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Resumo

O Brasil é um dos grandes produtores mundiais de celulose e o primeiro grande
produtor de fibra curta branqueada de eucalipto, por outro lado chega a importar enorme
quantidade de fibra longa, para elaboragdo de papéis com maior resisténcia, que
representam grande parcela do consumo mundial. Apesar de todo o lucro que envolve a
indUstria papeleira, esta tem sido constantemente pressionada a utilizar técnicas menos
danosas ao meio ambiente, em decorréncia de preocupantes impactos causados a
atmosfera pela consequente utilizacdo de produtos quimicos altamente perigosos. Nesse
sentido, alternativas tém sido estudadas com vistas a amenizagdo dos impactos causados
pela indUstria do papel e celulose, entre eles, a utilizacdo de matérias-primas em
abundancia produzidas pelo setor agricola, como palhas, sementes e residuos da
producdo. Dentre estes, os residuos da bananicultura sdo destacados pelo grande volume
de residuos gerados durante a sepracdo dos frutos, como o engaco e o pseudocaule, que
sdo utilizados em grande parte como adubo nos bananais. Os processos biotecnolédgicos
envolvendo matéria-prima agroindustrial tem sido intensificadas com o intuito de formar
novos produtos, agregar valor ou melhorar o produto final. Neste sentido, bioprocessos
envolvendo fungos basidiomicetos produtores de enzimas lignoliticas vém sendo
investigados como alternativa para producdo de biopolpas ou aplicadas no processo de
biobranqueamento da fibra, em decorréncia de seu potencial enziméatico biodegradador
de lignina, de maneira a criar alternativas ao setor de celulose e papel. Nesta perspectiva
a biodegradagé&o realizada por esse grupo de fungo tem obtido crescente éxito e mostrado
sua importancia na amenizagdo dos impactos ambientais ocasionados pela inddstria do
papel e celulose. Portanto, considerando a importancia deste assunto no ambito
biotecnoldgico e ambiental, este trabalho tem por objetivo avaliar uso de Pleurotus
ostreatus para o cultivo, biopolpagdo celuldsica e producdo de papel utilizando
pseudocaule e engago de bananeira, promovendo a bioconverséo de residuo em produtos
de valor agregado, como o cogumelo, biopolpa e o papel. Desta forma o estudo foi
dividido em 1 — Revisdo da literatura; 2 — Cultivo de Pleurotus ostreatus em diferentes
residuos da bananicultura, incluindo as etapas: Analise fisico-quimica, mineral,
composicao centesimal dos substratos elaborados a partir dos residuos da bananicultura,
substratos pés-cultivo e cogumelos cultivados nos diferentes substratos oriundos de tais
residuos, assim como eficiéncia bioldgica, rendimento e perda da matéria organica; 3 -
Atividade enzimética e perfil lignocelulésico durante o cultivo de Pleurotus ostreatus em
residuos da bananicultura, abordando analises de extrativos, lignina e celulose dos
substratos pré e pés-cultivo, 4 - Producéo de polpa celulésica e papel a partir de residuos
da bananicultura.

Palavras-chave: Pleurotus ostreatus, Biodegradacdo, Enzimas oxidativas,
Agroindustria.



Abstract

Brazil is one of the largest producers of pulp in the world and the first major
producer of bleached eucalyptus hardwood, on the other hand, imports a large amount of
long fiber to produce papers with greater resistance, which represent a large portion of
world consumption. Despite all the profit involved in the paper industry, it has been
constantly under pressure to use less environmentally harmful techniques as a result of
worrying impacts on the atmosphere due to the use of highly hazardous chemicals. In this
sense, alternatives have been studied with a view to mitigating the impacts caused by the
pulp and paper industry, including the use of abundant raw materials produced by the
agricultural sector, such as straw, seeds and production residues. Among these, banana
residues are highlighted by the large volume of residues generated during the separation
of fruits, such as stems and pseudostem, which are used largely as fertilizer in banana
plants. Biotechnological processes involving agro-industrial raw materials have been
intensified with the aim of forming new products, adding value or improving the final
product. In this sense, bioprocesses involving lignolytic enzyme-producing
basidiomycete fungi have been investigated as an alternative for biopulps production or
applied in the fiber bleaching process, due to its lignin biodegrading enzymatic potential,
in order to create alternatives to the pulp and paper sector. . From this perspective, the
biodegradation performed by this group of fungus has been increasingly successful and
has shown its importance in mitigating the environmental impacts caused by the pulp and
paper industry. Therefore, considering the importance of this subject in the
biotechnological and environmental scope, this paper aims to evaluate the use of
Pleurotus ostreatus for cultivation, cellulosic biopolyping and paper production using
banana pseudostem and stalk, promoting waste bioconversion in value-added products. ,
such as mushroom, biopoly and paper. Thus, the study was divided into 1 - Literature
review; 2 - Cultivation of Pleurotus ostreatus in different banana residues, including the
following steps: Physicochemical, mineral analysis, centesimal composition of substrates
made from banana residues, post-cultivation substrates and mushrooms grown on
different substrates from such residues, as well as biological efficiency, yield and loss of
organic matter; 3 - Enzymatic activity and lignocellulosic profile during the cultivation
of Pleurotus ostreatus in banana residues, addressing analysis of extractives, lignin and
cellulose of pre and post cultivation substrates, 4 - Production of pulp and paper from
banana residues.

Key words: Pleurotus ostreatus, Biodegradation, Oxidative enzymes, Agroindustry.



1 Introducéo

O Brasil é o quarto maior produtor mundial de celulose com uma produgéo de
13,5 milhdes de toneladas de celulose em 2009, sendo o primeiro no ranking mundial de
producéo de fibra curta branqueada de eucalipto. Por outro lado, o Brasil chega a importar
323.000 ton/ano de celulose de fibra longa. Vale ressaltar que os papéis produzidos a
partir de fibras longas representam pouco mais de 50% do consumo mundial de papel
(BRACELPA, 2010), que séo utilizados principalmente para producédo de papéis de
elevada resisténcia, destinados a embalagens. Na producdo de papéis para impresséo e
escrita, normalmente, séo utilizadas fibras curtas, derivadas de angiospermas,
principalmente das espécies do género Eucalyptus. Entretanto, muitas espécies vegetais,
arboreas ou ndo, tém sido pesquisadas para a producgdo de pastas celuldsicas (PEIXOTO
SILVA e OLIVEIRA, 2000).

Em funcéo da crescente preocupagdo e conscientizagdo ambiental, as atengdes tém
se voltado para o aspecto ambiental causado pela industria de papel e celulose (MORAIS
et al. 2017). Essa inddstria tem sofrido uma grande pressdo no sentido do
desenvolvimento de novas tecnologias ambientalmente aceitas e de contencéo de energia.
Dentre as alternativas, apresenta-se 0 emprego de residuos lignocelulésicos na geracdo
de energia, devido a sua grande disponibilidade na natureza em decorréncia da imensa
producdo agricola brasileira. Atualmente, os maiores usos da lignocelulose concentram-
se nas polpas e industrias de papéis (BALLESTEROS, 2001).

A utilizagdo de residuos agroindustriais, como o0s pseudocaules da bananeira,
bagaco de cana-de-agucar, palha de arroz e bambu tem sido citados como potenciais
matérias-primas para producéo de polpa celulésica e papel (ROJAS, 1996; KHRISTOVA
et al., 2005). O destaque est& na qualidade das fibras, no valor agregado dos produtos, no
menor tempo de cultivo em relacdo as madeiras de folhosas e coniferas, ser facilmente
renovavel e no impacto ambiental, devido ao aproveitamento de residuos (D’ ALMEIDA,
1988).

Neste contexto, os residuos gerados a partir da bananicultura, como o pseudocaule
e 0 engaco apresentam alto potencial fibroso, porém sdo normalmente utilizados como
adubacdo nos bananais. Por outro lado, esses residuos por se tratarem de potenciais
fornecedores de fibras longas, com o comprimento médio em torno de 4 mm e largura de
40 um, o pseudocaule ¢ o engac¢o de bananeira sdo matérias-primas fibrosas que permitem

a producdo de papéis com elevada resisténcia ao rasgo (ROJAS, 1996). CHERTMAN
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(2007) menciona que, além da sua queima direta para a geracdo de energia térmica, o
pseudocaule de bananeira pode ser usado na produgdo de varios tipos de artesanatos e
pode ser vidvel para a producéo de pasta celuldsica e papel.

Desse modo, a utilizacéo de residuos agroindustriais permite ndo so a obtencéo de
novos produtos de boa qualidade, como pode influenciar positivamente a reducdo do
gasto de energia e a preservacdo ambiental (RASHWAN et al.,1992).

Décadas de investigacdo na biodegradacdo de polimeros lignoceluldsicos, no
avanco das ciéncias bioldgicas e nos estudos dos mecanismos das reacdes enzimaticas,
tém conduzido ao sucesso da aplicagdo da biotecnologia no processamento das fibras de
papel (TAVARES, 2006).

Dentro deste contexto, os fungos desempenham importante papel no processo de
bioconversdo, pois podem reduzir a quantidade de residuos, minimizar a polui¢do, formar
produtos de interesse as industrias de alimentos, papel, farmacos, entre outros (ISRAEL,
2005; SALES-CAMPOS, 2008). Uma alternativa recentemente estudada tem sido a
producéo de biopolpas, onde microrganismos podem ser aplicados nos processos de
biobranqueamento e biopolpacdo (WILLE, 2007). O aprofundamento do estudo da agéo
de fungos decompositores de madeira (podrid&o branca) despontou ideias de aplicar esse
processo natural de biodegradagdo a solugdo ou minimizacdo de problemas tecnol6gicos
(PAVAN, 2008). Nesta perspectiva a biodegradagéo da madeira por fungos selecionados
e sob condigdes controladas, conhecido como biopolpagdo (SCOTT et al., 1998;
AKHTAR et al.,, 1997) tem obtido crescente éxito e mostrado sua importancia na
amenizacdo dos impactos ambientais ocasionados pela industria do papel e celulose.
Neste sentido enfatiza-se o pré-tratamento bioldgico.

O fundamento do pré-tratamento bioldgico esta baseado no fato de que fungos que
degradam lignina seletivamente, isto €, removem lignina preservando a celulose, podem
ser aplicados nos materiais lignoceluldsicos e depois de certo tempo dar origem a um
residuo rico em celulose e com baixo teor de lignina (FERRAZ, 2001), permitindo maior
facilidade de desfibramento mecénico, ou de penetracdo dos licores de polpacdo. Além
dessas vantagens, outro beneficio associado & biopolpacéo, € a qualidade da fibra obtida,
com propriedades mecénicas superiores, fibras maiores e maior nivel de fibrilacdo
atribuidas ao amolecimento do cavaco ocasionado pela reducdo da massa molar da lignina
(GUERRA; MENDONCA; FERRAZ, 2002)

Dentre as espécies de fungos, atualmente estudadas para tratar a madeira,

destacam-se alguns basidiomicetos, classificados como fungos de decomposi¢éo branca

18



(BLANCHETTE, 1992). Esses fungos produzem ndo so todas as classes de enzimas
necessarias para a degradacdo da lignina, mas também agem como um sistema
transportador dessas enzimas, conduzindo-as em profundidade nos cavacos de madeira,
e ainda, criando as condigBes fisioldgicas necessarias para as reacbes enzimaticas
(MESSNER e SREBOTNIK, 1994).

Portanto, considerando a importancia deste assunto no d&mbito biotecnoldgico e
ambiental, este trabalho tem por objetivo avaliar uso de Pleurotus ostreatus para o cultivo,
biopolpagdo celuldsica e producdo de papel utilizando pseudocaule e engago de
bananeira, promovendo a bioconverséo de residuo em produtos de valor agregado, como
0 cogumelo, biopolpa e o papel. Desta forma o estudo foi dividido em 1 — Revisdo da
literatura; 2 — Cultivo de Pleurotus ostreatus em diferentes residuos da bananicultura,
incluindo as etapas: Anéalise fisico-quimica, mineral, composicdo centesimal dos
substratos elaborados a partir dos residuos da bananicultura, substratos pés-cultivo e
cogumelos cultivados nos diferentes substratos oriundos de tais residuos, assim como
eficiéncia bioldgica, rendimento e perda da matéria orgénica; 3 - Atividade enzimética e
perfil lignocelulésico durante o cultivo de Pleurotus ostreatus em residuos da
bananicultura, abordando analises de extrativos, lignina e celulose dos substratos pré e

pbs-cultivo, 4 - Producdo de polpa celulésica e papel a partir de residuos da bananicultura.
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CAPITULO 1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Residuos agroindustriais
O constante crescimento populacional adicionado a demanda de alimentos e

bens de consumo tem gerado muita preocupagdo a respeito da destinagdo dos residuos
agroindustriais produzidos no mundo. No Brasil anualmente é produzido milhdes de
toneladas desses residuos, boa parte oriundos de grandes empresas, onde se destacam as
madeireiras, usinas de alcool, empresas de produtos agricolas como café, aglcar, banana
e entre outras (OLIVEIRA, 2014; SAFARI SINEGANI et al. 2005).

Safari Sinegani et al. (2005) enfatizam que entre os residuos agroindustriais mais
abundantes no mundo estao os residuos contendo materiais ligninocelulésicos. E o Brasil,
por ser um pais com base econdmica na producgdo agricola, produz em média mais de 150
milhGes de toneladas de gréos por ano e com isso, cerca de 1x10*° toneladas de residuos
de composicéo ligninocelulésica (GRAMINHA et al., 2005).

O setor agroindustrial no Brasil tem expandido muito sua produtividade para
atender a elevada demanda populacional por alimentos. Nesse sentido, consequentemente
aumentam-se as producgdes de residuos, quer seja em estado solido ou efluentes liquidos
ou até mesmo presente nas emissdes atmosféricas. Como exemplo, pode-se citar: lodos
das estacOes de tratamento de efluentes, residuos de abatedouros, carvao remanescente de
caldeiras, residuos da limpeza de grdos em estacbes de beneficiamento, residuo da
desfibrilacdo de algoddo, bagacos, residuos, embalagens de fertilizantes, etc.
(OLIVEIRA, 2014).

Tais residuos tém suas peculiaridades e suas caracteristicas (fisicas, quimicas e
bioldgicas) dependem de diversos condicionantes presentes ao meio, tais como: a origem
da producdo (que pode ser, industrial, comercial, agricola, domiciliar, etc..), a natureza
fisica (molhado ou seco), composicéo quimica (inorganico e organico), a potencialidade
de riscos a0 meio ambiente e os potenciais riscos a saide humana (D’ALMEIDA e
VILHENA, 2010).

Segundo Oliveira (2014) e Benites (2006), entre 0s principais residuos
agroindustriais mais gerados no Brasil, destacam-se: o0s residuos da inddstria
sucroalcooleira (borra de branqueamento, bagaco da cana-de-agUcar, cinzas de caldeira,
torta de filtro do acucar), residuos da produgdo animal (estercos, restos de carcagas,

solidos procedentes da limpeza das baias), residuos industriais de processamento de
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hortalicas e frutas (cascas, bagacos variados, produtos alimenticios vencidos ou fora do
padréo), restolhos da producéo do carvdo vegetal (poeira de carvdo, acido pirolenhoso e
alcatrdo) e as palhadas provenientes da producdo de sementes de gramineas.

A caréncia de disponibilidade de area para acondicionamento de residuos, o
pouco investimento em tecnologias, o crescimento demografico e o amplo potencial
poluidor desses residuos, juntos, tém tornado os residuos agroindustriais um problema
cada vez mais grave (BRUNI, 2005). Contudo, apesar de apresentar fatores negativos ao
meio ambiente, ndo devem ser considerados simplesmente como lixo, sem valor
econdmico. Pois, quando sdo manejados de forma adequada, possuem valor econdémico
agregado (SILVA, 2009).

Nesse contexto surgem inquietacfes de segmentos no mercado agricola em
medidas preventivas de reducdo desses residuos agroindustriais visando & reducéo e
controle através de alternativas ambientalmente corretas. Estas alternativas vém sendo
demonstradas através das destinagdes dos residuos agroindustriais no uso de alimentagéo
animal, adubagdo ou mesmo no abastecimento de caldeiras para a producéo de energia.
Processos que além de serem rentaveis, previnem problemas ambientais e evitam futuras

despesas para controle da poluigéo causada pelos residuos.

1.1.1 Residuos da Bananicultura

O Brasil também se destaca na producéo de frutas, ganhando espago em todos
os estados brasileiros (FAO, 2015). Entre eles, alguns se sobressaem em volume ofertado
por ano. Um exemplo é o Estado de S&o Paulo, o maior produtor nacional. Os fruticultores
paulistas colheram 15,69 milhdes de toneladas de frutas em 2015, conforme a pesquisa
Producdo agricola Municipal (PAM), do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2016). A oferta total soma os volumes das 20 frutas mais produzidas no Pais.
Entre elas esta a banana com 998 mil toneladas produzidas so neste estado, atras apenas
do Estado de Bahia com fornecimento em média de 1,1 milhdo de tonelada de banana
(FAO, 2015). O Estado do Amazonas, segundo indica o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), a producdo de banana foi de 54.610 toneladas em 2014 e passou a
92.557 toneladas em 2015 (AMAZONIA, 2016).

Com seu aroma e sabor inigualdveis, a banana é uma fonte importante de

nutrientes tais como: minerais (Ca, K e Fe) e vitaminas (A, B e C), além de conter baixos
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teores de gordura (0,37 a 0,48 g/100g) e calorias (90 a 120 kcal/100g); a banana vem se
tornando a fruta predileta dos brasileiros. A facilidade de acesso é um dos fatores que
contribui para o elevado indice do consumo, uma vez que em todos 0s recantos do Pais
ela é encontrada. A aceitacdo da banana pode ser constatada nos nimeros, onde mostram
que em torno de 99% da producdo nacional abasteceu o mercado interno em 2015. A
expansdo da producgdo dos bananais atingiu 6.962.134 toneladas, em érea de 474.054
hectares. Englobando nesta atividade mais de 800 mil unidades produtoras (IBGE, 2016).

Olhando por este viés, a banana torna-se uma das frutas mais consumidas
mundialmente, e no Brasil sua administracdo deve ser levada em consideragdo, pois 0
desperdicio alimentar ndo € um problema Gnico do consumidor. Consiste desde o inicio
da cadeia produtiva e persiste durante todas as etapas de producdo até chegar ao destino
final. E uma situacio ampla que afeta, ndo somente os indices de desenvolvimento
econdmico dos paises, mas também causa impacto na sociedade e no meio ambiente
(GONDIM et al., 2005).

Segundo Gondim et al., (2005); a cada 01 tonelada de banana colhida, 04
toneladas de residuos sdo geradas aproximadamente, isso somando da bananeira as
cascas, 0S engacos, as folhas, os pseudocaules e os frutos rejeitados como ilustra Soffner
(2001) na Figura 1. Tais residuos tém em sua composi¢cdo uma taxa aproximada de 90%
de solidos volateis e aproximadamente 10% de sélidos totais. 1sso representado em sua

fracdo organica por agucares, hemicelulose, celulose e lignina.

Figura 1: Partes da bananeira Fonte: SOFFNER (2001)
O conceito usado ao residuo da bananicultura é procedente da agregagdo

aleatdria de elementos separado da bananeira que, quando acumulados em um local,
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transformam-se em um volume sem valor comercial e com potencial de agressdo
ambiental diversificado segundo a sua composi¢do (GONCALVES FILHO, 2011).

O real problema da produgéo da banana ndo se encontra somente nas perdas de
producdo, mas principalmente nos residuos gerados por ela. A reutilizacdo de suas folhas
e de seus pseudocaules normalmente sdo aproveitados em sua rea de plantacdo, voltando
ao solo como cobertura morta, impedindo a erosdo, além de controlar as plantas daninhas
e nutrir a planta como adubagdo. Esse processo torna-se proveitoso e coopera para
minimizar despesas, contudo o engago ndo tem sido aproveitado, sendo descartado no
processo de separagdo das pencas na casa de embalagem e disposto sobre o solo,
geralmente em &rea urbana, ou descartado no lixo doméstico. Esta forma de disposicao
contribui para a geracdo de sérios problemas ambientais e fitossanitarios, e implica em
custos com transportes (GONDIM et al., 2005; SOFFNER, 2001).

Na Figura 02 ilustra o fluxograma do processo de separagéo da banana de seus

adjuntos.
Bananeira
A 4 »| Pseudocaule
Coleta dos
cachos ol
Y

Comercializacdo dos
cachos

Y

Casa de embalagem

Y

Engaco

Y

Figura 2: Fluxograma da geracéo de residuos da bananicultura (adaptado de SOFFNER,
2001).

1.1.2 Utilizacdo de Residuos de Bananeira na Biotecnologia
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Gongalves Filho (2011) e Soffner (2001) destacam que o Brasil possui grande
potencial para a reutilizagdo de residuos de bananeira Musa sp. O reaproveitamento do
pseudocaule, do engaco e da folha, ha muito tempo, é transformado em artesanatos e a
fibra e a palha, para a producéo de cordas, tapetes, chapéus, cestos, tecidos e papeis
especiais.

Com a biotecnologia, Costa et al. (2013) ressaltam o uso da casca da banana
como bioadsorvente em leito diferencial na adsor¢édo de compostos organicos. Assim
também, residuos de bananeira como substrato base para o cultivo in vitro de Coprinus
comatus (ALMEIDA e SALES-CAMPOS et al., 2013).

Para grandes industrias, as distin¢des de residuos da bananicultura (folha,
engaco, pseudocaule, cascas e coragéo) abre espago para adesdo de novas alternativas do
descarte destes residuos. Com a tecnologia, a destinagdes propdem uma alternativa para
0 aproveitamento e agregacdo de valor aos residuos, consolidado num sistema agro-
econdmico sustentdvel e de seu potencial como matérias-primas para diversificados fins,
tais como: produgdo de biomassa para geracdo de energia; o reaproveitamento desses
residuos na producgdo de biogas; na alimentagdo animal; adubacdo, substrato de cultivo
para cogumelos, substrato para producéo de enzimas, biopolpagéo e entre outros.

Carvalho e Sales-Campos et al., (2012), enfatizam que na regi&o norte do Brasil,
0 Estado do Amazonas produz grande quantidade de residuos lignoceluldsicos durante o
cultivo e o processamento da banana, gerando grande quantidade de pseudocaules e
engacos. O reaproveitamento destes residuos como substrato no cultivo de Pleurotus
contribui para o desenvolvimento de processos sustentiveis, permitindo agregar valor aos
residuos, além de removerem do ambiente material potencialmente poluente. A utilizacéo
desses residuos ainda diminui os custos de producdo de enzimas, considerado um dos
principais obstaculos para sua produgdo em escala industrial.

Silva (2009) destaca a possibilidade de aproveitamento do engaco da banana na
producéo de polpa celulésica como uma alternativa atraente para as regides produtoras
de banana, por estar se tratando de um material com potencial fibroso, podendo ser
classificado como matéria prima (ndo madeireira) para a producéo de polpa celulésica de
fibra longa, agrupado como residuo agricola, proveniente de planta anual, da classe das
monocotileddneas. O uso desse engaco como matéria prima para a producéo de polpa
celulésica possibilita agregar valor a um residuo, transformando-o em subproduto, o que
contribui na rentabilidade e minimizac&o de impactos ambientais negativos (SOFFNER,
2001).
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Os residuos da Bananicultura como pseudocaule e engacos tém sido explorados
e estudados para comercializacdo da producéo celulésica na producgéo de papel. Isso por
apresentarem, em sua composicao, fibras apropriadas para produzir papéis de resisténcia.
Normalmente as matérias-primas ndo madeireiras (anuais) possuem baixo teor de lignina,
quando comparados as madeiras, o que proporciona facilidade nos processos de polpagéo
e branqueamento feito em inddstrias papeleiras. Nesse sentido, estudos e pesquisas
utilizam a biotecnologia para propor definicdes aplicaveis através da valorizacdo desses
residuos, agregando valores e relevancia para o estabelecimento de uma agricultura
sustentavel e reutilizacbes de residuos da bananicultura (ARAUJO, 2009; SOFFNER,
2001).

1.2 Industria papeleira - Panorama

A indUstria brasileira de papel e celulose tem sua producdo 100% baseada em
florestas artificialmente plantadas de Eucalipto (BRACELPA, 2015). Isso significa que o
Brasil ndo utiliza nenhuma &rvore nativa para a produgéo de papel e celulose, esse dado
gera controvérsias no quesito sustentabilidade e consumo consciente, devido aos
chamados “desertos verdes”, expressdo utilizada para designar a monocultura de arvores
em grandes extensdes de terra para a producédo de celulose, devido aos efeitos que essa
monocultura causa a0 meio ambiente (MEIRELLES; CALAZANS, 2006).

Segundo dados da Industria Brasileira de Arvores (IBA, 2015), “o Brasil é o
quarto maior produtor mundial de celulose e 0 nono maior produtor de papel”. Isso lhe
d4 a lideranga do mercado de florestas plantadas na América Latina, como produtor e

como exportador.

Segundo recente Relatério Global de Competitividade (WORLD ECONOMIC
FORUM, 2015), o Brasil perdeu 18 posi¢Ges e hoje ocupa a 75? posigéo no ranking global
de competitividade. As principais causas estdo relacionadas a crise politica, aos altos
impostos e as taxas de juros. Essas trés variaveis pesam muito para qualquer industria no

momento de calcular e formular seu prego final, visando conquistar novos mercados.

Ainda assim o Brasil se mantém entre 0s maiores exportadores de papel e celulose
do mundo, exportando para todos os continentes. Com relagdo & exportagao de papel, a
América Latina € um mercado comprador e que pode ser ampliado, nota-se que para as
exportacoes de papel os destinos estdo mais distribuidos, enquanto que para a celulose 0s

mercados africano e latino ainda demonstram ser bons mercados de prospeccéo. J& para
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a exportacdo de papel a América Latina é um bom mercado que pode ser ampliado,
conforme mostra a Figura 03 a sequir (BRACELPA, 2014)

‘,.-'"-—-_._ ) i _-_-_____-_‘_‘———-—.__ - -
Celulose Papel
China Asia/  china
1% Oceania A%
Amér 7%
mérica '
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Ameérica Europa
do;(&l);rte 40% Europa
15%
US$ 5,2 bilhdes US% 2,0 bilhdes

Figura 03: Destino das exportacGes brasileiras em 2013
Fonte: Bracelpa (2014).

As principais entidades mundiais voltadas aos estudos do mercado de papel
sugerem que em paises emergentes ainda existem oportunidades de crescimento. Isso se
deve principalmente ao fato de esses paises ainda atravessarem fases de aumento da
populagdo urbana, aumento do poder de compra da populagdo e desenvolvimento
industrial (SCHNEIDER et al., 2016).

