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RESUMO

Este trabalho apresenta a analise do crescimento de Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Kumm,
DPUA 1533, Pleurotus ostreatus (Jacg.: Fr.) Quél. cv. Florida DPUA 1534, Lentinus citrinus
Walleyn & Rammeloo DPUA 1535 e Neolentinus lepideus (Fr.) Redhead & Ginns DPUA
1536, em meios natural e complexo sob diferentes condi¢Bes de cultivo, para verificar a
producdo de biocompostos contra fungos e bactérias, avaliar o crescimento micelial vertical,
analisar a producdo das proteases e biomassa em residuos agroindustriais selecionados por
fermentacdo solida. A atividade antimicrobiana dos cogumelos frente a Candida albicans
DPUA 1336, Cryptococcus laurentii DPUA 1501, Aspergillus flavus DPUA 1836,
Escherichia coli DAUPE 224 e Mycobacterium smegmatis ATCC 607 foi determinada pelo
Método do Bloco de Gelose e pela Concentragdo Minima Inibitéria. Para a producdo de
proteases de Pleurotus e Lentinus por fermentacdo no estado solido, os cultivos foram
realizados em 200 g de casca de cupuagu + casca de arroz (CC+CA); casca de cupuagu +
farelo de arroz (CC+FA), em frasco de vidro transparente, umidade 60% e pH 6,0. A
esterilizacdo dos substratos foi realizada a 121 °C/90 minutos/dois dias consecutivos. Em
cada frasco foram inoculados 12 discos de 10 mm de didmetro e a fermentacéo foi conduzida
a 25 °C, sem luminosidade por 15 dias, determinando-se a velocidade de crescimento micelial
em centimetros, a cada 24 horas. Para determinacgdo da atividade proteolitica a 440 nm foi
utilizado solucdo de azocaseina 1% (p/v), pH 7,2. L. citrinus foi a espécie selecionada para
producdo de biomassa. Nesta etapa para a realizacdo da fermentacdo no estado sélido foram
preparados sacos plasticos de 5 kg contendo diferentes combinages e proporcdes de casca de
cupuagu, casca de arroz e farelo de arroz. Efetuaram-se processos para avaliar a formacéo,
desenvolvimento dos primordios, tempo total de cultivo, niumero de fluxos de producédo e
analises de composicdo centesimal de basidiomas de L. citrinus em triplicata. Os resultados
demonstraram que a composicdo dos meios de cultura, o tempo de cultivo, a luz e a
temperatura influenciam significativamente no crescimento das espécies de Lentinus e
Pleurotus, nos meios de cultura analisados. Nas condi¢cdes experimentais, esses cogumelos
expressaram atividade antimicrobiana contra a maioria dos fungos e bactérias testados,
contudo L. citrinus e N. lepideus ndo expressaram atividade antimicrobiana frente Aspergillus
flavus. A mistura de casca de cupuagu com casca de arroz (1:1) estimulou a velocidade de
crescimento vertical de L. citrinus (13 cm), P. ostreatus (12,6 cm) e N. lepideus (12,3 cm). As
melhores médias da atividade e efeito das condicBes de extracdo de enzimas proteoliticas
foram determinadas no extrato bruto de P. ostreatus (24,0 U/g) e L. citrinus (22,0 U/qg),
obtidos na solucdo de NaCl 2%, a 36 °C e com agua destilada, a 25 °C. Na producdo de
biomassa, as melhores médias de eficiéncia bioldgica (61,0 %), produtividade (0,86 %), taxa
de producdo (32,0 %) e proteina (13,44 %) foram observadas nas formulacGes realizadas com
os diferentes substratos agroflorestais que dependendo da concentragdo tém demonstrando a
viabilidade do processo para o crescimento e producdo de L. citrinus DPUA 1535.

Palavras chave: Pleurotus, Lentinus, crescimento micelial, concentragdo minima inibitoria,
proteases, eficiéncia biologica, fermentacao sélida.



ABSTRACT

This work presents the analysis of mycelial growth of Pleurotus ostreatus (Jacq .: Fr.) Kumm.
DPUA 1533, Pleurotus ostreatus (Jacg.: Fr.) Quél. cv. Florida DPUA 1534, Lentinus citrinus
Walleyn & Rammeloo DPUA 1535 and Neolentinus lepideus (Fr.) Redhead & Ginns DPUA
1536, in natural and complex media under different growing conditions to verify production
of biocompounds against fungi and bacteria, to evaluate vertical mycelial growth, to analyze
the production of proteases and biomass in agroindustrial residues selected by solid
fermentation. Antimicrobial activity of mushrooms against Candida albicans DPUA 1336,
Cryptococcus laurentii DPUA 1501, Aspergillus flavus DPUA1836, Escherichia coli DAUPE
224 and Mycobacterium smegmatis ATCC 607 was determined by the Gelose Block Method
and Minimum Inhibitory Concentration. For the production of Pleurotus and Lentinus
proteases by solid state fermentation, the cultivations were realized on 200 g of cupuagu shell
+ rice husk (CC+CA); cupuacu shell + bran rice (CC+FA), in flask of transparent glass,
humidity 60% and pH 6,0 and the sterilization of the substrates was accomplished at 121
°C/90 minutes for two consecutive days. Each flask was inoculated with 12 agar disks (10
mm in diameter) from stock culture and allowed to fermented for 15 days at 25 °C, without
light and mycelial growth was determined in centimeters every 24 hours. For determination of
proteolityc activity at 440 nm solution of azocasein 1% (p/v), pH 7,2 was used. L. citrinus
was the specie selected for biomass production. In this stage for the accomplishment of the
fermentation in the solid-state were prepared 5 kg plastic bags containing different
combinations and proportions of cupuacu shell, rice husk and rice bran. Methods were carried
out to evaluate the formation, development of the primordia, total culture time, number of
production flows and analysis of centesimal composition of basidiomas of L. citrinus in
triplicate. The results demonstrate that the composition of culture media, the time of
cultivation, the light and the temperature influence significantly in the growth of Lentinus and
Pleurotus species, on culture media analyzed. In the experimental conditions, those
mushrooms express antimicrobial activity against most fungi and bacteria tested, however L.
citrinus and N. lepideus didn't express antimicrobial activity against Aspergillus flavus. The
mixture of cupuacu shell and rice husk (1: 1) stimulated the vertical growth rate of L. citrinus
(13 cm), P. ostreatus (12.6 cm) and N. lepideus (12.3 cm). The best averages of the activity
and effect of the proteolytic enzyme extraction conditions were determined in the crude
extract of P. ostreatus (24.0 U / g) and L. citrinus (22.0 U / g) obtained in the NaCl 2 solution
% at 36 °C and with distilled water at 25 °C. In the biomass production, the best averages of
biological efficiency (61.0%), productivity (0.86%), production rate (32.0%) and protein
(13.44%) were observed in the formulations different agroforestry substrates that depending
on the concentration have demonstrated the viability of the process for the growth and
production of L. citrinus DPUA 1535.

Keywords: Pleurotus, Lentinus, mycelial growth, minimal inhibitory concentration,
proteases, biological efficiency, solid fermentation.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade os cogumelos sdo utilizados como alimento de importante
valor nutritivo e terapéutico. A producao comercial desses fungos na cultura oriental é
relatada a partir do século VI na regido da China, com a espécie Auricularia auricula,
sendo que o cultivo das espécies Flamulina velutipes e Lentinus edodes por sua vez
comecgaram apenas no inicio do século IX e XII (URBEN; OLIVEIRA, 1998).

Atualmente sdo conhecidas aproximadamente duas mil espécies potencialmente
comestiveis, porém apenas 25 delas sdo utilizadas na alimentagdo humana e um
numero menor tem sido produzido comercialmente (FURLANI; GODQY, 2005).

De acordo com os relatos de Ragunathan; Swaminathan (2003), as espécies
comestiveis mais cultivadas sdo o Champignon de Paris (Agaricus bisporus),
Cogumelo-do-Sol (Agaricus blazei Murril), (Himematsutake), Shitake (Lentinus
edodes), Shimeji (Pleurotus sp) e Hiratake (Pleurotus ostreatus).

Na cultura ocidental o consumo de cogumelos tem evoluido consideravelmente.
Uma estatistica mundial revela que em 1993, a producdo mundial anual foi de 2,3
milhdes de toneladas e, em 2012, aumentou para 7,9 milhdes de toneladas, ou seja,
acrescentou-se mais de 60% em 12 anos (VIEIRA, 2016).

No Brasil desde 1968 até a atualidade o consumo per capita aumentou de vinte
toneladas para cinco mil toneladas, o quantitativo ainda é muito baixo (apenas 30
gramas por ano) contra duas kilogramas na Franca e 1,3 kg na Italia, como
conseqiiéncia 0 consumo in natura representa 60% da producdo nacional e os 40%
restantes sdo absorvidos pela industria de conservas alimenticias (FURLANI;

GODOY, 2008; MOURA, 2006).
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Além de serem alimentos com elevadas quantidades de proteinas quase
equivalentes a carne, vegetais e frutos, ricos em vitaminas e com baixo teor de gordura
e carboidratos, os cogumelos estimulam o sistema imunoldgico e tém se mostrado
importantes aliados no tratamento complementar de doencas que afligem a populagéo
mundial, como o cancer, lupus, hepatite, HPV (Virus do Papiloma Humano) e AIDS
(Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida), entre outras (MOURA, 2006; SMITH et
alli, 2002).

Devido a essas propriedades terapéuticas, os basidiomicetos tem recebido
especial atencdo dos pesquisadores, especialmente da industria farmacéutica, portanto
tornam-se oportunos para serem investigados como fontes de novos antibidticos com
diferentes tipos estruturais e novos modos de acdo (LINDENQUIST et alli, 2005;

STAMETS, 2002; SUAY et alli, 2000).

RELEVANCIA DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

Os cogumelos possuem uma diversidade de representantes nos ecossistemas
tropicais e sub-tropicais, estimando-se a existéncia de 140.000 espécies, delas 7000
ainda ndo foram exploradas, 700 podem ser utilizados como alimento, 50 a 200 para
uso medicinal e 50 com fins toxicologicos. Entre os comestiveis, embora tenham alto
valor gastrondmico, poucos sdo os estudos a cerca da descoberta de metabdlitos de
importancia industrial (FORTES; NOVAES, 2006; LINDENQUIST et alli, 2005).

Entre o0s metabdlitos bioativos tem destaque aqueles com atividade
antibacteriana, antifangica, antiviral, citotoxica alucinogénica e reguladores do

crescimento de vegetais (LEE et alli, 2005; ROSA et alli, 2003; SUAY et alli, 2000).
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Nesse contexto Rosa et al (2003), destaca também que novas tecnologias
fermentativas e de purificacdo estdo contribuindo para que os cogumelos sejam
utilizados como potenciais fontes de novos antibioticos, substancias cujas acfes tém
sido observadas in vivo contra bactérias, actinomicetos (bactérias filamentosas) e
outros fungos, no micro-habitat desses microrganismos, condicdo que comprova a
importancia ecolgica ambiental desses macrofungos.

Sob o ponto de vista nutricional, o cultivo dos cogumelos tem sido apontado
como uma alternativa para acrescentar a oferta de proteinas aos paises com alto indice
de desnutricdo. Estes cogumelos sdo eficientes na bioconversao de residuos agricolas
por fermentacdo semi-sdlida, processo que viabiliza a producdo de alimento humano
ou racdo animal (MUSHWORLD, 2005; SCHMIDT et alli, 2003; URREA, 2001).

Dependendo das espécies de cogumelos e dos meios de cultivo utilizados para a
producdo, tais macrofungos podem ser considerados excelentes alimentos, pois
apresentam alto teor de proteinas, carboidratos e baixos teores de gordura. Além desse
potencial nutricional, possuem também consideravel quantidade de fibra alimentar e
aminoacidos essenciais, embora ndo sejam considerados fontes de vitaminas podem
contribuir com o aporte das mesmas na dieta alimentar (URREA, 2001).

Atualmente, a comercializacdo e 0 consumo de cogumelo in natura tém- se
iniciado na regido amazonica, pesquisas vém sendo encaminhadas com resultados
promissores quanto a producdo de biomassa, podendo ser considerada uma nova
alternativa de fonte protéica mediante o manejo de residuos agricolas regionais, com
ajuda de técnicas de cultivo simples que permitam o desenvolvimento sustentavel e

gerem fonte de renda para a populacao.
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Levando em consideracdo a caréncia de estudos acerca das propriedades
fisiologicas e nutricional de Pleurotus e Lentinus, justifica-se a realizacdo desta
pesquisa na regido sendo que os cogumelos tém sido pouco explorados para fins

alimenticios.

OBJETIVO GERAL
“+Avaliar o crescimento de espécies de Lentinus citrinus Walleyn & Rammeloo
DPUA 1535, Neolentinus lepideus (Fr.) Redhead & Ginns DPUA 1536 e
Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Kumm. DPUA 1533 and Pleurotus ostreatus
(Jacq.: Fr.) Quél. cv. Florida DPUA 1534, sob diferentes condigdes de cultivo
para verificar a producdo de biocompostos extracelulares contra fungos e
bactérias, a producdo de proteases e biomassa em residuos agroindustriais

selecionados por fermentacdo no estado sélido.

Obijetivos especificos

+«»+ Estabelecer condicBGes de cultivo para L. citrinus DPUA 1535, N. lepideus
DPUA 1536, P. ostreatus DPUA 1533 e P. ostreatus cv. Florida DPUA 1534
em meios natural e complexo;

% Analisar a velocidade do crescimento radial micelial de L. citrinus DPUA
1535, N. lepideus DPUA 1536, P. ostreatus DPUA 1533 e P. ostreatus cv.
Florida DPUA 1534;

% Investigar a atividade antimicrobiana de L. citrinus DPUA 1535, N. lepideus

DPUA 1536, P. ostreatus DPUA 1533 e P. ostreatus cv. Florida DPUA 1534
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sob diferentes condi¢bes de cultivo pelo Método do Bloco de Gelose e pela
Concentracdo Minima Inibitdria.

Avaliar o desenvolvimento micelial vertical com fitas milimetradas de L.
citrinus DPUA 1535, N. lepideus DPUA 1536, P. ostreatus DPUA 1533 e P.
ostreatus cv. Florida DPUA 1534 cultivados nos substratos selecionados;
Selecionar substrato natural de baixo custo da regido Norte para a producdo de
proteases de L. citrinus DPUA 1535, N. lepideus DPUA 1536, P. ostreatus
DPUA 1533 e P. ostreatus cv. Florida DPUA 1534 por fermentacdo no estado
solido;

Produzir biomassa de L. citrinus DPUA 1535 nos residuos agroindustriais
selecionados por fermentacao no estado solido.

Determinar a composicdo centesimal dos residuos selecionados e dos

basidiomas de L. citrinus DPUA 1535.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. Valor nutricional e consumo de cogumelos

No Brasil, o consumo e a producdo de cogumelo vém crescendo de forma
expressiva devido a busca por alimentos “naturais”, livres de residuos agrotéxicos ou
qualquer tipo de produtos quimicos (REFFATTI et alli, 2006).

Quanto ao valor nutritivo, os cogumelos sdo ricos em proteinas (19 a 35 %) e
sdo de baixo valor caldrico (30 cal/100 g de matéria seca), assim também com alto
valor de aminoacidos essenciais, como a lisina, triptofano e leucina, vitaminas (B1 e
C), polissacarideos, minerais (sodio, potassio e fosforo), de 4 a 20% de fibra e seu
contetido (peso fresco) de carboidratos oscila entre 51 a 88 % (BERMUDEZ et alli,
2003).

Estudos realizados por Furlani; Godoy (2005), mencionam que sdo conhecidas
aproximadamente 2000 espécies comestiveis e 25 delas sdo cultivadas
comercialmente, entre as quais quatro sdo as mais cultivadas e consumidas no Brasil:
champignon-de-Paris (Agaricus bisporus), shiitake (Lentinula edodes), shimeji ou
hiratake (Pleurotus spp.) e cogumelo-do-sol (Agaricus blazei).

Além dos valores nutricionais, 0os cogumelos vém se destacando devido as
descobertas cientificas acerca de produtos naturais produzidas por esses fungos que
abrangem desde compostos que desempenham atividade antitumoral,
imunomodulatéria, antimicrobianas, antiflngicas, antivirais e producdo de enzimas,
reguladores de crescimento, flavorizantes e aromas (BRIZUELA et alli, 1998;

DONINI et alli, 2006).
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Atualmente os cogumelos estdo sendo mais uma alternativa protéica que esta

contribuindo para a melhoria da qualidade de vida de populaces de paises pobres e

com altos indices de desnutricdo (MUSHWORLD, 2005; SPINOSA, 2008).

Os estudos acerca da utilizacdo de basidiomicetos sdo bastante recentes no

mundo e esta comecando a despertar interesse no Brasil. Sabendo-se que a

biodiversidade brasileira é uma das fontes de recursos a ser melhor conhecida e

estudada, existe um grande potencial de aplicacdo de espécies de fungos nativos do

Brasil a ser pesquisado para dar solucdo a problemas ambientais de nossas regioes

(BONATTI et alli, 2003).

O quadro 1 abaixo apresenta as principais espécies de cogumelos que sdo

produzidas em larga escala no mundo ou em alguns paises (CHAKRAVARTY, 2011,

DE MENEZES, 2014).

