UNIVERSIDADE DE CAXIAS DO SUL

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E BIOLOGICAS

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Producéo de cogumelos comestiveis e fenol-oxidases de
Pleurotus sajor-caju e Lentinula edodes em residuos

lignoceluldsicos

JANE MARIA FINIMUNDI

Caxias do Sul

2011



JANE MARIA FINIMUNDI

Producéo de cogumelos comestiveis e fenol-oxidases de
Pleurotus sajor-caju e Lentinula edodes em residuos

lignoceluldsicos

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade de
Caxias do Sul, visando a obtencdo de grau de
Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Aldo José Pinheiro Dillon

Caxias do Sul

2011



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP)
Universidade de Caxias do Sul
UCS - BICE - Processamento Técnico

F498p Finimundi, Jane Maria, 1982-

Produgdo de cogumelos comestiveis e fenol-oxidases de Pleurotus
sajor-caju e Lentinula edodes em residuos lignoceluldsicos / Jane Maria
Finimundi. — 2011.

112 £. :il. ; 30 cm

Apresenta bibliografia.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade de Caxias do Sul, Programa de
Pos-Graduagdo em Bioteconologia, 2011.

Orientador: Prof. Dr. Aldo José Pinheiro Dillon.

1. Cogumelos comestiveis. 2. Cogumelos — Cultivo. 3. Biotecnologia.

L. Titulo.
CDU 2. ed.: 635.8
indice para o catalogo sistemético:
1. Cogumelos comestiveis 635.8
2. Cogumelos — Cultivo 635.8
3. Biotecnologia 60

Catalogacdo na fonte elaborada pela bibliotecaria
Carolina Machado Quadros — CRB 10/2236.




JANE MARIA FINIMUNDI

Produciio de cogumelos comestiveis e fenol-oxidases de
Pleurotus sajor-caju e Lentinula edodes em residuos

lignocelulésicos

Dissertagio apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade de
Caxias do Sul, visando a obtengo do grau de Mestre
em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Aldo José Pinheiro Dillon

' DISSERTACAO APROVADA EM 11 DE NOVEMBRO DE 2011.

i

Prof. Dr. Alzg s‘e’ Pinheiro Dillon

rignhtador

N_—

Prof®. Dr. Lorenaﬁﬁ‘ r Ballod Tavares
N \\\
%o& CM‘;&
Prof®. Dr*. Sandra Aparecida Furlan

i [/ Wy,

Prof. Dr. Mauri@q MouraLd’a Silveira




Dedico este trabalho aos meus pais
Waldacir e Cicera.



AGRADECIMENTOS

A Forca Superior, responsavel por tudo.

Ao Clayton Ferri, pelo incentivo.

A UCS, pela estrutura fisica.

A CAPES pela concesséo da bolsa de estudos.

A FAPERGS, pelo apoio financeiro.

Ao Prof° Dr° Aldo José Pinheiro Dillon, pelo carinho e conhecimentos.
Aos Prof°. Mauricio Moura da Silveira e Miriam Salvador, pelo acompanhamento.
A Leticia Osorio da Rosa, pelos ensinamentos.

A Denise Zampieri, pelo coleguismo e amizade.

A Fernanda Bettin, pelo auxilio sempre que necessario.

A Marli Camassola, pelas adaptacdes tecnoldgicas.

A Carla Todedo Ritter, pela inesquecivel recepcéo.

Aos estagiarios: Manuela Deon, Renan Alexandre Sagin e Emanuele Barbieri pela
colaboracéo.

Aos funcionarios e vigilantes, pela cooperacao.
A todos os colegas de laboratdrio, pela amizade e conhecimento.

Enfim, a todos que direta ou indiretamente contribuiram de alguma forma para a realizacdo
deste trabalho.



INDICE

LISTA DE TABELAS. ...ttt i
LISTA DE QUADROS. ...t e e neeann e ne e iii
LISTA DE FIGURAS. ...ttt n e ne e e s 1\
NOMENCLATURA ettt b et nbe e r e e s ne e e n e e nnn e X
RESUMO ...ttt b et n b e s ne e e n s Xi
PALAVRAS-CHAVE. ...ttt nnne s Xi
ABSTRACT . ettt et b et b e e be e n e e ne e Xii
KEYWORDS ...ttt b ettt e e bt e sb e e b e e e e nnneenns xii
LR (0] 5100710 TR RT 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA. ......coootiiiiiiseisseississsssssess s 4
2.1 ReSidUOS lHGNOCEIUIOSICOS.........eevieiieiiiciie e sae e sre s 4
2.1.1 Bagacos de Vitis labrusca e Malus domesStiCa...........ccccveveieeieeieerie e e 4

2.1.2 Serragem de Pinus sp. € EUCAIYPLUS SP.....cveevvveieiiiieee e 6

2.2 Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer e Lentinula edodes (Berk.) Pegler..........ccccoevvevieenene. 8

2.3 Cultivo axénico de Pleurotus sajor-caju e Lentinula edodes em residuos

o aToTot=] [V1 (01 (oo 1S U RSP 11
2.4 Biodegradacao de lignocelulose por basidiomiCetes ...........ccccvvrerinieiieninineeeeees 15
2.5 Enzimas ligninoliticas de basidiomiCetes ..........ccuereiiiriieiire e 19
3 MATERIAL E METODOS ....oouiuiimiieereieessssessesssssssssssssssssssssssssssssssasssesssssasssssssssssenns 23
L1 FUNQOS ettt bbb 23
3.2 ReSidu0s HHGNOCEIUIOSICOS. .......cuveiiiiiieieciieie e 23
3.3 Prepar0 de INOCUIDS.........ccuiiiiiiieee bbb 23

B4 IMBIOS T8 CUITIVO. .o 24



3.4.1 Meio de cultivo para manutencédo das linhagens..........c.ccccevvvieveenicic e, 24

3.4.2 Meio de cultivo para producéo de corpos de frutificacao.............ccevvevrvervenenne. 24

3.5 Sistemas para producao de corpos de frutificagao..........c.cceeveeiveiiieii s 25
3.6 Estudo da produGao ENZIMALICA.........ecvveieerieiiseere et se et sre e eenres 26
3.7 EXIrato ENZIMALICO. .. ..cveiieiiiiieiisiet et 26
3.8 Determinacdo da umidade dos residuos e SUDSEIatoS...........ccvevverieiierieresiese e, 27
3.9 Determinacgéo de pH dos residuos e extratos enzimatiCos............ccceveerereereseereeriennns 27
3.10 Calculos da producéo de corpos de frutifiCacao...........ccceevvevecieiieni e, 27
3.10.1 RENAIMENTO. ...ttt 27
3.10.2 Eficiencia BIolOQICa..........coeieeie e 28
3.10.3 ProdutIVIAAE. .........cveiiiiieeeieiteiee e 28

3.11 Analises enzimaticas, de proteinas totais e de biomassa fungica .............ccccovevvvennne. 28
SLL1L1 LACASES. ...ttt 28
3.11.2 Mangan€s PErOXIOASES. ......ccuriveieerreaiesieesieesteeresteesteesestaesreeeesseesreeseesreenseaneens 29
3.11.3 LigNina PEIOXIUASES .....eciveeriirieirieiectie ittt te st ste et e e e e sre e sre e 29
3.11.4 Oxidases do AICO0I VErariliCO .........ccoererierieiiiieiee e 29
3.11.5 PeroXidases tOLAIS. ........cveuerverieiiienieieii sttt 30
3.11.6 Proteinas tOtAIS. ........cueruerieiiriiiieieii ettt 30
3.11.7 BiomMasSa fUNQICA ....c.veveieiieiieieiieieie st 30

3.12 ANAIISES ESTALISLICAS. .....eveeeieeeiieeieie ettt 31
4 RESULTADOS E DISCUSSAOD.........ccoriiiiiiiisissessssssasesasssessssssssssssssasssasssssssssssssssens 32
4.1 Cultivos com Pleurotus sajor-Caju PS-2001.........c.couiiiiriiininisiseeieiese e 32

4.1.1 Producéao de cogumelos comestiveis de Pleurotus sajor-caju PS-2001 em bagaco

de Vitis labrusca e serragem de PiNUS SP.......uoveirieiinenenenesesesie e 32



4.1.2 Producdo de cogumelos comestiveis de Pleurotus sajor-caju PS-2001 em
bagaco de Malus domestica e serragem de PiNUS SP. ...ocovvveeieeiieiieseec e 35
4.1.3 Comparacdo da producdo de cogumelos comestiveis de Pleurotus sajor-caju
PS-2001 utilizando bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Pinus
SP. €M COMDINAGOES. .. ..veeuveeiiecie ettt sttt e te e te s e e reeee s e e reeeesnaennes 38
4.1.4 Atividade enzimatica de Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado em bagaco de
Vitis labrusca e serragem de PINUS SP ....coveiveiciieieeie s 40
4.1.5 Atividade enzimatica de Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado em bagaco de
Malus domestica e serragem de PINUS SP......eovecieieeieiiieciecce e 54
4.1.6 Comparacao de atividade enzimatica de Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado
em bagaco de Vitis labrusca, Malus domestica e serragem de Pinus sp...........c......... 66
4.2 Cultivos com Lentinula edodes LE-01...........ccceiiiiireiinineesesieeeese s 67
4.2.1 Producdo de cogumelos comestiveis de Lentinula edodes LE-01 em bagaco de
Vitis labrusca e serragem de EUCAlYPLUS SP. ..veevveeieiiieiieie e 67
4.2.2 Producdo de cogumelos comestiveis de Lentinula edodes LE-01 em bagaco de
Malus domestica e serragem de Eucalyptus SP. ....ccccveveiieiecie i 70
4.2.3 Comparacao da producdo de cogumelos comestiveis de Lentinula edodes LE-01

utilizando bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Eucalyptus

4.2.4 Atividade enzimaética de Lentinula edodes LE-01 cultivado em bagaco de Vitis
labrusca e serragem de EUCAIYPLUS SP.......oiirieiiiriiiiie e 73
4.2.5 Atividade enzimatica de Lentinula edodes LE 01 cultivado em bagaco de Malus
domestica e serragem de EUCAIYPLUS SP.....coveiiiiiiiriiiisieiieee e 84
4.2.6 Comparagéo de atividade enzimética de Lentinula edodes LE 01 cultivado em

bagagos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp............... 94



5 CONCLUSOES ..

6 PERSPECTIVAS

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 100



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Rendimento, eficiéncia biologica e produtividade de cogumelos de
Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivados em bagaco de Vitis labrusca e serragem de

Pinus sp.

Tabela 2. Rendimento, eficiéncia bioldgica e produtividade de cogumelos de
Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivados em bagaco de Malus domestica e serragem de

Pinus sp.

Tabela 3. Atividade de lacases, crescimento fangico, pH e dia do pico enzimético de
Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado em substratos empregando bagago de Vitis

labrusca e serragem de Pinus sp.

Tabela 4. Atividade de manganés peroxidase, oxidases do alcool veratrilico, lignina
peroxidase e concentracdo de proteinas totais de Pleurotus sajor-caju PS-2001
cultivado em substratos empregando bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp.

Tabela 5. Atividade de lacases, crescimento fangico, pH e dia do pico enzimatico de
Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado em substratos lignocelulésicos empregando

bagacos de Malus domestica e serragem de Pinus sp.

Tabela 6. Atividade de manganés peroxidase, oxidases do alcool veratrilico, lignina
peroxidase e quantidade de proteinas totais de Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado

em substratos empregando bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp.

Tabela 7. Atividade enzimatica, crescimento fingico , proteinas totais e dia do pico
enzimatico de Pleurotus sajor-caju PS-2001 empregando como substratos bagacos de

Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Pinus sp.

Tabela 8. Atividade de lacases, crescimento fungico, pH e dia do pico enzimatico
durante o cultivo Lentinula edodes LE-01 em substratos empregando bagaco de Vitis

labrusca e serragem de Eucalyptus sp.

34

37

51

53

64

65

67

83



Tabela 9. Atividade de oxidases do &lcool veratrilico, lignina peroxidase e
concentracdo de proteinas totais de Lentinula edodes LE-01 cultivado em substratos

empregando bagaco de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp.

Tabela 10. Atividade de lacases, crescimento fangico, pH e dia do pico enzimatico de
Lentinula edodes LE-01 cultivado em substratos empregando bagaco de Malus

domestica e serragem de Eucalyptus sp.

Tabela 11. Concentracdo de proteinas totais de Lentinula edodes LE-01 cultivado em

substratos empregando bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.

Tabela 12. Atividade enzimatica, crescimento fungico, proteinas totais e dia do pico
enzimético de Lentinula edodes LE-01 empregando como substratos bagagos de Vitis

labrusca e Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.

84

93

93

95



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Proporc¢do de residuos lignocelulésicos em base seca (m/m) utilizados em

cada substrato.

25



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Pleurotus sajor-caju PS 2001.

Figura 2. Lentinula edodes LE-01.

Figura 3. Ciclo de vida de basidiomicetes.

Figura 4. Estrutura representativa de uma parte de um polimero de lignina.

Figura 5. Principais tipos de ligacGes encontradas na lignina, com suas respectivas

proporgoes.

Figura 6. Ciclo redox da lignina peroxidase.

Figura 7. Ciclo de reacdo da manganés peroxidase.

Figura 8. Ciclo catalitico da lacase.

Figura 9. In6culo de Lentinula edodes LE-01 e Pleurotus sajor-caju PS-2001 em
diferentes tempos de colonizacdo. (A) Indculo de L. edodes, aproximadamente 15 dias
de colonizacdo. (B) In6culo de P. sajor-caju apos 25 dias de colonizacao.

Figura 10. Cogumelos de Pleurotus sajor-caju PS-2001. (A) Saco de cultivo
empregando bagaco de Vitis labrusca. (B) Saco de cultivo empregando serragem de
Pinus sp. (C) Cogumelos coletados de substrato empregando somente bagacgo de Vitis
labrusca. (D) Cogumelo coletado de cultivo empregando serragem de Pinus sp.

Figura 11. Cogumelos de Pleurotus sajor-caju PS-2001. (A) Cultivados em bagaco de
Malus domestica. (B) Primérdios em saco de cultivo. (C) Vista inferior de saco de
cultivo em serragem de Pinus sp. (D) Cogumelo produzido em S4 com Malus

domestica.

Figura 12. Rendimento dos cultivos de Pleurotus sajor-caju PS-2001 utilizando

bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Pinus sp.

11

16

21

21

22

24

33

36

39



Figura 13. Eficiéncia bioldgica dos cultivos de Pleurotus sajor-caju PS-2001

utilizando bagagos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Pinus sp.

Figura 14. Produtividade dos cultivos de Pleurotus sajor-caju PS-2001 utilizando

bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Pinus sp.

Figura 15. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado

em substratos compostos por residuos lignocelulésicos.

Figura 16. Valores de pH durante o cultivo com Pleurotus sajor-caju PS-2001 em

residuos lignocelulosicos.

Figura 17. Atividade enziméatica de lacases por Pleurotus sajor-caju e pH em
substrato composto por bagaco de Vitis labrusca.

Figura 18. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-

2001 em substrato composto por bagaco de Vitis labrusca.

Figura 19. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em

substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp. (3:1).

Figura 20. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-
2001 em substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp.
(3:1).

Figura 21. Atividade enzimética de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em

substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp. (1:1).

Figura 22. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-
2001 em substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp.
(1:2).

Figura 23. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em

substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp. (1:3).

39

40

41

42

43

44

45

46

46

47

48



Figura 24. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-
2001 em substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp.
(1:3).

Figura 25. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em
substrato composto por serragem de Pinus sp. em condi¢des de cultivo com Vitis
labrusca (1:1).

Figura 26. Atividade enzimatica de lacases e biomassa fungica de Pleurotus sajor-
caju PS-2001 em substrato composto serragem de Pinus sp. e bagaco de Vitis labrusca
(1:2).

Figura 27. Atividade enzimatica de lacases por Pleurotus sajor-caju PS-2001

cultivado em substratos compostos por residuos lignocelulosicos.

Figura 28. Valores de pH durante o cultivo com Pleurotus sajor-caju PS-2001 em

residuos lignoceluldsicos.

Figura 29. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em

substrato composto por bagaco de Malus domestica.

Figura 30. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-

2001 em substrato composto por bagaco de Malus domestica.

Figura 31. Atividade enzimética de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em

substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp. (3:1).

Figura 32. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-
2001 em substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp.
(3:1).

Figura 33. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em

substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp. (1:1).

Figura 34. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-
2001 em substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp.
(1:2).

Vi

49

50

o1

55

56

56

57

58

59

59

60



Figura 35. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em

substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp. (1:3).

Figura 36. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-
2001 em substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp.
(1:3).

Figura 37. Atividade enzimatica de lacases por Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em

substrato composto por serragem de Pinus sp. e bagaco de Malus domestica.

Figura 38. Atividade enzimatica de lacases e biomassa fungica de Pleurotus sajor-
caju PS-2001 em substrato composto serragem de Pinus sp. e bagaco de Malus

domestica.

Figura 39. Aglomerados de miceélio caracteristicos do periodo pds-colonizacdo de
Lentinula edodes LE-01 (A). Cogumelos de Lentinula edodes LE-01 produzidos em S4
com residuos de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (B). Cogumelos aderidos
ao S4 com Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (C). Vista inferior do pileo do

cogumelo Lentinula edodes LE-01 (D).

Figura 40. Cogumelos de Lentinula edodes LE-01 (A) produzidos em substrato
constituido de serragem de Eucalyptus sp., (B) produzido em S4 com bagaco de Malus
domestica, (C) produzido em S3 com bagaco de Malus domestica, (D) forma

caracteristica do cogumelo desta espécie produzido em S5.

Figura 41. Cogumelos de Lentinula edodes LE-01 (A) produzido em serragem de
Eucalyptus sp., (B) produzido em S4 com bagaco de Malus domestica, (C) produzido
em S3 com bagaco de Malus domestica, (D) S4, S5 e S3 empregando Malus

domestica.

Figura 42. Atividade enzimatica de lacases por Lentinula edodes LE-01 cultivado em

substratos compostos por residuos lignocelulésicos.

Figura 43. Valores de pH durante o cultivo com Lentinula edodes LE-01 em residuos

lignocelulosicos.

vii

61

62

63

63

69

70

71

74

75



Figura 44. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em

substrato composto por bagaco de Vitis labrusca.
Figura 45. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em

substrato composto por bagaco de Vitis labrusca.

Figura 46. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em

substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (3:1).

Figura 47. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em

substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (3:1).

Figura 48. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em

substrato composto por bagago de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (1:1).

Figura 49. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em

substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (1:1).

Figura 50. Atividade enziméatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em

substrato composto por bagago de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (1:3).

Figura 51. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em

substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (1:3).

Figura 52. Atividade enziméatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em

substrato composto por serragem de Eucalyptus sp. e bagaco de Vitis labrusca.

Figura 53. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em

substrato composto serragem de Eucalyptus sp. e bagaco de Vitis labrusca.

Figura 54. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 cultivado em

substratos compostos por residuos lignocelulésicos.

Figura 55. Valores de pH durante o cultivo com Lentinula edodes LE-01 em residuos

lignocelulésicos.

Figura 56. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em

substrato composto por bagaco de Malus domestica.

viii

75

76

77

78

78

79

80

80

81

82

85

86

86



Figura 57. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em

substrato composto por bagaco de Malus domestica.

Figura 58. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-0O1 e pH em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.
(3:1).

Figura 59. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.
(3:1).

Figura 60. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.
(1:2).

Figura 61. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.
(1:2).

Figura 62. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.
(1:3).

Figura 63. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.
(1:3).

Figura 64. Atividade enziméatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em

substrato composto por serragem de Eucalyptus sp. e bagaco de Malus domestica.

Figura 65. Atividade enzimatica de lacases e biomassa fungica de Lentinula edodes
LE-01 em substrato composto serragem de Eucalyptus sp. e bagago de Malus

domestica.
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NOMENCLATURA

ABTS: 2,2’ —azino — bis (3 — etilbenzotiazolina — 6 — sulfonado)
DMAB: 4 — dimetilaminobenzaldeido

EB: eficiéncia bioldgica

Lac: lacase

LiP: lignina peroxidase

MnP: manganés peroxidase

OAV: oxidases do alcool veratrilico

P: produtividade

PerT: peroxidases totais

R: rendimento

S: substrato
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RESUMO

Cogumelos comestiveis de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e Lentinula edodes LE-01 foram
cultivados em substratos constituidos de serragem de Pinus sp ( para P. sajor-caju) ou
Eucalyptus sp (para L. edodes) adicionados de residuos de bagacos de Vitis labrusca e Malus
domestica. Foram avaliados os parametros de producdo produtividade (P), eficiéncia
bioldgica e rendimento (R), atividade das enzimas (lacases, VAO, MnP and LiP), proteina
sollvel total e a N-acetil glicosamina liberada do micélio como uma estimativa indireta do
crescimento da biomassa. Os testes foram realizados com o0s bagacos dos dois frutos
separadamente e em serragem de Pinus sp. (para P. sajor-caju) e Eucalyptus sp.. Foram
utilizadas trés combinacGes de substratos (S) e um controle, sendo eles, S1: somente bagaco;
S2: 75% bagaco e 25% serragem (3:1); S3: 50% bagaco e 50% serragem (1:1); S4: 25%
bagaco e 75% serragem (1:3) e S5: somente serragem (controle). Os resultados mostraram
que os bagacos de V. labrusca e M. domestica e serragem de Pinus sp. foram adequados a
producdo de cogumelos de P. sajor-caju quando utilizados isolados ou em combinacGes,
destacando-se a combinacdo S4 com V. labrusca, onde foram obtidos os melhores resultados
de produtividade (P), eficiéncia biolégica (EB) e rendimento (R), de 0,59 g.dia™, 33% e 11%,
respectivamente. O substrato que possibilitou melhor atividade de lacases (Lac) foi S1 com
M. domestica (81.995 U.g™ no 30° dia), bem como a maior atividade de lignina peroxidase
(LiP - 26 U.g™) e oxidases do alcool veratrilico (OAV - 20,9 U.g™). A maior concentragdo de
protefnas totais (PT - 2.803 U.g™) foi obtida em S4 com V. labrusca. Em S3, com bagaco de
M. domestica, P. sajor-caju apresentou maior atividade de manganés peroxidase (MnP -
636,4 U.g") e a maior biomassa foi obtida em S3 com V. labrusca (8,47 mg de N-
acetilglicosamina/g de substrato no 24° dia). Para L. edodes somente V. labrusca (S4) mostrou
producdo de cogumelos com R de 12,8%, EB de 38,5% e P de 0,25 g.dia™. J& o bagaco de M.
domestica possibilitou a produgdo de cogumelos nas combinagdes S3, S4 e controle S5. S4
com V. labrusca possibilitou a maior atividade de Lac por L. edodes (2.932 U.g™ no 4° dia de
cultivo) e a mais alta atividade de LiP (2.73 U g?). Como a maior biomassa foi obtida
empregando o substrato S1 com V. labrusca no 16° dia (17,42 mg de N-acetilglicosamina/g
de substrato) e em S4 ocorreu a mais alta atividade de lacases, isto mostra que o crescimento
fangico ndo estd associado ao aumento na producdo de Lac. S1 com V. labrusca também
apresentou maiores niveis de OAV (25,94 U.g™). Mais alta concentragéo de proteinas sollveis
PT (6.858 U.g™) foi obtida empregando S1 com M. domestica. MnP e peroxidases totais de L.
edodes ndo foram detectadas nos substratos V. labrusca ou M. domestica. O bagaco de V.
labrusca demonstrou ser mais adequado a atividade de Lac por L. edodes do que M.
domestica.

