos ndo amido e oligossacarideos, que nutrem um grupo seleto de
microorganismos, favorecendo-os que s&o benéficos aos ruminantes, também conhecido como
prébidticos. Diferente dos antibidticos, esses alimentos possuem potencial para promover a
salde através de mecanismos ndo previstos através da nutricdo convencional, devendo ser
salientado que esse efeito restringe-se a promocao da saude e ndo a cura de doengas (Sanders,
1998).
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O probiotico é um suplemento alimentar que contem microorganismos vivos (Mota et
al., 2006), sdo inocuos e ndo transportam genes transmissores de resisténcia a antibioticos
(Holzapfel e Schillinger, 2002). Yoon e Stern (1995) caracterizam-as como culturas
microbianas viaveis, extratos de culturas, preparagdes enzinaticas de bactérias, fungos e
leveduras. Sao utilizados como promotores de crescimento, (Coppola e Turnes, 2004), elevam
a digestibilidade e eficiéncia de utilizacdo dos alimentos (Nicodemo, 2001), além disso,
aumenta a resposta imune humoral nos bovinos (Arenas et al., 2005).

As leveduras do género Saccharomyces sp. sdo tradicionalmente utilizada na
fermentac&o do alcool e agucar. As fornecedoras de leveduras empregadas na nutricdo animal
sdo basicamente destilarias e cervejarias, no qual recuperam as leveduras de seus processos
fermentativos por centrifugacdo. Apds estarem secas e moidas sdo destinadas a
suplementacdo animal (BERTO, 1985).

A utilizacdo de leveduras ainda ndo é um processo concreto alguns estudos relatam
aumentos expressivos, em ganho de peso e producdo de leite (Beeson e Perry, 1952), em
outros estudos relatam pouco ou nenhum aumento de producdo (Newbold,1995).

O efeito encontrado com a adi¢do de culturas de leveduras em dietas de ruminantes é
maior estabilidade do pH ruminal, favorecendo assim bactérias anaerdbicas em geral e
celuloliticas, como consequéncia melhoria na degradacdo de fibras na dieta (Harrison et
al.,1988).

Os prebidticos sdo, em sua maioria, complexos de hidratos de carbono ndo digeriveis,
que podem servir como fontes de nutrientes para a microbiota intestinal, esperando que
favorecam o crescimento de bactérias benéficas (Cuarén, 2006). Esses complexos sédo
oligossacarideos, sendo que 0s compostos mais utilizados sdo 0s mananoligossacarideos,
obtidos da parede externa da levedura Saccharomyces cerevisiae (Saf do Brasil, 2007), e 0s
frutoligossacarideos que sdo encontrados em determinadas plantas (Roberfroid,1996).

Os Prebioticos ndo sdo digeridos por enzimas, sais e acidos produzidos pelo
organismo animal, mas seletivamente fermentados pelos microrganismos do trato
gastrointestinal que podem estar presentes nos ingredientes da dieta ou adicionados a ela por
meio de fontes exdgenas concentradas. (Gibson & Roberfroid,1995; Roy e Gibson,1998).



CAPITULO Il

2.1 Resumo

INCLUSAO DO SUBSTRATO DE PLEUROTUS OSTREATUS NA CINETICA DE
FERMENTACAO IN VITRO DO FENO DE BRAQUIARIA.

