UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO
EM BIOTECNOLOGIA

Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720: AVALIACAO DO CRESCIMENTO,
PRODUCAO DE BASIDIOMA E DETERMINACAO DA ATIVIDADE
PROTEOLITICA EM RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

TAMIRIS R1IO BRANCO DA FONSECA

MANAUS
2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAQO
EM BIOTECNOLOGIA

TAMIRIS RIO BRANCO DA FONSECA

Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720: AVALIA(;AO DO CRESCIMENTO,
PRODUCAO DE BASIDIOMA E DETERMINACAO DA ATIVIDADE
PROTEOLITICA EM RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Dissertacdo apresentada ao Programa
Multi-Institucional de Po6s-Graduacdo
em Biotecnologia da Universidade
Federal do Amazonas como parte dos
requisitos para a obtengdo do titulo de
Mestre em Biotecnologia.

Orientadora: Professora Doutora Maria Francisca Simas Teixeira

MANAUS
2013



Ficha Catalografica

(Catalogacdo realizada pela Biblioteca Central da UFAM)

F676p

Fonseca, Tamiris Rio Branco da

Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720: avaliacdo do crescimento,
producdo de basidioma e determinacdo da atividade proteolitica em
residuos agroindustriais / Tamiris Rio Branco da Fonseca. - Manaus:
UFAM, 2013.

77 f.; il. color.

Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Federal do Amazonas, Manaus, 2013.

Orientadora: Prof2. Dra. Maria Francisca Simas Teixeira

1. Cogumelos comestiveis - Cultivo 2. Fermentacdo -
Biotecnologia 3. Produgdo de enzimas 4. Residuos agroindustriais |.
Teixeira, Maria Francisca Simas (Orient.) Il. Universidade Federal
do Amazonas Ill. Titulo

CDU (2007): 635.82:663.15(043.3)




TAMIRIS RIO BRANCO DA FONSECA

Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720: AVALIA(;AO DO CRESCIMENTO,
PRODUCAO DE BASIDIOMA E DETERMINACAO DA ATIVIDADE
PROTEOLITICA EM RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Aprovado em 02 de Maio de 2013.

BANCA EXAMINADORA

Dr?. Maria Francisca Simas Teixeira

Universidade Federal do Amazonas — UFAM

Dr?. Ormezinda Celeste Fernandes

Fundacéo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ

Dr?. Ani Beatriz Jackisch Matsuura

Fundacdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ



Dedico esta dissertacdo a meus pais
que em nenhum momento mediram esforcos para
garantir meus estudos, sem eles jamais chegaria
aonde cheguei e a todos os que fizeram que eu
seguisse sempre em frente, nunca pensando em

desistir.



Agradecimentos
A Universidade Federal do Amazonas, UFAM, que foi minha segunda, quase primeira

casa durante essa fase e pela estrutura dos laboratdrios.

Ao CNPq pela bolsa concedida durante esses dois anos, permitindo a participacdo em

congressos e consequentemente a ampliacdo dos meus conhecimentos e horizontes.
A PPGBIOTEC pela oportunidade de aprender com seus professores e alunos.

A minha orientadora Dra. Maria Francisca Simas pelo incentivo, competéncia,

profissionalismo e sugestdes.

A Deus e a seus intercessores que permitiram a conclusdo de mais essa fase da minha

vida e que ao meu lado sempre estiveram nos momentos de dificuldades e de glérias.

A toda a minha familia que me apoiou nos momentos dificeis, & minha mée pelas
palavras de incentivo, a0 meu pai que mesmo em siléncio torceu por mim e a minha irma pelos

incentivos mesmo sem entender muito bem a minhas escolhas.

A Jéssica Barroncas que inimeras vezes me ajudou nas atividades de laboratério e

quando necessario me apoiou, incentivou e esteve do meu lado .

Ao Christiano Silva que ao me lado sempre esteve quando precisei, sendo um grande

amigo e companheiro.

A todos do laboratério de Micologia, companheiras de trabalho, com os quais
compartilhei momentos de alegria, estresse, tristeza e muitas risadas, tornando assim a minha

vida de mestranda muito mais divertida.

Um agradecimento em especial a Nelly Vinhote e Larissa Kirsch que leram meus

trabalhos sugerindo melhoras e ajudando quando precisei.

A Leonanda Albuquerque que em oracOes e pensamentos me deu forgas para seguir em

frente e ndo desistir na presenca de um obstaculo.



O Menestrel

Depois de algum tempo vocé aprende a diferenca, a sutil diferenca entre dar a méao e
acorrentar uma alma. E vocé aprende que amar néo significa apoiar-se. E que companhia nem
sempre significa seguranca. Comeca a aprender que beijos ndo séo contratos e que presentes ndo
S80 promessas.

Comeca a aceitar suas derrotas com a cabeca erguida e olhos adiante, com a graca de um
adulto e ndo com a tristeza de uma crianga.

Aprende a construir todas as suas estradas no hoje, porque o terreno do amanha é incerto
demais para os planos e o futuro tem o costume de cair em meio ao vao.

Depois de um tempo vocé aprende que o sol queima se ficar exposto por muito tempo.

E aprende que, ndo importa o quanto vocé se importe, algumas pessoas simplesmente ndo
se importam... E aceita que ndo importa quao boa seja uma pessoa, ela vai feri-lo de vez em
quando e voceé precisar perdoa-la por isso. Aprende que falar pode aliviar dores emocionais.

Descobre gque se levam anos para construir confianca e apenas segundos para destrui-la...
E que vocé pode fazer coisas em um instante das quais se arrependera pelo resto da vida.

Aprende que verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas distancias. E o
que importa ndo é o que vocé tem na vida, mas quem vocé tem na vida. E que bons amigos sdo a
familia que nos permitiram escolher.

Aprende que ndo temos de mudar de amigos se compreendemos que os amigos mudam...

Percebe que seu melhor amigo e vocé podem fazer qualquer coisa, ou nada, e terem bons
momentos juntos. Descobre que as pessoas com quem Vocé mais se importa na vida sdo tomadas
de vocé muito depressa... Por isso sempre devemos deixar as pessoas que amamos com palavras
amorosas; pode ser a ultima vez que as vejamos.

Aprende que as circunstancias e os ambientes tém influéncia sobre nos, mas n6s somos
responsaveis por nés mesmos.

Comeca a aprender que ndo se deve comparar com 0s outros, mas com o melhor que
pode ser.

Descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer ser, e que o tempo é
curto.

Aprende que ndo importa aonde ja chegou, mas para onde esta indo... mas, se vocé nao

sabe para onde esta indo, qualquer caminho serve.



Aprende que, ou vocé controla seus atos, ou eles o controlardo... e que ser flexivel ndo
significa ser fraco, ou ndo ter personalidade, pois ndo importa qudo delicada e fragil seja uma
situacdo, sempre existem, pelo menos, dois lados.

Aprende que herdis sdo pessoas que fizeram o que era necessario fazer, enfrentando as
consequéncias.

Aprende que paciéncia requer muita pratica.

Descobre que algumas vezes a pessoa que vocé espera que o chute quando vocé cai é
uma das poucas que o0 ajudam a levantar-se.

Aprende que maturidade tem mais a ver com 0s tipos de experiéncia que se teve e 0 que
vocé aprendeu com elas do que com quantos aniversarios vocé celebrou.

Aprende que ha mais dos seus pais em vocé do que vocé supunha. Aprende que nunca se
deve dizer a uma crianga que sonhos sdao bobagens... Poucas coisas sdo tdo humilhantes e seria
uma tragédia se ela acreditasse nisso.

Aprende que quando esta com raiva tem o direito de estar com raiva, mas isso nao te da o
direito de ser cruel. Descobre que s6 porque alguém ndo o ama do jeito que vocé quer que ame
ndo significa que esse alguém ndo o ama com tudo o que pode, pois existem pessoas que nos
amam, mas simplesmente ndo sabem como demonstrar ou viver isso.

Aprende que nem sempre é suficiente ser perdoado por alguém... Algumas vezes vocé
tem de aprender a perdoar a si mesmo.

Aprende que com a mesma severidade com que julga vocé sera em algum momento
condenado.

Aprende que ndo importa em quantos pedacos seu coragédo foi partido, 0 mundo ndo vai
parar para que vocé o conserte. Aprende que o tempo ndo é algo que possa voltar. Portanto,
plante seu jardim e decore sua alma, em vez de esperar que alguém lhe traga flores.

E vocé aprende que realmente pode suportar... que realmente ¢ forte, € que pode ir muito
mais longe depois de pensar que ndo se pode mais. E que realmente a vida tem valor e que vocé
tem valor diante da vida! Nossas duvidas sao traidoras e nos fazem perder o bem que poderiamos

conquistar se ndo fosse o medo de tentar.

William Shakespeare


http://pensador.uol.com.br/autor/william_shakespeare/

"Armas de fogo o meu corpo néo alcancaréo, facas e lancas se quebrardo sem o meu
corpo tocar, cordas e correntes se arrebentardo sem o0 meu corpo amarrar. Eu estou vestido e
armado com as armas de Jorge. Salve Jorge!".



Resumo
Os cogumelos despertam interesse por apresentar alto valor nutricional e medicinal. Os

representantes do género Pleurotus sdo capazes de crescer em diferentes residuos agricolas e
agroindustriais, pois secretam inumeras enzimas que hidrolisam os substratos elaborados a partir
dos residuos disponibilizando nutrientes. A busca por substratos alternativos cresceu nos ultimos
anos em virtude da disponibilidade de residuos regionais pouco ou nunca utilizados na producdo
de cogumelos comestiveis. O uso de residuos na fermentacdo semi-sélida vem despontando
também na producdo de enzimas. As proteases sdo 0 grupo de enzimas mais exploradas
comercialmente, no entanto o uso de Basidiomicetos como produtores de proteases ainda é um
tema pouco explorado. O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento micelial, bem como
investigar a producdo e caracterizar parcialmente proteases extracelulares de Pleurotus
ostreatoroseus DPUA 1720 em diferentes residuos agroindustriais, selecionar uma mistura para
producdo dos basidiomas e verificar sua qualidade microbioldgica e valor nutricional. As
culturas foram preparadas em &gar batata dextrose acrescido de extrato de levedura 0,5% (p/v). O
crescimento micelial vertical e a produgéo de proteases de P. ostreatoroseus foram realizados em
residuos agroindustriais (semente de acai, serragem, casca de cupuacu, farelo de arroz, casca e
coroa de abacaxi) durante 15 dias, sob duas condicdes de cultivo (presenca e auséncia de luz). A
producdo do basidioma foi realizada no substrato que apresentou crescimento micelial
satisfatorio e micélio vigoroso. A partir desse bioprocesso foi avaliada a formacdo e
desenvolvimento dos primérdios, tempo total de cultivo, eficiéncia bioldgica, produtividade, taxa
de producdo, perda de matéria organica, qualidade microbioldgica e valor nutricional dos
basidiomas. P. ostreatoroseus DPUA 1720 cresceu em todos os residuos agroindustriais testados,
também servindo como fontes para a producéo de proteases. Em casca de cupuacu adicionado de
farelo de arroz o micélio foi fortemente vigoroso e o crescimento micelial satisfatério, por isso
selecionado para producdo de P. ostreatoroseus DPUA 1720. Nas condi¢des experimentais a
atividade proteolitica foi determinada nos extratos brutos provenientes dos substratos miceliados
do crescimento micelial vertical com maxima atividade proteolitica (7,89 U/mL) em casca de
cupuagu adicionado de farelo de arroz na presenca de luz. Este substrato foi o mais eficiente para
a producdo das proteases com atividade em pH 6,0 e temperatura 6tima a 40°C. Os basidiomas
apresentaram auséncia de contaminantes, baixo teor de lipidios, alto teor de fibras e proteinas,
macro e microminerais, aminoacidos essenciais e ndo essenciais, podendo assim ser inserido na
alimentacdo como um alimento saudavel e nutritivo.

Palavras-chave: cogumelo comestivel, crescimento micelial vertical, protease



Abstract
Mushrooms arouse interest for presenting high nutritional and medicinal value. The

representatives of the genus Pleurotus are able to grow in different agricultural and agro-
industrial waste, since they secrete numerous enzymes that hydrolyze the substrates prepared
from waste providing nutrient The search for alternative substrates increased in recent years due
to the availability of regional waste little or never used in the production of edible mushrooms.
The use of waste in solid-state fermentation has emerged also in the production of enzymes.
Proteases are a group of enzymes commercially exploited, however the use of Basidiomycetes as
producers of proteases is still a relatively unexplored. The aim of this study was to evaluate the
myecelial growth as well as to investigate the production and partially characterize extracellular
proteases from Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 in different agro-industrial waste, selecting
a mixture for the production of the mushroom and check their microbiological quality and
nutritional value. Cultures were prepared in potato dextrose added yeast extract 0.5% (w/v). The
vertical mycelial growth and production of proteases from P. ostreatoroseus DPUA 1720 were
performed in agro-industrial waste (acai seed, sawdust, cupuassu bark, rice bran, bark and
pineapple crown) for 15 days under two growing conditions (presence and absence of light). The
production of basidiomata was performed in the substrate which presented satisfactory mycelial
growth and vigorous mycelium. From this bioprocess evaluated the formation and development
of early basidiomata, total time of cultivation, biological efficiency, productivity, production
rate, loss of organic matter, microbiological and nutritional value of the mushroom. P.
ostreatoroseus DPUA 1720 grew in all industrial residues also tested serving as sources for the
production of proteases. In bark cupuagu added rice bran mycelium was strongly vigorous and
the mycelial growth satisfactory, therefore selected for the production of P. ostreatoroseus
DPUA 1720. Under the experimental conditions the proteolytic activity was determined in crude
extracts from the substrates of vertical mycelial growth with maximum proteolytic activity (7.89
U/mL) in bark cupuassu added rice bran in the presence of light. This substrate was the most
efficient for the production of proteases with activity atpH 6.0 and optimum temperature at 40
°C. The basidiomata showed no contaminants, low in fat, high in fiber and protein, macro and
micro minerals, essential and non-essential amino acids, may therefore be inserted into the feed
as a safe and nutritious food.