PALAVRAS-CHAVE: residuos lignocelulosicos, cultivo sélido, cogumelos comestiveis,
lacases, Pleurotus sajor-caju, Lentinula edodes.
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ABSTRACT

Edible mushrooms Pleurotus sajor-caju PS-2001 and Lentinula edodes LE-01 were cultivated
on substrates constituted of sawdust of Pinus sp. (for P. sajor-caju) or Eucalyptus sp. ( for L.
edodes) added of Vitis labrusca and Malus domestica bagasse residues. The production
parameters evaluated were: productivity (P), biological efficiency (BE) and yield (Y)),
activities of enzymes (laccases, VAO, MnP and LiP), total soluble proteins and the N-acetyl
glucosamine liberated from mycelia as a indirect estimative of biomass growth. There were
three combinations of substrates (S) and a control, S1: only bagasse residues, S2: 75%
bagasse residues and 25% sawdust (3:1), S3: 50% bagasse residues and 50% sawdust (1 : 1),
S4: 25% bagasse residues and 75% sawdust (1:3) and S5: sawdust only (control). The results
showed that bagasse residues of V. labrusca and M. domestica and sawdust of Pinus sp. were
suitable for mushroom production of P. sajor-caju when used alone or in combinations,
especially S4 with V. labrusca, which obtained the best results in productivity (P), biological
efficiency (BE) and yield (Y) of 0.59 g day™, 33% and 11% respectively. The substrate which
showed the highest laccase activity (Lac) was S1 with M. domestica (81,995 U g™) and the
highest activity of lignin peroxidase (LiP - 26 U g™*) and also veratryl alcohol oxidase (VAO -
20.9 U g™). The highest concentration of total protein (TP - 2803 mg g™ of dry matter) was
obtained in S4 with V. labrusca. In S3, with bagasse residues of M. domestica, P. sajor-caju
showed higher activity of manganese peroxidase (MnP - 636.4 U g™). The highest biomass
was obtained in S3 with V. labrusca (8.47 mg N-acetyl glucosamine/g substrate on the 24 th
day). To L. edodes, only V. labrusca ( S4) showed mushrooms production with a R of
12.8%, EB of 38.5% and Y of 0.25 g day™. Only the bagasse M. domestica enabled the
production of mushrooms in S3, S4 and S5. S4 with V. labrusca also showed the highest
activity of Lac (2932 U g™ on day 4 of culture) and the highest activity of LiP (2.73 U g). As
the highest biomass was obtained in S1 with V. labrusca on the 16" day (17.42 mg N-acetyl
glucosamine / g substrate) and S4 showed highest laccases secretion, this can show that fungal
growth is not associated with increased production of Lac. S1 with V. labrusca also showed
higher levels of VAO (25.94 U g™). Higher concentration of TP (6858 mg g™*) was obtained
from S1 with M. domestica. MnP and total peroxidases of L. edodes were not detected in V.
labrusca or M. domestica. V. labrusca was more appropriate for laccase activity of L. edodes
than M. domestica.

KEYWORDS: lignocellulosic wastes, solid state cultivation, edible mushrooms, laccases,
Pleurotus sajor-caju, Lentinula edodes.



1 INTRODUCAO

A geracdo de residuos € inerente as atividades humanas desde os tempos antigos, mas
vem aumentando em quantidade e complexidade conforme as necessidades e anseios da
sociedade moderna. A constante modernizacdo da agricultura e a crescente industrializacdo de
produtos modificaram o ciclo da matéria levando a producdo de grandes quantidades de
residuos, 0s quais, na maioria das vezes, nao recebem o tratamento adequado.

A atual conscientizacdo sobre o meio ambiente busca modelos de desenvolvimento
sustentaveis que, aliados a escassez de recursos naturais, faz com que o tratamento e o destino
dos residuos se tornem um assunto de grande importancia nas politicas social e ambiental de
varios paises. Dentre o0s residuos gerados estdo os lignoceluldsicos, provenientes da
agricultura e das agroindustrias. Muitos destes residuos podem ser utilizados na alimentacéo
animal e para a producdo de adubos orgéanicos, enzimas e cogumelos comestiveis e
medicinais, demonstrando a aplicabilidade desses materiais, até ha pouco tempo descartados
de forma indiscriminada no meio ambiente.

A Regido Nordeste do Rio Grande do Sul abrange um forte setor madeireiro,
responsavel pela geracdo anual de grandes quantidades de residuos lignocelulésicos.
Somando-se a esta realidade, o desenvolvimento do setor vinicola e agroindustrial, que
abrange industrias processadoras de frutas para a producdo de sucos, vinagres, espumantes e
polpas, geram grande quantidade de bagacos que sdo descartados ou, em Gltima instancia,
utilizados como adubo ou alimentagdo animal. A ampla disponibilidade de serragens e
bagacos de frutas torna necessario o desenvolvimento de tecnologias para o aproveitamento

destes residuos.



A producdo de cogumelos comestiveis e enzimas surge como uma alternativa para
utilizacdo de residuos agroindustriais disponiveis na regido. A demanda de cogumelos no
mercado consumidor interno encontra-se em expansao, pois, além de serem considerados
ingredientes de pratos requintados, possuem significativo valor nutricional e propriedades
medicinais cada vez mais estudadas.

Os fungos de degradacéo branca Pleurotus sajor-caju PS-2001 e Lentinula edodes LE-
01 séo conhecidos por produzirem corpos de frutificacdo comestiveis e saborosos, além de
possuirem um complexo enzimatico capaz de degradar os anéis aromaticos da estrutura da
lignina, podendo ser cultivados em residuos lignocelulosicos.

As lacases estdo entre as enzimas mais conhecidas do complexo enzimatico das fenol-
oxidases. S0 responsaveis pela oxidacdo de compostos aromaticos, como 0S compostos
fenolicos altamente toxicos, carcinogénicos e alergénicos, provenientes de efluentes da
industria de papel e presentes também em inumeras substancias utilizadas em processos
industriais.

A possibilidade de extrair lacases durante o processo de cultivo sélido torna estes
fungos de importancia tecnologica, pois as aplicacdes destas enzimas incluem a capacidade de
degradar corantes da industria téxtil e efluentes da industria de papel e celulose, além de sua
utilizacdo como biossensores de poluentes ambientais, na descontaminacao de solos e outras
aplicacGes na industria quimica, farmacéutica, cosmética e de alimentos e bebidas.

Serragens de Eucalyptus sp. e Pinus sp. e bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica
podem ser utilizados como matéria-prima para a obtencao de produtos com maior valor
agregado. A disponibilidade destes residuos, aliada ao aumento no consumo de cogumelos, a
producdo de enzimas com potencial biotecnologico e ao aproveitamento de residuos
lignocelulosicos, torna de grande interesse a realizacao deste estudo.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivos:



utilizar bagaco de Vitis labrusca e Malus domestica, e serragem de Pinus sp. e Eucalyptus
sp. isoladamente e em combinagfes, como substratos para o cultivo dos fungos Pleurotus

sajor-caju PS-2001 e Lentinula edodes LE-01;

produzir cogumelos comestiveis e enzimas fenol-oxidases de P. sajor-caju PS-2001 e
L. edodes LE-01 utilizando serragem de Pinus sp. e Eucalyptus sp., respectivamente, e

bagaco de V. labrusca e M. domestica, isoladamente e em combinagdes;

avaliar a produtividade, eficiéncia biologica e rendimento da producdo de cogumelos
comestiveis de P. sajor-caju PS-2001 e L. edodes LE-01 cultivados em serragem de Pinus
sp. e Eucalyptus sp., e bagaco de V. labrusca e M. domestica, isoladamente e em

combinacoes;

quantificar em diferentes tempos a atividade de lacases de P. sajor-caju PS-2001 e L.
edodes LE-01 cultivados nas formulacdes de substratos contendo serragem de Pinus sp. e

Eucalyptus sp. e bagaco de V. labrusca e M. domestica, isoladamente e em combinacoes;

determinar as atividades das enzimas manganés peroxidase, lignina peroxidase, oxidases
do alcool veratrilico, peroxidases totais e a concentracdo de proteinas totais durante a

maior producao de lacases;

correlacionar o crescimento de P. sajor-caju PS-2001 e L. edodes LE-01 nos substratos

testados com a producédo enzimatica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Residuos lignoceluldsicos

2.1.1 Bagagos de Vitis labrusca e Malus domestica

E notavel o aumento na producdo de residuos lignoceluldsicos gerados por atividades
da agricultura e agroindustrias nos Gltimos anos. A moderniza¢do dos processos industriais
promoveu incrementos na producdo juntamente com os residuos produzidos. O interesse na
utilizacdo eficiente de residuos agroindustriais proporcionou o desenvolvimento de muitos
processos baseados nesses materiais como substratos para bioprocessos de produgdo de
proteinas isoladas, acidos organicos, etanol, cogumelos comestiveis, enzimas e metabdlitos
secundarios biologicamente importantes (Pandey et al., 1999; Massadeh et al., 2001; Rosales
et al., 2002; Laufenderg et al., 2003).

O setor agroindustrial e vinicola é responsavel pelo processamento de frutas durante o
ano todo. Como consequéncia desta intensa atividade, ocorre a geracdo de muitos residuos
lignocelul6sicos, constituidos principalmente por bagacos.

O processamento de maca pode acarretar a disponibilidade de 20 a 40% de matéria-
prima sob a forma de residuo agroindustrial, constituido de cascas e polpas (94,5%), sementes
(4,4%) e centro do fruto (1%), contendo 5% de fibras (31% de celulose, 15% de lignina, 12%
de hemicelulose e 9% de pectina insolivel em &gua) e 14% de solidos soluveis,
correspondendo a glicose, frutose e sacarose. Este residuo pode ser aproveitado para extragdo
de enzimas, constituintes de aromas e pectinas, além de ser util na formagdo de meios de
cultura para producdo de cogumelos comestiveis e de &cido citrico em fermentacdo semi-

solida (Hang, 1987; Kennedy et al., 1999; Endrep, 2000; Nogueira et al., 2005).



O bagaco de macad, incluindo as sementes, consiste em uma rica fonte de polifenois,
sendo que alguns destes constituintes, as pro-cianidinas e glicosidios da quercitina,
apresentam forte atividade antioxidante (Endref, 2000), porém, ainda é descartado ou
simplesmente utilizado como adubo organico e racdo animal.

O destino de residuos gerados pela producédo e industrializacdo da uva constitui um
problema de carater ambiental e logistico. Somente no ano de 2006, a producdo de uvas no
Brasil foi superior a 534 mil toneladas (UVIBRA, 2009). Segundo Torres et al. (2002), 13 %
de subprodutos gerados pela industria vinicola sdo descartados, gerando quase 55 mil
toneladas de residuos que poderiam ser melhor aproveitados. Quando ndo utilizados como
adubo organico, para producdo de derivados alcoolicos ou extracdo de G6leo de semente de
uva, permanecem nos estabelecimentos processadores da uva, ocupando espacos ou, Sd0
depositados de forma inadequada, causando degradacdo ambiental e contaminando cursos
d’agua (Rizzon et al., 1999).

O bagaco de uva € formado, em média, por 58% de cascas (48 a 69%), 20% de
engacos (14 a 26%) e 22% de sementes (14 a 27%). Quando dessementado, o conteddo de
fibra é diminuido e, embora apresente relevantes teores de proteina bruta (11,7 a 14,4%), é de
baixa digestibilidade (5 a 18%) quando utilizado como alimentacdo animal (Lopez, 1977).

A uva também tem sido foco de estudos por apresentar propriedades medicinais, com
destaque especial para a presenca de resveratrol e de quercetina, flavonoides com atividade
antioxidante, antiproliferativa, hipocolesterolémica, antiarterogénica e antinflamatoria, além
de serem inibidores da agregacdo plaquetaria (Maydata, 2002).

As evidéncias de que compostos fendlicos contidos na uva e derivados tém
propriedades farmacoldgicas, seja na forma pura ou de extrato, incluindo cascas ou até mesmo
a fruta ou o vinho, ja foram estudadas e comprovadas por Jayaprakasha et al. (2003), Baydar

et al. (2006) e Rhodes et al. (2006).



Estudos revelam que as sementes de uva sdo ricas em compostos antioxidantes,
incluindo compostos fenolicos (predominantemente taninos), sendo que estes compostos
reduzem o risco de doencas crénicas mediante a protecdo contra radicais livres (Gorinstein et
al., 1994). Os taninos sdo substancias fenodlicas sollveis em agua, com peso molecular
normalmente entre 500 e 3000 Da (variando até 28000), os quais formam complexos
insoliveis em &gua com alcaloides, gelatina e outras proteinas (Larbier & Leclercq, 1992).
Também sdo descritos por apresentarem atividades antimutagénica, anticarcinogénica e

antioxidante (Mukhtar et al., 1988; Gali et al., 1992).

2.1.2 Serragem de Pinus sp. e Eucalyptus sp.

A industria de base florestal é dividida de acordo com o produto final obtido, podendo
ser: lenha, postes, madeira serrada, laminas de madeira, painéis colados, compensados,
aglomerados, chapas duras de fibras, chapas de fibras de média densidade, celulose e papel.
Desses produtos, a madeira serrada e os painéis de madeira sdo alguns insumos da cadeia
produtiva madeira-moveis, 0s quais, por processos de usinagem, geram residuos sélidos em
varias etapas da cadeia (Roque & Valenca, 1998).

Goncalves (2000) classifica os processos de usinagem da madeira em abate,
descascamento, desdobro, laminacdo, producdo de particulas e beneficiamento. Cada um
desses processos é formado por diversas operagfes, as quais definem o trabalho de
transformacdo da forma da madeira num determinado processo como, por exemplo, as
operacdes de corte, sejam com uma serra de fita na serraria ou com uma seccionadora na
industria de moveis seriados.

A maioria dos residuos solidos da cadeia produtiva madeira-mdveis é gerada no
processamento da madeira serrada. Embora a fracdo percentual dos residuos varie em funcéo

de fatores como processo, maquinas utilizadas e dimensdes das toras, ocorre uma significativa



perda no desdobro e nos cortes de resserra, que para madeiras de reflorestamento se situam
entre 20 e 40% do volume de toras processadas (Finotti et al., 2006).

O processo produtivo das industrias que compdem a cadeia produtiva madeira -
moveis gera um volume significativo de residuos de madeira que, no Brasil, somente no ano
de 2004, alcancou a ordem de 19.250.000 m® nas industrias de madeira serrada, laminas e
compensados. Nestes segmentos, os residuos representaram 50,71% do volume original das
toras de arvores que Ihes deram origem (Hillig et al., 2004).

Segundo Olandoski et al. (1998), a madeira de Pinus sp. difere das nativas,
principalmente em relacdo a forma e as dimensdes, proporcionando baixo rendimento e
gerando muito residuo, que geralmente ndo é aproveitado. Em relacdo a quantidade total de
madeira que chega as serrarias, 55% sdo transformados em residuos totais (Ayala et al.,
2002). Para Fagundes (2003), a geracdo de residuos nas serrarias do Estado do Rio Grande do
Sul situa-se numa faixa entre 35 e 45% para Pinus sp. e entre 40 e 50% para madeira de
Eucalyptus sp.

Gerwing et al. (2000), estudando o rendimento médio de dez serrarias no Estado do
Pard, encontraram grandes diferencas entre elas, sendo o valor mais alto igual a 55% e 0 mais
baixo igual a 27%. Segundo os autores, industrias que contam com equipamentos modernos e
trabalham com toras de madeira de reflorestamento podem alcancar rendimentos de até 60%.

Constata-se que grande parte do residuo de madeira é gerado no processamento da
madeira serrada e que o percentual gerado em relacdo a madeira processada depende dos
fatores: tipo de processo empregado, tipo de materia-prima utilizada, produto final obtido e
condigdes tecnoldgicas empregadas. Ainda, a abundancia de matéria-prima em determinadas
regides contribui para o baixo aproveitamento. Por essas razdes, os rendimentos obtidos por
serrarias no desdobro da madeira variam de uma regido para outra e de uma industria para

outra, sendo o diagnostico fundamental para estabelecer as possibilidades de aproveitamento.



Os tipos florestais mais utilizados nas serrarias da Regido Sul do Brasil sdo Pinus sp. e
Eucalyptus sp., que correspondem a géneros de plantas chamadas exoticas, pois ndo séo de
ocorréncia natural no Brasil e que foram introduzidas com éxito nos reflorestamentos em
1904, estimulados pelos incentivos fiscais.

Hall & Braham (1998) explicam que os pinheiros sdo arvores pertencentes a diviséo
Pinophyta, incluida no grupo das gimnospermas. Neste grupo estdo inclusas as plantas do
género Pinus, da familia Pinaceae, a maioria do Hemisfério Norte. Os pinheiros também sao
extensivamente plantados em muitas partes do Hemisfério Sul, para utilizacdo em painéis,
forros, estruturas de moveis, etc.

Eucalipto é a designacdo dada a varias espécies vegetais do género Eucalyptus, que
inclui mais de 600 espécies. Sdo arvores naturais da Australia e a maioria faz parte da flora
caracteristica do continente, existindo apenas um pequeno nimero de espécies proprias dos
territorios vizinhos da Nova Guiné e Indonésia. Nenhum continente € tdo marcadamente
caracterizado por um sO género de arvore como acontece na Oceania, com 0s eucaliptos.
Estima-se que uma serraria de porte médio destinada a produzir 2000 metros cubicos de
madeira serrada de eucalipto por més gera, aproximadamente, 78 toneladas de serragem e 132

toneladas de casca (Wander, 2001).

2.2 Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer e Lentinula edodes (Berk.) Pegler

Todos os fungos sdo decompositores de matéria organica, mas somente 0s
pertencentes ao filo Basidiomycota e alguns Ascomycotas produzem cogumelos verdadeiros.
A producéo do cogumelo € o apice do ciclo vital das espécies, que também pode ser chamado
de corpo de frutificacdo, carpoforo, basidiocarpo ou basidioma. O basidiocarpo dos
Agaricales, chamado vulgarmente de cogumelo, é formado pelo estipe central, ligado a um

pileo no topo, o qual possui, em geral, forma de umbela ou chapéu e apresenta em sua



superficie inferior um tecido diferenciado, o himénio, formado por lamelas, poros ou tubos
através dos quais liberam-se esporos quando ocorre a maturacdo (Krugner & Bacchi, 1995).
Pleurotus sajor-caju (Figura 1) possui corpo de frutificacdo em formato de ostra e seu
nome vem do grego “pleuro”, que significa formado lateralmente, referindo-se a posi¢cdo do
estipe em relacdo ao pileo (Stamets & Chilton, 1983). Lentinula edodes (Figura 2) produz
cogumelo em formato constituido por pileo e estipe, popularmente conhecido como shiitake,
(shii: tipo de arvore, take: cogumelo em japonés). Ambos pertencem a classe Basidiomycetes,
grupo que abrange fungos conhecidos popularmente como cogumelos, orelhas de pau, outros
conhecidos como fungos gelatinosos, gasteromicetos, ferrugens e carvdes. Na grande maioria,
sdo fungos terrestres apresentando consisténcia fragil, morfologia bastante variavel e formas

curiosas (Urbem & Oliveira, 1998).

Figura 1. Pleurotus sajor-caju PS-2001. Figura 2. Lentinula edodes LE-01.

Os fungos dependem de outros organismos para sua nutri¢do, pois ao contrario das
plantas, ndo podem obter energia através da fotossintese sendo, assim, organismos
heterotréficos, ou seja, obtém nutrientes por absorcdo atraves da agdo de enzimas que s&o
langadas no substrato e degradam macromoléculas insoliveis em unidades monoméricas
solGveis que sdo incorporadas (Rajarathnam et al., 1998; Putzke & Putzke, 2002), o que

possibilita a esses organismos um amplo espectro de colonizagcdo em residuos organicos.
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Uma caracteristica desses fungos € a producéo de esporos ou basidiosporos, de origem
sexuada, em uma estrutura especializada denominada basidio que se encontra nos basidiomas
(Chang & Miles, 1984; Rajarathnam & Bano, 1987). A grande producdo de basidiésporos
possibilita alta dispersdo destes organismos no ambiente, podendo ocorrer por acao passiva,
através do vento e da agua, e ativa, através de mecanismos de disperséo especificos (Putzke &
Putzke, 2002).