O cogumelo é um alimento apreciado no mundo inteiro e cada cultura criou sua
propria forma de consumo. Segundo Wasser; Weis, 1999. possui cerca de 30% de proteina
bruta, sais minerais, ferro, vitaminas B1 e B2, célcio, fibras, outros elementos essenciais, além
de baixo teor de gordura e carboidrato. O cogumelo é um alimento que atende as exigéncias
alimento para 0 homem, pois em uma pequena area pode-se ter grandes producdes, com
produtividades médias de 18 a 20 Kg/ m?/ ano. O problema é que para produzir 80g de
cogumelo in natura é necessario 100g substrato para crescimento do cogumelo propriamente
dito, gerando uma quantidade de residuo muito grande. O objetivo deste é estudar a inclusdo
do substrato de Pleurotus ostreatus na fermentacdo ““in vitro” de dieta a base de feno de
Brachiaria brizantha para ruminantes, assim como determinar diferencas na producédo de gas
com diferentes niveis de inclusdo. Avaliando a cinética de degradacao “in vitro™ de dietas a
base de feno com diferentes niveis de inclusdo de substrato exaurido da producdo de
Pleurotus ostreatus, além de quantificar a proteina degradada no rumem a partir do substrato
exaurido de Pleurotus ostreatus. O experimento pela técnica “in vitro” semi-automatica de
producéo de gases foi realizado no Laboratério de Nutricdo animal da Fazenda Agua Limpa-
Fal/UnB. Foram utilizados trés bovinos adultos como doadores selecionou-se dois alimentos
um padrdo e um potencial alimento: O Feno (F) e Substrato Exaurido Pleurotus ostreatus
(SE) em cinco diferentes tratamentos, 100% (F), como padrao de alimento; 100% (SE), para
testar o potencial do material e avaliar a capacidade de inibicdo ou aumento de producédo de
gas; (F) + (SE) 5%; (F) + (SE) 20%; (F) + (SE) 30%.
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O delineamento experimental foi umfatorial 5 X 3 com cinco tratamentos e 3 indculos (trés
animaisdoadores). A andlise de variancia, foi feita pelo PROC GLM do programa estatistica
SAS (2000). As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey (5%). A degradabilidade in
vitro da matéria seca (DIVMS) estimada segundo Theodorou et al. (1994), no tempo pré-
determinado de 96 horas. As analise bromatoldgicas foram: MM, MS, PB, FDN, FDA, EE,
FB segundo A.O.A.C. (1990) e VAN SOEST et al. (1991). Para producdo total de gases
obteve-se o tratamento (F)+(SE)5% a maior quantidade acumulada de gases com uma
producdo de 284,28 ml de gases ficando 8% acima do (F) 100%, reafirmando a condigéo de
melhora na utilizacdo do Feno pelos microorganismos ruminal. O substrato exaurido de
Pleurotus ostreatus apresentou rapida colonizacdo pelos microrganismos do ramen, além de
propiciar uma facilitacdo na degradacdo do feno. Os padrdes de fermentagdo foram inferiores
ao do feno estudado, mostrando que o residuo ndo pode ser utilizado em substituicdo a um
volumoso de boa qualidade, entretanto a inclusdo do substrato ao feno ndo prejudicou a
fermentacdo e poderia ser utilizada como uma alternativa de aproveitamento do residuo em

dietas de ruminantes.

Palavras-chaves: Brachiaria brizantha, composicdo quimica, fibra, produtos “orgénicos”,

tratamento bioldgico.

2.2 Abstract

Inclusion of substrate of Pleurotus ostreatus on kinetics of in vitro fermentation of