Apesar dos desafios que a indUstria de papel tem a frente, como a substituicdo dos
papéis graficos pelos meios digitais, a demanda mundial deve crescer 1,7% nos proximos
anos, atingindo 496 milhdes de toneladas em 2025. Esse aumento deve se concentrar nos
paises emergentes e, particularmente, na China, e se deve a ampliacdo da qualidade de
vida e do poder aquisitivo da populagdo, que estdo impulsionando o crescimento da
demanda por embalagens, papéis sanitarios (tissue) e cartdes. Em contrapartida, em paises
desenvolvidos se prevé um decréscimo do consumo, motivado pela diminui¢cdo na
demanda do papel de imprensa e dos papéis dos papéis com outras finalidades (POYRY,
2015, p. 1).
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A producéo de papéis no Brasil em 2014 totalizou 10,39 milhdes de toneladas.
Desse volume, os papéis para embalagens corrugadas sdo os principais tipos produzidos
no Brasil, representando 52% do total. A seguir, aparecem 0S papeis para
imprimir/escrever, com cerca de 29% do total. Os papéis para embalagem e para
imprimir/escrever sdo os grupos de produtos mais relevantes para a industria brasileira de
papel. Os papéis para embalagens corrugadas no Brasil tm tido crescimento constante e
ligeiramente superior ao crescimento do PIB neste periodo. Papéis para embalagem e fins
sanitarios apresentam as maiores expectativas de crescimento para o periodo de 2014 a
2020. A Poyry (2015) estima taxa de crescimento de cerca de 4% a.a. para 0s papéis de
fins sanitarios e 3% a.a. para papéis para embalagens até 2020. O consumo per capita de
papel no Brasil ainda é bastante inferior ao dos paises europeus, Estados Unidos, Canada,
Japdo e Coreia. Ha, portanto, um espago para crescimento significativo nos proximos
anos.

Para que a celulose seja obtida da madeira, torna-se necessario, ainda, o uso, na
inddstria, de maquinas, produtos quimicos (como soda liquida ou licor branco, licor preto,
alvejantes, oxigénio e dioxido de cloro), agua e energia. Com da celulose, s&o produzidos
papeéis diversos (impressdo, cadernos, revistas), absorvente intimo, papel higiénico,
guardanapo, fralda descartavel, viscose, tencel (roupas), papel celofane, filamento (pneu),
acetato (filmes), ésteres (tintas), capsulas para medicamentos, espessantes para alimentos
e componentes eletronicos (SOARES, 2010).

1.2.1 Produgéo de celulose/Papel

A inddstria brasileira de celulose apresenta dindmica bastante diferenciada em
relacdo & industria de papel. A industria de celulose esta mais voltada para exportacéo,
enquanto a industria papeleira tem foco principal no mercado interno (FILHO, 2002).

Durante 2014 o setor exportou cerca de US$ 7,3 bilhdes, sendo US$ 5,3 bilhGes
correspondentes & exportacdo de celulose e US$ 2,0 bilhGes a exportacdo de papel,
originando um saldo positivo exportador de US$ 5,5 bilhdes, segundo a Secex/MDIC.
Praticamente toda a producéo de celulose exportada é de celulose kraft de eucalipto. Com
relacdo a celulose de fibra longa ndo branqueada, os maiores produtores sdo a Klabin e a
Rigesa (MeadWestvaco) (BRACELPA, 2015).
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A producéo de celulose aponta para uma produgéo razoavelmente concentrada,
sendo o0s cinco maiores produtores responsaveis por cerca de 76%. Essa concentracdo
origina-se do fato de a grande maioria da producéo ser realizada por grandes e modernas
unidades destinadas a exportacdo. A importacdo de celulose € pequena, ocorrendo
principalmente para os tipos em que o Brasil tem baixa competitividade, tais como
celulose fluff (SPEROTTO, 2014).

Devido & competitividade de custo da celulose de eucalipto produzida no Brasil,
existe um esforco tecnoldgico no sentido de substituir as celuloses importadas pela
producéo nacional, inclusive no mercado de caixas de papeldo ondulado.

Cabe notar que a indlstria global de celulose e papel nos ultimos anos tem
presenciado um movimento sem precedentes no sentido de diversificar sua produgéo.
Assim, vemos um impulso novo no desenvolvimento de produtos, englobando ndo
somente a area de cartdes e papéis, mas focando igualmente fora dos limites do nucleo
fabril, como biocombustiveis a partir da biomassa florestal e derivados da celulose, da
lignina, das hemiceluloses, etc. (BRACELPA, 2015).

O Brasil revela-se um lider na fronteira da biotecnologia, especialmente nas
areas silvicultural e de engenharia genética, bem como no desenvolvimento de técnicas
de clonagem seletiva. Hoje, 0s avancos adentram a &rea da transgenia, com a utilizagéo
de metodologia e equipamento de ponta. Grandes grupos dispdem de instalagdes de
pesquisas avancadas. Esse esforgo de pesquisa comeca a ser orientado para a busca de
novos produtos originados ao longo de toda a cadeia produtiva inclusive no processo de
polpacéo celulésica para fabricacdo de papéis em alternativas ambientalmente corretas.
(MEIRELLES; CALAZANS, 2006).

1.2.2 Polpacéo: Tipos de processos de polpagéo

Polpacdo é o nome dado ao processo onde a madeira é trabalhada e reduzida a
uma massa fibrosa, apresentando em sua densidade a ruptura das ligagGes presentes na
estrutura da madeira com a separagéo das fibras. Neste processo envolve a convertimento
da madeira a um material desfibrado denominado “polpa” (FERRAZ et al., 2008).

Para a utilizagcdo do desfibramento da madeira, sdo adotados procedimentos
através da técnica de polpacdo mecénica, de polpacdo quimiotermomecénica e de

polpacéo quimica.
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A polpacdo mecénica por refinamento (exclusivamente mecéanico) compreende
uma série de processos adaptados para essa finalidade. Este processo é muito utilizado
em inddstrias a mais de 150 anos, porém, esta se estagnando pelo elevado consumo de
energia através do uso de rebolos ou refinadores e as adaptacBes de novas plantas
industriais e substituicdes por outros métodos mais sofisticados (KLOCK, 2013).

A polpacéo quimiotermomecéanico é o processo onde sdo utilizados produtos
quimicos para o “amolecimento” da madeira e facilitacdo no desfibramento mecénico.
Neste processo a madeira fica exposta a produtos quimicos e/ou vapor que posteriormente
é levada ao tratamento mecéanico para o desfibramento. E por outro extremo, existe o
processo de polpacdo quimica (exclusivamente quimico) planejado para extrair a
totalidade da lignina e resultando na liberacdo das fibras celuldsicas. Neste caso, sdo
apresentados uma gama de processos que podem ser utilizados no desfibramento da
madeira, entre os mais destacados e de maior importéancia industrial sdo: a polpagéo soda,
a polpacdo sulfito e a polpacéo kraft. (FERRAZ et al., 2008; KLOCK, 2013).

A Polpagdo Soda (NaOH): A soda céaustica ou hidroxido de sodio é um produto
muito usado para a deslignificacdo de matérias-primas vegetais, inclusive em madeiras,
assim também como palhas de cereais e plantas fibrosas em geral. Aradjo (2009) enfatiza
que este processo alem de ser considerado um dos processos mais antigos, vem sendo
muito utilizado em inimeras industrias de celulose e papel, principalmente naquelas que
ndo dispbe de sistema de recuperacéo de licor do cozimento. Contudo, este processo esta
cedendo espago para novas tendéncias sofisticadas e aprimoramento de produtos
quimicos.

A Polpacdo Sulfito (SO2 e Bases: Mg(OH), Ca(OH)2, NH4 (OH): Baseia-se num
processo simples e muito utilizado para a produgéo de polpas de alto rendimento, num
sistema que envolve uma Unica etapa de insercdo de reagentes inorganicos, somados ao
aquecimento com vapor e posteriormente o desfibramento em maquinas refinadoras de
disco. Vale ressaltar que, as condicdes de processo s6 com sulfitos, apresenta resultados
relevantes, onde os rendimentos séo consideraveis e a polpa produzida mostra aspectos
de resisténcia e Util para a fabricagdo de uma série de papeis absolventes. Contudo é
desvantajoso no sentido da recuperacdo dos reagentes utilizados no processo (MENDES
et al. 2011).

A Polpagcdo kraft (Sulfato) (NaOH e Na,S) vem sendo o processo alcalino mais
importante na polpacéo utilizados nas industrias. Nele é adicionado Na; S (Sulfeto de

Sadio) como outro agente deslignificante, trazendo resultados oportunos, tornando-o
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rentavel e lucrativo, pois serve para todas as espécies especificas de madeira, tanto moles
quanto duras (incluindo madeiras com alto teor de extrativos) e tolera a presenca de
impurezas como, por exemplo, cascas. Entre outras vantagens apresenta o tempo curto de
cozimento, além do sistema de recuperacéo de produtos quimicos associados a ele apos
finalizacdo (MENDES et al. 2011). Entretanto, assim como outras polpages quimicas
acima citadas, trazem consigo muitas desvantagens, entre elas, sdo a producdo de
mercaptanas (odor) de gases produzidos no processo, a baixa alvura da polpa nédo
branqueada, o alto custo de branqueamento e despesas para instalagcdo de uma nova planta

além dos impactos ambientais ocasionados pelo processo.

1.2.3 Impactos ao meio ambiente

Baseando-se na Lei ambiental, destaca o art. 9°, inciso 1V, da Lei n° 6.938/81
que estabelece sobre os instrumentos da Politica Nacional de Meio Ambiente, na
liberacéo e da reviséo de atividades "efetiva” ou potencialmente “poluidoras”, destacando
0 artigo 10 que prevé da construcdo, instalacdo, ampliagdo e funcionamento de
estabelecimentos e atividades que utilizam de recursos ambientais considerados
"efetivos” e "potencialmente poluidores”, capazes de causar "degradacdo ambiental”,
dependerdo de prévio licenciamento do 6rgdo estadual competente, integrante do Sistema
Nacional de Meio Ambiente — SISNAMA. Contudo, a Industria papeleira ainda esta se
adequando as novas tendéncias de curto e longo prazo de beneficiamento no processo de
producéo em detrimento aos impactos ambientais gerados pelos detritos.

No processo produtivo da industria papeleira, divide-se basicamente em trés
etapas: Consumo de recursos, processamento e geragdo de produtos e subprodutos. Em
cada uma dessas etapas trazem consigo grandes implicagdes ao meio ambiente. Essas
indUstrias geram junto com o0s seus produtos, ainda que ndo intencional, danos
ambientais, que podem ser poluicéo da &gua, do solo ou do ar, podendo acarretar multa e
penalidade a empresa causadora (KOKZTRZEPA, 2004).

De acordo com Jerdnimo et al., (2000), o odor é o principal problema ambiental
de fabricas de celulose, e o processo kraft apresenta como caracteristica emissdes aéreas
poluentes que incluem tantos gases malcheirosos, como também material particulado. As
principais contribuic6es para o tipico odor das fabricas séo os gases de enxofre reduzidos

(TRS), sendo constituidos por sulfeto de hidrogénio (H.S), metilmercaptana (CHsSH),
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dimetilsulfeto (CH3SCHz) e dimetildissulfeto (CH3SSCHBa), além dos 6xidos de enxofre
(SOX) e de nitrogénio (NOX). Os particulados sdo constituidos na maior parte por sulfato
e carbonato de sodio e/ou de célcio.

No que diz respeito ao fator econdmico, tem-se buscado aperfeicoar o processo
de polpacdo quanto a carga de reagentes utilizada e o tempo gasto na etapa de
deslignificacdo da madeira pelo licor. Quanto as pressdes ambientais, é conhecida a forte
carga de poluentes que séo gerados pelas industrias de polpa. Ao longo do tempo, tornou-
se prética obrigatdria a reducdo desta carga de poluentes, porém, sem perda na qualidade
da polpa produzida (SANTQOS et al., 2016).

1.3 Biopolpacéao

A biopolpacéo € um procedimento técnico de grande beneficio e lucratividade
para polpacdo mecénica e/ou quimica. Vem a ser uma alternativa relevante para a reducéo
de impactos ambientais com utilizagdo microrganismos na etapa que antecedem a
polpacéo. Esta tecnologia incide como pré-tratamento biolégico que precede a produgéo
de polpa celuldsica com a utilizacdo de fungos degradadores de madeira. Este processo
tem se tornado uma via de vantagem para o pré-tratamento da madeira, no que tange aos
beneficios apresentaveis no cultivo de polpa mais conservada e resistente, e na economia
de energia ou de produtos quimicos (FERRAZ et al., 2008).

Nesta habilidade pode-se notar, mesmo com periodos curtos de biodegradagéo
(15 a 30 dias), a madeira biotratada ja proporciona um amolecimento peculiar que
concede o desfibramento mecéanico sem muita dificuldade, ou no caso da polpagdo
quimica, maior facilidade de penetracdo dos reagentes, bem como maior susceptibilidade
da lignina parcialmente degradada a solubilizacio pelos licores de polpagio (ARAUJO,
2009).

O processo de biopolpacdo pode ser realizado em biorreatores de diferentes
tipos, inclusive em pilhas de cavacos a céu aberto e dependendo das necessidades do
microrganismo especifico para a obtengdo dos resultados estabelecidos durante a etapa
do biotratamento. Vale ressaltar que é indicado manter um elevado teor de umidade
aproximadamente no ponto de saturagdo das fibras nos cavacos de madeira a fim de
assegurar 6tima formacédo de colbnias e penetracdo de hifas Fungicas (FERRAZ et al.,
2008).
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Segundo Guerra, et al. (2002) e Ferraz (2004), outro tdpico relevante refere-se a
compreensdo dos mecanismos de biopolpagdo uma vez que poderiam ser selecionadas
espécies flngicas mais resistentes e competitivas com base em projeto direcionado para
a funcédo depuracédo. A degradagéo e/ou modificardo seletivas de lignina nativa na madeira
por fungos de decomposicdo branca pode facilitar a sua remogéo ou amolecimento no
processo de polpacédo subsequente. Contudo, o grau de remoc&o de lignina durante o pre-
tratamento fingico ndo esti relacionado com a economia de energia na polpacéo
biomecénica e nem com o aumento das velocidades de deslignificagdo observado na

polpacao organosolv e no processo kraft.

1.3.1 Fungos Basidiomicetos

Os fungos basidiomicetos mais conhecidos formam estruturas de reproducéo
macroscopicas e sdo conhecidos popularmente por cogumelos e orelhas de pau,
(GIMENES, 2010).

A reproducéo dos fungos da classe dos basidiomicetos se da através de esporos
(basidioporos) de forma sexuada ou pela reprodugdo assexuada com a frutificacdo de
qualquer fragmento do corpo do micélio. O micélio consiste em hifas septadas, bem
desenvolvidas, microscopicas, que podem ser facilmente observadas quando formam a
massa micelial. A maioria dos basidiomicetos passa por trés estagios miceliais, formando
micélio primério, secundario e terciario. Na Figura 04 pode-se observar o ciclo de vida
de um basidiomiceto. (RAVEN et al., 2001).
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Figura 04 - Ciclo de vida de um basidiomiceto.

Fonte: RAVEN et al. (2001).

Basidiomicetos brotam basidiésporos que, ao entrar em contato com o substrato
adequado, germinam sob determinadas condicfes climaticas, formando uma hifa e,
posteriormente, dando origem ao micélio monocariético (hapldide), denominado micélio
primario. Este, por sua vez, forma o micélio dicaridtico, possuindo dois nucleos
haploides, dando origem ao micélio heterocaridtico (micélio secundério). Este micélio
pode vir a formar um basidiocarpo, também chamado de carp6foro ou corpo de
frutificagdo, onde o micélio assume um crescimento ordenado para formar estruturas,
ainda estéreis, que servirdo de suporte para a formagdo dos basidios. Neste estagio o
micélio € chamado de tercidrio. O micélio dicariético forma o basidioma e em suas
lamelas é formado o himénio com os basidios alinhados onde, finalmente, bilhGes de
basididsporos séo liberados (PUTZKE e PUTZKE, 2002; RAVEN et al., 2001).
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Os basidiomicetos sdo capazes de crescer em uma grande variedade de residuos
agricolas. Esses organismos degradam esses residuos, ou seja, convertem celulose,
hemicelulose e lignina em compostos de menor peso molecular devido a produgdo de
uma variedade de moléculas com atividades bioldgicas, destacando-se as enzimas
celulases, hemicelulases, lacases, manganés e lignina peroxidases. Estas enzimas, ao
degradarem os compostos lignoceluldsicos, liberam nutrientes para o crescimento fungico
(RAVEN et al. 2001).

Um esquema ilustrativo, onde se observa a funcdo desempenhada pelas enzimas
degradadoras de materiais lignocelulésicos foi elaborado por Rajarathnam et al. (1992) e

é apresentado na Figura 05.

| Celulose | | Hemicelulose | ‘ Lignina ‘ ‘ Proteinas | Lipideos
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Figura 05 - Esquema da funcdo desempenhada pelas enzimas degradadoras de
materiais lignocelulésicos.

Fonte: Rajarathnam et al., (1992).

1.3.2 Cogumelo - Pleurotus osteatrus/Biopolpacgédo
1.3.2.1 Pleurotus ostreatus

O género Pleurotus pertence a classe dos basidiomicetos e abrange varias
espécies, sendo todas comestiveis. E chamado de cogumelo ostra devido ao pileo possuir

forma de concha (Figura 06).
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Figura 06: Pleurotus ostreatus.
Fonte: Nunes (2015)

O Pleurotus ostreatus é conhecido como hiratake ou shimeji. O shimeji é um dos
cogumelos comestiveis mais nutritivos e saborosos (RAVEN et al., 2001). Este fungo é

classificado segundo Cohen et al., (2002) da seguinte forma:

- Reino: Fungi
- Filo: Basidiomycota
- Classe: Basidiomycetes
-Subclasse: Holobasidiomycetidae,
- Ordem: Agaricales,
- Familia: Pleurotaceae
- Género: Pleurotus
- Espécie: Pleurotus ostreatus
Pleurotus spp pertencem ao grupo de fungos que possuem alto valor nutricional,
com diversas propriedades terapéuticas e biotecnoldgicas. Conhecidos como fungos da
podrid&o branca da madeira por serem eficientes na degradacéo da lignina devido a sua

capacidade de produzir enzimas lignoceluloliticas, principalmente lacases, manganés-
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peroxidade (MnP) e peroxidase versatil, que tém numerosas aplicacGes industriais.
(COHEN at al; 2002).

Pleurotus até o ano de 1950 era coletado diretamente da natureza, porém a partir
de 1970 iniciou-se o seu cultivo em escala comercial. No final da década de 50, houve as
primeiras tentativas de promover o cultivo empregando serragem como substrato. Porém
no inicio da década de 60 passou-se a empregar outros substratos como palhas secas,
capim, palha de arroz e palha de trigo para a producdo em escala comercial
(RAMPINELLI, 2009).

Como Pleurotus ostreatus tem sabor agradavel e grande disponibilidade, houve
possibilidade de ampliar o cultivo nestes ultimos anos e em 1995 sua producéo mundial
ocupava o quarto lugar entre os cogumelos comestiveis. A incorporacdo de P. ostreatus
na dieta alimentar pode ser considerada positiva, pois, possui consideravel valor
nutricional em proteina, fibra, carboidrato, vitaminas e minerais, além de baixo valor
caldrico, gorduras e sédio (SILVEIRA, 2008). Segundo Rampinelli, (2016), esse fungo
possui 16,21% de proteina, 4,3% de lipideos, 40,03% de carboidratos e 7,60% de fibras.
Em termos nutricionais segundo a “Food Policy and Nutrition Division” ele é composto
de 90,8% de agua.

Rampinelli (2016) destaca que tais especies comestiveis do género Pleurotus
possuem elevado contetido de proteinas, fibras, carboidratos, vitaminas e minerais. Além
dessas caracteristicas nutricionais, diversas substancias isoladas desses cogumelos tém
sido caracterizadas demonstrando propriedades terapéuticas, tais como atividade

antitumoral, imunomodulatoria, anticolesterolémica, antimicrobiana, dentre outras.

De acordo com Putzke et al. (2004) h& grandes dificuldades na identificacdo das
espécies de Pleurotus e este fato estd associado as variagBes das caracteristicas
bioquimicas e genéticas das linhagens encontradas nos diferentes ecossistemas. Nesse
sentido, mais de 1000 espécies de Pleurotus ja foram descritas, no entanto
aproximadamente 50 destas espécies sdo consideradas validas.

Os cogumelos do género Pleurotus apresentam muitas vantagens de cultivo como:
facilidade de manejo e producéo, ocupam pouco tempo e espaco fisico, utilizacdo de
matérias-primas como palhas, capins, entre outros abundantes e baratas, ndo requer
climatizacdo rigorosa em algumas situagdes (PUTZKE et al. 2004). Podendo ser

cultivado em muitas regibes do Brasil, apresentando elevada rusticidade, crescimento
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répido e investimento relativamente baixo quando comparado com outras espécies de
cogumelos (RAMPINELLLI, 2016).

Outra caracteristica do Pleurotus é, por crescerem em troncos de arvores ou
madeira morta, produzir um micélio branco e degradar tanto a lignina (um polimero
fendlico recalcitrante encontrado nos vegetais) quanto a celulose (SALES-CAMPOS,
2008). Esse processo de deterioracdo incide necessariamente de forma extracelular, uma
vez que os componentes dos materiais lignoceluldsicos devem ser inicialmente
despolimerizados até compostos menores que séo susceptiveis ao transporte pela parede
celular e ao metabolismo intracelular do fungo envolvido (ARAUJO, 2009).

A exclusividade de se utilizar o Pleurotus estd em seu complexo, com enzimas
como celulase, hemicelulase, ligninase, celobiase e lacase, dando a ele uma gama de
vertentes para ser trabalhado ndo somente como fonte de alimento com alto valor nutritivo
(BONATTI et al., 2004) mas também como produtores de enzimas, um dos maiores
setores da industria biotecnoldgica, que podem ser aplicadas em diferentes processos: na
indUstria de bebidas e alimentos, industrias téxteis, papeleiras e industrias farmacéuticas,
bem como em processos de biorremediac&o de solos contaminados por hidrocarbonetos
aromaticos, na degradacdo de poluentes ambientais e no tratamento de efluentes
industriais (RAMPINELLI, 2016).

1.3.2.2 Cultivo de Pleurotus

O cultivo de fungos do género Pleurotus pode ser realizado em meio sélido ou
em meio liquido. No meio s6lido incide no preparo da matriz (spawn), caracterizada pelo
crescimento micelial por meio de divisdo celular, que dura entre 20 a 30 dias. Nesse
processo faz-se necessario a preparagdo do substrato, que inclui os processos de
pasteurizacdo ou esterilizagdo e semeadura. O género Pleurotus cresce em uma ampla
variedade de residuos agro-florestais, tais como serragem, papel, palhas de cereais, milho,
bagaco de cana de aclcar, residuo de café, folhas de bananeira, residuo de agave, polpa
de soja, sem a necessidade de uma fermentacdo prévia do substrato, sendo considerado
um fungo degradador primario (SALES-CAMPOS, 2008; RAMPINELLI, 2016;
RAMPINELLI, 2009).

Apos a colonizacdo do substrato pelo micélio e em fungdo da presenca de luz,

maior aeracao e as vezes choque térmico, ocorre a inducdo dos primordios frutiferos, que
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sd0 pequenas saliéncias de cerca de um milimetro, que em 3 a 4 dias geram 0s corpos
frutiferos que podem ser colhidos (RAVEN et al., 2001).

Segundo Bonatti et al. (2004) e Rampinelli (2016), a produgéo dos Pleurotus em
meio solido (palhas, serragens e demais residuos agroindustriais) vem sendo muito

utilizado tanto para fins alimentares quanto para a extragdo de substancias terapéuticas.

Por outro lado, processo de cultivo em meio liquido pode ser conduzido de forma
descontinua, semicontinua e continua. Na maioria dos processos fermentativos
industriais, o processo descontinuo € o mais utilizado. Este processo é constituido de duas
etapas principais, o preparo do indculo e a fermentacdo. A primeira etapa tem por
finalidade preparar o microrganismo em condigdes apropriadas, de modo a garantir o
desenvolvimento adequado da segunda etapa, a fermentagdo. O cultivo submerso (em
meio liquido) de fungos filamentosos tem sido empregado industrialmente para a
producdo de uma grande variedade de metabolitos de importancia econdmica e social tais
como os antibidticos, enzimas, micotoxinas, vitaminas, polissacarideos com atividade
terapéutica, entre outros (BONATTI et al., 2004; RAMPINELLI, 2016).

1.3.3.3 Pleurotus ostreatus na biopolpacéo

Pleurotus ostreatus j& foi reportado como um fungo bastante importante para a
producdo de alimento, da mesma forma, ele se destaca no processo de pré-tratamento para
polpacéo, trata-se de sua implementag&o como “agente desfibrador” da biopolpagéo, vem
ganhando também o destaque no branqueamento de polpas celulésicas. Estas diferentes
aplicacbes proporcionam diversas pesquisas envolvendo a bioquimica e a biologia
molecular deste basidiomiceto (CUNHA, 2012; LARRAYA et al., 1999).

Cunha (2012) define P. ostreatus como um fungo de decomposic¢éo branca que
produz Lacase, MnP e peroxidases versateis (\VPs) como principais enzimas lignoliticas
dentro das condicGes de cultivo meio liquido e em meio sélido, incluindo madeira, farelo
de trigo, glicose, celulose e peptona. Este basidiomiceto pode ser incluido em um grupo
de fungos que degradam eficientemente a lignina in natura. Desta maneira, comporta-se
como um fungo seletivo capaz de degradar parte da lignina de um substrato vegetal

mantendo a celulose praticamente intacta e apropriada para polpacéo.

Os fungos do género Pleurotus conseguem fazer a degradacdo enzimatica da

porcdo lignocelulésica dos substratos pela elaboragdo de diversas enzimas
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lignoceluloliticas, desenvolvendo um grupo altamente degradativo, que agem sobre 0s
constituintes maiores de residuos ligninoceluldsicos como, a hemicelulose, a celulose, e
a lignina. Estas enzimas tém um grande valor para 0 mercado biotecnoldgico, devido a
sua aplicacdo direta nos processos de biopolpagcdo como também para a industria de
alimentos e de producéo de etanol (MENEZES, 2007). Nesse sentido, Valadares (2013)
ressalta a viabilidade do cultivo do Pleurotus ostreatus na habilidade de converséo de
residuos agroindustriais do tipo lignocelulolitico, através da biopolpag&o, que consiste no
processo de tratamento de biomassas oriundos de substratos vegetais, para facilitacdo dos

processos posteriores de polpagéo.

1.4 Enzimas

Enzimas sdo proteinas que apresentam atividade catalitica e que estdo presentes
em todas as células vivas, onde exercem a funcdo de catalisadores bioldgicos das reagdes
que compdem as vias catabdlicas e anabdlicas do metabolismo celular (VALADARES,
2013). A complexa estrutura molecular enzimatica é, majoritariamente, constituida por
uma parte proteica que pode estar integrada a outras moléculas, como carboidratos e
lipidios. S&o produzidas por todos os seres vivos, podendo ser obtidas de fontes vegetais,

animais e microbianas, com fungdes variadas (CUNHA, 2012).

As enzimas responsdveis pela degradacdo da lignina sdo a lacase e as
peroxidases como a lignina peroxidase e a manganés peroxidase. Lacases estédo dentro de
um pequeno grupo de cuproproteinas, conhecidas como oxidases azuis, elas s&o
responsaveis por catalisar a oxidagdo de compostos arométicos, pois sdo capazes de
extrair elétrons de um substrato aromatico. Nos fungos elas podem ser intra e extra
celulares (PAVAN, 2008).

A lignina peroxidase possui um grupo heme, e, portanto, sdo heme-proteinas. Séo
capazes de oxidar compostos fenolicos mediante a transformacdo dos fragmentos de
lignina que foram liberados previamente pelo manganés peroxidase. Esta Ultima é uma
enzima glicosilada que também possui um grupo heme e dependente do perdxido de
hidrogénio e manganés como doador de elétrons. Esse composto estd normalmente

presente em substratos lignocelulésicos (CUNHA, 2012).