Qua a sua morfologia, o corpo vivo do fungo € denominado de micélio, que é
constituido por uma teia fina de filamentos, as chamadas hifas (Esposito & Loguercio-Leite,
2004). Sob condicbes especificas, as hifas sexualmente compativeis juntam-se e comegcam a
formar esporos. As estruturas que produzem os esporos chamam-se de cogumelo, que é a
parte mais conspicua do organismo, mas, com efeito, trata-se apenas do corpo de frutificacao,
enguanto que a maior parte do organismo Vvivo se encontra dentro do solo ou do substrato.

Quanto a reproducdo, pode ser na forma sexuada ou assexuada (Figura 3). A
reproducdo sexuada inicia-se pela germinacdo do esporo originado dos basidios que se
encontram nas lamelas sob o chapéu. Estes esporos sdo sexuais, haploides, resultado do
processo de divisdo meiotica do basidiocarpo. Os esporos germinados ddo origem as hifas,
gue formam o micélio primario; a unido de micelios primarios compativeis gera um micélio
dicariético ou miceélio secundario, responsavel pela formacdo dos primdrdios que dardo
origem aos cogumelos (Chang & Miles, 1984; Rajarathnam & Bano, 1987).

A reproducgdo assexuada ocorre por multiplicacdo de um fragmento do cogumelo
crescido sobre um substrato favoravel e em determinadas condicgdes ideais de temperatura e
umidade. Nessa fase, o fungo ocorre como micélio vigoroso e, pela unido de hifas, ocorre a
formacgéo de estruturas rizomorficas que s@o cordbes de hifas macroscopicamente visiveis

(Eira & Minhoni, 1997).
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4 basiodiosporos Germinagéo Hifa (+)

haploides g
}k ’ g (n)

Plasmogamia
(fusao das hifas)

Meiose | Basidiocom
nucleo zigético
- 4& ) Basidio jovem Basidiocarpo
f." com 2 nucleos
|
n)
Cariogamia {/(n)

(fusdo dos nucleos) Hifas dicaridticas

Figura 3. Ciclo de vida de basidiomicetes.
Fonte: www.biologia.blogger.com.br

2.3 Cultivo axénico de Pleurotus sajor-caju e Lentinula edodes em residuos
lignocelul6sicos

Estima-se que, anualmente, sdo produzidos quatro milhdes de toneladas de cogumelos,
sendo os maiores produtores mundiais Estados Unidos, Franca, Alemanha, Holanda, Japéo e
China (Moda et al., 2005). A producdo anual de cogumelos tem crescido nos paises da
América Latina desde 1945, mas no periodo de 1995-2001, o aumento foi de 31%, um
crescimento de aproximadamente 5% ao ano. Apesar disso a América Latina produz apenas
1,3% do total de cogumelos cultivados no mundo inteiro. Dentre os maiores produtores nesta
regido estdo México (58,6%), Chile (17,6%) e Brasil (10,6%) (Taveira & Novaes, 2007).

No Brasil, o consumo de cogumelos comestiveis vem crescendo significativamente
devido ao reconhecimento do seu alto valor nutritivo e ao aumento da oferta, tornando o
produto mais popular e acessivel, sendo os principais cogumelos cultivados o Agaricus
bisporus Lange (champignon de Paris), Lentinula edodes Berk. (shiitake) e espécies do
género Pleurotus (Eira & Minhoni, 1997).

Os fungos P. sajor-caju e L. edodes, conhecidos popularmente como cogumelo ostra e

shiitake, produzem cogumelos muito apreciados por seu valor gastrondémico, nutricional e
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medicinal. Sua importancia vem crescendo devido a um mercado em continua expansao, pela
melhora da qualidade, produtividade e custo de producdo.

Considerados biodegradadores naturais, estes fungos participam do ciclo do carbono
na natureza e o0 seu cultivo estd diretamente ligado a reciclagem econdmica de residuos
agricolas e agroindustriais, produzindo alimentos de qualidade que podem ser consumidos
pelo homem. Dessa maneira, 0s nutrientes presentes nos substratos séo reciclados e retornam
para a cadeia alimentar (Alexopoulos et al., 1996; Anke, 1997).

Os residuos lignocelulodsicos estdo entre os recursos para a nutricdo destes fungos e
podem ser utilizados em sua producdo axénica, isto é, o substrato € submetido a esterilizagéo,
ou a técnicas de cultivo assépticas, até a colonizacdo total do substrato pelo fungo. A
utilizacdo desses materiais decorre da habilidade do microrganismo em sintetizar enzimas
hidroliticas e oxidativas, as quais convertem o0s componentes individuais (celulose,
hemicelulose e lignina) em compostos de menor peso molecular, que podem ser assimilados
para nutri¢do (Buswell, 1996).

O processo natural de producdo de basidiomicetes € o cultivo em meio sélido, no qual
0 microrganismo cresce em material sélido insolivel umidificado com agua, mas na auséncia
de agua livre. Estas condi¢fes imitam o ambiente natural dos fungos de degradacdo branca e,
ao mesmo tempo, apresentam grande potencial para a producdo de enzimas. Este processo
torna-se de especial interesse quando o extrato cru pode ser utilizado diretamente como fonte
enzimatica (Pandey et al., 1999).

Zadrazil & Puniya (1994) referem que, embora o aumento da concentragdo de
oxigénio favoreca a degradacdo da lignina, varias espécies de Pleurotus podem se
desenvolver em materiais lignocelulésicos com baixos niveis de O, e suportar concentragdes
de didxido de carbono de até 20%. Concentragdes acima de 20% de CO, promovem um leve

decréscimo do consumo de lignina e de matéria organica, fator que pode ser favoravel ao
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processo de cultivo, pois a maioria dos contaminantes € inibida por altas concentracdes desse
gas e pela reducéo dos valores de pH. Diéxido de carbono também é descrito como indutor da
atividade de lacases e peroxidases durante a degradacdo do substrato por fungos do género
Pleurotus.

L. edodes também é um decompositor de madeira e de residuos vegetais, responsavel
pela producdo de um complexo enzimatico capaz de degradar compostos lignocelulésicos
(Nicolini et al., 1993). O sistema de degradacdo da lignina realizado por basidiomicetes tem
aplicacBes potenciais no biobranqueamento (Onysko, 1993; Messner & Strebotnik, 1994;
Reid & Paice, 1994) e na biodegradacdo de poluentes (Field, 1993; Barr & Aust, 1994). A
biorremediacdo de efluentes industriais é alvo de pesquisas utilizando estes fungos,
confirmando-se o potencial enzimatico representado, principalmente, por lacases, manganés
peroxidases e lignina peroxidases (Mayer & Staples, 2002).

Moo-Young et al. (1983), Tengerdy (1985) e Madamwar et al. (1989) afirmam que o
uso correto do termo fermentacdo em estado solido relaciona-se ao crescimento de
microrganismos em materiais solidos na auséncia de agua livre, sendo esta necessaria ao
crescimento sob forma absorvida ou complexada no interior da matriz sélida. Estes processos
de fermentacdo apresentam alta produtividade volumétrica, concentracdo relativamente alta
de produtos, menor geracdo de efluentes e requerem equipamentos simples para 0 processo
quando comparados aos cultivos submersos (Pandey et al., 1999).

O cultivo de cogumelos em residuos agroindustriais resulta em corpos de frutificacdo
comestiveis de alto valor nutricional, por serem boas fontes de proteinas e de outras
substancias minerais de interesse como célcio, fosforo, ferro e magnésio (Breene, 1990),
fibras alimentares solaveis e insolaveis, B-glucanas, quitina, compostos fendlicos (Manzi et

al., 2004) e ribonucleases (Ngai & Ng, 2004).
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Diversos estudos relatam a producdo de cogumelos em residuos lignoceluldsicos,
como residuos do processamento de palmitos, algoddo e frutas, palhas de trigo e feijdo e
folhas de cha usadas (Chang et al., 1981). Outros pesquisadores citam ainda palha de milho e
casca de café (Dias et al., 2003), palha de arroz (Bonatti et al., 2004), polpa de café e palha
de trigo (Salmones et al., 2005), residuos de algoddo da industria téxtil (Holtz et al., 2008),
serragem de casca de coco (Marino et al., 2008), capim elefante pasteurizado (Bernardi et al.,
2009) e palha de bananeira (Rampinelli et al., 2010). Bem como, para producao de enzimas,
utilizando, residuos de laranja (Alexandrino et al., 2007) e polpa de coco (Couto & Sanroman,
2004), demonstrando a aplicabilidade desses materiais até entdo descartados.

Vaérios estudos tém mostrado que a composicdo de aminoacidos livres e de proteinas
dos cogumelos é afetada pela quantidade e a forma como o nitrogénio é fornecido.
Rajarathnam & Bano (1988) afirmam que, embora fungos do género Pleurotus tenham
habilidade caracteristica de colonizar residuos de plantas com baixo conteddo de nitrogénio
(com relacdo C/N entre 50 e 100/1), ao mesmo tempo, podem produzir corpos de frutificacdo
com alto contetdo de nitrogénio.

Zadrazil & Puniya (1995) verificaram mudancas nos conteldos de proteinas dos
corpos de frutificacdo quando cogumelos foram cultivados em meios suplementados com
nitrogénio e observaram, também, aumento no conteddo de proteina dos corpos de
frutificagcdo de P. sajor-caju crescidos em meio suplementado com farinha de soja.

A adaptacéo das espécies de Pleurotus a novos residuos exige maiores conhecimentos
sobre a composicdo do meio de cultivo, principalmente levando-se em conta a variagdo
ocasionada no teor e qualidade proteica, bem como a presenca e quantidade de minerais
destes cogumelos (Sturion & Ranzani, 2000).

Substratos de natureza pecto-celulésica, como polpas e bagacos de frutas, possuem

menor relagdo C/N, com composicdo bastante favoravel para o cultivo dessas espécies de
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cogumelos, pois contém altas concentracdes de agucares simples, facilmente disponiveis para
o fungo. Os fungos basidiomicetes P. sajor-caju e L. edodes possuem um complexo
lignocelulitico capaz de degradar a lignocelulose encontrada em diversos residuos
agroindustriais, incluindo bagacos e serragens.

O cultivo de cogumelos através de uma adaptacdo da técnica JunCao, que utiliza
gramineas em sacos de polipropileno para o cultivo, possibilita o aproveitamento de diferentes
residuos agroindustriais, com aumento da velocidade de miceliacdo e consequente reducdo no
tempo de frutificacdo (Urben, 2004). Além disso, as diferentes formulacdes do meio de
cultivo resultam em alteragdes nutricionais dos cogumelos, de acordo com o0s substratos
utilizados (Ragunathan & Swaminathan, 2003; Mendez et al., 2005; Shasshirekha et al.,
2005). Um dos fatores determinantes no cultivo de cogumelos é a selecdo de substratos para
producdo, onde materiais adequados, tanto biologicamente como economicamente, séo

essenciais para o sucesso do cultivo (Tisdale et al., 2006).

2.4 Biodegradacao da lignocelulose por basidiomicetes

A lignocelulose é o mais abundante biopolimero do planeta, sendo sua maior parte
encontrada como madeira e palhas. Aproximadamente, 50% da biomassa do planeta esta sob a
forma de lignocelulose que é composta predominantemente pelos polimeros celulose,
hemicelulose e lignina e esta distribuida amplamente em todas as plantas vasculares, onde
forma o sistema de suporte estrutural (Fengel & Wegner, 1983).

A celulose ¢ a principal estrutura que compde a parede celular das plantas superiores,
sendo circundada por hemicelulose. Consiste de um polimero linear de glicose, unidas por
ligacdes B-(1:4)-glicosidicas, apresentando alto grau de polimerizagdo. A molécula de

celulose € insoltuvel em &gua, apresenta alta resisténcia a tensao e é relativamente recalcitrante
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a degradacdo, quando comparada a outros polimeros de glicose, como o amido (Betts et al.,
1991; Ghosh & Ghosh, 1992).

A hemicelulose é formada por um grupo de polissacarideos heterogéneos encontrados
nas paredes celulares de vegetais. Os principais representantes desse grupo sao os xilanas,
xiloglicanas, B-glicanas, calose e P-mananas. Estas moléculas apresentam estrutura néo
cristalina e se encontram associadas a lignina e circundando a celulose (Betts et al., 1991;
Ghosh & Ghosh, 1992).

A lignina, um polimero fenilpropanoide amorfo com peso molecular de
aproximadamente 10° Da, constitui o segundo grupo de biopolimeros mais abundante na
biosfera (Betts et al., 1991). Os trés principais mondémeros que compdem a molécula de
lignina sdo o alcool B-cumaérico, o alcool coniferilico e o alcool sinapilico, originados a partir
da rota metabodlica do acido chiquimico.

A estrutura tridimensional randémica da lignina (Figura 4) é resultado do ataque de
peroxidases e lacases produzidas pelos vegetais a estas unidades, formando radicais
fenoxilicos de curto tempo de vida e com varias estruturas de ressonancia, 0s quais podem se

polimerizar randomicamente, formando a estrutura da lignina (Betts et al., 1991).
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Figura 4. Estrutura representativa de parte de um polimero de lignina
(Adaptado de Barr & Aust, 1994).
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Uma grande diversidade de ligacdes é encontrada na estrutura da lignina (Figura 5),
que também forma ligacdes covalentes com proteinas, especialmente com glicoproteinas da
parede celular. As ligacdes inter-monoméricas sdo muito estaveis, constituindo ligacées C-C
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Figura 5. Principais tipos de ligagdes encontradas na lignina, com suas respectivas
proporcdes (Betts et al., 1991).
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Existe ainda uma fracdo menor dos materiais lignocelulésicos, formada basicamente
por compostos fendlicos e resinas, que comumente sdo chamados de extrativos (sollveis em
solventes organicos e agua) e compreendem cerca de 2 a 4%. Cabe ressaltar que todos esses
constituintes estdo ligados quimicamente, construindo todo o complexo celular vegetal.

Os fungos sdo classificados em trés grupos conforme a sua capacidade de degradar os
componentes da madeira: fungos da degradacdo marrom, macia e branca (Amer & Drew,
1980). Os fungos de degradagdo marrom estdo associados ao decaimento da madeira e apenas
decompdem a celulose e a hemicelulose causando pequenas mudancas na lignina. A aparéncia
de um material lignocelulésico decomposto por fungos de decomposi¢do marrom é coloracdo

castanha e a facilidade de quebra em cubos no sentido transversal ao das fibras.
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Os fungos de degradacdo macia sdo Actinomycetos capazes de degradar lignina e 0s
demais materiais celuldsicos, embora a degradacgéo da lignina seja limitada e menos eficiente
do que quando efeuada por fungos de podridao branca.

Por sua vez, os fungos da decomposicdo branca sdao os mais ativos degradadores de
madeira sendo capazes de degradar todos os seus componentes, inclusive a lignina.
Apresentam a capacidade de remover, pelo menos em parte, os taninos, levando ao
branqueamento da madeira, que se rompe facilmente no sentido das fibras vegetais.

Estudos da biodegradacdo da lignina sdo de grande importancia para possibilitar
aplicacdes biotecnoldgicas materiais lignocelulosicos, visto que polimeros de lignina sdo um
dos obstaculos para a eficiente utilizacdo destes materiais em um grande nimero de processos
industriais. Sua degradacdo ocorre, primeiramente, através da acdo dos fungos da degradacéo
branca; consequentemente, este grupo ecoldgico também tem sido alvo de muitas pesquisas
(Eggert et al., 1996).

Durante a decomposi¢do, o0s componentes dos materiais lignoceluldsicos sédo
progressivamente despolimerizados e, finalmente, transformados em diéxido de carbono e
agua, fechando o ciclo do carbono que se iniciou na fotossintese realizada pelo préprio
material lignocelulésico quando ainda ativo. Em geral, € possivel distinguir trés modos para o
balanco de massas envolvido na degradacdo de cada componente dos materiais
lignocelulésicos. Os fungos de decomposicdo marrom degradam principalmente 0s
polissacarideos e geram um residuo enriquecido com lignina. Os fungos de decomposi¢do
branca podem degradar os materiais lignocelulosicos de duas formas distintas: uma delas, a
mais tipica, envolve remocdo simultanea de todos os componentes; a outra, menos frequente,
envolve remocédo seletiva de lignina e hemiceluloses, mantendo a celulose praticamente

intacta (Agosin et al., 1990, Ferraz et al., 2000).
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Considerando que a lignocelulose representa a maior parte da biomassa da biosfera,
sua degradacdo torna-se essencial ao funcionamento do ciclo do carbono. A capacidade de
microrganismos assimilarem material organico, por sua vez, depende da sua capacidade de
produzir as enzimas necessarias para a degradacdo do substrato em moléculas menores, as
quais podem ser utilizadas pelas células (Tuomela et al., 2000).

P. sajor-caju PS-2001 foi estudado quanto a possibilidade de cultivo em meio liquido
visando a producdo de biomassa (Confortin et al., 2008) e também em cultivo solido para
obtencdo de fenol-oxidases para a remocdo de fendis de efluente papeleiro (Munari et al.,
2007) e descoloracdo de corantes téxteis (Munari et al., 2008) demonstrando o potencial

biotecnologico deste microrganismo.

2.5 Enzimas ligninoliticas de basidiomicetes

Os fungos de degradacédo branca desempenham um importante papel na decomposicéao
da lignina, sendo este processo catalisado por enzimas ligninoliticas que sdo habeis em oxidar
0s anéis aromaticos da estrutura da lignina. Manganés peroxidases (MnP) e lacases (Lac) de
basidiomicetes sdo as mais importantes dentre as enzimas ligninoliticas e também sdo habeis
em degradar polimeros aromaticos e xenobidticos existentes em poluentes ambientais (Scheel
et al., 2000).

Desde a descoberta da lignina peroxidase (LiP) em 1983 (Glenn et al., 1983; Tien &
Kirk, 1983) e, posteriormente, das manganés peroxidases (Kuwahara et al., 1984), grande
parte do que foi estabelecido sobre a biodegradacdo da lignina provém de experimentos
realizados com o basidiomicete Phanerochaete chrysosporium e espécies do género
Pleurotus, amplamente estudadas quanto a esta caracteristica (Camarero et al., 1996). Com
base nesses estudos, as enzimas envolvidas na degradacdo de lignina podem ser agrupadas em

duas classes distintas: fenol-oxidases e enzimas que produzem perdxido de hidrogénio.
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As fenol-oxidases compreendem um grupo de enzimas caracteristico por pertencerem
as metaloproteinas. Entre as fenol-oxidases, ainda se podem descrever dois subgrupos: um
contém as enzimas dependentes de perdxido ou peroxidases. As peroxidases que estdo
envolvidas na biodegradacao da lignina sdo LiP e MnP. As figuras 6 e 7 apresentam de forma
resumida o ciclo de reacdo destas enzimas. Ambas sdo comumente produzidas por fungos de
degradacdo branca. No entanto, existem espécies de fungos que séo eficientes degradadoras
de lignina que produzem somente um ou outro subgrupo dessas enzimas; 0 outro grupo
contém as Lac, cuproproteinas que ndo dependem de peroxido para atuar.

Segundo Pandey et al. (1999), LiP e MnP séo produzidas em resposta a baixos niveis
de fontes de nutrientes, como carbono e nitrogénio. Lac e MnP catalisam a formacao de
radicais intermediarios da lignina de alto peso molecular, oxidando componentes fenolicos da
lignina. A LiP ¢é eficiente na oxidacdo de estruturas fendlicas e ndo fendlicas (Barr & Aust,
1994). Também degrada anéis aromaticos alcoxilados do tipo da lignina como também gera
quebra de anéis em modelos da lignina diméricos como poliméricos e em cloroligninas. De
forma geral, a LiP gera: oxidacdo de alcoois benzilicos, quebra de cadeias aromaticas laterais
Ca-CpB, desmetilagdo, rearranjos intramoleculares e quebra de ané€is em compostos nao
fenolicos relacionados & lignina. Alcool veratrilico tem um papel importante na catalise da
LiP: é o redutor preferido pela enzima, produzida pelo fungo de degradacdo branca apds
ligndlise e, aparentemente, protege a enzima contra a inativacdo do excesso de perdxido de
hidrogénio (Duran, 2004).

MnP tem sido amplamente estudada, pois a maioria dos fungos de degradacdo branca
produzem pouca LiP (Cohen et al., 2002) e é considerada uma enzima chave na ligninolise
realizada por fungos da decomposicdo branca (Sasaki et al., 2001). Essa enzima, muito

semelhante a LiP, é extracelular, glicosilada e possui um grupo prostético heme. Entretanto, é
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dependente de peréxido de hidrogénio e do fon Mn*?, o-cetoacidos como lactato estabilizam

sua atividade oxidativa (Duran, 2004).

LiP + H,O, —p H,O + LiPl (Compound I)
LiPlI + Valc —  Valc" "+ LiPII (Compound II)
LiPII + Valc + 2HY ——»  Valc"'+ H;0 + LiP (native enzyme)

Figura 6. Ciclo redox da lignina peroxidase. (Valc™ corresponde ao radical cation de &lcool
veratrilico. Fonte: Schoemaker & Piontek, 1996.)

MnP + H,0, — MnPI + H,0 (1)

MnPI + Mn" — MnPII + Mn'" 2)
MnPII + Mn" — MnP + Mn™ + H,0 (3)
Figura 7. Ciclo de reacdo da manganés peroxidase.