Keywords: edible mushroom, mycelial vertical growth, protease.
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1. Introducéo

Os fungos do género Pleurotus, conhecidos por causar a podriddo branca da madeira,
apresentam a capacidade de se desenvolver em varios residuos agroindustriais que contenham
celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina e proteinas. (FIGUEIRO e GRACIOLLI, 2011;
MINOTTO et al., 2011). Pleurotus ostreatoroseus Sing., assim como outros representantes do
género ocorre em areas tropicais, crescendo bem em temperaturas superiores a 20 °C. Trata-se de
uma espécie que apresenta veu ausente, lamelas ndo intervenosas, metuldides ausentes, camada
cortical de pileo com elementos de parede lisa, esporos geralmente cilindricos e basidioma
carnoso, destacando-se principalmente por sua coloracdo rosea e excelente sabor do corpo de
frutificacdo (PUTZKE, 2002; ROSADO et al., 2002; MENOLLI JUNIOR et al., 2010;
OMARINI et al., 2010).

A fermentacdo semi-solida desempenha um papel de destaque no aproveitamento de
residuos solidos como palhas, gramineas, serragens, cascas de frutas, sabugo de milho, bagaco de
cana-de-acUcar e outros de natureza organica. Essa metodologia vem sendo aplicada no
enriquecimento protéico de residuos agroindustriais para alimentacdo humana e animal, na
detoxificacdo de residuos, eliminando substancias recalcitrantes e na producdo de compostos de
alto valor agregado para as industrias a partir de matéria-prima de baixo ou nenhum custo, como
no cultivo de cogumelos comestiveis, producdo de enzimas e outros metabolitos (PINTO et al.,
2005; SALES-CAMPOS et al., 2010; AGUIAR et al., 2011; PALHETA et al., 2011; REGINA et
al., 2012).

No Brasil, os cogumelos sdo cultivados tradicionalmente em bagaco de cana-de-agUcar,
porém em virtude da escassez eminente desse residuo, a busca por substratos alternativos para
serem utilizados na fermentacdo semi-sélida cresceu bastante nos ultimos anos. A literatura
descreve o0 uso de diversos residuos agroindustriais no cultivo de P. ostreatoroseus como residuo
de algoddo, bagaco de cana-de-agucar, palha de soja, sabugo de milho, capim-elefante, aveia,
azevém, girassol, serragem de eucalipto, ligustre, entre outros, suplementados ou nédo, assim
como em diferentes concentracBes de suplemento. As finalidades sdo direcionadas para o
conhecimento das melhores condigdes de crescimento, cultivo e produtividade da espécie
(ROSADO et al., 2002; DONINI et al., 2005; BERNARDI et al., 2007; MINOTTO et al., 2008;
CEITA et al.,, 2009; REIS et al., 2010).

Além do potencial nutricional e medicinal, os cogumelos também séo fontes de enzimas,

sintetizadas e secretadas durante a degradacdo do substrato para obtencdo de nutrientes e
15



presentes também no basidioma. As enzimas apresentam natureza altamente seletiva e elevada
atividade em concentra¢Ges muito baixas, mas um alto custo de producao. Nos ultimos anos este
problema foi solucionado com o uso de residuos agricolas, florestais e agroindustriais, tornando
0 bioprocesso economicamente vidvel e limpo (AMARAL, 1995; CARVALHO et al., 2012;
STROPARO et al., 2012).

As proteases, assim denominadas por catalisar a hidrolise de proteinas, representam um
dos trés maiores grupos de enzimas com histdrico nas industrias de alimento e detergentes, sendo
também utilizadas na indudstria téxtil, cosméticos e medicamentos, assim atraindo a atencéao
mundial para explorar suas aplicacdes fisioldgicas e biotecnoldgicas (RAO et al., 1998;
GENCKAL, 2004; NASCIMENTO et al., 2007; ZIMMER et al., 2009; DABOOR et al., 2010;
ORLANDELLI et al., 2012).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento micelial, selecionar
uma mistura para producdo dos basidiomas, verificar a qualidade microbiologia e valor
nutricional, bem como investigar a producdo e caracterizar parcialmente proteases extracelulares

de Pleurotus ostreatoroseus em diferentes residuos agroindustriais.
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2. Revisdo bibliografica

2.1. Cogumelos
Os cogumelos tém ocupado um papel primordial na alimentacdo humana por serem ricos

em proteinas, fibras, vitaminas, minerais e baixo teor de lipidios, também apresentam aroma e
textura agradavel. Inclusive podem ser utilizados como uma alternativa para suprir a deficiéncia
protéica na alimentacdo humana (GENCCELEP et al., 2009; LEMOS, 2009; REIS et al., 2010;
PALHETA et al.,2011; SALES-CAMPOS et al., 2011). A sua utilizacdo na medicina preventivo-
curativa ocorre hd milhares de anos. Algumas espécies com potencial medicinal sdo fontes de
diversos compostos que expressam atividade antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, anti-
inflamatdria, imunomodulatoria, antiviral, hipocolesterolémica e efeitos positivos sobre
hipoglicemia e funcdes cardiacas (HI e BACH, 2006; TAVEIRA e NOVAES, 2007; BARROS
et al., 2008; FERDINANDI e ROSADO, 2008; GERN et al., 2008; MEHTA et al., 2011).

O numero estimado de espécies de cogumelos no mundo € de 140.000, sendo 700
conhecidas por suas propriedades farmacologicas e 2.000 comestiveis, apenas 25 sao
normalmente utilizadas na alimentacdo humana e um nimero ainda menor € produzido para
comercializacdo (FURLANI e GODOQOY, 2007).

2.2. Industrializacdo e consumo dos cogumelos

A producdo mundial de cogumelos foi estimada, no ano de 2011, em cerca de 7,7 milh6es
de toneladas, destacando-se como maiores produtores a China e a Unido Européia (FAO, 2013).
Entre as espécies cultivadas e comercializadas em larga escala podemos citar: Pleurotus
ostreatus, Agaricus brasiliensis, Agaricus brunescens, Agaricus bisporus, Agaricus bitorquis,
Lentinula edodes, Volvariella volvacea, Flamulina velutipes e Ganoderma lucidum (FURLANI e
GODOQY, 2007; TAVEIRA e NOVAES, 2007; MARINO e ABREU, 2009; COLAUTO et al.,
2010; REIS et al., 2010; UDDIN et al., 2011).

No mercado mundial, o shiitake (Lentinus edodes) detem o terceiro lugar em volume de
producdo, ou seja, 10% do total produzido no mundo; em segundo lugar, as varias espécies de
Pleurotus, representando 25% da producdo mundial, devido aos seus valores nutricionais e
medicinais, em primeiro lugar, o champignon (Agaricus bisporus) representando cerca de 38%
dos cogumelos produzidos no mundo (STURION e RANZANI, 2000; VILELA, 2003;
SAMPAIO e QUEIROZ, 2006; FIGUEIRO, 2009).

No Brasil, a maior area produtora localiza-se em S&o Paulo com uma producdo de
aproximadamente 6 mil toneladas segundo o Censo Agropecuario do IBGE (2006). Outro estado
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com grande potencial é o Parand que vem aumentando a producéo, abastecendo 5% do mercado
nacional (LEMQOS, 2009). Para que esta producdo possa ser aumentada, muitas pesquisas tém
sido realizadas a fim de promover o aperfeicoamento de técnicas que possibilitem a reducdo dos
custos de producdo e que resultem em menor custo ao consumidor, estimulando assim o
consumo e a comercializacdo (FERDINANDI e ROSADO, 2008; REIS et al., 2010).

O consumo de cogumelos no Brasil é baixo e restrito ao champignon (Agaricus
bisporus), devido a falta de habito do consumidor, ao custo elevado e a pequena disponibilidade
do produto no mercado. Contudo, o consumo vem crescendo significativamente devido a busca
por alimentos saudaveis e com a popularizacdo do cultivo e industrializacdo. No entanto as
maiores barreiras encontradas na comercializacdo de cogumelos no Brasil estdo ligadas a crenca
popular quanto a sua natureza venenosa, preco alto, habito alimentar e ao cultivo com baixa
produtividade (DIAS et al., 2003; REFFATTI et al.,, 2006; TAVEIRA e NOVAES, 2007,
LEMOS, 2009).

As condi¢bes climaticas favoraveis para o cultivo de cogumelos no Brasil Ihe garantem o
status de maior produtor mundial do cogumelo nativo Agaricus blazei, porém os mais
consumidos ainda sdo o champignon de Paris (Agaricus bisporus), shiitake (Lentinus edodes) e o
shimeji ou hiratake (Pleurotus spp.), sendo 95% da producdo exportada para o Japdo (FURLANI
e GODOY, 2007; CEITA et al., 2009).

2.3. Fermentacdo em estado sélido ou semi-sélida

A fermentacdo semi-solida (FSS), também chamada de fermentacdo sélida ou em estado
solido, é um processo em que o0 micro-organismo se desenvolve na superficie de materiais
solidos, que apresentam a propriedade de absorver ou de conter agua, com ou sem nutrientes
sollveis. Esse processo, atualmente, destaca-se no aproveitamento de residuos agricolas e/ou
agroindustriais e florestais, pois melhora o saneamento do ambiente e gera indudstrias
secundarias. A FSS é aplicada comercialmente na compostagem de residuos, valorizacdo de
produtos lignocelulosicos e fibras alimentares, assim como um método para a produgdo de
enzimas de importancia industrial como de outros metabdlitos (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004;
SANTOS et al., 2006).

Alguns aspectos importantes devem ser considerados para o desenvolvimento de
qualquer bioprocesso em FSS como a escolha adequada do micro-organismo, do substrato e a
otimizacdo dos parametros fisico-quimicos (umidade inicial, tamanho das particulas do substrato,

temperatura de incubacdo, entre outros). Para o cultivo de cogumelos, inimeros trabalhos séo
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realizados visando esses aspectos para obtencdo de bons resultados quanto a velocidade de
crescimento, vigor do micélio, producao, disponibilidade e custo dos residuos, além da reducéo
de riscos de contaminacdo por outros fungos e bactérias (PANDEY, 2003; DONINI et al., 2006;
SANTOS et al., 2006; BERNARDI et al., 2007; AGUIAR et al., 2011).

O Agaricus bisporus (champignon de Paris), a primeira espécie cultivada no Brasil, é
também a primeira consumida mundialmente. Um estudo realizado por Peil et al. (1995) mostra
que o seu cultivo é realizado em compostos formulados com dois tipos de palhas (arroz e trigo),
estes diferindo apenas quanto ao tempo de compostagem.

Os fungos do género Pleurotus apresentam algumas vantagens de cultivo em relacdo ao
género Agaricus e outros cogumelos comestiveis, principalmente por ndo serem exigentes quanto
ao substrato. A casca da banana como substrato no cultivo de Pleurotus spp. apresenta maior
média de crescimento radial durante o desenvolvimento micelial frente & casca do abacaxi, a do
maracuja e a serragem. Substratos &cidos, como a casca do abacaxi, retardam ou inibem o
crescimento micelial (RIVAS et al., 2010).

Segundo Bernardi et al. (2007), o crescimento varia de acordo com o0 substrato. Para
Pleurotus ostreatoroseus a maior velocidade de crescimento pode ser observada em casca de
arroz ou em residuo de algoddo e ligustre, mas com um micélio pouco vigoroso baseado na
densidade visual das hifas (BERNARDI et al., 2007; RIVAS et al., 2009).

O meio de cultivo a base de capim-elefante favorece o crescimento micelial de Pleurotus
ostreatus (linhagem BF24) e Pleurotus ostreatoroseus (DONINI et al., 2005) e também o
aumento da massa micelial quando suplementado a 20% de farelo de soja e arroz. O tipo e a
quantidade de farelo, adicionado ao substrato pode interferir na massa e no crescimento do
micélio (Minotto et al., 2008) como apresentado na pesquisa realizada por Dias et al. (2003)
onde a suplementacdo da palha de feijdo tornou o tempo de crescimento de Pleurotus sajor-caju
duas vezes maior. J& Gongalves et al. (2010) verificam a suplementagdo do residuo de algodéao
com 20% de farelo de trigo necessario para o melhor crescimento de P. sajor-caju.

Yildiz et al. (2002) testou varios substratos lignocelulosicos para a producao de Pleurotus
ostreatus em diferentes concentracfes e com ou sem suplementacdo. As combinacdes mais
adequadas para o alto rendimento foram folhas de Populus tremula suplementada com residuo de
papel a 50% e palha de trigo suplementada, respectivamente, com 50% de residuo de papel e
50% de folhas de avela com 20% de residuo de papel. Outros substratos como serragem de

marupa, serragem de pau de balsa, bagaco de cana-de-acucar e estipe de pupunheira, também
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possuem alta eficiéncia bioldgica para o cultivo de P. ostreatus, com destaque para estipe de
pupunheira com 100% de eficiéncia (SALES-CAMPOS et al., 2010).
2.4. Género Pleurotus

Os cogumelos do género Pleurotus, conhecidos popularmente como cogumelos ostra, séo
encontrados em florestas tropicais e subtropicais. Diversas linhagens apresentam uma grande
variedade de cores (Figura 1), que vdo do branco ao cinza-escuro, marrom, amarelo, salmao,
entre outras, que variam de acordo com a espécie, incidéncia de luz durante a frutificacdo,
necessidades nutricionais, tempo de incubacéo e temperatura (MARINO et al., 2008; OMARINI
etal., 2010; REIS et al., 2010).

Pleurotus albidus

Figura 1. Diversidade de cores do género Pleurotus.

Os cogumelos ostras sdo de facil cultivo e processo de produgdo a baixo custo, pois
secretam enzimas (celulases, hemicelulases, lignases) eficientes na decomposicdo de residuos
agricolas e agroindustriais como gramineas, sabugo de milho, palhas e casca de cereais, polpa e
casca de frutas, caule e folhas de bananeira, bagaco de cana-de-agucar, serragens e outros
aproveitando a disponibilidade de cada regido (MINOTTO et al., 2008; MARINO e ABREU,
2009; AGUIAR et al., 2011; PALHETA et al., 2011) para a obtencdo de nutrientes, carbono e
nitrogénio para o seu crescimento (FERDINANDI e ROSADO, 2008; MINOTTO et al., 2008;
JAFARPOUR et al., 2010; AGUIAR et al., 2011; KARAM et al., 2011; MINOTTO et al., 2011).