Enzimas estdo presentes em varios processos industriais, como nas industrias
téxtil, farmacéutica, de alimentos e de papel e celulose. O surgimento de novos campos

de aplicagdo de enzimas, bem como o desenvolvimento de novas tecnologias que utilizem
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enzimas industriais, faz com que esta area seja de grande interesse cientifico. Segundo
estudos realizados por analistas de mercado da Freedonia Group Incorporated (2016) a
demanda mundial de enzimas crescera 6,3% ao ano, representando US$ 8,0 bilhdes em
2016, refletindo uma recuperagdo continua na economia mundial a partir da crise global
de 2009. O mercado de enzimas esta dividido em enzimas industriais (enzimas técnicas,
enzimas para industria de alimentos e enzimas para racdo animal) e enzimas especiais
(enzimas terapéuticas, enzimas para diagnostico, enzimas para quimica quiral e enzimas
para pesquisa) (MONTEIRO et al., 2009; RAMPINELLI, 2016).

1.4.1 Lacase - Lac

As lacases sdo polifenol-oxidases que contém geralmente trés atomos de cobre
em seu centro catalitico e sdo conhecidas como multicobre-oxidases. S&o polifenol
oxidases encontradas em plantas, insetos, bactérias e fungos, em especial, nos fungos da
podriddo branca da madeira (BALDRIAN, 2006; CUNHA, 2012). As lacases fungicas
sdo glicoproteinas de 520-550 amino&cidos que contém quatro ions cobre (Cu) dispostos
em trés sitios de ligagdo. Cada ion desempenha um papel importante na reacéo catalitica
que ocorre pela oxidagdo de um substrato fenolico, enquanto oxigénio molecular é
reduzido a dgua (ASSIS, 2015; KARP et al., 2012).

A lacase apresenta baixa especificidade por substratos, permitindo sua atuacéo
sobre uma grande variedade de compostos 0 que a torna uma enzima versatil e com
potencial para ser utilizada em varias aplicacdes biotecnolégicas industriais. Podem ser
empregadas em processos da inddstria de papel e celulose, téxtil, cosmética, na
detoxificagdo de esgoto, em sintese inorgénica, degradacdo de xenobilticos e
biorremediacéo, producéo de aglomerados de madeira sem agregantes toxicos e produgao
de detergentes (COUTO; TOCA-HERRERA, 2007).

Amortizar gastos de producdo é uma forma de expandir o trabalho com uso de
enzimas em processos industriais. A sofisticagdo da fermentacdo e do processo de
producdo é alvo de extensa pesquisa e, nesse sentido, o uso de residuos agroindustriais
como substratos alternativos em processos fermentativos vem sendo estudado por
diversos pesquisadores (BONFA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007). Assis (2015)
enfatiza que tais processos permitem agregar valor aos residuos, diminuem os custos de

producdo, além de removerem do ambiente material potencialmente poluente (SOCCOL
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etal., 2013). A biotransformacéo de residuos agroindustriais por fungos é uma alternativa
biotecnoldgica para obtencdo potencial de produtos com alto valor agregado e

subprodutos de interesse econdmico como as enzimas.

Rampinelli (2016) destaca que, lacases de cunho comercial, como a Denilite®
da Novozymes estdo sendo empregados na indUstria téxtil para retirada do corante indigo,
um processo que ndo prejudica o tecido e que resulta numa aparéncia lavada ou
manchada. A Novozymes ainda trabalha na comercializacdo de lacases sob 0s nomes
comerciais Novozym® 51003 e Suberase® muito utilizadas como biossensor e no
tratamento de rolhas de cortica para envase de vinhos, respectivamente (PERALTA et al.
2004; ANSELMO et al., 2008 apud BETTIN, 2010). A utilizacdo bem-sucedida de
lacases e 0 aparecimento de novos campos para a sua aplicagdo, bem como o
desenvolvimento de novas tecnologias que utilizem enzimas industriais, faz com que esta
area seja de grande interesse cientifico e demande a producéo de grandes quantidades de
enzima a baixo custo (RAMPINELLI, 2016).

As lacases sdo produzidas por diversos fungos, como 0s ascomicetos
Aspergillus, Neurospora e Podospora, o deuteromiceto Botrytis e os basidiomicetos
Collybia, Fomes, Lentinus, Trametes e o0 Pleurotus (CARABAJAL et al., 2012; JIN e
NING, 2013). Entre os fungos produtores de lacase, os basidiomicetos conhecidos por —
fungos da podridéo branca séo os mais eficientes na producédo da enzima (LOMASCOLO
et al., 2003).

Lacases sdo glicoproteinas capazes de catalisar reagbes de desmetilacéo,
importantes em processos de biodegradacdo de cadeias poliméricas, com subsequente
decomposicdo de macromoléculas de lignina pelo rompimento de anéis arométicos
(PERALTA etal., 2004). Essas enzimas séo capazes de catalisar a oxidagdo de compostos
fendlicos, carreando elétrons que séo utilizados na redugdo de oxigénio molecular a 4gua.
Além disso, catalisam reacdes de clivagem da ligacdo alquil-fenol, de ligagbes Ca-Cp ¢
de dimeros fendlicos de lignina, desmetoxilacdo, desmetilacdo, polimerizacdo e
despolimerizag&o, entre outras (BALDRIAN, 2006).

1.4.2 Manganés Peroxidase — MnP

As MnP séo heme-proteinas glicosiladas como mdltiplas isoenzimas. Em geral,

apresentam Mg em torno de KDa e ponto isoelétrico (pl) em pH inferior a 7.0
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(VALADARES, 2013). O ciclo catalitico das MnPs é semelhante ao da LiPs e inicia-se
com a sua oxidacdo por H.O, ou peroxidos orgénicos, que levam a enzima a um estado
de oxidacéo deficiente em dois elétrons denominado composto I. A reducdo da enzima
até a forma nativa ocorre através de dois passos sucessivos, por meio da formagéo de um
intermediario denominado composto Il. Enquanto o composto | pode ser convertido em
composto Il tanto na presenga de Mn?* quanto de outros doadores de elétrons com
potencial redox apropriado, a conversdo do composto Il até a enzima nativa ocorre
somente na presenca do Mn?*. Além disso, elevadas concentragdes de H.O- pode inativar
reversivelmente a enzima através da formacdo de outro intermedidrio denominado
composto Il (CARVALHO, 2009; HOFRITCHTER, 2002).

O Mn** formado durante a catalise, estabilizado por acidos organicos produzidos
pelo proprio fungo, pode abstrair elétrons de varios compostos organicos (incluindo
fenois, aminas aromaticas, compostos organicos sulfurados e acidos graxos insaturados)
de maneira inespecifica, levando & formagdo de radicais bastante reativos que podem
atacar estruturas recalcitrantes com alto poder de reducdo (CARVALHO, 2009;
HOFRITCHTER, 2002). Estes quelatos, pela acdo do Mn®*, podem levar a formagdo de

superdxidos, o qual se acredita ser uma fonte de perdxidos na auséncia de H»O..

A atuagdo da MnP na degradagdo da lignina esta ligada diretamente sobre
estruturas fendlicas e também em um sistema baseado na mediacéo por acidos graxicos
insaturados, que pela geracdo de radicais intermediarios reativos (radicais peroxil) tém

sido relacionados com a degradagdo de estruturas ndo fendlicas (HOFRICHTER, 2002).

1.4.3 Lignina Peroxidase - Lip

Segundo Pavan (2008) destaca que dentre as enzimas lignoniliticas, a Lip foi a
primeira a ser identificada em culturas de Phanerochaete chrysosporium crescido em
meio com limitacdo de nitrogénio (KIRK e FARREL, 1987). Esta enzima é relativamente
ndo especifica, sendo conhecida por oxidar substratos arométicos fenolicos e também
promover a clivagem oxidativa de ligacdes C-C e C-O-C em estruturas aromaticas ndo
fendlicas como modelos de lignina em uma gama de compostos organicos com potencial
redox acima de 1,4 V, na presenga de H.O2 (FARIA, 2010; WONG, 2009).

As Lip séo fortes oxidantes capazes de catalisar a reacdo de fendis e aminas

aromaticas, éter aromaticos e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Em acédo, a Lip é
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inicialmente oxidada por H2H2 a uma forma intermediaria, deficiente de 2 elétrons, aqui
denominado de composto I. O Composto 1, por sua vez, repete sua oxidagdo do substrato
pela remogdo de outro elétron, regenerando a enzima no seu estado inicial (PAVAN,
2008).

E um polimero constituido de unidades de fenil-propanas (Cs-Cs).
Diferentemente da celulose, a lignina ndo tem estrutura cristalina e é considerado um
polimero amorfo, cuja estrutura principal provéem da polimerizacdo dehidrogenativa
(iniciada por enzimas) dos seguintes precursores primarios: alcool trans-coniferilico e
alcool trans-para-cumérico. Ela também é considerada como um dos materiais mais
resistentes na natureza. Na biomassa vegetal, a lignina esta associada juntamente com a
celulose e hemicelulose, o que impede a degradacdo desses materiais, isto é, a lignina

confere a firmeza e rigidez ao conjunto de fibras de celulose (CUNHA, 2012).
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CAPITULO 2: CULTIVO DE Pleurotus ostreatus EM DIFERENTES RESIDUOS
DA BANANICULTURA

RESUMO:

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacdo de residuos da bananicultura, engaco e
pseudocaule, de diferentes cultivares de bananeira como substrato de cultivo para a
linhagem amazdnica Pleurotus ostreatus NATB. Residuos (engaco e pseudocaule) de
duas cultivares de bananeira (prata-ané e thap-maeo) foram utilizados para o cultivo de
P. ostreatus NATB, acessado da Micoteca do Laboratorio de Cultivo de Cogumelos, da
Coordenacdo de Tecnologia e Inovagdo do INPA. A linhagem flngica foi reativada em
meio BDA, e posteriormente incubada em meio composto de caldo de infusdo do residuo
da banana. A matriz terciaria ou spawn consistiu do residuo sélido sem suplementag&o,
devidamente autoclavados para incubagdo de fragmentos da matriz secundaria. Os
tratamentos foram realizados em sacos de PEAD com 1Kg dos residuos autoclavados,
umidificado a 75% e inoculados com 5% de spawn. Cada tratamento foi composto por
10 repetigdes incubados em camara a 25°C durante 30 dias. Foram avaliados 0s
pardmetros Eficiéncia bioldgica, rendimento e perda de matéria organica, bem como
analise fisico-quimica, mineral e composicdo centesimal dos substratos elaborados a
partir dos residuos da bananicultura (pré e pds-cultivo) e cogumelos. Os cogumelos
cultivados em substrato pseudocaule de prata-and apresentaram as maiores médias
percentuais em relacdo a eficiéncia, bioldgica e rendimento, porém a perda de matéria
organica ndo seguiu relagdo direta com estes parametros de produtividade,
comportamento que pode ser atribuido a outros fatores, como perdade CO- e dgua durante
0 processo. Os teores de nitrogénio foram diferentes estatisticamente entre os tipos de
substratos de mesma cultivar, ressaltando que os teores nos engagos foram superiores,
refletindo em cogumelos com maiores teores de proteina. Foi observado o incremento no
teor de proteina bruta nos substratos pos-cultivo, possivelmente explicado pela presenca
do micélio nos substratos. Houve decréscimo nos teores de carbono nos substratos e
estreitamento da relacdo C:N ocasionado pelo proprio metabolismo fungico durante a
sintese dos compostos necessarios ao seu desenvolvimento. Os substratos testados
resultaram em corpos frutiferos ricos em proteinas, fibras, cinzas e carboidratos e baixos
teores lipidicos e corpos frutiferos ricos em potéssio, calcio, magnésio, ferro e zinco.

Palavras-chave: Cogumelo comestivel, banana, cultivo.
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2.1 Introducéo
A producédo de cogumelos é considerada a segunda mais importante tecnologia

microbiana comercial ao lado das leveduras (PATHAK et al., 2009; SANCHEZ, 2010).
Os basidiomicetos compreendem a maioria dos cogumelos comestiveis e tém se tornado
cada vez mais importantes ndo somente por suas caracteristicas nutricionais, mas por suas
propriedades medicinais e nutracéuticas, por parte de bioativos e carboidratos (beta-
glucanas) (AVIN et al., 2012).

Dentre a diversidade de cogumelos comestiveis, os fungos do género Pleurotus
s80 capazes de crescer em uma grande variedade de residuos agricolas, degradando esses
residuos, e convertendo celulose, hemicelulose e lignina em compostos de menor peso
molecular, os quais sdo utilizados para o seu crescimento (RAJARATHNAM et al.,
1992). Além de sua qualidade protéica e da presenca de aminoécidos essenciais, 0
cogumelo Pleurotus ostreatus € uma fonte importante de carboidratos, fibras, minerais e
vitaminas, o que os promove a classe dos alimentos nutricionalmente ricos
(RAMPINELLI et al.,2010; SALES-CAMPQS,2008). O valor nutritivo dos cogumelos
depende da composicdo quimica do substrato utilizado e das condigdes de cultivo (SILVA
et al. 2007).

A escolha das fontes de carbono e nitrogénio s&o essenciais para 0
desenvolvimento do metabolismo fangico, pois a partir desses componentes, 0s fungos
retiram agucares que serdo assimilados para fornecer energia e também retira nitrogénio,
importante precursor de aminoécidos e proteinas (VIEIRA, 2012).

A maioria dos substratos que sdo utilizados para o cultivo dos cogumelos é
proveniente de residuos agricolas e agroindustriais, como gramineas, palhas, serragem de
eucalipto, bagacgo de cana e farelo de trigo (FURLANI e GODOY, 2005). Neste sentido,
a quantidade de residuos gerados a partir da cultura da banana é abundante, com valor
estimado de 30% de perdas pos-colheita, sem considerar os residuos gerados a partir do
pseudocaule, engaco, palha e folhas (CARVALHO et al. 2012). Esses residuos séo
considerados os mais importantes em termos de volume gerado e potencial fibroso, porém
sdo normalmente utilizados como adubag&o nos bananais (SOFFNER, 2001), podendo
ser utilizados como substrato de cultivo para cogumelos (CARVALHO etal, 2012; 2014).

De acordo com Eiraetal. (1997) e Sales-Campos (2008), o substrato para o cultivo
de cogumelos é um composto solido e seu preparo caracteriza-se COmo um processo
biotecnoldgico que utiliza materiais residuais tais como: residuos de animais e materiais

vegetais, dentre 0s quais 0s residuos agroindustriais tém obtido notoriedade.
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Quando se avalia a viabilidade da utilizag&o de substratos alternativos para cultivo
de cogumelos comestiveis é importante conhecer sua composicdo nutricional (SALES-
CAMPOS, 2008). A composicdo quimica desses cogumelos é afetada diretamente pela
composicdo do substrato, fator que permite a acumulagéo de determinados elementos
pelos mesmos, quando presentes no substrato (FIGUEIRO e GRACIOLLI, 2011).

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a utilizagdo de
residuos, engago e pseudocaule, de diferentes cultivares de bananeira como substrato de
cultivo para a linhagem amazonica Pleurotus ostreatus NATB e realizar a avaliagéo
fisico-quimica, composicéo centesimal e mineral dos substratos pré e pos-cultivo, bem

como do cogumelo produzido a partir dos residuos da bananicultura.

2.2 Material e Métodos
O estudo foi conduzido na Coordenacdo de Pesquisas em Produtos Florestais

(CPPF) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), nos Laboratério de

Cogumelos Comestiveis, Quimica da Madeira e Bioprospeccao de Produtos Naturais.

2.2.1 Residuos: Coleta, codificacdo e preparagédo

As duas cultivares de banana (prata-and e thap-maeo) e seus respectivos
residuos (pseudocaule e engaco) foram coletados junto a pequenos produtores rurais do
municipio de Parintins, estado do Amazonas, Brasil. Os residuos foram entdo codificados
em PSPA: pseudocaule de prata-and, ENPA: Engaco de prata-and, PSTM: pseudocaule
de thp-maeo e ENTM: engago de thap. O processamento primario constituiu em submeter
0 pseudocaule e o0 enga¢o de banana “in natura” a acdo mecanica de um triturador
organico Trap 200. Este material foi seco ao ar livre e acondicionado em sacos plasticos.
Os residuos triturados do pseudocaule e engaco foram autoclavados a uma temperatura
de 121 °C durante 1 horas para assepsia. Apos o resfriamento, foi destinada a formulagéo

de meio de cultura alternativo.

2.2.2 Coleta, secagem e preparacdo das amostras para andlises fisico-quimica,
centesimal e mineral.

Fracdes dos substratos pré e apds-cultivo foram retiradas para as andlises fisico-
quimicas, centesimais e minerais ap6s passarem por moinho de facas as 40 mesh.
homogeneizados por tipo de substrato e secos em estufa com ar circulante a 55 °C. Depois

de moidas foram armazenadas em frascos hermeticamente fechados e acondicionados em
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refrigerador. Da mesma forma, os cogumelos de cada tipo de substrato em que foram
cultivados foram processados, acondicionados em frascos hermeticamente fechados e
mantidos sob refrigeragdo para posteriores analises fisico-quimicas e da composicéo

centesimal e mineral.

2.2.3 Analises fisico-quimicas dos substratos elaborados, pos cultivo e cogumelos

As andlises fisico-quimicas avaliaram teores de matéria seca, umidade, carbono

organico, nitrogénio total, proteina bruta, relacdo carbono: nitrogénio e pH.

2.2.3.1 Determinacéo do Contetido de Umidade e Massa Seca

O conteldo de umidade das amostras foi determinado pelo método de
dessecacdo até a massa constante. As amostras foram pesadas em cadinhos de porcelana
e submetidas a secagem definitiva em estufa com circulacdo forcada de ar a 105 °C por
04 horas. Depois da obtengéo da massa seca 0s cadinhos foram pesados e registrados 0s

pesos. A umidade foi expressa em % através da formula:

M1 - M2
U% = -----mmmmmmmeeeee- x 100
M1

U = Percentual de umidade
M1 = Massa inicial da amostra

M2 = Massa final da amostra

A massa seca foi calculada como sendo MS% =100 - U

2.2.3.2 Determinacéo de Nitrogénio Total e Proteina Bruta

Para analise de nitrogénio total e proteina bruta aplicou-se 0 método de Kjeldahl
descrito por SILVA E QUEIROZ (2002), envolvendo trés etapas: digestdo, destilacdo e
titulagdo. As amostras foram digeridas por acido sulfurico até a convencdo em sulfato de
amonia: [(NHa)2 SO4]. Apds este processo, o sulfato de aménia foi destilado em destilador
de nitrogénio Marcone-MAO036 em meio bésico (NaOH 60%), liberando gas aménia
(NHa), o qual foi recolhido em &cido bdrico formando borato de amdnia (NHsH2BOs). O

borato de amdnia foi titulado com &cido cloridrico (HCI) 0,01N e os resultados foram
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expressos em % de nitrogénio e, consequentemente, a quantidade de proteina que a
mesma contém, utilizando-se a formula:
Nitrogénio % = (V x N x 0,014/M)x100

V: Volume de HCI gasto na titulagdo, mL
N: Normalidade: 0,01

M: Massa de amostra (g)

Para a conversdo de nitrogénio em proteina utilizou-se a formula a seguir,
considerando-se que 1009 de proteina contém, em média, 16% de nitrogénio: P% = N X

6,25 para o0s substratos e 4,38 para os cogumelos.

2.2.3.3 Determinacéo do teor de carbono orgénico

O carbono organico foi determinado pelo método Walkley Black, conforme
Mendonca et al., (2005), em que consiste na oxidagdo da amostra com solucdo de
dicromato de potéssio em meio &cido e titulacdo com sulfato ferroso amoniacal.
Conforme Sales-Campos (2008), trabalhou-se com 0,01g da amostra em vez de 0,59
devido a grande quantidade de carbono presente na amostra. A determinagdo da
quantidade de carbono deu-se pela oxidacdo do mesmo por via imida (dicromato + &cido
sulfurico) e a maximizacdo da oxidacdo por aquecimento externo. O resultado foi obtido

por duas formulas complementares:

A = [(Vba - Vam) (Vbn - Vba)/Vbn] + (Vba — Vam), onde:
Vba = volume gasto na titulagdo do branco controle com aquecimento;
Vbn = volume gasto na titulagéo do branco controle sem aquecimento;

Vam = volume gasto na titulagdo da amostra.

(A) (molaridade do sulfato ferroso) (3) (100)

%C =

Massa da amostra (mg)
3 = resultado da relacdo entre o nimero de mols de dicromato que reage com o ferro,
multiplicado pelo numero de mols de dicromato que reage com o carbono, multiplicado

pela massa atdmica do carbono (12); 100 = unidade de porcentagem.
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2.2.3.4 Determinacéo pH

Seguindo a metodologia (IAL, 2005) preparou-se uma suspensdo de 10 mL de
agua destilada e 1,0 g da amostra s6lida. Ap6s homogeneizacdo e repouso de 30 minutos
0 pH foi mensurado em potenciometro digital, previamente calibrado com as solugdes

padroes.

2.3 Composicéo centesimal dos substratos elaborados, p6s- cultivo e cogumelos

As andlises centesimais avaliaram: teores de fibra em detergente acido, fibra em

detergente neutro, lipidios, cinzas e carboidratos totais.

2.3.1 Determinacio de Fibra Detergente Neutro (FDN) e Fibra Detergente Acido
(FDA)

Inicialmente, os residuos das cultivares de banana foram triturados em moinho
de facas para ter sua granulometria reduzida a 0,5 mm. Em seguida, foram pesados cerca
de 0,35g da amostra em saquinhos de tecido TNT, sendo posteriormente lacrados em
seladora. Os saquinhos foram submetidos ao processo de lavagem com detergente neutro
(FDN) para a remog&o de gorduras, acidos graxos e outros componentes da parede celular.
As amostras permaneceram em banho termostatilizado por 70 min & 97 °C. Ao final do
tempo, ocorreu a lavagem das mesmas com &gua deionizada fervente por 5 minutos, em
trés vezes. Apds essa etapa, as amostras foram lavadas com acetona a fim de retirar a 4gua
das mesmas e, posteriormente, seguiram para secagem em estufa a 105 °C por 3h. Em
seguida, as amostras foram acondicionadas em dessecador, pesadas e submetidas ao
célculo por diferenga de massas.

A proxima etapa foi submeter as mesmas amostras a lavagem com detergente
acido (FDA). Para isso, foi necesséario submeter as amostras no banho termostétil por 60
minutos a 97 °C, seguido de lavagem com &gua e acetona. As amostras foram submetidas

novamente a secagem em estufa por 3h a 105°C e novamente pesadas.

2.3.2 Determinacao de lipidios
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As amostras dessecadas foram submetidas & extracdo com misturas de solventes
a frio, pelo método Bligh and Dyer em triplicatas. Nesta técnica os solventes utilizados
foram cloroférmio, metanol e agua. Neste processo, a amostra € misturada aos solventes
e a fase de cloroférmio contém os lipideos. Esta fase é separada apés a evaporagdo do
cloroférmio. A quantidade de lipideos é obtida por pesagem e os resultados s&o expressos
em gramas por 100g de amostra (CARVALHO et al., 2002).

2.3.3 Cinzas ou residuo mineral fixo

O teor de cinzas de uma amostra corresponde ao residuo mineral fixo, obtido apés
a decomposicdo de todos os componentes organicos. A analise consistiu em dessecacéo
das amostras, pesagem em torno de 1g em triplicata, carbonizacéo e calcinagcdo em mufla,
a 550°C. Os resultados foram expressos em % (A.O.A.C, 1997).

2.3.4 Carboidratos totais

Foram calculados por diferenca (100 — gramas totais de umidade, proteina,
lipidios e cinzas), inclui a fracdo fibra. O resultado € dado em termos percentuais
(LATINFOODS, 2002; NEPA, 2006).

2.4 Analise de macro e micro minerais do substrato elaborado, pés-cultivo e
cogumelo

As andlises minerais avaliaram os teores de macro e micronutrientes presentes nas

amostras. Todas as analises foram conduzidas em triplicata.

2.4.1 Procedimentos experimentais

Toda vidraria e recipientes para a armazenagem de solugdes foram lavados com
detergente, posteriormente imersos durante 24 horas em solugdo de HNOs 10%,
enxaguados com &gua deionizada, secos em capela de fluxo laminar e guardados em
compartimento fechado.

Todas as solugdes foram preparadas empregando-se 4gua deionizada em sistemas

de ultrapurificacdo Milli-Q, permitindo obter agua com elevado grau de pureza.
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Uma balanga anaitica da marca Mettler Toledo, com preciséo analitica de até
0,0001 foi utilizada para pesagem das amostras. Foram pesadas 0,5 gramas da amostra.
Todos as analises foram realizadas em triplicata.

Para digestdo das amostras foi utilizados um formo microondas de alta presséo,
modelo UltraWAVE, com pré-pressurizacdo da cavidade com nitrogénio (méximo 200
bar e 300°C) para contrabalancar a pressdo gerada no interior dos frascos de digestdo,
equipado com 12 frascos de disgestéo de 20 mL, de politetrafluoroetileno.

Visando a determinagéo simultanea de Cu, Mn, Zn, Ni, Fe, Co, Na, Ca, K, Mg foi
utilizado um ICP OES, modelo Icap 7000 SERIES, equipado com fonte de
radiofrequéncia de 27,12 MHz, que permite ajuste da poténcia aplicada de 750 a 1350 W,
policromador Echelle com densidade dptica de 52,19 linhas/mm, Optica purgada com
argbnio, que permite intervalo de trabalho de 166,25 a 847,0 nm, distancia de 383 nm,
com possibilidade de medida no modo de vista axial e/ou radial, e detector simultaneo
CID (Charge Injection Device). O gés utilizado para purgar a Optica e formar o plasma
foi argbnio 99,998%. O sistema de introducdo foi um nebulizador Burgener Mira Mist,
camara de nebulizagdo do tipo cicl6nica e tocha de quartzo do tipo desmontavel, com

didmetro do canal central de 2,0 mm. Os teores foram expressos em pg/g.

2.5 Cultivo de Pleurotus ostratus em diferentes substratos de bananeira
2.5.1 Linhagem fungica

A linhagem do fungo Pleurotus ostreatus NATB foi acessada da Micoteca do
Laboratdrio de Cultivo de Cogumelos, Labfungi, do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia — INPA, Brasil. Pequenos fragmentos foram inoculados assepticamente em

placas de Petri em meio BDA e incubadas por 7 dias a 25°C para reativacdo da colonia.

2.5.2 Matriz secundaria

Indculos (discos de 9 mm de didmetro) de Pleurotus ostreatus NATB
previamente miceliados em meio BDA foram transferidos para placas de Petri contendo
meio de cultura alternativo preparados a partir da infusdo dos residuos de bananeira
(pseudocaule e engago). Para obtencdo da matriz secundaria, que serviu como fonte de
indculo para a semente em meio de cultura elaborado a partir do residuo do pseudocaule
da cultivar thap-maeo (PSTM), pseudocaule da cultivar prata-and (PSPA), engago da

cultivar thap-maeo (ENTM) e 0 engaco da prata and (ENPA).
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Os meios de cultura foram preparados a partir da infusdo do substrato (100g)
em 1L de 4gua fervente, durante 30 minutos (Sales-Campos, 2008). O Meio foi filtrando
em algodao e completado o volume para 1L. Os diferentes meios foram autoclavados a
121 °C durante 60 minutos e em seguida em ambiente totalmente estéreo foram vertidas
em Placas de petri e p6s solidificacdo inoculado em camara de fluxo laminar e encubado
a 25°C em BOD.