Lac sdo fenol-oxidases produzidas por fungos como também por plantas. Pertencem
ao grupo das oxidases que complexam cobre, possuem quatro ions de cobre por molécula
(Thurston, 1994) e atuam diretamente sobre estruturas fendlicas por meio da oxidagdo dos
fendis pela abstracdo de um elétron mediada pela reducéo de Cu** a Cu'*, que, por sua vez,
reduz O, a H,O, permitindo que a enzima atue de forma ciclica (Figura 8). Lac podem
tambem degradar estruturas ndo fenolicas por meio de mediadores, como o ABTS. Nesse
caso, a enzima € capaz de oxidar alguns mediadores que possuem potenciais de ionizagédo
mais elevados que o proprio potencial de oxidacdo da Lac (Li et al., 1999). Esses mediadores,

ao serem reduzidos ao estado original podem, entdo, oxidar estruturas nao fendlicas.
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D C Lacase (LL[Z*)D C PhO
PhOH

Lacase red. (Cul*)

Figura 8. Ciclo catalitico da lacase.

PhOH representa um substrato fenélico. A estequeometria do ciclo envolve quatro Cu®*
(normalmente ligados a uma Unica proteina ou duas cadeias proteicas acopladas),
quatro substratos fendlicos, quatro protons e uma molécula de O,.

As enzimas sdo biocatalisadores, ou seja, sdo proteinas produzidas pelas células com a
finalidade de acelerar as rea¢des quimicas do metabolismo. Sédo bastante especificas quanto a
sua funcgéo e, sendo assim, podem ser encontrados diversos tipos de enzimas biossintetizadas
para catalizar os diferentes tipos de reacdo bioquimica (Angelo, 2004). As enzimas
ligninoliticas apresentam um grande potencial na biotransformac&o de ligninas e de seus
derivados como também em aspectos ambientais. Essas enzimas tém um papel importante na

descontaminacdo de efluentes papeleiros e téxteis, também em sua utilizacdo em biossensores

para detectar fendis em ambiente contaminado (Durdn & Esposito, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Fungos

Neste trabalho, foram utilizadas as linhagens Pleurotus sajor-caju PS-2001 e
Lentinula edodes LE-01, pertencentes a colecdo do Laboratério de Enzimas e Biomassas,

Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul.

3.2 Residuos lignocelulésicos

As serragens utilizadas neste trabalho foram fornecidas por serrarias da regido
consistindo de Pinus sp. para o cultivo de P. sajor-caju PS-2001 e, Eucalyptus sp. para
L. edodes LE-01. Os bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica foram oriundos de
vinicolas e empresas processadoras de frutas, respectivamente, e ambos foram utilizados para
o cultivo dos fungos estudados. O bagago de V. labrusca foi composto pela variedade bordo e
ndo possuia engacos. As serragens possuiam pouca umidade, entre 1 e 8%, j& os residuos de
frutas apresentaram umidade entre 55 e 80%, sendo dispostos ao sol para reducdo do excesso
de umidade ou adicionando-se agua para correcdo da umidade até 66% no preparo dos

substratos, quando necessario.

3.3 Preparo de in6culos

Géos de trigo (Triticum sp.) foram imersos em agua na proporcdo 1:2 (m/v) e
autoclavados (durante 15 min a 1 atm). Apos, adicionou-se 1% (m/m) de carbonato de célcio
(CaCOs3) em base seca. A umidade obtida ficou entre 55% e 60%, conforme Minhoni & Zied
(2008). Os gréos foram acondicionados em frascos de vidro com 350 g cada, tampados e
esterilizados em autoclave durante 2 horas. Cada frasco foi inoculado, em capela de fluxo

laminar, com cinco discos de &gar de 1,5 cm de diametro contendo miceélio fangico, retirados
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com um cilindro de vidro a partir da extremidade de placas de manutencédo das linhagens. Os
frascos inoculados foram mantidos em temperatura de 25£2°C em compartimento escuro para

o0 desenvolvimento micelial durante um periodo de 15 a 20 dias (Figura 9).

Figura 9. Indéculo de Lentinula edodes LE-01 e Pleurotus sajor-caju PS-2001 em
diferentes tempos de colonizagao. (A) Indculo de L. edodes com aproximadamente 15 dias de
colonizacéo. (B) Indculo de P. sajor-caju apds 20 dias de colonizacgao.

3.4 Meios de cultivo

3.4.1 Meio de cultivo para manutencgao das linhagens

As linhagens foram mantidas em meio constituido de 2% (m/v) de serragem moida
(Eucalyptus sp. para L. edodes LE-01 e Pinus sp. para P. sajor-caju PS-2001), 2% (m/v) de
farelo de trigo moido, 2% (m/v) de &gar-agar , 0,2% (m/v) de CaCO; e agua destilada, sendo

autoclavado por 30 min a 1 atm. As placas com as linhagens foram mantidas em estufa a 28°C

até o crescimento micelial e, ap6s, armazenadas a 4°C.

3.4.2 Meio de cultivo para producédo de corpos de frutificagdo
Os meios de cultivo para producdo de cogumelos foram elaborados utilizando cinco
proporc¢des de residuos lignoceluldsicos, visto que cada proporcdo consistia num substrato

(S). Cada substrato foi composto de 94% (m/m) de bagaco de fruta, uva ou maca, e/ou
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serragem de Pinus sp. ou Eucalyptus sp., conforme o fungo empregado. Dentro dessa

proporcéao (94%), cada tratamento foi composto conforme apresentado no Quadro 1.

Quadro 1. Proporcao de residuos lignoceluldsicos em base seca (m/m) utilizados em cada
substrato.

Residuo lignocelulésico (94%0)
Substrato Bagaco de Vitis labrusca ou Serragem de Pinus sp. para Pleurotus
Malus domestica para ambos os | sajor-caju PS-2001 ou Eucalyptus sp.
fungos estudados (%b) para Lentinula edodes LE-01 (%)
S1 100 -
S2 (3:1) 75 25
S3(1:1) 50 50
S4 (1:3) 25 75
S5 - 100

Os residuos lignocelulésicos (fonte de carbono) na proporgdo de 94% (m/m) em cada
tratamento foram suplementados com 5% (m/m) de farelo de trigo (fonte de nitrogénio) e 1%
(m/m) de CaCOjs (fonte de célcio), conforme concentragdo proposta por Tan & Wahab (1997).
O cultivo de P. sajor-caju PS-2001 foi suplementado com solugdo mineral constituida
(NH4)2S04, MnS0O4.H,0, CuS0O4.5H,0 e fenol, segundo Silva (2004), que favorece o
aumento da biomassa fungica e consequentemente, a frutificacdo. Cada tratamento foi

homogeneizado com a adi¢do de agua destilada até obtencdo de cerca de 66% de umidade.

3.5 Sistemas para producao de corpos de frutificacio

A producdo de cogumelos foi realizada utilizando sacos de polipropileno
transparentes, que facilitam a visualizagdo do crescimento do micélio e possiveis
contaminagdes, com dimens@es 30 x 30 cm, contendo 300 g do meio de cultivo em base seca.

Cada saco de cultivo foi fechado e autoclavado durante 2 h. Apds os substratos esfriarem,
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foram inoculados em capela de fluxo laminar com 5% (m/m) de in6culo, fechados e mantidos
em camara de crescimento em temperatura de 25+2°C até completa colonizacdo. Apos, cada
saco recebeu pequenas perfuracdes para que houvesse a entrada de ar (diminuindo a
concentracdo de CO, e aumentando a de O,), e umidade, 0 que estimula a formacéo de corpos
de frutificacdo, e foram transferidos para a sala de frutificacdo, com temperatura entre 15 a
20°C. A coleta dos cogumelos foi realizada antes da liberagcdo dos esporos, pois neste estagio
0 mesmo apresenta consisténcia turgida e maior tempo de prateleira. Apos a liberacdo dos

esporos, comeca a senescéncia do cogumelo e sua durabilidade é diminuida.

3.6 Estudo de producdo enzimatica

A producdo enzimatica foi avaliada utilizando cultivos realizados em sacos de
polipropileno com dimensdes 16 x 30 cm e 50 g do tratamento em base seca. Cada saco ou
biorreator de cultivo sélido foi fechado e autoclavado durante 2 h. Apo6s os substratos
esfriarem, foram inoculados em capela de fluxo laminar com 5% (m/m) de in6culo, fechados
e mantidos em camara de crescimento em temperatura de 25+2°C. As amostras para as

analises foram coletadas a cada 48 horas, durante 30 dias.

3.7 Extrato enzimatico

O contetdo dos sacos foi homogeneizado manualmente e aliquotas do substrato de
cada fermentador foram suspensas em agua destilada na concentracdo 1:2 (m/v), agitadas por
30 min a 200 rpm a 4°C. Os solidos foram removidos por filtracdo com papel filtro e o caldo
enzimatico centrifugado a 3000 rpm, por 30 min. O extrato aquoso obtido foi utilizado para as
determinagfes enzimaticas e de proteinas soluveis. Todas as atividades enzimaticas foram

determinadas em unidades internacionais por mL (U.mL™), definidas como nimero em pmol
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de produto liberado por mL por minuto. Os resultados foram convertidos para U.g™ através da
seguinte férmula:

Ativ. enziméatica (U.mL™) x (Y + 50) = Ativ. enzimética U.g™, onde:
(25-Y)

Y = (umidade x 100 x 25)
100

3.8 Determinacdo da umidade dos residuos e substratos
A umidade dos residuos e substratos foi determinada gravimetricamente, ap6s

secagem em estufa a 100°C até peso constante.

3.9 Determinacéo de pH dos residuos e extratos enzimaticos

A determinac&o de pH dos residuos e dos extratos enzimaticos foi realizada utilizando-
se um pH-metro. A medicdo foi realiza diretamente nos extratos enzimaticos de cada
tratamento. Para os residuos, foi realizada diluicdo em agua destilada na concentracdo 1:2

(Miv).

3.10 Calculos da producdo de corpos de frutificacdo
O rendimento, a produtividade e a eficiéncia biologica foram calculados conforme

método proposto por Yildiz et al. (2002) ao final da primeira coleta, em cada tratamento.

3.10.1 Rendimento
O rendimento (R) foi determinado utilizando-se a seguinte férmula:

R = MASSA FRESCA DOS COGUMELOQOS x 100
MASSA FRESCA DO SUBSTRATO

Os resultados foram expressos em porcentagem.



28

3.10.2 Eficiéncia biologica
A eficiéncia bioldgica (EB) foi determinada utilizando-se a seguinte formula:

EB = MASSA FRESCA DOS COGUMELOS x 100
MASSA SECA DO SUBSTRATO?

Os resultados foram expressos em porcentagem.
3.10.3 Produtividade
A produtividade (P) foi determinada utilizando-se a seguinte formula:

P= EFICIENCIA BIOLOGICA
NUMERO TOTAL DE DIAS DE CULTIVO

Os resultados foram expressos em % g.g -.dia-1.

3.11 Analises enzimaticas, de proteinas totais e de biomassa fungica

Foram determinadas as atividades enzimaticas de lacases (Lac) e a concentracdo de
biomassa fungica a cada dois dias durante 30 dias de cultivo. O perfil de lacases foi
correlacionado com a biomassa. Na data de maior atividade de Lac, foram determinadas as
atividades de: manganés peroxidase (MnP), lignina peroxidase (LiP), oxidases do alcool
veratrilico (OAV), peroxidases totais (PerT) e, também, a concentracdo de proteinas totais

(PT).

3.11.1 Lacases

A atividade de Lac foi determinada com o uso do substrato 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS). A mistura reacional continha 0,45 mM de ABTS, 90
mM de tampéo acetato de sodio pH 5,0 e 1 mL de extrato enzimatico. A oxidagdo do ABTS
foi monitorada pelo aumento da absorbancia em 420 nm, durante 90 s, a 25°C, utilizando-se €

= 3,6 x 10*M™.cm™ (Wolfenden & Wilson, 1982).
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3.11.2 Manganés peroxidases

A atividade de MnP foi determinada pelo método proposto por Kuwahara et al.
(1984). A mistura reacional consistia de 50 ug.mL'1 de vermelho de fenol, 50 uM de sulfato
de manganés, 50 pM de H,0», 12,5 uM de lactato de sddio, 500 pM.mL™ de albumina bovina
em tampdo succinato de sodio pH 4,5, sendo adicionados 0,5 mL de extrato enzimatico. Apds
5 min a 30°C, as reacdes foram interrompidas pela adigcdo de 40 uL de NaOH 2M. A
formacdo do produto de oxidacdo foi quantificada pela variacdo da absorbancia (610 nm),
sendo considerado como branco uma amostra em tempo zero de reacdo, utilizando-se € = 4,46

x 10*Mtcem™.

3.11.3 Lignina peroxidases

A atividade de LiP foi determinada pela formagao de veratrilaldeido (¢ = 9,3 x 10°M™,
cm™), numa mistura reacional contendo 1 mM de 4lcool veratrilico na presenca de 500 uM de
H,0, em meio tamponado com 250 mM de tartarato de sédio pH 3,0, com volume final de 2
mL (Tien & Kirk, 1984). As reacbes foram iniciadas pela adicdo de 0,5 mL de extrato

enzimatico e a variacdo de absorbancia observada durante 5 min, a 30°C.

3.11.4 Oxidases do alcool veratrilico

Para a determinacdo da atividade de OAV, foi observada a formacdo de aldeido
veratrilico a partir de uma reacdo contendo 1 mM de alcool veratrilico, 250 mM de tampé&o
tartarato de sodio pH 5,0 e 0,5 mL de extrato enzimatico, com volume final de 2 mL, sendo a
reagdo monitorada durante 5 min, a 30°C, utilizando-se € = 9,3 x 10> M™.cm™ (Bourbonnais

& Paice, 1988).
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3.11.5 Peroxidases totais

PerT foram determinadas utilizando-se procedimentos semelhantes aos adotados para
Lac (Heinzkill et al., 1998), utilizando ABTS como substrato redutor, entretanto, na presenca
de 200 uM de H,0, na reacdo. As atividades de peroxidases foram subtraidas das atividades

detectadas para lacases.

3.11.6 Proteinas totais

Proteinas totais foram determinadas pela analise do complexo azul formado pela
ligacdo das proteinas do extrato enzimatico ao corante Comassie Brilliant Blue G-250 a 595
nm (Bradford, 1976). A concentracdo foi estimada correlacionando a absorbancia das

~ . . ~ _1
amostras a uma curva padrdo de albumina bovina com concentracdes entre 2 e 30 pg.mL™.

3.11.7 Biomassa fungica

A biomassa fungica foi medida indiretamente conforme metodologia adaptada de
Bittencourt et al. (2002). Dessa forma, foram retirados 500 mg de substrato de cada
biorreator, previamente homogeneizado manualmente. As aliquotas foram tratadas com 3 mL
de tampdo citrato (0,05 M) em ultra-som (f = 40 kHz, P = 81 W) por 1 hora. Apds, foram
acrescentados 2 mL de uma solucdo 5% (m/v) da enzima quitinase, Glucanex® (Novozymes),
diluida em tampdo citrato de sodio (0,05 M). As amostras, em triplicata, foram mantidas em
banho agitado por 24 horas, em temperatura de 45°C a 40 rpm, sendo posteriormente retiradas
para a dosagem de N-acetilglicosamina.

A hidrdlise enzimatica foi interrompida fervendo-se o conteddo dos frascos a 100°C,
durante 5 min. As amostras foram retiradas e centrifugadas por 30 minutos a 1000 rpm e apds,
500 pL da amostra foram dispostas em tubos de ensaio para determinacdo de N-

acetilglicosamina.
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Para determinacdo de N-acetilglicosamina (Reissig et al., 1955), a um volume de 500
uL de amostra foram acrescentados 100 puLL de uma solugdo de tetraborato de potassio, sendo
a mistura mantida em agua fervente por 3 min. Apos, 0s tubos de ensaio contendo a amostra e
a solucdo de tetraborato de potassio foram resfriados em agua corrente e a eles foram
adicionados 3 mL de um solucéo diluida de dimetilamino-benzaldeido (DMAB). A solucdo de
DMAB concentrada foi obtida dissolvendo-se 10 g de DMAB em 100 mL de uma solucéo de
acido acético-acido cloridrico (12,5 mL de HCI 10 M completada para 100 mL com acido
acetico glacial). Para uso, a solucdo concentrada foi diluida em uma proporcdo de 1/10 em
acido aceético glacial. As solucbes contendo DMAB foram dispostas em banho a 36-38°C por
20 min e lidas em espectrofotometro (A= 583 nm).

A curva padrdo foi preparada a partir de uma solucdo contendo 11 mg de
N-acetilglicosamina, completando-se para 100 mL com agua destilada. Desta solucdo, foram
utilizados volumes de 100 a 500 pL, completando-se com agua destilada até um volume final

de 500 pL, para reagdo com 3 mL da solugdo de DMAB.

3.12 Anélises estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA) e

comparados pelo teste de Tukey, com intervalo de confianga p<0,05, usando o programa

Graph Pad Prism® (Graph Pad Software, San Diego, USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultivos com Pleurotus sajor-caju PS 2001

4.1.1 Producdo de cogumelos comestiveis de Pleurotus sajor-caju PS-2001 em
bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp.

Os cogumelos comestiveis do género Pleurotus apresentam adaptabilidade em
diferentes residuos lignocelulésicos, sendo facilmente cultivados nos mais diversos tipos de
substratos, como madeira, serragem, palha de cereais, bagaco de cana-de-agucar, residuos de
café (borra, casca, talos e folhas), folhas de bananeira, caroco de algoddo e polpa de soja
(Farias, 1999). Entretanto, o tipo de substrato utilizado é de grande importancia, pois pode
propiciar rapida colonizacéo e frutificacdo.

Neste trabalho, foram testadas as seguintes combinacGes de substratos para a produc¢éo
de cogumelos: substrato 1 (S1): somente bagaco de Vitis labrusca; substrato 2 (S2): 75%
bagaco de V. labrusca e 25% serragem de Pinus sp. (3:1); substrato 3 (S3): 50% bagaco de V.
labrusca e 50% serragem de Pinus sp. (1;1); substrato 4 (S4): 25% bagaco de V. labrusca e
75% serragem de Pinus sp. (1:3) e substrato 5 (S5): somente serragem de Pinus sp., adotado
como controle.

Os cultivos realizados com P. sajor-caju PS-2001 empregando bagaco de V. labrusca
e serragem de Pinus sp. apresentaram a primeira “frutificacdo” 37 dias ap6s a inoculacdo nos
substratos 2 e 4. As demais combinacfes de substratos testadas apresentaram a primeira
frutificac@o apos esta data, estendendo-se o periodo de coletas até 68 dias apds a inoculagéo.

Os cogumelos obtidos neste cultivo apresentaram umidade em torno de 85%,
tamanhos variados, desde cogumelos pequenos (5,5 X 4 cm) a consideravelmente grandes
(12,5 x 8,5 cm), coloracéo acinzentada e uniforme, caracteristica da espécie, odor agradavel e

textura tenra, como pode ser observado na Figura 10. Ndo foram observadas alteragdes
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morfologicas nos cogumelos produzidos nestes substratos, como relatado por Leifa (1999)

com cogumelos Pleurotus sp. produzidos em borra de café.

\ % <
Figura 10 Cgumelos de Pleurotus sajor-caju PS-2001.

(A) Saco de cultivo empregando bagaco de Vitis labrusca. (B) Saco de cultivo
empregando serragem de Pinus sp. (C) Cogumelos coletados de substrato contendo somente
bagaco de Vitis labrusca. (D) Cogumelo coletado de cultivo contendo serragem de Pinus sp.

Embora os valores médios de rendimento (R), eficiéncia bioldgica (EB) e
produtividade (P) tenham sido diferentes, os tratamentos ndo diferiram estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05) devido aos desvios padréo apresentados. Os dados de R, EB e P deste
cultivo estdo descritos de forma detalhada na Tabela 1. O maior valor de R de cogumelos
obtido com os residuos bagaco de V. labrusca e serragem de Pinus sp. ocorreu com o S4, que
apresentou 11%, média superior ao valor de 5,6% observado no controle S5. As condicdes S1,
S2 e S3 apresentaram valores semelhantes de R, 6,2; 7,4 e 6,8, respectivamente.

A maior média de EB, que representa o percentual de conversdo do substrato em corpo

de frutificacdo em base seca (Zhang et al., 2002), foi obtida no S4, com 33%, seguido de S2,

(22,3%). S3, S1 e o controle S5 apresentaram valores menores de EB, de 20,3; 18,6 e 15%,
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respectivamente, mesmo assim, superiores aos obtidos em residuos de fiacdo e tecelagem
citados por Holtz et al. (2007), que obtiveram o valor de 8,5%.

S4 foi o substrato que possibilitou a maior média de produtividade, de 0,6 g.dia™,
seguido dos substratos S2, S3, S1 e por ultimo o controle S5, que apresentaram 0,47; 0,4; 0,35

e 0,23 g.dia, respectivamente.

Tabela 1. Rendimento, eficiéncia bioldgica e produtividade de cogumelos
Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivados em bagago de Vitis labrusca e serragem de Pinus

sp.

Caracteristicas da producdo de cogumelos de Pleurotus sajor-caju

Substratos  pondimento (%)  Eficiéncia Biolégica (%)  Produtividade (g.dia™)
s1 6,2 +2,31° 18,6 + 4,81° 0,35 £ 0,13°
2 (3:1) 74+ 4,8 22,3 + 2,48° 0,47 £ 0,09°
S3 (1:1) 6,8 + 2,09° 20,3 + 3,44° 0,4 0,05°
S4 (1:3) 11+1,19° 33 +2,18° 0,6 +0,13°
S5 5,6+ 1,05° 15+ 1,57° 0,23 £ 0,006

Dados da média da massa fresca de cogumelos obtidos em cultivos realizados em triplicata; *substrato
controle; *Andlise estatistica: grupos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente em nivel de 5%
(p=<0,05). S1: bagago, S2: bagaco e serragem (3:1), S3: bagaco e serragem (1:1), S4: bagaco e
serragem (1:3), S5: serragem.