Nome comum

Nome cientifico

Area de producéo

Cogumelo branco, marrom, | Agaricus bisporus Mundial

botéo

Shiitake Lentinula edodes Mundial

Ostra Pleurotus ostreatus Mundial

Cogumelo palha Volvariella volvacea Asia

Enokitake Flammulina Japdo, Taiwan, China, América do
velutipes Norte

Maitake Grifola frondosa Japdo, China, América do Norte

Nameko Pholiota nameko Japdo, China

Stropharia vermelho-
vinho

Stropharia
rugosoannulata

Europa

'Shiimeji Lyophyllum decastes Japdo, China, América do Norte
Kuritake Naemataloma Japdo
sublaterium
Kukirage Auricularia auricula Asia
Fungo geléia branca Tremella fuciformis China
Reishi ou Ling Zhi Ganoderma lucidum China, Japdo, Coreia
Fungo lagarto Cordyceps sinensis China

Trufa de verdo

Tuber aestivum

Europa, Nova Zelandia, Australia

Quadro 1
Producdo de espécies de cogumelos em larga escala no mundo ou em alguns paises.
FONTE: Chakravarty (2011); De Menezes (2014).
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A FAOSTAT (2014) referida por Vieira (2016), publicou que a producdo
mundial de cogumelos nos ultimos 19 anos aumentou mais de 60% (Quadro 02). Em
1993 iniciou-se com uma producdo de 2,3 milhdes de toneladas e até o 2012, a

producéo de cogumelos e trufas foi cerca de 7,9 milhdes de toneladas.
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Ano de producio
Quadro 02

Producdo mundial de cogumelos nos Gltimos 19 anos (periodo de 1993 — 2012)
FONTE: Vieira (2016)

2.2. Biodegradacdo e reciclagem de matéria organica

Um dos processos mais importantes, do ponto de vista econémico, é a
utilizacdo de fungos na conversdo de residuos lignocelulésicos em cogumelos
comestiveis. Apds degradacdo por basidiomicetos, os substratos podem ser reciclados
misturando-se a outros materiais organicos, fertilizando o solo e/ou como forragem
para ruminantes tornando-se mais digerivel e com maior teor protéico (COELHO et
alli, 2001; HERNANDEZ et alli, 2006; SILVEIRA et alli, 2005).

Sendo que a maioria das espécies de basidiomicetos utiliza os componentes da
madeira para seu crescimento destacam-se dois grandes grupos: 1) fungos causadores
de podridao branca (degradam celulose, hemicelulose e lignina) e 2) fungos causadores

de podridédo parda (degradam celulose e hemicelulose) (MATHEUS; OKINO, 1998).
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O cultivo de fungos comestiveis esta sendo uma alternativa biotecnolégica para
a transformacdo de substratos agricolas e agroflorestais em um alimento altamente
nutritivo a0 mesmo tempo saboroso e suave (DIAS et alli, 2003; FERNANDO et alli,
2005; KUES; LIU, 2000).

Segundo Bonatti et al (2003); Furlan et al (2000); Tonini (2004), os residuos
lignoceluldsicos representam a fonte organica de maior abundéancia no planeta. Estima-
se que 70% da producdo agricola e florestal ndo tém aproveitamento e somente 1,25%
dessa biomassa esta sendo usada para a alimentacdo humana embora ocorram perdas
em torno de 9% na colheita, pds-colheita e no beneficiamento.

No quadro 03, estdo citados os basidiomicetos mais cultivados no mundo e 0s
tipos de substratos especificos para cada um deles. Observa-se que a maioria desses
organismos utiliza substratos ricos em celulose, lignina e hemicelulose suplementados

de fontes nitrogenadas, como os farelos de cereais.

Espécie Nome popular | Produgdo em | Substratos utilizados
1991 (x 1.000 t)

Agaricus bisporus | champignon 1.590 Composto a base de palha e
esterco

Lentinula edodes | shiitake 526 Toras ou serragem esterilizada
suplementada com farelo de
cereais

Pleurotus spp. cogumelo 917 Varios residuos lignocelulésicos

gigante

Auricularia spp. | orelha de judeu | 465 Toras ou serragem esterilizada
suplementada com farelo

Volvariella cogumelo de | 253 Palha de arroz, folhas de

volvacea palha bananeiras ou residuos de algoddo

Flammulina - 187 Serragem esterilizada

velutipes suplementada com farelo

Quadro 03

Espécies de cogumelos comestiveis mais cultivadas no mundo e substratos comumente utilizados no cultivo.

FONTE: Chang (1996).
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Atualmente devido ao aumento da demanda mundial por alimentos a
biotecnologia industrial tem procurado novos procedimentos biotecnolégicos que
incluam um adequado rendimento, com menos producdo de residuos e eficiente
bioconversdo de substratos agroindustriais em proteina para consumo do homem e
animais com o uso de cogumelos como excelentes decompositores de tecidos
lignocelulésicos (VIEIRA, 2016).

Uma constante preocupacdo é que apenas 60 milhdes toneladas de residuos
agricolas sao reaproveitados e o restante é queimado. Com esse volume seria possivel
produzir 600 milhdes de kg de cogumelos ja que cerca de 30% da populacéo da Terra,
tém deficiéncia de proteinas, e como a taxa media de proteina encontrada nos
cogumelos varia de 19% a 39%, eles poderiam ter a funcdo de suprir deficiéncias
nutricionais (DUPRAT, 2015).

Da mesma forma na Amazonia, a atividade agricola gera grandes quantidades
de residuos agroflorestais como casca e farelo de arroz resultado do processamento do
arroz entre os quais o farelo ou cuim de arroz vem sendo usado como suplemento
alimentar para aves e suinos.

Além disto, a fruticultura regional tem no cupuaguzeiro o seu mais tipico
representante, cujo fruto é apreciado pela populacdo amazonense e consumido na
forma de sucos, doces, geléias, etc. Deste fruto todo é aproveitado, desde a casca, que
normalmente é descartada é usada como adubo. Um projeto que utiliza a casca como
fonte de biomassa para produzir energia esta em fase de teste em uma comunidade do

Amazonas (EMBRAPA, 2008).
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Com o0 exposto anteriormente, 0 uso dos recursos naturais deve-se fazer de

forma a contribuir com a minimizacdo de impactos ao meio ambiente, gerando a

sustentabilidade e garantir a satisfacdo de necessidades humanas a curto, médio e
longo prazo (COELHO et alli, 2001).

Assim, pretende-se manter os residuos dentro da capacidade de assimilacdo do

sistema, explorar a uma taxa compativel com capacidade de regeneracdo dos recursos

naturais renovaveis e desenvolver substitutos renovaveis para 0S recursos nao

renovaveis (GONZALES, 2005).

2.3. Fermentacdo semi-solida

O desenvolvimento tecnoldégico mundial aplicado aos processos
biotecnoldgicos avanca cada vez mais, devido ao surgimento de processos que
envolvem tecnologias de baixo custo energético, com menos impacto ambiental e que
utiliza matérias primas renovaveis, adequando-se ao reaproveitamento de sub-produtos
da agroindustria. Como conseqiéncia a substituicdo de processos quimicos
convencionais por processo enzimaticos torna-os importantes (COELHO et al, 2001;
TERZI et al, 2005).

Nesse contexto, um processo seguro e opcional de baixo custo, é a fermentacéo
semi-sélida. Trata-se de tecnologia adaptada ao crescimento microbiano, no qual os
microrganismos desenvolvem o ciclo vital em substrato solido, na auséncia de agua
livre e reproduzem o processo microbioldégico natural (CHEN et alli, 2003;

TEIXEIRA, 2007).
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Este processo apresenta diversas vantagens em relacdo aos cultivos em meio
liquido, dentre as quais, tém destaque o tipo de fermentador de menor volume, gastos
menores de energia para esterilizagdo, aeragdo, menor custo em equipamentos e
manutencdo para promover a agitacdo e homogeneizacdo, baixos custos de
recuperacdo do produto, desidratacdo e meio menos favordvel a contaminagdo
bacteriana (SCHMIDT et alli, 2003; TORRES, 2007).

Entre os fungos mais usados em processos fermentativos semi-sélidos para
obtencdo de produtos ricos em proteinas, aminoacidos, enzimas e vitaminas, tém
destague Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes, Grifola
frondosus, Auricularia auricula, Cordyceps sinensis, Tremella fuciformis, Flamulina
velutipes, Hericium erinaceus, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Rhizopus e certas

espécies do género Saccharomyces, Hansenula e Pichia (HERRERA, 2001).

2.4. Os géneros Pleurotus e Lentinus

As espécies de Pleurotus (Fig. 1) e Lentinus (Fig.2) tém se mostrado ser mais
eficientes decompositores de substratos lignocelulosicos em estado solido. Na
literatura sdo citados aspectos medicinais e terapéuticos destes cogumelos devido a um
grande ndmero de compostos biologicamente ativos que ja foram isolados e
purificados, assim como, de enzimas que podem ser usadas para diversas aplicagdes

biotecnoldgicas e ambientais (COHEN et alli, 2002).
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2.4.1. Consideracdes taxondmicas dos géneros utilizados na pesquisa
Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) P. Kumm.

Kirk et al (2011) citado por Vieira (2016), menciona a seguinte classificacdo

taxonémica para P. ostreatus:
Reino: Fungi
Divisdo: Basidiomycota
Classe: Homobasidiomycetes
Ordem: Agaricales
Familia: Pleurotaceae
Género: Pleurotus
Espécie: P. ostreatus.

Menolli et al (2010), nos seus estudos de isolamento de espécies do género
Pleurotus utilizando morfologia e sequéncia de DNA para facilitar a identificacdo de
P. ostreatus, obteve a seguinte descricao:

Pileo ligeiramente infundibuliforme, branco, creme ou
acinzentado, em alguns casos cinzento escuro quando jovem,
superficie lisa, margem lisa ou ocasionalmente lobada. Estipe
lateral-excéntrica, creme, superficie lisa. Lamela decorrente, da
mesma cor com o estipe, borda lisa, lamelas presentes. Esporo
branco a cremoso-acinzentado. Basidiosporos cilindricos,
paredes finas, hialinos, lisos, inamildides. Basidio, clavado,
com quatro esporos. Numerosos basidiomas. Pleurocistidio ndo
observado. Cheilocistidio  subventricoso, ventricoso ou
subclavado. Lamela trama irregular, composta de hifas de
paredes grossas ou finas, hialinas, septadas, com grampos.

Pileo contexto indiferenciado, composto de hifas de paredes
espessas, com grampos. Pileipellis indiferenciado.
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O género Lentinus=Lentinula
Segundo Kirk et al (2008) mencionado por Lipreri (2012), a classificacdo
taxondmica atual para Lentinus edodes é:
Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Subfilo: Agaricomycotina
Classe: Agaricomycetes
Ordem: Agaricales
Familia: Marasmiaceae
Género: Lentinus
Espécie: Lentinus edodes.
Barros (2009), nos seus experimentos quimicos com Lentinus strigellus
descreve ao género Lentinus como:
Macrofungo caracterizado por possuir basidioma cliciboide,
pinelado, pinelado, estipado e lamelado, firme; estipe excéntrico
a subcentral confluente com o pileo; sistema hifal dimitico;
lamelas finas, duras, geralmente serrilhadas; basidiésporos
hialinos, elipticos e lisos. Basidiocarpos sdo frequentemente

duros, com consisténcia quase que lenhosa e sdo mais
persistentes que 0os membros tipicos dos Agaricales.
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Figura 1 — Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr.) Kummer
Fonte: CASTILLO, 2008

Figura 2 — Lentinus citrinus Walleyn & Rammeloo (1994)
Fonte: CASTILLO, 2006.



31
2.4.2. Alguns aspectos sobre a obtencdo da cepa de L. citrinus (Walleyn &

Rammeloo)

L. citrinus URM 2672 foi inicialmente isolado no Campus da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE) e identificado pela micologista Dra. Maria
Auxiliadora Cavalcante.

Posteriormente, incorporado no acervo da Micoteca URM da Rede Norte e
Nordeste de colec¢des de culturas de microrganismos, (RENNEBRA), uma rede multi-
institucional da qual fazem parte as Colecdes de Culturas Micoteca URM/UFPE,
UFPEDA/UFPE, DPUA/UFAM, CCMB/UEFS, LAPEM/UEFS, em 2005.

A RENNEBRA proporcionou o intercambio de uma cepa de L. citrinus
fornecido para estudo em nivel de poés-graduacdo a Colecdo de Culturas do
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas (DPUA).
Atendendo a legislacdo da RENNEBRA, a cultura desse cogumelo foi incorporada no
acervo da Colecdo de Culturas DPUA, sob o numero L. citrinus DPUA 1535

(KIRSCH, 2009).

2.5. Principios bioativos em fungos macroscopicos

A busca de principios bioativos (enzimas, antibioticos, aminoacidos, acidos e
outros) de microrganismos € uma das areas em que mais se investe nos paises
desenvolvidos, principalmente nas pesquisas de bioprospeccéo realizadas na industria

farmacéutica (PINTO et alli, 2002).
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2.5.1. Enzimas

Enzimas sdo catalisadores organicos, responsaveis pelos milhares de reacGes
bioguimicas envolvidas nos processos bioldgicos dos sistemas vivos. Esses compostos
apresentam ampla utilizacdo: enzimas técnicas (destinadas a industrias de tecidos,
papel, celulose, téxtil e produtos de limpeza), enzimas para alimentos (producdo de
néctares, queijos) para bebidas (extracdo e clarificacdo de sucos de frutas e vinho) e
enzimas para racao animal (NEVES et alli, 2006; ORLANDELLI et alli, 2012; TERZI
et alli, 2005).

Na medicina, varias enzimas tém acdo antibidtica ou anti-inflamatoria
(lisozima, bromelina, hialuronidase e outras), as que auxiliam a terapia da leucemia (L-
asparaginase) ou facilitam a digestdo (papaina, tripsina, etc). Também séo usadas na
sintese de farmacos como a penicilina (Penicillium-acilase), no diagnostico e
prognostico de doencas e 0 acompanhamento do tratamento por meio da deteccdo de
enzimas em analises laboratoriais (ARANGO et alli, 2004; MUSSATTO et alli, 2007).

Os microrganismos sdo a principal fonte de enzimas de aplicacdo industrial que
podem ser obtidas de animais e vegetais, porém como € possivel modificar
geneticamente os microrganismos para que forneca qualquer enzima, a tendéncia é
substitui-las pelas de origem microbiana (MONTEIRO; SILVA, 2009; ORLANDELLLI
et alli, 2012).

O mercado mundial de enzimas industriais é estimado hoje em US$ 3,7 bilhGes
anuais. No Brasil, em 2005, houve uma movimentacdo de US$ 147 milhdes, entre as
quais as importacdes atingiram o 86% e 0 14% de exportacbes de enzimas. Sendo as
mais importadas as amilases (US$ 4 milhdes) e as proteases (US$ 2,5 milhGes)

(MONTEIRO; SILVA, 2009; MUSSATTO et alli, 2007).
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No campo da comercializagdo de enzimas, o Brasil torna-se, basicamente
consumidor de produtos importados, apesar de ser um pais que dispde de fontes
naturais em especial os fungos, organismos responsaveis pela producdo de compostos
bioativos e pelo desencadeamento de reacdes de biotransformacdo, processos que
proporcionam a obtencdo de compostos ou produtos cujo resultado final contribui para
melhoria da qualidade de vida do homem (ORLANDELLI et alli, 2012; PINTO,
2002).
Por tanto, é vantajoso usar enzimas porque elas s@o naturais, ndo toxicas e
especificas para determinadas acOes. Além disso, sdo capazes de alterar as
caracteristicas de variados tipos de residuos, contribuindo a reduzir a poluicdo

ambiental (CHEN et alli, 2003).

2.5.2. Metabolitos secundarios

Além das enzimas, a natureza também é fonte de uma ampla variedade de
moléculas bioativas que podem ser utilizadas como base para o desenho e a
formulacdo de novas geracdes de medicamentos com o objetivo de solucionar diversos
problemas de saude, isto é, a busca de novos farmacos com maior espectro, menor
efeitos colaterais e menor custo que os existentes (ARANGO et alli, 2004).

Neste contexto, os produtos naturais isolados de fungos, bactérias e
actinomicetos (bactérias filamentosas) de uma forma geral, tém uma importancia sem
precedentes como medicamentos (antibidticos), menos danosos a saude humana

(PINTO et alli, 2002).
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Os antibidticos, compostos de diferentes familias quimicas, sdo toxicos para
microrganismos, isto é, interferem de forma seletiva nos processos metabolicos dos
microrganismos. Sao compostos do metabolismo secundario de fungos e bactérias do
grupo dos actinomicetes (BROCK et alli, 2000; DEACON, 1997; MATEOS, 2004).

Quanto ao efeito sobre os microrganismos, os antibiéticos podem ter acdo
bactericida quando causam alteracGes que levam a morte das bactérias e bacteriostatica
quando inibem a reproducdo sem que haja morte imediata do microrganismo, estas
acoes dependem da concentracdo do antibiotico e da sensibilidade dos microrganismos
a esse composto assim como o efeito pode ser reversivel com a retirada do antibidtico
(MURRAY et alli, 2000).

Dentre os microrganismos, o0s fungos sintetizam uma variedade de
biocompostos, como as ciclosporinas, acido fusidico, alcaldides e compostos
antifangicos, etc. A partir do aumento do nimero de microrganismos resistentes aos
antibioticos comerciais, 0s basidiomicetos vém tornando-se uma alternativa como
fontes de novos antibioticos com diferentes tipos estruturais e novos modos de acéo
(STAMETS, 2002; SUAY et alli, 2000).

Desde os tempos passados os basidiomicetos e seus metabdlitos como o
levostatin (Pleurotus florida), pleuroreryn (Pleurotus eryngii), lentinan (Lentinus
edodes), krestin (Trametes versicolor) e Schyzophylan (Schyzophylum commune) tém
sido explorados e usados na medicina popular no tratamento de diversas doencas
humanas, especialmente  pelas  propriedades antibidticas, antioxidantes,

anticancerigenas e antitumorais (NAYANA; JANARDHANAN, 2000).
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Conforme Law (2001) citado por Herrera (2001), relacionou as espécies de
cogumelos medicinais, cultivados para a industria de Health Food, na América do

Norte, Asia e Europa, como apresentado no quadro 4.

1. Ganoderma lucidum (Reishi) | 7. Grifola frondosus (Maitake)

2. Lentinula edodes (Shiitake) 8. Auricularia auricula

3. Cordyceps sinensis 9. Coriolus versicolor

4. Tremella fuciformis 10. Polyporus umbellatus

5. Poria cocos 11. Flamulina velutipes

6. Hericium erinaceus 12. Schizophyllum commune
Quadro 4

Cogumelos cultivados com finalidades medicinais
FONTE: HERRERA (2001).