2.5.3 Matriz terciaria

A matriz foi elaborada a partir da metodologia proposta por Sales-Campos
(2008). Os residuos secos e triturados foram umidificados a 75% e depositados em frascos
de vidro de 1800 mL, na quantidade de 500 g, os quais foram fechados e autoclavados a
121°C durante 60 minutos. Apos o resfriamento, em condicGes estéreis, foram inoculados
nos frascos de vidro, fragmentos de micélio da matriz secundaria de acordo com 0s
substratos preparados (PSTM, PSPA, ENPA, ENTM). Os frascos foram fechados e

mantidos em BOD a 25 °C até a completa colonizacéo do substrato pelo fungo.

2.5.3 Cultivo de Pleurotus ostreatus NATB

Os substratos para o crescimento fangico foram elaborados utilizando os
residuos secos e triturados (pseudocaule e engago) realizando-se quatro tratamentos
(PSPA, PSTM, ENPA, ENTM), com 10 repeti¢es para cada tratamento. A umidade do
substrato foi ajustada para 75%. Né&o foi adicionado CaCOs, pois 0 pH da mistura ndo
necessitou de correcdo e nem adicionada fonte de suplementacdo. Os substratos foram
inseridos em sacos do tipo PEAD (polietileno de alta densidade), em seguida vedados e
autoclavados durante 1 hora. Apés o resfriamento dos sacos, porcdes retiradas da matriz
terciaria foram inoculadas em camara de fluxo laminar nos sacos com substrato. Os sacos
receberam um respiro de esponja sintética para facilitar as trocas gasosas e foram
inseridos aleatoriamente em uma camara com temperatura e umidade controladas, 80%
de umidade e 25°C de temperatura. Os tratamentos foram incubados no escuro para
miceliacdo. A partir do inicio dos primérdios adotou-se fotoperiodo a cada 12 horas para

frutificacdo do cogumelo.
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Figura 7: A — Cultivo; B — colheita; C — basidiomas de P. ostreatus

A produtividade dos cogumelos foi expressa através do calculo da Eficiéncia
Bioldgica durante o cultivo. Eficiéncia biolégica (EB) representa o percentual de

conversdo de substrato em biomassa fungica (cogumelos).

Massa fresca de cogumelos (g)
EB (%) = X100

Massa seca de substrato (g)

A Perda de matéria organica (PMO) é o indice que avalia a decomposic¢ao do
substrato pelo fungo. Tal indice € baseado na perda da matéria organica decomposta pelo
fungo que é determinado através da diferenga entre a massa seca do substrato inicial, e a
massa seca do substrato residual. A PMO foi avaliada conforme Sturion, (1994), expressa
pela seguinte formula:

Massa seca do substrato inicial — massa seca do substrato pds cultivo (g)
PMO (%) = X 100

Massa seca do substrato inicial (g)

O rendimento (g/kg) de Pleurotus ostreatus foi calculado através da massa
fresca de cogumelo produzido pela massa fresca de substrato utilizado.
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Massa fresca de cogumelo produzido (Q)
R (%) = X 100

Massa fresca do substrato inicial (kg)

2.5.4 Colheita

Foi estabelecido o limite de 30 dias de cultivo, a determinacdo do ponto de

colheita foi realizada de forma visual, conforme descrito por Sturion (1994).

2.5.5 Avaliagao bioldgica

Durante o cultivo, foram analisadas as seguintes variaveis: crescimento micelial
do fungo (tempo de colonizacdo do substrato), periodo de emissdo dos primordios,
frutificagdo, nimero de fluxos. Foram mensurados: didmetro do pileo e tamanho do estipe

do cogumelo cultivado nos diferentes substratos de bananeira.

2.6 Analise Estatistica

Foi utilizado o softwer Bioestat 7.0 para leitura dos dados. O experimento foi
inteiramente casualizado. Foram comparadas as médias entre 0 mesmos tipos de substrato
(pseudocaule ou engago) e dentro de substratos de uma mesma cultivar de bananeira. Foi
utilizado o teste ANOVA para anélise de variancias e o teste de Tukey para contraste das
meédias (p<0,05).

2.7 Resultados e Discussao

2.7.1. Analise fisico-quimica de substrato pré e poés-cultivo
A Tabela 1 apresenta os resultados das analises fisico-quimicas pré e pés-cultivo:
carbono, nitrogénio, relagdo C:N, matéria seca e pH. O conhecimento desses parametros
se faz necessério para o conhecimento da constitui¢do quimica do substrato, e partir disso
o conhecimento do comportamento fisioldgico da linhagem fungica.
O resultado para o conteGdo de nitrogénio nos substratos pré-cultivo
apresentaram-se maior nos substratos nos engagos das cultivares, com maior teor

observado no engago da cultivar prata-and (PSPA) com 1,05% de nitrogénio, seguido da
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media em engaco da cultivar thap-maeo (ENTM) 0,98%. Os menores teores foram
observados nos pseudocaules das duas cultivares (PSPA e PSTM), ambos com 0,75% de
nitrogénio (Tabela 1).

Rampinelli (2016) testando agua de imersdo e o po da casca da banana para
crescimento de P. sajor-caju encontraram percentuais médios de nitrogénio de 2,84 +
0,25 % e 2,49 + 0,27 %, respectivamente em substratos pré-cultivo. Estudos de Moda
(2013) utilizando bagaco de cana-de-agucar lavado sem suplementacéo para o cultivo de
P. sajor-caju encontrou teores de 0,48% de nitrogénio.

Aguiar (2016) testando diversos substratos agroindustriais amazonicos e
madeireiro, relatou teores de nitrogénio de 0,15% (pinus) a 0,45% (agai, castanha e
tucumd) em matérias-primas para formulacéo de substratos para cultivo de P. ostreatus.
Vieira (2016) utilizando a palha de cana e farelo de trigo para producéo de P. ostreatus
relatou percentuais de nitrogénio de 3,20 e 0,95% respectivamente.

Silva et al. (2007) ao estudarem diferentes composi¢Oes de substrato a base de
capim coast-cross, bagaco de cana, farelo de trigo e uréia, para o cultivo axénico de P.
sajor caju, verificaram que as composi¢des que apresentavam teores de nitrogénio
superiores a 1,3% inibiram a colonizagdo do substrato.

A quantidade de nitrogénio pode afetar diretamente o comportamento do
cogumelo. Donini et al., (2005) relata que altas concentragcdes do elemento podem
desfavorecer a degradagéo da liginina da parede celular pelo fungo, podendo retardar ou
mesmo inibir a corrida micelial. Graciolli et al., (2010) enfatiza que o excesso de N
mineral ou orgénico pode inibir a sintese de enzimas que degradam a lignina.

Outro fator estudado, foi a relagdo C:N, que foram superiores nos substratos
elaborados com pseudocaules, com maior média em substrato prata-ana (43,79%) (Tabela
1). Por outro lado, os engacos apresentaram menor relacéo, pois apresentaram maiores
teores de nitrogénio. A relagdo C:N é fundamental para o entendimento dos fatores de
produtividade, uma vez que o metabolismo flngico depende grandemente desses
parametros.

Em estudos de Carvalho et al., (2012) trabalhando com quatro cultivares de
bananeira e diferentes residuos (pseudocaule, folha e pseudocaule + folha) encontraram
resultados superiores para carbono, nitrogénio e consequentemente a relagdo C:N nos
substrato pré-cultivo. Os autores registraram 47,8 e 45,9% para o teor de carbono e 1,1%
para o teor de nitrogénio em substratos a base de pseudocaule de thap-maeo e prata-ana

respectivamente.
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A relagcdo C/N do substrato € um fator importante no cultivo de Pleurotus e
interfere tanto na colonizagdo do substrato, como na producdo de cogumelos
(PHILIPPOUSSIS et al., 2001). No cultivo axénico, isto €, quando o substrato é
submetido a uma esterilizacéo, a relacdo C/N ideal esta entre 20 a 50/1 (EIRA, 2004).
Estando nossos resultados em conformidade.

Nesse sentido, Figueiro et al., (2011), investigando a influéncia da composicéo
quimica do substrato no cultivo de Pleurotus florida, dentre eles a folha da bananeira,
relatou o percentual de 20,2 para este substrato referente a relagdo C:N e 44,2 e 46,2 para
palha de arroz e palha de feijdo respectivamente. Na ocasido os autores atribuiram o
favorecimento do cultivo de P. florida a diversos fatores, dentre eles, a relagdo C/N em
torno de 45. O que corrobora com os percentuais de C:N dos substratos a base de
pseudocaules.

O conteldo de matéria seca nos substratos pré-cultivo variaram de 89,13 a
90,59%, em paralelo os teores de umidade variaram de 8,17 a 10,87% (Tabela 1),
considerado teores relativos & matéria seca, propicio para um maior tempo de durabilidade
e armazenagem, por ndo favorecer o desenvolvimento de microorganismos
contaminantes. Semelhantemente Rampinelli (2016) encontrou teores de 8,7% de
umidade em cascas de banana utilizadas no cultivo de P. florida. Fonseca et al. (2013)
observou teores de 9,61% em residuos de casca de cupuagu.

No que diz respeito ao pH nos substratos pré-cultivo, os pseudocaules
apresentaram faixas 5,91 e 5,14 para prata-and e thap-maeo respectivamente, por outro
lado, 0s engagos apresentaram faixas superiores, 6,5 e 6,0 para os substratos supracitados
(Tabela 1). Esse parametro influéncia na solubilidade dos nutrientes presentes no
substrato e o transporte destes para as celulas fangicas, além disso pode influenciar as

reagdes enzimaticas desenvolvidas durante o metabolismo (CHEN et al. 2014).
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Tabela 1 - Resultado das analises fisico-quimicas dos substratos elaborados pré e pos cultivo: nitrogénio (N), carbono (C), relagdo C:N, matéria seca (MS),
Umidade (U) e pH.

Cultivar Substrato. N% C% C:N MS % U % pH
SSPA 0.75Bb 32.91 Aa 43.79 Aa 90.59Ab 9.41Ab 5.91
(0.05) (1.23) (0.92) (0,17) (0.17) (0.5)
Prata-and S
= 1.05 Aa 30.58 Bb 28.96 Bb 89.13Aa 10.87Aa 6.50
3 ENPA
d (0.05) (1.50) (0.86) (0.11) (0.11) (0.82)
o
I 0.75Ba 32.62 Aa 43.48 Aa 91.83Bb 8.17Bb 5.14
© PSTM
2 (0.004) (1.45) (1.23) (0.13) (0.13) (0.2)
Thap-maeo 5
7z 0.98 Aa 32.07 Aa 32.68 Ab 89.57Aa 10.43Aa 6.02
ENTM
(0.06) (1.12) (0.88) (0.12) (0.12) (0.65)
oSPA 1.02 Aa 20.21 Bb 19.81 Ba 87.19Ba 12.81Ba 4,70
. (0.02) (0.77) (0.87) (0.04) (0.04) (0.3)
Prata-ana o
2 ENPA 1.14Ba 24.61 Ba 19.22 Aa 87.28Ba 12.72Ba 5,80
3 (0.02) (1.27) (1.12) (0.19) (0.19) (0.6)
[72]
Ne)
2 0.89 Bb 21.91 Ab 34.10 Aa 82.76Bb 17.24Aa 4.14
I PSTM
Thap-maeo % (0.09) (0.47) (0.73) (0.05) (0.05) (0.5)
@ ENTM 1.53 Aa 26.76 Aa 12.92 Bb 83.87Aa 16.13Aa 5.00
(0.09) (1.78) (1.03) (0.05) (0.05) (0.45)

Substratos pré-cultivo e pds-cultivo (pseudocaule e engaco) de duas cultivares de bananeira (thap-maeo e prata-and). PSPA e PSTM: substratos elaborados a
partir do pseudocaule de prata-and e thap-maeo respectivamente. ENPA e ENTM : substratos elaborados a partir dos engacos de prata-and e de thap-maeo
respectivamente. Valores entre parénteses referem-se ao desvio padrdo. Letras mailsculas comparam médias dentro de um mesmo tipo de substrato de bananeira;
letras mindsculas comparam médias dentro de substratos de uma mesma cultivar. Média de trés repeticdes. Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre
si (Tukey, 5%)
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Em relacdo ao teor de carbono que inicialmente variou de 30,58 (ENPA) a 32,91
(PSPA), quando comparado aos teores nos substratos pos-cultivo, foi observada redugéo
desta varidvel. O decréscimo no teor de carbono foi superior nos substratos constituidos
por pseudocaule de prata-and e menor nos substratos a base de engago de prata-ana
(Tabelas 1). Nos substratos & base de pseudocaule da cultivar thap-maeo também houve
perda de carbono, com aumento nos teores de nitrogénio. Ocasionado pelo consumo
fungico, que necessita de maior quantidade de material lignocelulésico para o seu
metabolismo, em contrapartida 0 aumento do teor de nitrogénio, para a maioria dos
substratos, pode ser atribuido & presencga de micélio do fungo.

De acordo com Zadrazil (1978) e Sturion (1994), a redugdo ocorre em funcéo do
maior consumo dos componentes polissacarideos e da lignina no processo de formacéo
dos basidiomas, provocando consideravel diminuicdo do teor de carbono e perda de CO2
durante a sintese do substrato.

Em estudos de Bonatti (2003), utilizando a palha de bananeira, apds um fluxo
produtivo de P. ostreatus houve um aumento no teor de nitrogénio. Em experimentos
com a palha de arroz, ap6s um fluxo produtivo de P. ostreatus e P. sajor caju apresentou
um aumento no teor de nitrogénio de 35,7% e 37,5%, respectivamente. O autor relacionou
0 aumento do teor de nitrogénio ao crescimento do micélio sobre o substrato, que apds o
cultivo, agregou a composic¢ao micelial nos seus resultados.

Resultado semelhante foi obtido por Belewu e Belewu (2005) quando cultivaram
Volvariella volvaceae em folha de bananeira. Belewu (2006) atribuiu 0 aumento de N no
substrato residual apés o cultivo de P. ostreatus a proteina fungica, quando utilizaram
residuo do algodoeiro e serragem de masonia para o cultivo deste fungo.

Vale ressaltar que ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste de Tukey (p<0,05)
houve diferencas estatisticas entre substratos de mesma cultivar em relacdo aos teores de
carbono e nitrogénio, comprovando a diferenga na composicdo dos substratos de
individuos de mesma espécie.

Outra mudanca ocorrida foi a diminuigdo do pH em todos os substratos, deixando-
0s mais &cidos. Os pseudocaules apds o cultivo apresentaram faixas de pH proximo a 4 e
0s engagos em torno de 6 (ENTM) e 6,5 (PSPA) (Tabela 1). P. ostreatus a medida que
degradou o substrato também diminuiu o pH do mesmo, indicando que o0s nutrientes
foram solubilizados por reagdes enziméticas, o que permitiu que os nutrientes ficassem

disponiveis.
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2.7.2 Analise centesimal dos substratos pré e pés-cultivo

Os teores de proteina bruta, FDN, FDA, lipidios, cinzas e carboidratos totais dos
substratos pré e pds-cultivo estéo apresentados na Tabela 2.

Os teores de proteina bruta nos substratos pré-cultivo variaram, uma vez que €
calculado a partir do teor de nitrogénio total. Variando de 4,69% a 6,13%, sendo que 0
menor teor foi observado no pseudocaule de prata-and e 0 maior teor para 0 engaco da
referida cultivar. Vale ressaltar que ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste de Tukey
(p<0,05) houve diferencas estatisticas entre substratos de mesma cultivar em relagéo aos
teores de nitrogénio e proteina bruta, comprovando a diferenca na composicdo de
diferentes partes da planta.

Os percentuais de fibra detergente neutro (FDN) nos substratos pré-cultivo,
variaram de 63,52 a 74,95%, sendo que o menor teor foi observado em substrato
pseudocaule de thap-maeo e o maior teor no substrato pseudocaule de prata-and. J4 em
relacdo a fibra detergente acido (FDA) nos substratos pré-cultivo, pseudocaule de prata-
ana apresentou o maior teor (52.29%) e pseudocaule de thap-maeo o menor teor
(47,14%).

Teores inferiores foram observados por Carvalho et al., (2014) estudando quatro
cultivares de bananeira para o cultivo de P. ostreatus, dentre elas prata-ané e thap-maeo.
Percentuais iniciais de FDN para os substratos pseudocaule de prata-anéd e pseudocaule
de thap-maeo foram de aproximadamente 72% para ambas as cultivares. J& os teores de
FDA iniciais dos pseudocaules de prata-anéd e thap-maeo observados foram 48 e 39%
respectivamente. Mostrando-se diferentes dos resultados da presente pesquisa.

A anélise para determinar os valores de Fibra Detergente Acido (FDA) visa
estimar os constituintes menos sollveis da parede celular da matéria prima, tais como:
celulose, lignina, nitrogénio insollvel, cinzas insoltveis em &cido e silica (CARVALHO
et al., 2014). Ja a Fibra Detergente Neutro € constituida basicamente de celulose,
hemicelulose, lignina, proteina lignificada e cinzas insoltveis (SOUZA; NOGUEIRA,
2005).

Os teores de lipidios para os substratos iniciais variaram de 0,75 a 0,93%, 0 menor
teor atribuido ao substrato pseudocaule de prata-and e 0 maior aos substratos engaco de
prata-and e engaco de thap-maeo. Em todos os substratos estudados o percentual ficou

abaixo de 1%, mostrando-se um teor baixo quando comparado aos dados da literatura.
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Em estudos de Carvalho et al., (2014) foi observado percentuais superiores para
0s substratos iniciais de pseudocaule de prata-and (1,72%) e thap-maeo (2,51%). No
estudo os maiores teores ocorreram nas folhas de cultivares de bananeira.

O teor de cinzas variaram nos substratos iniciais de 6,45 (PSTM) a 11,07%
(ENPA). Indicando que o substrato é rico em minerais, ja que o teor de cinzas mostrou-
se elevado, com destaque para os teores encontrados nos engagos, com destaque para
prata-and (PSPA). A composicdo quimica do substrato influencia diretamente na
composicdo do cogumelo produzido, permitindo o acimulo de determinados elementos
minerais nos basidiomas.

Oposto aos nossos resultados, Carvalho et al., (2014) alcangou resultados
inferiores nos pseudocaules estudados, aproximadamente 4% para prata-ané e 2,5% para
thap-maeo para os substratos pré-cultivo.

Os carboidratos totais nos substratos pré-cultivo, que incluem a fragdo fibra,
oscilaram de 70, 52% (ENPA) a 79,63% (PSTM), estando presentes em maiores
quantidades nos pseudocaules (Tabela 2).

Nesse sentido, o conhecimento da composigéo do substrato elaborado para cultivo
de cogumelo é importante para o conhecimento da resposta do microrganismo e suas
implicacdes. De acordo com Furlani (2004), dentre os muitos fatores que podem

influenciar o valor protéico dos cogumelos talvez o mais importante seja o substrato.
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Tabela 2 - Composicao centesimal do substrato pré e pos-cultivo de Pleurotus ostreatus.

Cultivar Substratos PB % FDN % FDA% Lipidios% Cinzas%  Carboidratos Totais
469Ab 7495 Aa 52.29 Aa 0.75 Bb 7.53 Ab 77.60 Ba
PSPA 0.34
g (0.34) (0,50) (1,07) (1,20) (0,48) (0,56)
Prata-Ana = 6.60 B
3 .60 Ba 73.15 Ab 50.56 Bb 0.93 Aa 11.07 Ba 70.52 Bb
& ENPA 0.23
5 (0.23) (0,80) (0,55) (0,53) (0,20) (0,36)
(@]
© 4.90 Ab 63.52 Bb 47.14 Bb 0.83 Ab 6.45 Bb 79.63 Aa
3 PSTM 0.02)
Thap- 3 : (8,35) (6,75) (0,60) (0,22) (2,31)
Maeo 6.13 Ba 72.75 Aa 52.28 Aa 0.93 Aa 8.41 Aa 74.08 Ab
ENTM
(0.40) (1,20) (1,04) (0,86) (0,25) (0,57)
PSPA 6.38Ab  £5og A 42.81Aa 0.64 Aa 2157 Aa 58.59 Ab
S 0.22 0.33 1.02 0.56 0.12 0.33
Prata-And E (0.22) (0.33) (1.02) (0.56) (0.12) (0.33)
3 ENPA 7.15 Ba 49.04 Ab 42.33Aa 0.36 Bb 15.80 Bb 63.97 Aa
g (0.22) (0.75) (2.03) (0.06) (0.05) (0.50)
2 6.45 Bb 54.6 Ba 41.92Ba 0.51 Bb 18.55Ba 59.25 Aa
© PSTM
Thap- 3 (0.05) (0.76) (0.78) (0.14) (0.32) (0.30)
>
Maeo 7 9.57 Aa 50.69 Ab 40.76Bb 0.66 Ba 18.43 Aa 54.80 Bb
ENTM
(0.01) (0.81) (1.10) (1.16) (0.21) (0.48)

Composicdo centesimal dos substratos pré e pos-cultivo (pseudocaule e engaco) de duas cultivares de bananeira (thap-maeo e prata-and). PSPA: substrato
pseudocaule de prata-and; ENPA: substrato engaco de prata-and; PSTM: susbstrato pseudocaule de thap-maeo; ENTM: substrato engaco de thap-maeo. Valores
entre parénteses referem-se ao desvio padrdo. Letras mailsculas comparam médias dentro de um mesmo tipo de substrato de bananeira; letras mintsculas
comparam médias dentro de substratos de uma mesma cultivar. Média de trés repeticGes. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

69



Qauando comparados o0s teores centesimais entre substratos iniciais e finais, foi
observado o aumento no teor de proteina bruta nos substratos pos-cultivo (Tabela 2), com
destaque para o substrato engaco da cultivar thap-maeo que apresentou aumento 35,9%,
seguido do aumento em substrato pseudocaule de prata and com 26% e substrato engaco
de prata and com aumento de 7.7%.

Corroborando com os resultados da presente pesquisa, Gongalves et al., (2010)
utilizando residuos da industria de algod&o, observou que houve aumento do teor de
proteinas durante o cultivo do Pleurotus de todos os substratos testados, possivelmente
relacionado & producdo de proteina microbiana, durante o processo de crescimento
micelial, na colonizagéo do substrato.

Estudos de Motato et al., (2006) utilizando como substratos folhas de bananeira e
serragem de jequitiba para o cultivo de P. djamor também relatam aumento no teor de
proteinas nos substratos, registrando percentual inicial de 1,2 % e apds o cultivo 5,1%,
aumento de 76% de proteina.

Por outro lado, Duprat (2012) utilizando bainhas e folhas de pupunheira para o
cultivo de P. ostreatus notaram reducdo nos teores de proteinas dos substratos finais
quando comparados aos substratos iniciais dos diferentes tratamentos (bainha, folha e
bainha + folha 1:1). A autora relatou decréscimo no substrato bainha de 3,84 para 3,33 %
de proteina, decréscimo no substrato folha de pupunheira de 7,51 para 5,74% e também
na formulacéo bainha + folha de 4,15 para 2,77% de proteinas. Situagdo similar aos dados
observados para os substratos a base de pseudocaule de thap-maeo que registrou 10% de
queda no teor de proteina bruta.

Os percentuais de fibra detergente neutro (FDN) no susbtrato pos-cultivo
também variaram de 49,04 a 55,98% (Tabela 2), sendo que o menor teor foi observado
em substrato engago de prata-and e 0 maior teor no substrato pseudocaule de prata-ana.
J& em relacdo a fibra detergente acido (FDA) nos substratos pds-cultivo, pseudocaule de
prata-and apresentou o maior teor (42,81%) e engago de thap-maeo o menor teor (40,76%)
(Tabela 2).

Teores inferiores foram observados por Carvalho et al., (2014) estudando quatro
cultivares de bananeira para o cultivo de P. ostreatus, dentre elas prata-ané e thap-maeo.
Percentuais iniciais de FDN para os substratos pseudocaule de prata-anéd e pseudocaule
de thap-maeo foram de aproximadamente 72% para ambas as cultivares. J& os teores de
FDA iniciais dos pseudocaules de prata-anéd e thap-maeo observados foram 48 e 39%

respectivamente.
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Quando comparados as médias iniciais e finais (Tabela 2) observa-se a redugio
do teor de fibras FDN e FDA em todos os substratos utilizados no cultivo de P.ostreatus
NATB. Fato semelhante observado também por Carvalho et al., (2014), porém com
menor percentual de reducéo, apresentando teores finais de FDN de 47% e 52% para 0s
pseudocaules de prata-and e thap-maeo e teores finais de FDA de 39 e 37%
respectivamente.

A analise para determinar os valores de Fibra Detergente Acido (FDA) visa
estimar os constituintes menos sollveis da parede celular da matéria prima, tais como:
celulose, lignina, nitrogénio insollvel, cinzas insoltveis em &cido e silica (CARVALHO
et al., 2014). Ja a Fibra Detergente Neutro € constituida basicamente de celulose,
hemicelulose, lignina, proteina lignificada e cinzas insoluveis (SOUZA; NOGUEIRA,
2005).

De acordo com Castro (2003) reducdes nos teores de FDA e FDN no substrato
residual sdo esperadas, pois fungos do género Pleurotus sp., tem a capacidade enzimatica
de degradar componentes da parede celular presentes em matéria prima de origem
vegetal.

Pesquisas de Holtz (2008), utilizando residuos de algoddo da inddstria téxtil
como substrato para P. ostreatus, também observou a reducdo no teor de fibras antes
(66,2%) e apos (54,88%) o cultivo com o fungo. Fato semelhante ao observado por Duprat
(2012) nos substratos bainha, folha e bainha e folha de pupunheira quando cultivados com
P. ostreatus. Gongalves et al., (2010) utilizando como substratos residuos de algod&o da
industria téxtil para o cultivo de P.sajor-caju também observou queda nos percentuais de
FDN e FDA entre os substratos iniciais e pés-cultivo nas diferentes formulag@es testadas.

Quando os substratos iniciais e finais s&o comparados observa-se a reducéo dos
teores de lipidios (Tabela 2), possivelmente sintetizado para producéo do basidioma.

Em estudos de Carvalho et al., (2014) também foi observado redugéo dos teores
de lipidios em todos os substratos estudados. Vale ressaltar que os autores observaram
percentuais superiores para 0s substratos iniciais de pseudocaule de prata-ana (1,72%) e
thap-maeo (2,51%). No estudo os maiores teores ocorreram nas folhas de cultivares de
bananeira.

Semelhantemente pesquisas de Motato et al., (2006) relatam a reducédo do teor
lipidico de substratos de bananeira quando cultivados com P. djamor. Em pesquisas com
P.ostreatus cultivados em residuos palha de bananeira, bainhas e folhas de pupunheira e

substratos formulados a partir de residuos da agroindustria amazonica e madeireiros
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também foram observadas redugbes nos teores lipidicos dos substratos iniciais
(STURION, 1994; DUPRAT, 2012; SALES-CAMPOS, 2008).

O teor de cinzas nos substratos pos-cultivo variaram de 15,8 (ENPA) a 21,57%
(PSPA). Carvalho et al., (2014) observou teores de 8,5 para PSPA e 10% para PSTM ap06s
cultivo com P. ostreatus. Segundo Sturion (1994) o aumento no teor de cinzas apds o
cultivo, é devido a utilizagdo da matéria organica pelo fungo.

Duprat (2012) também observou em seus estudos o aumento do teor de cinzas
apods o cultivo com P. ostreatus em residuos de pupunheira. Silveira (2003), cultivando
P. ostreatus em palha de bananeira, ap6s um fluxo produtivo abservou aumento de 17%
no teor de cinzas nos substratos pos-cultivo e Okano et al. (2007), no cultivo de Pleurotus
eryngii em bagaco de cana de agucar.