De acordo com os resultados obtidos nos cultivos realizados com bagaco de V.
labrusca e serragem de Pinus sp., verifica-se que a maior média dos parametros analisados
foi observada na composicdo 4, embora ndo tenham sido observadas diferencas
estatisticamente significativas. Essa média pode estar refletindo a melhor proporcédo de
bagacos e serragem para a producdo de cogumelos comestiveis de P. sajor-caju PS-2001,

sendo, entretanto, necessaria a conducéo de mais ensaios, para verificar esta SUposicao.



35

4.1.2 Producdo de cogumelos comestiveis de Pleurotus sajor-caju PS-2001 em

bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp.

Cultivos de P. sajor-caju PS-2001 foram realizados empregando também bagacos de
M. domestica, nas mesmas propor¢des empregadas nos estudos com V. labrusca e serragem
de Pinus sp., obtendo-se dessa forma os seguintes substratos: substrato 1 (S1): somente
bagaco de M. domestica; substrato 2 (S2): 75% bagaco de M. domestica e 25% serragem de
Pinus sp. (3:1); substrato 3 (S3): 50% bagaco de M. domestica e 50% serragem de Pinus sp.
(1:1); substrato 4 (S4): 25% bagaco de M. domestica e 75% serragem de Pinus sp. (1:3) e
substrato 5 (S5): somente serragem de Pinus sp., adotado como controle.

Entre os substratos estudados, o S5, adotado como controle, apresentou a primeira
frutificacdo de P. sajor-caju PS-2001 em 35 dias ap0s a inoculacdo, visto que foi submetido
as mesmas condicdes que os demais substratos. S4 foi o segundo a frutificar, 45 dias apds a
inoculacdo, e foram realizadas coletas nestes substratos até 82 dias apds a inoculacao.

Em todos os cultivos, vérios primérdios ndo desenvolveram até corpo de frutificacéo,
enquanto outros se sobressairam formando grandes cogumelos. Os cogumelos obtidos neste
cultivo apresentaram umidade em torno de 86% e tamanhos variados, como pode ser
observado na Figura 11.

O rendimento, a eficiéncia bioldgica e a produtividade deste cultivo estdo descritos na
Tabela 2. O substrato 4, composto de bagaco M. domestica e serragem e Pinus sp. (1:3),
apresentou R, EB e P com médias superiores aos outros substratos testados e ao controle, de
27%, 9% e 0,36 g.dia™, respectivamente. O rendimento em S4 é estatisticamente diferente do
rendimento de S1, S2 e S5; a EB e P em S4 é estatisticamente diferente dos obtidos em S2 e
S5.

A segunda maior média para os valores de EB, R e P, entre os substratos, foi

verificada para S2, que foi constituido da proporcdo inversa da utilizada em S4. S3,
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constituido da mesma proporcdo dos componentes, apresentou as menores médias, embora
estatisticamente semelhantes, o que pode sugerir a inconveniéncia do uso desta condi¢éo para

a producao de cogumelos.

i
Figura 11. Cégumelos de Pleurotus sajor-caju PS-2001.
(A) Cultivados em bagacgo de Malus domestica. (B) Primordios em saco de cultivo.

(C) Vista inferior de saco de cultivo em serragem de Pinus sp. (D) Cogumelo produzido em
S4 com Malus domestica.

EB demonstra a adequacdo de determinada espécie de fungo ao substrato de cultivo.
Quanto maior a EB, maior a adaptacdo da espécie aquele substrato. Neste trabalho, ao
observar valores de EB de 27 e 23,75 % para S4 e S2, respectivamente, pode-se indicar a
conveniéncia dessas propor¢des de serragem de Pinus sp. e de bagago de M. domestica para a
producéo de cogumelos de P. sajor-caju.

Ragunathan & Swaminathan (2003), trabalhando com P. sajor-caju em diferentes
substratos lignoceluldsicos, relataram valores de EB superiores, entre 37 e 41% com restos de

colheita de algoddo; 24 e 27% com fibra de coco e 32 e 36% com palha de sorgo moida.
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Ragunathan et al. (1996) relataram valores de EB de 35,94 % para P. sajor-caju em fibra de
casca de coco. Ragunathan & Swaminathan (2003), encontraram 90% de EB para P. sajor-
caju em arroz com casca.

Comparando-se os resultados de EB obtidos com os relatados na literatura, observa-se
que, dentre os substratos testados, o residuo de M. domestica nas propor¢des S4 e S2, permitiu
boa producdo de P. sajor-caju PS-2001, apresentando resultados semelhantes aos obtidos em

fibra de coco e podendo ser utilizado como substrato para o cultivo desta espécie.

Tabela 2. Rendimento, eficiéncia biologica e produtividade de cogumelos de
Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivados em bagaco de Malus domestica e serragem
de Pinus sp.

Caracteristicas da producdo de cogumelos de P. sajor-caju PS-2001

Substratos  pondimento (%)  Eficiéncia Biologica (%) Produtividade (g.dia™)
s1 2,43 +2,18% 4,8 +1,65° 0,07 +0,028"
S2 (3:1) 7,91 + 4,33% 23,7 +1,29% 0,32 +0,212%
S3(1:1) 1,17 +1,03° 2,3+2,02° 0,03 + 0,006"
S4 (1:3) 9,01 +1,73° 27 +5,21° 0,36 + 0,081
S5* 2,73 +1,64% 8,2 + 4,94% 0,11 +0,061%

Dados da média da massa fresca de cogumelos obtidos em cultivos feitos em triplicata; *substrato
controle; ¥ Anélise estatistica: grupos com a mesma letra néo diferem estatisticamente em nivel de
5% (p<0,05). S1: bagaco, S2: bagaco e serragem (3:1), S3: bagaco e serragem (1:1), S4: bagaco e
serragem (1:3), S5: serragem.

Os resultados obtidos nos cultivos utilizando bagaco de M. domestica e serragem de
Pinus sp. podem indicar que as combinagdes 1:3 ou 3:1 sdo adequadas para a produgdo de
cogumelos comestiveis de P. sajor caju PS-2001 e que ambas podem conter uma relacdo de
carbono/nitrogénio (C/N) favoravel ao desenvolvimento do microrganismo, que consegue

colonizar mais rapido o substrato e, consequentemente, frutificar antecipadamente.



38

Segundo Maziero (1990), a presenca de elevadas concentragdes de nitrogénio reprime
a degradacdo da lignina e, consequentemente, retarda ou até mesmo cessa 0 crescimento do
micélio. O mesmo autor, ao analisar o cultivo de Pleurotus em diferentes residuos agricolas,
concluiu que a baixa produtividade com alguns substratos esta relacionada a uma relacdo C/N
menor ou igual a 29/1. Por outro lado, residuos com relacéo alta C/N, de 150/1, propiciaram
baixa producéo no cultivo de P. ostreatus (Dundar et al., 2009). Se, por um lado, o baixo teor
de N diminui a produtividade, por outro, teores elevados desse nutriente no substrato também
afetam negativamente a producdo de Pleurotus (Zanetti & Ranal, 1997). Para este género de

cogumelos, a relacdo C/N ideal estéa entre 20 a 50:1 (Eira, 2004).

4.1.3 Comparacao da producdo de cogumelos comestiveis de Pleurotus sajor-caju
PS-2001 utilizando bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Pinus sp.

Com o propésito de comparar a producdo de cogumelos, os dados ja apresentados de
R, EB e P, utilizando bagaco de V. labrusca e M. domestica e serragem de Pinus sp. foram
dispostos em graficos, sendo apresentados as médias e 0s desvios padrao.

Dos substratos testados para a producdo de cogumelos comestiveis utilizando bagacos
de V. labrusca e M. domestica e serragem de Pinus sp., baseando-se somente nas médias
obtidas, a combinacdo de residuos utilizada em S4 se destacou em ambos 0s cultivos,
mostrando esta condi¢cdo como a mais adequada para producdo de cogumelos comestiveis de
P. sajor-caju PS-2001. A maior média de rendimento (11%) foi obtida com S4 utilizando
bagaco de V. labrusca, seguido de S4 utilizando M. domestica (9%), e ap0s S2, empregando
M. domestica (7,9%). Os demais substratos apresentaram valores de rendimento inferiores a

S4 (Figura 12).



39

20
S1

_ E3 S2
> 151 a a B3 Ss3
o . a a
= a a T [ sS4
GEJ 104 a S5 -controle
S I
£ a
X 59 %

0

Vitis Ialbrusca Malus dcl)mestica
Figura 12. Rendimento dos cultivos de Pleurotus sajor-caju PS-2001 utilizando
bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Pinus sp.

O perfil similar entre os valores obtidos para R foi também obtida para EB, sendo S4
utilizando bagaco de V. labrusca, seguido de S4 utilizando M. domestica, e apds S2,
empregando M. domestica. Destaca-se que apenas o S2 utilizando o residuo de V. labrusca,
apresentou valor de EB semelhante ao S2 utilizando residuo de M. domestica (Figura 13). A
EB dos substratos empregando bagaco de V. labrusca mostrou-se superior a obtida nos
substratos com M. domestica, supondo-se que o residuo de uva é melhor assimilado para a
nutricdo do fungo. Esta diferenca pode estar relacionada ao fato de o bagaco de uva ser

formado por maior quantidade de cascas que o bagaco de maca.
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Figura 13. Eficiéncia biologica dos cultivos de Pleurotus sajor-caju PS-2001
utilizando bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Pinus sp.
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A média de produtividade foi superior em S4 utilizando bagaco de V. labrusca, dessa
forma, é possivel supor que esta proporcdo possibilita as melhores condicdes de
desenvolvimento e frutificacdo do fungo P. sajor-caju PS-2001. Os substratos 2, 3 e 1,

empregando também bagaco de V. labrusca, apresentaram produtividade semelhante a S4

(Figura 14).
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Figura 14. Produtividade dos cultivos de Pleurotus sajor-caju PS-2001 utilizando
bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Pinus sp.
Analisando-se 0s resultados verifica-se que as maiores médias de P, EB e R foram
obtidas empregando o substrato 4, que € composto em sua maior parte por serragem e possui
menor proporcdo de bagacos (1:3). Assim, 0 bagaco provavelmente possibilita melhor
condicdo fisica de desenvolvimento do microrganismo, permitindo aeracdo suficiente a
serragem, que sendo utilizada sozinha néo seria téo eficiente pois, compactaria dificultando o

crescimento micelial.

4.1.4 Atividade enzimatica de Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado em bagaco
de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp.

Os resultados apresentados a seguir referem-se a producdo enzimatica de P. sajor-caju
PS-2001 cultivado nos seguintes substratos: substrato 1 (S1), somente bagaco de V. labrusca;

substrato 2 (S2), 75% bagaco de V. labrusca e 25% serragem de Pinus sp. (3:1); substrato 3
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(S3), 50% bagaco de V. labrusca e 50% serragem de Pinus sp. (1;1); substrato 4 (S4), 25%
bagaco de V. labrusca e 75% serragem de Pinus sp. (1:3) e substrato 5 (S5), somente
serragem de Pinus sp., adotado como controle.

A atividade de lacases foi analisada em cultivo sélido, durante trinta dias, diferindo
entre as cinco composi¢des testadas. Dentre os substratos testados, S4 foi 0 que propiciou
maior atividade enzimética, com 36.918 U.g™ no 18° dia de cultivo. Os demais substratos
mostraram atividades inferiores e perfis diferentes, como pode ser observado na Figura 15.

No segundo dia de cultivo, todos os substratos apresentaram baixa atividade. A partir
do quarto dia, ocorreu um aumento de lacases em S4 e S5, que se mantiveram superiores aos
demais durante todo o cultivo. Entre o 10° e 22° dias, ocorreram picos de atividade de lacases

em todos o0s substratos, seguindo-se de diminuicao da atividade enzimatica.
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Figura 15. Atividade enzimatica de lacases por Pleurotus sajor-caju PS-2001
cultivado em substratos compostos por residuos lignocelulésicos. S1: bagaco de V.
labrusca. S2: bagaco de V. labrusca e serragem de Pinus sp. (3:1). S3: bagaco de V. labrusca
e serragem de Pinus sp. (1:1). S4: bagaco de V. labrusca e serragem de Pinus sp. (1:3).

S5: serragem de Pinus sp.

O substrato 5 (controle), permitiu o pico enzimatico no 10° dia de cultivo com
27.839,7 U.g™, porém, com atividade enzimatica inferior a S4 (36.918 U.g™* no 18° dia). Os

substratos 1, 2 e 3 mostraram pico de lacases apds o controle, no 14°, 22° e 14° dias, de
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16.044, 16.883 e 25.294 U.g™, respectivamente. Como se observa, os perfis apresentam
muitas oscilagbes em todos os substratos testados, pode-se perceber que as enzimas
apresentam decrescimo durante o periodo de cultivo e variagdes a cada dia analisado. Este
fato pode estar relacionado a varios fatores, como a acdo de proteases que degradam estas
enzimas; ao cultivo ser sélido, o que ndo permite uma total homogeneidade de amostras em
todos os sacos de cultivos, bem como, ao cultivo ser conduzido por um longo periodo.

Na Figura 16, sdo apresentados os perfis de pH nos diferentes substratos. Verifica-se,
ao longo do tempo, que todos os substratos apresentaram leve aumento. S5 mostrou os valores
mais elevados de pH, mantendo-se mais constante durante os 30 dias. Os substratos 4, 3 e 1
foram semelhantes quanto ao aumento de pH durante o cultivo. JA& S2 apresentou um
decréscimo no 26° dia de cultivo, chegando a 4,92 e elevando-se apos para 6,06, superior

dentre todos os cultivos.
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Figura 16. Valores de pH durante o cultivo com Pleurotus sajor-caju PS-2001 em
residuos lignocelulésicos. S1: bagacgo de V. labrusca. S2: bagaco de V. labrusca e serragem
de Pinus sp. (3:1). S3: bagaco de V. labrusca e serragem de Pinus sp. (1:1). S4: bagaco de V.
labrusca e serragem de Pinus sp. (1:3). S5: serragem de Pinus sp.

A seguir o perfil de atividade de lacases esta disposto juntamente com o pH. S1,
composto apenas por bagaco de V. labrusca, possibilitou um perfil enzimatico crescente até o

14° dia, quando atingiu o pico com atividade de 16.044 U.g™. Os valores de pH durante o
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cultivo neste substrato oscilaram de 4,58 a 5,38, visto que, durante 0 pico enzimatico,
manteve-se em 4,8 (Figura 17). Ap0s o0 pico, 0 microrganismo apresentou queda acentuada de
producdo enzimatica até o 20° dia com posterior aumento, que coincide com 0s maiores

valores de pH e os ultimos dias de cultivo.
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Figura 17. Atividade enzimatica de lacases por Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em
substrato composto por bagaco de Vitis labrusca.

Um dos maiores problemas da fermentacdo em estado solido é a quantificacdo da
biomassa fangica, pois ha a impossibilidade da determinagdo direta, devido a forte conexdo
entre 0 micélio e a matriz sélida (Scotti et al., 2001). Dessa forma, utilizou-se uma medida
indireta, que foi a dosagem de N-acetilglicosamina liberada enzimaticamente por hidrdlise,
com o emprego do produto comercial Glucanex® (Novozymes), como proposto anteriormente
por Bittencourt et al. (2002). Assim, constituintes da célula forneceram dados constantes
relacionados a concentracdo da biomassa, permitindo interpretacdes sobre o desenvolvimento
do fungo em cada substrato.

Cultivos em estado solido apresentam heterogeneidade de amostras, exigindo um
grande namero de repeti¢des. Portanto, para fins de acompanhamento do desenvolvimento
fangico, foi considerada a maior medida de biomassa em cada substrato testado. Na Figura

18, é apresentado o perfil de lacases juntamente com a biomassa obtidos no cultivo com S1.
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Verifica-se que o0 pico enzimatico de lacases coincide com um maior valor de biomassa (6,96

mg.g™) no 14° dia de cultivo, seguido de valores consideraveis também no 24° e 30° dias.
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Figura 18. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-

2001 em substrato composto por bagaco de Vitis labrusca.
O substrato 2, composto por 75% de bagaco de V. labrusca e 25% de serragem de
Pinus sp., apresentou pico de lacases no 22° dia de cultivo, com 16.883 U.g™ (Figura 19). Os
valores de pH foram crescentes ao longo do cultivo, oscilando de 4,43 a 6,06. No 22° dia,
quando o pico enzimatico foi obtido, o valor de pH estava em 5,06, um pouco superior ao pH

encontrado no pico de S1 (4,8).
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Figura 19. Atividade enzimatica de lacases por Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em
substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp. (3:1).

No cultivo S2, houve muitas oscilagbes, até uma brusca diminuicdo de atividade

enzimatica no 20° dia, seguido do pico no 22° dia, com posterior diminui¢do até o 28° dia e

aumento inesperado no Ultimo dia de cultivo. Os valores de pH foram elevados nos altimos

dias (5,94 e 6,06), muito diferentes dos obtidos nas primeiras coletas, a maioria inferior a 5.

Para este substrato a maior biomassa foi obtida no 24° dia de cultivo, de 6,54 mg de N-

acetilglicosamina/g de substrato (Figura 20).

O substrato 3, composto por 50% bagaco de V. labrusca e 50% de Pinus sp.,

apresentou pico enzimatico de lacases no 14° dia, com 25.294 U.g™ (Figura 21), coincidindo

com o pico encontrado também em S1. O pH foi semelhante ao dos outros substratos, com

aumento ao longo do cultivo. Durante o pico enzimatico, o valor de pH obtido foi 5,15.
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Figura 20. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-2001
em substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp. (3:1).
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Figura 21. Atividade enzimatica de lacases por Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH
em substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp. (1:1).
O perfil enziméatico de lacases no cultivo S3 apresentou oscilagfes, mostrando
diversos picos ao longo de todo o cultivo, com grande reducdo no 20° dia. O menor valor de
pH (4,6) foi obtido no 6° dia e o maior (5,56) no 28° dia de cultivo.

A biomassa de P. sajor-caju PS-2001 cultivado no substrato 3 apresentou maior

desenvolvimento no 24° dia de cultivo, com 8,47 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato
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(Figura 22). Visto que a biomassa foi quantificada através de medida indireta de N-
acetilglicosamina, observa-se que os valores obtidos de biomassa apresentam-se crescentes ao
longo dos cultivos e, mesmo oscilatorios, denotam crescimento fangico. Adicionalmente, 0s
pequenos desvios apresentados entre as amostras obtidas das diferentes repeticdes indicam a

ocorréncia de pequena varia¢do da biomassa fungica para um mesmo tempo de cultivo.
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Figura 22. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-2001
em substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp. (1:1).

O cultivo S4, composto por 25% bagaco de V. labrusca e 75% de serragem de Pinus
sp., apresentou pico de lacases no 18° dia de cultivo, com 36.918 U.g™* e pH 5,55 (Figura 23).
Os valores de pH apresentaram aumento ao longo do cultivo, porém, mantendo-se restritos a

uma faixa inferior, entre 4,94 e 5,91.
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Figura 23. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em

substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp. (1:3).

O cultivo de P. sajor-caju PS-2001 em S4 apresentou médias de lacases no 8° e 12°
dias de cultivo de 26.326 e 24.960 U.g™, respectivamente, antes de atingir o pico, no 18° dia.
Estas médias sdo superiores aos picos dos trés primeiros substratos testados e indicam a maior
atividade de lacases no substrato 4, que mostrou pico de 36.918 U.g™.

Como se observa na Figura 24, a maior medida de biomassa foi obtida no 24° dia de
cultivo, com 5 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato, ndo havendo relacdo com o pico
enzimatico. Scotti et al. (2001) verificaram que o conteddo de glicosamina permanece
constante, independentemente da idade e das condicGes de cultivo, ndo sendo afetada também,
pela natureza da fonte de nitrogénio, embora alguns trabalhos relatem que o teor de quitina na

parede fungica varie com a idade do micélio (Sharma et al., 1977).
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Figura 24. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-2001

em substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp. (1:3).

O cultivo S5, composto de 100% serragem de Pinus sp., foi adotado como cultivo
controle. Este substrato apresentou médias de atividade enzimética no 10° dia de cultivo, com
27.840 U.g™, valor superior & médias de S1, S2 e S3, mas inferior a S4, que apresentou
36.918 U.g™ de lacases.

Os valores de pH neste cultivo foram mais estaveis, oscilando entre 5,59 e 5,88
durante 30 dias. No pico enzimatico, o pH se manteve em 5,75 como pode ser observado na
Figura 25. No 20° dia, assim como ocorreu em todos os outros cultivos, ocorreu diminuigéo

acentuada de atividade de lacases, com posterior aumento, chegando a 24.551 U.g™.



Lacases (U.g™%)

30000

50

25000+

200004

150004

100004

5000+

6.4

-5.9

-5.4

Tempo (dias) em S5

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

<>~ pH
-@- Lacases

Hd

Figura 25. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH
em substrato composto por serragem de Pinus sp. e bagaco de Vitis labrusca.

Estudos realizados por Desgranges et al. (1991) mostraram que medidas indiretas de

biomassa fungica utilizando componentes celulares como ergosterol e glicosamina, fornecem

informacBes adequadas para o controle do processo de cultivo em estado solido. Na Figura

26, verifica-se o desenvolvimento fangico nas etapas iniciais de cultivo empregando S5, que

foi crescente até o 16° dia e, ap0s, apresentou comportamento oscilatério até o fim do cultivo.

A maior biomassa fungica foi obtida no 16° dia de cultivo (5,34 mg de N-acetilglicosamina/g

de substrato), apds o pico enzimatico ter sido atingido.

Dos cinco substratos testados para o cultivo de P. sajor-caju, S4 foi 0 que apresentou

maior média de atividade de lacases, de 36.918 U.g™, superior & média observada para S5

(controle), de 27.840 U.g™, e também superior a S1, S2 e S3. Na Tabela 3, estdo resumidas as

caracteristicas obtidas no pico enzimético de lacases de cada substrato testado utilizando P.

sajor-caju, bagaco de V. labrusca e serragem de Pinus sp.