2.5.3. Atividade antimicrobiana de Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Kumm, Pleurotus
ostreatus (Jacq.: Fr.) Quél. cv. Florida, Lentinus citrinus Walleyn & Rammeloo e
Neolentinus lepideus (Fr.) Redhead & Ginns

Cogumelos séo alimentos e fontes de diversos produtos com propriedades
terapéuticas. No cendrio mundial, os cogumelos tém destaque principalmente as
espécies nativas comestiveis que podem ser novas fontes promissoras de diversos
compostos bioativos para uso medicinal (LINDEQUIST et alli, 2005; RAI et alli,
2005)

Entre os biocompostos, os antibidticos representam um grupo importante de
metabolitos secundarios que compreendem diferentes padrdes moleculares para
aplicacdo no tratamento de diversas doencas infecciosas causadas por microrganismos.
Portanto, pesquisas recentes despertaram interesse em grupos de microorganismos que
ainda ndo foram estudados minuciosamente (KARWA,; RAI, 2012; ROKEM et alli,

2007; ROUPAS et alli, 2012).
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O uso indiscriminado de compostos antibacterianos tem contribuido para o
aumento de microrganismos multirresistentes as drogas, condicdo que tem
proporcionado o desenvolvimento de pesquisas para isolar e identificar substancias de
diferentes tipos estruturais e novos modos de a¢ao contra microrganismos patogénicos
(EFREMENKOVA et alli, 2003).

Os cogumelos, L. citrinus e N. lepideus, sdo espécies comestiveis que tém
distribuicdo geografica mundial que causam respectivamente podriddo branca e parda.
O resultado de investigacdo realizada com L. citrinus mostrou o seu potencial
proteolitico (KIRSCH et alli, 2011).

O N. lepideus além de ser uma excelente fonte de nutrientes pode induzir a
hematopoioses, atuar como imunomodulador, antitumoral, antioxidante, antitirosinase,
profilatico contra a hipercolesterolemia, hiperlipidemia e complicacdes relacionadas
que sdo os fatores de risco da aterosclerose; atualmente varios estudos tém mostrado
que produz inibidores naturais de Oxido nitrico capazes de proteger de doencas
inflamatorias e cancer, e compostos com atividade antidiabética (JIN et alli, 2003;
JUNG et alli, 2008; LEE et alli, 2008; LI et alli, 2013; OCANAS et alli, 2016; YOON
et alli, 2011).

No caso de P. ostreatus ele é capaz de inibir a atividade do HIV-1, virus da
Hepatite C, ajudar na sintese de nano particulas de prata com aplicacdes em setores de
saude, estimular o sistema imunoldgico, aumentar a atividade de antioxidantes, evitar
hipertensdo arterial e aterosclerose. Além disso, possui efeitos hipoglicemiante,
antitrombdtico, anticataractogénico in vivo, anti-inflamatério, relaxamento muscular e
industrialmente usado para micorremediacdo (AL-BAHRANI et alli, 2017;

BAUEROVA et alli, 2009; DOS SANTOS et alli, 2013; EL-FAKHARANY et alli,



37
2010; GUZMAN-DAVALOS; BARAJAS, 2014; ISAI et alli, 2009; WANG; NG,
2000).

Em adicdo, P. ostreatus cv. Florida, expressa atividade antitumoral,
imunomoduladora,  antinociceptiva, antiinflamatoria, analgésica, agregacao
antiplaquetaria, hipolipidémica e hepatoprotetora. Também atua na eliminacdo de
radicais oxidrilos, inibem a peroxidacdo lipidica, auxilia na biossintese de
nanoparticulas de prata, prevenindo a formacdo de cataratas nos testes in vivo e
atuando na biorremediacdo de efluentes da indastria téxtil (BHAT et alli, 2011;
GANESHPURKAR et alli, 2011; GANESHPURKAR; RAI, 2013; JOSE et alli, 2004;

RANA et alli, 2012; SATHISHKUMAR et alli, 2013).

2.6. Nutracéuticos e nutricéuticos

Os cogumelos sdo macrofungos alimenticios funcionais e uma fonte
fisiologicamente benéfica de produtos medicinais ndo toxicos com diversas
propriedades farmacologicas para prevenir e tratar varias doencas. Eles podem ser
consumidos desidratados ou frescos (nutracéuticos) ou em forma de capsulas e
suplementos dietéticos. J& os farmacos sdo usados terapeuticamente com
acompanhamento médico e administrado por via oral, tépica ou injetavel
(nutricéuticos) (STAMETS, 2002; URBEN, 2007).

A venda anual mundial desses produtos no mercado internacional foi avaliada
em cerca de 1,6 bilhdes de ddlares, sendo Ganoderma lucidum como o cogumelo mais
vendido no mundo cujos principios ativos as glucanas, estdo sendo mais estudados

pelos cientistas pelo aporte a imunoterapia, dentro da medicina complementar, assim
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como atividades antitumorais, anticolesterol, anti-AIDS, etc, vem sendo
comercializadas nos paises asiaticos e europeus (URBEN, 2007).

Apb6s o conhecimento do potencial de alguns metabdlitos secundarios com
atividade antimicrobiana em diversos organismos, € importante realizar programas de
bioprospeccédo que, a longo prazo, contribuirdo no melhoramento da grande variedade

de farmacos antimicrobianos disponiveis (ARANGO et alli, 2004).

3 METODOLOGIA

3.1. Cultivo dos basidiomicetos em meio sdlido

Nesta pesquisa foram utilizados L. citrinus DPUA 1535, N. lepideus DPUA
1536, P. ostreatus DPUA 1533 e P. ostreatus cv. Florida DPUA 1534, basidiomicetos
cedidos pela Micoteca URM, da Universidade Federal de Pernambuco, Recife-
Pernambuco (Rede de Colecbes de Culturas de Microrganismos do Norte e Nordeste
do Brasil- RENNEBRA). As culturas preservadas sob 6leo mineral foram reativadas
em agar batata dextrose com extrato de levedura 0,5% (p/v), mantidas a 25 °C, sem

luminosidade, por oito dias (ROLLAN, 2003).

3.2. Determinacdo das condicBes de cultivo das espécies de Pleurotus e Lentinus em
meios natural e complexo.

O cultivo das espécies de Pleurotus e Lentinus foi realizado em &gar batata
dextrose (BDA), pH 5,6; agar Sabouraud acrescido de extrato de levedura 0,5% (p/v)
(SAB+YE), pH 5,6 ambos suplementados com cloranfenicol (0,2 mg/L), em placa de
Petri (90 mm de diametro) e agar farelo de arroz, pH 6,0. O extrato de farelo de arroz

(1:2 g/mL) foi obtido por coccao desse residuo em agua por 10 minutos.
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Apb6s semeadura do fragmento de cultura medindo 5 mm de didmetro, os
cultivos foram mantidos com e sem luminosidade, a temperatura de 25 °C e 28 °C por
8, 15 e 30 dias.
3.3. Avaliacdo da velocidade do crescimento radial micelial das espécies de Pleurotus
e Lentinus sob diferentes condicdes de cultivo.
A velocidade de crescimento radial foi registrada em milimetros, medindo o
didmetro da colbnia a cada 24 horas durante 8, 15 e 30 dias (FAN et al., 2006). Todos
o0s experimentos foram realizados em quintuplicata. A VCR (mm/dia) foi determinada

segundo a formula:

didmetro da col6nia (mm)
VCR =

tempo de cultivo (dia)

3.4. Deteccdo da atividade antimicrobiana em meio sélido

A verificacdo do potencial antimicrobiano de L. citrinus DPUA 1535, N.
lepideus DPUA 1536, P. ostreatus DPUA 1533 e P. ostreatus cv. Florida DPUA 1534,
foi realizado utilizando 0 Método do Bloco de Gelose frente aos microrganismos-teste,
Candida albicans DPUA 1336, Cryptococcus laurentii DPUA 1501; Aspergillus flavus

DPUA 1836; Escherichia coli DAUPE 224 e Mycobacterium smegmatis ATCC 607.

3.4.1. Cultivo dos microrganismos-teste

Para os testes de antibiose, Candida albicans e Cryptococcus laurentii foram
cultivados em agar Sabouraud adicionado de cloranfenicol (0,2 mg/L), a 25 °C por 24
horas e Aspergillus flavus em agar Czapek (Cz), a 25 °C por sete dias. Escherichia coli
e Mycobacterium smegmatis foram cultivados em agar nutritivo (AN), a 37 °C por 12

horas.
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Nas culturas das leveduras e bactérias foi preparada uma suspensao celular e de
esporos com solucdo salina de concentracdo semelhante ao n® 1da escala Mac Farland.
De cada suspensdo celular, 200 pL foi retirado para ser semeado na superficie de agar
nutritivo e &gar Sabouraud, respectivamente, de forma a se obter uma camada
uniforme.

Seguido a este procedimento, para deteccdo da atividade antimicrobiana foi
realizada a inoculagéo de discos das culturas dos cogumelos medindo cinco milimetros
de didmetro. Os discos foram retirados da area central das culturas dos basidiomicetos
obtidas durante 15 e 30 dias, em BDA, SAB acrescido de YE e 4gar sacarose extrato
de levedura (YES). Rifampicina e Griseofulvina foram utilizados como padrdo para as
bactérias e fungos, respectivamente.

Os testes de antibiose foram realizados a 37 °C por 18-24 horas (bactérias), 25
°C durante 48 horas (leveduras) e a 25 °C por sete dias (Aspergillus). A atividade
antimicrobiana foi verificada observando a presenca ou auséncia de formacéo de halos
de inibicdo (LARPENT; SANGLIER, 1989) e classificada como bacteriostatico (BA):
aquelas culturas com crescimento apds formacdo de halo e; bactericida (Bl): aquelas

culturas com formacéo de halo e sem crescimento durante o periodo de incubacéo.

3.5. Determinacédo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)
3.5.1. Maceragéo com solventes organicos para obtencéo dos extratos

Os extratos de L. citrinus, P. ostreatus, P. ostreatus cv. Florida foram
preparados a partir da massa micelial cultivadas em BDA com 8 dias de crescimento e
de N. lepideus com 15 dias de crescimento. Apds esse periodo discos de 5 mm de

diametro foram cortados da colbnia em BDA utilizando um furador esterilizado e
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transferidos para frascos Erlenmeyer onde foram submetidos a extracdo sucessiva com
solventes orgédnicos nas seguintes proporcdes: metanol/acetona P.A. [2:1],
hexano/acetato de etila P.A. [1:2] e acetato de etila P.A. Um total de 20 discos
miceliais para cada 30 mL de solvente em frasco de Erlenmeyer foram deixados para

extracdo por maceragdo durante 72 horas sob temperatura ambiente.

3.5.2. Filtracdo, concentracdo e solubilizacdo dos extratos obtidos

Os extratos foram filtrados, concentrados sob pressdo reduzida em um
evaporador rotatorio, secados na capela de exaustdo e estocados a 4° C até serem
usados no teste. Antes de iniciar 0s ensaios bioldgicos esses extratos foram pesados e
solubilizados em etanol a 70% e dimetil sulfoxido DMSO P. A. na propor¢édo 1:4 para
obtencdo dos extratos a 1% (v/v/). Finalmente, os extratos foram filtrados em
membrana polietersulfonica (0,22 pum) para frascos de vidro estéreis e armazenados

sob refrigeracdo para posterior utilizacao.

3.5.3. Microorganismos — Teste
Reativacgao das culturas

Foram utilizados 0s microrganismos-teste que expressaram atividade
antimicrobiana em meio solido como: Candida albicans DPUA 1336, Cryptococcus
laurentii DPUA 1501, Escherichia coli DAUPE 224 e Micobacterium smegmatis
ATCC 607. As leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud com Cloranfenicol (0,2
mg L), a 25 °C por 48 horas, e as bactérias em agar Muller-Hinton e Agar BHI, a 37 °C

por 24 horas.
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Nas culturas das leveduras e bactérias foi preparada uma suspenséao de células com
agua destilada esterilizada de turbidez igual ao N°. 1 da escala de Mac Farland e como
controle positivo foi utilizado Rifampicina para as bactérias e Itraconazol para as
leveduras.

3.5.4. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos organicos da massa
micelial de L. citrinus, N. lepideus, P. ostreatus e P. ostreatus cv. Florida.

A atividade foi avaliada pelo Método de Microdiluicdo em Microplacas de 96
orificios (ANDRIOLI, 2008) utilizando-se os indicadores de viabilidade celular
Resazurina para bactérias (ARANTES et alli, 2005; SARAIVA, 2012) e TTC (Cloreto
de Trifenil Tetrazolico) Sigma Aldrich para leveduras (SANTOS et alli, 2007).

Nas placas foram distribuidos 100 uL de caldo Sabouraud, Muller-Hinton e BHI
respectivamente e 100 uL dos extratos organicos a 1% (p/v) na coluna n°® 1 (controle
negativo do extrato) e a coluna 2, a partir da coluna 2 procedeu-se a homogeneizacgéo e
diluicdo até a coluna 11 transferindo-se 100 pL para o po¢o seguinte de forma
sucessiva e na ultima coluna foi descartado 100 pL.

Os extratos foram diluidos nas microplacas iniciando-se da maior para menor
concentracdo, ou seja de: 1,0 até 0,0019%. Na coluna n° 12 foram adicionados 100 puL
de Itraconazol 10 mg/mL e de Rifampicina 0,01 mg/mL como controle positivo e 0
extrato organico como controle negativo, homogeneizados com o meio liquido e
descartados 100 pL do volume.

Em seguida, foram adicionados 100 pl de cada suspensdo celular dos
microrganismos teste nos pogos da coluna 2 a 12 e 20 pl de Resazurina e TTC. As

placas foram protegidas com papel aluminio esterilizado e incubadas a 37 °C por um
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periodo de 24 horas (bactérias) e 48 horas (leveduras), sendo as leituras realizadas na
123, 42 e 242 hora de incubacéo.

A cor azul no pogo foi interpretada como auséncia de crescimento bacteriano e a
cor rosa como de viabilidade e multiplicagédo celular (Arantes et alli, 2005). Nos testes
de atividade realizados com as leveduras foram considerados resultado positivo na
auséncia de coloracdo e negativo na presenca da cor rosa avermelhado em periodo de
24 horas de incubacdo (Santos et alli, 2007).

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor
concentracdo da droga capaz de prevenir a alteracdo de cor do reagente Resazurina e
TTC.

3.6. Avaliacdo do desenvolvimento micelial vertical com fitas milimetradas de L.
citrinus, N. lepideus, P. ostreatus e P. ostreatus cv. Florida cultivados nos substratos
selecionados

Os residuos para os cultivos no estado solido foram utilizados na razdo 1:1 ou
2:1, na seguinte composicao: Casca de Cupuagu + Casca de Arroz (CC+CA); Casca de
Cupuacgu + Farelo de Arroz (CC+FA), uniformemente distribuidos em frasco de vidro
transparente, cilindricos, com capacidade de 1 L. Em cada frasco contendo 200 g de
substrato, a umidade foi corrigida para 60% com &gua de torneira e o pH aferido para
6,0, com solucéo de carbonato de calcio 1% (p/v).

Em cada vidro, a tampa foi perfurada (diametro= 10 mm), procedendo-se 0
tamponamento com algoddo hidréfobo e a esterilizacdo a 121 °C por 90 minutos
durante dois dias consecutivos.

Seguido do resfriamento dos substratos, em cada frasco foram inoculados,
superficialmente, 12 discos de 10 mm de didmetro das culturas de L. citrinus, N.

lepideus, P. ostreatus e P. ostreatus cv. Florida.
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A fermentacdo foi conduzida a 25 °C, sem luminosidade por 15 dias, em
condicBes estacionarias.

A umidade relativa da sala de incubagéo foi mantida entre 60 e 70% e todos 0s

cultivos foram realizados em triplicata. Em cada frasco foram colocadas quatro fitas

milimetradas de 4 cm, em posi¢des opostas, verticalmente e, o crescimento micelial foi

determinado em centimetros, a cada 24 horas (ROSSI et alli, 2000; TONINI, 2004).

3.7. Producdo de proteases por Fermentacéo no estado solido
3.7.1. Organismos e condig¢des de crescimento

Os cogumelos comestiveis neste estudo foram L. citrinus, N. lepideus, P.
ostreatus e P. ostreatus cv. Florida, gentilmente cedidos pela Micoteca URM, através
da RENNEBRA - Rede de Colecdes de Culturas Norte e Nordeste, instalada na
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

As culturas preservadas em 6leo mineral foram reativadas em BDA+YE 0,5%
[agar Batata Dextrose com extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placa de Petri de 100
mm X 15 mm e, mantidas a 25 °C, sem luminosidade por oito dias para obtencdo de
cultura-estoque.

A partir destes cultivos foi preparado o inoculo para a fermentacdo no estado
solido transferindo-se um disco de cultivo medindo 10 mm de didmetro para BDA+YE
0,5% (p/v). As placas de Petri de 100 mm x 15 mm foram mantidas a 25 °C, sem

luminosidade por oito dias.
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3.7.2. Extracao das enzimas proteoliticas do substrato fermentado
As proteases foram extraidas a 25 °C e a 36 °C, utilizando 250 mL de agua
destilada esterilizada e NaCl 2%, na razdo 5:1 (dgua ou NaCl: substrato) sob agitacdo
de 150 rpm. Apds 30 minutos o extrato bruto foi recuperado por filtragdo em tecido de
algoddo e o sélido prensado manualmente para extracdo do liquido, seguindo-se a

centrifugacdo a 8000 xg por 10 minutos, a 4 °C.

3.7.3. Determinacao da atividade de proteases

Para a determinacdo da atividade proteolitica utilizou-se 150 pL do extrato bruto e
como substrato 250 pL de azocaseina 1,0% (p/v) (Sigma, St. Louis, MO USA), em
Tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2. Ap6s 60 minutos na reacdo mantida em camara
escura foi adicionada 1,2 mL de Acido Tricloroacético 10 % (p/v). O residuo
remanescente foi removido por centrifugacédo (8000xg), a 4 °C por 10 minutos.