Os carboidratos totais nos substratos pos-cultivo oscilaram de 54, 80% (ENTM)
a 63,97% (ENPA). Quando comparados aos teores iniciais e finais também foram
observadas redugdes. Possivelmente a reducéo ocorre devido o consumo do substrato e
suas fontes pelo fungo durante o crescimento, bem como pelo aumento da prdpria
degradacdo do meio, que poderia deixar esses acucares mais disponiveis (SALES-
CAMPOS et al., 2010).

2.7.3 Analise mineral de substrato pré e pés-cultivo
Os teores minerais dos substratos pré e pds-cultivo estdo apresentados na Tabela
3. O conteudo mineral dos substratos pré-cultivo variaram consideravelmente entre as
cultivares de bananeira estudadas, sendo observadas diferencas estatisticas significativas
entres residuos de diferentes cultivares e entre residuos pertencentes a uma mesma
cultivar. Os substratos elaborados mostraram-se ricos em potéassio, calcio, magnésio e
ferro, com destaque para os altos teores de potassio.

De acordo com Borges e Oliveira (2000), a bananeira é rica em nutrientes,
principalmente potassio (K). No entanto, ocorrem diferencas entre cultivares e até mesmo
dentro de um grupo gendmico nas quantidades absorvidas, em razdo das caracteristicas
genéticas, dos teores de nutrientes no solo, do tipo de manejo, entre outros. Esse nutriente
é um importante regulador da atividade celular promovendo a sintese de carboidratos e
de proteina.

J& 0 magnésio tem relagBes de equilibrio com célcio e potassio durante o
desenvolvimento da planta, que refletem nos bons rendimentos do cultivo da bananeira e
acimulo em partes diferentes do vegetal (SOUSA; MIRANDA,; OLIVEIRA, 2007;
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FAQUIN, 2005). No presente estudo os altos teores de potassio, calcio e magnésio
apresentaram-se equilibrados nos diferentes substratos elaborados a partir dos residuos
de diferentes partes da planta.

As espécies do género Pleurotus apresentam exigéncias de Ca particularmente
elevada (ROYSE, 1992) que favorecem a eficiéncia bioldgica do cogumelo. A
importancia do Ca no crescimento dos fungos é atribuida ao seu papel na ativacéo
enzimética, enquanto Mg é importante no metabolismo pela producdo de ATP (GRIFTIN,
1994).

Quando observado os teores de potéssio entre pseudocaule e engaco da cultivar
thap-maeo, nota-se maiores teores no pseudocaule (27.59 g/kg). Segundo Moreira e
Fageria (2009), o acimulo total de K na parte aérea da bananeira cultivar Thap - maeo é
maior no pseudocaule, sequido de frutos, folhas, engago + bracteas e restos florais.

Em relagdo aos micronutrientes, o engago de prata-and apresentou o maior teor
de zinco (84,9 mg/kg) niquel (2,9 mg/kg) e manganés (24,4 mg/kg). J& o pseudocaule da
cultivar prata-ana apresentou os maiores teores de Fe (316,0 mg/kg), porém todos muito
abaixo das concentragdes de K, Ca e Mg.

Na presenca de altas concentracGes de Mg, a absorcdo de Zn na bananeira é
negativamente afetada (LOPES e ESPINOSA, 1995). Por outro lado, 0 excesso de
potassio também pode causar a inibi¢do na absorcdo de zinco, induzindo, ou a0 menos,
contribuindo para a deficiéncia destes elementos (FLORA et al. (2010).

Tanto o Fe como 0 Zn e 0 Mn s8o importantes para a atividade enzimética e para
0 metabolismo intermediério dos fungos (GRIFTIN, 1994; MILES; CHANG, 1997). O
Zn participa da sintese e da degradacdo de carboidratos, lipidios e proteinas e também
desempenha fungdo primordial na transcrigdo, consequentemente, na regulacdo da
expressdo génica, além de possuir propriedades antioxidantes (POWELL, 2000).

Os substratos iniciais apresentaram conteidos minerais propicios para o cultivo
de P.ostreatus e podem ser decisivos para o desenvolvimento dos basidiomas e para

producdo excelente.
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]]Tabela 3—- Composigdo mineral dos substratos pré e pés-cultivo de Pleurotus ostreatus.

Micro-minerais mg/kg

Macro-minerais g/kg

Substrato Cu Mn Zn Ni Fe Co Na Ca K Mg
o

PSPA 2 1.05 17.87 32.19 0.25 316.01 0.04 0.81 76.10 24.58 17.87
3

PSTM \g_ 1.41 17.98 15.60 1.53 44.05 0.00 0.70 81.73 27.59 17.98
@]
g

ENPA E 1.29 24.45 84.92 2.97 64.15 0.03 13.97 35.49 45.65 24.46
@

ENTM 1.78 14.38 56.38 0.18 156.10 0.05 8.30 38.88 21.17 14.38

PSPA S 7.39 75.28 81.07 0.94 431 0.14 16.3 15.25 27.9 7.52
3

PSTM 8 2.35 30.96 30.36 0.59 309 0.03 12.5 17.18 31.8 3.09
o
8

ENPA g 3.29 33.99 148.89 0.57 648 0.09 19.6 84.7 40.9 34.0
38
=]

ENTM @ 8.64 39.71 129.39 0.67 366 0.07 20.1 85.7 34.8 39.7

PSPA: substrato pseudocaule de prata-and; ENPA: substrato engaco de prata-and; PSTM: susbstrato pseudocaule de thap-maeo; ENTM: substrato engago de

thap-maeo. Valores entre parénteses referem-se ao desvio padréo.
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Quando comparados os substratos iniciais e finais, foram observadas variagdes
nos teores de minerais. Houve aumento nos teores de minerais para a maioria dos
elementos analisados (ferro, cobre, zinco, cobalto, sédio e manganés), com excecdo de
niquel, célcio, potdssio e manganés (em PSPA e PSTM), que tiveram seus teores
reduzidos em relagdo ao substrato inicial (Tabela 3). Por serem requeridos em grande
quantidade para ativacdo enzimatica e para o metabolismo intermediério para degradacao
da matéria organica, potassio e célcio tiveram seus teores reduzidos em grande proporcéo

O comportamento de P. ostreatus reflete a composicédo diferenciada de cada
substrato, isso pode estar associado a biodisponibilidade desses componentes no meio de
cultivo. Os maiores aumentos analisados ocorreram nos engagos das duas cultivares, com
destaque para teores de ferro e zinco em ENPA e sodio e magnésio em ENTM.

Carvalho et al., (2014) também observou aumento nos teores de Na, Mn, Fe, Zn
e Ca em substratos elaborados a partir da folha, pseudocaule e folha + pseudocaule de
bananeiras para o cultivo de P. ostreatus. Diferentemente de nossos resultados os autores
observaram aumento nos teores de calcio e inexisténcia de teores de cobre nos substratos
pos-cultivo. O aumento do contetdo de Mn no substrato favorece a atividade de enzimas
lignoliticas e, consequentemente, a degradagdo do substrato por P. ostreatus (KEREN;
HADAR, 1995).

Akinfemi e Ogunwole (2012) ao utilizarem palha de arroz para o cultivo de P.
ostreatus, obtiveram aumentos nos teores de Ca, Cu, Fe e Zn e Mg. Destes apenas o calcio
e magnésio apresentaram reducdo nos teores em nossos estudos.

De acordo Patil et al. (2010), possivelmente o aumento nos teores de
micronutrientes no substrato residual deve-se a diminui¢do da matéria organica apos a
degradacdo pelo fungo, permitindo, desta forma, os residuos inoranicos presentes nos
substratos.

Sales-Campos (2008) também observou variagcbes no teor de minerais em
substratos utilizados no cultivo de P. ostreatus, com aumento expressivo. Na pesquisa
também foram observadas reducdes nos teores de potéssio, fato corroborado com nossos
resultados. A autora argumentou que tal fato pode estar relacionado com maior
solubilizagdo destes elementos no substrato residual, em funcdo da degradacéo eficiente

da matéria organica ocasionada pelo fungo.

2.8 Avaliacdo da produtividade - Eficiéncia Bioldgica
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A eficiéncia bioldgica registrada para P. ostreatus nos substratos de bananeira
variou de 66,98% (PSPA) a 33,88% (ENTM). Analisando a figura 8, o maior percentual
de eficiéncia bioldgica foi registrado em substrato a base de pseudocaule da cultivar prata-
ana (69,98%), seguido por pseudocaule da cultivar thap-maeo (46%). A eficiéncia
bioldgica nos engagos das referidas cultivares apresentaram-se semelhantes, prata-ana
com 35,32%, seguido por thap-maeo com 33,88% respectivamente.

Ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste de tukey, houve diferenga
estatistica entre as eficiéncias bioldgicas de P. ostreatus cultivado nos pseudocaules das
duas cultivares testadas, e diferenca na eficiéncia biologica dentre os substratos da
cultivar prata-and. Entre pseudocaule e engaco da cultivar thap-maeo a diferenga néo foi

significativa (p>0,05).
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Figura 8: Eficiéncia biologica média dos diferentes substratos utilizados no cultivo de Pleurotus
ostreatus. PSPA: substrato pseudocaule de prata-and; PSTM: substrato pseudocaule de thap-
maeo; ENPA.: substrato engaco de thap-maeo; ENTM: substrato engaco de thap-maeo. Letras
maiUsculas comparam médias dentro de um mesmo tipo de substrato de bananeira; letras
minGsculas comparam médias dentro de substratos de uma mesma cultivar. Média de trés
repeticdes. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

A composig&o dos substratos influenciou os pardmetros produtivos, o que, de
acordo com Pedra e Marino (2006) pode ser explicado em funcdo da disponibilidade de
nutrientes assimilaveis pelo fungo. Os tratamentos com peseudocaules apresentaram

estatisticamente as maiores medias e um efeito positivo dos substratos em fun¢do do
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parametro analisado, indicando uma maior bioconversdo de massa seca em carpéforos,
com destaque para a producéo em peseudocaule de prata-ané.

J& em pesquisa realizada por Carvalho et al., (2012) testando diferentes
cultivares e partes de bananeiras para produgdo de P. ostreatus linhagem 09/100, a maior
producéo foi observada em outro substrato, o pesudocaule de thap-maeo (61.5%), ficando
0 substrato peseudocaule de prata-and com apenas 28% de produtividade, fato que ndo
corrobora com o presente estudo.

Bonatti et al., (2003) utilizando folhas de bananeira alcangou percentuais bem
menores para P. ostreatus (6.34%). Furlan et al. (2008) obtiveram 5,3 e 4,1 % de EB
cultivando P. ostreatus em residuos de algoddo da industria téxtil e em palha de
bananeira, respectivamente. Duprat et al., (2015) testando folhas de pupunheira para
produzir P. ostreatus suplementado com 2% de farelo de arroz, alcangou 5% de eficiéncia
bioldgica. Por outro lado, Sturion (1994) utilizando como substrato palha de bananeira
sem suplementacdo para producdo de P. ostreatus alcangou percentuais de produtividade
superiores (93%).

Resultados semelhantes ao presente trabalho foram obtidos por Silva (2016)
testando duas formula¢fes com capim braquiéaria para produgdo de duas linhagens de P.
ostreatus (SB e MB), onde obtiveram EB na formulagéo 1, capim braquiéria + cana-de-
aclca, de 72,5% e 86,2% respectivamente, dados similares a EB em pseudocaule de prata-
ana (70%).

Ragunathan e Swaminathan (2003), trabalhando com P. sajor -caju em
diferentes substratos lignocelulésicos, relataram valores de EB entre 37 e 41% com restos
de colheita de algod&o e 32 e 36% com palha de sorgo moida, dados semelhantes a EB
em substratos utilizando engagos das duas cultivares no presente trabalho. Finimundi
(2011) também encontrou resultados semelhantes a EB dos engagos, quando testou
bagacgos de vitis labrusca para produgdo de P. sajor-caju PS-2001, alcancando EB de
32%.

Diversos séo os fatores que influenciam na EB dos cogumelos. Apesar do
género Pleurotus apresentar-se bastante versatil, capaz de se adaptar a diversos tipos de
substratos e temperaturas, a composi¢do do substrato é importante, condicdes de cultivo
ou mesmo a linhagem, pardmetros que podem resultar em percentuais de produgdo
diferenciados. A presente pesquisa confirma a influéncia da cultivar de bananeira, bem

como seus diferentes substratos na eficiéncia biol6gica de P. ostreatus.
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2.8.1 Rendimento

De acordo com os dados da Figura 9, a maior média de rendimento (g/kg)
ocorreu em substrato pseudocaule de prata-and (139,95%). Foi observado que o
rendimento médio variou com o tipo de substrato de cultivar de bananeira utilizado,
mostrando-se maior em substratos pseudocaules.

Pelo teste de Tukey (p<0.05) houve diferenca estatistica significativa entre os
tipos de residuos e entre os tipos de residuos de uma mesma cultivar.

Em estudos de Sales-Campos et al., (2010) testando diversos residuos
agroindustriais e madeireiros para produgdo de P. ostreatus foram alcangados percentuais
superiores ao presente trabalho, obtendo maiores médias em substrato da estipe da
pupunheira triturado (451,80 g/kg), seguido de substrato bagaco de cana-se-agucar
(250,40 g/kg) e serragem de marupa (242,80 g/kg). Dados de rendimento da pesquisadora
utilizando serragem de madeira pau-de-balsa sdo similares aos encontrados para o
substrato pesudocaule de prata-and (161,40g/kg).

Rampinelli (2010), testando palha de bananeira no cultivo de Pleurotus
djamor alcancou percentuais de rendimento de 79,96% com 10% de in6culo. Embora
Santos (2000), também utilizando palha de bananeira, porém para o cultivo de P. sajor-
caju, tenha alcancado 93,03% de rendimento em relagdo & massa de substrato seco.

Bhatti et al. (2007) testando palha de trigo para o cultivo de P. ostreatus
obteve 45,40% de rendimento utilizando fracGes de 70 g/Kg de indculo por substrato
Seco.

Na presente pesquisa foi observado uma correlagéo positiva entre a eficiéncia
bioldgica e o rendimento medio. Comportamento similar foi observado em estudos de
Sales-Campos (2008) utilizando residuos madeireiros e agroindustriais amazonicos para

o cultivo de P. ostreatus.
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Figura 9: Rendimento médio (g/kg) dos diferentes substratos utilizados no cultivo de Pleurotus
ostreatus. PSPA: substrato pseudocaule de prata-and; PSTM: substrato pseudocaule de thap-
maeo; ENPA: substrato engaco de prata-and; ENTM: substrato engago de thap-maeo. Letras
maiUsculas comparam médias dentro de um mesmo tipo de substrato de bananeira; letras
minGsculas comparam médias dentro de substratos de uma mesma cultivar. Média de trés
repeticdes. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

2.8.2 Perda de matéria organica

A perda da matéria organica durante o processo de decomposicdo € um
pardmetro através do qual se pode verificar a atividade decompositora do microrganismo
em estudo (Sales-Campos, 2008).

A Figura 10 mostra os dados relativos & perda da matéria organica (PMO) dos
diferentes substratos utilizados no cultivo de P. ostreatus NATB. Ao nivel de 95% de
probabilidade pelo teste de Tukey, houve diferenga estatistica (p<0,05) na perda de
matéria organica, quanto ao tipo de substrato, entre 0s engagos das referidas cultivares.
Quando comparadas as médias de PMO, observou-se diferenca entre os dois tipos de
residuos de mesma cultivar, tanto para prata-and quanto para thap-maeo (Figura 3).

Duprat (2012) utilizando folha de pupunheira e suplementacdo de farelo de arroz
como substrato para o cultivo P. ostreatus DSM 1833 alcangou percentual de 28,90% de
PMO, similar aos resultados encontrados para o pseudocaule de prata-ané (28,92%). Em
outro experimento a pesquisadora utilizando a bainha da pupunheira também

suplementada com farelo de arroz obteve 33,80% de PMO, assemelhando-se aos
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percentuais encontrados para o substrato pseudocaule de thap-maeo PSTM. Quando
testados a combinagdo de substrato bainha e folha de pupunheira (1:1), com 20% de
indculo, percentuais de PMO de 36,8 foram registrados para P. ostreatus DSM 1833.
Resultados que corroboram com os observados para 0s engagos de prata-and e thap-maeo
do presente estudo.
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Figura 10: Perda de matéria organica média dos diferentes substratos utilizados no cultivo de
Pleurotus ostreatus. PSPA: substrato pseudocaule de prata-and; PSTM: substrato pseudocaule de
thap-maeo; ENPA: substrato engaco de prata-and; ENTM: substrato engaco de thap-maeo. Letras
maiUsculas comparam médias dentro de um mesmo tipo de substrato de bananeira; letras
minGsculas comparam médias dentro de substratos de uma mesma cultivar. Média de trés
repeticdes. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

Resultados superiores foram relatados em pesquisa de Carvalho et al., (2012),
testando quatro cultivares de bananeira e diferentes partes (pseudocaule, folha,
pseudocaule + folha) no cultivo de P. ostreatus 1467, obteve 61,5% de PMO para o
substrato pseudocaule de prata-and, maior média observada, seguida de 57,3% para o
substrato pseudocaule de thap-maeo e 53,4% para o pesudocaule da cultivar caipira.
Diferindo dos resultados do presente trabalho, que registrou 36,52% para pseudocaule de
prata-ana e 36,78% de PMO para o substrato pseudocaule de thap-maeo.
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Vale ressaltar que o periodo de incubacéo estd diretamente relacionado com a
perda da matéria organica do substrato. Na presente pesquisa esse periodo foi de 30 dias,
enquanto que nos estudos de Carvalho et al., (2012) foi de 49 dias.

Fonseca (2013) alcangou 37,68% de PMO utilizando casca de cupuagu
suplementado com farelo de arroz no cultivo de P. ostreatusroseus DPUA 1720, valores
aproximados aos encontrados para 0s substratos a base de engagos de bananeira. J&, Holtz
et al. (2009) utilizou residuo de algoddo como substrato de cultivo para P. ostreatus e
registrou 24,1 % de PMO. Observou-se no presente estudo que ndo ocorreu relagéo direta
entra perda de matéria organica e eficiéncia bioldgica, pois apesar do substrato
pseudocaule de prata-and ter evidenciado maior média percentual de eficiéncia bioldgica,
este ndo foi o substrato que alcancou maiores percentuais de PMO, fato que reforca a
idéia de perda da composicéo do substrato por outros fatores, como perda de CO2 e agua

ou mesmo pelo tempo de cultivo.

2.8.3 Avaliacdo biologica de P. ostreatus

Para conhecimento do comportamento de P. ostreatus NAT B nos diferentes
substratos elaborados foi realizado um detalhamento bioldgico durante o cultivo do
cogumelo (Tabela 4).

A miceliagdo do substrato por P. ostreatus foi mais rapida em pseudocaule de
prata-ana (13,5 dias), sequido da miceliagdo de pseudocaule de thap-maeo (15 dias). Nos
engacos a miceliacdo foi mais longa, em torno de 16 dias. Consequente o fluxo de
producdo foi mais rapido nos pseudocaules, com destaque para o pseudocaule de prata-
ana (19,3 dias) e mais lento em engaco de thap-ameo (23,9 dias).

A linhagem estudada apresentou potencial de miceliagdo e frutificacdo rapidos,
em substrato sem suplementacdo, o que estd diretamente ligado a composicdo do
substrato de cultivo. Vale ressaltar que uma répida colonizagéo do substrato de cultivo
pode evitar problemas com contaminagdes e pode permitir uma boa produgao.

Nesses substratos foram observados os menores teores de nitrogénio e maior
relacdo C:N (Tabela 1), maiores teores de carboidratos totais e faixas de pH proximas a
5, o que pode explicar o comportamento da linhagem flngica e sua preferéncia pelos

pseudocaules.
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Em estudos de Graciolli et al., (2010) foi observada uma inibi¢do do crescimento
micelial de P. florida quando cultivado em substrato de ramas de mandioca suplementada
com 20% de farelo de soja, com teor de nitrogénio de 2,5%.

Siqueira et al. (2011) estudaram a producgéo de Pleurotus sajor-caju em engaco
de bananeira e grama batatais combinado com farelo de trigo, capim coast-cross, palha
de feijdo e residuo de lixadeira de algoddo, porém o engago de bananeira e a grama
batatais foram mais eficientes na producéo de Pleurotus sajor-caju quando utilizados sem
suplementacdo, alcancando eficiéncia biologica de 74,4 e 74,12 % respectivamente.

No entanto, muitos sdo os fatores envolvidos na degradagdo do substrato e
consequente formagdo dos basidiomas, ndo sendo possivel indicar apenas um fator
responsavel pela produtividade do cogumelo, uma vez que que a composi¢ao do substrato

de cultivo é diversificada e complexa.

Tabela 4 - Avaliacdo bioldgica de Pleurotus ostreatus (NAT B) nos substratos testados
durante o periodo de cultivo.

Periodo (dias)

Unidade = — . o Dimensdo  Altura
experimental Incub,agao Primérdio  Frutificagdo Du(rjagéo lf\llu)c(ig do pileo  do estipe
por substrato COIO(naitZeazéO) (inicio) (inicio) cultci)vo (cm) (cm)

PSPA 01 12 14 19 30 3 6al3 l1a220

PSPA 02 14 15 17 30 3 8 05a1.8

PSPA 03 15 16 18 30 3 8,46al135 05a2

PSPA 04 14 16 19 30 2 94a98 05a1,7

PSPA 05 13 15 20 30 3 6,5a13 05al,1

PSPA 06 15 17 22 30 2 73a85 05a14

PSPA 07 12 15 19 30 2 7al35 laZ2

PSPA 08 12 15 18 30 3 6,9a825 1alb5

PSPA 10 16 18 23 30 2 55a10,75 laZ2

PSPA 11 12 15 18 30 2 6,25a14 0,5a0,9

MEDIA 13.5 15.6 19.3 30 2.5

ENPA 01 18 22 25 30 2 50a8,3 1,3a2>2

ENPA 02 15 18 23 30 3 6,5a12,75 1,1a2.0

ENPA 03 16 19 21 30 2 45a10 05al1,2

ENPA 04 14 17 21 30 2 515a7,5 ]i’,]ég

ENPA 05 16 17 22 30 2 s55a6 il

ENPA 06 17 19 24 30 2 46a53 05 ’a 15

ENPA 07 14 16 19 30 3 545a9,25 1,7a2,6
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ENPA 08 15 18 22 30 510,75 lalb
ENPA 09 18 21 25 30 325a5 1,1al8
ENPA 10 15 19 23 30 4,75a7 2a245
MEDIA 15.8 18.6 225 30
3,75a
PSTM 01 14 17 20 30 3 10,25 l4a2
0,66 a
PSTM 02 13 16 17 30 2 4,5 10.75 12
PSTM 03 14 17 19 30 3 75al1l5 0,5a35
1.52a
PSTM 04 12 15 18 30 2 4al25 22
0,55 a
PSTM 05 16 19 29 30 2 4a85 14
PSTM 06 15 18 21 30 2 2a6,7 lal9
PSTM 07 15 20 23 30 2 5al11,75 la25
PSTM 08 18 21 26 30 2 6a95 08a20
PSTM 10 16 19 23 30 2 3,75a13 12 a26
PSTM 11 17 21 25 30 2 38a84 11a23
MEDIA 15 18.3 21.4 30 2.2
ENTM 01 19 23 27 30 1 3,7a10 1a225
ENTM 02 16 18 21 30 2 35a9 la7
ENTM 03 14 17 24 30 2 25all 1la6,25
6,25
ENTM 04 18 o5 28 30 1 212,33 2a3
ENTM 05 15 18 22 30 3 8ald 3ab64
ENTM 06 16 19 23 30 2 lal7 lab59
ENTM 07 19 23 25 30 1 6.25 2
ENTM 08 17 19 24 30 1 6a95 lalb
ENTM 09 14 19 23 30 2 6,25a10 0,75a2
ENTM 10 15 19 22 30 2 4.75 2.3
MEDIA 16.3 20 23.9 30 1.7

Adaptado de Sales-campos 2008.

2.9 Analises do cogumelo

2.9.1 Analise fisico-quimica do cogumelo

Os teores de nitrogénio, carbono, relagdo C:N, matéria seca e umidade do

cogumelo P. ostreatus estdo apresentados na Tabela 5.

Nos cogumelos, o teor de carbono se manteve na faixa de 40%, ao passo que 0S

valores de nitrogénio variaram de 3,66 a 4,45%, sendo maiores nos cogumelos

provenientes dos substratos a base de engaco de thap-maeo. A relagdo C/N diminuiu para

os cogumelos, quando comparados aos teores dos substratos de cultivo, devido ao

aumento no teor de nitrogénio.
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Tabela 5 - Resultado das andlises fisico-quimicas dos corpos frutiferos de P. ostreatus:
nitrogénio (N), carbono (C), relacdo C:N, matéria seca (MS) e Umidade (U).

Cultivar Subst. N%o C% C:N MS% U %
pspp  366Bb  409Aa 11.17 Aa 88.17 11.83 Bb

Prata.ana (1.12) (1.00) (0.05) (0.09) (0.09)
Enpa  A38Aa 4018Aa 9.17 Ab 88.15 11.85 Bb

(0.05) (1.52) (0.02) (0.12) (0.12)
psTv  410Ab  39.75Aa 9.69 Bb 87.53 12.47Aa

Thap- (0.13) (0.57) (0.05) (0.02) (0.02)
maeo 445Aa 411 Aa 9.23 Ab 88.25 11.75Bb

ENTM
(0.03) (1.00) (0.07) (0.14) (0.14)

PSPA: substrato pseudocaule de prata-and; ENPA: substrato engago de prata-and; PSTM:
susbstrato pseudocaule de thap-maeo; ENTM: substrato engaco de thap-maeo. Valores entre
parénteses referem-se ao desvio padrdo. Letras mailsculas comparam médias dentro de um
mesmo tipo de substrato de bananeira; letras minGsculas comparam médias dentro de substratos
de uma mesma cultivar. Média de trés repeticbes. Médias seguidas de letras iguais nao diferem
entre si (Tukey, 5%).

Ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste de Tukey (0,05) houve diferenca
estatistica significante no que diz respeito aos teores de nitrogénio, carbono e C:N dentre
os corpos frutiferos de cogumelos produzidos em diferentes substratos das duas cultivares

de bananeira.

3.9.2 Analise centesimal do cogumelo

A Tabela 6 mostra os resultados da composicdo centesimal dos basidiomas de
P.ostreatus cultivado nos diferentes substratos. As anélises da composi¢éo nutricional do
cogumelo foram feitas no basidioma por inteiro (pileo e estipe). Todas as analises
nutricionais foram realizadas em base seca.

Os teores de proteina bruta presentes nos cogumelos variaram com os substratos
de cultivo. Os maiores teores estiveram presentes nos cogumelos cultivados no substrato
a base de engaco de thap-maeo (PSTM) com teores médios de proteina de 19,51%. O
menor teor foi observado em cogumelos cultivados em substrato pseudocaule de prata-

and com teor médio de 16,04%.
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Comparando os teores de proteina bruta dos substratos iniciais (Tabela 2) com os
teores de proteina bruta nos cogumelos (Tabela 6), observa-se uma relagéo positiva, uma
vez que, os substratos que apresentaram 0s maiores teores de proteina resultaram em
corpos frutiferos também com maiores teores. Segundo Silva et al. (2007), cogumelos
produzidos em substratos mais ricos em nitrogénio/proteina sdo 0s mais ricos em
nitrogénio/proteina pois, ao realizarem o cultivo de P. sajor caju em substratos com
diferentes concentragfes de nitrogénio notaram que, quanto maior a sua concentracao,
maiores foram as quantidades de proteinas presentes nos cogumelos. Segundo Bernas et
al. (2006), o teor de proteinas é dependente da composi¢do do substrato, do tamanho do
pileo, do tempo de cultivo e da espécie flngica.