51

-~ Lacases
- N-acetilglicosamina
30000 10
25000+ >
-8 g
2
= 20000+ Q
2 ° 8
§ 15000+ 5
< 43
S 10000+ 3
Q
o «Q
5000+ 2 N
O | | | | | | | | | | | 0

0 2 4 6 8 10

12 14 16 18 20 22 2
Tempo (dias) em S5

26 28 30 32

Figura 26. Atividade enzimatica de lacases e biomassa fungica de Pleurotus sajor-caju
PS-2001 em substrato composto serragem de Pinus sp.

Tabela 3. Atividade de lacases, crescimento fungico, pH e dia do pico enzimatico de
Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado em substratos empregando bagaco de Vitis

labrusca e serragem de Pinus sp.

Residuo Lacases' Biomassa® Dia do
Substrato lignocelulésico (U.gh (mg.g™) PH PICO
g 9 9.9 enzimatico
S1 Bagaco de V. labrusca  16.044 + 3,4° 6,96 4,77 14°
] Bagaco de V. labrusca e ¢ o
S2 (3:1) serragem de Pinus sp. 16.883 + 524 6,54 5,06 22
] Bagaco de V. labrusca e b 0
S3(1:1) serragem de Pinus sp. 25.294 + 164 8,47 5,15 14
, Bagaco de V. labrusca e a o
S4 (1:3) serragem de Pinus sp. 36.918 + 875 5 5,55 18
SH* Serragem de Pinus sp.  27.840 + 555" 5,34 5,75 10°

"Média de atividade enzimatica obtida em cultivos realizados em triplicata; “Maior média obtida
durante o cultivo, expresso em mg de N-acetilglicosamina/g de substrato Umido; *substrato controle;
MeAndlise estatistica: grupos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente em nivel de 5%
(p<0,05). S1: bagago, S2: bagago e serragem (3:1), S3: bagaco e serragem (1:1), S4: bagaco e

serragem (1:3), S5: serragem.
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A lacase € uma enzima associada com a morfogénese de cada espécie e, muitas vezes,
com o desenvolvimento de corpos de frutificacdo (Leatham & Stahmann, 1981; Ross, 1982).
O aumento da atividade da enzima durante a fase vegetativa até o aparecimento dos corpos de
frutificacdo também ja foi relatada para Schizophyllum (Leonard & Phillips, 1973), Agaricus
bisporus (Wood, 1980), L. edodes (Leatham & Stahmann, 1981) e Coprinus congregatus
(Ross, 1982).

A atividade de lacases atua como um marcador de desenvolvimento, em que o nivel é
mantido até o maximo crescimento micelial antes da frutificacdo, decaindo posteriormente.
Na préatica, essa caracteristica pode ser util para produtores no momento da abertura de sacos
de producéo para que ocorra a frutificacdo, ja que 0 maximo crescimento vegetativo ndo pode
ser verificado visualmente, com alto grau de precisdo (Tan & Wahab, 1997).

Os valores de pH foram crescentes para 0s cinco substratos até os picos enzimaticos.
S5 alcancou o pico enzimatico de lacases antecipadamente, aos 10 dias, seguido de S1 e S3
(14° dia), S4 (18° dia) e S2 (22° dia de cultivo).

A atividade das demais fenol-oxidases também foi analisada no dia do pico de lacases
em todos os substratos testados. As atividades das enzimas MnP, OAV e LiP foram muito
reduzidas e PerT ndo foi detectada pelo método utilizado. A concentracdo de proteinas e as
atividades enzimaticas estdo detalhadas na Tabela 4. MnP apresentou valores reduzidos nos
substratos 1, 2 e 3, ndo sendo detectada nos substratos 4 e 5. OAV foi detectada em S1, S2, S3
e S4; porém, ndo foi detectada em S5. LiP foi obtida em todos os substratos, destacando-se
em S4, com 4,8 U.g™. A concentragdo de proteinas obedeceu & seguinte ordem S4 > S3 > S5

>S2 > S1.



53

Tabela 4. Atividade de manganés peroxidase, oxidases do alcool veratrilico, lignina
peroxidase e concentracao de proteinas totais de Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado
em substratos empregando bagaco de Vitis labrusca e serragem de Pinus sp.

Substrato Residuo MnP OAV LiP Proteinas
lignocelulésico U.gh (U.gh U.gh (mg.g™Y)
Bagaco de V. b a b c
S1 labrusca 2,68+0,82° 9,20+0,76° 0,86+0,29 904,77+156
Bagaco de V.
S2(3:1)  labruscaeserragem  6,85+0,16° 1,23+0,81°  0,53+0,2° 1.585+59"
de Pinus sp.
Bagaco de V.
S3(1:1) labrusca e serragem 2,740,9°  7,08+1,15* 0,67+0,31° 1.934,85+240"
de Pinus sp.
Bagaco de V.
S4(1:3)  labrusca e serragem nd 7,5£1,41*  4,8+2,1*  2.803,16+115
de Pinus sp.
S5* Serragem de Pinus nd nd 1,88+0,5°  1.824,38+321°

sp.

Média de atividades enzimaticas obtidas em cultivos realizados em triplicata; *substrato controle;
Mlepndlise estatistica: grupos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente em nivel de 5%
(p<0,05).; ™ no detectada pelo método utilizado. S1: bagaco, S2: bagaco e serragem (3:1), S3: bagaco
e serragem (1:1), S4: bagaco e serragem (1:3), S5: serragem.

Das combinacBes de residuos lignocelulésicos testadas, a que mostrou o melhor
resultado em termos de atividade de lacases foi S4, constituida de bagaco de V. labrusca e
serragem de Pinus sp. (1:3). PerT ndo foram detectadas em nenhum substrato pelo método
utilizado. Ja as demais fenol-oxidases (MnP, OAV e LiP) mostraram valores estatisticamente
diferentes. As proteinas totais foram quantificadas em valores elevados, sendo mais relevantes

no substrato 4, com 2.803,16 mg.g™, podendo ser correlacionadas com a presenca de lacases.
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4.1.5 Atividade enzimatica de Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado em bagaco de
Malus domestica e serragem de Pinus sp.

O bagaco de M. domestica utilizado em combinagfes com serragem de Pinus sp. para
o cultivo de P. sajor-caju PS-2001 também foi avaliado quanto a producgédo enzimatica. Dessa
forma, de acordo com os substratos testados anteriormente, o bagaco de uva foi substituido
pelo bagaco de macd, mantendo-se as mesmas combinacdes, porém com o residuo da outra
fruta. A organizacdo dos substratos foi a seguinte: substrato 1 (S1): somente bagaco de M.
domestica; substrato 2 (S2): 75% bagaco de M. domestica e 25% serragem de Pinus sp. (3:1);
substrato 3 (S3): 50% bagaco de M. domestica e 50% serragem de Pinus sp. (1:1); substrato 4
(S4): 25% bagaco de M. domestica e 75% serragem de Pinus sp. (1:3) e substrato 5 (S5):
somente serragem de Pinus sp., adotado como controle.

Durante os trinta dias de cultivo utilizando bagaco de M. domestica nas combinacgdes
mencionadas, as atividades de lacases mostraram-se elevadas, distintas e variaveis ao longo
do cultivo. Dos substratos testados, o S1 apresentou a maior atividade de lacases, de
81.995 U.g™* no 30° dia de cultivo. Nos demais, P. sajor-caju PS-2001 houve menor atividade
enzimatica e perfis diferenciados como pode ser observado na Figura 27.

No segundo dia de cultivo, podem ser observadas atividades enzimaticas ainda baixas,
semelhantes em todos os substratos analisados. A partir do quarto dia, iniciou-se uma
diferenciacdo nos niveis enzimaticos entre o0s substratos, que permaneceu até o término do
cultivo. Os picos enzimaticos distribuiram-se ao longo de todo o periodo, sendo alcangados no

89, 14°, 22° e 30° dias de cultivo.
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Figura 27. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001
cultivado em substratos compostos por residuos lignocelulésicos. S1: bagaco de M.
domestica. S2: bagago de M. domestica e serragem de Pinus sp. (3:1). S3: bagago de M.
domestica e serragem de Pinus sp. (1:1). S4: bagaco de M. domestica e serragem de Pinus sp.
(1:3). S5: serragem de Pinus sp.

O substrato 4 mostrou pico de lacases no 8° dia de cultivo (40.269U.g™"). O controle
S5 alcangou o pico enzimético no 14° dia de cultivo (35.592 U.g™) juntamente com S2,
também no 14° dia (78.069 U.g™). Os substratos 3 e 1 atingiram o pico de lacases no 22° e 30°
dias de cultivo, de 58.702 U.g™ e 81.995 U.g™, respectivamente.

OscilacBes na atividade de lacases foram observadas ao longo dos trinta dias de cultivo
em todos os substratos, mas com menor evidéncia em S4. Os substratos 1, 2 e 3 apresentaram
valores significativos da enzima no Ultimo dia de cultivo e o pico de S1 ocorreu
inesperadamente neste dia.

Os valores de pH em todos os cultivos foram crescentes do 2° ao 10° dia de cultivo,

mantendo-se mais estaveis no final (Figura 28). S5 apresentou os maiores valores de pH,

mantendo-se constante durante o cultivo e S1 apresentou diminuigdo no 14° e 24° dias.
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Figura 28. Valores de pH durante o cultivo com Pleurotus sajor-caju PS-2001 em
residuos lignocelulosicos. S1: bagaco de M. domestica. S2: bagaco de M. domestica e
serragem de Pinus sp. (3:1). S3: bagaco de M. domestica e serragem de Pinus sp. (1:1). S4:
bagaco de M. domestica e serragem de Pinus sp. (1:3). S5: serragem de Pinus sp.

O substrato 1, composto por bagaco de M. domestica, possibilitou um perfil enzimatico
de lacases crescente até 0 30° dia, quando atingiu o pico, com atividade de 81.995 U.g™. Os

valores de pH durante o cultivo neste substrato oscilaram de 4,5 a 6,1, visto que, durante o

pico enzimatico manteve-se em 5,83, conforme mostrado na Figura 29.
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Figura 29. Atividade enzimatica de lacases e pH durante o cultivo de Pleurotus sajor-
caju PS-2001 em substrato composto por bagaco de Malus domestica..
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O pico de lacases empregando em S1 alcangcou seu maior valor no 30° dia, o ultimo dia
de cultivo. Este comportamento difere do perfil dos demais substratos testados, 0s quais
atingiram o pico entre 0 8° e 22° dias de cultivo e apresentaram posterior decréscimo.

Na Figura 30, sdo apresentadas a atividade de lacases e a biomassa fungica de P.
sajor-caju PS-2001 cultivado com substrato 1. Observou-se aumento de biomassa no inicio
do cultivo, atingindo um méaximo valor de 6,95 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato e
posterior queda no 12° dia. Apos, a biomassa manteve-se oscilatéria até o fim do cultivo. A
oscilacdo nos valores de biomassa podem ser decorrentes de erros na metodologia
relacionados a amostragem, da hidrolise enzimatica da quitina para liberacdo de n-acetil-
glicosamina, bem como, da dosagem deste acucar. Possivelmente, o baixo valor de pH de S1
interferiu no crescimento do fungo, visto que esse substrato é composto somente por bagaco

de M. domestica.
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Figura 30. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-2001

em substrato composto por bagaco de Malus domestica..
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O substrato 2, composto por 75% de bagaco de M. domestica e 25% de serragem de
Pinus sp., apresentou pico de lacases no 14° dia de cultivo, de 78.069 U.g™* (Figura 31). Os
valores de pH foram crescentes do 2° ao 14° dias, oscilando de 4,36 até 6 e mantendo-se
estaveis até o término do cultivo. No 14° dia, quando ocorreu o pico enzimatico, o valor de pH

estava em 6, semelhante ao encontrado no pico de S1 (5,83).
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Figura 31. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp. (3:1).

No cultivo utilizando o substrato 2, ocorreu um pequeno aumento de lacases até o 12°
dia, seguido de um pico no 14° dia e bruscas oscilaces até o término do cultivo. Os valores
de pH continuaram semelhantes aos obtidos no pico até o fim do cultivo.

Como ocorreu com 0 substrato 1, o maior valor de biomassa obtido nos cultivos
empregando S2 foi de 6,3 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato, demonstrando que o
crescimento fangico ocorreu de forma semelhante em ambos substratos (Figura 32). A
oscilacdo de biomassa apresenta-se de forma acentuada, podendo ser justificada pelo método
indireto de quantificacdo do crescimento.

O substrato 3, composto por 50% de bagaco de M. domestica e 50% de serragem de

Pinus sp., apresentou pico enzimatico de lacases no 22° dia, de 58.702 U.g™ (Figura 33). Os
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valores de pH foram semelhantes aos do substrato 2, com aumento ao longo do cultivo.

Durante o pico enzimatico, o valor de pH obtido foi 5,98.
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Figura 32. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-2001
em substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp. (3:1).
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Figura 33. Atividade enzimatica de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp. (1:1).
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O perfil de lacases no cultivo S3 apresentou duas grandes oscilacdes além do pico, no
10° e 30° dias de cultivo (43.243 e 47.924 U.g™, respectivamente). Os menores valores de pH
foram obtidos nos primeiros dias e 0 maior (6,16) no 28° dia. A combinacédo 1:1 de serragem e
de bagaco ndo favoreceu o crescimento fangico com relacdo a S1 e S2, pois mostrou maior

valor de biomassa de apenas 4,15 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato (Figura 34).
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Figura 34. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-2001
em substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp. (1:1).

O cultivo realizado com o substrato 4, composto por 25% de bagaco de M. domestica e
75% de serragem de Pinus sp., apresentou pico enzimatico de lacases no 8° dia, de 40.269
U.g* e pH em 5,94 (Figura 35). Os valores de pH aumentaram ao longo do cultivo,

mantendo-se restritos a uma faixa inferior, entre 5,02 e 6,01.
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Figura 35. Atividade enzimatica de lacases por Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp. (1:3).

O cultivo de P. sajor-caju em S4 apresentou pico enzimatico de lacases no 8° e 12°
dias, de 40.269 e 34.428U.g", respectivamente. Este perfil assemelha-se ao obtido com V.
labrusca, que também apresentou valores significativos de lacases nestes dias.

Na Figura 36, verifica-se que o crescimento fungico foi reduzido, com apenas 4,8 mg
de N-acetilglicosamina/g de substrato, semelhante a S3. Observa-se, neste perfil de biomassa,
que o substrato possibilitou um grande crescimento fangico inicial e répida secrecdo de

lacases, pois 0 pico enzimatico foi alcancado no 8° dia de cultivo.
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Figura 36. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Pleurotus sajor-caju PS-2001
em substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp. (1:3).
O cultivo S5 apresentou maior atividade enzimatica no 14° dia de cultivo, de 53.006
U.g™, e um valor préximo no 18° dia (51.515 U.g™). O valor do pico obtido neste substrato é
menor que os obtidos nos substratos 1, 2 e 3, mas superior ao obtido em S4.
Os valores de pH neste cultivo foram estaveis ao longo do cultivo, com minimo de 5,7
e maximo de 6,24. No pico enzimatico, o0 pH manteve-se em 6,11, como pode ser observado
na Figura 37. No 6° dia de cultivo, houve uma diminui¢do brusca na atividade de lacases,
decaindo a 6.026 U.g™, com posterior aumento, que atingiu 51.515 U.g™".
O crescimento fungico em S5 (controle) foi muito reduzido quando comparado aos

demais substratos, atingindo o maximo de 2,9 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato

(Figura 38). Muitas oscilagBes de biomassa curtos intervalos de tempo foram observadas.
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Figura 37. Atividade enzimatica de lacases por Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pH em
substrato composto por serragem de Pinus sp. e bagaco de Malus domestica.
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Figura 38. Atividade enzimatica de lacases e biomassa fungica de Pleurotus sajor-caju

PS-2001 em substrato composto serragem de Pinus sp. e bagago de Malus domestica.
Dos substratos testados para o cultivo de P. sajor-caju PS-2001 utilizando M.
domestica, o substrato 1, composto somente por bagaco, foi 0 que apresentou maior a
atividade de lacases, com 81.995 U.g™, superior a todos os outros substratos, inclusive ao
controle S5, que mostrou apenas 53.006 U.g™. Na Tabela 5, constam a atividade de lacases, o

crescimento fangico, o pH e o dia do pico enzimatico de cada substrato testado empregando

P. sajor-caju PS-2001, bagaco de M. domestica e serragem de Pinus sp.
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Tabela 5. Atividade de lacases, crescimento fungico, pH e dia do pico enzimatico de
Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado em substratos lignoceluldsicos empregando
bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp.

Residuo Lacases’ Biomassa’ Dia do pico
Substrato . L. 1 1 P
lignoceluldsico (U.gm) (mg.g™) enzimatico
s1 Bagaco de M. 81.995+2.106° 695 583 300
omestica
Bagaco de M.
S2 (3:1) domestica e serragem 78.068+2.598° 6,3 6 14°
de Pinus sp.
Bagaco de M.
S3(1:1)  domestica e serragem  58.702+3.952" 4,15 5,98 220
de Pinus sp.
Bagaco de M.
S4 (1:3) domestica e serragem 40.269+3.107° 4,8 5,94 8°
de Pinus sp.
S5* Serragem de Pinus sp. 53.006+912" 2,9 6,11 14°

'Média de atividade enzimatica obtida em cultivos feitos em triplicata; “maior média obtida durante o
cultivo e expressa em mg de N-acetilglicosamina/g de substrato imido; *substrato controle; ¥ analise
estatistica: grupos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente em nivel de 5% (p<0,05).S1:
bagacgo, S2: bagaco e serragem (3:1), S3: bagaco e serragem (1:1), S4: bagago e serragem (1:3), S5:
serragem.

O resultado de atividade de lacases no cultivo S1 foi superior aos demais substratos e
estatisticamente semelhante & atividade obtida em S2. O substrato 3 mostrou 58.702 U.g™ de
lacases, também semelhante ao controle S5, que apresentou 53.006 U.g™. J& o substrato 4,
apresentou a menor atividade (40.269 U.g™), sendo estatisticamente diferente dos demais
substratos. A producdo enzimatica se mostrou na seguinte ordem S1 > S2 > S3 > S5 > S4.

A atividade das demais fenol-oxidases também foi analisada no dia do pico enzimatico
de lacases em todos os substratos testados. MnP, OAV e LiP mostraram-se reduzidas e PerT
ndo foi detectada pelo método utilizado em nenhum dos substratos testados. A quantidade de
proteinas e a atividade de fenol-oxidases estdo detalhadas na Tabela 6.

Os resultados obtidos para lacases e MnP no cultivo S3 é o que melhor representa o

comportamento que fungos de degradacdo branca apresentam quando cultivados em residuos
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lignoceluldsicos que contenham restos de trigo (Lang et al., 1996; Camarero et al., 1997;
Hofrichter et al., 1999) e de outras plantas (Pal et al., 1995; Papinutti et al., 2003; Couto et
al., 2004; Rosales et al., 2005). Utilizando-se este substrato o fungo apresentou alta atividade

de lacases e de manganés peroxidase.

Tabela 6. Atividade de manganés peroxidases, oxidases do alcool veratrilico, lignina
peroxidases e concentracdo de proteinas totais de Pleurotus sajor-caju PS-2001 cultivado
em substratos empregando bagaco de Malus domestica e serragem de Pinus sp.

Substrato Residuo MnP OAV LiP Proteinas
lignoceluldsico (U.g™h (U.g™h (U.g™h (mg.g™)
s1 B"éga‘?o deM. " 59620428 2086+1,22° 26+4,15  2.182+238°
omestica
Bagaco de M.
S2(3:1)  domestica e serragem  409,54+59" nd 8,4+2,22°  2.214+94°
de Pinus sp.
Bagaco de M.
S3(1:1)  domestica e serragem  636,4+46° nd 4,8+1,13° 1.960+26,3%
de Pinus sp.
Bagaco de M.
S4(1:3) domesticae serragem  244,4+21°  528+043°  43+249° 1.677+166"
de Pinus sp.
S5* Serragem de PinUs  pag 51300 2354010 1,98043°  1.854+10,6°

sp.

Média de atividade enzimatica obtida em cultivos feitos em triplicata; *substrato controle; ableanalise

estatfstica: grupos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente em nivel de 5% (p<0,05); ™ ndo
detectada pelo método utilizado. S1: bagaco, S2: bagago e serragem (3:1), S3: bagaco e serragem
(1:1), S4: bagago e serragem (1:3), S5: serragem.

S3 mostrou 636,4 U.g™* de MnP, valor considerado significativamente superior a todos
0s outros substratos testados. S2 e S1 apresentaram 409,54 e 296,22 U.g™, respectivamente. J&
0s substratos S4 e S5 apresentaram valores reduzidos (244,4 e 235,2 U.g™, respectivamente),
0s quais ndo diferiram estatisticamente. OAV foram obtidas em S1, S4 e S5, porém, néo foi

detectada em S2 e S3. LiP foi detectada em maior quantidade em S1 constituido apenas de
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bagaco de M. domestica. A concentracdo de proteinas foi elevada e obedeceu a seguinte
ordem S2 > S1 > S3 >S5 > S4.

4.1.6 Comparacdo da atividade enzimatica de Pleurotus sajor-caju PS-2001
cultivado em bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Pinus sp.

A utilizacdo de bagacos de V. labrusca e M. domestica e serragem de Pinus sp. para o
cultivo de P. sajor-caju PS-2001, em diferentes combinacgdes, apresentou distintas atividades
enzimaticas de lacases e de outras fenol-oxidases, além de desenvolvimento micelial peculiar,
sendo todos os valores médios apresentados em conjunto de forma resumida na Tabela 7, ndo
sendo utilizados testes estatisticos para comparar 0s dois grupos experimentados.