Do sobrenadante foi retirado 1,2 mL para ser adicionado a 1,4 mL de
Hidroxido de Sodio 1M, procedendo-se a leitura a 440 nm. Uma unidade de atividade
protedsica foi definida como a quantidade de enzima que produz uma diferenca de 1
absorbancia/minuto em uma hora a 440 nm e expressa em U/mL (MOREIRA et alli,
2001). A atividade da enzima foi também expressa por unidades por grama de
substrato solido inicial (em base seca) (U/g™?) e unidades por grama de substrato final

seco (U/gss).
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3.8. Producéo de biomassa de L. citrinus nos residuos agroindustriais selecionados por
fermentacao no estado solido
3.8.1. Obtencéo de cultura matriz e manutencgédo de L. citrinus
L. citrinus, a espécie selecionada no item 3.6 para a producgdo de basidioma em
diferentes residuos agroflorestais [Casca de cupuacu (CC), casca de arroz (CA) e farelo
de arroz (FA)], a cultura matriz foi obtida em &gar batata dextrose, a 25 °C, sem luz.

Apos oito dias, esses cultivos foram usados para obtencdo de indculo ou spawn.

3.8.2 Pedido de Registro de Patente

O presente estudo originou pedido de registro de patente do processo de
producdo de cogumelo comestivel utilizando residuos vegetais de cupuagu, cogumelo
comestivel obtido e uso de residuos vegetais de cupuagcu como substrato para
crescimento de cogumelos no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), sob
0 numero de registro BR 000037 do 25 de Maio de 2011. Assim uma parte da
metodologia que envolve as etapas de producdo do indculo (spawn), preparacdo de
substrato para a producdo de L. citrinus, inducdo da frutificacdo e colheita tem se
tornado de carater sigiloso.

Apos dessas etapas os basidiomas foram pesados e submetidos a secagem a 40
°C, em estufa com circulacdo de ar. Finalizada a desidratacédo, o produto foi triturado
em mini processador e embalado em potes de vidro hermeticamente fechado para a
determinacdo da eficiéncia bioldgica, produtividade (DIAS et alli, 2003; ZANETTI;

RANAL, 1997) e taxa de producio (HERNANDEZ, 2000)
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Os procedimentos foram realizados em triplicata e submetidos aos célculos das
formulas a sequir:

massa do cogumelo (base Umida)

*Eficiéncia bioldgica (EB) =
gica (EB) massa do substrato (base seca)

massa do cogumelo(base seca)

*Produtividade (P) =
®) massa do substrato (base seca)

eficiénciabiol6gica
numero total de dias de cultivo

*Taxa de Producdo (TP) =

Os residuos agroflorestais (em base seca) também foram submetidos ao
procedimento similar para caracterizacdo da composicéo centesimal. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

3.9. Composicdo centesimal dos basidiomas de Pleurotus e Lentinus e dos substratos
agroflorestais

As analises de composicao centesimal e mineral foram realizadas no Centro de
Apoio Multidisciplinar Divisdo Central Analitica e no Laboratério de Tecnologia do
Pescado da Universidade Federal do Amazonas-UFAM.

As amostras de basidiomicetos e de substrato agroflorestal utilizados nos
experimentos foram submetidas as analises de composicdo centesimal em triplicatas

segundo métodos da AOAC (1997) descritas a seguir:

-Umidade: determinada por dessecacdo em estufa com circulacdo de ar a 60 °C

(método gravimetrico) até obtencdo de peso constante.
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-Proteina: foi determinada a concentracdo de nitrogénio (%) segundo o método micro
Kjeldahl que consistiu em: 1) Digerir a matéria organica com &cido sulfarico
concentrado até a formacdo de sulfato de amonio. 2) Destilar o sulfato de aménio em
destilador de nitrogénio e recolher em solucéo de acido bdrico como borato de aménio.
3) Titular o destilado com &cido sulfarico a 0,2N.
4) Os resultados foram expressos em gramas de proteinas por 100g de amostra. A
conversdo de % N em proteina foi realizada aplicando o fator de conversao 6,26 para
0s substratos e 4,28 para os cogumelos por apresentarem componente nitrogenado
proteico e ndo proteico (SCARIOT et alli, 2000; SILVA et alli, 2002; SILVA et alli,

2007).

-Cinzas (residuo mineral fixo): as amostras dessecadas foram pesadas, carbonizadas a
temperatura baixa e incineradas em mufla a 550 °C até obtencdo de cinzas

esbranquicadas.

-Lipidios: as amostras dessecadas foram submetidas a extracdo com misturas de
solventes a frio, pelo método Bligh and Dyer. Nesta técnica os solventes utilizados
foram cloroférmio, metanol e dgua. A amostra foi misturada e a fase de cloroférmio
que contém os lipideos se separou ap6s a evaporacao do cloroférmio. A quantidade de
lipideos se obteve por pesagem e os resultados foram expressos em gramas por 100g

de amostra.

-Carboidratos totais: foram estimados por diferenca (100 — gramas totais de umidade,

proteina, lipidios, cinzas e fibra alimentar) (LATINFOODS, 2002; NEPA 2006).
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-Energia: a energia total metabolizavel, expressa em kilocalorias (kcal), foi calculada
pelo fator de conversdo de Atwater: (4 x g proteina) + (4 x g carboidratos totais) + (9 x

g de lipideos) (LATINFOODS, 2002; NEPA 2006).

4. ANALISE ESTATISTICA

Para determinacdo do crescimento radial, os dados foram submetidos a analise
de variancia e o Teste de DUNCAN com nivel de significancia 5%, utilizando-se o
software SAS System Release 6.12 no procedimento GLM. O os dados relativos ao
crescimento micelial vertical e os obtidos da producdo de Lentinus citrinus foram
analisados pelo Teste de Tukey e ANOVA, com nivel de significancia de 5%

(VALENTIN, 2000).
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5. CONCLUSOES

Os resultados demonstram que a composi¢do dos meios de cultura, o tempo de
cultivo, a luz e a temperatura influenciam significativamente no crescimento de
Pleurotus florida URM 4066, P. ostreatus URM 4072, Lentinus citrinus URM 2672 e
Lentinus lepideus URM 404, nos meios de cultura analisados.

Nas condigcdes experimentais, esses cogumelos expressam atividade
antimicrobiana contra a maioria dos fungos e bactérias testados, contudo Lentinus
citrinus URM 2672 e Lentinus lepideus URM 404 ndo expressaram atividade
antimicrobiana frente Aspergillus flavus.

Com relacdo ao potencial proteolitico, na maioria dos substratos observou-se
resultado positivo, sendo que as maiores atividades foram determinadas no extrato
bruto de P. ostreatus URM 2672 (24,0 U/g) e L. citrinus URM 2672 (22,0 U/qg),
obtidos solucdo de NaCl 2%, a 36 °C e com agua destilada, a 25 °C.

Na producdo de biomassa, as médias de eficiéncia biologica foram de 61,0% e
60% observadas em CC+CA [1:1 e 2:1], respectivamente, demonstrando a viabilidade

do processo.
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ABSTRACT: The objective of this study was to analyze the mycelial growth in
different culture conditions and antimicrobial activity of Pleurotus ostreatus (Jacq.:
Fr.) Kumm. DPUA 1533 and Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Quél. cv. Florida DPUA
1534, against fungi and bacteria of medical importance. The growth of Pleurotus
species were evaluated in natural and complex medium, with and without light at 25°C
and 28°C for 8, 15 and 30 days. For the tests of antibiosis were used Candida albicans
DPUA 1336, Cryptococcus laurentii DPUA 1501, Aspergillus flavus DPUA 1836,
Escherichia coli DAUPE 224 and Mycobacterium smegmatis ATCC 607. In all growth
conditions in vitro, species of Pleurotus, evidenced growth and high density of
mycelium on PDA and SAB+ YE, although mycelial growth but reduced mycelial
density was observed in RBEA. Organic mycelial extracts of Pleurotus species
expressed a potential antibacterial and antifungal activity, being selective for tested

microorganisms.

KEYWORDS: Pleurotus, mycelial growth, organic extract, antibacterial, antifungal,

minimum inhibitory concentration.

ABBREVIATIONS: PDA: potato dextrose agar; SA+YE: Sabouraud agar added
yeast extract; RBEA: rice bran extract agar; L: with light; WL: without light; RGR:
radial growth rate; CA: Czapek agar; NA: nutrient agar; YESA: yeast extract sucrose
agar; MIC: minimum inhibitory concentration; DMSO: dimethyl sulfoxide; TTC:

trifenyl tetrazolium chloride.
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I. INTRODUCTION

Edible mushrooms are foods and sources of various compounds with
therapeutic properties. In the world scenario, mushrooms have been highlighted mainly
due to edible native species, which can be new promising sources of diverse bioactive
compounds for medicinal use.'?

Indiscriminate use of antibacterial compounds has contributed to the increase of
multidrug-resistant microorganisms, a condition that has promoted the development of
research to isolate and identify substances of different structural types and new action
modes against pathogenic microorganisms.®

Recent research has been conducted in the isolation of new secondary
metabolites or crude extracts from edible and medicinal mushrooms, which possibly
might have potential to replace synthetic drugs, due to the decrease of secondary
effects and the benefits that can be applied in medical activities and in therapy.*

In order to succeed in the production and synthesis of substances with
biological activity in industrial processes, mushrooms require adequate nutrient
sources associated with temperature, light, humidity, aeration and gravity during in
vitro growth. However, growth may be affected by other factors, such as lineage
genetic characteristics, mycelium age and cultivation conditions.®

Due to factors that interfere with mushrooms development, research to know
optimal growth conditions is a prerequisite for commercial production. Thus, among
the various subsidies used, the solid culture medium may be an alternative, considering

that such fungi develop on solid substrates, such as plant and animal residues or soil.°
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Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Kumm. is a species of mushroom capable of

inhibiting HIV-1 and Hepatitis C virus activity and assisting in silver nanoparticles
synthesis, with applications in health sectors.”!

In addition, it has hypolipidemic, hypoglycemic, anti-atherosclerotic,
antithrombotic, in vivo anti-cataractogenic, anti-inflammatory effects, indicated in the
complementary and combinatorial therapy of rheumatoid arthritis, muscle relaxation
also being industrially used for mycoremediation.*?

In addition, Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.)) Quel. cv. Florida has
immunoenhancing,  anti-inflammatory,  analgesic,  antiplatelet  aggregation,
hypolipidemic and hepatoprotective activity.6-18

It also acts in oxydryl radicals elimination, inhibits lipid peroxidation and helps
in silver nanoparticles biosynthesis, preventing cataracts formation in in vivo tests and
acting in effluents bioremediation in the textile industry.®-2

The objective of this study was to evaluate P. ostreatus and P. ostreatus cv.
Florida radial mycelial growth under different cultivation conditions, and to verify the

production of extracellular biocompounds with activity against unicellular and

filamentous fungi and bacteria of medical importance.

Il. MATERIAL AND METHODS
A. Cultivation of Pleurotus species on agar medium

Species of P. ostreatus and P. ostreatus cv. Florida, were provided by the
Network of Collection of Cultures of Microorganisms in the North and Northeast
Brazil (RENNEBRA), URM Culture Collection — Federal University of Pernambuco

(UFPE), Recife-PE, Brazil. For reactivation of the species preserved in mineral oil,
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they were grown on potato dextrose agar (PDA) with yeast extract 0.5% (w v) at 25 °C

for eight days.

B. Mycelial growth of Pleurotus species on agar media.

The mycelial growth of Pleurotus species was observed on potato dextrose agar
(PDA), pH 5.6, Sabouraud agar with yeast extract 0.5% (w v) (SA + YE), pH 5.9 and
Rice Bran Extract agar (RBEA), pH 6.0 contained in Petri dishes.

The rice bran extract (1:2 g mL) was obtained by cooking in water for 10
minutes.?? After seeding the culture plates (diameter=5 mm), Petri dishes (five
replications) were maintained in luminosity conditions [with light (L) and without light
(WL)]. Two temperatures (25°C and 28°C), during 8, 15 and 30 days were used for
myecelial incubation. The radial growth rate of mycelia (RGR) was evaluated every 24

hours and expressed in millimeters (mm).?®

C. Evaluation of antimicrobial activity

The antimicrobial activity was determined by the Block Agar Method.?* Five
test-microorganisms 3 fungal (Candida albicans DPUA 1336, Cryptococcus laurentii
DPUA 1501 and Aspergillus flavus DPUA 1836,) and 2 bacterial, (Escherichia coli
DAUPE 224 and Mycobacterium smegmatis ATCC 607) were used in the evaluation
of antimicrobial activity. Yeasts were grown in Sabouraud agar (SA) with
chloramphenicol (0.2 mg L) at 25 °C for 24 hours, and Aspergillus flavus on Czapek
agar (CA) at 25 °C for 7 days. The bacteria were cultivated in nutrient agar (NA), at 37

oC for 12 hours.
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In cultures of yeasts and bacteria, a cell suspension was prepared with sterile
distilled water with turbidity equal to the Mac Farland scale 1, while a cell suspension
at 10"t concentration was prepared for Aspergillus flavus. From each suspension, 200
ML was removed to be seeded on nutrient agar and Sabouraud agar, respectively.

In each culture were inoculated 5 mm blocks taken from the central area of
basidiomycetes cultures with 15 and 30 days growth on PDA, SA + YE and yeast
extract sucrose agar (YESA). Rifampicin was used for bacteria and griseofulvin for
fungi as controls. Antibiosis tests bacteria was performed at 37°C during 18-24 hours
and 48 hours and 7 days at 25 °C for yeast and Aspergillus, respectively.

Antimicrobial activity was determined by observing the presence or absence of

formation of inhibition halos.

D. Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

In order to extract mushroom culture biocompounds in PDA, 20 mycelial
blocks (5 mm in diameter) were transferred to 30 mL methanol/acetone (2:1),
hexane/ethyl acetate (1:2) and ethyl acetate in Erlenmeyer flasks and left for
maceration for 72 hours.

Extracts were filtered and concentrated under reduced pressure on a rotary
evaporator. Dried extracts were stocked at 4 °C and tests were solubilized in 70%
ethanol and dimethyl sulfoxide 1% (v/v), DMSO. Activity was evaluated by
microdilution method using microplates,?® in which resazurin was used for bacteria?
and trifenyl tetrazolium chloride (TTC) was used for yeasts.?’

In each microorganism culture, a cell suspension similar to that of Mac Farland

standard was prepared. In each well, 100 ul of 1% organic extract (w/v) was inoculated

at concentrations ranging from 1.0% to 0.0019%. Rifampicin 0.01 mg/mL and
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Itraconazole 10 mg/mL were used as positive control, and the organic extract was used

as negative control. Plates were incubated at 37 °C for 24 hours (bacteria) and 48 hours
(yeast).

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was defined as the lowest drug

concentration capable of preventing color change in the Resazurin and TTC reagent.

E. Statistical analysis
The data were subjected to the analysis of variance (ANOVA) and Duncan's
test for multiple comparisons with 5% significance level, using the SAS software

system release 6.12 [GLM].%

I1l. RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 show that culture media composition, cultivation time, light and
temperature significantly influenced (p < 0.05) mycelial growth of P. ostreatus.
Similar results were observed for the P. ostreatus cv. Florida species, with the
exception of cultivation carried out on PDA, in which colony diameter variations were
not significantly influenced (p = 0.2042) by the interaction between luminosity and
temperature, incubation factors shown in table 2.

Other authors verified similar data when evaluating the composition of culture
medium that significantly influenced the growth rate and mycelial mass on PDA of P.
ostreatus and P. ostreatoroseus lineages. 2°

In P. ostreatus mycelial growth evaluation, interactions between culture
medium and temperature were significant on malt agar 3% (w/v) at 25 °C, factors that

promoted higher growth for this species.*
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In Table 3, the highest growth rate in P. ostreatus cv. Florida and P. ostreatus
was recorded on PDA [11 mm/day /WL] and SAB + YE [9.5 mm/day/WL] at 8 and 15
days, and at tested temperatures tested, 25 °C and 28 °C, respectively. Therefore,
Pleurotus species can growth both at 25 °C and at 28 °C.

In the experiments conducted in this study, Pleurotus species were able to grow
up and take nutrients from solid media during mycelium development especially when
enriched with yeast extract, which can be justified by the quality and concentration of
nutrients of each culture medium.

In other experiments was verified that wheat and corn brans used in culture
medium supplementation did not have stimulating effect but soybean and rice brans
were the most efficient, which contributed to P. ostreatoroseus biomass and mycelial
growth increase. !

Opposite to the results of this study P. ostreatus and P. ostreatus cv. Florida
expressed growth sparsely mycelial density on RBEA.

Data from the present study, conducted with P. ostreatus and P. ostreatus cv.
Florida show that rice bran extract can be used as an alternative nutrient source due to
starch predominance and the availability of this residue in large quantities in the
Amazon.

Given the fungi in vitro mycelial growth observed, fungi often do not express
the suitable behavior for large scale production, but it may reduce error possibilities,
since lineages that cannot grow advantageously are not apt to produce inoculum.?

Regarding P. ostreatus, in the analysis of cultivation carried out in PDA, at 28
°C, in environments with light during 15 days, bactericidal and fungicidal activities

against all the evaluated microorganisms predominated, while E. coli, M. smegmatis
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and C. albicans were sensitive to P. ostreatus cv. Florida compounds, except for A.
flavus. P. ostreatus and P. ostreatus cv. Florida compounds also expressed
bacteriostatic action on E. coli and M. smegmatis, respectively, and only P. ostreatus
cv. Florida had fungistatic action on C. laurentii (Table 4).

P. ostreatus and P. ostreatus cv. Florida cultures on SA + YE obtained at 25 °C
and 28 °C, in environments without light for 30 days, inhibited the growth of most
microorganisms.