Essa capacidade de colonizar diferentes substratos é bastante explorada por ser uma
alternativa para o aproveitamento de residuos, diminuindo assim a polui¢do do ambiente (RIVAS
et al., 2009; SALES-CAMPOS et al., 2011). A adaptacdo de linhagens de Pleurotus spp.,
inclusive das selvagens a novos substratos possibilita um maior conhecimento sobre suas

exigéncias de cultivo, proporcionando o estabelecimento de novas técnicas.
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Pleurotus ostreatoroseus Sing., assim como outros representantes do género ocorre em
areas tropicais, crescendo bem em temperaturas superiores a 20 °C. Trata-se de uma espécie com
véu ausente, lamelas ndo intervenosas, metuldides ausentes, camada cortical de pileo com
elementos de parede lisa, esporos geralmente cilindricos e basidioma carnoso, destacando-se
principalmente por sua coloracdo rosea e excelente sabor do corpo de frutificacdo (Figura 2)
(PUTZKE, 2002; ROSADO et al., 2002; MENOLLI JUNIOR et al., 2010; OMARINI et al.,
2010).

A literatura descreve o uso de diversos residuos agroindustriais no cultivo de P.
ostreatoroseus como residuo de algoddo, bagaco de cana-de-acUcar, palha de soja, sabugo de
milho, capim-elefante, aveia, azevém, girassol, serragem de eucalipto, ligustre, entre outros

suplementados ou ndo, assim como em diferentes concentragdes de suplemento. As finalidades

sdo direcionadas para o conhecimento das melhores condi¢cdes de crescimento, cultivo e
produtividade da espécie (ROSADO et al., 2002; DONINI et al., 2005; BERNARDI et al., 2007;
MINOTTO et al., 2008; REIS et al., 2010).

Figura 2. Caracteristicas macroscopicas de Pleurotus ostreatoroseus. A — Basidioma sem presenca de véu e lamelas
ndo intervenosas; B — Conjunto de basidiomas.

2.5. Enzimas
As enzimas sao biocatalisadores bastante especificos quanto a sua funcdo, sendo capazes
de aumentar varias vezes algumas reacdes, sem requerer condi¢fes extremas de pH, pressao e
temperatura. Atualmente, € um importante ramo de pesquisa em Biotecnologia, por conta de seu
importante papel nos mecanismos celulares e também por seu potencial de aplicacdo na
substituicdo de processos quimicos convencionais (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004; OLIVEIRA
et al., 2006; SENA et al., 2006).
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As enzimas ocorrem amplamente em plantas e animais, mas as de origem microbiana sao
principalmente utilizadas na industria, uma vez que possuem ampla diversidade bioquimica,
baixo custo na producdo de metabdlito e susceptibilidade a manipulacdo genética. O uso de
micro-organismos também permite o cultivo em meio liquido ou sélido, produgdo em larga
escala, tempo relativamente curto e uso de matéria prima pouco dispendiosa como residuos
agroindustriais, florestais e agricolas (OLIVEIRA et al., 2006; BON et al., 2008; ZIMMER et al.,
2009).

Os fungos produzem uma grande variedade de enzimas hidroliticas, necessarias para o
crescimento e manutencdo do organismo, ativas em uma ampla faixa de pH (4 a 11) e com
melhor desempenho em temperaturas entre 30 °C ¢ 70 °C. As proteases S&0 O grupo mais
explorado comercialmente, sendo as de origem microbiana responsaveis por quase 40% da venda
mundial de enzimas em virtude da larga aplicacdo nas industrias de detergentes, alimentos
(laticinios, carnes, panificacdo), téxtil, manufatura de couros, farmacos, entre outras (RAO et al.,
1998; ESPOSITO e AZEVEDO, 2004; ORLANDELLI et al., 2012).

Diversos fungos sdo descritos como produtores de proteases, mas 0 uso de
basidiomicetos comestiveis ndo € muito explorado. Alguns trabalhos tém estudado enzimas de
modo geral provenientes do basidioma, excretadas durante e apds o cultivo em residuos
agroindustriais, florestais e agricolas.

Proteases dos basidiomas de Pleurotus eryngii foram isoladas e caracterizadas quanto a
suas propriedades bioquimicas e enzimaticas. A atividade proteolitica variou de 184 U/mg a
9364 U/mg de acordo com o estagio de purificacdo, o peso molecular foi de 11,5 kDa,
apresentando assim uma pequena similaridade com aspartico protease (WANG e NG, 2001;
CHA et al., 2010). Cui et al. (2007) determinou a sequéncia N-terminal, massa molecular,
temperatura e pH 6timo de uma protease de Pleurotus citrinopileatus, sendo esta uma serino
protease alcalina de 28 kDa com termoestabilidade moderada.

Trabalhos da literatura descrevem a purificagdo e caracterizacdo de proteases
provenientes do basidioma de Hypsizigus marmoreus (ZHANG et al., 2010) com pH o6timo de
7,0 a 8,0 e temperatura em torno de 50 °C. O mesmo foi realizado para a enzima fibrinolitica de
Cordyceps militaris (CHOI et al., 2011), que apresentou atividade 6tima em pH 7,0 ¢ a 40 °C
com sequéncia N-terminal diferente a de outros cogumelos. A protease purificada do cogumelo

comestivel Pholiota nameko apresentou pH 6timo 8,8 a 50 °C (GUAN et al., 2011).
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Sabotic et al. (2007) investigou a presenca de protease em extratos de 43 basidiomicetos
das ordens Agaricales, Boletales, Cantharellales, Phallales, Polyporales, Russulales e
Thelephorales e Campos et al. (2011) nos géneros Lentinula, Pleurotus, Trametes, Sparassis,
Schizophyllum, Agaricus, Lycoperdon, Flamulina, onde os maiores produtores de enzima foram
Lentinula edodes e Pleurotus sp.

O uso de residuos para a producdo de enzimas € observado nos trabalhos de Ravikumar et
al. (2012) e Liang et al. (2006), onde Pleurotus sajor-caju foi cultivado em diferentes residuos
para selecdo do melhor para a producdo de protease e Monascus purpureus em meio composto

por casca de camardo e caranguejo.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o crescimento micelial, a producdo de basidiomas e proteases extracelulares de

Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 em diferentes residuos agroindustriais.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o crescimento micelial vertical de P. ostreatoroseus DPUA 1720 em diferentes
residuos agroindustriais na presenca e auséncia de luz com base na velocidade média de
crescimento e o vigor do micélio;

- Investigar a producdo e caracterizar parcialmente proteases extracelulares do micélio de P.
ostreatoroseus DPUA 1720 em diferentes residuos agroindustriais na presenca e auséncia de
luz;

- Avaliar a eficacia do residuo agroindustrial selecionado no crescimento micelial vertical na
producdo de basidiomas;

- Determinar a composi¢do nutricional dos substratos e dos basidiomas de P. ostreatoroseus
DPUA 1720 produzidos em condigdes axénicas;

- Verificar a qualidade microbiol6gica dos basidiomas.
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4. Material e Métodos

4.1. Cogumelo e preparacao de cultura matriz

A espécie utilizada neste estudo foi Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, cedida pela
Micoteca DPUA e classificada segundo Putzke (2002). Para obtencdo da forma micelial
inoculou-se o fragmento em agar Batata Dextrose adicionado de extrato de levedura 0,5% [p/v
(BDA+YE)] para a obtengdo da cultura pura e viavel. Da cultura obtida foi transferido um disco
micelial de 8 mm de diametro para superficie de BDA+YE em placas de Petri medindo de 90
mm x 12 mm. As culturas foram mantidas a 25 °C, na auséncia de luz, por oito dias, observando-

se a cada 24 horas.
4.2. Fermentacdo Semi-Soélida

4.2.1. Aquisicao e preparo do substrato

Os residuos agroindustriais foram adquiridos em feiras livres da cidade de Manaus ou/e
com produtores locais, em marcenaria ou/e serraria, com exce¢do do farelo de arroz que foi
obtido na cidade de Boa Vista. Primeiramente foram tratados com solucdo desinfetante para
hortifruticolas conforme as recomendacbes do fabricante, quando necessario triturados em
particulas de 2 a 3 cm [semente de agai (Sac), casca de abacaxi (CsAb), coroa de abacaxi (CrAb)
e casca de cupuagu (CC)] e ajustados para pH 6,0 com solugéo de HCI 0,1M, segundo protocolo
de desinfeccdo padréo do Laboratério de Micologia — UFAM.

Os substratos utilizados nos experimentos (serragem, semente de acai e casca de
cupuacu) suplementados com farelo de arroz (FA), casca de abacaxi (CsAb) e coroa de abacaxi
(CrAb) foram acondicionados em tubos de ensaio (200 mm x 25 mm) contendo algodao
umedecido com &gua destilada no fundo até a formacdo de uma coluna de 150 mm. Depois de
vedados com algodao e identificados os tubos foram esterilizados a 121 °C por 60 minutos por
trés dias consecutivos. Em cada tubo foram coladas trés fitas milimetradas medindo 150 mm x 5

mm.

4.2.2. Avaliacdo do crescimento micelial vertical

Para avaliacdo do crescimento micelial vertical de P. ostreatoroseus da cultura (item 3.1)
foram retirados trés discos medindo 8 mm de didmetro para inoculagdo na superficie do substrato
esterilizado e resfriado. A fermentacdo foi conduzida a 25 °C, na auséncia e presenca de luz,

determinando-se a velocidade de crescimento micelial vertical (VMC) em centimetros de acordo
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com a equacdo | (ISRAEL, 2005; PALHETA et al., 2011), a cada 24 horas durante 15 dias e 0
vigor micelial classificado pelo método subjetivo de notas, nota 1 - fracamente adensado, nota 2
- mediamente adensado e nota 3 - fortemente adensado (MARINO et al., 2008).

Equacéo I:

Crescimento micelial final (Vf) — Crescimento micelila inicial (Vi)

vMe= Tempo final (Tf)

Para este experimento foram utilizados os substratos base e suplementos para selecionar a
mistura de substrato adequada para o desenvolvimento micelial de P. ostreatoroseus (Tabela 1).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 1. Substratos utilizados para avaliar o crescimento micelial vertical: (1) substrato base (Sac = Semente de
acai, CC = casca de cupuacu, SER = serragem) e (2) substrato suplementar (CsAb = casaca de abacaxi triturada.
CrAb = coroa de abacaxi triturada, FA = farelo de arroz).

Experimentos  Substratos (%) Suplemento (%)

1 Sac 80 CsAb 20
2 Sac 80 CrAb 20
3 SER 80 CsAb 20
4 SER 80 CrAb 20
5 CcC 80 FA 20

4.3. Atividade proteolitica
4.3.1. Extragdo das enzimas

As enzimas foram extraidas em agua destilada esterilizada na propor¢do 1:10 (residuo
miceliado/mL de &gua destilada) em frascos de Erlenmeyer de 125mL. Os frascos foram
mantidos a 30 °C, 180 rpm. Apds 30 minutos os extratos brutos foram recuperados por filtragdo
em tecido de algodao e filtrados em membrana de polietersulfénica (0,22um) para determinacao
da atividade das proteases (CHUTMANORP et al., 2008).

4.3.2. Ensaio enzimatico: determinacao da atividade proteolitica
No tubo de reacdo foi adicionado 0,15 mL do extrato bruto adicionado e 0,25 mL de
azocaseina 1% (p/v), em tampédo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2. As amostras e os brancos foram
preparados em triplicada e incubados a 25 °C por 1 hora em camara escura. A reacdo foi
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interrompida com 1,2 mL de TCA [&cido tricloroacético 10% (p/v)] seguido de centrifugacédo por
10 minutos a 4 °C para a precipitacdo de residuos. Posteriormente, do sobrenadante foi retirado
0,8 mL e adicionado a 1,4 mL de hidroxido de s6dio (NaOH) 1M. Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um aumento na
absorbancia a 440 nm de 0,1 em 1 hora (MOREIRA et al., 2001; KIRSCH et al., 2012).

4.3.3. Determinacéo do efeito do pH e da temperatura

O efeito do pH foi determinado na faixa de 5,0 a 10,0 utilizando-se o sistema de reacédo
formulado com azocaseina 1% em tampéo: citrato, fosfato e carbonato-bicarbonato a 0,1M. Os
sistemas foram incubados durante uma hora na auséncia de luz e, em seguida foi determinada a
atividade proteolitica. O branco e os sistemas de reacdao foram preparados em triplicata. O efeito
da temperatura na atividade proteolitica foi avaliado na faixa de 25 °C a 60 °C por 1 hora. Ao
término do periodo de incubagdo, a atividade enzimatica foi determinada conforme descrito
anteriormente (KIRSCH et al., 2012).

4.4. Producdo do basidioma em residuo agroindustrial

4.4.1. Preparacdo do substrato para producdo do spawn

O spawn foi produzido segundo o método desenvolvido por Rollan (2003), modificado.
Os gréos de trigo foram lavados e deixados em imersdo em agua por 12 h. O excesso da agua foi
retirado e em seguida foram lavados com solucdo de hipoclorito 1% (v/v) por 30 minutos. Ao
término do tratamento, os grdos foram pré-cozidos por 15 minutos. Seguida a retirada do excesso
de 4gua adicionou-se carbonato de calcio (3,5g9.kg™ de grdo, em relacdo ao peso dos graos
desidratados). Os grdos foram acondicionados em frascos de vidro, fechados com tampédo de

algodéo hidrofébico e esterilizado a 121 °C por 60 minutos.