Brachiaria hay

The mushroom is a food enjoyed throughout the world and each culture has
created its own form of consumption. According to Wasser; Weis, 1999.it has about 30%
crude protein, minerals, iron, vitamins B1 and B2, calcium, fiber, other essential elements,
and low in fat and carbohydrate. The mushroom is a food that meets the demands food for
man, because in a small area have major productions, a mean yield 18-20 kg / m? / year. The
problem is that to produce 80g of fresh mushroom is necessary 100g substrate for growth of
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the fungus itself, generating a huge amount of waste. The aim of this study is the inclusion of
the substrate of Pleurotus ostreatus on fermentation in vitro of diet of Brachiaria brizantha hay
for ruminants, as well as determining differences in gas production with different levels of
inclusion. Assessing the degradation kinetics in vitro of diets based on hay with different
levels of inclusion of substrate depleted production of Pleurotus ostreatus, and quantify the
protein degraded in the rumen from the exhausted substrate of Pleurotus ostreatus. The
experimental technique in vitro semi-automated gas production was conducted at the
Laboratory of Animal Nutrition at Agua Limpa-Fal/UnB. Three adult cattle were used as
donors was selected two foods a pattern and a potential food: The Hay (F) and substrate
Exhausted Pleurotus ostreatus (SE) in five different treatments, 100% (F) as the standard of
food, 100% (SE), to test the potential of the material and assess the ability of inhibition or
increased gas production, (F) + (SE) 5% (F) + (SE) 20% (F) + (SE) 30%. The experiment was
a 5 X 3 factorial with five treatments and three inocula (three animaisdoadores). The analysis
of variance was performed by PROC GLM of SAS statistical program (2000). Means were
compared by Tukey test (5%). The in vitro degradability of dry matter (DM) estimated
according to Theodorou et al. (1994), the predetermined time of 96 hours. The chemical
analysis were: MM, MS, CP, NDF, ADF, EE, CF by AOAC (1990) and VAN SOEST et al.
(1991). For total gas production was obtained when the treatment (F) + (SE) 5% as much total
gas with a production of 284.28 ml of gas going up 8% (F) 100%, reaffirming the status of
improve the use of hay by rumen microorganisms. The exhausted substrate of Pleurotus
ostreatus showed rapid colonization by microorganisms in the rumen, in addition to providing
a facilitation in the degradation of hay. The patterns of fermentation were lower than hay
studied, showing that the waste can not be used instead of a bulky good quality, however the
inclusion of the substrate did not impair the hay fermentation and could be used as an

alternative use of waste in diets of ruminants.

Key Words: biological treatment, Brachiaria brizantha, chemical composition, fiber,

“organic” products.



2.3 INTRODUCAO

A producdo do Pleurotus ostreatus gera um residuo que atualmente é usado como
matéria prima na producdo de himus em minhocarios. Esse residuo tem um grande potencial
de uso na racdo animal, pois ap6s a colheita dos cogumelos descarta-se o substrato; Meio a
base de feno Brachiaria brizantha que foi colonizado por um fungo degradador de lignina,
com isso, temos um alimento previamente digerido.

Com grande e continuo crescimento populacional mundial estamos sempre procurando
meios mais eficazes para producdo de alimentos para a humanidade, dessa forma a uma
necessidade de suplementacdo na agricultura e pecuéria. Nessa ultima, uma das buscas ocorre
em mecanismos, pré, pré ou simbioticos, que venham a melhorar a fermentacdo no rimen e o
crescimento da populacdo microbiana do mesmo, favorecendo aumento entorno de 5 a 10%
na producdo, seja de leite e ou carne, podendo ocorrer beneficios secundarios como exemplo:
reducdo da acidose, coccidiose, timpanismo, abcesso de figado e outros.

Dentre 0s mecanismos mais utilizados estdo: londforos; Leveduras;
Antibioticos. Dentro dessa linha de raciocinio o substrato de Pleurotus ostreatus tem um
grande potencial para ser inserido como um desses mecanismos, pois 0 micélio do Pleurotus
ostreatus possui proteinas regulatérias que podem ajudar no processo e um alimento de fécil

absorcdo devido a degradacdo prévia por parte do micélio fungico.



2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1. Local

O experimento pela técnica “in vitro” semi-automatica de producdo de gases
foi realizado no Laboratério de Nutricdo animal da Fazenda Agua Limpa-Fal de propriedade
da Universidade de Brasilia (UnB), em Junho de 20009.

O experimento pelo método “in situ” de degradabilidade da proteina foi

realizado no Centro de manejo de bovinos da Fazenda Agua Limpa-Fal, em Maio de 2009.