In P. ostreatus cultures, fungicidal effect for A. flavus, followed by a low
bactericidal and bacteriostatic effect against E. coli and M. smegmatis prevailed, but
did not inhibit C. albicans. P. ostreatus cv._Florida bactericidal and fungicidal activity
was observed in relation to E. coli, C. laurentii and A. flavus, and low fungistatic
activity against C. albicans. (Table 5)

Obtained data coincide with results of tests with P. ostreatus and P. sajor-caju,
which expressed antibacterial activity for E. coli, without activity for C. albicans.*®
Tests with P. ostreatus and P. pulmonarius evidenced bacteriostatic effect in E. coli.®*

In addition, P. sajor-caju and P. ostreatus isolates performance in E. coli also
favored moderate to optimal antimicrobial activity development.®®

However, the results found in this study are different when compared to the
results obtained with P. ostreatus, P. eryngii and P. ostreatus cv. Florida, which
showed good antimicrobial and antifungal activity in E. coli and C. albicans presence.
Concluding that the activity depends on strain characteristics.®® ¥

In other assays, P. ostreatus did not synthesize compounds with antimicrobial

effect, as opposed to E. coli, A. flavus and C. albicans.®®
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The fact that no antimicrobial activity was detected for E. coli is probably
associated with Gram-negative bacteria higher resistance to the action of organic
extracts of these basidiomycetes.

This is due to the complexity of the double membrane found in these
microorganisms, which is a limiting factor for compounds diffusion due to its
lipopolysaccharide structure.

On the other hand, experiments with P. ostreatus cv. Florida and P. tuber-
regium, showed low antimicrobial activity against E. coli and antifungal activity
absence against A. flavus and C. albicans for both Pleurotus species.*

On the other hand, in studies with P. ostreatus cv. Florida fruiting bodies, no
bactericidal effect was detected when they were tested against E. coli.*!

However, active compounds of P. ostreatus cv. Florida and P. ostreatus cv.
Floridanus fruiting bodies acted on E. coli.*?

Finally, all these antimicrobial effects of compounds isolated by several
researchers from mycelial extracts of several Pleurotus species have been classified as
a defense mechanism against other organisms. 3

Data shown in table 6 indicated that only E. coli and C. laurentii were sensitive
to all P. ostreatus and P. ostreatus cv. Florida_extracts at 5 mg/mL concentration. M.
smegmatis sensitivity was only observed for P. ostreatus and P. ostreatus cv. Florida
ethyl acetate extract (MIC=5 and 2.5 mg/mL), respectively.

In this study, C. albicans showed lower values of MIC=2.5 mg/mL for all P.
ostreatus organic extracts, exhibited MIC= 5 mg/mL for P. ostreatus cv. Florida
methanol/acetone extract and was resistant to ethyl acetate and hexane/ethyl acetate

extracts.
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It is emphasized that all organic extracts from mycelia tested of P. ostreatus
were more active against C. albicans, C. laurentii and E. coli than M. smegmatis.
However, organic mycelial extracts of P. ostreatus cv. Florida were more active
against E. coli, M. smegmatis and C. laurentii than C. albicans.

However, P. squarrosulus methanol extracts were an excellent antimicrobial
agent source when C. albicans and E. coli were susceptible to 0,05 mg/mL.*

Antagonistically, P. pulmonarius methanolic extracts reached 1 mg/mL MIC
for C. albicans, although antimicrobial activity was not detected when they were tested
against E. coli.*®

Another study was carried out with P. sapidus fruiting bodies acetylic and
ethanolic extracts, in which researchers determined the lowest MIC as 0,0006250
mg/mL, constituting a very efficient fungicidal agent in relation to two C. albicans
strains (MTCC224 and MTCC226).%6

Other researchers, while evaluating P. ostreatus cv. Florida, P. ostreatus and P.
squarrosulus bioactive compounds extracted with ethanol, found MIC antimicrobial
effect responses ranging from 0.4 to 50 mg/mL for E. coli and from 0.78 to 50 mg/mL
for C. albicans.*"84°

In nature, numerous antimicrobial compounds can be isolated from many
basidiomycetes, for the benefit of human health. They are currently on the market as
antibiotics consisting of microscopic fungi. Therefore, it is important to investigate

antimicrobial activity and carry out studies with unknown species.*
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IV. CONCLUSION
From the results obtained in in vitro growth conditions, P. ostreatus and P.
ostreatus cv._Florida evidenced mycelium growth and high density in PDA and SAB +
YE, although mycelial growth but reduced mycelial density was observed in RBEA.
Pleurotus species produced compounds with antibacterial and antifungal potential,

being selective to test microorganisms.
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Table 01

Effects of temperature, cultivation time and luminosity on the mycelial growth of Pleurotus ostreatus on different culture media.

Diameter extent variation after inoculation (p)
Factors

df PDA RBEA SA +YE
Temperature 1 0. 0001 0. 0001 0. 0064
Time 2 0. 0001 0. 0001 0. 0001
Temperature*Time 2 0. 0001 0. 0012 0. 0001
Light 1 0. 0001 0. 0009 0. 0001
Temperatue*Light 1 0. 0001 0. 0105 0. 0001
Time*Light 2 0. 0001 0. 0001 0. 0001
Temperature*Time*Light 2 0. 0001 0. 0001 0. 0001

df: degree of freedom, PDA: potato dextrose agar, RBEA: rice bran extract agar, SA+YE: Sabouraud agar added yeast extract.

Values lower than 0.05 were considered significant.



Table 02

Effects of temperature, cultivation time and luminosity on the mycelial growth of Pleurotus ostreatus cv. Florida on different culture media.

Diameter extent variation after inoculation (p)

Factors df PDA RBEA SA + YE
Temperature 1 0. 0004 0. 0200 0. 0001
Time 2 0. 0001 0. 0001 0. 0001
Temperature*Time 2 0. 0001 0. 0001 0. 0001
Light 1 0. 0001 0. 0001 0. 0001
Temperature*Light 1 0. 2042 0. 0045 0. 0001
Time*Light 2 0. 0182 0. 0001 0. 0001
Temperature*Time*Light 2 0. 0050 0. 0001 0. 0001

df: degree of freedom, PDA: potato dextrose agar, RBEA: rice bran extract agar, SA+YE: Sabouraud agar added yeast extract.

Values lower than 0.05 were considered significant.



Table 03

Radial growth rate (RGR) values of Pleurotus ostreatus and Pleurotus ostreatus cv. Florida (mm/d) on different media

Growth conditions
Species Medium 25°C 28°C
8 days 15days 30days 8days 15days 30 days
L WL L WL L WL L WL L WL L WL

P. ostreatus PDA 55 58 90 88 53 51 63 45 7.7 6.0 53 35

RBEA 56 89 69 72 51 47 86 68 7.1 87 52 50
SA+YE 71 71 94 89 49 47 71 93 52 95 53 51

P. ostreatus PDA 6.4 11.0 98 100 49 51 61 72 7.8 89 49 54
cv. Florida RBEA 46 71 65 79 39 50 71 90 49 85 50 438
SA+YE 100 96 92 98 51 50 81 81 56 89 51 51

PDA: potato dextrose agar, RBEA: rice bran extract agar, SA + YE: Sabouraud agar added yeast extract, L = with light, WL = without light.



Table 04

Antibacterial and antifungal activity of Pleurotus ostreatus and Pleurotus ostreatus cv. Florida in 15" day of growth under different culture

conditions

Test-microorganism

Escherichia Micobacterium Cryptococcus Candida Aspergillus
coli smegmatis laurentii albicans flavus
Incubation 25°C 28°C 25°C 28°C 25°C 28°C 25°C 28°C 25°C 28°C
Species Medium L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL
BDA + - + o+ - - + + - - -+ + - + + - - + -
Pleurotus SA+YE - - BS - - - + - - - - - - - - - + - + -
ostreatus YESA - + + - - - - - - - - - - - - - - - - -
Pleurotus BDA - + - + BS - -+ - F - FS + + + + - - - -
ostreatus SA+YE - - - - - - - - - - - - -+ - - - - - -

cv. Florida YESA - - + - - - + - - - - - - - - - - - -
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PDA= potato dextrose agar; SA+ YE= Sabouraud agar with yeast extract; YESA= sucrose yeast extract agar. L= with light; WL= without light;

bactericidal (BC), fungicidal (FC) = (+); bacteriostatic (BS); fungistatic (FS); not detected= (-).

Table 5

Antibacterial and antifungal activity of Pleurotus ostreatus and Pleurotus ostreatus cv. Florida in 30" day of growth under different culture

conditions

Test-microorganism

Escherichia Micobacterium Cryptococcus Candida Aspergillus
coli smegmatis laurentii albicans flavus
Incubation 25°C 28°C 25°C 28°C 25°C 28°C 25°C 28°C 25°C 28°C
Species Medium L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL
BDA - - - - - - - BS - - + - - - - - - - - -
Pleurotus SA+YE - + - - - - - BS - - - - - - - - + - + +
ostreatus YESA + + + - + - - - - - - - - - - - - - - -
Pleurotus  BDA - - - - - - BS - - FS - FS - + - - - - - -
ostreatus SA+YE + + -+ - - - - + - + - FS - - - -+ -+
cv. Florida YESA - - + - - - - - - - - - - - - - - - - -
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PDA= potato dextrose agar; SA+ YE= Sabouraud agar with yeast extract; YESA= sucrose yeast extract agar; L= with light; WL= without light;

bactericidal (BC), fungicidal (FC) = (+); bacteriostatic (BS); fungistatic (FS); not detected= (-).

Table 6
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of organic extracts from mycelia of Pleurotus ostreatus and Pleurotus ostreatus cv. Florida by

Microdilution Method in Microplates.

Pleurotus ostreatus Pleurotus ostreatus cv. Florida
Extracts
TPfStEd . MET/ACET ACTE HEX/ACTE MET/ACET ACTE HEX/ACTE
microorganisms
M. smegmatis 10 5 5 5 2,5 10
E. coli 5 5 5 5 5 5

C. albicans 25 25 25 5 - -



C. laurentii 5 5 5 5 5 5

MET/ACET= methanol/acetone extract; ACTE=ethyl acetate extract; HEX/ACTE=hexane/ethyl acetate extract;

MIC= mg/mL; (-) = no inhibition microorganism growth.
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ABSTRACT: The objective of this study was to analyze the mycelial growth
in different culture conditions and antimicrobial activity of Lentinus citrinus Walleyn
& Rammeloo DPUA 1535 and Neolentinus lepideus (Fr.) Redhead & Ginns DPUA
1536, against fungi and bacteria of medical importance. The growth of basidiomycetes
were evaluated in natural and complex medium, with and without light at 25°C and
28°C for 8, 15 and 30 days. For the tests of antibiosis were used Candida albicans
DPUA 1336, Cryptococcus laurentii DPUA 1501, Aspergillus flavus DPUA 1836,
Escherichia coli DAUPE 224 and Mycobacterium smegmatis ATCC 607. L. citrinus,
showed strong growth in potato dextrose and rice meal agar in the absence and
presence of light, 28°C, and 8, 15 and 30 days and N. lepideus in Sabouraud agar in the
absence and presence of light at 25°C for 8 and 15 days. L. citrinus evidenced
mycelium growth and high density in PDA, although mycelial growth but reduced
mycelial density was observed in RBEA. N. lepideus showed that mycelial growth and
density were less abundant in the three culture media. Organic mycelial extracts of
Lentinus species demonstrated a potential antibacterial and antifungal activity, with

selectivity to the test-microorganisms under in vitro growth conditions.

KEYWORDS: Lentinus, mycelial growth, organic extract, antibacterial, antifungal,

minimum inhibitory concentration.

ABBREVIATIONS: PDA: potato dextrose agar; SA+YE: Sabouraud agar added
yeast extract; RBEA: rice bran extract agar; L: with light; WL without light; RGR:
radial growth rate; CA: Czapek agar; NA: nutrient agar; YESA: yeast extract sucrose
agar; MIC: minimum inhibitory concentration; DMSO: dimethyl sulfoxide; TTC:

trifenyl tetrazolium chloride.
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I. INTRODUCTION

Edible mushrooms are functional foods and beneficial source of non-toxic
medicinal products which have been standing out as by producing molecules with
antimicrobial, antiviral, antioxidant, anti-inflammatory, antithrombotic, hypoglycemic,
analgesic, hemostatic, diuretic and anti-tumor activities.®2

Studies about the use of mushrooms are quite recent and are starting to awaken
interest in Brazil once that Brazilian biodiversity becomes one of alternative funding
sources to be known and studied.?

In this context, the native species of mushrooms that occur in different regions
become promising sources to be investigated for isolation and identification of
biocompounds with of industrial importance.*®

Among biocompounds produced by fungi, antibiotics represent an important
group of secondary metabolites that have different molecular patterns for use in
treating various diseases caused by microorganisms, including the multiple drug-
resistant bacteria. Therefore, recent research has aroused interest in groups of
microorganisms that have not yet been thoroughly studied.®®

Mushrooms Lentinus citrinus Walleyn & Rammeloo DPUA 1535 and
Neolentinus lepideus (Fr.) Redhead & Ginns DPUA 1536, are edible species that have
global geographical distribution, causing white and brown rot, respectively.

In recent years, studies has been oriented to the search of mushroom species
with proteolytic and fibrinolytic potential from solid culture and basidiomas, especially
for medicinal purposes such as L. citrinus.®

N. lepideus, besides being an excellent nutrient source, may induce

hematopoiesis, acting as an immunomodulatory, antitumor, antioxidant,
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antithyrosinase, and as a prophylactic against hypercholesterolemia, hyperlipidemia
and related complications, which are risk factors for atherosclerosis.0-14

Currently, several studies have shown that N. lepideus produces nitric oxide
natural inhibitors capable of protecting the organism against inflammatory diseases
and cancer, besides producing compounds with antidiabetic activity.!* 16

Values of mycelial growth in solid culture media has been widely used for
comparison and selection of basidiomycete species. It can vary significantly depending
on the type of cultivation, constitution of the culture medium, supplementation and
other factors such as pH, light, incubation temperature etc. Therefore, it is important to
understand the influence of these factors to determine the optimal culture conditions.’

In consideration of the physiological potential of mushrooms, this study aimed
to analyze the radial mycelial growth of L. citrinus and N. lepideus under different
growing conditions and check the production of extracellular biocompounds with

activity against unicellular and filamentous fungi and bacteria of medical importance.

Il. MATERIAL AND METHODS
A. Cultivation of Lentinus species on agar medium

Species of L. citrinus and N. lepideus were provided by the Network of
Collection of Cultures of Microorganisms in the North and Northeast Brazil
(RENNEBRA), URM Culture Collection — Federal University of Pernambuco (UFPE),
Recife-PE, Brazil. For reactivation of the species preserved in mineral oil, they were
grown on potato dextrose agar (PDA) with yeast extract 0.5% (w/v) at 25 °C for eight

days.
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B. Mycelial growth of Lentinus species on agar media.

The mycelial growth of Lentinus species was verified on potato dextrose agar (PDA),
pH 5.6, Sabouraud agar with yeast extract 0.5% (w/v) (SA + YE), pH 5.9 and Rice
Bran Extract agar (RBEA), pH 6.0 contained in Petri dishes.

The rice bran extract (1:2 g/mL) was obtained by cooking in water for 10
minutes.’® After seeding the culture plates (diameter = 5 mm), Petri dishes (five
replications) were maintained in luminosity conditions [with light (L) and without light
(WL)]. Two temperatures (25°C and 28°C), during 8, 15 and 30 days were used for
myecelial incubation. The radial growth rate of mycelia (RGR) was evaluated every 24

hours and expressed in millimeters (mm).°

C. Evaluation of antimicrobial activity

The antimicrobial activity was determined by the Block Agar Method.? Five
test-microorganisms 3 fungal (Candida albicans DPUA 1336, Cryptococcus laurentii
DPUA 1501 and Aspergillus flavus DPUA 1836,) and 2 bacterial, (Escherichia coli
DAUPE 224 and Mycobacterium smegmatis ATCC 607) were used in the evaluation
of antimicrobial activity.

Yeasts were grown in Sabouraud agar (SA) with chloramphenicol (0.2 mg/L) at
25 °C for 24 hours, and Aspergillus flavus on Czapek agar (CA) at 25 °C for 7 days.
The bacteria were cultivated in nutrient agar (NA), at 37 °C for 12 hours.

In cultures of yeasts and bacteria, a cell suspension was prepared with sterile
distilled water with turbidity equal to the Mac Farland scale 1, while a cell suspension
at 10" concentration was prepared for Aspergillus flavus. From each suspension, 200

ML was removed to be seeded on nutrient agar and Sabouraud agar, respectively.



94

In each culture were inoculated 5 mm blocks taken from the central area of
basidiomycetes cultures with 15 and 30 days growth on PDA, SA + YE and yeast
extract sucrose agar (YESA). Rifampicin was used for bacteria and griseofulvin for
fungi as controls. Antibiosis tests bacteria was performed at 37°C during 18-24 hours
and 48 hours and 7 days at 25 °C for yeast and Aspergillus, respectively.

Antimicrobial activity was determined by observing the presence or absence of

formation of inhibition halos.

D. Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

In order to extract mushroom culture biocompounds in PDA, 20 mycelial
blocks (5 mm in diameter) were transferred to 30 mL methanol/acetone (2:1),
hexane/ethyl acetate (1:2) and ethyl acetate in Erlenmeyer flasks and left for
maceration for 72 hours.

Extracts were filtered and concentrated under reduced pressure on a rotary
evaporator. Dried extracts were stocked at 4 °C and tests were solubilized in 70%
ethanol and dimethyl sulfoxide 1% (v/v), DMSO. Activity was evaluated by
microdilution method using microplates,? in which resazurin was used for bacteria®?
and trifenyl tetrazolium chloride (TTC) was used for yeasts.?

In each microorganism culture, a cell suspension similar to that of Mac Farland
standard was prepared. In each well, 100 ul of 1% organic extract (w/v) was inoculated
at concentrations ranging from 1.0% to 0.0019%. Rifampicin 0.01 mg/mL and
Itraconazole 10 mg/mL were used as positive control, and the organic extract was used
as negative control. Plates were incubated at 37 °C for 24 hours (bacteria) and 48 hours
(yeast). Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was defined as the lowest drug

concentration capable of preventing color change in the Resazurin and TTC reagent.
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E. Statistical analysis

The data were subjected to the analysis of variance (ANOVA) and Duncan's
test for multiple comparisons with 5% significance level, using the SAS software
system release 6.12 [GLM].%*

111.-RESULTS AND DISCUSSION

The analysis of variance applied to the data of colonies diameter of L. citrinus
and N. lepideus, in each medium, showed significant differences (p < 0.05) between
interactions of growth conditions studied (table 1 and 2).