4.4.2. Producao de spawn

Apo6s o resfriamento, em condi¢bes assépticas, em cada frasco foram inoculados
superficialmente, 12 discos da matriz primaria, medindo 8 mm de diametro. A fermentacéo foi
realizada a 25 °C, sem luminosidade até completa miceliagdo dos grdos, em condicGes
estacionarias (ROLLAN, 2003).
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4.4.3. Producdo de basidiomas de P. ostreatoroseus DPUA 1720 em residuo

agroindustrial

Para producédo de P. ostreatoroseus foi utilizado como substrato o residuo agroindustrial
selecionado no item 3.2.2. As cascas foram tratadas com carbonato de célcio a 1% por 12 horas
enquanto o farelo de arroz e a serragem com duas gotas de hipoclorito 2,5% por litro de agua
(ROLLAN, 2003). Os substrato (1000 g), em embalagens de polipropileno de alta densidade
foram esterilizados durante 60 minutos, a 121 °C por trés dias consecutivos. Apés resfriamento,
em condic¢des assépticas, o spawn foi inoculado, superficialmente e lateralmente no substrato, pH
6,0, fazendo um total de cinco réplicas.

A fermentacdo no semi-sélida foi realizada em dois ciclos: no primeiro, a 25 °C para o
desenvolvimento do micélio, na auséncia de luz até completa miceliagdo em ambiente com
umidade ambiental equivalente a 60%. No segundo ciclo, para a inducdo dos corpos de
frutificacdo a 25 °C, com umidade ambiental a 80%, na sala de cultivo, em condicOes assépticas.

Neste bioprocesso foi avaliada a formacdo e desenvolvimento dos primordios e tempo
total de cultivo. Ao término da cada colheita, os basidiomas foram pesados e submetidos a
secagem a 40 °C, em estufa de ar circulante. Ao término da desidratacdo, o produto foi triturado
e embalado em recipientes de vidro fechado para a determinacdo da eficiéncia bioldgica,
produtividade e taxa de producdo, equacdo I, Il e IV (DIAS et al., 2003; OLIVEIRA et al.,
2007).

massa do cogumelo (base mida)
massa do substrato (base seca)

Equacdo II: Eficiéncia bioldgica (EB) = x 100

massa do cogumelo (base seca)
massa do substrato(base seca)

Equacdo IlI: Produtividade(P) =

eficiéncia bioldgica «
numero total de dias de cultivo

Equacéo IV: Taxa de Produgao (TP) =

4.5. Determinacao da perda de matéria organica do substrato (PMO)
A determinacdo da PMO foi realizada com base no peso seco dos residuos nao

degradados, como recomendado por Holtz et al. (2009):

) Peso do substrato miceliado (g)
Equagao V:PMO = ~Pesoinicial substrato (g) X 100
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4.6. Determinacdo da caracteristica fisico-quimica dos residuos agroindustriais e dos

basidiomas de Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720

O residuo agroindustrial e os basidiomas desidratados foram triturados para determinacéo
da composicao fisico-quimica no Laboratédrio de Tecnologia do Pescado da Universidade Federal

do Amazonas (UFAM), como descrito a seguir:

e Umidade: determinada por dessecacdo em estufa com circulacdo de ar (método gravimétrico),
os residuos foram desidratados a 100 °C e os basidiomas a 40 °C até obtencéo de peso constante
da matéria desidratada (A.O.A.C.,1997).

e Proteina: determinada pela concentracdo de nitrogénio (%) segundo o méetodo micro Kjeldahl
e aplicando o fator de conversdo 6,25 para 0s substratos e 4,28 para 0s cogumelos por
apresentarem componente nitrogenado nao protéico (SCARIOT et al., 2000; SILVA et al.,
2007).

e Cinzas (residuo mineral fixo): determinado por incineragdo do material em mufla a 550-660
°C até obtencdo de peso constante (A.O.A.C., 1997).

e Lipidios: obtido com misturas de solventes a frio segundo o método Bligh and Dyer.

e Fibra: obtida pela digestdo acido-base, segundo 0 método de Weende (A.O.A.C., 1997).

e Carboidratos totais: estimados por diferenca (100% — gramas totais de umidade, proteina,
lipidios, cinzas e fibra alimentar) (LATINFOODS, 2002; NEPA, 2006).

e Energia: a energia total metabolizavel, expressa em kilocalorias (kcal), foi calculada pelo fator
de conversdo de Atwater: (4 g proteina) + (4 g carboidratos totais) + (9 g de lipidios),
preconizados pelo Latinfoods (2002) e NEPA (2006).

4.7. Determinagdo de minerais do basidioma de P. ostreatoroseus DPUA 1720

A determinacdo dos minerais foi realizada em colaboragdo com o Laboratorio de Analise
de Solos e Plantas — Embrapa Amazonia Ocidental, segundo os métodos de Silva et al. (2009).
As amostras foram desidratadas em estufa de circulacdo de ar forcada a 40 °C, em seguida
submetidas a digestdo Umida HNO; + HCI O, (3:1). O teor de fosforo foi determinado por
espectrofotometria com azul de molibdénio e o teor de calcio, magnésio, potassio, sodio, cobre,
ferro, manganés e zinco por espectrofotometria de absorcéo atémica (EAA). Todas as analises
foram realizadas em triplicata. Os valores de macronutrientes (Ca, P, Mg, K) foram calculados

em g.kg™ e os dos micronutrientes (Na, Fe, Cu, Mn e Zn) em mg.kg™.
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4.8. Determinacdo de aminoacidos do basidioma de P. ostreatoroseus DPUA 1720

A determinacdo dos teores de aminoacidos foi realizada em colaboragdo com o
Laboratério de Fontes Proteicas da UNICAMP por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). As amostras passaram por hidrolisagdo prévia com &cido cloridrico (HCI) 6N, seguida
de derivagdo dos aminoacidos com fenilisotiocianato (PITC), e a separacdo dos derivativos fenil-
tio-carbamil aminoacidos em coluna de fase reversa com deteccdo por UV a 254 nm. A
quantificag¢ao foi feita por calibragdo interna multinivel, com auxilio do acido a-aminobutirico
(AAAB) como padrdo interno para amino&cidos totais (WHITE et al., 1986). A determinagdo de
triptofano foi realizada apos hidrolise enzimatica com pronase e reacdo colorimétrica com p-
dimetil amino benzaldeido (DAB), segundo Spies (1967).

4.9. Analise microbioldgica do basidioma desidratado de P. ostreatoroseus DPUA 1720

As andlises foram realizadas nos Laboratérios de Microbiologia e Micologia da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Para determinacdo das condigdes higiénico-
sanitarias do basidioma de P. ostreatoroseus DPUA 1720, segundo a legislacdo brasileira
(BRASIL, 2001) foram analisados a presenca dos seguintes micro-organismos: Coliformes totais
e termotolerantes, de Staphylococcus aureus coagulase positiva, Salmonella sp., Bacillus cereus.
Embora ndo seja exigido pela legislacdo brasileira determinou-se também a presenca de bolores
e leveduras, segundo WHO (1998).

Na analise utilizou-se 25 g de basidioma desidratado, retirados assepticamente e
homogeneizados com 225 ml de agua peptonada 0,1% (p/v), em vortex por 2 minutos. A partir
dessa diluicdo foi preparada uma série de diluicdes sucessivas até 10, em tubo contendo 9 mL
de 4gua peptonada 0,1% (p/v). Das diluicbes 10 a 102 foram retirados 100 pL e 200 pL para

determinagdo dos micro-organismos.

4.9.1. Determinacao de bolores e leveduras

Para contagem de bolores e leveduras, foi utilizado o método de plaqueamento direto em
superficie das diluigées 10 a 103, de cada diluicdo foram retirados 200 pL e semeados em agar
Sabouraud acrescido de Rosa Bengala e cloranfenicol 0,001% (p/v) até completa absor¢do no
meio. As placas foram incubadas a 25 °C por 5 dias e os resultados expressos pelo nimero de
Unidades Formadoras de Col6nia por grama de material (UFC/g) conforme descrito por Silva et
al. (2007).
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4.9.2. Determinacdo do NUmero Mais Provavel (NMP.g™) de coliformes totais e
termotolerantes
De cada dilui¢do foram retirados 1000 pL e inoculados em séries de trés tubos contendo
9 mL de caldo Brila (Himedia®, Mumbai-India), com tubo de Duhran invertido (teste
presuntivo). Os tubos foram incubados a 37 °C por 24-48 horas. A partir dos tubos com leitura
positiva (formacdo de gas), foram realizados os testes confirmativos para coliformes totais em
caldo Brila (Himedia®, Mumbai-India) a 35 °C por 24-48 horas e coliformes termotolerantes em
caldo Escherichia coli (EC) (Himedia®, Mumbai-India) a 45 °C por 24 horas. Os valores de

NMP.g* foram calculados de acordo com Silva et al. (2007).

4.9.3. Pesquisa de Salmonella sp.

Na determinacdo da presenca de Salmonella sp. de cada diluicdo 1000 pL foram
inoculados em séries de trés tubos contendo 9 mL de caldo Brila (Himedia®, Mumbai-India),
com tubo de Duhran invertido. Os tubos foram incubados a 35 °C por 24-48 horas. Os tubos com
formacdo de gas foram novamente inoculados em caldo Brila (Himedia®, Mumbai-India).
Permanecendo a formacdo de gas com auxilio de alca de platina foram inoculados em Agar
Verde Brilhante (VB) (Himedia®, Mumbai-India) a 35 °C por 24 horas. As colOnias suspeitas
foram submetidas a testes bioquimicos (SILVA et al., 2007).

4.9.4. Quantificacao de Staphylococcus aureus coagulase positiva

Das diluicdes 10™ a 10 das amostras do basidioma de P. ostreatoroseus DPUA 1720
foram transferidos 100 pL para placas de Petri e vertidos 15 mL de Agar Manitol Salgado,
fundido e resfriado até 45 °C em triplicata. Ap6s a homogeneizagdo e solidificacdo, as placas
foram incubadas a 37 °C por 24-48 horas. Apds a incubacao o resultado positivo foi determinado
pela mudanca da coloragdo do meio de vermelho para amarelo (fermentadoras de manitol).

A confirmac&o das coldnias coagulase positiva foi a partir da selegdo de 3 colonias tipicas
e 3 atipicas para o teste de coagulase. As colnias foram transferidas para tubos contendo 2 ml de
Caldo Infusdo Ceérebro Coracao (BHI) e mantidas a 37 °C por 24 horas. Apos esse periodo, 300
ML desse Caldo BHI fermentado foram transferidos para 300 pL de plasma de coelho, em tubos
esterilizados incubados a 37 °C por 6 horas. O resultado positivo foi determinado pela formagéo
do coagulo (REIS, 2010).
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4.9.5. Quantificacao de Bacillus cereus

Das diluicdes 10 a 10 das amostras do basidioma de P. ostreatoroseus DPUA 1720,
em triplicata, foram transferidos 100 pL para placas de Petri esterilizadas e vertidos 15 mL de
meio de enriquecimento seletivo - caldo soja triptona adicionado de polimixina B (REZENDE-
LAGO et al., 2007), fundido e resfriado até 45 °C. Apds a homogeneizacdo e solidificacdo, as

placas foram incubadas a 37 °C por 24-48 horas.

4.10. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados através da estatistica descritiva, Teste de Tukey e
ANOVA, com nivel de significancia de 5% utilizando-se o software Minitab verséo 16.0.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacdo de residuos agroindustriais no
crescimento micelial vertical do cogumelo comestivel P. ostreatoroseus DPUA 1720 para
selecionar uma mistura de substrato para producdo de basidiomas e verificar o seu valor
nutricional. O crescimento micelial foi realizado na auséncia e presenca de luz, tendo como
substrato base os residuos agroindustriais casca de cupuagu, semente de acai e serragem, € 0S
respectivos suplementos farelo de arroz, coroa e casca de abacaxi para a selecdo do substrato
para producdo do basidioma levando em consideracao vigor e densidade do micélio. A partir da
producdo do basidioma no substrato selecionado determinou-se eficiéncia biologia,
produtividade, taxa de producdo e perda de matéria orgénica, bem como a qualidade
microbioldgica e o valor nutricional dos basidiomas. P. ostreatoroseus DPUA 1720 cresceu em
todas as misturas testadas no crescimento micelial vertical, no entanto casca de cupuagu
adicionada com farelo de arroz foi o substrato selecionado para a producdo do basidioma por
apresentar micélio fortemente adensado, sendo este também eficiente para a produgdo de um

basidioma rico nutricionalmente e com condicGes sanitarias satisfatorias.

Palavras-chave: basidioma, cogumelo comestivel, residuos agroindustriais

Abstract

The aim of this study was to evaluate the use of agro-industrial waste in vertical mycelial
growth of Pleurotus ostreatoroseus an edible mushroom to select a mixture of substrates for

growing the mushroom and check their nutritional value. The mycelial growth was conducted in
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the absence and presence of light as substrate based the agroindustrial waste bark cupuassu, acai
seeds and sawdust, and their supplements rice bran, pineapple crown and bark for selection of a
substrate for the production of fruiting body considering strength and the mycelium density.
From the production of fruiting body in the substrate selected was determined biology efficiency,
productivity, production rate and loss of organic matter, as well as the microbiological quality
and nutritional value of the mushroom. P. ostreatoroseus DPUA 1720 grew in all mixtures tested
vertical mycelial growth, however cupuassu bark added with rice bran was the substrate selected
for production the fruiting body for the highly dense mycelium and this is also effective for the

production of a fruiting body nutritionally rich and with satisfactory sanitary conditions.

Key-words: basidiomata, edible mushroom, agroindustrial wastes

1. Introdugéo
A importancia dos cogumelos comestiveis vem crescendo nos ultimos anos,

principalmente, pelo seu valor gastrondmico, potencial nutricional, propriedades medicinais e
capacidade de degradar e reciclar residuos agroindustriais (Bonatti et al., 2004; Cheung e
Cheung, 2005; Furlani e Godoy, 2005; Pedra et al., 2009).

Dentre os cogumelos destaca-se o género Pleurotus que apresenta elevado teor de
proteinas, carboidratos, minerais (célcio, fosforo e ferro) e vitaminas (tiamina, riboflavina e
niacina), assim como, baixo teor de gorduras. Os representantes desse taxon tem habilidade de
colonizar e degradar uma grande variedade de residuos lignocelulésicos, com ciclo relativamente
curto em comparacao a outros géneros comestiveis, além de alta adaptabilidade de crescimento
em uma variedade de residuos agricolas e/ou agroindustriais (Justo et al., 1998; Manzi et al.,
1999; Eira, 2004; Bonatti et al., 2004; Shashirekha et al., 2005; Pedra e Marino, 2006; Toro et
al., 2006; Pedra et al., 2009; Menolli Junior et al., 2010; Omarini et al., 2010).