2.4.2. Animais doadores

Foram utilizados trés bovinos adultos, machos castrado, mesti¢cos, mantidos em
dieta a base de silagem de milho, dois quilos de concentrado comercial contendo 20% de PB,

sal mineral, pasto e 4gua a vontade. Nao houve adaptacdo dos animais a dieta.

2.4.3. Tratamentos

Selecionou-se um alimento padrdo e um potencial alimento para ruminantes:
Feno (F) e Substrato Exaurido Pleurotus ostreatus (SE) em cinco diferentes tratamentos,
100% (F), como padréo de alimento; 100% (SE), para testar o potencial do material e avaliar
a capacidade de inibi¢cdo ou aumento de producao de gas; (F) + (SE) 5%; (F) + (SE) 20%; (F)
+ (SE) 30%.
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2.4.4. Ensaio da técnica “in vitro” semi-automética de producéo de gases

O delineamento experimental foi um fatorial 5 X 3 com cinco tratamentos e 3

indculos (trés animais doadores).

Os tempos de mesuracao dos gases foram os seguintes 3, 6, 8, 10, 12, 14, 16,

18, 22, 26, 42, 48, 72, 96 horas.

A anélise de variancia, foi feita pelo PROC GLM do programa estatistico SAS (2000).

Utilizou-se o padrdo de 1,0 grama de amostra, por frasco de 160ml, as

porcentagens dos alimentos foram feitos com o peso seco, como mostra a tabela abaixo:

Tabela 02: Proporgdo dos alimentos utilizados em cada tratamento, feno (F) e substrato

exaurido (SE).

Amostra Quantidade Amostra Quantidade
(F) 1,09 (SE) Og
(F) Og (SE) 1,09
(F) 0,95¢ (SE) 0,059
(F) 0,80g (SE) 0,20g
(F) 0,70g (SE) 0,30g

O material foi incubado em triplicata, em cada tempo havia dois brancos por

inéculo, frascos contendo liquido ruminal e solugcdo tampdo, para correcdo da pressdo

produzida pelos alimentos



Figura. 05: Preparacdo da saliva artificial. Foto: Ricardo da Silva Oliveira
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Com o auxilio de uma proveta adicionou-se 90 ml de solucdo tampéo

preparado conforme Theodorou et al. (1994). Vide tabela 03:

Tabela 03: Quantidade dos reagentes utilizados na solugéo de saliva artificial

Component (ml) ml Correcao/1L 70
Agua destilada 500 520,2 ml 13,4
Tampao 200 208,1 mi 5,301
Macromineral 200 208,1 ml 5,301
Micromineral 0,1 0,1 ml 2,7ml
Solucdo rezarium 1 1,0 ml 26,9ml
Medio B 60 62,4 ml 16,1ml




25

Apo0s o preenchimento com a solucdo tampao os frascos foram selados com
tampas de silicone e guardos em geladeira, durante a noite. Pela manha foram transferidos

para estufa de 39°C, com o intuito de igualar a temperatura ruminal.

Figura.06: Estufa 39°C. Foto: Ricardo da Silva Oliveira

Os indculos foram provenientes de trés bovinos, o liquido foi retirado
manualmente pela fistula, colocada nos animais, o transporte ocorreu em sacos plasticos sem

furos, dentro de um isopor com agua a 39°C.
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Figura.07: Coleta de liquido Ruminal. Foto: Ricardo da Silva Oliveira

No laboratério utilizou-se um saco de algoddo para a filtragem dos so6lidos
advindos do liquido ruminal, para manutencdo da viabilidade da microbiota ruminal utilizou-
se mangueiras de aquéario e um cilindro de dioxido de carbono para inje¢do continua de COz,
mantido em banho-maria a 39°C. Em cada frasco 10ml do indculo foi injetado mediante uso
de uma seringa graduada. Logo apds o preparo dos frascos foram tampados e uma agulha
colocada na tampa de cada frasco por alguns segundos, para que eventuais gases injetados ou
mesmo formados dentro do frasco fossem eliminados obtendo-se a presséo zero.