However, in experiments with L. lepideus (Fr.) Fr found no significant
differences in mycelial growth when incubated at 22.5°C and 25°C in PDA and 20°C to
22.5°C in SA, getting the maximum mycelial growth at 27.5°C on PDA and SA.?>%

In the experiments conducted in this study, Lentinus species were able to grow
up and take nutrients from solid media during mycelium development especially when
enriched with yeast extract, which can be justified by the quality and concentration of
nutrients of each culture medium.

In this context, other studies also mention that the type and amount of nitrogen
and carbon sources added to the culture medium influence basidiomycetes mass and
mycelial growth.2"28

For basidiomycetes growth, several researchers have advantageously used yeast
extract or PDA and meat peptone as source of carbon and nitrogen. 7 2%-%

In contrast to the results afore mentioned, L. boryana (Berk. & Mont.) mycelial
growth rate decrease was observed when complex nitrogen sources were used, such as

a yeast extract, whereas malt extract did not affect the growth rate of this specie.®!
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L. citrinus, expressed highest RGR values in the three culture media at 28 °C,
during 8, 15 and 30 days, in environments with and without light, showing more
mycelium density on PDA. Unlike N. lepideus, highest RGR values were kept at 25 °C
when cultured on SA + YE for 8 and 15 days although mycelial growth and density
were less abundant in the three culture media. In the case of RBEA, the deficiency on
mycelial growth is probably related to the amount of nitrogen source (Table 3).

Thus, nitrogen supplementation for mycelial growth is justified due to its
influence on amino acids, proteins, nucleic acids and vitamins synthesis.®? However,
high concentrations inhibit lignolytic enzymes synthesis, which retard or hinder
macrofungus development.

Data from the present study, conducted with L. citrinus and N. lepideus, show
that rice bran extract can be used as an alternative nutrient source due to starch
predominance and the availability of this residue in large quantities in the Amazon.

The cultures showed activity against most test-microorganisms, except for A.
flavus. L. citrinus cultures in PDA and SA + YE, at 28°C in environments without light
for 15 and 30 days of incubation showed higher antimicrobial activity. However, N.
lepideus cultures on PDA, SA + YE and YESA higher antimicrobial activity was
observed under same growth conditions for 30 days (Table 4 and 5).

Lentinus species can grow both at 25 °C and at 28 °C. In contrast, others
authors assessing the optimal conditions of in vitro mycelial growth of L. strigosus in
the Brazilian Amazon mention this species growth at 35°C without light.®*

It is evident that light addition compared to other culture conditions was not a
stimulating agent of mycelial growth for species of L. citrinus and N. lepideus, but in
others studies the light presence during fruiting phase was essential for forming

basidiomata.3®
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On the other hand the fungi in vitro mycelial growth, often do not express the
suitable behavior for large scale production, but it may reduce error possibilities, since
lineages that cannot grow advantageously are not apt to produce inoculum.3®

In the antimicrobial activity test microorganisms Escherichia coli,
Mycobacterium smegmatis, Candida albicans and Cryptococcus laurentii were
sensitive to compounds synthesized by L. citrinus in PDA, SAB + YE e YESA.

This result is similar to that obtained by others authors, who also noted that
Lentinula edodes (Berk.) Pegler produces fungistatic agent able to control C. albicans
proliferation.®” Others investigations mentions the fungistatic activity of L. edodes on
Candida albicans which was dependent on the time and mycelium development
conditions.®

Unlike N. lepideus, it was observed that bacteriostatic activity against E. coli
and M. smegmatis, fungistatic and fungicidal activity against to C. laurentii and C.
albicans have prevailed in PDA and SA + YE.

In the same subject, was observed few antimicrobial activity of L. edodes in
liquid cultures against C. albicans, not showing activity against E. coli, Pseudomonas
fluorescens, Mycobacterium luteus, Klebsiella pneumoniae and Campylobacter
jejuni. 340

In turn, investigations reports that cultures at 25°C for 30 days of incubation in
supplemented culture media improved both the mycelial growth as the antimicrobial
activity.*

In other similar experiments, found that the antibacterial activity of mycelium
filtered of L. edodes was dependent on the culture age, noting greater inhibition at

25°C from 18 to 25 days of cultivation in malt extract broth.*?
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In this study, when L. citrinus and N. lepideus ethyl acetate and hexane/ethyl
acetate extracts were used, E. coli and C. laurentii were sensitive to 10 and 5 mg/mL,
respectively, with exception methanol/acetone extract that expressed 5 mg/mL MIC
only for M. smegmatis and C. albicans (Table 6).

It is observed that all organic extracts from mycelia tested of Lentinus species
were more active against C. laurentii, C. albicans and M. smegmatis than E. coli.

Similar results were obtained when Lactarius deliciosus (L.) Gray and
Macrolepiota procera (Scop.) Singer methanolic extracts were tested against E. coli, in
which the highest MIC was 20 mg/mL and the lowest MIC was 5 mg/mL, against C.
albicans.*®

In addition, methyl australate, a new compound obtained from Ganoderma
australe (Fr.) Pat. with MIC value of 2 mg/mL, was effective against C. albicans and
E. coli.*

Antagonistically, Morchella esculenta (L.) Pers. ethyl acetate extracts reached
0,75 mg/mL MIC for E. coli.*® Moreover, L. edodes ethanolic extracts were tested,
with MIC values ranging from 1,25 to 6,74 mg/mL.4647

However, silver nanoparticles with hetero polysaccharide isolated from
Lentinus squarrosulus (Mont.) Singer were an excellent antimicrobial agent source
when E. coli was susceptible to 0,04 mg/mL.*8

Therefore, it can be inferred that the sensitivity probably depends on the
external and internal structures of the cell wall of bacteria and fungi, of mushroom
species, its concentration and the combination of natural compounds with
antimicrobial activity whose interactions may have different effects on the extracts

activity.*®
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In relation to E. coli, cases of resistance to several broad-spectrum antibiotics
have been reported as constituting an alarming threat to public health, which has
aroused interest in re-investigating medicinal edible basidiomycetes and their natural
defense strategies to produce a new class of effective antimicrobials that could be of

great health benefit because of their curative and preventative properties. 4849

IV. CONCLUSION

From the results obtained in in vitro growth conditions, L. citrinus evidenced
mycelium growth and high density in PDA, although mycelial growth but reduced
mycelial density was observed in RBEA. N. lepideus showed that mycelial growth and
density were less abundant in the three culture media. It can be inferred from the
results obtained in this research that Lentinus species produced compounds with
antibacterial and antifungal potential with selectivity to the test-microorganisms under

in vitro growth conditions.
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Table 1

Effects of temperature, cultivation time and luminosity on the mycelial growth of Lentinus citrinus on different culture media.

Diameter extent variation after inoculation (p)

Factors
df  PDA RBEA SA+YE

Temperature 1 0. 0001 0. 0001 0. 0001
Time 2 0. 0001 0. 0001 0. 0001
Temperature*Time 2 0. 0001 0.0122 0. 0792
Light 1 0. 0001 0. 0001 0. 0015
Temperature*Light 1 0. 0001 0. 0001 0. 0001
Time*Light 2 0. 0001 0. 0001 0. 0001
Temperature*Time*Light 2 0. 0001 0. 0001 0. 3624

df: degree of freedom, PDA: potato dextrose agar, RBEA: rice bran extract agar, SA + YE: Sabouraud agar added yeast extract.

Values lower than 0.05 were considered significant.



Table 2

Effects of temperature, cultivation time and luminosity on the mycelial growth of Neolentinus lepideus on different culture media.

Diameter extent variation after inoculation (p)

Factors
df
Temperature 1
Time 2
Temperature*Time 2
Light 1
Temperature*Light 1
Time*Light 2
Temperature*Time*Light 2

PDA RBEA SA+YE
0. 0001 0. 0001 0. 0001
0. 0001 0. 0001 0. 0001
0. 0132 0. 0001 0. 0001
0. 0001 0. 0001 0. 0001
0. 0001 0. 0001 0. 0042
0. 0031 0. 0001 0. 0001
0. 0001 0. 0001 0. 0001

df: degree of freedom, PDA: potato dextrose agar, RBEA: rice bran extract agar, SA + YE: Sabouraud agar added yeast extract.

Values lower than 0.05 were considered significant.
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Table 3
Radial growth rate (RGR) values of Lentinus citrinus and Neolentinus lepideus (mm/d) on different media
Growth conditions
Species Medium 25°C 28°C
8 days 15 days 30 days 8 days 15 days 30 days
L WL L WL L WL L WL L WL L WL
L. citrinus PDA 65 66 61 62 56 72 72 74 67 69 61 6.3
RBEA 64 6.7 6 62 46 55 72 70 67 66 52 53
SA+YE 66 64 62 60 54 51 68 70 63 66 54 53
N. lepideus PDA 53 49 60 57 48 44 56 52 59 60 47 438
RBEA 46 35 49 34 33 42 62 40 56 41 40 34
SA+YE 58 5 58 57 49 44 51 34 47 33 46 4.2

PDA: potato dextrose agar, RBEA: rice bran extract agar, SA + YE: Sabouraud agar added yeast extract, L = with light, WL = without light.
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Table 4

Antibacterial and antifungal activity of Lentinus citrinus and Neolentinus lepideus in 15" day of growth under different culture conditions

Test-microorganism

Escherichia Micobacterium Cryptococcus Candida Aspergillus
coli smegmatis laurentii albicans flavus

Incubation 25°C 28 °C 25°C 28 °C 25°C 28 °C 25°C 28 °C 25°C 28 °C

Species Medium L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WLL WL
L. BDA + - + 4+ + 4+ + + + - FS F'S - FS FS + - - - -
citrinus  SA+YE + + + + + + + + - FS + - - - - FS - - - -
YESA - BS - + - - - + - - - FS - - - FS - - - -
N. BDA BS BS BS + BS BS BS - FS FS + + - FS FS - - - - -
lepideus SA+YE + - BS + - BS BS - + - FS + + - FS - - - - -
YESA - - - - - - - - - - - - -+ - FS - - - -

PDA= potato dextrose agar; SA+ YE= Sabouraud agar with yeast extract; YESA= sucrose yeast extract agar; L= with light; WL= without light;

bactericidal (BC), fungicidal (FC) = (+); bacteriostatic (BS); fungistatic (FS); not detected= (-).
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Antibacterial and antifungal activity of Lentinus citrinus and Neolentinus lepideus in 30" day of growth under different culture conditions

Test-microorganism

Escherichia Micobacterium Cryptococcus Candida Aspergillus
coli smegmatis laurentii albicans flavus

Incubation 25°C 28 °C 25°C 28 °C 25°C 28°C 25°C 28 °C 25°C 28 °C
Species Medium L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL L WL
L. BDA - - + + - - + + + - FS FS - FS FS - - - -
citrinus SA+YE - - -+ - - + o+ - FS + - - - - - - - -

YESA - - -+ -+ -+ - - - FS - - - - - - -
N. BDA - - + - + + + + - - - + - - + - - - -
lepideus SA+YE - - + - - - -+ + - + 4+ + + - - - - -

YESA - - - + + + + o+ -+ - - - - - - - - -

PDA= potato dextrose agar; SA+ YE= Sabouraud agar with yeast extract; YESA= sucrose yeast extract agar; L= with light; WL= without light;

bactericidal (BC), fungicidal (FC) = (+); bacteriostatic (BS); fungistatic (FS); not detected= (-).
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Table 6

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of organic extracts from mycelia of Lentinus citrinus and Neolentinus lepideus mycelia by

Microdilution Method in Microplates.

Extracts L. citrinus N. lepideus
Tested
. . METACET ACTE HEXACTE METACET ACTE HEXACTE
microorganisms
M. smegmatis 5 - . 5 i -
E. coli - 10 10 - 10 10
C. albicans 5 - - 5 - -
C. laurentii - 5 5 _ 5 5

METACET= methanol/acetone extract; ACTE=ethyl acetate extract; HEXACTE=hexane/ethyl acetate extract;

MIC= mg/mL; (-) = not inhibit microorganism growth.
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Resumo

O objetivo foi avaliar o desenvolvimento micelial vertical com fitas milimetradas
cultivados nos substratos selecionados e analisar a producéo e o efeito das condicGes
de extracdo das proteases de Pleurotus ostreatus (Jacg.: Fr.) Kumm. DPUA 1533,
Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Quél. cv. Florida DPUA 1534, Lentinus citrinus
Walleyn & Rammeloo DPUA 1535 e Neolentinus lepideus (Fr.) Redhead & Ginns
DPUA 1536 em formulagdes com casca de cupuagu, casca de arroz e farelo de arroz. A
mistura de casca de cupuagu com casca de arroz numa concentracdo de 1:1 estimulou a
velocidade de crescimento vertical nos cultivos de L. citrinus DPUA 1535, P. ostreatus
DPUA 1533 e N. lepideus DPUA 1536, obtendo valores maximos de 13 cm; 12,6 cm e
12,3 cm respetivamente. As melhores meédias da atividade e efeito das condicdes de
extracdo de enzimas proteoliticas foram determinadas no extrato bruto de P. ostreatus
(24,0 U/g) e L. citrinus (22,0 U/g), obtidos na solucdo de NaCl 2%, a 36 °C e com
agua destilada, a 25 °C e, os melhores valores de produtividade nos substratos de casca
de cupuacu com farelo de arroz (2:1). A composicdo dos substratos em diferentes
concentracbes e as condicOes de extracdo de proteases influenciaram na atividade

proteolitica de todas as espécies de Pleurotus e Lentinus.

Palavras-chave: Crescimento micelial vertical, protease, Pleurotus, Lentinus, residuos

agroindustriais, fermentacao solida.
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Introducéo

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas
industriais as quais representam cerca de 60% do mercado total de enzimas no mundo
e 40% da venda total de enzimas no mundo. Sdo altamente exploradas em processos
biotecnoldgicos, principalmente na industria de processamento de alimentos, curtumes,
detergentes, biofarmacéuticos, diagndsticos, gerenciamento de residuos e recuperagdo
de prata (Moreira et al., 2005, Ravikumar et al., 2012, Silva 2015).

Nos ultimos anos, tem aumentado a producédo de diferentes tipos de proteases
(&cida, neutra, alcalina) via fermentacao no estado solido devido a inimeras vantagens,
especialmente por tratar-se de processo cujo meio usado para crescimento de
microrganismo sao residuos resultantes de atividades agricolas ou agroindustrial
(Pandey et al., 1999, Ravikumar et al., 2012, Fonseca 2013, Damasceno, 2016).

A fermentacdo no estado solido é especialmente adequado ao crescimento de
fungos quando comparado com as bactérias devido a baixa umidade, e oferece
vantagens como boa produtividade volumétrica, uso de méaquinas simples, uso de
substratos baratos, processos simples na eliminagdo de impurezas e purificacdo do
produto e economia na energia quando comparados com a fermentagdo submersa
(Ravikumar et al., 2012, Damasceno 2016, Santos et al., 2016).

Desse segmento sdo produzidas centenas de toneladas de bioprodutos,
substratos de baixo valor comercial que sdo nutricionalmente classificados em dois
tipos: residuo fibroso, os de alta digestibilidade, como polpa de citricos, farelo de
milho, casca de soja, residuo da cevada fermentada e; os de baixa digestibilidade,
bagaco de cana de acucar, milho, cereais, palha e casca de algodédo, casca de soja e

amendoim (Graminha et al., 2008; Inforsato e Porto 2016)).



117

Além desses residuos, na Amazénia sdo produzidos diversos bioprodutos pela
atividade agroindustrial regional, como casca do fruto do cupuaguzeiro (Theobroma
grandiflorum Wild. Ex. Spreng. Schum), cascas e carogos de outros frutos em fungéo
do aumento da exploracéo da diversidade de frutos naturais da Regido Norte.

O vasto potencial dos residuos agricola e agroindustrial tem contribuido para a
realizacdo de muitas investigacdes centradas no uso desses substratos em processo de
fermentacao para descoberta de biocompostos de origem microbiana, especialmente a
partir de bactérias e fungos como viabilidade biotecnologica na obtencdo de
subprodutos com superior valor agregado e com beneficios econémicos como é a
producdo de enzimas (Fonseca 2013, Neves 2014, Machado et al., 2016, Hu et al.,
2017).

Numerosos conhecimentos sobre proteases dos fungos inferiores estdo
disponiveis na literatura, todavia, acerca dos basidiomicetos sdo predominantemente
limitados aquelas envolvidas nos fatores de viruléncia em espécies patogénicas
(Sabotic et al., 2007, Campos et al., 2010).

Os fungos, entre outros organismos, representam uma rica fonte de compostos
naturais, dos quais as proteases desenvolvem papel importante, na fisiologia,
morfogénese e metabolismo tanto de basidiomicetos quanto dos demais grupos. Os
basidiomas das espécies comestiveis sdo tradicionalmente produzidas em residuos
lignocelulosicos, consumidos como fonte de proteinas de excelente qualidade e muito
bem difundidos como finos ingredientes na culinaria mundial (Elisashvili 2012,
Machado et al., 2016).

Entre as varias espécies de basidiomicetos, proteases ja foram detectadas em
Pleurotus ostreatus, Pleurotus ostrearoseus, Lentinus citrinus, Phanerochaete

chrysosporium, Schyzophylum commune, Coprinus sp., Chondrostereum purpureum,
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Hypsizygus marmoreus, Amanita muscaria, Irpex lacteus, Macrolepiota bonaerensis
(Maki; Paccola-Meirelles 2002, Sabotic et al., 2007; Campos et al., 2010; Fonseca et
al., 2013; Neves, 2014; Machado et al., 2016).

O objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento micelial vertical com
fitas milimetradas cultivados nos substratos selecionados e analisar a producdo e o
efeito das condi¢Oes de extragcdo das proteases de Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.)
Kumm. DPUA 1533, Pleurotus ostreatus (Jacg.: Fr.) Quél. cv. Florida DPUA 1534,
Lentinus citrinus Walleyn & Rammeloo DPUA 1535 e Neolentinus lepideus (Fr.)
Redhead & Ginns DPUA 1536 por fermentacéo no estado sélido utilizando residuos da

agroindustria da Amazonia.

Material e métodos

Organismos e condicdes de crescimento

Os cogumelos comestiveis utilizados neste estudo foram Pleurotus ostreatus
(Jacg.: Fr.) Kumm. DPUA 1533, Pleurotus ostreatus (Jacg.: Fr.) Quél. cv. Florida
DPUA 1534, Lentinus citrinus Walleyn & Rammeloo DPUA 1535 e Neolentinus
lepideus (Fr.) Redhead & Ginns DPUA 1536, gentilmente cedidos pela Micoteca
URM, através da RENNEBRA - Rede de Cole¢des de Culturas Norte e Nordeste,
instalada na Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil. As culturas
preservadas em oOleo mineral foram reativadas em BDA+YE 0,5% [agar Batata
Dextrose com extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placa de Petri de 100 mm x 15 mm
e, mantidas a 25 °C, sem luminosidade por oito dias para obtencdo de cultura-estoque.
A partir destes cultivos foi preparado o indculo para a fermentacdo no estado solido

transferindo-se um disco de cultivo medindo 10 mm de didmetro para BDA+YE 0,5%
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(p/v). As placas de Petri de 100 mm x 15 mm foram mantidas a 25 °C, sem

luminosidade por oito dias.

Métodos Analiticos
Producédo de proteases por Fermentacdo no estado sélido

Os residuos para os cultivos no estado sélido foram utilizados na razéo 1:1 ou
2:1, na seguinte composicao: Casca de Cupuagu + Casca de Arroz (CC+CA); Casca de
Cupuacu + Farelo de Arroz (CC+FA), uniformemente distribuidos em frasco de vidro
transparente, cilindricos, com capacidade de 1 L. Em cada frasco contendo 200 g de
substrato, a umidade foi corrigida para 60% com agua de torneira e o pH aferido para
6,0, com solucdo de carbonato de célcio 1% (p/v). Em cada vidro, a tampa foi
perfurada (diametro= 10 mm), procedendo-se o tamponamento com algodao hidréfobo
e a esterilizacdo a 121 °C por 90 minutos durante dois dias consecutivos. Seguido do
resfriamento dos substratos, em cada frasco foram inoculados, superficialmente, 12
discos de 10 mm de diametro A fermentacdo foi conduzida a 25 °C, sem luminosidade
por 15 dias, em condicBes estacionarias. A umidade relativa da sala de incubacdo foi
mantida entre 60 e 70% e todos os cultivos foram realizados em triplicata. Em cada
frasco foram colocadas quatro fitas milimetradas de 4 cm, em posi¢cGes opostas,
verticalmente e o crescimento micelial foi determinado em centimetros, a cada 24

horas (Rossi et al., 2001, Tonini 2004).

Extracdo das Enzimas
As proteases foram extraidas a 25 °C e a 36 °C, em 250 mL de agua destilada
esterilizada e NaCl 2%, na razdo 5:1 (dgua ou NaCl: substrato) sob agitagdo de 150

rpm. Apds 30 minutos o extrato bruto foi recuperado por filtragdo em tecido de
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algoddo e o sélido prensado manualmente para extracdo do liquido, seguindo-se a

centrifugacdo a 8000 xg por 10 minutos, a 4 °C (Neves, 2014).

Determinacéo da atividade de proteases

Para a determinacdo da atividade proteolitica utilizou-se 150 pL do extrato
bruto e como substrato 250 pL de azocaseina 1,0% (p/v) (Sigma, St. Louis, MO USA),
em Tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2. Apds 60 minutos na reacdo mantida em camara
escura foi adicionada 1,2 mL de Acido Tricloroacético 10 % (p/v). O residuo
remanescente foi removido por centrifugacdo (8000xg), a 4 °C por 10 minutos. Do
sobrenadante foi retirado 1,2 mL para ser adicionado a 1,4 mL de Hidroxido de Sodio
1M, procedendo-se a leitura a 440 nm. Uma unidade de atividade proteasica foi
definida como a quantidade de enzima que produz uma diferenca de 1/minuto em uma
hora a 440 nm (Moreira et al., 2005). A producdo da enzima foi expressa em U/mL,
unidades por grama de substrato sélido inicial seco (Ug™) e unidades por grama de

substrato final seco (U/gss).

Resultados e discussdo

O resultado do crescimento micelial vertical de Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.)
Kumm. DPUA 1533, Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Quél. cv. Florida DPUA 1534,
Lentinus citrinus Walleyn & Rammeloo DPUA 1535 e Neolentinus lepideus (Fr.)
Redhead & Ginns DPUA 1536, em residuo agroflorestal por 15 dias estdo citados na

Figura 1.
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Nas condicdes de cultivo quando se aumentou a concentragdo de casca de
cupuacu houve reducdo do crescimento de P. ostreatus DPUA 1533, em todas as
misturas de substrato, contudo o valor maior da velocidade de crescimento vertical foi
12,6 cm, em CC+CA (1:1).

Nos substratos, o crescimento micelial médio de P. ostreatus DPUA 1533
equivaleu a 8 cm (0,53 cm/dia) e 5,3 cm (0,35 cm/dia), respectivamente, em CC + FA,
nas duas concentracBes analisadas. Em CC+CA, nas concentracdes de andlise, o
crescimento micelial médio de P. ostreatus DPUA 1533 foi de 12,6cm (0,84 cm/dia) e
4,6cm (0,31 cm/dia). Resultado inverso foi observado com P. ostreatus cv. Florida
DPUA 1534, espécie que expressou velocidade de crescimento inferior ao observado
nos cultivos de P. ostreatus DPUA 1533, registrando-se 0 maximo crescimento em
CC+CA (2:1).

Entre as espécies de Lentinus, a velocidade de crescimento foi superior nos
cultivos de L. citrinus DPUA 1535 quando comparado aos de N. lepideus DPUA 1536,
no entanto, essas espécies expressaram velocidade de crescimento méaxima, 13 cm
(0,86 cm/dia) e 12,3 cm (0,82 cm/dia), ambos os cultivos contendo CC+CA (1:1)
(Figura 1). Quanto a velocidade de crescimento, comportamento diferente foi
observado por Marino e Abreu, 2009; Rossi et al., 2001 nas investigacfes realizadas
com L. edodes, utilizando serragem de casca de coco suplementada com 5% de farelo
de arroz cujos melhores valores de crescimento micelial foram 0,53 cm/dia e com

bagaco de cana suplementado com farelo de arroz foram 0,2 cm /dia, respectivamente.
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Figura 1. Velocidade do crescimento micelial vertical de Pleurotus ostreatus
(Jacq.: Fr.) Kumm. DPUA 1533, Pleurotus ostreatus (Jacg.: Fr.) Quél. cv. Florida
DPUA 1534, Lentinus citrinus Walleyn & Rammeloo DPUA 1535 e Neolentinus
lepideus (Fr.) Redhead & Ginns DPUA 1536 em cultivos realizados em diferentes
substratos agroflorestais (valores de medidas em centimetros de crescimento das
especies, nas concentracdes e substratos [CC+FA (1:1)]; [CC+FA (2:1)];
[CC+CA (1:1)]; [CC+CA (2:1)].

Nestes experimentos, avaliando-se os dados da velocidade em resposta a
profundidade, nas misturas de substrato quando se aumentou a concentracdo da casca
de cupuacu, o crescimento vertical dos cogumelos em todos os cultivos, o
desenvolvimento micelial foi reduzido. Provavelmente, esse comportamento esteja
associado ao elevado conteudo de carboidratos (78, 48%) presente na casca de cupuagu
quando comparado ao da casca de arroz (55,55%) e farelo de arroz (50,18%),
respectivamente, visto que o teor de nitrogénio de CC (1,34%), CA (2,7%) e farelo de

arroz (1,2%) sdo inferiores ao quantativo de acao inibidora (18% e 64%) descrito na

literatura por Rossi et al., 2001 e Tonini (2004).
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Dentre as varias utilizagdes desses residuos, o uso na fermentacdo no estado
solido esta sendo uma das alternativas para geracdo de sustentabilidade, inclusive, por
esse processo diversas pesquisas estdo demonstrando o potencial da produgdo de
biocompostos de importancia nutricional, farmacéutica, entre outros (Graminha et al.,
2008).

A tabela 1 demonstra a producédo de proteases por Pleurotus ostreatus URM
4072, em diferentes substratos. Os resultados mostram que os maiores valores, em
média, da atividade proteolitica foi 15,0 U/g e 24,0 U/g, a 36 °C, nas misturas de
substratos, CC+ FA (1:1) e CC+FA (2:1), nos extratos brutos obtidos da extracdo
utilizando-se agua e NaCl, respectivamente. Quando o processo de fermentacdo foi
realizado com CC+CA, as maximas atividades de proteases, nas concentracdes 1:1 e
2:1 foi igual a 10,4 U/g e 15,0 U/g, respectivamente nos extratos brutos obtidos por
extracdo em agua e NaCl /36 °C.

Nessas condicdes, nos demais substratos, os valores de atividade foram
homogéneos. Nos trabalho realizado por Palmieri et al., 2001, utilizando P. ostreatus
como fonte de proteases seus resultados mostraram que o cogumelo também produziu
a enzima desejada, mas por fermentacdo em meio liquido e no extrato bruto a atividade

detectada foi de 10,0 e 0,3 U/mL, ao término de 3 dias de crescimento.
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Tabela 1. Média da atividade e efeito das condi¢bes de extragdo de enzimas proteoliticas de
Pleurotus ostreatus DPUA 1533 determinada no extrato bruto obtido por fermentagdo sélida em
diferentes residuos agroflorestais da Amazonia, CC+FA (Casca de Cupuagu + Farelo de Arroz);

CC+CA (Casca de Cupuagu + Casca de Arroz) narazdo 1:1e 2:1.

Substratos Substancia extratora/Proteases/ P. ostreatus URM 4072
Agua NaCl

Temperatura 25°C 36 °C 25°C 36 °C
deextragio U/mL U/gss U/g U/mL U/gss Ulg U/mL Ulgss Ulg U/mL Ulgss Ulg
CC+FA 1,0 60 144 10 53 150 048 54 120 007 50 110
(1:1)

CC+FA 053 52 123 37 100 180 2,0 62 190 50 102 240
(2:1)

CC+CA 0,15 104 1104 011 54 100 0213 10,3 100 0,03 60 93
(1:1)

CC+CA 02 504 110 15 70 140 106 60 130 220 80 150
(2:1)

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados da atividade proteolitica de P.

ostreatus cv. Florida DPUA 1534. De acordo com esses dados verificou-se que as

maiores atividades proteoliticas foram 11,0 U/g/ [CC+FA (1:1)]; 14,0 U/g/[CC+FA

(2:1)]; 12,3 U/g/[CC+CA (1:1)] determinadas nos extratos brutos oriundos da extragdo

realizada em agua destilada esterilizada, a 36 °C e 13,0 U/g/[CC+CA (2:1)] no extrato

obtido com NaCl/36 °C. Os valores da atividade proteolitica maiores de P. ostreatus

cv. Florida foram mais expressivas nos extratos obtidos com solugdo de NaCl 2% do

que em agua destilada esterilizada tanto que, neste liquido extrator ndo foi determinada

atividade proteolitica em CC+FA (1:1).
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Tabela 2. Média da atividade e efeito das condi¢cBes de extracdo de enzimas proteoliticas de
Pleurotus ostreatus cv. Florida DPUA 1534 determinada no extrato bruto obtido por fermentacédo
solida em diferentes residuos agroflorestais da Amazo6nia, CC+FA (Casca de Cupuacu + Farelo de
Arroz); CC+CA (Casca de Cupuacu + Casca de Arroz) na razdo 1:1 e 2:1.

Substratos Substancia extratora/Proteases/Pleurotus ostreatus cv. Florida DPUA 1534

Agua NaCl

Temperatura 25°C 36 °C 25°C 36 °C

deextracdo U/mL Ulgss Ulg U/mL Ulgss Ulg U/mL U/gss Ulg U/mL Ulgss Ulg

CC+FA 0,0 00 00 00 00 00 013 54 100 04 6,0 11,0

(1:1)
CC+FA 10 120 120 10 120 120 10 60 140 04 6,0 110
(2:1)
CC+CA 0,1 50 102 003 50 110 0,11 103 10,3 0,14 50 123
(1:1)

CC+CA 0,2 60 90 03 50 130 0,2 60 100 04 50 13,0
(2:1)

A tabela 3 mostra os valores da atividade proteolitica de L. citrinus DPUA
1535. Os resultados revelaram que as maiores atividades das proteases determinadas
em CC+FA (1:1) e (2:1) foi igual a 14,0 U/g e 22,0 U/g, a 25 °C, das extracOes
realizadas com agua e solucdo de NaCl. Na mistura de substrato CC+FA (1:1), as
maiores atividades foram de 13,0 U/g, nesse mesmo substrato, mas na concentracdo
(2:1), os resultados mostraram que os maiores valores de atividade proteolitica foi 12,0
Ul/g, tanto a 25 °C quanto a 36 °C, valor que predominou nos extratos originarios da

extracao realizada com agua e solugédo de NaCl.
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Tabela 3. Média da atividade e efeito das condi¢cBes de extracdo de enzimas proteoliticas de
Lentinus citrinus DPUA 1535 determinada no extrato bruto obtido por fermentacdo sélida em
diferentes residuos agroflorestais da Amazonia, CC+FA (Casca de Cupuagu + Farelo de Arroz);

CC+CA (Casca de Cupuagu + Casca de Arroz) narazdo 1:1e 2:1.

Substratos Substancia extratora/Proteases/ Lentinus citrinus DPUA 1535
Agua NaCl

Temperatura 25°C 36 °C 25°C 36 °C
de U/mL Ulgss Ulg U/mL U/gss Ulg U/mL Ulgss Ulg U/mL Ul/gss Ulg
extracdo

CC+FA 1,3 70 120 10 70 120 20 80 140 13 80 120
(1:1)

CC+FA 4,0 90 220 0,3 50 130 3,0 83 180 20 70 16,0
(2:1)

CC+CA 0,2 50 130 0,3 6,0 10,3 1,0 70 120 0,07 53 100
(1:1)

CC+CA 05 112 112 1,0 70 120 10 12,0 120 1,0 70 120

(2:1)

Os resultados da atividade proteolitica citado na tabela 4 mostra que essas
enzimas nao foram determinadas a 36 °C/CC+FA e CC+CA (1:1), nas condicdes de
analises. Nos demais substratos [CC+FA (2:1)], [CC+CA (1:1)] e [CC+CA (2:1), os
maximos valores proteoliticos foram determinados a 36 °C ( 13,0 U/g); 25 °C (11,4

U/g) e a 36 °C (12,0 U/g) (Tabela 4).
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Tabela 4. Média da atividade e efeito das condi¢cBes de extracdo de enzimas proteoliticas de
Neolentinus lepideus DPUA 1536 determinada no extrato bruto obtido por fermentacao solida em
diferentes residuos agroflorestais da Amazonia, CC+FA (Casca de Cupuagu + Farelo de Arroz);
CC+CA (Casca de Cupuagu + Casca de Arroz) narazdo 1:1 e 2:1.

Substratos Substancia extratora/Proteases/ Neolentinus lepideus DPUA 1536
Agua NaCl

Temperatura 25°C 36 °C 25°C 36 °C
deextragdo U/mL U/gss U/g U/mL U/gss Ulg U/mL Ulgss Ulg U/mL Ulgss Ulg
CC+FA 0,03 10,0 10,0 0,0 00 00 003 10,0 100 0,0 00 00
(1:1)

CC+FA 0,4 50 120 13 130 130 0,3 50 110 1,0 6,0 13,0
(2:1)

CC+CA 001 50 114 00 00 00 00 00 00 00 00 00
(1:1)

CC+CA 02 110 11 003 40 120 012 54 100 0,03 52 100
(2:1)

No substrato fermentado, as produtividade maxima das proteases nos cultivos

obtidos por fermentacdo no estado sélido foram determinadas em CC+FA (2:1) 5,0

U/mL, 1,0 U/mL, 4,0 U/mL, 1,3 U/mL, com produtividade de 0,33 U/mL; 0,06 U/mL;

0,26 U/mL e 0,08 U/mL, respectivamente para P. ostreatus DPUA 1533, P. ostreatus

cv. Florida DPUA 1534, L. citrinus DPUA 1535 e N. lepideus DPUA 1536.
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03 -
03 -
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02 -
01 -
01 -
0,0

Produtividade (U/mL/dia)

—e— P. ostreatus DPUA 1533

—=— P, ostreatus cv. Florida DPUA 1534
—a4a— L. citrinus DPUA 1535

—o— N. lepideus DPUA 1536

Figura 2. Produ

CC+FA (1:1 CC+FA (2:1) CC+CA (1:1) CC+CA (2:1)
Substratos

tividade maxima das proteases de P. ostreatus DPUA 1533, P.

ostreatus cv. Florida DPUA 1534, L. citrinus DPUA 1535 e N. lepideus DPUA

1536 obtidos por fermentacéo no estado solido.
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Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa conclui-se que a
mistura de casca de cupuagu com casca de arroz numa concentracdo de 1:1 estimulou a
velocidade de crescimento vertical nos cultivos de L. citrinus DPUA 1535, P. ostreatus
DPUA 1533 e N. lepideus DPUA 1536, obtendo valores maximos de 13 cm; 12,6 cm e
12,3 cm respetivamente;

A atividade proteolitica de P. ostreatus DPUA 1533, P. ostreatus cv.
Florida DPUA 1534, L. citrinus DPUA 1535 e N. lepideus DPUA 1536 foi
influenciada pelas condicdes de extracdo de proteases e pela composicdo das misturas
dos substratos em diferentes concentracdes, em tais substratos, Pleurotus ostreatus
DPUA 1533 e Lentinus citrinus DPUA 1535 expressaram os melhores valores de

produtividade nos substratos CC+FA (2:1).
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Abstract - The objective of this research was to select low cost natural substrate from
the Amazon for the production of biomass of Lentinus citrinus Walleyn & Rammeloo
DPUA 1535 by semi-solid fermentation. In the methodology were prepared 5 kg
plastic bags containing different combinations and proportions of cupuacu shell, rice
husk and rice bran. Substrate preparation for the production of L. citrinus, parameters
for induction of fruiting and collection of basidiomas were developed. Both the
substrates and the basidiomas were submitted to analyzes of centesimal composition in
triplicate. In the biomass production, the best averages of biological efficiency
(61.0%), productivity (0.86%), production rate (32.0%) and protein (13.44%) were
observed in the formulations different agroforestry substrates that depending on the
concentration have demonstrated the viability of the process for the growth and

production of L. citrinus DPUA 1535.