Entre os Pleurotus comestiveis, tem destaque P. ostreatoroseus por produzir compostos
bioativos com acdo redutora de triglicerideos no organismo humano e pelo excelente sabor do
basidioma carnoso de coloracdo rosada (Nascimento et al., 2008). Esta espécie tem distribuicéo
mundial e pode ser encontrado em floresta tropical ou subtropical (Guerrero e Homrich, 1999;
Putzke, 2002; Rosado et al., 2002). Em cultivos in vitro, este cogumelo comestivel ja foi
produzido em diversos substratos agroindustriais, sendo que o rendimento variou de acordo com
a qualidade de nutrientes de cada um dos seguintes residuos: casca de mamona, palha de arroz,
bagaco de cana-de-acUcar, residuo de algoddo, palha de soja, sabugo de milho, capim elefante,

aveia, azevém, semente de girassol, serragem de eucalipto, vinhaca e ligustre (Rosado et al.,
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2002; Donini et al., 2005; Bernardi et al., 2007; Minotto et al., 2008; Nascimento et al., 2008;
Aguiar et al., 2010; Reis et al., 2010).

O cultivo de cogumelos comestiveis em residuos agroindustriais tem se revelado como
uma alternativa para melhor aproveitamento dessa matéria orgénica, uma vez que ao final da
producdo obtém-se a biomassa que pode ser consumida como alimento devido ao elevado valor
nutricional. O residuo miceliado, um subproduto desse cultivo também tem grande potencial para
uso como racdo para animais e adubo na agricultura (Bonatti et al., 2003; Shibata e Demiate,
2003).

A floresta amazénica que dispde de uma riqueza incalculavel em diversidade de
organismos, recursos hidricos, minérios, espécies vegetais e animais é fonte de um grande
volume de residuos que podem ser utilizados como substrato para o crescimento de fungos
macro e microscopicos em fermentacdo para producdo de biomassa e/ou compostos com
atividade biolégica. Com base na disponibilidade de diversos residuos agroindustriais
provenientes de madeireiras e da fruticultura amazénica, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
utilizacdo de residuos agroindustriais no crescimento micelial vertical do cogumelo comestivel
P. ostreatoroseus DPUA 1720 para selecionar uma mistura de substrato para producdo de

basidiomas e verificar o seu valor nutricional e qualidade microbioldgica.

2. Material e Métodos
2.1. Cogumelo e Cultura matriz
A espécie selecionada Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, do acervo da Micoteca
DPUA, foi mantido em &gar Batata Dextrose adicionado de extrato de levedura 0,5% (p/v),
BDA+YE, a 25 °C. Esta espécie foi cultivada no mesmo meio e incubado a 25 °C por 8 dias, na
auséncia de luz.
2.2. Determinacéao do crescimento micelial vertical
O cogumelo foi cultivado em substratos agroindustriais, casca de cupuagu (CC), semente
de acai (SAc) e serragem (SER) 80% (p/v), fragmentados em particulas de 2 a 3 cm, cada um
suplementado com farelo de arroz, casca ou coroa de abacaxi 20% (p/v) em base seca,
respectivamente (Tabela 1). Os substratos foram tratados com solucdo desinfetante para
hortifruticolas, conforme as recomendacdes do fabricante. O excesso de agua foi drenado, a

umidade ajustada para 60% e o pH 6,5.
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Para uso como meio de cultura as formulacGes foram armazenadas em tubos de ensaio de
200 mm x 25 mm, formando uma coluna de 15 cm. A esterilizacdo foi realizada a 121 °C, 60
minutos, por trés dias consecutivos, procedendo ao resfriamento por 24 horas. Da cultura matriz
foram retirados trés discos medindo 8 mm de didmetro e inoculados na superficie dos substratos
agroindustriais em tubo. Em cada tubo foram colocadas trés fitas milimetradas de 150 mm. Os
cultivos foram incubados a 25 °C, umidade 60%, na auséncia (experimento 1) e presenca de luz
(experimento 2). O crescimento micelial vertical foi determinado em milimetros, a cada 24 horas
durante 15 dias.

Para selecionar o substrato adequado para o desenvolvimento micelial de P.
ostreatoroseus DPUA 1720 os cultivos foram realizados utilizando a mistura de substratos citada
na Tabela 1. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 1. Substratos utilizados para avaliar o crescimento micelial vertical: (1) substrato base - semente de acai

(Sac); serragem (SER); casca de cupuagu (CC) e (2) substrato suplementar - casca de abacaxi (CsAb); coroa de
abacaxi (CrAb); farelo de arroz (FA).

Experimentos | (1) Substratos base (%) | (2) Substrato suplementar (%)
1 Sac 80 CsAb 20
2 Sac 80 CrAb 20
3 SER 80 CsAb 20
4 SER 80 CrAb 20
5 cC 80 FA 20

O vigor micelial foi avaliado pelo método subjetivo de notas, nota 1 (fracamente
adensado); nota 2 (mediamente adensado); e nota 3 (fortemente adensado) (Marino et al., 2008).
A velocidade média de crescimento micelial ao dia (VMC) foi calculada em cm/dia, conforme
Equacao I (Israel, 2005; Palheta et al., 2011).

VF - Vi

VMC = Equacéo |

Onde:
VMC = Velocidade média do crescimento micelial ao dia;

Vf = medida do crescimento micelial no tempo final (cm);
Vi = medida do crescimento micelial no tempo inicial (cm);

Tf = Tempo final (dias).
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2.3. Producéo de P. ostreatoroseus em substrato agroindustrial
2.3.1. Preparacédo do spawn e cultivo em gréos de trigo

O spawn foi preparado segundo o método citado por Rollan (2003). Os graos de trigo
foram lavados e deixados em imersdo em agua por 12 h. O excesso da dgua drenado e 0s graos
lavados com solucdo de hipoclorito 1% (v/v) por 30 minutos. Ao término do tratamento, os graos
foram pré-cozidos por 15 minutos e depois de drenado o excesso dessa solucédo foi adicionado
carbonato de célcio 0,3% (p/v), em base seca. Os grdos em frascos de vidro, tamponados com
algoddo cardado foram esterilizado a 121 °C por 60 minutos. Ap6s o resfriamento, em condicdes
assépticas, em cada frasco, 12 discos da matriz priméaria de 8 mm de didmetro foram inoculados
superficialmente. A fermentacdo foi realizada a 25 °C, sem luminosidade até completa
miceliacdo dos graos, em condicdes estacionarias.

2.3.2. Condicdes de cultivo para producéo de P. ostreatoroseus DPUA 1720

O substrato selecionado ao término do crescimento micelial vertical foi utilizado para
producdo dos basidiomas de P. ostreatoroseus. Para producdo, os residuos foram tratados de
forma similar ao realizado para o crescimento micelial do cogumelo e a umidade ajustada para
60% e o pH 6,5. Os basidiomas foram produzidos em 1000g de substrato, misturados na
proporcdo 80:20 (% casca:farelo), em embalagens de polipropileno e espessura de 50 p. As
amostras foram esterilizadas durante 60 minutos a 121 °C por trés dias consecutivos. Apds o
resfriamento, em condicBes assépticas, o spwan foi inoculado, superficialmente e lateralmente,
em cada substrato fazendo um total de cinco réplicas.

A fermentacdo semi-sélida foi realizada em dois ciclos, o primeiro para completa
miceliacdo a 25 °C e umidade 60% na auséncia de luz. O segundo ciclo, para a indugcdo dos
primordios a 15°C por 24 horas e formagdo dos basidiomas a 25 °C, umidade 90%. Durante o
ciclo de crescimento, as culturas do cogumelo permaneceram em ambiente com controle
automatico de temperatura, iluminacdo (12 h/dia), umidade e troca de ar no ambiente. Neste
bioprocesso foi avaliada a formacédo e desenvolvimento dos primérdios e tempo total de cultivo.
Ao término de cada colheita, os basidiomas foram pesados e desidratados a 40 °C em estufa com
ar circulante. A avaliacdo do desempenho da producéo foi feita atendendo a quatro pardmetros: a
determinacdo da eficiéncia biologica (EB), produtividade (P), taxa de produgdo (TP) e

determinacédo da perda de matéria organica do substrato (PMO) (Dias et al., 2003; Oliveira et al.,
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2007; Holtz et al., 2009), equacao I, I1I, IV e V. O produto desidratado foi armazenado em

recipientes de vidro fechados com tampa rosqueavel.

massa do cogumelo (base Umida)

Eficiéncia biologica (EB) = 100 Equacéo Il
massa do substrato (base seca)
Produtividade (P) = Mssa do cogumelo (base seca) Equacéo 111
massa do substrato(base seca)
eficiéncia bioldgica
Taxa de Producéo (TP) = g x100 Equacéo IV

numero total de dias de cultivo

Massado substratoresidual (base seca)
massa do substratoinicial (base seca)

Perda da matéria organica (PMO) = x100 Equacao V

2.4. Determinacdo da composicdo centesimal dos substratos agroindustriais e

basidiomas de Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720

Os residuos agroindustriais e os basidiomas foram desidratados e triturados para a
determinacdo dos seguintes parametros: teor de umidade, proteina, cinzas, lipidios, carboidratos,
fibra e valor calorico no Laboratério Tecnologia de Pescado — Universidade Federal do
Amazonas. O teor de proteina bruta foi calculado através da multiplicacdo do teor de nitrogénio
total pelos fatores de correcdo, sendo 4,38 para o basidioma e de 6,25 para os substratos
(A.0.A.C., 1997; Furlani e Godoy, 2005; Silva et al., 2007; Pauli, 2010).

2.5. Determinacdo de minerais basidiomas de Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720

A determinacéo dos minerais foi realizada em colaboragdo com o Laboratorio de Analise
de Solos e Plantas — Embrapa Amazonia Ocidental, segundo os métodos de Silva et al. (2009).
As amostras foram desidratadas em estufa de circulacdo de ar forcada a 40 °C, em seguida
submetidas a digestdo umida HNO; + HCI O,4 (3:1). O teor de fosforo foi determinado por
espectrofotometria com azul de molibdénio e o teor de célcio, magnésio, potassio, sédio, cobre,
ferro, manganés e zinco por espectrofotometria de absorcdo atémica (EAA). Todas as anélises
foram realizadas em triplicata. Os valores de macronutrientes (Ca, P, Mg, K) foram calculados

em g.kg™ e os dos micronutrientes (Na, Fe, Cu, Mn e Zn) em mg.kg™.
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2.6. Determinacdo de aminoacidos da biomassa de basidiomas de Pleurotus
ostreatoroseus DPUA 1720

A determinacéo dos teores de aminoacidos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) no Laboratorio de Fontes Proteicas - UNICAMP. As amostras foram
previamente hidrolisadas com &cido cloridrico (HCI) 6N, seguida de derivagcdo dos amino&cidos
com fenilisotiocianato (PITC) e, a separacdo dos derivativos fenil-tio-carbamil aminoacidos em
coluna de fase reversa com deteccdo por UV a 254 nm. A quantificacdo foi feita por calibracao
interna multinivel, com auxilio do acido a-aminobutirico (AAAB) como padrdo interno para
aminoacidos totais (White et al., 1986). A determinacéo de triptofano foi realizada apds hidrolise
enzimatica com pronase e reacdo colorimétrica com p-dimetil amino benzaldeido (DAB),
segundo Spies (1967).

2.7. Analise microbioldgica do basidioma desidratado de P. ostreatoroseus DPUA 1720

As condicdes higiénico-sanitarias da biomassa desidratada de P. ostreatoroseus foram
realizadas em conformidade com os parametros exigidos pela legislacdo brasileira (BRASIL,
2001). Também foi feita a analise para verificacdo da presenca de bolores e leveduras, embora
néo seja exigida pela legislacdo (WHO,1998).

Na analise microbioldgica, 25 g de basidioma desidratado foi homogeneizada com 225
ml de &gua peptonada, em vortex por 2 minutos. A partir dessa dilui¢do foi preparada uma série
de diluicdo sucessiva até 10, em tubo contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% (p/v). Destas
diluicdes 10! a 102 foram retirados diferentes volumes (100 pL e 200 pL) para determinacéo de
bolores e leveduras, coliformes totais, termotolerantes e Salmonella sp.

2.7.1. Determinacéo de Bolores e Leveduras

Para a determinacéo de bolores e leveduras, de cada diluigéo foi retirado 200 pL para ser
semeado por toda superficie de dgar Rosa Bengala adicionado de cloranfenicol 0,001% até total
absorcdo no meio. As placas em triplicata foram incubadas a 25 °C por sete dias. Os resultados
foram expressos em Unidades Formadoras de Colbnia por grama de produto (UFC/g) (Silva et
al., 2007).

2.7.2. Andlise para verificagdo a presenca de coliformes totais, termotolerantes,

Salmonella sp. e Staphylococcus aureus

Na determinacdo do Namero Mais Provavel (NMP.g?') de coliformes totais,
termotolerantes e Salmonella sp, de cada diluicéo foi retirado 1000 pL para inoculagdo em séries

de trés tubos contendo 9 mL de caldo Brila (Himedia®, Mumbai-India), com tubo de Duhran
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invertido. Os tubos foram incubados a 37 °C por 24-48 horas. A partir dos tubos com leitura
positiva (formacdo de gas) foram realizados os testes confirmativos para coliformes totais em
caldo Brila (Himedia®, Mumbai-India) a 35 °C por 24-48 horas e coliformes termotolerantes em
caldo Escherichia coli (EC) (Himedia®, Mumbai-India) a 45°C por 24 horas. Os valores de
NMP.g* foram calculados de acordo com Silva et al. (2007).

A analise para verificacdo da presenca de Salmonella sp., dos tubos com formacéo de gas
mantidos a 35 °C, com auxilio de uma al¢a de plantina foi tirada uma aliquota e inoculado em
Agar Verde Brilhante (VB) (Himedia®, Mumbai-India) a 35°C por 24 horas. As colonias
suspeitas foram submetidas a testes bioquimicos para identificacdo de Salmonella (Silva et al.,
2007).