Sales-Campos et al. (2011) obteve 16,12% de proteina para o P. ostreatus
cultivado em serragem de pau de balsa e 21,16% em serragem de marupé. Bonatti et al.,
(2004) trabalhando com palha de bananeira obteve 16,9% e 18,4% de proteina bruta para
P. ostreatus e P. sajor-caju, respectivamente. Semelhantemente Duprat (2012) obteve
cogumelos com teor de 19,32% cultivados em bainha de pupunheira. Dundar et al. (2008)
obtiveram P. ostreatus com 17.12% de proteinas em palha de trigo.

Estudos de Carvalho et al, (2012) obtiveram cogumelos em substrato pseudocaule
da cultivar prata-and com 20% de proteinas e em substrato pseudocaule de thap-maeo
28% respectivamente, sendo estes resultados superiores aos da presente pesquisa.

Rampinelli et al. (2010) obteve teores de proteina bruta de corpos frutiferos de P.
djamor cultivados em palha de bananeirano 1° e 2° fluxo de 20,5% e 19,8%. O contetdo
de proteina para estes cogumelos assemelham-se ao resultado apresentado para P.
ostreatus cultivado em PSPA, ENPA, PSTM e ENTM no presente estudo. Estando de
acordo com Furlani e Godoy (2005) que menciona que os teores para Pleurotus ficam
entre 10,5 a 30,4%.

No entanto em pesquisas de Fonseca et al., (2015) P. ostreatusroseus cultivado
em casca de cupuagu suplementada com farelo de arroz apresentou 23,53% de proteina
bruta. J& Bernardil e Nascimento (2011) cultivaram pleurotus sajor-caju em diferentes
substratos pasteurizados e obtiveram percentuais de 23,45 a 43,13 para capim-elefante e
bagaco de cana-se agucar.

Segundo Rampinelli (2010) a variacdo dos valores de proteinas para Pleurotus
spp, mostrada na literatura, demonstram a influéncia da espécie e da composi¢do do

substrato sobre este componente.
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No que diz respeito ao teor de FDN, os cogumelos produzidos no substrato engago
de thap-maeo (ENTM) apresentaram 0s maiores teores (59,01%), seguidos dos
cogumelos produzidos em substrato pseudocaule de prata-and (PSPA) (56,42%). A menor
media observada foi em substrato pseudocaule de thap-maeo (PSTM) (43,59%) (Tabela
6).

Carvalho et al., (2012) obteve cogumelos com teores de FDN inferiores nos
pseudocaules de prata-and e thap-maeo, com 41,9 e 35,5% respectivamente. Morais et al.,
(2017) utilizou subprodutos da agroindustria do déleo de palma na producéo de diversas
linhagens de P. ostreatus com vista a nutricdo de peixes e observou cogumelos com 45%
de teor de FDN (P. ostreatus CC389). Fonseca et al., (2017) cultivaram cogumelos de
diferentes espécies em torta de caroco de algoddo e observaram médias de FDN de
29,82%. O teor de fibras varia de acordo com o tipo de substrato e linhagem flngica e
pelo seu comportamento metabdlico.

Os teores de FDA também variaram dependendo do substrato de cultivo, os
maiores teores foram observados no engago da cultivar thap-maeo, com 31,83% e o
menor teor em pseudocaule da thap-maeo (21,9%). Carvalho et al., (2012) observou
resultados diferentes para estes substratos, 31,6% e 20% nos substratos de pseudocaule e
prata-ana e thap-maeo respectivamente.

Resultados diferentes foram observados para cogumelos P. ostreatus cultivados
em torta de carogo de algod&o e subprodutos da agroinddstria do 6leo de dedé, com teores
de 12,95% e 22,2% respectivamente (FONSECA et al., 2017; MORAIS et al., 2017).

Os teores de lipidios foram baixos variando de 0,52 a 1,19%, o maior teor em
pseudocaule de thap-maeo e o menor em substrato pseudocaule de prata-and
respectivamente. O conteldo estd abaixo de diversas literaturas, isso se deve a
constituicdo lipidica dos substratos utilizados no cultivo.

Vieira et al., (2016) cultivou P. ostreatus em casca de café e alcancou média de
lipidiosde 1,07%. Teores de 2,06% foi observado por Morais et al., (2017), Sales-Campos
et al. (2011), observou teores de 1,27 a 2,14% em residuos madeireiros e agroindustriais.
Rampinelli (2010) observou média de 1,1% de lipidios em dois fluxos produtivos de
P.ostreatus cultivado em palha de bananeira.

Por outro lado, teores mais elevados de lipidios s&o registrados na literatura.
Rahman et al. (2012) ao cultivar P. ostreatus em palha de arroz com farelo de trigo,
observou teores que variaram de 3,24 a 5,08%. Bonatti et al. (2004) estudando o

cogumelo P. ostreatus cultivados em folhas de bananeira suplementada com farelo de
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arroz obtiveram 5,97% de lipidios no primeiro fluxo e 2,24% no segundo fluxo de
produgdo e Fonseca et al., (2013) observaram teor de 3,08% de lipidios em
P.ostreatusroseus cultivado em casca de cupuagu.

Em relacéo ao teor de cinzas, os maiores teores foram observados nos cogumelos
cultivados nos substratos da cultivar thap-maeo, com 8,20 e 8,37% para pseudocaule e
engaco respectivamente. Os menores teores foram observados para os cogumelos
cultivados nos substratos de prata-ana (7,27 e 7,87%).

A determinacdo das cinzas fornece uma indicagdo da riqueza da amostra em
elementos minerais, representando cerca de 10% da matéria seca em cogumelos
comestiveis (BANO e RAJARATHNAM, 1988).

Carvalho et al., (2012) encontrou teor de cinzas em pseudocaules de prata-ana e
thap-maeo inferiores (5,7%). Ja Furlani e Godoy (2007) observaram teores de cinzas de
shimeji de 5,6 a 8,77% em diferentes lotes comprados no comércio das cidades de
Campinas e S0 Paulo. E Sales-Campos (2008) alcancou médias de 7,36 % em corpos
frutiferos de Pleurotus ostreatus cultivados em residuos de estipe de pupunheira e 8,97%
em substrato serragem de marup4, similares aos teores encontrados no presente trabalho.

No que diz respeito aos carboidratos totais, variaram de 59,60 a 64,33%, sendo 0
menor teor para o substrato engaco de thap-maeo e 0 maior para pseudocaule de prata-
and. Estatisticamente ao nivel de 95% de probabilidade (p<0,05) houve diferenca no teor
de carboidratos totais entre PSPA e PSTM, bem como entre PSPA e ENPA, entre os
demais tratamentos a diferenca ndo foi significativa (p>0,05).

Segundo Furlani e Godoy (2007) os carboidratos séo os principais constituintes
nutricionais apresentando um teor médio, para Pleurotus spp., de 65,82%, em base seca,
0 que corrobora com 0s resultados observados no presente estudo.

Sales-campos (2008) observou teores de carboidratos similares aos encontrados
na presente pesquisa, ao cultivar P. ostreatus em substrato serragem de pau de balsa,
estipe de pupunheira e bagaco de cana-de-aglcar com teores de 63,47%, 66,89% e
67,52% respectivamente. J4 em pesquisas de Bonatti et al. (2004) foi observado teores
inferiores em dois fluxos produtivos com a linhanhem P. ostreatus DSM 1833 em palha
de bananeira, com 46,97 e 40,53% de carboidratos. Bernardi e Nascimento (2011)
alcancaram teores de 58,66% em cogumelos cultivados em substrato capim elefante
suplementado com palha de arroz.

Segundo Bernas et al. (2006) os carboidratos podem constituir de 16 a 85% em

massa seca do peso do cogumelo.
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De acordo com Cogorni et al. (2014) e Rampinelli et al. (2010), cogumelos do
género Pleurotus constituem alimento com excelente valor nutritivo, pois apresentam alto

teor de proteinas, fibras alimentares e carboidratos além de baixo teor de lipideos.

Tabela 6: Composicédo centesimal do cogumelo.

Carboidratos
Cultivar Substrato  PB % FDN % FDA% EE% MM% Totai
otais

PSPA 16.04Bb 56.42 Aa 31.46 Aa 0.52Bb 7.27Ba 64.33 Aa

Prata- (0.55) (0.33) (1.02)  (0.56)  (0.12) (0.33)
Ana
19.2Aa 49.84Bb 29.34Ba 0.71Aa 7.87Ba  60.36 Bb

ENPA

(0.26) (0.75) (2.03)  (0.06)  (0.05) (0.50)
1795 Ap 4359Bb 21.9Bb 1.19Aa 820Aa  60.19 Aa
PSTM
Thap- (0.57) (0.76) (0.78)  (0.14)  (0.32) (0.50)
Maeo
1951 Aa 59.01Aa 31.83Aa 0.76 Ab 8.37Aa  59.60 Aa
ENTM

(0.16)  (0.81)  (L10)  (1.16)  (0.21) (0.48)

Composicao centesimal dos substratos pds-cultivo (pseudocaule e engaco) de duas cultivares de
bananeira (Thap-maeo e Prata-and). PSPA: substrato pseudocaule de prata-and; ENPA: substrato
engaco de prata-and; PSTM: susbstrato pseudocaule de thap-maeo; ENTM: substrato engaco de
thap-maeo. Valores entre parénteses referem-se ao desvio padrdo. Letras mailsculas comparam
médias dentro de um mesmo tipo de substrato de bananeira; letras mindsculas comparam médias
dentro de substratos de uma mesma cultivar. Média de trés repeticdes. Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

2.9.3 Analise mineral do cogumelo

A Tabela 7 mostra os resultados da composi¢do mineral dos basidiomas de
P.ostreatus cultivado nos diferentes substratos.

Dados coletados na literatura mostram que existe uma grande diferenca nos
percentuais de macro e micronutrientes encontrados nos cogumelos. Esses valores, muitas
vezes discrepantes, podem ter origem em diversos pontos, desde a escolha da espécie,
cepas e variedades até o tipo de substrato utilizado, o grau de maturacdo e o tipo de

armazenamento e o processo de conservagdo (FURLANI, 2004).
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De acordo com a tabela 7, os cogumelos produzidos nos diferentes substratos da
bananicultura estudados apresentaram altos teores de zinco, potassio e magnésio.
Comparando os resultados de minerais dos substratos de cultivo com os presentes nos
cogumelos cultivados nos diferentes substratos, verifica-se que os teores de cobre, zinco,
ferro (PSTM e ENPA) estdo em maiores quantidades nos cogumelos do que no substrato
de cultivo. Vale ressaltar que ndo foi observado nenhum teor de cobalto nos cogumelos,
sendo seu teor muito baixo nos substratos pré e pos-cultivo.

Quando relacionado a maior eficiéncia bioldgica, ocorrida em substrato PSPA
(Figura 7), observa-se os maiores teores de ferro e elevados teores de calcio nesse
substrato, ja nos basidiomas produzidos em PSPA séo ricos ferro, célcio, potéssio e
magneésio.

O processo de translocacéo do zinco, do potéssio e do magnésio para o basidioma
parece ter sido bastante eficiente, pois quanto maior o seu contetdo no cogumelo, menor
é 0 seu contetido no substrato residual (Tabela 3) correspondente.

Semelhantemente, Hoa et al., (2015) utilizando residuos serragem, bagaco de
cana-de-acgUcar e espiga de milho em diferentes propor¢des para o cultivo de cogumelos,
observaram niveis elevados de potéassio (2624 e 2308 mg/100 g) e magnésio (237.07 e
233.07 mg/100 g) para P. ostreatus e P. sajor caju.

Pauli (2010) também encontrou Pleurotus ostreatus com altos teores de potassio
(18.640 mg kg-1), fosforo (7.070 mg kg-1) e magnésio (1.085 mg kg-1). Holtz et al.,
(2009) também observou cogumelos com teores de potéssio elevados em Pleurotus
ostreatus cultivados em substrato composto por 67% de residuo téxtil da fiacdo e 33% de
residuo téxtil da tecelagem.

A variacdo do conteudo mineral no cogumelo € reflexo da variacéo do conteido
mineral no substrato elaborado. Nesse sentido, os residuos da bananicultura utilizados
apresentaram altos teores de potassio, calcio e magnésio refletindo em corpos frutiferos
também ricos nesses minerais. Vale ressaltar, que os cogumelos cultivados nos engacos
apresentaram 0s maiores teores de zinco, por outro lado, cogumelos produzidos nos
pseudocaules apresentaram maiores teores de célcio e magnésio, em decorréncia da
dindmica mineral da bananeira.

Os teores de zinco e ferro apresentaram-se muito maiores nos cogumelos do que
nos substratos elaborados e pos-cultivo, possivelmente pela solubilizacdo destes minerais
ocorrida durante o processo de biodegradacdo permitindo, desta forma, os residuos inor-
ganicos presentes nos substratos (PATIL et al. 2010; SALES-CAMPOS, 2008).
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De modo geral, os cogumelos produzidos nos diferentes substratos oriundos das

duas cultivares de bananeira estudados apresentaram maiores teores de zinco, ferro,

célcio, potéssio e magnésio.

Tabela 7 - Composicdo mineral do cogumelo Pleurotus ostreatus cultivado nos diferentes

substratos.

Micro-minerais (mg/kg)

Macro-minerais (g/kg)

Substrato Cu Mn Zn Ni Fe Co | Na Ca K Mg
PSPA 6.45 1357 1272 0.24 2384 0.00 52.41 90.58 384.6 151.1
PSTM 7.44 1313 1347 0.26 1235 0.01 6540 7519 2213 1575
ENPA 7.28 1393 179.0 0.17 166.1 0.00 51.25 69.34 297.7 129.7
ENTM 6.89 10.40 171.0 0.12 150.8 0.00 43.18 34.84 536.7 1239

Substratos (pseudocaule e engago) de duas cultivares de bananeira (thap-maeo e prata-and). PSPA
e PSTM: substratos elaborados a partir do pseudocaule de prata-ana e thap-maeo respectivamente.
ENPA e ENTM: substratos elaborados a partir dos engagos de prata-and e de thap-maeo

respectivamente.
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2. 10 Conclusoes

e Os substratos influenciaram os pardmetros produtivos, como a relagéo

carbono: nitrogénio;

o A melhor eficiéncia bioldgica e rendimento ocorreu no substrato a base de
pseudocaule da cultivar prata-ané;

e Os teores de nitrogénio foram diferentes entre os tipos de substratos,
ressaltando que os teores nos engagos foram superiores, refletindo em
cogumelos com maiores teores de proteina;

e Foi observado o incremento no teor de proteina bruta nos substratos pds-
cultivo, possivelmente explicado pela presenca do micélio nos substratos;

e Os substratos testados resultaram em corpos frutiferos ricos em proteinas,
fibras, cinzas e carboidratos e baixos teores lipidicos e corpos frutiferos

ricos em potéssio, calcio, magnésio, ferro e zinco.
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CAPITULO 3: ATIVIDADE ENZIMATICA E PERFIL LIGNOCELULOSICO
DURANTE O CULTIVO DE Pleurotus ostreatus EM RESIDUOS DA
BANANICULTURA

3.1 Introducéo
Dentre os fungos, os do género Pleurotus séo capazes de crescer em uma grande

variedade de residuos agricolas, degradando esses residuos, ou seja, convertendo
celulose, hemicelulose e lignina em compostos de menor peso molecular, os quais séo
utilizados para o seu crescimento. Neste processo produzem uma variedade de moléculas
com atividade biolégica destacando-se as enzimas celulases, hemicelulases, lacases,
manganés peroxidases e lignina peroxidases (BONATTI et al., 2004; AGUIAR e
FERRAZ, 2011; GUPTA et al., 2013).

Devido a alta disponibilidade de residuos ligninoceluldsicos, estes podem ser
utilizados como substratos nas formulagcdes dos meios de cultivo para a producdo de
enzimas, reduzindo os custos de producdo e auxiliando na resolucédo dos problemas
ambientais decorrentes do seu acimulo na natureza. Servindo ndo apenas como fonte
primaria de carbono, mas também como indutores enzimaticos durante 0 metabolismo
fungico.

Estes microrganismos secretam um “pool” complexo de enzimas lignoliticas para
este propdsito, e que podem ser produzidas em varias combinagdes. Esse complexo de
enzimas lignoliticas é responsivel pela degradagdo dos principais componentes do
substrato em compostos de baixo peso molecular que podem ser utilizados para a nutrigdo
do fungo (ERDEN et al., 2009).

Esse complexo enzimético é produzido em resposta & presenca dos polimeros da
madeira: celulose, hemicelulose e lignina. A celulose tem valor aplicavel em diversos
setores industriais, como celulose e papel, porém a presenca do polimero lignina torna o
processo oneroso e ambientalmente arriscado em decorréncia da utilizagéo de produtos
quimicos. As enzimas responsaveis pela degradagdo do polimero lignina sdo: lignina
peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase. O potencial de uso das enzimas
lignoliticas na biotecnologia tém estimulado pesquisas nesse sentido (VIKINESWARY
et al., 2006), e o entendimento sobre a sintese dessas enzimas na bioconversao de
lignocelulésicos é  importante  para aprimorar  processos  biotecnolégicos
(SONGULASHVILI et al., 2007).
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A necessidade do conhecimento dos efeitos realizados pelas enzimas ligninoliticas
durante o cultivo do cogumelo é imprescindivel para a aplicacdo em processos de
polpacgdo, uma vez que é necessario um organismo que possua caracteristicas seletivas de
biodegradabilidade. Portanto, objetivou-se avaliar atividade enzimatica e perfil

lignoceluldsicos durante o cultivo de Pleurotus ostreatus em residuos da bananicultura.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Linhagem fungica

A linhagem do fungo Pleurotus ostreatus PLOS NATB foi acessada da micoteca
do laboratério de Fungos Comestiveis do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
— INPA. Pequenos fragmentos foram inoculados assepticamente em placas de Petri em
meio BDA.

3.2.2 Tratamento dos residuos

As duas cultivares de banana (prata-and e thap-maeo) e seus respectivos residuos
(pseudocaule e engago) foram coletados junto a pequenos produtores rurais do municipio
de Parintins-Am. O processamento priméario constitui em submeter o pseudocaule e o
engacgo de banana “in natura” a agdo mecéanica de um triturador organico Trap 200. Apds
essa etapa os residuos foram denominados triturados. Este material foi seco ao ar livre e
acondicionado em sacos plasticos. Os residuos triturados do pseudocaule e engago foram
autoclavados a uma temperatura de 121 °C durante 1 horas para assepsia. ApOs 0

resfriamento, foi destinada a formulagéo de meio de cultura alternativo.

3.2.3 Matriz secundéria

Inéculos (discos de 9 mm de didmetro) de Pleurotus ostreatus previamente
miceliados em meio BDA foram transferidos para placas de Petri contendo meio de
cultura alternativo preparados a partir da infuséo dos residuos de bananeira (pseudocaule
e engaco). Para obtencdo da matriz secundéria, que serviu como fonte de in6culo para a
semente em meio de cultura elaborado a partir do residuo do pseudocaule da cultivar
Thap-maeo (PSTM), pseudocaule da cultivar Prata-and (PSPA), residuo do engaco da
cultivar Thap-maeo (ENTM) e o engaco da Prata and (ENPA).
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Os meios de cultura foram preparados a partir da infusdo do substrato em 1 L de
agua fervente. Filtrando-se em algodéo e completando-se o volume para 1.5. Foi usado
100g de substrato durante 30 minutos. Apds filtragem foram adicionados a cada meio 12g
de dextrose e 15 de agar. Os diferentes meios foram autoclavados a 121 °C durante 60
minutos e em seguida em ambiente totalmente estéreo foram vertidas em Placas de petri

e pos solidificacdo inoculado em cadmara de fluxo laminar e encubado a 25°C em BOD.

3.2.4 Matriz terciaria

A matriz foi elaborada a partir da metodologia proposta por Sales-Campos (2008).
Os residuos secos e triturados foram umidificados & 75% e depositados em frascos de
vidro de 1800 ml, na quantidade de 500 g, os quais foram fechados e autoclavados a
121°C durante 60 minutos. Apos o resfriamento, em condicGes estéreis, foram inoculados
nos frascos de vidro, fragmentos de micélio da matriz secundaria de acordo com 0s
substratos preparados (PSTM, PSPA, ENPA, ENTM). Os frascos foram fechados e

mantidos em BOD a 25 °C até a completa colonizacéo do substrato pelo fungo.

3.2.5 Cultivo de P. ostreatus
Os substratos para o crescimento fungico foram elaborados utilizando os residuos

secos e triturados (pseudocaule e engago) realizando-se quatro tratamentos (PSPA,
PSTM, ENPA, ENTM), com 10 repeti¢des para cada tratamento. Foram preparados sacos
com 1 kg de substrato umido a 75%. Os substratos foram inseridos em sacos do tipo
PEAD (polietileno de alta densidade), em seguida vedados e autoclavados durante 1 hora.
Apos o resfriamento dos sacos, porcdes retiradas da matriz terciaria foram inoculadas em
camara de fluxo laminar nos sacos com substrato. Os sacos receberam um respiro de
esponja sintética para facilitar as trocas gasosas e foram inseridos aleatoriamente em
camara de incubagdo com temperatura e umidade controladas, 80% de umidade e 25°C
de temperatura. Os tratamentos foram incubados no escuro para miceliacdo. Apos
miceliacdo completa e inicio dos primérdios, os sacos foram transferidos para cdmara de
frutificagdo, com fotoperiodo de 12 horas.

A produtividade dos cogumelos foi expressa através do célculo da Eficiéncia
Biol6gica durante o cultivo, assim como rendimento e perda da matéria organica
(Capitulo 2).

PorgcBes dos substratos elaborados e pos-cultivo foram separados para

determinagdo de extrativos em tolueno: etanol, etanol e agua quente, bem como teores de
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lignina e celulose para conhecimento dos teores lignocelulésicos e grau de degradacéo da

matéria organica durante o cultivo com P. ostreatus.

3.3 Anélise de extrativos dos substratos pré e pds-cultivo

As anélises consistiram de extragdo em tolueno:etanol (2:1), etanol (P.A) e em
agua quente. Com os substratos livres de extrativos prosseguiu-se com as analises de
lignina e celulose das amostras pré e pds-cultivo. As anélises foram realizadas no
laboratorio de Quimica da Madeira do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia —
INPA.

3.3.1 Extracao etanol-tolueno 1:2 e etanol

Os procedimentos foram realizados de acordo com ASTM D1105 2007.
Primeiramente, foram pesados 2g de amostra em cartucho para soxhlet em balanca
analitica e estes foram tapados com algod&o para que ndo ocorresse perda da biomassa
durante o processo. Em baldo de 250ml, previamente pesado para utilizacdo da massa no
célculo posterior, adicionou-se 200ml de solugdo etanol-tolueno 1:2 e conectou-se ao
conjunto soxhlet, o aquecimento foi mantido por aproximadamente 6 horas, até que a
solucdo no extrator ndo apresentasse mais coloragdo. Passadas essas 6 horas, foi
desconectado o Soxhlet, evaporou-se a solucéo, pesou-se os balBes e em seguida repetiu-
se 0 processo adicionando desta vez 200ml de etanol no mesmo baldo. Logo apds, essa
biomassa ficou em estufa a 105°C até que estivesse completamente seca e foi pesada para

determinar a quantidade de extrativos removidos, de acordo com a equagéo:

P2-P1

% Teor de Extrativos = x100

Pas
Onde:
P2: peso do baldo ap6s ensaio
P1: peso do baldo inicial

Pas: Peso da amostra seca

3.3.2 Solubilidade em agua quente
A solubilidade em &gua quente foi determinada e calculada de acordo com

metodologia descrita pela ASTM D1110-84- 2007. Foram pesados 2 gramas da amostra
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secas proveniente da extracdo etanol-tolueno 1:2 e etanol. Foram utilizados papéis filtro
previamente secos e pesados em balancga analitica para filtragem da amostra. A amostra
foi colocada em erlenmeyers de 1000 mL e adicionado 1 litro de 4gua destilada fervente,
em seguida colocados em banho-maria para estabilizagdo da temperatura 100°C por 4
hora, realizando a troca da 4gua a cada 1 hora. Apds o resfriamento a amostra foi filtrada
e determinada a percentual de material solivel pela diferenca de peso da amostra. A
amostra foi seca e armazenada para analises posteriores e o percentual de solubilidade

calculado de acordo com a equagéo:

P1-P2
% Solubilidade H,0 = x100
P2

Onde:
P1: peso da amostra + filtro inicial

P2: peso da amostra + filtro apds secagem

3.3.3 Determinagéo de lignina

Os procedimentos foram realizados de acordo com ASTM D1106-56 2007.
Primeiramente, foram pesados 1g de amostra livre de extrativos e transferidos para um
Becker, onde foram adicionados 15 ml H.SO4 a 72% misturando com um bastdo de vidro
por um minuto para homogeneizagdo completa da amostra, conservado em banho frio por
1 hora. Em seguida adicionou-se 560 ml de 4gua destilada e levado ao banho-maria por
4 horas a 100°C sempre mantendo o volume do banho. Apds resfriamento as amostras
foram filtradas em cadinho de fundo sinterizado porosidade n°2 pesados previamente,
lavadas com 500 ml de 4gua destilada aquecida para retirada do &cido. Os cadinhos foram
secos em estufa a 105°C durante 2 horas. O percentual de lignina das amostras foi
calculados pela diferenca de peso do cadinho antes e apoés filtragem, de acordo com a
equacao:

Pac - Pc

% de Lignina =
Pas
Onde:
Pac: peso da amostra + cadinho

Pc: peso do cadinho
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Pas: Peso da amostra seca

3.3.4 Determinagao de celulose bruta

A celulose das amostras pré e pos-cultivo foi realizada de acordo com metodologia
proposta por Halward e Sanches (1975). Inicialmente pesou-se 2 gramas da amostra livre
de extrativos, nesse material é foi realizado o processo de tratamento da serragem com 50
ml de solugdo nitro-alcodlica 2:8 (mistura de 10 ml de &cido nitrico fumegante com 40
ml de &lcool etilico 95°). O material foi deixado em refluxo em banho-maria por 1 hora.
O processo foi repetido até que se obtivesse celulose embranquecida e/ou até que a
solucdo nitro-alcodlica ndo apresentasse mais qualquer coloracdo. Em seguida a celulose
das amostras foi filtrada em cadinho de fundo sinterizado previamente pesados e lavada
com 50 ml de etanol, em seguida com 100 ml de solucdo &lcool-agua (1:1), e por ultimo
com agua destilada até que ndo mais apresentasse tracos de acidez ao papel tornassol. A
celulose obtida foi seca em estufa, pesada e o teor de celulose das amostras calculado de

acordo com a equacéo:

% de Celulose = ---------------- x 100

P1: peso seco inicial da amostra (base seca)

P2: peso seco de celulose obtida

3.4 Processo enzimatico em fermentagéo sélida

Paralelamente ao cultivo foi elaborado microcultivo nas mesmas condigdes
climaticas e com mesmos substratos elaborados, com intuito de conhecer o perfil
enzimético oxidativo de P. ostreatus nos diferentes substratos da bananicultura. O
microcultivo foi realizado em copos de vidro de 200 ml com 50 gramas Umidas (75%) de
cada substrato. Foram retirados copos em triplicata a cada cinco dias (copos de sacrificio)
num periodo total de trinta dias. O conteido dos copos colonizados foi homogeneizado e
em seguida suspenso em 50 mL de &gua destilada gelada. Foram retiradas aliquotas de 25
g de cada um dos copos em um Erlenmeyer de 250 mL. As amostras foram mantidas sob
agitacéo reciproca a 160 rpm em shaker por 30 minutos a 5°C. Posteriormente filtrado

em papel filtro e centrifugado a 1500 rpm por 30 minutos.
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Aliguotas do sobrenadante foram retiradas para as analises de lacase, lignina-
peroxidase e manganés-peroxidase. As leituras enziméticas foram realizadas no Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazbnia — INPA campus II, em espectrofotdmetro de

absorbancia.