As atividades de lacases obtidas em cultivos realizados com bagaco de M. domestica
foram superiores as obtidas utilizando bagaco de V. labrusca. J& o desenvolvimento micelial
foi maior nos cultivos realizados com V. labrusca, mostrando que a atividade enzimatica ndo
estd diretamente relacionada ao crescimento do microrganismo, porém, € influenciada pela
natureza do substrato utilizado em seu cultivo.

Observando as caracteristicas de cada substrato, percebe-se que os valores de pH
foram constantes e a maioria dos picos de lacases ocorreram no 14° dia, ficando dois picos no
22° dia e os demais distribuidos no 8°, 10°, 18° e 30° dias de cultivo.

A atividade de MnP foi maior nos cultivos utilizando bagaco de M. domestica,
atingindo 636,4 U.g™ em S3. OAV foi obtida em valores reduzidos ou ndo foi detectada em
determinados substratos; sua maior atividade foi de 20,86 U.g™, obtida em S1 contendo
bagaco de M. domestica. LiP foi detectada em valores baixos em todos 0s substratos,
destacando-se em S1 com M. domestica (26 U.g™).

A concentracdo de proteinas foi elevada em todos os substratos e em ambos 0s
cultivos, com maior valor ocorrendo em S4 empregando V. labrusca (2.803 U.g™),

considerado o melhor substrato para a producao enzimatica.
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Dos cultivos realizados com bagaco de V. labrusca, S4 apresentou a melhor atividade
de lacases (36.918 U.g™), bem como a maior concentracéo de proteinas (2.803 U.g™). Com os
substratos contendo bagaco de M. domestica, S1 mostrou a maior atividade de lacases (81.995
U.g™%) e o valor mais representativo de OAV (com 20,86 U.g™).

Tabela 7. Atividade enzimatica, crescimento fangico, proteinas totais e dia do pico

enzimatico de Pleurotus sajor-caju PS-2001 empregando como substratos bagacos de
Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Pinus sp.

Parametro Vitis labrusca Malus domestica
avaliado

s1 s2 s3 sS4 S5 sl s2 s3 s4  So*
Lacases (U.gl) 16.044 16.883 25294 36.918 27.840 81.995 78.069 58.702 40.269 53.006
MnP (Ug?) 268 457 181  nd nd 296,22 40954 6364 2444 2352
OAV (U.g™) 92 123 708 75 nd 2086 nd nd 528 235
LiP (U.g?) 08 053 067 48 188 26 8,4 48 43 1,9
Proteinas(mg.g’) 904,77 1585 1.934 2.803 1.824 2182 2214 1960 1677 1.854
Biomassa® 696 654 847 5 534 695 63 415 48 2,9

Dia do pico 14° 220 14° 18° 10° 30° 140 22° 8° 140
enzimatico

* Substrato controle composto por serragem de Pinus sp.; ™ ndo detectada pelo método utilizado, *
Maior média obtida durante o cultivo e expressa em mg de N-acetilglicosamina/g de substrato. S1:
bagacgo, S2: bagaco e serragem (3:1), S3: bagaco e serragem (1:1), S4: bagaco e serragem (1:3), S5:
serragem.

4.2 Cultivos com Lentinula edodes LE-01

4.2.1 Producéo de cogumelos comestiveis de Lentinula edodes LE-01 em bagaco
de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp.

O fungo L. edodes se caracteriza por ser um microrganismo mais exigente quanto as
condicdes de substrato e cultivo, possuindo crescimento micelial mais lento quando
comparado a espécies do género Pleurotus. O tipo de substrato empregado em seu cultivo
interfere diretamente no seu desenvolvimento, bem como no processo de frutificagcdo. As

combinagOes de substratos testadas para producdo de cogumelos de L. edodes LE-01 foram:

substrato 1 (S1): somente bagaco de V. labrusca; substrato 2 (S2): 75% bagaco de V. labrusca
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e 25% serragem de Eucalyptus sp. (3:1); substrato 3 (S3): 50% bagaco de V. labrusca e 50%
serragem de Eucalyptus sp. (1;1); substrato 4 (S4): 25% bagaco de V. labrusca e 75%
serragem de Eucalyptus sp. (1:3) e substrato 5 (S5): somente serragem de Eucalyptus sp.,
adotado como controle.

L. edodes LE-01 ndo apresentou bom desenvolvimento nos substratos S1, S2 e S3,
desenvolvendo-se melhor em S4 e no controle S5, que apresentaram frutificacdo esparsa e
tardia. O crescimento micelial extremamente lento é caracteristico desta espécie, favorecendo
desenvolvimento de espécies contaminantes, provavelmente, devido ao longo periodo de
colonizacdo a que os substratos foram submetidos.

Outro fator a ser considerado é que a natureza do substrato empregado também pode
interferir nos indices de contaminacdo e rendimento de corpos frutiferos. Apds estas
observacdes, fez-se necessario, nos experimentos posteriores, o uso do fungicida benomil e de
fenol, em concentracbes de 0,002% e 0,004%, respectivamente, para diminuir as
contaminacdes e o tempo de colonizacéo.

Segundo Philippoussis et al. (2003) e Mata & Savoie (2005), L. edodes tem um ciclo
de vida de duas fases, crescimento do micélio e producdo de corpos de frutificacdo, sendo que
ambas sdo afetadas pelas proporcdes de celulose, hemicelulose e lignina, juntamente com o
conteddo de nitrogénio do substrato. Este microrganismo possui como caracteristica pos-
colonizagdo a formacdo de aglomerados de micélio, que ndo constituem primordios de
cogumelos, e sim, parte de seu processo de colonizacao (Figura 39A).

Os corpos de frutificacdo foram coletados em nimero pequeno e em tempo de cultivo
prolongado, até 150 dias apds a inoculagdo, porém, apresentaram tamanhos relativamente
grandes. Devido as caracteristicas do desenvolvimento de L. edodes, faz-se necessaria uma
eficiente organizacdo dos cultivos para se obter fluxos produtivos seguidos em producdes de

grande escala.
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Os corpos de frutificacdo apresentaram tamanho grande (Figura 39B), distribuiram-se
aleatoriamente pelo saco de cultivo (Figura 39C) e apresentaram morfologia caracteristica da
espécie, com lamelas bem definidas, consisténcia firme, coloracdo marrom e odor agradavel
(Figura 39D).

Os resultados de producédo de cogumelos destes cultivos estdo restritos ao substrato 4 e
5, que apresentou R de 12,8%, EB de 38,5% e P de 0,25 g.dia™, valores inferiores a S5
(30,5%; 91,5% e 0,56 g.dia™, respectivamente).

Considerando-se que entre as combinacGes somente S4 apresentou producdo de
cogumelos e que os demais substratos tiveram problemas de colonizacdo, seja pelo
desenvolvimento tardio ou pela dificil adaptacéo ao substrato disponivel, sdo necessarios mais
estudos sobre a formulacdo de meios de cultivo baseados no uso de bagacos de V. labrusca e

serragem de Eucalyptus sp. para a producgéo de cogumelos comestiveis de L. edodes.

Figura 39. Aglomerados de micélio caracteristicos do periodo pés-colonizagéo de
Lentinula edodes LE-01 (A). Cogumelos de Lentinula edodes LE-01 produzidos em S4
com residuos de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (B). Cogumelos aderidos ao
S4 com Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (C). Vista inferior do pileo do
cogumelo Lentinula edodes LE-01 (D).
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4.2.2 Producdo de cogumelos comestiveis de Lentinula edodes LE-01 em bagaco
de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.

As mesmas combinacdes anteriores de substratos foram testadas, empregando bagaco
de M. domestica, obtendo-se dessa forma, as seguintes formulacdes para o cultivo de L.
edodes LE-01: substrato 1 (S1): somente bagaco de M. domestica; substrato 2 (S2): 75%
bagaco de M. domestica e 25% serragem de Eucalyptus sp. (3:1); substrato 3 (S3): 50%
bagaco de M. domestica e 50% serragem de Eucalyptus sp. (1:1); substrato 4 (S4): 25%
bagaco de M. domestica e 75% serragem de Eucalyptus sp. (1:3) e substrato 5 (S5): somente
serragem de Eucalyptus sp., adotado como controle.

Os resultados obtidos empregando-se bagaco de M. domestica foram satisfatérios nos
substratos 3 e 4 e no controle S5, onde o processo de colonizacdo ocorreu de forma adequada
para a especie, ocorrendo frutificacdo, porém, de forma aleatdria entre os sacos de cultivo
(Figura 40). Nos demais substratos, a colonizacao ocorreu num periodo prolongado chegando

a 90 dias.

Figura 40. Cogumelos de Lentinula edodes LE-01 (A) produzido em substrato
constituido de serragem de Eucalyptus sp., (B) produzido em S4 com bagaco de Malus
domestica, (C) produzido em S3 com bagacgo de Malus domestica, (D) forma
caracteristica do cogumelo desta espécie produzido em S5.
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Os cogumelos produzidos nos substratos 3 e 4 foram maiores em relacdo aos
produzidos no substrato controle S5 durante 0 mesmo periodo, como pode ser observado na
Figura 41. Um unico cogumelo coletado do substrato 4 possuia 115,07 g, ja o cogumelo
coletado no substrato 5, no mesmo periodo de cultivo apresentava a metade desta massa
(57,318 g).

A principal caracteristica almejada no uso de substratos lignocelulésicos para
producéo de cogumelos ¢ a rapida colonizacao pelo micélio do fungo, indicando seu potencial
de degradacdo e conversdo proteica, expressos pela eficiéncia biologica. Esta importante
caracteristica nao foi alcancada com os substratos 1 e 2, empregando M. domestica.

Em diversos sacos de cultivo, ndo ocorreu colonizacdo total do substrato e, como
consequéncia, ndo houve frutificacdo. O bagaco de M. domestica mostrou-se adequado a
producdo de cogumelos comestiveis de L. edodes LE-01 nos substratos 3 e 4, sendo

necessarios mais estudos com os demais substratos, visando melhor produtividade.

Figura 41. Cogumelos de Lentinula edodes LE-01 produzidos em: (A) serragem
de Eucalyptus sp., (B) S4 com bagaco de Malus domestica, (C) S3 com bagaco de Malus
domestica, (D) S4, S5 e S3 empregando Malus domestica.
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4.2.3 Comparacdo da producdo de cogumelos comestiveis de Lentinula edodes
LE-01 utilizando bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Eucalyptus
sp.

Dos substratos testados para a producdo de cogumelos comestiveis de L. edodes LE-01
empregando bagaco de V. labrusca e serragem de Eucalyptus sp., as combinacgdes de residuos
utilizadas nos substratos 1, 2 e 3 mostraram-se pouco adequadas ao desenvolvimento fangico.
Nesses substratos, o desenvolvimento micelial foi muito lento e de forma parcial em cada
saco de cultivo, ndo havendo a formacdo de primérdios de cogumelos, apenas de alguns
aglomerados de micélio. Resultados diferentes foram obtidos em S4, que possibilitou bom
desenvolvimento e producdo de cogumelos, obtendo R de 12,8%, EB de 38,5% e P de 0,25
g.dia®; porém, estes valores foram inferiores aos obtidos no substrato controle 5, que
apresentou R de 30,5%, EB de 91,5% e P de 0,56 g.dia™.

Para as combinacGes de substratos com bagacos de M. domestica, o fungo L. edodes
LE-01 ndo apresentou bom desenvolvimento nos substratos 1 e 2, em que ndo ocorreu
aproducdo de cogumelos, verificando-se que estas combinagfes ndo sdo adequadas para a
producdo. Os resultados de producdo obtidos nas combinacBes de substratos 3 e 4 foram
adequadas, pois o fungo se desenvolveu em todo substrato e apresentou producdo de
cogumelos esparsa, porém com tamanhos relativamente grandes quando comparados aos
produzidos pelo controle S5, no mesmo periodo. Proporcionalmente, os cogumelos de L.
edodes LE-01 coletados em S4, empregando M. domestica, apresentaram o dobro de tamanho
dos cogumelos coletados no controle S5, composto somente por serragem de Eucalyptus sp.

Para os substratos testados com bagaco de V. labrusca, apenas S4 possibilitou a
producdo de cogumelos. J& o bagaco de M. domestica propiciou producdo em duas

composicdes de substratos, S3 e S4.
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4.2.4 Atividade enzimatica de Lentinula edodes LE-01 cultivado em bagaco de
Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp.

O bagaco de V. labrusca foi também testado em cultivos empregando o
microrganismo L. edodes LE-01, em combinagdes com serragem de Eucalyptus sp. Este
segundo residuo foi escolhido por ser o mais utilizado para cultivos de L. edodes e, por isso,
foi adotado como controle. Foram utilizadas as mesmas combinag6es de residuos, obtendo-se
entdo os substratos listados: substrato 1 (S1): somente bagaco de V. labrusca; substrato 2
(S2): 75% bagaco de V. labrusca e 25% serragem de Eucalyptus sp. (3:1); substrato 3 (S3):
50% bagaco de V. labrusca e 50% serragem de Eucalyptus sp. (1:1); substrato 4 (S4): 25%
bagaco de V. labrusca e 75% serragem de Eucalyptus sp. (1:3) e substrato 5 (S5): somente
serragem de Eucalyptus sp., adotado como controle.

Os cultivos foram realizados durante 30 dias, dentro das condicBes descritas
anteriormente. As atividades de lacases foram semelhantes nos substratos 1, 2, 3 e 5, que
apresentaram quantidades reduzidas. S4 mostrou atividades relevantes, com pico de 2.932
U.g™ no 4° dia de cultivo (Figura 42). Com excecao de S4, os demais substratos apresentaram
atividade enzimatica abaixo de 500 U.g™, com valor maior em S5, que mostrou pico
enzimético no 22° dia de cultivo (742 U.g™), sequido de S1 mostrou no 18° dia (314 U.g™), S2

no 14° dia (235 U.g™") e S3 no 6° dia de cultivo (385 U.g™).
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Figura 42. Atividade enzimatica de lacases por Lentinula edodes LE-01 cultivado
em substratos compostos por residuos lignocelulésicos. S1: bagaco de V. labrusca. S2:
bagaco de V. labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (3:1). S3: bagaco de V. labrusca e
serragem de Eucalyptus sp. (1:1). S4: bagaco de V. labrusca e serragem de Eucalyptus sp.
(1:3). S5: serragem de Eucalyptus sp.

As enzimas ligninoliticas sdo produzidas em maior quantidade pelos fungos durante o
periodo de colonizacdo, com posterior declinio durante a frutificacdo (Lechner & Papinutti,
2006). Durante o cultivo com L. edodes LE-01, todos os substratos apresentaram atividade
enzimatica constante, com excecdo de S4, que apresentou valores muito superiores aos
demais substratos e oscilagdes bruscas até o término do cultivo.

Os valores de pH embora variaveis mostraram uma tendéncia de decréscimo nos dias

iniciais do cultivo, com oscilacbes maiores a partir do 12° dia de cultivo (Figura 43). S4

apresentou o maior valor de pH (5,59) no 22° dia, e S5 0 menor valor (3,65) no 28° dia de

cultivo.
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Figura 43. Valores de pH durante o cultivo de Lentinula edodes LE-01 em
residuos lignocelul6sicos. S1: bagaco de V. labrusca. S2: bagaco de V. labrusca e serragem
de Eucalyptus sp. (3:1). S3: bagaco de V. labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (1:1). S4:
bagaco de V. labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (1:3). S5: serragem de Eucalyptus sp.

O substrato 1, constituido por bagaco de V. labrusca, possibilitou a L. edodes LE-01
um perfil de lacases constante durante os 30 dias de cultivo, com pico enzimatico no 18° dia,
quando atingiu 314 U.g™ (Figura 44). Os valores de pH durante o cultivo neste substrato
oscilaram de 3,77 a 4,65, visto que, durante o0 pico enziméatico manteve-se em 4,27.

O pico de lacases, obtido no 18° dia em S1, difere dos demais substratos, cujos picos

ocorreram de forma distribuida ao longo do cultivo, no 4°, 6° 18° e 22° dias de cultivo.
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Figura 44. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em substrato

composto por bagaco de Vitis labrusca.
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Na Figura 45, juntamente com o perfil de lacases, sdo apresentados os valores de
biomassa. Verifica-se que o maior crescimento fingico ocorreu no 22° dia de cultivo (15,9
mg de N-acetilglicosamina/g de substrato). Através das medidas de biomassa, pode-se
observar o crescimento fungico durante os 30 dias de cultivo, visto que a colonizagdo do
substrato, determinada pela extensdo do micélio, pela producdo de biomassa e pela atividade
enzimética é de grande importancia para a eficiéncia do cultivo (Leatham, 1985; Di Lena et

al., 1997; Philippoussis et al., 2003; Silva et al., 2005).
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Figura 45. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em
substrato composto por bagaco de Vitis labrusca.

O substrato 2, composto por 75% de bagaco de V. labrusca e 25% de serragem de
Eucalyptus sp., apresentou pico enzimatico de lacases no 14° dia de cultivo, de 234,47 U.g™
(Figura 46). Os valores de pH, ao contrario do que aconteceu nos cultivos com os outros
substratos, foram decrescentes, oscilando entre 5,38 e 3,74. No 14° dia, quando o pico

enzimatico foi obtido, o valor de pH estava em 5,04, um pouco superior ao pH encontrado no

pico de S1 (4,27).
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Figura 46. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em substrato

composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (3:1).

No cultivo utilizando o substrato 2, ocorreu um pequeno aumento de lacases até o 10°
dia, seguido de um grande pico no 14° dia e pequenas oscilacdes até o término do cultivo. Os
valores de pH foram constantes até o 10° dia, com posterior decréscimo até o fim do cultivo.
O fungo apresentou leve crescimento ao longo do cultivo, obtendo maior biomassa no 18° dia

de cultivo, de 16,13 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato (Figura 47).
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Figura 47. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01
em substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (3:1).

O substrato 3, composto por 50% de bagaco de V. labrusca e 50% de serragem de

Eucalyptus sp., apresentou pico de lacases na primeira semana de cultivo (6° dia), de 384,528

U.g™ (Figura 48). Os valores de pH foram decrescentes ao longo do cultivo e, durante o pico

enzimatico, o valor de pH foi 4,4.
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Figura 48. Atividade enzimatica de lacases por Lentinula edodes LE-01 e pH em
substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (1:1).
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O perfil de lacases no cultivo em S3 apresentou seu pico no 6° dia, seguido de queda
até 0 12° dia e aumento, com varias oscilacdes, até o término do cultivo. O menor valor de pH
(3,8) foi observado no 28° dia, e 0 maior (4,77) no 2° dia de cultivo.

A maior biomassa de L. edodes LE-01, obtida em S3, ocorreu no 16° dia de cultivo, de
17,42 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato, dez dias ap6s o pico enzimatico (Figura 49).
Neste substrato, pode-se observar nitidamente o desenvolvimento fungico ao longo do cultivo,

através da oscilacdo dos teores de N-acetilglicosamina.
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Figura 49. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em
substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (1:1).
O cultivo realizado com o substrato 4, composto por 25% de bagaco de V. labrusca e
75% de serragem de Eucalyptus sp., apresentou pico enzimatico de lacases precocemente, no

4° dia de cultivo, de 2.932 U.g™* em pH 5,03 (Figura 50). Os valores de pH apresentaram

muitas oscilagdes ao longo do cultivo, porém, mantendo-se restritos entre 3,82 e 5,59.
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Figura 50. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em substrato
composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (1:3).

O cultivo de L. edodes LE-01 em S4 apresentou valores expressivos de lacases em
outros dias ap6s atingir o pico no 4° dia, como no 6°, 20° e 26° dias de cultivo (2.161, 2.068 e
2.250 U.g™, respectivamente). Estes valores sdo superiores aos picos dos trés primeiros
substratos testados e confirmam a maior atividade de lacases em S4 (pico de 2.932 U.g™).

A Figura 51 mostra que a maior biomassa do cultivo S4 foi obtida no 30° dia, de 15,2

mg de N-acetilglicosamina/g de substrato.
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Figura 51. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01

em substrato composto por bagaco de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (1:3).
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O cultivo realizado em S5, composto de 100% serragem de Eucalyptus sp., foi adotado
como controle por ser o substrato mais empregado no cultivo de fungos do género Lentinula.
Este substrato apresentou maior atividade enzimatica no 22° dia de cultivo (741.7 U.g™%), valor
superior ao obtido em S1, S2 e S3, porém inferior a S4, que apresentou 2.932 U.g™* de lacases.

Os valores de pH neste substrato foram decrescentes ao longo do cultivo, oscilando
entre 5,5 e 3,7 durante os 30 dias. No pico enzimatico, o valor de pH foi de 4,7, como pode

ser observado na Figura 52.
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Figura 52. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em substrato
composto por serragem de Eucalyptus sp. e bagaco de Vitis labrusca.

Tal como verificado para os demais substratos, o cultivo realizado empregando

somente serragem de Eucalyptus sp. (S5) apresentou biomassa de 14,28 mg de N-

acetilglicosamina/g de substrato no 16° dia. Observando-se a Figura 53, pode-se perceber o

aumento de biomassa fungica ao longo do cultivo.
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Figura 53. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em

substrato composto serragem de Eucalyptus sp. e bagaco de Vitis labrusca.

Dos cinco substratos testados para o cultivo de L. edodes LE-01, S4 foi o que
apresentou a maior atividade de lacases (2.932 U.g™), superior ao controle S5 (742 U.g™) e
também a S1, S2 e S3. As atividades de lacases obtidas em todos 0s substratos sdo superiores
aos obtidos em cultivos de Lentinus tigrinus em palha de trigo, que apresentou maior
atividade no 20° dia de cultivo, de apenas 30 U.g™ (Lechner & Papinutti, 2006).