Para a quantificacdo de Staphylococcus aureus coagulase positiva, das diluicdes 10 a
10°2 foi retirado 100 pL e inoculado em 15 mL de Agar Manitol Salgado, fundido e resfriado até
45°C. Apds a homogeneizacdo e solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a 37 °C. A
leitura foi realizada ap0s 24 e 48 horas a incubagdo. O resultado positivo foi determinado pela
mudanca da coloracdo do meio de vermelho para amarelo (fermentadoras de manitol). Para a
confirmagdo das colbnias coagulase positiva, trés coldonias que promoveram a mudanca de
coloracdo do meio foram selecionadas conjuntamente com 3 colbnias atipicas para o teste de
coagulase.

Com alca de platina estas col6nias foram transferidas, separadamente, para 2 ml de Caldo
Infusdo Cérebro Coracdo (BHI), em tubos de ensaio com tampa rosqueavel e mantidas a 37 °C.
Ap0s 24 horas, 300 pL desse Caldo BHI fermentado foram transferidos para 300 pL de plasma
de coelho, em tubos esterilizados. Estes tubos-teste foram incubados a 37 °C por 6 horas. O
resultado positivo foi determinado pela presenca do codgulo (Reis, 2010)

2.8. Analise Estatistica

Em todos os experimentos os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva
(Tabelas, gréaficos e distribuicdo de frequéncia em classes), de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey (5% de significancia), utilizando o programa Minitab versédol6.

3. Resultados e Discusséo
Na tabela 2 esté apresentada a velocidade media do crescimento micelial vertical (VMC)
e o0 vigor micelial de P. ostreatoroseus DPUA 1720 em substratos agroindustriais revelando a

influéncia da luz no crescimento. Nos cultivos mantidos na auséncia de luz em semente de acai
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misturado a coroa de abacaxi (Sac + CrAb) o desenvolvimento micelial foi significativo (VMC =
0,75+£0,02 cm/dia) e o vigor do micelio se apresentou mediamente adensado. Nos demais
substratos, apenas em semente de agai com casca de abacaxi [Sac + CrAb (0,52 £ 0,05)] e
serragem com coroa de abacaxi [SER + CrAb (0,50 £ 0,06)], em presenca e auséncia de luz, o
cogumelo expressou o0 segundo maior valor de VMC (0,50+0,06 cm/dia), todavia o vigor
micelial foi do tipo mediamente e fracamente adensado, respectivamente.

O crescimento fortemente adensado e micélio com aspecto vigoroso foi observado
somente em CC + FA (casca de cupuacu e farelo de arroz), nas duas condicBes de cultivo
(Tabela 2). Dados semelhantes foram obtidos por Palheta et al.(2011) para P. florida e P.
ostreatus também cultivados em CC + FA 20% (p/p). Assim sendo, as cascas de frutos como
substrato base ou suplementos usados para cultivo foram as de maior eficiéncia para crescimento
de P. ostreatoroseus DPUA 1720 por proporcionar vigor micelial satisfatorio. A habilidade de
crescimento de uma espécie de fungo, assim como, reproduzir e desenvolver basidiomas em
substratos lignoceluldsicos estd associado ao vigor do micélio e a capacidade de ativar
mecanismos fisiologicos durante o ciclo de desenvolvimento (Albuquerque et al., 2012).

Provavelmente o desenvolvimento micelial resultante dos experimentos aqui
apresentados ndo esteja associado somente as condi¢des de cultivo do cogumelo, mas também a
outros fatores interferentes como altas concentracdes de CO, que comprometem a atividade
enzimatica, o substrato usado como suplemento que pode alterar a estrutura do meio, o tamanho
das particulas que podem dificultar as trocas gasosas e retardar o crescimento apical da hifa,
modificando a velocidade de formacdo do micélio na parte inferior do substrato (Bernardi et al.,
2007).

Tabela 2. Média da velocidade do crescimento micelial vertical e vigor micelial de P. ostreatoroseus DPUA 1720
em residuos agroindustriais na presenca e auséncia de luz.

Tratamento Presenca de luz Auséncia de luz
Média VMC (cm/dia) Vigor Média VMC (cm/dia) Vigor
Sac + CsAb 0,27 + 0,06 2 0,41 + 0,04 2
Sac + CrAb 0,52 + 0,05 2 0,75 + 0,02° 2
SER + CsAb 0,25 + 0,02 1 0,37 +0,001% 1
SER + CrAb 0,33 + 0,03% 1 0,50 + 0,06 1
CC+FA 0,38 + 0,02°® 3 0,41 + 0,07™ 3

Sac + CsAb=semente de acai + casca de abacaxi; Sac + CrAb= semente de acai + coroa de abacaxi; SER + CsAb=
serragem + casca de abacaxi; SER + CrAb= serragem + coroa de abacaxi; CC + FA= casca de cupuacu + farelo de
arroz. Médias seguidas por letras iguais ndo sdo diferentes significativamente pelo Teste de Tukye (p< 5%). Nota 1-
fracamente adensado; nota 2 - mediamente adensado e nota 3 - fortemente adensado.
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Conforme Minotto et al. (2011), os micro-organismos se adaptam aos meios de cultivo
em funcdo da disponibilidade de nutrientes, principalmente em relacdo as fontes de carbono,
nitrogénio e do seu potencial genético. Nesta investigacdo P. ostreatoroseus DPUA 1720 se
desenvolveu nos substratos expressando valores distintos da velocidade micelial vertical e com
vigor micelial similar nas condi¢cdes de crescimento, com e sem luz. Em ordem crescente de
valores, o0 vigor da massa micelial teve destaque nos cultivos preparados com casca e carocos da
fruticultura amazonica. Resultado semelhante foi apresentado por Rivas et al (2010) na avaliagdo
dos parametros que corroborassem sobre a viabilidade de utilizacdo de substratos
pectoceluldsicos (cascas de banana e maracuja) e lignoceluldsico (serragem) para o cultivo de
Pleurotus spp. Em conclusdo os autores confirmaram apenas a viabilidade dos residuos
pectoceluldsicos para o cultivo dos macrofungos.

No trabalho de Marino et al. (2008) consta que a suplementacdo da serragem de casca de
coco com farelo de trigo e arroz favoreceu o crescimento e o vigor micelial de trés isolados de
Pleurotus ostreatus. Em outro estudo a suplementacdo com farelo de arroz forneceu altos teores de
lipidios e o crescimento micelial de Lentinula edodes (Song et al., 1989). Quando Bernardi et al.
(2007) analisou um isolado de Pleurotus ostreatoroseus em aveia preta suplementada com 20% de
farelo de trigo foi expressiva a colonizagdo do substrato, provavelmente devido a relacdo entre as
fontes de carbono e nitrogénio.

Como mostra a tabela 3, de acordo com os resultados da analise da composicdo
centesimal dos substratos agroindustriais, a maior porcentagem de proteina e lipidios foi
determinada em farelo de arroz, 17,37% e 19,41%, respectivamente. Dentre 0s substratos, coroa
de abacaxi (15,73%) e casca de cupuacu (12,42%) foram a segunda e a terceira maior fonte de
proteina, respectivamente. Serragem, semente de acai e casca de abacaxi foram as mais pobres
fontes proteicas, com variacdo aproximada de 5 a 7%.

O teor de fibra sé predominou em serragem (63,53%) e coroa de abacaxi (28,36%), nos
demais substratos esse parametro foi inferior (0,37% a 9,2%). Valores inferiores também foram
determinados para cinzas, na faixa de 1,0% a 9,0%, com maior conteldo em farelo de arroz
(9,14%), seguido de casca de cupuacu (4,53%), coroa e casaca de abacaxi, respectivamente
3,96% e 3,45%. O teor de carboidrato nos residuos semente de agai, casca de cupuagu e casca de
abacaxi foram 85,69%, 71,09% e 67,96%, destacando-se frente aos outros residuos. Os
substratos de maior valor energético foram farelo de arroz (415,25 kcal) e semente de acai
(391,18 kcal), destacando que nos demais substratos os valores variaram de 134,03 kal

(serragem) a 351,85 kcal (casca de cupuagu).
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Dados apresentados em outras pesquisas mostraram valores diferenciados da composicao
centesimal de substratos, como serragem, farelo de arroz, residuos da cadeia produtiva do
abacaxi e do processamento do cupuacu (Costa et al., 2007; Sales-Campos et al., 2010; Jafarpour
etal., 2010; Souza et al., 2011).

Tabela 3. Media da composicao centesimal dos substratos agroindustriais utilizados na fermentacdo semi-sélida de
P. ostreatoroseus DPUA 1720.

Parametros Serragem Sementg de Casca de Coroa d_e Casca d_e Farelo de
acai cupuagu abacaxi abacaxi arroz
Umidade* 3,42 0,79 9,61 1,56 9,93 9,24
Cinzas* 1,33 1,68 4,53 3,96 3,45 9,14
Nitrogénio* 0,87 1,26 1,99 2,58 1,28 2,78
Proteina* (N x 6,25) 544 7,85 12,42 16,14 7,99 17,37
Lipidios* 1,43 1,89 1,98 2,28 1,47 19,41
Fibra* 63,53 2,1 0,37 28,36 9,2 2,07
Carboidratos* 24,85 85,69 71,09 47,7 67,96 42,76
Valor Calérico (kcal) 134,03 391,18 351,85 275,88 317,01 415,25

* porcentagem (%)

P. ostreatoroseus DPUA 1720, um Agaricales do bioma amazénico, ao ser cultivado para
producdo de basidiomas em CC + FA 20% (p/p), substrato selecionado no crescimento micelial
vertical, o periodo de miceliacdo, a formacdo de primoérdios e o tempo total de cultivo ocorreu,
respectivamente, em média durante 15,2 dias; 4,2 dias e 42,2 dias (Tabela 4). Vega et al. (2006)
cita que no cultivo de P. djamor, a miceliacdo total do substrato e a formacdo dos primérdios
ocorreu de 13 a 20 dias e a produgéo dos basidiomas de 42 a 51 dias.

P. florida quando cultivado em diferentes residuos agricolas, aproximadamente, em 21
dias foi observada a miceliacéo total do substrato, em 4 dias a formacao dos primoérdios e tempo
total de cultivo em 30 dias. P. florida, também quando cultivado em residuo de algodéo
suplementado com 5% de farelo de arroz o crescimento micelial foi registrado em 20 dias com
tempo total de cultivo de 43,4 dias e 41,5 dias quando ndo suplementado. P. ostreatoroseus
quando cultivado em residuo de algod&o apresentou crescimento micelial de 20 dias, frutificacéo
em 11 dias e tempo total de cultivo de 35,6 dias e 36,8 dias quando suplementado com farelo de
arroz (Reis et al., 2010; Figueiro6 e Graciolli, 2011).
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Tabela 4. Parametros analisados durante a producdo de P. ostreatoroseus DPUA 1720 em casca de cupuagu
suplementado com 20% de farelo de arroz.

Parametros Média
Miceliacdo (dias) 152+1,3
Formacédo de primdrdios (dias) 4,2+0,84
Tempo total de cultivo (dias) 42,2+ 2,77
Eficiéncia bioldgica (%) 22,90 + 2,27
Taxa de producéo (%) 54,33 £ 4,95
Produtividade (%) 3,55+0,61
Perda da matéria organica (%) 37,68 +1,39

Na tabela 4, o rendimento da producdo para P. ostreatoroseus DPUA 1720 foram
estimados como eficiéncia bioldgica (EB), taxa de producdo (TP) e produtividade (P), cujos
valores obtidos atingiram em média 22,90%, 54,33%, 3,55% em CC+FA (800g:2009) de farelo
de arroz, com umidade 60% em base seca. Dados aproximados foram obtidos por Oliveira et al.
(2007) para P. pulmonarius em casca de amendoim, a eficiéncia bioldgica foi em torno de 23% e
produtividade de 4,58%, este valor inferior devido ao numero de dias de cultivo.

Os dados apresentados por outros autores mostram a eficiéncia biologica de 104% e
92,5% para P. ostreatoroseus produzido em residuo de algoddo suplementado ou ndo com 5% de
farelo de arroz (Reis et al., 2010). Sales-Campos et al. (2010) determinou altos valores de
eficiéncia bioldgica para P. ostreatus (64,6% e 125,6%) nos cultivos usando como substrato
estipe da pupunheira e na serragem de pau balsa, residuos amazénicos. A baixa eficiéncia
bioldgica pode ser reflexo da genética do isolado, as condi¢bes de cultivo e do substrato,
incluindo também a composicdo e propor¢do do substrato usado no bioprocesso. Além desses
parametros, na eficiéncia biol6gica podem interferir fatores ambientais, como temperatura,
umidade, luminosidade e pH (Oliveira et al., 2007).

A porcentagem de matéria organica degradada no substrato CC + FA foi de 37,68% nos
cultivos de P. ostreatoroseus DPUA 1720 (Tabela 4). No trabalho de Holtz et al. (2009), apenas
24,10% da matéria organica do residuo da fiacdo de algoddo foi degradada apds o cultivo de P.
ostreatus, no entanto, quando cultivado em serragem de pau balsa e em estipe de pupunheira os
valores de PMO foram de 59,91% a 71,83% e 53,58 a 58,75%. Para Pleurotus spp. a degradacéo
dos substratos foram de 16,63%, 18,59% e 39,79% para casca de maracuja, casca de banana e
serragem, respectivamente (Sales-Campos et al., 2010; Rivas et al., 2010).

Na analise microbiologica do basidioma o resultado foi ausente para bolores e leveduras,
Salmonella sp., coliformes totais 37°C, Escherichia coli ou coliformes termotolerantes,

Staphylococcus coagulase positiva, bactérias meséfilas e Bacillus cereus, assim sendo um
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alimento seguro dentro do determinado pelo regulamento técnico sobre padrées microbioldgicos
para alimentos.