Em seguida, os frascos foram manualmente agitados e colocados em estufa a
39°C, formando com isso o0 tempo zero todas as garrafas com a mesma pressdo.Em cada
tempo, apos a retirada do transdutor, a agulha foi mantida inserida de forma a igualar a
pressdo interna com a externa, esse procedimento durou alguns segundos. Ele foi repetido em
todos os frascos e em todos os horarios. Os frascos foram agitados, com movimentos

circulares, antes de recoloca-los na estufa 39°C.
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2.4.5. Ensaio de degradabilidade “in vitro”” da matéria seca

Aproveitou-se 0 experimento da técnica ““in vitro” semi-automatica de
producdo gases, para analisar e correlacionar os dois experimentos, comparando a producao
total de gases com o digestibilidade da matéria seca.

Ao final do periodo pré-determinado de 96 horas, ap6s a mesuracao da pressao
no frasco um grupo préviamente determinado foi removido da continuacdo e levados para
geladeira (4°C) para cessar a atividade dos microorganismos. O material sélido e liquido de
cada frasco foi filtrado em cadinhos de filtragem (porosidade 1) usando-se uma bomba de
vacuo. A matéria seca degradada foi determinada pela secagem a 100°C, até obtencdo de peso

constante.

Figura 08: Mesuracéo de pressédo com o transdutor. Foto: Ricardo da Silva Oliveira
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A degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS). Foi analisada apartir de
trés frascos contendo o mesmo liquido ruminal, sendo trés liquidos ruminal de trés animais
diferentes por tempo de DIVMS. Os frascos controle continham apenas liquido ruminal e a
solucédo tampédo. A DIVMS foi estimada segundo Theodorou et al. (1994). E no tempo pré-
determinado 96 horas os frascos foram submetidos a um choque térmico com agua fria para
cessar a acdo dos microorganismos sob o alimento e colocados no refrigerador horizontal e 14
mantidos até filtragem, em cadinhos especificos com porosidade 1, previamente pesados
(Theodorou etal., 1994).

Os mesmos com o residuo de incubacdo foram mantidos por 48 horas em

estufa a 105°C e pesados.

2.4.6. Determinacao da fracdo protéica degradada no ramem “in situ”

Foram usados dois bovinos mesticos fitulados, cada um, contendo 16 sacos de
nailon porosos ndo degradaveis, com cinco gramas de substrato exaurido Pleurotus ostreatus
desidratados e moidos, em cada saco. Quatro sacos foram separados para mesuracdo da perda

por lavagem (Wash Loss). Foi feita a analise de proteina bruta no periodo de 16 horas.

2.4.7. Analise bromatoldgicas

Foram realizadas as seguintes determinacfes de analise bromatoldgica: MM,

MS, PB, FDN, FDA, EE, FB segundo A.O.A.C. (1990) e VAN SOEST et al. (1991). Valores

descritos abaixo:
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Tabela 4: Analise Bromatologica

Composicdao (SE) (F)

Materia Mineral 12,9% 11,0%
Mateéria seca 95% 80,6%
Proteina Bruta 8,2% 8,6%
FDN 65,75% 56%
FDA 47,77% 36%
Extrato Etéreo 1,64% -

Fibra Bruta 22,54% 25%

(SE) = Substrato Exaurido de Pleurotus ostreatus; (F) = Brachiaria brizantha.

2.4.8. Analise dos dados

Na producdo de gases foram utilizados os dados de producédo total de gases

(acumulado) em 96h, nos parametros gerados pelo modelo de France et al. (1993):

T i
el ool

V= volume acumulado de gases, -= volume potencial, a e b = constantes do modelo e t;, =
tempo de iniciacdo da colonizacdo dos microorganismos ruminal no alimento “lag fase” ou
“lag Time”.

A pressdo formada no interior dos frascos foi medida por intermérdio da
insercdo de uma agulha acoplada ao transdutor de pressdo a tampa de silicone e
posteriormente transformada em volume, segundo equacao desenvolvida por Guimaraes et al.