3.4.1 Atividade enzimética lacase

A atividade da lacase foi determinada usando 2.2-azino-bis-etilbentiazolina
(ABTS) (WOLFENDEN e WILLSON, 1982). A mistura foi utilizada usando 0.1 mL de
tampé&o acetato de sédio a0.2M (pH 5.0), 0.2 mL de uma solucéo de ABTS a 0.03% (m/v)

e 1 mL do extrato enzimatico e a leitura da absorbancia a 420 nm.

3.4.2 Atividade enzimética lignina-peroxidase

Foi determinada pela oxidacdo do alcool veratrilico (TIEN e KIRK, 1984), a
mistura de reagdo foi constituida por 1 mL de caldo enzimatico, 0,5 mL de H202 (2,0
mM) e 0,5 mL de &lcool veratrilico (2,0 mM) em tampé&o tartarato de sddio (250 mM -
pH 3,0). A reacdo foi iniciada pela adicdo do H20O2, em temperatura ambiente, e apds 5
minutos o aparecimento do aldeido veratrilico foi determinado através da leitura da

absorbancia em espectrofotometro a 310 nm (& 310nm= 9.300 M-1 x cm-1).

3.4.3 Atividade enziméatica da manganés-peroxidase.

A atividade de peroxidase dependente de Mn(Il), foi determinada pela oxidacéo
de vermelho de fenol (KUWAHARA et al., 1984). A mistura de reagdo (1,0 mL) foi
constituida por 0,5 mL de caldo enzimatico, 0,1mL de lactato de sédio 0,25M, 0,2 mL de
albumina bovina 0,5%, 0,05 mL de MnSO4 2,0 mM, 0,05 mL de uma solugéo de H202
2,0 mM preparada em tamp&o succinato de sddio 0,2 M (pH 4,5) e 0,1 mL de vermelho
de fenol 0,1%. A mistura foi incubada durante 5 minutos e a reagdo foi interrompida pela

adicdo de 40 pL de NaOH 2,0 N, com a leitura em absorbancia de 610 nm.

3.4.4 Célculos enzimaticos

Concentragdo = Absorbancia x Tempo (segundos) x Volume total (mL) x 10° + ¢

x Volume de amostra (mL).

C =Abs.60.Vtotal . 108/ ¢ .V amostra
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Resultado expresso em U.mL™.

3.5 Resultados e Discussao
3.5.1 Extrativos totais antes e ap0s cultivo com P. ostreatus

Os resultados das extragdes tolueno:etanol, etanol, e em agua quente, dos
substratos pré-cultivo e pos-cultivo estdo apresentados na Tabela 8.

Vérias das analises aplicadas aos materiais lignocelulésicos requerem remocéo
prévia dos extrativos presentes. Para tal, € comum a seguinte sequéncia de extracfes: em
etanol- tolueno, em etanol e em agua (AREA, 2008).

Soffer (2001) observou teores de 8,5% em extrativos em tolueno:etanol, 12,7%
em etanol e 46,5% em &gua quente em engaco de bananeira triturado. Por outro lado,
Silva (1998) observou teores de extrativos em tolueno:etanol de 9,4% e em &gua quente
22,6% em pseudocaule de bananeira em forma de cavacos. Nossos estudos mostram
variagdo nos teores de extrativos entre pseudocaules e engacgos, bem como variagéo entre
substratos de uma mesma cultivar. Observa-se que os teores de extrativos sdo maiores
nos engacos das cultivares de bananeira estudadas.

Comparando-se as as médias iniciais e finais, observa-se reducéo dos teores de
extrativos quando os substratos sdo submetidos a agdo de P. ostreatus. Observa-se
decréscimo nos teores de extrativos em tolueno-etanol em todos os substratos. A fragdo
dos extrativos sollveis nesta mistura inclui: resinas, 6leos, ceras, graxas e compostos
insoluveis em éter etilico, que ap06s cultivo apresentam-se em menores quantidade no
substrato (SARTO e SANSIGOLO, 2010).

Fato semelhante também foi observado para a extracdo em etanol, os extrativos
soliveis em etanol incluem &cidos resinosos, gorduras, acidos graxos, esteroides,
terpenos, produtos de oxidacédo de resinas e produtos de degradacdo de celulose e lignina,
que apos acéao do fungo foram reduzidos (SARTO e SANSIGOLO, 2010).

Os extrativos sollveis em &gua também diminuiram no substrato pds-cultivo,
indicando acdo degradadora de P. ostreatus sobre os substratos da bananicultura,
possivelmente utilizados para o metabolismo flngico. Os extrativos soliveis em agua
incluem sais inorganicos, agucares, polissacarideos de baixa massa molecular, cicloses e
ciclitdis e algumas substancias fendlicas. Alguns dos materiais soldveis em &gua sdo

parcialmente sollveis em muitos solventes organicos e vice-versa.
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Tabela 8: Valores percentuais das analises de extrativos dos substratos pré e pds-cultivo.

Extragdo Extracao Extragaq Extrage%o Solubilidade Solubilidade Extrativos Extrativos
etanol-tolueno etanol-tolueno etanol Pré- etanol Pds- , . 5 . . 3 N
Tratamentos , . , . . . H-O Pré-cultivo H20 Pos-cultivo totais Pré- Totais POs-
Pré-cultivo Pés-cultivo cultivo cultivo (%) (%) cultivo (%) cultivo (%)
(%) (%) (%) (%)
PSPA 1.36 1.80 4.40 3.13 45.94 41.46 51.7 46.39
PSTM 1.50 2.00 9.80 4.40 43.66 33.13 54.96 39.53
ENPA 1.87 1.20 5.80 3.21 53.24 42.30 60.91 46.71
ENTM 2.40 2.40 7.43 5.25 59.53 36.98 69.36 44 .63

Percentuais (%) das analises de extrativos dos substratos pré-cultivo e pos-cultivo (pseudocaule e engaco) de duas cultivares de bananeira (thap-maeo e prata-
and). PSPA e PSTM: substratos elaborados a partir do pseudocaule de prata-ana e thap-maeo respectivamente. ENPA e ENTM: substratos elaborados a partir
dos engacos de prata-and e de thap-maeo respectivamente.
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Na tabela 9 estdo apresentados os percentuais de lignina e celulose bruta antes e
apods o cultivo com P. ostreatus, assim como, o percentual e o coeficiente de degradacdo
desses biopolimeros.

Sdo observados decréscimos nos teores de lignina em todos os substratos
elaborados, com destaque para a degradagdo nos engagos, onde o percentual de
degradagdo variou de 46,03 a 50,16%. Por outro, lado, os maiores percentuais e
coeficientes de degradagéo de celulose ocorreram nos substratos elaborados a partir dos
pseudocaules (8,37 a 10,76%). Nota-se ainda, que a celulose foi degradada em menor
escala do que a lignina, apresentando os menores coeficientes de degradacéo.

Espécies de Pleurotus sdo relatados como sendo eficientes colonizadores e
degradadores de lignoceluloses. Estes fungos realizam a degradacéo enzimatica da por¢éo
lignoceluldsica dos substratos pela elaboragdo das enzimas como celulases, -glicosidase,
xilanases, lacases, manganés-peroxidases e lignina-peroxidases que estdo envolvidas na
degradacgéo de ligninoceluloses (QINNGHE et al., 2003; PALMIERI et al.,2000). Os
basidiomicetos causadores de degradagdo branca na madeira produzem degradacao
seletiva da lignina na parede celular, deixando a celulose praticamente intacta

(BLANCHETTE, 1991; BLANCHETTE et al., 1994). Sua habilidade comum é oxidar

compostos fendlicos, relacionados a lignina, que na maioria das vezes esta associada a
enzimas extracelulares ligninoliticas, especialmente lacases.

Fungos com habilidade de degradacdo seletiva de lignina sdo alvo de estudos
aplicados em processos industriais de polpagdo (AKHTAR, 2000; FERRAZ, 2008). Uma
Vez que, 0s maiores gastos para industria de celulose é o processo de deslignificacdo da
matéria-prima,que exige grande carga de reagentes e energia térmica envolvida no
processo. O nivel de producdo de enzimas ligninoliticas pode variar conforme a
disponibilidade de diferentes nutrientes no meio de cultura como fonte de carbono,

nitrogénio, compostos aromaticos, compostos xenobidticos e ions metélicos.
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Tabela 9: Percentuais e coeficientes de degradacdo de celulose e lignina promovidos por P.

ostreatus NATB em substratos da bananicultura.

Celulose Lignina
Substrato & PO oiph ohcp Pre- POS- oD 9CD
cultivo cultivo cultivo cultivo
PSPA 52.78 471 10.76 0.3 19.38 12.23 36.9 1.01
ENPA 57.81 54.83 5.15 0.14 21.81 11.77 46.03 1.28
PSTM 51.09 46.81 8.37 0.22 19.92 14.96 24.89 0.67
ENTM 57.59 54.93 4.61 0.13 20.63 10.28 50.16 1.42

PSPA e PSTM: substratos elaborados a partir do pseudocaule de prata-and e thap-maeo
respectivamente. ENPA e ENTM: substratos elaborados a partir dos engacos de prata-and e de
thap-maeo respectivamente.

%D: percentual de degradacéo

%CD: coeficiente de degradacéo

3.5.2 Atividade de Lacase

De acordo com a Figura 11, as maiores atividades de lacase ocorreram entre 5° e
15° dias de cultivo, com excecdo de ENTM todas as outras atividades nos demais
substratos sofreram queda no 10° dia, voltando a ascender no 15° dia e partir sdo
observados decréscimos na atividade até o final do cultivo. As atividades da enzima
variaram de 7.901,66 (PSPA 5 dias) a 1.784,44 (ENPA 30 dias) U/mL-*.

No 5° e no 10° dia de cultivo os picos foram observados em substrato ENTM. J&
no 15° dia o pico méximo foi observado em substrato a base de PSPA. Resultado
semelhante foi obtido por Fokina et al. (2015), que notaram 50% de atividade de lacase
no 7° dia de cultivo de P. sanguineus, quando comparado ao pico de atividade. Gouveia
(2016) observou que residuos de cupuagu e cacau aumentaram a atividade de lacase, com
picos de atividade enzimética de 1500 U.mL-1 e 2400 U.mL-1 respectivamente no 6° dia
e no 7° dia de cultivo, corroborando com a presente pesquisa, mas estando muito abaixo
da atividade de lacase nos substratos da bananicultura.

Garcia (2006) relata que muitos basidiomicetos produzem lacase ap6s 2 ou 3 dias
de crescimento e tém um tempo bastante variavel durante o qual a enzima continua a ser
produzida. Andrade (2011), testou diversas condi¢des e meios de cultivo suplementado
com mateéria regional da Amazonia para a producéo de lacase, e nos seus resultados foi
observado um decréscimo da producdo de lacase de Trametes lactinea, apds dez dias de

cultivo.
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Fatores como fonte de carbono, nitrogénio, microelementos e compostos fendlicos
influenciam diretamente na atividade dessa enzima. Neste sentido, a maior relagdo C:N
foi observada nos pseudocaules de bananeira (Capitulo 2), por outro lado, maiores teores
de nitrogénio foram observados nos engagos. Cunha et al. (2011), trabalhando com o
engaco da banana pacovan obtiveram 3,77% de teor polifendlico tanico; fatores que
podem ter contribuido para a a¢do da enzima. Essas enzimas sdo capazes de catalisar a
oxidacdo de compostos fendlicos, carreando elétrons que sdo utilizados na reducédo de
oxigénio molecular a 4gua (BALDRIAN, 2006), inclusive podendo ser induzidas por
elementos fendlicos presentes no substrato de cultivo. ELISASHVILI et al., (2010)
relatam que a estrutura e a concentragdo dos compostos aromaticos desempenham uma
importante funcéo na regulagdo da sintese enzimatica.

Nesse sentido, 0 maior teor de lignina foi observado no substratos ENTM, bem
como o coeficiente de degradacdo desse biopolimero, o que possivelmente desencadeou
a acdo enzimaética de lacase de P. ostreatus no referido substrato. Compostos fendlicos e
aromaticos com estrutura similar a lignina ou derivados de lignina costumam ser
adicionados aos meios de cultivo com o objetivo de aumentar a producdo de lacases
(PISCITELLI et al., 2011).

Vale ressaltar que nesse substrato foi observado teores iniciais de cobre (1,78
Hg/g, com aumentos observados nos substratos pds-cultivo para 18,64 pg/g. Apesar dos
teores serem modestos podem ter contribuido para a alta atividade da enzima.

Observa-se ainda que as maiores atividades coincidem com os periodos de maior
disponibilidade de fontes de carbono, a medida que o substrato vai sendo degradado e a

fonte de carbono decresce, a atividade de lacase também é reduzida.
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Figura 11: Atividade de Lacase de P. ostreatus em diferentes substratos da bananicultura.

3.5.3 Atividade de Lignina peroxidade

A enzima lignina-peroxidase foi a segunda mais produzida, apresentando
atividade dinamica ao longo dos trinta dias de incubag&o nos quatro substratos estudados
(Figura 12). A lignina peroxidase geralmente é produzida na fase exponencial de
crescimento dos fungos, subsequentemente a acdo das enzimas celuloliticas. Segundo
(TAN e WAHAB, 1997) e de acordo com Kumar etal., (2006), altas atividades de lignina-
peroxidase secretadas por fungos de decomposicéo branca séo detectadas em condigGes
com baixa concentracdo de nitrogénio.

Estudo conduzido por REGINATO (1992) demonstrou que podem ocorrer
flutuacBes ou oscilacBes nas atividades enzimaticas de lignina peroxidase durante o
crescimento de um microrganismo, devido & diversos fatores, tais como: a variagdo do
pH, que pode causar inativacdo de algumas enzimas e estimular a secregdo de outras; a
possibilidade de algumas formas de enzimas poderem sofrer ataque proteolitico
preferencial e o ultimo fator que pode ocorrer durante o crescimento do microrganismo,
onde a enzima lignina peroxidase pode ser adsorvida pelos substratos insollveis e serem
liberadas apos a exaustdo da celulose.

LiP é considerada a enzima chave na degradacéo da lignina, pois atua diretamente

na oxidagdo de compostos ndo fendlicos presentes na estrutura da lignina, os quais
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representam 90% da estrutura (TIEN e KIRK, 1984). A a¢do das enzimas ligninoliticas
extracelulares na degradacdo de materiais lignoceluldsicos tem sido observada também
na descoloragdo de efluente téxteis e papeleiro, da degradacéo de compostos poluentes E
na producdo de biopolpas (FERREIRA et al., 2010).
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Figura 12: Atividade de Li-P de P. ostreatus em diferentes substratos da bananicultura.

3.5.4 Atividade de manganés-peroxidase

Manganés-peroxidase apresentou menor producéo dentre as enzimas estudadas
(Figura 13). Seu pico de atividade ocorreu entre o décimo e o décimo quinto dia em trés
dos quatro substratos testados (PSTM, ENTM e ENPA), apresentando a partir de entdo
queda acentuada, voltando a subir no vigésimo quinto dia. Apresentou menor atividade
nos primeiros dias de cultivo. Esta enzima é produzida durante o metabolismo secundario
e é regulada pelas concentragbes de carbono e nitrogénio no meio de cultura. E
cataliticamente dependente de H2O- e ions Mn (l1), e a-cetoéacidos que estabilizam a sua
atividade oxidativa (VALASKOLA, 2006).

A atividade de MnP é sensivel & presenca de alguns metais. VVarios metais (cobre,

ferro, manganés, molibidénio, zinco e niquel) sdo essenciais para o crescimento flingico
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e também atuam como co-fatores enziméticos induzindo a atividade ligninolitica
(BALDRIAN et al., 2005). Entretanto, estes metais sdo toxicos ao fungo quando em
excesso, podendo inibir o crescimento e a atividade de enzimas ligninoliticas
(BALDRIAN, 2003; HATVANI; MECS, 2003).

No presente estudo, os substratos mostraram-se ricos em zinco, ferro, calcio,
potéssio e magnésio, o que possivelmente influenciou a baixa atividade de Mn-P, obtendo
atividade méaxima em 10 dias de cultivo em PSTM (37,78 U/mL-1), ENTM (37,0 U/mL-
1) e ENPA (36,07 U/mL-Y).
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Figura 13: Atividade de Mn-P de P. ostreatus em diferentes substratos da bananicultura.
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3.6 Conclusao

P. ostreatus apresentou-se degradador eficiente de lignina dos substratos a base
de residuos da bananicultura, degradando maiores percentuais de lignina do que celulose.

Durante o cultivo foi observado elevada atividade de lacase e Lignina-peroxidase.
J& manganés-peroxidase, apresentou baixa atividade quando comparada as demais
enzimas, possivelmente em funcdo de teores muito elevados de minerais presentes nos
substratos de cultivo, em especial elevadas concentracfes de potassio.

O fungo P. ostreatus apresenta caracteristicas ligninoliticas que podem ser
aplicadas em processo de biopolpagdo, uma vez que, degradou com maior eficiéncia a

lignina presente nos substratos de cultivo, preservando maiores teores de celulose.
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CAPITULO 4: PRODUCAO DE POLPA CELULOSICA E PAPEL A PARTIR
DE RESIDUOS DA BANANICULTURA.

4.1 Introducéo

O Brasil estd entre os maiores produtores mundiais de polpa celuldsica, porém
esse setor industrial tem sido constantemente pressionado quanto a adogdo de tecnologias
limpas para a fabricacdo de seus produtos. A industria é responsavel pela liberacdo de
quantidade significativa de poluentes ambientais resultantes das etapas de branqueamento
da polpa celul6sica. Nesta perspectiva, diversas tecnologias tém sido desenvolvidas na
busca por alternativas ambientalmente sustentaveis.

Dentro desse contexto as fibras celulésicas, também chamadas de lignocelulésicas
tém recebido consideravel atengdo no desenvolvimento de diferentes produtos (papéis,
papeldes, tecidos, filtros e reforco em compdsitos, dentre outros), por apresentarem
indmeras vantagens, como, por exemplo, disponibilidade, baixo custo e aspectos
favoraveis quanto as questdes ambientais (biodegradabilidade), e de geragéo de empregos
em &reas de baixo indice de desenvolvimento humano (HORTAL, 2007).

O reaproveitamento de residuos aparece nos dias atuais como questdo
fundamental na melhoria do ambiente, tanto na reducdo do desperdicio de recursos
naturais, quanto na minimizagdo dos impactos ambientais gerados pela disposicdo final
desses residuos (MARTINS et al., 2000). Sua utilizagdo em processos biotecnol6gicos
tem recebido crescente éxito em diversas aplicabilidades, sendo uma alternativa viavel
para a fabricagdo de polpa celulésica.

Outra prética biotecnoldgica em destaque € a utilizacdo de fungos de podridéo
branca na converséo de produtos de alto valor agregado. Estes microrganismos secretam
um “pool” complexo de enzimas lignoliticas para este proposito, e que podem ser
produzidas em vérias combinagdes. Esse complexo de enzimas lignoliticas é responsével
pela degradagéo dos principais componentes do substrato em compostos de baixo peso
molecular que podem ser utilizados para a nutricdo do fungo (ERDEN et al., 2009).

O fundamento do pré-tratamento bioldgico esta baseado no fato de que fungos que
degradam lignina seletivamente, isto €, removem lignina preservando a celulose, podem
ser aplicados nos materiais lignocelulésicos e depois de certo tempo dar origem a um
residuo rico em celulose e com baixo teor de lignina (FERRAZ, 2001), o que permite

maior facilidade de desfibramento mecanico, ou de penetracéo dos licores de polpacao.
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Considerando estes fatores, é de suma importancia a investigacdo de processos
biotecnoldgicos que viabilizem a utilizacdo de residuos produzidos pela agroindustria
brasileira na conversdo de produtos ambientalmente aceitos utilizando o potencial de
fungos basidiomicetos, na obtencdo de produtos de valor agregado aplicaveis para a
indUstria de papel e celulose. Nesse sentido objetivou-se a utilizagao do fungo P. ostreatus
NATB no processo de biopolpacao celuldsica, bem como comparar a qualidade da polpa

e papel com processos quimicos e mecanico.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Residuos de bananeira

As analises de polpa e papel foi realizado no setor de Celulose e Papel do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

As amostras de pseudocaules foram coletadas & 20 cm do solo, posteriormente
desprovida do cacho e folhas, bem como de partes secas e em deterioragdo. As amostras
foram lavadas superficialmente para retirada de materiais indesejaveis.

Apos a lavagem as amostras foram transformadas em discos com espessura de 5
cm (Figura 14). Os discos por sua vez, foram cortados no sentido longitudinal de forma
a alcancar particulas de aproximadamente 5x3 cm. Apds esse processo foram
determinadas a umidade dos cavacos e armazenados em sacos plasticos para posterior uso
nos processos mecanico, quimico e bioldgico (cortado).

Os engacos das cultivares de bananeira foram coletados na feira da banana
(Manaus/Am) e também passaram pelo processo de limpeza e cortes circulares e posterior

transformacgdo em cavacos para 0S mesmos testes acima citados.

Figura 14: Procedimentos de limpeza (A), mensuracao (B) e corte (C) de pseudocaule
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4.2.2 Densidade Bésica dos Cavacos.

A densidade basica foi determinada através dos métodos Balanca Hidrostatica,
tomando-se 27 amostras de cavacos dos residuos de bananeira. As amostras foram
imersas em &gua ateé atingirem a saturacéo total, com auxilio de uma bomba de vacuo.
Estas amostras foram retiradas da 4gua e devidamente pesadas, obtendo-se o peso Umido,
em seguida foram pesadas imersas em agua, obtendo-se 0 peso imerso.

A densidade bésica obtida pelo Método da Balanga Hidrostatica foi calculada

através da equagdo:

Db = PSA
x DI

PUA - PIA

Em que: Db = densidade bésica (g/cm3); PSA = peso seco da amostra (g); PUA =
peso Umido da amostra (g); PIA = peso imerso da amostra (g); DI = densidade da &gua,

(g/cm?).

4.2.3 Anatomia da fibra

Para a determinacdo das dimensdes das fibras, foram retiradas, com uso de
estiletes, pequenas lascas de dois locos diferentes, totalizando duas amostras. Este
material foi submetido a maceracdo com perdxido de hidrogénio e 4cido acético 1:1 a
60°C por um periodo suficiente para que ocorresse a individualizacdo dos elementos
anatdmicos. Apos a individualizagdo do material, 0 mesmo foi lavado com agua destilada
e corado com safranina (Figura 15). Com o material dissociado, foram montadas 5
ldminas histoldgicas de cada amostra e de cada ldmina foram medidos comprimento,
largura e didmetro do lume de 25 fibras. As medigdes foram realizadas com auxilio do
software de analise de imagem PixelPro e o microscopio optico Leica ICC 50.

Na mensuracdo das fibras, foram obtidas informagfes relativas ao seu
comprimento (1), didmetro (D) e didmetro do lume (d), sendo indiretamente determinada
a espessura da parede celular (e). As medicGes foram realizadas no microscépio 6ptico
Leica ICC 50, sendo que o comprimento da fibra foi medido no foco 4x e o didmetro e

diametro do lume no foco 40x.
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Figura 15: Processos de coloragdo com safranina (A) e lavagem sucessiva para retirada

do corante (B).
4.3 Tipos de Polpacédo Celulésica

Foram avaliados quatro tipos de polpacdo dos residuos do pseudocaule e engaco
da bananeira: Polpacdo quimica (NaOH 5%), polpacdo mecénica e polpacao bioldgica
(resultante da incubagdo com cogumelo): sendo esta dividida em: 1) mecanico-bioldgico,
pois o0s residuos sao primeiramente triturados e posteriormente incubados com o fungo e
2) cavacos miceliados, os cavacos resultante da separagdo e tratamento dos residuos nao
sofreram agdo mecanica do triturador, sendo incubados particulados (cavacos de 5x3 cm)
com o fungo. Esses processos foram adotados com o intuito de alcangar o ponto adequado

para fabricacdo das folhas de papel. Ao final os métodos foram comparados.

4.3.1 Polpagao quimica

A polpacéo quimica foi realizada em digestor rotativo de aco inoxidavel (Figura
16), aquecido eletricamente. As condigdes operacionais utilizadas nos cozimentos
foram: bagagos = 3 kg umidos, temperatura maxima = 170 °C, tempo até temperatura =
90 min e tempo & temperatura = 60 min. Foram utilizados 5% de NaOH para
deslignificagdo da pasta. Foram realizadas trés repeticGes de cozimento para cada residuo.
Os bagacos cozidos foram descarregados em caixa de aco inox com tela de 150 mesh e
lavados intensivamente com agua a temperatura ambiente, para garantir maxima remocéo
do licor residual. Em seguida, foram desfibrados em hidrapulper laboratorial de 25 L. A
depuracao foi realizada em depurador laboratorial Voith, dotado de placa com fendas de
0,20 mm de largura. A polpa foi desaguada e centrifugada até a consisténcia de 35%.
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Figura 16: Etapas do cozimento quimico em digestor rotativo.

4.3.2 Polpagéo mecanica

Para polpacdo mecanica 3 kg de fragmentos dos residuos (pseudocaule e engago)
das duas cultivares de bananeira de aproximadamente 5x2 cm foram inicialmente
triturados em moinho modelo sprout-waldron em 18 litros de &gua, submetidos a trés
passagens, primeira passagem — 1 volta, segunda passagem — %2 volta e terceira passagem
— Y volta, em temperatura ambiente para desagregacdao das fibras dos residuos. Em
seguida desaguadas em peneira de 40 mesh e lavadas para retirada de substancias
mucilaginosas e prensada para retirada de 4gua. Foram determinados os teores seco e
umidade média das e rendimento das pastas.

4.3.3 Polpagéo bioldgica

A polpacdo bioldgica foi realizada com os diferentes substratos miceliados. Foram
testados dois tipos de processos: 1) mecanico-bioldgico - residuos sdo primeiramente
triturados e posteriormente incubados com o fungo e 2) cavacos miceliados - 0s cavacos
resultante da separacdo e tratamento dos residuos ndo sofreram acdo mecéanica do
triturador, sendo incubados particulados (cavacos de 5x3 cm) com o fungo. A utilizagdo
dos substratos apdés frutificacdo do cogumelo foi inviavel pois o material encontrava-se
em grau de degradacdo grande impossibilitando a formacdo de folhas de papel. Os

substratos miceliados foram lavados em éagua corrente em peneira de 40 mesh para
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retirada das hifas e em seguida desidratados e calculados os teores seco e umidade média

das pastas e o rendimento.

4.4 Avaliacao das pastas

As pastas foram avaliadas quanto aos parametros: rendimento bruto (%), obtido

pela diferenca entre o peso seco e peso umido, densidade bésica e indice kappa.

4.4.1 Avaliacdo das propriedades da pasta
4.4.1.1 Rendimento

Para cada tratamento (quimico, mecénico e bioldgico) foi determinado o
rendimento da pasta celuldsica produzida. A relagdo percentual entre o peso desta e o
peso absolutamente seca utilizada no cozimento, forneceu o valor de rendimento bruto
(ABTCP C 7/71).