Na Tabela 5, a anélise da composi¢cdo centesimal dos basidiomas de P. ostreatoroseus
DPUA 1720, analisado neste estudo, mostra teor de proteina equivalente a 23,53% valor que esta
dentro do registrado para Pleurotus (10,5 a 30,4%) (Furlani e Godoy, 2005). O shimeji (P.
ostreatus) comercializado em Campinas apresentou 22,22% de proteina e os basidiomas de P.
ostreatus e duas linhagens de P. sajor-caju cultivados em capim-elefante valores de 22,59%,
29,24% e 25,51%, proximos ao determinado nos basidiomas de P. ostreatoroseus (Bernardi et
al., 2009; Furlani e Godoy, 2007).

Tabela 5. Andlise fisico-quimica dos basidiomas de P. ostreatoroseus DPUA 1720 produzidos em casca de cupuagu
suplementado com 20% de farelo de arroz.

Parametros %
Umidade 7,15+0,01
Proteina 23,53+0,13
Lipidios 3,08 £ 0,35
Cinza 6,49 £ 0,01
Fibra 12,79+ 0,09
Carboidratos totais 46,98 + 0,57

Os cogumelos de habitat natural no sul da Nigéria apresentam basidiomas jovens e
maduros com teor de proteina de 5,1 a 34,1%. Destes, 0s basidiomas jovens de P. florida e P.
atroumbonata, o contelido de proteinas foi superior aos determinados nos maduros, 15,3% e
18,5% (Gbolagade et al., 2006). Rampinelli et al. (2010) determinou a composicdo fisico-
quimica dos basidiomas do 1° ¢ 2° fluxo de P. djamor cultivado em palha de bananeira, o teor de
proteina foi de 20,5% e 19,8% e o teor de lipidios igual a 1,12% e 1,09%. Assim como P. djamor
outras espécies apresentaram um baixo teor de gordura como P. ostreatus (0,88%), P. sajor-caju
(0,30% e 0,54%) e P. florida (0,9% e 1,2%).

No entanto, P. ostreatoroseus DPUA 1720, o isolado amazénico apresenta 3,08% de
lipidios, valor dentro do observado para biomassa de cogumelos em base seca (1,1 e 8,3%) e
proximo ao determinado no shimeji (P. ostreatus) comercializado em S&o Paulo (4,30%)
(Gbolagade et al., 2006; Furlani e Godoy, 2007; Bernardi et al., 2009). Para 0 mesmo cogumelo,
0 teor de cinzas e fibra bruta foi 6,49% e 12,79% (Tabela 5), valores proximos ao encontrando
por Mshandete e Cuff (2007), 6,1% de cinzas e 11% de fibra, em basidiomas de P. flabellatus
cultivado em residuo de sisal e em basidiomas do 2° fluxo de produgdo de P. djamor cultivado

em palha de bananeira, 6,34% de cinzas e 12,69% de fibra bruta. O conteudo de fibra bruta em
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P. ostreatus BF24 (18,25%) e P. sajor-caju PSC96/03 e PSC01/06 (10,32% e 15,43%) mostram-
se proximo ao observado neste estudo (Bernardi et al., 2009; Rampinelli et al., 2010).

Nota-se na tabela 5 que os carboidratos séo o principal constituinte do basidioma de P.
ostreatoroseus DPUA 1720 com teor de 46,98%. Outros cogumelos como P. ostreatus, P.
flabellatus, P. sajor-caju e P. djamor apresentam teor médio de 25,69% a 60%, variando de
acordo com a espécie e o substrato de cultivo. Quanto a energia total, os basidiomas de P.
ostreatoroseus DPUA 1720 apresentam em média 309,7 kcal, enquanto P. flabellatus apresenta
302 kcal e Volvariella volvaceae 305 kcal (Mshandete e Cuff, 2007; Bernardi et al., 2009;
Rampinelli et al., 2010).

A concentracdo dos macrominerais (g.kg™), célcio, fésforo, magnésio e potassio dos
basidiomas de P. ostreatoroseus DPUA 1720 foi 0,21, 10,39, 1,46 e 24,19, e 0s microminerais
(mg.kg™?), cobre, ferro, manganés, sodio e zinco, 12,47, 72,34, 13,17, 30, 85 e 78, 06,
respectivamente. No basidioma de P. flabellatus, 16,2 g.kg™ e 15,37 g.kg™ foi o contetdo de
fosforo e potassio, em base seca. P. ostreatoroseus proveniente de Sdo Paulo apresenta 91
mg.kg™ de ferro, 25591 mg.kg™ de potéssio, 51,5 mg.kg™ e 93,4 mg.kg™, com relacéo ao teor de
cobre e manganés o obtido para P. eryngii foi de 16,7 mg.kg™e 20,3 mg.kg™ (Mshandete e Cuff,
2007; Moura, 2008; Genccelep et al., 2009).

Tabela 6. Concentragdo de aminoacidos presentes nos basidiomas de P. ostreatoroseus DPUA 1720.

Aminoacidos (g/100g de basidioma)

Lisina (Lys) 1,298
Metionina (Met) 0,298
Valina (Val) 1,134
Triptofano (Trp) 0,330
Treonina (Thr) 0,937
Isoleucina (lle) 0,751
Leucina (Leu) 1,304
Fenilalanina (Fen) 0,805
Histidina (Hys)* 0,379
Arginina (Arg)* 1,891
Tirosina (Tyr) 0,743
Aspartato (Asp) 2,061
Serina (Ser) 1,466
Glicina (Gly) 1,037
Prolina (Pro) 0,772
Cisteina (Cys) 0,040
Glutamato (Glu) 3,592
Alanina (Ala) 1,432
Total 20,27 ¢
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Segundo Bender (2004), P. ostreatoroseus DPUA 1720 contém oito aminoacidos
essenciais, dentre esses 0s mais abundantes séo valina, lisina e leucina, variando de 1,134 a 1,304
g/100g (Tabela 6). Dentro dos aminoacidos ndo essenciais destacam-se o0 glutamato e o aspartato
com 3,592 g e 2,061 g/100g, ambos exercem papéis fundamentais como neurotransmissores
estimuladores do cerebro e realcando o sabor dos alimentos (Rodrigues et al., 2004).

Os valores obtidos para P. ostreatoroseus DPUA 1720 estdo proximos aos valores
obtidos para histidina e alanina em Agrocybe chaxingu, 0,30 g/100g e 1,03 g/100g, no entanto, as
concentracfes de aminoécidos em P. ostreatus e Flammulina velutipes foram inferiores, assim
como nos basidiomas de P. ostreatus cultivado em talos de milho, trigo, algodao e soja (Dundar
etal., 2009; Lee et al., 2011).

4. Conclusao

P. ostreatoroseus DPUA 1720 cresceu em todos os substratos com densidade micelial
vertical dominante em CC + FA, influenciada pela luz. A combinacéo entre os residuos originou
um substrato de condi¢fes sanitarias satisfatorias e com disponibilidade de nutrientes o que
favoreceu a producdo de basidiomas contendo altos teores de fibras, proteinas e baixo teor de

lipidios, além de sais minerais e aminoacidos.
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Resumo

Enzimas proteoliticas constituem um dos mais importantes grupos catalisadores, tem ampla
utilizacdo comercial e industrial. Entre essas, as proteases de origem fungica apresentam
vantagens como, alta diversidade, facil producdo em larga escala e recuperacdo. O objetivo
deste estudo foi avaliar a producéo e caracterizar parcialmente proteases do extrato bruto de
Pleurotus ostreatoroseus cultivado em substratos agroindustriais. A cultura matriz foi preparada
em &gar batata dextrose acrescida de extrato de levedura 0,5% (p/v). A producdo das enzimas
proteoliticas foi realizada por fermentacéo semi-solida utilizando substratos agroindustriais. A
fermentacéo foi conduzida durante 15 dias, sob duas condic¢des de cultivo (presenca e auséncia
de luz). Para determinacéo da atividade e caracterizagdo parcial das proteases, o extrato bruto
foi filtrado sucessivamente em tecido de algoddo e membrana polietersulfonica de 0,22 pm. Os
resultados demonstraram que os residuos foram fontes para a producdo proteases com pH
variando de levemente dcido a alcalino e temperatura otima a 25°C e 40°C.

Palavras-chave: Pleurotus ostreatoroseus; fermentacdo em estado solido; enzimas.
1. Introducéo

No mercado mundial de enzimas as proteases predominam na industria de detergentes,
farmacéutica, cerveja, couro, alimentos, como coagulante na fabricacdo de queijo e para
recuperagdo da prata usada no filme de raios-X (GENCKAL, 2004; CUI et al., 2007; SABOTIC
et al., 2007; DABOOR et al., 2010). Proteases também participam da sintese e degradacéo de

proteinas, da conidiogénese e descarga conidial, germinagdo, modificacdo enzimatica, nutricao e
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regulacdo da expressdo génica (CUI et al., 2007; NAKAMURA et al., 2011; ZHENG et al.,
2011).

As enzimas proteoliticas tém origem de diversas fontes, vegetal, animal e micro-
organismos procariontes e eucariontes, entre estes, os fungos sdo produtores eficientes,
predominando espécies de Aspergillus e Penicillium (SANDHYA et al., 2005). Entre os fungos,
0s cogumelos estdo se tornando uma fonte atraente de compostos bioativos, além de usado
tipicamente como alimento. Nos dltimos anos, diversos cogumelos comestiveis sdo também
citados como fontes de enzimas, incluindo proteases fibrinoliticas, a exemplo de P. eryngii
(CHA et al., 2010), Flammulina velutipes, Pleurotus ostreatus, Grifola frondosa, Tricholoma
saponaceum, Armillaria mellea e Cordyceps militaris estdo relatadas nas citacfes de Park et al.
(2007) e Nakamura et al. (2011). Outras proteases j& foram detectadas nos extratos oriundos do
cultivo de P. ostreatus (SHIN e CHOI, 1998; PALMIEIRI et al., 2001; SHABA e BABA, 2012),
P. citrinopileatus (CUI et al., 2007), Pleurotus sajor-caju (RAVIKUMAR et al., 2012;).

Ja que cogumelos crescem na natureza sob condicdes de estado solido, esse habito se
tornou vantajoso para utilizagdo no desenvolvimento de bioprocessos utilizando residuos
agricolas como substrato (REDDY et al., 2003). Esta tecnologia denominada de fermentacéao
semi-sélida (FSS) continua sendo um processo para producdo de proteases extracelulares por ser
apropriada para o crescimento de fungos que exigem umidade baixa para crescimento quando
comparados as bactérias. A FSS, economicamente oferece certas vantagens, produtividade
volumétrica superior, uso de equipamentos simples e de substratos de baixo custo, assim como,
gasto de energia reduzido comparado a fermentacdo submersa (PANDEY, 2003; PINTO et al.,
2005; SANTOS et al., 2006; RAVIKUMAR et al., 2012) .

O objetivo deste trabalho foi investigar a producdo de proteases extracelulares por
Pleurotus ostreatoroseus cultivado em residuos agroindustriais na presenca e auséncia de luz

para caracterizagdo parcial dessas enzimas no extrato bruto.
2. Material e Métodos
2.1. Cultivo e Manutencéo de Pleurotus ostreatoreoseus

O cogumelo avaliado neste estudo foi P. ostreatoroseus cedido pela Colecdo de Cultura

DPUA da Universidade Federal do Amazonas. As culturas estoque foram mantidas por 8 dias, a
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25°C em 4agar batata dextrose com extrato de levedura 0,5% [p/v (BDA+YE)], em placas de

Petri. Para manutencéo de cultura viavel, a cada 30 dias foram preparados novos subcultivos.

2.2. Inbculo

Do subcultivo de P. ostreatoroseus foram retirados trés discos miceliais medindo 8 mm
de didmetro e transferidos para BDA+YE, em placa de Petri. As culturas foram incubadas a 25
°C por 8 dias, na auséncia de luz para serem utilizadas como indculo na fermentagéo semi-sélida
(KIRSCH et al., 2011).

2.3. Preparo do Substrato, Inoculacdo e Condicdes de Fermentacdo Semi-Solida

Os substratos agroindustriais foram adquiridos na cidade de Manaus, Amazonas com
excecdo do farelo de arroz que foi obtido na cidade de Boa Vista, Roraima. Para fermentacao
semi-sélida, no laboratdrio, a casca de cupuacu (Theobroma grandiflorum Willd Ex-Spreng
Schum), a casca e coroa de abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril) e a semente de acai (Euterpe
oleracea Mart.) foram fragmentadas e tratadas com solucdo desinfetante para hortifruticolas,
conforme as recomendacOes do fabricante. A casca de cupuagu foi suplementada com farelo de
arroz e a serragem e semente de acai, ambas suplementadas com casca e coroa de abacaxi
(Tabela 1). A umidade foi ajustada para 60% e o pH 6,5.

Tabela 1. Substratos agroindustriais e porcentagens utilizadas na fermentacdo semi-sélida para crescimento e
producéo de proteases por P. ostreatoroseus DPUA 1720.

Substratos Concentragéo

Agroindustriais 80% 20%
SER + CsAb Serragem Casca de abacaxi
SER + CrADb Serragem Coroa de abacaxi
Sac + CsAb Semente de agai Casca de abacaxi
Sac + CrAb Semente de acai Coroa de abacaxi
CC+FA Casca de cupuagu Farelo de arroz

Na parte inferior de cada tubo de ensaio, medindo 200 mm x 25 mm foi colocado algodéo
umedecido com agua destilada, em seguida os residuos foram colocados nos tubos até preencher
15 cm de altura (PALHETA et al, 2011). Todos os tubos foram tamponados com algodéo,
identificados e esterilizados a 121 °C por 45 minutos. Apos resfriamento, o inoculo (trés discos

miceliais de 8 mm de didmetro) foi semeado na superficie dos substratos esterilizados. A
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fermentacdo semi-solida foi conduzida a 25 °C, em ambiente com umidade a 60%, na presenca

ou auséncia de luz durante 15 dias. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

2.4. Extracdo das Enzimas

As enzimas foram extraidas em agua destilada esterilizada na proporcéo 2:20 g (residuo
miceliado/mL de &gua destilada) em frascos de Erlenmeyer de 125mL. Os frascos foram
mantidos a 30 °C, 180 rpm. Apds 30 minutos os extratos brutos foram recuperados por filtragdo
em tecido de algod&o e filtrados em membrana de polietersulfénica com porosidade de 0,22pm
para determinacdo da atividade das proteases (CHUTMANORP et al., 2008).