Index terms: Lentinus citrinus, semi-solid fermentation, agroforestry residues,

biological efficiency, productivity, production rate.

Producao de basidiomas em substratos agroflorestais como alternativa de
sustentabilidade na Amazonia
Resumo - O objetivo desta pesquisa foi selecionar substrato natural de baixo custo da
regido Amazonica brasileira para a producédo de biomassa de Lentinus citrinus Walleyn
& Rammeloo DPUA 1535 por fermentacdo semi-solida. Na metodologia foram
preparados sacos plasticos de 5 kg contendo diferentes combinacBes e proporcdes de
casca de cupuagu, casca de arroz e farelo de arroz. Desenvolveram-se processos para
producdo do indculo (spawn), preparacdo de substrato para a producéo de L. citrinus,

pardmetros para inducdo da frutificacdo e colheita de basidiomas. Tanto os substratos
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como o0s basidiomas se submeteram as andlises de composicdo centesimal em
triplicata. Na producdo de biomassa, as melhores médias de eficiéncia bioldgica (61,0
%), produtividade (0,86 %), taxa de producao (32,0 %) e proteina (13,44 %) foram
observadas nas formulages realizadas com os diferentes substratos agroflorestais que
dependendo da concentracdo tém demonstrando a viabilidade do processo para o

crescimento e producéo de L. citrinus DPUA 1535.

Termos de indexacdo: Lentinus citrinus, fermentacdo semi-solida, residuos

agroflorestais, eficiéncia bioldgica, produtividade, taxa de producéo.

Introducéo

Estimativas mostram que 70 % da producdo agricola e florestal ndo tém
aproveitamento, contudo, 1,25 % dessa biomassa vém sendo usada para a alimentagédo
humana, com excecdo das perdas (aproximadamente 9 %), na colheita, pos-colheita e
no beneficiamento (Bonati et al., 2003; Furlan et al., 2000; Tonini 2004; Ferreira,
2014; Silva, 2016 ).

Somado a esses, 0s residuos originarios da inddstria e comércio de alimentos
também envolvem quantidades apreciaveis de casca, caroco e outros (Senhoras 2009;
Carvalho, 2014; Assis, 2015; Inforsato e Porto, 2016).

Na Amazo0nia, a atividade agricola e agroindustrial proporcionam a geracédo de
residuos que incluem, casca, farelos e carogos, 0s quais comumente nao Ssao
reaproveitados. Entre outros residuos, o farelo de arroz, no Estado de Roraima vem

sendo usado como suplemento alimentar para aves e suinos.
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Outro residuo, contudo, nativo da Amazbnia e resultante da fruticultura
regional, também disponivel em volume consideravel, é a casca do fruto do
cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Wild. Ex. Spreng. Schum) quando descartada
no ambiente se torna um substrato para microrganismos oportunistas, além de
proporcionar o crescimento de fitopatdgenos, entre outros. Nos ultimos anos, o
aproveitamento desse substrato estd sendo na forma de adubo ou como fonte de
biomassa para produzir energia no Estado do Amazonas, uma pesquisa em
desenvolvimento (Embrapa 2005, Santos 2009).

Dentre as varias utilizagdes de residuos agricolas ou agroindustriais tem
destaque a fermentacdo no estado solida que visa a geracdo de sustentabilidade,
inclusive, por esse processo diversas atividades cientificas estdo demonstrando o
potencial da producdo de biocompostos de importancia nutricional e farmacéutica
(Chen et al., 2003; Teixeira, 2007; Graminha et al., 2008; Ravikumar et al., 2012;
Fonseca, 2013; Damasceno, 2016; Santos et al., 2016).

Assim, pelo processo de fermentacao semi-sélida, a viabilidade da producéo de
cogumelos comestiveis pode ser uma alternativa econémica para producéo de alimento
humano ou racdo animal, considerando-se a eficiéncia desses macrofungos na
bioconversdo de substratos lignocelulésicos. A facilidade de acesso aos residuos
vegetais esta associada ao estilo de crescimento dos fungos, cuja hifa tem crescimento
apical proporcionando a completa colonizacdo do substrato que pode ser utilizado
como fonte de carbono e de outros nutrientes (Deacon, 1994; Bonfa et al., 2003;
Graminha et al., 2008; Fonseca, 2013; Neves, 2014; Machado et al., 2016; Hu et al.,

2017).
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Os cogumelos séo excelentes alimentos de baixo valor calérico (30 cal/100 g de
matéria seca), tém contetdo protéico entre 19 a 35 %, fibra (4 a 20 %), carboidratos
(51 a 88 %), aminoacidos essenciais como lisina e arginina, polissacarideos, minerais e
vitaminas (B1, B2, Bz € D) (Kwon & Hobbs 2005, Furlani & Godoy 2008).

Além dos valores nutricionais, os cogumelos se sobre saem pelas propriedades
medicinais, como fontes de compostos com atividade antitumoral, imunomodulatéria,
antimicrobianos, antiflngicos, antivirais até a producdo de enzimas, reguladores de
crescimento, saborizantes e aromas (Brizuela et al., 1998; Ganeshpurkar et al., 2013;
Chien et al., 2015; Heleno et al., 2015; Reis e Rocha, 2015; Kosanic et al., 2016;
Taofiq et al., 2016).

Contudo, essas potencialidades vém contribuindo para o aumento do interesse
por esses fungos no Brasil, contudo o consumo como alimento esta dependente da
maior divulgacdo das vantagens medicinais (Dias et al., 2003; Elisashivili, 2012;
Tavares, 2015; Machado et al., 2016; Soccol et al., 2016).

Considerando os cogumelos como uma alternativa nutricional e medicinal, o
objetivo deste trabalho foi selecionar substrato natural de baixo custo disponivel na
regido amazobnica brasileira para a producdo de Lentinus citrinus Walleyn &

Rammeloo DPUA 1535.

Materiais e métodos
Cultivo e manutencéo de Lentinus citrinus DPUA 1535
Lentinus citrinus DPUA 1535 foi cedido pela Micoteca URM, da Universidade
Federal de Pernambuco, Recife-Pernambuco UFPE, Rede de Cole¢bes de Culturas de
Microrganismos do Norte e Nordeste do Brasil (RENNEBRA). Para obtencdo de

cultura viavel, as espécies preservadas em 06leo mineral, foram reativadas em agar
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batata dextrose com extrato de levedura 0,5% (p/v), a 25 °C, sem luz. Apos oito dias,

esses cultivos foram usados para obtengdo de inoculo.

Pedido de Registro de Patente

O presente estudo originou pedido de registro de patente de produto e processo
no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), sob o nimero de registro BR
000037 do 25 de Maio de 2011. Assim uma parte da metodologia que envolve as
etapas de producdo do indculo (spawn), preparacdo de substrato para a producéo de L.
citrinus, inducéo da frutificacdo e colheita tem se tornado de caréater sigiloso.

ApoOs dessas etapas 0s basidiomas foram pesados e submetidos a secagem a 40
°C, em estufa com circulacdo de ar. Finalizada a desidratacdo, o produto foi triturado
em mini processador e embalado em potes de vidro hermeticamente fechado para a
determinacéo da eficiéncia biologica, produtividade (DIAS et alli, 2003; ZANETTI;
RANAL, 1997) e taxa de producio (HERNANDEZ, 2000).

Os procedimentos foram realizados em triplicata e submetidos aos célculos das
formulas a seguir:

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

*Eficiéncia bioldgica (EB) =

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

*Produtividade (P) =

eficiénciabiol6gica

*Taxa de Producdo (TP) =
¢ao (TP) nimero total de dias de cultivo

Os residuos agroflorestais (em base seca) também foram submetidos ao
procedimento similar para caracterizagdo da composicao centesimal. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.
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Composicgéo centesimal dos basidiomas de L. citrinus e dos substratos agroflorestais

As analises de composicao centesimal foram realizadas no Centro de Apoio
Multidisciplinar Divisdo Central Analitica e no Laboratdrio de Tecnologia do Pescado
da Universidade Federal do Amazonas-UFAM.

As amostras de basidiomicetos e de substrato agroflorestal utilizados nos
experimentos foram submetidas as analises de composicdo centesimal em triplicatas
segundo metodos da AOAC (1997) descritas a seguir:

Umidade: determinada por dessecacdo em estufa com circulacdo de ar a 60 °C
(método gravimetrico) até obtencdo de peso constante A.O.A.C. (1997).

Proteina: foi determinada a concentracdo de nitrogénio (%) segundo o método micro
Kjeldahl e aplicando o fator de conversdo 6,26 para os substratos e 4,28 para 0S
cogumelos por apresentarem componente nitrogenado néo protéico e protéico (Scariot
et al. 2000, Silva et al. 2002, Silva et al. 2007).

Cinzas (residuo mineral fixo): determinado por incineracdo do material em mufla a
550-660 °C até obtencdo de cinzas esbranquicadas (A.O.A.C., 1997).

Lipidios: obtido com misturas de solventes a frio segundo o método Bligh and Dyer.
Carboidratos totais: estimados por diferenca (100 — gramas totais de umidade,
proteina, lipidios, cinzas e fibra alimentar) (LATINFOODS, 2002; NEPA 2006).
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

lipideos), preconizados pelo LATINFOODS, 2002 e NEPA 2006.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao Teste

de Tukey para as comparagdes multiplas com nivel de significancia de 5%.
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Resultados e Discusséo
A composicdo centesimal de casca de cupuagu, casca de arroz e farelo de arroz
usados como substrato para producdo de L. citrinus DPUA 1535 esté citada na tabela
1. Em casca de arroz foi determinada a maior quantidade de proteina (16,65 %), o
dobro do teor da casca de cupuacu enquanto em farelo de arroz apenas 7,74, porém,
nesse substrato, a porcentagem de lipideos foi superior (15,38%) ao demais (CC e
CA). O contetdo de cinzas predominou em casca de arroz (19,39%) e farelo de Arroz

(12,06%); carboidratos em casca de cupuagu (78,48 %).

Tabela 1. Composicdo centesimal dos substratos [g por 100 g de substrato (base seca)]

Variaveis (g/100 g ms) Casca de Casca de arroz Farelo de
cupuagu arroz
Umidade (%) 10,02 7,76 14,64
Energia (kcal) 357,17 294,65 370,1

Nitrogénio (%) 1,34 2,70 1,2

Proteina (N x 6,25) 8,36 16,65 7,74
Lipideos (%) 1,09 0,65 15,38
Cinzas (%) 2,05 19,39 12,06
Carboidratos totais (%) 78,48 55,55 50,18

Os substratos utilizados nesta pesquisa, no processo de fermentacdo no estado
solido foram escolhidos em funcdo da disponibilidade na natureza e a aquisicao
economicamente viavel na Regido Amazonica. Nos substratos avaliados verificou-se
que o numero de fluxo para obtencéo dos basidiomas de L. citrinus DPUA 1535 foram
realizadas de 2 a 4 colheitas, em cada mistura. Dados semelhantes foram observados
por Furlan et al. (2000) nos cultivos de Pleurotus sajor-caju, em palha de arroz com

farelo de arroz.
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Os resultados acerca do ciclo de cultivo de L. citrinus DPUA 1535
comprovaram a ocorréncia de precocidade de todas as etapas (miceliagdo, emissao dos
primoérdios, frutificacdo e cultivo total) quando a producdo desse cogumelo foi
realizada em CC+FA [1:1] (Figura 1). Pode-se inferir que a reducdo do tempo de
crescimento de L. citrinus DPUA 1535 pode estar associada a presenca e concentracdo
do farelo de arroz usada nesse experimento, visto que, nos demais ocorreu 0 inverso.

Com relagéo a essa proposicdo, Dias et al. (2003) cita que farelos geralmente
sdo fontes de enriquecimento de substrato utilizado para producdo de cogumelos e que
proporciona a maior velocidade de crescimento desses fungos. No entanto, em todas as
misturas de substratos, desde a miceliacdo até a frutificagdo, as estruturas que
caracterizam cada etapa do ciclo de cultivo foram formadas em periodos diferentes,
exceto o tempo de cultivo total (dias) que foi similar nos seguintes substratos: CC+CA
[1:1]; CC+CA[2:1] e CC+FA [2:1].

Esses resultados mostraram que as tecnologias utilizadas para o crescimento in

vitro de L. citrinus DPUA 1535 sdo processos viaveis para producdo desse cogumelo.

CC+CA [2:1] x
|

- i - AR
& CC+CA [11] e
[
j= -
S CCHFA [21] 2

CC+FA [1:1] :

(e ]

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Dias

O Miceliagdo B Emissdo Primordios @ Frutificagdo B Cultivo Total

Figura 1. Ciclo de Cultivo: pardmetros comportamentais na producéo de L.
citrinus DPUA 1535 (miceliacdo, emissdo de primordios, frutificacdo e
cultivo total (dias).
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Na tabela 2 estdo apresentados os dados de produtividade, eficiéncia bioldgica
e taxa de produgéo de L. citrinus DPUA 1535, nos substratos CC+FA e CC+CA, nas
proporcOes 1:1 ou 2:1. Os valores maximos de produtividade 0,86%; 0,85% e 0,73%
foram determinadas em CC+CA [1:1; 2:1] e CC+FA [1:1], respectivamente,
entretanto, estatisticamente a diferenca foi significativa (p < 0,05) entre os valores de
produtividade obtida nos substratos CC+CA (1:1), CC+CA (2:1), CC+FA (2:1) e
CC+FA (1:1).

Enquanto que as maiores porcentagens de eficiéncia bioldgica e taxa de
producéo foi observada em CC+CA [1:1 e 2:1] e em CC+FA [2:1], respectivamente.
Tais resultados mostram que o melhor residuo para producdo de L. citrinus DPUA
1535 foi a mistura CC+CA porque apresentou a maior eficiéncia biologica sem adicéo
de outros nutrientes, significando assim reducdo do custo de producéo.

Contudo, vale ressaltar que foi observado variacdo da eficiéncia bioldgica,
assim como, do formato, numero, essencialmente o tamanho dos basidiomas,
caracteristicas peculiares de cada espécie, visto que ndo ha como controlar as areas
para o surgimento dos primordios.

Os resultados mostraram também a viabilidade dos diversos substratos para
cultivo de cogumelo comestivel e que tais substratos podem se tornar o principal
produto deste processo pioneiro que pode ser uma alternativa viavel de valorizacdo e
aproveitamento de casca de cupuacu e dos rejeitos do processamento de arroz para

geracdo de sustentabilidade.
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Tabela 2 Valores médios dos pardmetros de producéo no cultivo de L. citrinus DPUA 1535¢

Substratos Concentracfes Produtividade Eficiéncia Bioldgica Taxa Producéo
(%) (%) (%)
CC+FA [1:1] 0,63 20,0° 11,72
CC+FA [2:1] 0,73° 36,3 12,0
CC+CA [1:1] 0,86" 61,0° 21,3
CC+CA [2:1] 0,85 60,0° 32,0°

4 As médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05)

A tabela 3 mostra a qualidade nutricional dos basidiomas de L. citrinus DPUA
1535 (g/100 g base seca). Nas condicdes de producéo de Lentinus citrinus URM 2672,
os valores de energia e lipideos predominaram nos basidiomas obtidos em CC+CA;
CC+FA (2:1); proteina e cinzas em CC+FA; CC+CA (1:1). Tratando-se de
carboidratos totais, 0s maiores valores foram determinados em CC+FA (1:1) e CC+CA
(2:2).

De acordo os dados obtidos, quando houve aumento do teor proteinas nos
basidiomas foi constada a reducao de lipideos e o0 aumento das porcentagens de cinzas.
Dessa forma, esses resultados estdo em conformidade com citacGes da literatura, a
composicao quimica dos cogumelos comestiveis € variavel e dependente da espécie, da
composicao dos substratos nos quais sdo produzidos e do estagio de desenvolvimento
dos basidiomas (Scariot et al., 2000; Silva et al., 2002; Shashirekha et al., 2005;

Oliveira et al., 2007; Silva et al., 2007; Carvalho et al., 2014).
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Tabela 3. Composicédo centesimal dos basidiomas de Lentinus citrinus DPUA 1535 (g/100 g de base

seca)

Variaveis (g/100 g ms)  CC+FA (1:I) CC+FA(2:1) CC+CA(L:1) CC+CA (2:1)

Umidade (%) 11 15 13 12

Energia (kcal) 347 354 339 370

Proteina (N x 4,28) 13,44 12,88 12,96 11,47

Lipideos (%) 3 6 3 6

Cinzas (%) 6 4 6 3

Carboidratos totais (%) 57 52 56 59
Concluséo

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a mistura de casca de
cupuacu, casca e farelo de arroz, dependente da concentracdo sdo substratos viaveis
para o crescimento e producdo de L. citrinus DPUA 1535. Basidiomas com maiores
teores de proteina sdo obtidos na mistura de casca de cupuacu com farelo de arroz
enguanto que basidiomas com minimo teor proteico sdo oriundos de cultivo em casca
de cupuagu com casca de arroz. Os quantitativos de proteinas expressos nos
basidiomas sdo inversamente proporcionais aos teores de nitrogénio das misturas de

substrato.
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