4.4.1.2 Determinacdo do indice kappa

O objetivo da determinacdo do numero Kappa € a verificacdo do grau de
deslignificagdo da celulose. Foi determinado o indice kappa da pasta através do metodo
padrdo TAPPI T 236cm-99. Este método envolve a oxidacdo da pasta com o
permanganato de potassio, no qual permite determinar o grau de deslignificacdo da pasta.
O permanganato reage com a lignina da pasta e ndo com os polissacarideos. O indice
kappa é o volume (mL) de uma solu¢do de permanganato 0.1N consumido por um grama
de pasta. Os resultados sdo corrigidos para 50% do consumo de permanganato

adicionado.

Reagentes:  Solu¢do de permanganato de potassio (0.1 N) (KMnO4)
Solucdo de tiossulfato de s6dio (0.2 N) (Na2S203)
Solugéo de iodeto de potéssio (1.0 N) (K1)
Acido sulfurico (4.0 N) (H,SO,)

Indicador (solucéo de amido, 2 -3 %)
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Foram pesados de 1,1 a 1,3 gramas da pasta seca. Foi adicionado 125 mL de dgua
destilada a pasta que foi triturada. Sob agitacdo continua foi adicionado 25 mL do KMnO
e 25 mL do H.SOs. Apds 10 minutos sob agitacdo, foram adicionados 5 mL de KiI,

algumas gotas do amido (indicador) e titulado com Na28203. O teste branco foi feito sem

a pasta.

4.5 Fabricacao do Papel

As polpas oriundas dos processos quimico, mecanico e bioldgico foram
submetidas ao processo de fabricacdo de folhas de papel. Para a confeccdo das folhas, os
residuos passaram inicialmente por um processo de desagregacao das fibras celuldsicas
utilizando um desintegrador por 15 minutos. ApGs esse processo prosseguiu-se com o
refino, que € o tratamento dado as fibras com a finalidade de prepara-las para formar um
papel de qualidade na formagéo e resisténcia mecéanica adequada. O grau de refino das
polpas foi medido utilizando o Aparelho Schopper Riegler, de acordo com as Normas
ABCP C-10/73 (TAPPI, 1994). Para isso, as polpas celulésicas obtidas ap6s depuragdo e
centrifugacéo passaram por processo de refinagdo, mediante a utilizagdo de moinho tipo
Jokro, a 150 rpm em dois estagios, o primeiro em 15 minutos e o segundo em 30 minutos
(1° e 2° passagem) (Norma ISSO 5264/3) (TAPPI, 1994).

Apo0s a desagregacao, as fibras passaram por um processo de homogeneizacdo em
um homogeneizador, para soltar as fibras do material (pseudocaule ou engaco) e facilitar
a disposicéao das fibras no formador de folhas. As folhas de papel foram formadas pela
deposicdo das fibras da suspensdo aquosa sobre a tela da maquina, as folhas foram
confeccionadas em formador de folha de F200 Regmed. Apds formacdo, as folhas
passaram por um processo de secagem realizado em secadores de papel com capacidade
para duas folhas em cada secagem. As folhas foram colocadas entre papéis mata-borréo,
préprios para secagem e depositadas nos secadores formadas por chapas de a¢o aquecidas

por aproximadamente 15 minutos para a retirada da agua (Figura 17).




Figural7: Processos de fabricagdo do papel: A) desintegracdo de fibras, B) refino em
moinho Jockro, C) Homeinizacéo das fibras, D) Grau Shop Rigle, E) Secagem da folha

4.5.1 Propriedades do papel

Relacdo dos Procedimentos utilizados na Avaliacdo das Caracteristicas Fisicas e
de Resisténcia do Papel.

Procedimentos Norma
Gramatura ........cccoeveenenieninieeene T410 - 0s 61
ESPESSUIA ..o T411 -om 88
Resisténcia a Tragao .........cccocevevveneee T494 —om 94
Resisténcia ao Alongamento ............... T494 — om 94
Resisténcia do Rasgo .........c.cccceevnene. T414 —ts 65
Resisténcia ao Gurley ............ccccueeee. ISO 5636-5

* Procedimento da Technical Association of Pulp and Paper Industry (TAPPI, 1994)

As folhas de papel confeccionadas foram depositadas em ambiente climatizado, a
uma temperatura de 23°C + 2°C e 50% * 2% de umidade relativa (Norma T402 — om 94).
Apos temperatura adequada, as folhas foram destinadas a realizacdo de testes fisicos e
mecanicos. A relacdo das normas utilizadas nos ensaios € apresentada na Tabela 2
(TAPPI, 1994).

Para a determinacdo da gramatura pela Norma T410 — os 61, os corpos de prova
foram pesados em balanca analitica de precisdo apds ter sido determinada a area
correspondente em metros quadrados dos mesmos (TAPPI, 1994).

126



A espessura do papel foi expressa em centimetros (cm), determinada mediante a
definicdo da distancia medida entre as faces das folhas de papel sob a a¢éo de uma carga
especifica. Foi utilizada a Norma T411 — om 88 para determinar a espessura (TAPPI,
1994).

Para a determinacdo da resisténcia a tracdo foi utilizada a Norma T494 — om 94.
A resisténcia a tracdo corresponde a forca maxima em quilonewtons (kN) desenvolvida
por unidade de largura em metros da amostra antes da ruptura (TAPPI, 1994).

A resisténcia ao alongamento foi expressa em milimetros (mm), os ensaios foram
realizados utilizando um dinamémetro automatico, este aparelho é digital e programavel,
capaz de medir e indicar a forca de tracdo maxima em Kgf (kilograma forga), e
alongamento em milimetros ou percentual. (TAPPI, 1994).

A resisténcia ao rasgo corresponde a forga perpendicular em milinewtons (mN)
ao plano do papel necessaria para rasgar uma ou mais folhas, através de uma distancia
especifica. Para a determinacdo da resisténcia ao rasgo pela Norma T414 — ts 65 utilizou-
se 0 equipamento Péndulo. A resisténcia ao rasgo foi expressa em grama forca (gf) e seu
indice é calculado pela relacéo entre a resisténcia ao rasgo pela gramatura, esta é expressa
por metro quadrado por grama (g/m?) (TAPPI, 1994).

A resisténcia ao ar (Gurley) corresponde ao tempo necessario para certo volume
de ar atravessar, sob pressdo constante, uma determinada &rea de papel. Tal como a
permeabilidade ao ar, quantifica a capacidade que o papel tem em se deixar atravessar
pelo ar. Para a determinacdo ao ar (Gurley) sera utilizada a Norma 1SO 5636-5. A
resisténcia ao ar € expressa em unidades s/100 ml (segundos por cem mililitros) (TAPPI,
1994).
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Figura 18: Propriedades do papel — A) Gramatura, B) Espessura, C) Tragdo e
alongamento, D) Rasgo, E) Resisténcia ao ar (Gurley).

4.6 Resultados e discussao

4.6.1 Densidade bésica
A densidade € um parametro muito importante, que esté relacionado diretamente

com o rendimento da polpa celulésica e dos volumes dos digestores. Carneiro et al. (2004)
encontraram valores de densidade bésica na faixa de 0,434 a 0,560 g/cm3, para a madeira
de Eucalyptus grandis. Comparando-se a densidade basica de Eucalyptus grandis com
resultados de Carvalho et al., (2011) que observaram densidade de 0.040 g/cm3 em
pseudocaules de bananeira pacova, Soffner (2001) que observou densidade de 0.032
g/cm3 em pseudocaule da cultivar nanicdo, Guimardes (2012) que observou em seus
estudos densidade de 0.100 g/cm? e com os resultados da presente pesquisa (Figura 18),
esta é considerada muito baixa, o que reflete em teores baixos de rendimento de pasta
celulésica. Fatores como idade da planta, espécie e tipo de solo podem influenciar nos

valores de densidade das diferentes partes do vegetal.

PSPA PSTM ENPA ENTM
Residuos

Figura 19: Valores de densidade bésica dos residuos de bananeira.

4.6.2 Anatomia da fibra
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O conhecimento da estrutura anatdmica das fibras é indispensavel para a producéo
de papéis, bem como, para o entendimento das propriedades fisico-mecéanicas dos
mesmos. De acordo com as recomendagdes contidas nas Normas de Procedimentos em
Estudos de Anatomia de Madeiras (IBAMA/ DIRPED/LPF, 1992) e Comissédo Pan
Americana de Normas Técnicas — COPANT (1973), as fibras das duas cultivares de
bananeira séo classificadas como longas, pois possuem comprimento > 1600 um. As
fibras dos pseudocaules apresentam-se mais compridas e mais grossas, com paredes mais
espessas do que as fibras dos engagos (Tabela 10), diferindo estatisticamente umas das
outras.

Young (1980) afirma que o comprimento afeta a formagdo ou uniformidade da
distribuicdo das fibras. Quanto mais curtas forem as fibras, mais uniforme seré a formacéo
da folha e melhor sua estabilidade dimensional, por exemplo. O comprimento médio das
fibras também afeta as propriedades mecénicas da folha de papel produzida. A resisténcia
ao rasgo, por exemplo, decresce com o decréscimo no comprimento médio da fibra.

Segundo Gongalez (2011), a espessura da parede da fibra tem sua principal
influéncia explicada como uma fungdo de uma maior ou menor condi¢cdo de sofrer
colapso. As fibras de paredes espessas diminuem sua capacidade em sofrer colapso,
mantendo suas formas tubulares na estrutura do papel, reduzindo a resisténcia deste.

Maiores diametros de lume e paredes menos espessas facilitam o colapso da fibra
durante a formacdo da folha, resultando em maior intensidade de ligagdes interfibriais e
consequentemente em propriedades de resisténcia a tracdo e ao arrebentamento mais
elevadas (SILVA, 1998).

Tabela 10: Dimensoes das fibras dos residuos das cultivares de bananeira estudadas.

Parametro PSPA PSTM ENPA ENTM
Comprimento (mm) 4.48 4.15 3.86 3.7
Diametro (mm) 0.75 0.64 0.49 0.53
Parede (mm) 0.12 0.11 0.07 0.07
Lume (mm) 0.46 0.44 0.29 0.33

Propriedades das fibras analisadas em milimetros (mm).

4.6.3 Rendimento da pasta celulésica
Comparando-se os tipos de polpacdo celulésica (Figura 20), o maior rendimento

da pasta estd associado ao processo mecénico, justificado pela pequena perda de
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elementos constituintes, ja que o processo ndo favorece a retirada de lignina, carboidratos
e minerais, restando grande quantidade de elementos de parede e substancias
mucilaginosas, refletindo no maior percentual de rendimento.

Quando os residuos foram submetidos ao cozimento com carga de alcali (polpacéao
quimica), o rendimento foi ainda menor. De acordo com Soffer (2001) este processo tem
como consequéncia a reducdo do rendimento bruto, uma vez que a carga de &lcali
promove a degradagdo tanto da lignina, extrativos, como dos carboidratos.

A descarga de &lcali possibilita a remocéo de células parenquimais, de elementos
de vasos e substancias sollveis, como taninos, substancias pécticas, gomas e materiais
mucilaginosos presentes no interior dessas células. E a remocdo desses constituintes
resulta em polpas de melhor qualidade e possivelmente de melhor drenabilidade (SILVA,
1998). Neste tipo de cozimento os maiores rendimentos foram em PSTM e ENPA, porém
semelhantes estatisticamente.

Fatores como alto percentual de umidade, substancias solUveis e elevados teores
de minerais contribuem para o baixo rendimento da pasta celulésica quando comparada
ao rendimento de pastas de coniferas e folhosas.

Em relacdo as polpagBes bioldgicas, divididas em trituradas e em forma de
cavacos, no primeiro caso, o rendimento foi de 34.5% (PSTM) a 40.4 % (ENTM), e no
segundo de 38.1% (PSPA) a 46.48% (ENTM) indicando que ndo houve grande variacao
entre elas, porém quando comparadas as pastas mecanicas e quimicas, observa-se que o
rendimento difere do rendimento das polpas mecénicas e se assemelha ao processo
quimico de polpacédo. Indicando que o cogumelo foi capaz de degradar os constituintes
do material, como extrativos, substancias soluveis, e lignina (Tabelas 8 e 9) através de

acdes enzimaticas redutoras.
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Figura 20: Rendimentos das pastas mecanica, quimica, bioldgica triturada e bioldgica

cavacos.

4.6.4 Numero kappa

A avaliagdo de um processo de polpacdo deve considerar também a eficiéncia de
deslignificagdo, uma vez que é um fator importante para a classificacdo das pastas
celulésicas e o tipo de papel que originam.

Para isto, o Kappa é uma varidvel de extrema importancia para bons resultados
operacionais. O nimero Kappa representa a branqueabilidade ou grau de deslignificacéo
da polpa, através de um teste onde é medido o consumo de permanganato de potassio por
um grama de amostra. A medida do nimero Kappa é uma maneira tradicional de se
verificar a qualidade da polpa obtida no final do processo de cozimento dos cavacos
(KLOC, 2000).

De acordo com a Figura 21, as polpagOes realizadas com os pseudocaules
apresentaram os maiores kappas, indicando menor grau de deslignificagdo da pasta
celulésica. Comparando os trés tipos de polpagdo nos pseudocaules, a polpacéo quimica
foi mais eficiente do que as bioldgicas. Estas por sua vez, foram semelhantes.

Silva (1998) observou dificuldade na deslignificacdo de pseudocaule, utilizando
30% de &lcali ativo em processo kraft para producéo da polpa. O autor atribuiu o fato &
secagem prévia do material, que favoreceu que substancias parénquimais ficassem
aderidas as fibras, dificultando a deslignificagdo do material, bem como, o tipo de cultivar
utilizada, na ocasido um hibrido desenvolvido para sustentar com maior firmeza os cachos

de banana.
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Outro fator mencionado por Silva, foi quanto a presenca de altos tores de
elementos minerais, como potassio, célcio, magnésio, sddio e silicio, e extrativos, pois
dificultam a deslignificagdo da polpa, uma vez que se tornam abrasivos e resistentes as
cargas de alcali. No presente estudo observou-se que os principais elementos minerais
que constituem as fragbes fibrosas das cultivares de bananeira sdo potéssio, célcio e
magnésio (Tabela 3). De acordo com o autor o potéssio constitui uma desvantagem, uma
vez que é bastante abrasivo. Apesar de estarem ligados diretamente aos aspectos
fisiologicos do vegetal, na producdo de polpa celuldsica quimica séo indesejaveis, pois
reduzem a qualidade da polpa e podem causar o desgaste dos equipamentos.

Em relagdo aos graus de deslignificacdo nos engagos, observa-se que foram
menores e significativos quando comparados ao pseudocaule. Fator que pode estar
relacionado a estrutura anatdmica da fibra, pois os engacos apresentaram fibras mais
curtas e finas que podem ter favorecido tanto a agéo do alcali (polpagdo quimica), quanto
a acdo do cogumelo (polpacéo bioldgica), bem como os constituintes do residuo, que no
caso da polpacdo biolégica podem ter induzido a acdo das enzimas lacase e lignina-
peroxidase, resultando em polpas com kappas menores. Por outro lado, na polpacéo
bioldgica, o rendimento est4 diretamente relacionado com o tempo de incubacdo, uma
vez que quanto maior este for, menor serd o rendimento, pois a acdo do fungo sobre o
substrato resulta em perda na matéria orgénica e influencia na qualidade da fibra, podendo
em periodos elevados resultar em grande degradagdo e inviabiliza-la para producéo de
polpa e papel.

Polpacdes bioldgicas com cavacos de bananeira resultaram em kappas maiores,
fato que pode estar relacionado ao tamanho da particula e consequentemente ao maior
tempo requerido pelo fungo para penetrar nas fibras e realizar a degradagdo da lignina e
demais constituintes. Por outro lado, polpas com nimeros kappa maiores resultam em
papeis com maior resisténcia ao rasgo e podem ser destinadas a fabricago de embalagens.

Na indUstria 0 nimero kappa normalmente utilizado para polpacdo (kraft) ndo
branqueada est4 entre 16 a 20 (FOELKEL, 2007). Apesar dos kappas das polpacdes
bioldgicas com engacos das cultivares de bananeira encontrados nesta pesquisa estarem
acima desses valores, sdo importantes para validar a acdo de Pleurotus ostreatus no
processo de polpagdo celuldsica, uma vez que o processo se deu sem adicdo de alcali,
proporcionando polpas com kappas proximos as de polpagdo quimica.

Polpacdes biolégicas com ENPA apresentaram 0s menores kappas, 0 menor

namero kappa foi observado em pastas com residuos triturados, explicado pela facilidade
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de acesso do fungo ao material fibroso. Por outro lado, a polpagdo com cavacos
apresentou kappa maior e semelhantes ao processo quimico. Dessa forma, a a¢do do fungo
correspondeu a aproximadamente 5% da agao do alcali (% de &lcali utilizado na polpagéo
quimica).

Polpacdes bioldgicas com cavacos de ENTM apresentaram resultados mais
elevados, mostrando diferenca entre cultivares de mesma espécie. Fato que pode ser
explicado pelo tamanho das particulas, teor de lignina e quantidade de extrativos do
material (SILVA, 1998). Tais polpas podem ser utilizados para fabricacéo de papéis com

namero kappa até 40 e com propriedades especificas.
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Figura 21: Nameros kappa das polpacdes quimicas, bioldgica triturada e bioldgica

“cavaco”.

4.6.5 Grau de refino - Shopper Rigler

O ensaio de Shopper Riegler é utilizado para determinar a resisténcia a drenagem
da pasta celulésica. Essa propriedade é influenciada pelas condi¢bes da superficie de
inchamento das fibras, e se constitui em um indice que indica a quantidade de tratamento
mecanico (refino) ao qual a pasta celulésica foi submetida (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS NBR 14031, 2003).

Nos testes preliminares de formacdo de folhas com as fibras dos diferentes

residuos de bananeira foi observada grande dificuldade de drenagem da 4gua na maquina
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formadora nos tratamentos mecanicos e bioldgicos. Provavelmente provocada pelo alto
teor de fragcdo mucilaginosa presente no material.

A dificuldade da drenagem da &gua da polpa celulésica resultou na formag&o de
uma fina camada de 4gua sobre a folha, o que dificultou a retirada da folha do formador
de folhas e em alguns casos inviabilizou a formacéo da mesma (PSPA triturado e cavaco),
fato também observado em estudos de Silva (1998). Dessa forma necessitando de maior
tempo de drenabilidade e superficie de secagem.

O aumento do grau Shopper Riegler aumenta a medida que o tempo de refino
decorre (Tabela 11). O teor excessivo de finos e fibras curtas ou muito degradadas pode
ser prejudicial a resisténcia dos papéis a partir de um determinado nivel ou mesmo a
formacéo destes (YOUNG, 1994). A ruptura das fibras deve atingir um nivel ideal para

que a propriedade mecanica dos papéis ndo seja comprometida.

Tabela 11: Valores de SR° das pastas produzidas a partir dos métodos mecanico,
quimico, bioldgico triturado e bioldgico cavaco.

PSPA PSTM ENPA ENTM

R 15min 1° pass. 39 30 33 32
MECANICO 30min 2° pass. 51 52 51 51
~ 15min 1° pass. 32 36 49 51
QUIMICO 30min 2° pass. 51 52 65 78
BIO. 15min 1° pass. 33 37 31 34
TRITURADO 30min 2° pass. 56 59 52 57
BIO. CAVACO 15min 1° pass. 56 38 30 35
30min 2° pass. 78 57 47 52

SR°: Grau Shopper Rigler dos tratamentos mecéanico, quimico, bioldgico triturado e

bioldgico cavaco.

4.6.6 Propriedades fisico-mecéanicas do papel

As pastas com graus de refino proximo a 45°SR foram utilizadas para fabricacéo
de papéis. Papéis fabricados a partir de pseudocaules pelo método mecénico apresentaram
maiores valores de espessura. Por outro lado, papéis produzidos com engagos em

processo bioldgico com residuos triturados apresentaram menores médias (Figura 22).
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Estes fatos possivelmente estdo relacionados com a quantidade de materiais
mucilaginosos e células parenquimais presentes na pasta mecanica, elementos que
dificultam o processo de refino, resultando em papéis com maiores espessuras. Por outro
lado, pastas que tem suas fibras degradadas além do ponto ideal, refletem em papéis de
espessura bem menores, 0 que pode explicar os resultados de espessura nos engagos de
bananeira que ja fora submetido a acdo mecéanica de um triturador, processo que ja
degrada a fibra, e posteriormente foi incubada com o fungo P. ostreatus, e posteriormente
ainda foi submetida ao refino, refletindo em fibras muito degradadas e em papéis de baixa
qualidade.

De acordo com Coelho (2006) a espessura do papel diminui com o aumento do
grau de refino. O refino aumenta o nimero de ligagdes entre as fibras em detrimento da
degradacdo das mesmas, originando papéis com menores espessuras (SCOTT; ABBOT,
1995; SILVA; OLIVEIRA, 2000).

Observou-se também que papéis produzidos através da polpacdo quimica
apresentaram médias de espessura muito préximas aos papéis produzidos em polpagédo
bioldgica com cavacos de residuos de bananeira (Figura 22).

De acordo com IPT (1988), a espessura ¢ afetada pela composicdo fibrosa, grau
de refino entre outros fatores e afeta as propriedades mecanicas e Opticas do papel,
influenciando fortemente nas caracteristicas e no desempenho dos papéis, além de possuir

grande importancia em papéis para impressao, embalagens e outros tipos.

Espessura
0.25
0.2
0.15
IS
o
0.1
0.05 I
0
PSPA ENPA PSTM ENTM

H Quimico Mecanico mBio. Triturado mBio. Cavaco

Figura 22: Médias de espessuras de papéis fabricados a partir das polpagdes quimica,

mecanica, bioldgica triturada e bioldgica cavaco.
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A gramatura de papéis produzidos em polpacéo bioldgica com cavacos de ENTM
apresentaram médias mais proximas ao processo kraft comercial (65g/m2). Por outro lado,
papéis produzidos com ENPA em polpacédo bioldgica com residuos triturados presentou
a menor média (49.84g/m?2) (Figura 23). Indicando o potencial do fungo P. ostreatus no
processo de biopolpacdo e a importancia do tamanho da particula.

Em relagdo a resisténcia ao ar, papéis produzidos pelos métodos quimico e
mecanico apresentaram papéis com elevada resisténcia, indicando grande
impermeabilidade da superficie da folha produzida, atribuida as mucilagens presentes nas
pastas. Em contrapartida as folhas produzidas pelos processos biolégicos apresentaram
menores valores e menor resisténcia a passagem de ar (Figura 24). Segundo Rossi Filho
(2007), a resisténcia ao ar afeta a absor¢éo do veiculo da tinta. Na impressao em maquinas
rotativas, € necessario que a resisténcia ao ar seja baixa para proporcionar baixa
penetracdao do solvente e rapido assentamento da tinta para evitar decalque e riscos na
impressdo. Porém outras aplicacbes requerem papé€is menos porosos para evitar
penetragdo excessiva e atravessamento da tinta. Nesse sentido, papéis produzidos a partir
de ENTM pelo método bioldgico utilizando cavacos apresentou melhor média de
resiténcia ao Gurley, fato que possivelmente esta relacionado a maior degradacdo de

elementos mucilaginosos nos tratamentos bioldgicos.
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Figura 23: Médias de gramatura de papéis fabricados a partir das polpagdes quimica,
mecanica, bioldgica triturada e bioldgica cavaco.
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Figura 24: Médias de resisténcia ao Gurley (ar) de papéis fabricados a partir das

polpagdes quimica, mecanica, bioldgica triturada e bioldgica cavaco.

A resisténcia ao rasgo esta diretamente ligada ao tamanho da fibra. Fibras mais
longas proporcionam papéis com maior resisténcia ao rasgo, uma vez que se sobrepdem
umas sobre as outras conferindo resisténcia ao conjunto de fibras, no entanto, fibras mais
curtas resultam em papé€is com menor resisténcia ao rasgo. Nesse sentido, papéis
produzidos através da polpacdo bioldgica utilizando cavacos de PSTM apresentaram
maior resisténcia ao rasgo, ao passo que, papéis produzidos pelos engacos através da
polpacéo bioldgica utilizando residuos triturados apresentaram as menores médias, uma
vez que o tamanho das fibras sdo menores devido ao processo mecanico prévio e a agao

degradadora de P. ostreatus (Figura 25).
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Figura 25: Médias de resisténcia ao rasgo de papéis fabricados a partir das polpacdes

quimica, mecanica, bioldgica triturada e bioldgica cavaco.

Segundo IPT (1988), o alongamento é definido como a formagdo maxima que
apresenta um corpo de prova no momento de sua ruptura, sendo determinado
simultaneamente com a tracdo no momento da ruptura. Assim, interpreta-se que 0S
melhores indices de alongamentos sdo equivalentes a maior resisténcia a tracao.

As polpas produzidas pelo processo quimico utilizando ENPA, PSTM e ENTM
apresentaram as maiores médias de tracdo. JA as médias observadas para 0s pape€is
produzidos a partir da polpacao bioldgica dos cavacos de ENPA e ENTM mostraram-se
positivos, com destaque para 0s papéis produzidos com ENTM, PSTM, e ENPA que
obtiveram médias semelhantes ou mesmo superiores aos papéis produzidos a partir do
processo quimico (Figura 26), evidenciando o potencial de biopolpag&o por P. ostreatus.

Paralelamente, o parametro alongamento mostrou-se equivalente a resisténcia a
tracdo (Figura 27), refor¢cando o potencial do processo bioldgico utilizando os cavacos

dos residuos de bananeira, com destaque para os papéis produzidos a partir de ENTM.
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Figura 26: Médias de resisténcia a tracdo de papéis fabricados a partir das polpacdes

quimica, mecanica, bioldgica triturada e bioldgica cavaco.

138



Alongamento

2

b hlad

0
PSPA ENPA PSTM ENTM

m)

milimetros (m

m Quimico mMecanico mBio. Triturado mBio. Cavaco

Figura 27: Médias de alongamento de papéis fabricados a partir das polpagdes quimica,
mecanica, bioldgica triturada e bioldgica cavaco.

A seguir estdo o0s papéis produzidos pelas polpagdes quimica (Figura 28),
polpacdo mecanica (Figura 29), polpacdo bioldgica-triturada (Figura 30) e Polpacdo
bioldgica-cavaco (Figura 31).

Figura 28: Papéis produzidos pelo tratamento quimico alcali (NaOH 5%). (A) PSPA;
(B) PSTM; (C) ENPA; (D) ENTM.

eSS

Figura 29: Papéis produzidos pelo tratamento mecanico. (A) PSPA; (B) PSTM; (C)
ENPA; (D) ENTM.
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Figura 30: Papéis produzidos pelo tratamento bioldgico triturado. (A) PSTM; (B)
ENPA; (C) ENTM.
Obs: ndo houve formacéo de folha para PSPA (dificuldade para retirada da tela formadora)

Figura 31: Papéis produzidos pelo tratamento bioldgico-cavacos. (A) PSTM;

(B) ENPA; (C) ENTM.Obs: ndo houve formacéo de folha para PSPA (dificuldade para

retirada da tela formadora)

140



4.7 Conclusao

Papéis produzidos atraves do processo bioldgico utilizando cavacos dos residuos
de ENTM apresentaram os melhores parametros de qualidade do papel (gramatura,
resisténcia ao Gurley, rasgo, tracdo e alongamento). Sendo também promissores 0 ENPA,
resistente a tracdo e o PSTM, ao rasgo.

Sendo possivel utiliza-lo para producdo de papéis com kappa entre 30 a 40,
destinados a fabricagdo de embalagens flexiveis em decorréncia de sua resisténcia a
tracdo, ao rasgo, com a vantagem da reducdo do alcali, uma vez que se trata de um

processo inteiramente biolégico.
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