2.5. Determinacéo da atividade de proteases

A atividade proteolitica foi determinada em 0,15 mL do extrato bruto adicionado a 0,25
mL de azocaseina 1% (p/v), em tampdo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2. As amostras e 0s brancos foram
preparados em triplicada e incubados a 25 °C por 1 hora em camara escura. A reacdo foi
interrompida com 1,2 mL de TCA [&cido tricloroacético 10% (p/v)] seguido de centrifugacdo por
10 minutos a 4 °C. Do sobrenadante foi retirado 0,8 mL e acrescentado a 1,4 mL NaOH 1M.
Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de
produzir um aumento na absorbancia a 440 nm de 0,1 em 1 hora (MOREIRA et al., 2001,
KIRSCH et al., 2012).

2.6. Determinacao do efeito da temperatura e do pH na atividade das proteases

O efeito do pH foi determinado na faixa de 5,0 a 10,0 em tampé&o citrato, fosfato e
carbonato-bicarbonato a 0,1M. O efeito da temperatura na atividade proteolitica foi avaliado na
faixa de 25 °C a 60 °C. A atividade das proteases foi determinada conforme citado no item 2.5.

2.7. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise estatistica descritiva (média e desvio padrdo),
analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das medias foram realizadas pelo teste de Tukey
(p<0,05%) utilizando o software Minitab 16.
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3. Resultados e Discusséo

A figura 1 mostra a producéo de proteases por P. ostreatoroseus DPUA 1720 em casca
de cupuacgu, semente de acai, serragem, casca e coroa de abacaxi e farelo de arroz, substratos
agroindustriais utilizados na fermentacao semi-sélida. As enzimas foram produzidas em todos 0s
substratos, cujas médias de atividade proteolitica (7,89 U/mL) de valores significativos foram
determinadas no cultivo onde o substrato foi casca de cupuacu suplementado com farelo de arroz
(CC+FA), na presenca de luz. No mesmo substrato, na auséncia de luz foi determinado o
segundo maior valor de atividade proteolitica (4,50 U/mL).

Do total de substratos utilizados na fermentacdo semi-solida, CC+FA e SER+CsAb
foram os melhores substratos para producéo das proteases. Os resultados indicaram ainda que o
valor da atividade proteolitica variou de acordo com o tipo de substrato agroindustrial,
predominando nos cultivos mantidos na presenca de luz e no substrato contendo farelo de arroz
(Figura 1). Além disso, na auséncia de luz, a reducdo da atividade proteolitica em todos o0s
substratos foi aproximadamente de 43% quando comparado aos valores da atividade na presenca
de luz.

Proteases sdo produzidas por diferentes fungos filamentosos, leveduras e bactérias em
cultivo submerso ou em matriz sélida (RAO et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2006). Porém, para o
desenvolvimento de modelos apropriados o alvo estd no estabelecimento das relacdes entre a
fisiologia dos fungos e os fatores fisico-quimicos, considerando que as diversas espécies exigem
para crescimento umidade em torno de 40-60%. Além disso, a selecdo do substrato para uso na
fermentacdo semi-sélida depende de varios fatores, compreendendo principalmente a natureza, o
custo e a disponibilidade do substrato (SINGHANIA et al., 2009).

Entre os fungos filamentosos sdo inimeros os trabalhos que citam diversas espécies
anamorficas como produtoras de proteases, com predominancia Aspergillus e Penicillium. Em
contrapartida os estudos que referem cogumelos como fontes dessas enzimas sao raros, uma vez
que, as propriedades que sempre despertaram o interesse por esses fungos séo o valor nutricional
e 0 medicinal (WANI et al., 2010).
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Figura 1. Média da atividade de proteases produzida por P. ostreatoroseus em substratos agroindustriais durante 15
dias por fermentacdo semi-sélida, em duas condi¢Bes de cultivo, presenca e auséncia de luz. CC+FA (casca de
cupuacgu+farelo de arroz); Sac+CsAb (semente de acai+casca de abacaxi); Sac+CrAb (semente de acai+coroa de
abacaxi); SER+CsAb (Serragem+casca de abacaxi); SER+CrAb (Serragem+ coroa de abacaxi). Médias seguidas por
letras iguais ndo sdo diferentes significativamente pelo Teste de Tukye (p< 5%).
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Em se tratando dos cogumelos, a atividade de proteases esta demonstrada em Agaricus
bisporus, Pleurotus citrinopileatus, Grifola frondosa, Pleurotus ostreatus, Termitomyces
albuminosus, Pleurotus sajor-caju e por Sabotic et al. (2007) para 43 basidiomicetos (BURTON
et al., 1997; CUI et al., 2007; NISHIWAKI et al., 2009; CAMPOS et al., 2010; ZHENG et al.,
2011; RAVIKUMAR et al., 2012). Os resultados desta investigacdo revelaram a producdo de
proteases por P. ostreatoroseus DPUA 1720 e o potencial da casca do fruto do cupuaguzeiro (T.
grandiflorum) adicionado de farelo de arroz como substratos para producdo maxima das
enzimas. O uso de residuos da fruticultura amazénica na tecnologia da fermentacao, entre outros
beneficios, pode reduzir a contaminacdo ambiental e o custo de produgdo de compostos
bioativos. No setor comercial as proteases tém importantes aplica¢es na industria de detergente,
alimentos, couro, produtos farmacéuticos e diagnosticos, gestdo de residuos e recuperagdo de
prata dos filmes de raios-X (TREMACOLDI e CARMONA, 2005; NAKAMURA et al., 2011).

Quanto ao efeito da temperatura na atividade das proteases de P. ostreatoroseus (Figura
2), os dados mostram que entre 25 °C e 60 °C as enzimas permaneceram ativas por 60 minutos.
Em média, a temperatura 6tima para a atividade proteolitica foi determinada a 40 °C, em todos os

extratos dos cultivos mantidos na presenca de luz (Figura 2A). Nos cultivos na auséncia de luz, o
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perfil da atividade foi semelhante aos incubados na presenca de luz, com excecdo do extrato
bruto obtido da fermentacdo em serragem e coroa de abacaxi (SER+CrAb), cuja atividade 6tima
foi determinada a 25 °C (Figura 2B). Ainda na figura 2A e 2B pode ser observado que a
atividade enzimatica na faixa de 50 °C a 60 °C foi reduzida de forma gradual sem causar a
inativacdo das enzimas proteoliticas.

Com base nos resultados apresentados ficou evidente que nos extratos recuperados dos
cultivos CC+FA e SER+CsAb, em todas as temperaturas, a atividade das proteases foi superior
quando comparado aos demais substratos (Figura 2A e 2B). Dados semelhantes foram
demonstrados para subtilisina, protease produzida por G. frondosa (NISHIWAKI et al., 2009).
Figura 2. Efeito da temperatura na atividade das proteases de P. ostreatoroseus DPUA 1720 produzidas por
fermentacdo semi-sdlida em substratos agroindustriais durante 15 dias na presenca (A) e auséncia de luz (B).

CC+FA (casca de cupuagu+farelo de arroz); Sac+CsAb (semente de acai+casca de abacaxi); Sac+CrAb (semente de
acai+coroa de abacaxi); SER+CsAb (Serragem+casca de abacaxi); SER+CrAb (Serragem+ coroa de abacaxi).

20 A
201 A B
18 ——SER + CsAb 18 1 —o—SER + CsAb
6 - ——SER + CrADb 16 4 —&—SER + CrAb
—A—Sac + CsAb —A—Sac + CsAb

~
1
=
N £y
1 1

o
1

Atividade protigoh%:a (LJ/m'IA_)
=
o

Atividade proteolitica (U/mL)

o N B~ OO
1 1
o N £ )} (o]
1

25 37 40 50 60
Temperatura (°C)

25 37 40 50 60
Temperatura (°C)

O efeito do pH na atividade das proteases foi determinado na faixa de 5,0 a 10,0 na
temperatura étima previamente determinada. Os dados mostrados na figura 3 evidenciaram o
perfil dessas enzimas de P. ostreatoroseus que na totalidade foram ativas nas condicGes
experimentais. Contudo nos extratos provenientes dos cultivos realizados na presenca de luz a
atividade méxima foi determinada em pH 6,0 quando na fermentacdo foi utilizado CC+FA,
Sac+CrAb e Sac+CsAb. Nos demais substratos, SER+CsAb e SER+CrAb, o maior valor de
atividade proteolitica foi determinada em pH 7,0 (Figura 3A), resultado semelhante foi obtido

para protease do basidiomas de Cordyceps militaris (CHOI et al., 2011).
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Na auséncia de luz, a atividade dtima foi predominante em pH 6,0 nos extratos
procedentes da fermentacdo em CC+FA, SER+CsAb, Sac+CsAb e Sac+CrAb, em ordem
decrescente ao valor da atividade proteolitica. Nessa mesma condicdo, a atividade 6tima das
proteases excretadas em SER+CrAb foi determinada em pH 8,0, assim como o obtido para a
protease purifica de P. sajor-caju cultivado em farinha de milho adicionado de farelo de trigo
(RAVIKUMAR et al., 2012).

Figura 3. Efeito do pH na atividade das proteases de P. ostreatoroseus DPUA 1720 produzidas por fermentacéo
semi-solida em substratos agroindustriais durante 15 dias na presenca (A) e auséncia de luz (B). CC+FA (casca de

cupuagu+farelo de arroz); Sac+CsAb (semente de agai+casca de abacaxi); Sac+CrAb (semente de acai+coroa de
abacaxi); SER+CsAb (Serragem+casca de abacaxi); SER+CrAb (Serragem+ coroa de abacaxi).
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A producdo de proteases extracelulares com atividade étima em pH 6,0, 7,0 e 8,0 por P.
ostreatoroseus provavelmente esteja associada a necessidade do cogumelo em hidrolisar os
diferentes substratos disponiveis como fonte de nutrientes protéicos. As proteases do basidioma
de P. ostreatus e P. citrinopileatus apresentaram pH 6timo levemente acido a alcalino (SHIN E
CHOI, 1998; CUI et al., 2007). Cha et al. (2010) para P. eryngii, nos extratos dos cultivos em
sabugo de milho adicionado de farelo de arroz obtiveram maxima atividade enzimatica em pH
5,0. Nirmal et al. (2011), citam que os fungos produzem proteases acidas, neutras e alcalinas,
inclusive uma espécie pode produzir mais de um tipo dessas enzimas que podem ser ativas a uma
ampla faixa de pH (4,0 a 11,0).

Palmieri et al. (2001) reportaram o pH alcalino para atividade 6tima de subtilisina, uma
serino protease produzida por P. ostreatus. Em outro relato feito por Cui et al (2007), para uma
serino protease extraida dos basidiomas in natura de P. citrinopileatus a maxima atividade

proteolitica foi determinada no pH 10,0. Nos resultados apresentados por Nishiwaki et al. (2009),
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proteases de Grifola frondosa na avaliacdo da especificidade de substrato expressou pH 6timo

3,0 e 7,0 para hemoglobina e caseina, respectivamente.

4. Conclusodes

Os substratos agroindustriais (casca de cupuacu, semente de acai e serragem) e 0S
respectivos suplementos (farelo de arroz, coroa e casca de abacaxi) se mostraram como
potenciais substratos em fermentacdo semi-solida para producdo de enzimas proteoliticas por P.
ostreatoroseus. No entanto, nos cultivos mantidos sob luz, casca de cupuagu e farelo de arroz foi
a mistura de substrato mais eficiente para producdo das proteases, com atividade 6tima em pH
6,0 e a 40 °C, caracteristicas permitem a aplicacéo na indistria farmacéutica, téxtil, alimenticia e

quimica.
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Abstract

Proteolytic enzymes are one of the most important enzyme group that have extensive commercial
and industrial use. The fungal proteases have advantages because of their high diversity, easier
large scale production and recovery. This study was conducted to evaluate and partially
characterize the proteases of the crude extract of Pleurotus ostreatoroseus cultivated on
agroindustrial substrate. The mushroom culture was prepared in potato dextrose agar with yeast
extract 0.5% (w/v). The production of proteolytic enzymes was performed by solid state
fermentation in agroindustrial substrate for 15 days under two growth conditions (in the
presence and absence of light). The crude extract was successively filtrated in cotton fabric and
in a membrane pore of 0.22um.Then it was used to determinate the protease activity and the
parcial characterization of the enzymes. The results demonstrated that the residues were good
sources to produce proteases with pH ranging from slightly acidic to alkaline and with optimum
temperature at 25 °C and 40°C.

Key-words: Pleurotus ostreatoroseus; solid-state fermentation; enzymes.
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4. Conclusao

O cogumelo comestivel P. ostreatoroseus DPUA 1720 cresceu em todos os substratos
testados na auséncia e presenca de luz, mas casca de cupuagu adicionado com farelo de arroz
(CC+FA 20%) foi o substrato que demonstrou melhor resultado quanto ao vigor e densidade
micelial sendo selecionado para producao do basidioma.

Os residuos quando combinados foram eficientes para a producdo de proteases em
fermentacdo semi-sélida, sendo substrato CC + FA 20% também o mais indicado para producgao
de proteases nos cultivos mantidos sob luz com caracteristicas favoraveis para aplicacdo na
industria farmacéutica, téxtil, alimenticia e quimica.

Os basidiomas produzidos em CC + FA 20% apresentam alto teor de fibras e proteinas,
baixo teor de lipidios com a presenca de minerais e aminoécidos essenciais para dieta alimentar,
além de condicdes higiénico-sanitarias dentro do exigido pela legislagéo.

Dessa forma os dados obtidos sugerem que o uso de residuos agroindustriais para
producdo de cogumelo e enzimas como as proteases é um bioprocesso economicamente viavel e
limpo e os basidiomas resultantes da fermentacdo semi-sélida podendo ser inseridos na dieta

alimentar de animais e humanos por apresentar todos 0os componentes de um alimento saudavel.
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