(2008), para as condicGes do Distrito Federal, onde:

¥V = 4.50231 v F 4+ 0,05164 ¢ P

V = Volume (mL); P = presséo (psi); P* = pressdo ao quadrado (R *=0,996).
Todos os dados foram analise por média aritmédica, na qual se levou em

consideracdo o valor final da producéo de gases total.



2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento da tecnica “in vitro” semi-automatica de producdo de gases
(PG) observou-se uma grande diferenca na producdo de gases, entre os tratamentos do Feno
100% e do Substrato exaurido de Pleurotus ostreatus 100%.

O feno 100% apresentou uma fase de colonizagdo maior com cerca de 7 horas
e 16 minutos, para o inicio da colonizacdo dos microorganismos (lag phase), fato este,
explicado pela dificuldade no acesso aos nutrientes da célula vegetal.

O substrato exaurido de Pleurotus ostreatus apresentou sua fase de colonizagdo
em 2 horas e 59 minutos, demostrando a degradagdo prévia imposta pelo fungo, na qual
permitiu rapida colonizacdo pelos microorganismos ruminal.

Com isso, obteve-se uma reducdo de 63,8% no tempo de colonizacdo de
materiais com composic¢des semelhantes.

Nos tratamentos com insercdo de 5, 20 e 30% de Substrato exaurido de
Pleurotus ostreatus observa-se a atuacdo do mesmo, na diminuicdo no tempo de colonizacéo,
pois com a maior facilidade na absor¢do do alimento gerou-se uma maior quantidade de
microorganismos e estes por sua vez conseguiram colonizar de forma mais eficiente a
forragem, houve respectivamente uma diminuigéo de 18,15%, 4,18% e 7,68% no tempo de
colonizacdo de cada tratamento.

Na tabela abaixo se observa em numeros absolutos as porcentagens acima

descritas.
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Tabela 05. Parametros do modelo da cinética de fermentacdo e degradabilidade da matéria

seca do feno e do substrato exaurido de Pleurotus ostreatus, em diferentes proporcdes.

Tratamentos
Feno Subst. Feno + Subst. Feno + Feno + b<F EPM
5% Subst. 20%  Subst. 30%
A (mL) 262,57° 165,94° 284,282 256,577 261,68% <0,0001 21,02
b (%/h) 0,05 0,05 0,06 0,06 0,06 0.1806 0,01
C -0,28 0,16 -0,28 -0,32 -0,27 <0,0001 0,04
L (h) 7,16 2,59 5,86 6,86 6,61 <0,0001 0,95
D (96 h) 60.08° 52.11° 58.43°% 58.30° 58.07°% <0,0001 0,05

Potencial de producéo de gas (A), taxa de producdo de gas (b), Ponto de interse¢do no eixo y (c), tempo de
colonizacdo (L), D (96h) degradabilidade da matéria seca.

a,b — médias seguidas de letras diferentes nas linhas, sdo diferentes pelo teste de Tukey com 95% de
probabilidade.

Para producéo total de gases o tratamento (F)+(SE)5% apresentou a maior quantidade
acumulada de gases com uma producdo de 284,28 ml de gases ficando 8% acima do (F)
100%, reafirmando a condi¢do de melhora na utilizacdo do Feno pelos microorganismos

ruminal.

300 -

—+—feno

—m— substrato
feno + 5% substrate
teno + 2% su bstrato

== fen o+ 30% su bstrato

voume de gas {mL)

tempo {h}

Figura 09: Curva de producdo de gases dos tratamentos com o substrado exaurido de

Pleurotus ostreatus.
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O grafico, em analise, demostra uma menor fase de colonizacdo, para o
substrato exaurido de Pleurotus ostreatus indicado pela rapida subida na produgcdo em um
curto espaco de tempo, apesar da producéo total e o pico da producédo ter sido menor.

Apesar da baixa producdo de gases observada para esse tratamento, Nogueira
et al. (2006), obteve valores de 186 ml para a cana-de-aglUcar lavada em 96 horas de
fermentacdo, semelhante aos escontrados para o residuo do substrato exaurido de Pleurotus
ostreatus.

O feno apresentou uma curva menos acentuada do que o subtrato 100%,
devido a maior quantidade de fibras, mas levando em consideracdo todo o periodo da
producéo de gas, ao final das 96 horas, houve um acumulo total maior do que o substrato. O
substrato a 5% apresentou a maior producao de gas entre os tratamentos. O volume de gas
produzido pelo feno no presente estudo foi semelhante ao encontrado por Nogueira et al.
(2006), que obteve valores de 250 mL em 96 horas de fermentacdo para o feno de Panicum
maximum.

O feno com inclusdo de 5% de substrato foi o tratamento que obteve melhor
resposta, pois conseguiu diminuir o tempo de colonizagdo e aumentar a producdo total de
gases. Comparando a producdo de gas deste ensaio com os resultados de Nogueira et al.
(2006), podemos equiparar esse tratamento ao do concentrado 20%, no qual ele encontrou
volume de gas de 296 mL. Faria et al. (2008), avaliando as silagem de milho, obteve menores
volume de producdo de gas do que todos os tratamento com a incluséo do substrato (5, 20 e
30%) do presente estudo.

Com relacdo a producdo potencial de gases (A) os valores obtidos para os
diferentes niveis de inclusdo e o feno, foram semelhantes. O substrato puro apresentou
producgéo potencial inferior, demosntrando ser um alimento de menor qualidade nutricional
que os outros tratamentos testados.

As diferencas observadas entre os tratamentos, podem-se dar pelo fato da
forma como o fungo interage na parede celular, pois segundo Schmidt et.al. (2002) a maior
degradacdo do fungo foi na hemicelulose, ndo interagindo totalmente com a celulose e a
lignina. Podemos inferir que o substrato possui uma energia mais bioabsorvivel s6 que em

menor quantidade.
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Rajarathnam & Bano (1989) afirma que os basidiomicetos provocam
degradacéo preferencial da lignina, em contradigdo com Schmidt et.al. (2003) que observou o
aumento na concentracdo de lignina pela acdo preferencial pela hemicelulose. Adamovic et al.
(1998), também relatou maior afinidade do fungo pela lignina experimento este realizado com
palha de trigo inoculada com P. ostreatus. Com diminui¢do de 4% de lignina, ap6s 120 dias
de incubagdo. Moyson & Verachtert (1991) relataram, apds 84 dias de incubacdo com duas
espécies do género Pleurotus, degradacdo de 59% da hemicelulose e 54% lignina e de 11%
celulose.

No presente trabalho, por se tratar de um material advindo da producéo de
cogumelos, que passou um més de colonizagédo e trés meses em producdo, a acdo do fungo
sobre a fibra do feno proporcionou um melhor acesso dos microrganismos a fracdes da fibra
de menor disponibilidade, com a lignina, diminuindo o tempo inicial de colonizagéo.
Entretanto, as fragBes mais fermentaveis como a hemicelulose e celulose foram aproveitadas

pelo fungo, diminuindo o potencial de producédo de gas do substrato.



2.6 CONCLUSOES

O substrato exaurido de Pleurotus ostreatus apresentou rapida colonizacdo
pelos microrganismos do ramen, além de propiciar uma facilitacdo na degradacgdo do feno. Os
padrdes de fermentacdo foram inferiores ao do feno estudado, mostrando que o residuo néao
pode ser utilizado em substituicdo a um volumoso de boa qualidade, entretanto a inclusao do
substrato ao feno ndo prejudicou a fermentacdo e poderia ser utilizada como uma alternativa

de aproveitamento do residuo em dietas de ruminantes.
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