Na Tabela 8, estdo resumidos os dados de atividade de lacases, crescimento fungico, e
pH para cada substrato testado no cultivo de L. edodes LE-01 contendo bagago de V. labrusca
e serragem de Eucalyptus sp. A atividade de lacases em S4 foi estatisticamente superior as
demais. S5, tomado como controle, foi o segundo melhor substrato para a producéo de lacases
por L. edodes LE-O1 (742 U.g’l). Os substratos 1, 2 e 3 mostraram menor atividade
enzimatica (314, 235 e 385 U.g™, respectivamente), diferindo dos demais substratos e
estatisticamente diferentes entre si. A maior producdo enzimatica em todos os substratos

ocorreu na seguinte ordem S4 > S5 > S3 > S1 > S2.
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Os valores de pH medidos no dia dos picos de lacases apresentaram valores pouco
distintos, entre 4,27 e 5,04. O substrato 4 alcancou antecipadamente 0 pico enzimatico, no 4°

dia de cultivo, seguido de S3, S2, S1 e S5, no 6°, 14°, 18° e 22° dias, respectivamente.

Tabela 8. Atividade de lacases, crescimento fungico, pH e dia do pico enzimatico durante
o0 cultivo Lentinula edodes LE-01 em substratos empregando bagacgo de Vitis labrusca e
serragem de Eucalyptus sp.

s . Lacases’  Biomassa’ Dia do pico
Substrato  Residuo lignocelulodsico U.gY) (Mma.g™) p enzimatico
s1 Bagaco de V. labrusca 314¢ 15,9 4,27 18°
) Bagaco de V. labrusca e e o
52 (3:1) serragem de Eucalyptus sp. 235 16,13 5,04 14
. Bagaco de V. labrusca e ¢ 0
S3(1:1) serragem de Eucalyptus sp. 385 17.42 44 6
. Bagaco de V. labrusca e a o
54 (1:3) serragem de Eucalyptus sp. 2.932 152 S 4
S5* Serragem de Eucalyptus sp. 742° 14,28 4,72 22°

'Média de atividade enzimatica obtida em cultivos feitos em triplicata; “Maior média obtida durante o
cultivo, expresso em mg de N-acetilglicosamina/g de substrato imido; *substrato controle; **°Analise
estatistica: grupos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente em nivel de 5% (p<0,05). S1:
bagacgo, S2: bagaco e serragem (3:1), S3: bagaco e serragem (1:1), S4: bagaco e serragem (1:3), S5:
serragem.

A atividade das demais fenol-oxidases também foi analisada no dia do pico de lacases
em todos os substratos testados. OAV e LiP mostraram niveis reduzidos. PerT e MnP néo
foram detectadas pelo método utilizado. A atividade de fenol-oxidases e a concentracdo de
proteinas totais estdo detalhadas na Tabela 9.

A atividade de OAV foi reduzida em todos os substratos testados, sendo mais elevada
em S5 (41,4 U.g™h). LiP ndo foi detectada em S1 e obtida em baixa concentracdo nos demais
substratos, ndo havendo diferencas estatisticas. As proteinas totais foram quantificadas em
valores elevados, sendo mais significativa sua presenca em S5 (1.375 U.g™), obedecendo a

seguinte ordem S5 > S4 > S2 > S3 > S1. Dos substratos testados para o cultivo de L. edodes
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LE-01 visando a producao enzimatica, o composto por bagaco de V. labrusca e serragem de
Eucalyptus sp. na proporcdo 1:3 (S4) foi o que apresentou maior atividade de lacases, porém,

o segundo maior valor de proteinas totais (1.182 U.g™).

Tabela 9. Atividade de oxidases do alcool veratrilico, lignina peroxidase e quantidade de
proteinas totais de Lentinula edodes LE-01 cultivado em substratos empregando bagago
de Vitis labrusca e serragem de Eucalyptus sp.

LiP 1
Substrato Residuo lignocelulésico OAY 1 Protelr_llas
(U.g™) (U.g™h (mg.g™)
S1 Bagaco de V. labrusca 25,94+1,96° nd 872+49°
2 (3:1) Bagagode V. labruscae g 45,430 (540060c  1.00421,8°

serragem de Eucalyptus sp.

. Bagaco de V. labrusca e be b a
S3(1:1) serragem de Eucalyptus sp. 4,95+1,48 1,48+0,02 1.076+194
. Bagaco de V. labrusca e c a a

S4 (1:3) serragem de Eucalyptus sp. 0,310,138 2,7310,34 1.182+109
S5* Serragem de Eucalyptus sp.  41,4+9,06 1,5+0,26° 1.375+35°

Meédia de atividade enzimatica obtida em cultivos feitos em triplicata; *substrato controle; *”*Anélise
estatistica: grupos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente em nivel de 5% (p<0,05); ™ ndo
detectada pelo método utilizado. S1: bagaco, S2: bagaco e serragem (3:1), S3: bagaco e serragem
(1:1), S4: bagago e serragem (1:3), S5: serragem.

4.2.5 Atividade enzimética de Lentinula edodes LE-01 cultivado em bagaco de
Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.

O bagaco de M. domestica foi também testado em cultivos empregando o
microrganismo L. edodes LE-01 em combinagfes com serragem de Eucalyptus sp. Foram
utilizadas as mesmas combinacgdes de residuos, obtendo-se: substrato 1 (S1): somente bagaco
de M. domestica; substrato 2 (S2): 75% bagaco de M. domestica e 25% serragem de
Eucalyptus sp. (3:1); substrato 3 (S3): 50% bagaco de M. domestica e 50% serragem de

Eucalyptus sp. (1:1); substrato 4 (S4): 25% bagaco de M. domestica e 75% serragem de
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Eucalyptus sp. (1:3) e substrato 5 (S5): somente serragem de Eucalyptus sp., adotado como
controle.

Os cultivos foram realizados durante 30 dias, nas mesmas condi¢Ges descritas
anteriormente. As atividades de lacases foram reduzidas empregando os substratos 1 e 4, mas
superiores em S2, S3 e S5. A maior atividade de lacases foi obtida empregando-se em S2, de
706 U.g™ no 16° dia de cultivo, como pode ser observado na Figura 54. A segunda maior

atividade foi obtida em S3 e em S5 (controle), ambos no 22° dia de cultivo (560 U.g™).
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Figura 54. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 cultivado
em substratos compostos por residuos lignocelulésicos. S1: bagaco de M. domestica. S2:
bagaco de M. domestica e serragem de Eucalyptus sp. (3:1). S3: bagaco de M. domestica e
serragem de Eucalyptus sp. (1:1). S4: bagaco de M. domestica e serragem de Eucalyptus sp.
(1:3). S5: serragem de Eucalyptus sp.
Os valores de pH durante todos os cultivos apresentaram leve decréscimo, exceto em
S1, que apresentou valores de 6,55 no 20° e 6,44 no 26° dia de cultivo (Figura 55). O substrato
1, que apresentou os maiores valores de pH, também mostrou a maior oscilacdo de valores,

entre 4,5 e 6,55. O pH dos demais substratos testados mantiveram-se constantes durante os 30

dias de cultivo, destacando-se o0 menor valor obtido em S3, no 22° dia de cultivo, de 3,8.
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Figura 55. Valores de pH durante o cultivo de Lentinula edodes LE-01 em residuos
lignoceluldsicos. S1: bagaco de M. domestica. S2: bagaco de M. domestica e serragem de
Eucalyptus sp. (3:1). S3: bagago de M. domestica e serragem de Eucalyptus sp. (1:1). S4:
bagaco de M. domestica e serragem de Eucalyptus sp. (1:3). S5: serragem de Eucalyptus sp.
O substrato 1, que utiliza somente bagaco de M. domestica, apresentou atividade de
lacases muito reduzida (maximo de 102 U.g™ no 12° dia de cultivo). Nesta condicdo o pH
oscilou entre 4,46 e 6,55, mantendo-se em 4,57 durante o pico enzimatico, ocorrido no 12°
dia. O maior valor de pH obtido empregando este substrato ocorreu no 20° dia de cultivo,

onde a atividade enzimatica foi de somente 14 U.g™; ja para o menor valor (4,46), observado

no 6° dia de cultivo, a atividade enzimética foi de 86,5 U.g™* (Figura 56).
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Figura 56. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em substrato
composto por bagaco de Malus domestica.
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L. edodes LE-01 apresentou crescimento até o 20° dia de cultivo, atingindo 1,63 mg de
N-acetilglicosamina/g de substrato, com posterior diminuicdo de desenvolvimento. Os
maiores valores de biomassa obtidos estdo relacionados a uma baixa producdo enzimatica

que, apos o pico, ocorrido no 12° dia, apresentou queda brusca de atividade (Figura 57).
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Figura 57. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em
substrato composto por bagaco de Malus domestica.

O substrato 2, composto por 75% de bagaco de M. domestica e 25% de serragem de
Eucalyptus sp., apresentou pico de lacases no 16° dia de cultivo, de 706 U.g™* (Figura 58). Os
valores de pH foram decrescentes ao longo do cultivo, oscilando entre 4,02 e 5,1.

Durante o 16° dia, quando o pico enzimatico foi obtido, o valor de pH estava em 4,8,
pouco superior do que o pH encontrado no pico de S1 (4,57). Neste cultivo, ocorreu baixa
atividade de lacases durante todo o periodo avaliado, apresentando pico somente no 16° dia
(706 U.g™) e pequeno aumento no Gltimo dia, perto de 290 U.g™.

Na Figura 59, verifica-se que a biomassa de L. edodes LE-01 no substrato 2

apresentou aumento no transcorrer do cultivo e seu maior desenvolvimento foi 28° dia, com

1,62 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato.



88

1000 T T T T T T T T T T T T T T T 5 5
-®- Lacases
900+ D
800- 50
~~ 700- '
o
S 6007
§ 500 -45
T 400
@©
— 300
-4.0
200+
1004
O T T T T T T T T T T T T 3 5

T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 3
Tempo (dias) em S2

Figura 58. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp. (3:1).
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Figura 59. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp. (3:1).
O substrato 3, composto por 50% de bagaco de M. domestica e 50% de serragem de
Eucalyptus sp., apresentou pico de lacases no 22° dia de cultivo, de 561 U.g™* (Figura 60). Os

valores de pH foram decrescentes ao longo do cultivo, visto que, durante o pico enzimatico, o

valor de pH foi 3,8.
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Figura 60. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em substrato
composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp. (1:1).

O perfil de lacases no cultivo em S3 apresentou oscilagcbes, com pico no 22° dia e
posterior queda até o término do ensaio. O menor valor de pH (3,8) foi obtido também no 22°
dia, data do pico enzimético, e o maior (4,97) no 2° dia de cultivo. A biomassa de L. edodes
LE-01 obtida com S3 apresentou-se crescente, porém, oscilatdria; os valores mais expressivos

foram obtido nos ultimos dias de cultivo, de 2,89 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato no

28° dia (Figura 61).
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Figura 61. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em

substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp. (1:1).
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O cultivo realizado com S4, composto por 25% de bagaco de M. domestica e 75% de
serragem de Eucalyptus sp., apresentou pico de lacases precocemente, no 6° dia de cultivo, de
228 U.g™! em pH 4,8 (Figura 62). Os valores de pH mostraram oscilacdes, porém, mantendo-
se restritos a uma estreita faixa, entre 4 e 52. Como no substrato 3, a biomassa de
S4 também foi baixa, de 1,65 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato no 20° dia de cultivo
(Figura 63). Verifica-se que esse substrato possibilitou maior atividade enzimatica nos
primeiros dias de cultivo, o que sugere que esta composi¢cdo possa induzir uma rapida
secrecdo enzimatica, sendo necessarios outros estudos com este substrato visando o aumento

da producédo em curto periodo de tempo.
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Figura 62. Atividade enzimética de lacases por Lentinula edodes LE-01 e pH em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp. (1:3).

O cultivo realizado em S5, composto de 100% serragem de Eucalyptus sp., adotado
como controle, apresentou maior atividade enzimatica no 22° dia de cultivo, com 560 U.g™,
valor igual ao obtido em S3, porém inferior a S2, que apresentou a maior atividade enzimatica
entre os cinco substratos testados, com 706 U.g™.

Os valores de pH neste substrato foram decrescentes ao longo do cultivo, oscilando

entre 4,15 e 5,3 durante os 30 dias. No pico enzimatico, o valor do pH foi de 4,23, como pode

ser observado na Figura 64.
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Figura 63. Atividade enzimatica de lacases e biomassa de Lentinula edodes LE-01 em
substrato composto por bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp. (1:3).
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Figura 64. Atividade enzimatica de lacases de Lentinula edodes LE-01 e pH em substrato
composto por serragem de Eucalyptus sp. e bagaco de Malus domestica.

A biomassa do cultivo apenas com serragem de Eucalyptus sp. (S5) apresentou

crescimento até o 14° dia, 1,56 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato, com posteriores

oscilacBes e diminuigdo de desenvolvimento até o término do cultivo (Figura 65).
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Figura 65. Atividade enzimatica de lacases e biomassa fungica de Lentinula edodes LE-
01 em substrato composto serragem de Eucalyptus sp. e bagaco de Malus domestica.

0.0

Dos substratos testados para o cultivo de L. edodes LE-01, S2, composto por 75% de
bagaco de M. domestica e 25% de serragem de Eucalyptus sp., foi 0 que apresentou a maior
atividade de lacases (706 U.g™), superior ao controle S5 (560 U.g™") e também a S1, S3 e S4.
Na Tabela 10, estdo resumidos os dados de atividade enzimatica, crescimento fangico e pH
para cada substrato testado. A atividade de lacases obtida no cultivo S2 foi estatisticamente
superior aos demais substratos testados. S3 mostrou 561 U.g™ de lacases, sendo o segundo
melhor substrato, estatisticamente semelhante ao controle (S5), com 559 U.g™. Ja os
substratos 1 e 4 mostraram menor atividade, de 102 e 228 U.g™", respectivamente, diferindo
estatisticamente. A producdo de lacases ocorreu na ordem S2 > S3 > S5 > S4 > S1.

Com relacdo ao crescimento, verificado pela biomassa estimada, a composi¢do S3,
mostrou o maior valor, de 2,89 mg de N-acetilglicosamina/g de substrato. S4 propiciou um

substrato de desenvolvimento com pico enzimatico ja no 6° dia de cultivo.
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Tabela 10. Atividade de lacases, crescimento fungico, pH e dia do pico enzimatico de
Lentinula edodes LE-01 cultivado em substratos empregando bagaco de Malus domestica
e serragem de Eucalyptus sp.

T - ) - -
Substrato  Residuo lignocelulésico L(alljzsff)s B('ﬁ]rgzsif? Erls i(rjr?é?ilgg
s1 Bagaco de M. domestica 101¢ 1,63 4,57 12°

Bagaco de M. domestica e 2062 162 488 16°
S2(3:1)  Serragem de Eucalyptus sp. ’ '
Bagago de M. domestica e b 0
S3(1:1)  serragem de Eucalyptus sp. 561 2,89 3,79 22
Bagaco de M. domestica e c o
S4(1:3)  serragem de Eucalyptus sp. 228 1,65 4.8 6
S5* Serragem de Eucalyptus sp. 559° 1,56 4,23 22°

'Média de atividade enzimatica obtida em cultivos feitos em triplicata; “Maior média obtida durante o
cultivo, expresso em mg de N-acetilglicosamina/g de substrato Umido;  *substrato controle;
bl Analise estatistica: grupos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente em nivel de 5%
(p<0,05). S1: bagaco, S2: bagago e serragem (3:1), S3: bagaco e serragem (1:1), S4: bagaco e
serragem (1:3), S5: serragem.

Os valores de pH medidos no dia dos pico enzimaticos apresentaram valores pouco
distintos, entre 3,79 e 4,8. S4 alcangou 0 pico enzimatico no 6° dia de cultivo, seguido de S1 e
S2, no 12° e 16° dias, respectivamente, e S3 e S5 juntos, no 22° dia.

A atividade das demais fenol-oxidases também foi analisada no dia do pico de lacases
em todos os substratos testados. OAV, LiP, PerT e MnP ndo foram detectadas pelo método
utilizado, visto que ja é conhecido que o fungo L. edodes apresenta menor secrecdo destas
enzimas. Os valores de proteinas totais estdo descritos na Tabela 11, cuja concentracdo

apresentou-se na seguinte ordem: S1 > S2 > S4 > S3 > Sb.

Tabela 11. Concentracdo de proteinas totais de Lentinula edodes LE-01 cultivado em
substratos empregando bagaco de Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.

Substratos s1 S2 S3 S4 S5*
. 1
P'Eg:g'gﬁ; 6.858+411° 6.462+216% 4.052+115° 4.906+172° 4.036+151°

!Média obtida em cultivos feitos em triplicata; *substrato controle; **°Analise estatistica: grupos com
a mesma letra ndo diferem estatisticamente em nivel de 5% (p<0,05).
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4.2.6 Comparacao de atividade enzimatica de Lentinula edodes LE-01 cultivado
em bagacos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.

A utilizacdo dos bagacos de V. labrusca e M. domestica e da serragem de Eucalyptus
sp. para o cultivo de L. edodes LE-01 em diferentes combinagdes de substratos propiciaram
distintas atividades enzimaticas e desenvolvimento micelial particular para cada combinacéo.

As atividades de lacases obtidas em cultivos realizados com bagaco de V. labrusca
foram superiores as obtidas utilizando bagaco de M. domestica em uma combinacéo testada
(S4). Ja para os substratos 2 e 3, os melhores resultados foram obtidos empregando bagaco de
M. domestica, como pode ser observado na Tabela 12. O desenvolvimento micelial foi maior
nos substratos dos cultivos realizados com bagaco de V. labrusca, mostrando que o tipo de
residuo utilizado no substrato interfere no desenvolvimento do miceélio fungico.

Observando as caracteristicas de cada substrato percebe-se que os valores de pH em
cultivos com L. edodes LE-01 apresentaram decréscimo ao longo dos 30 dias de cultivo e a
maioria dos picos de lacases ocorreram no 22° dia, ficando dois picos no 6° dia e os demais
distribuidos no 4°, 12°, 14°, 16° e 18° dias.

Atividade de MnP ndo foi detectada em nenhum dos substratos com ambos os residuos
de frutas testados. OAV foi obtida em valores reduzidos nos cultivos empregando V.
labrusca, chegando ao maximo de 25,9 U.g™ no substrato 1, porém, ndo foi detectada nos
cultivos realizados com M. domestica. LiP foi obtida em valores reduzidos nos cultivos com
V. labrusca, exceto em S1, alcancando 2,73 U.g™, em S4. Ja nos cultivos empregando M.
domestica, ndo detectou-se atividade de LiP.

A concentracdo de proteinas foi elevada em todos os substratos desenvolvidos com
bagaco de M. domestica, destacando-se S1, com 6.858 U.g*. A maior concentracdo de
proteinas empregando V. labrusca foi obtida em S4, 1.182 mg.g™, mesmo assim inferior ao

controle S5 (1.375 mg.g™).
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Dos cultivos realizados com bagaco de V. labrusca, S4 apresentou a melhor atividade
de lacases (2.932 U.g™?), bem como a maior concentracdo de proteinas (1.182 mg.g™).
Empregando o bagaco de M. domestica, S2 mostrou a maior atividade de lacases (706 U.g™) e

0 maior valor de proteinas totais entre os substratos testados com este residuo.

Tabela 12. Atividade enzimatica, crescimento fangico, proteinas totais e dia do pico
enzimatico de Lentinula edodes LE-01 empregando como substratos bagacos de Vitis
labrusca e Malus domestica e serragem de Eucalyptus sp.

Parametro Vitis labrusca Malus domestica

avaliado
S1 S2 S3 S4 S5* S1 S2 S3 S4 S5*

Lacases (U.g?) 314 235 385 2932 742 101,6 706 561 228 559
OAV (Ug') 2594 2332 495 03 414 nd nd nd nd nd
LiP (U.g™h nd 054 148 273 15 nd nd nd nd nd

Proteinas 872 1.094 1.076 1.182 1375 6.858 6.462 4.052 4.906 4.036
(mg.g™)

Biomassa 159 1613 1742 1521 1428 163 162 289 165 156
(mg.g™)

pH 427 504 44 5 472 457 488 3,79 48 4,23

Dia do pico 180 140 6° 40 220 120 16° 220 6° 220
enzimatico

*Substrato controle composto por serragem de Eucalyptus sp.; ™ ndo detectada pelo método utilizado.
S1: bagaco, S2: bagaco e serragem (3:1), S3: bagaco e serragem (1:1), S4: bagaco e serragem (1:3),
S5: serragem.

O bagaco de V. labrusca mostrou-se mais adequado a producdo de cogumelos de P.
sajor-caju que o bagaco de M. domestica. Empregando-se bagaco de V. labrusca na
composicao dos meios de cultivo, o fungo apresentou os melhores resultados de producéo de
cogumelos quando foi utilizado o substrato 4, composto por bagago e serragem de Pinus sp

(1:3). O contrario ocorreu para producdo enzimatica, que apresentou melhores resultados

quando o bagaco de M. domestica foi empregado. As maiores atividades de lacases de P.
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sajor-caju foram obtidas nos cultivos com o substrato 1, composto somente por bagaco de M.
domestica.

Dentre os substratos testados para a producdo de cogumelos de L. edodes empregando
V. labrusca, o substrato 4, composto por bagaco e serragem de Eucalyptus sp (1:3)
apresentou os melhores resultados. Ja para os substratos testados com bagaco de M.
domestica, os substratos 3 e 4 produziram os maiores cogumelos coletados entre todos os
cultivos. A maior producdo enzimatica de L. edodes foi obtida empregando-se o substrato 4
com V. labrusca, composto de bagaco e serragem de Eucalyptus sp (1:3). Em ambos cultivos
realizados, o substrato 4 possibilitou aos microrganismos testados os melhores resultados de
atividade enzimatica, podendo-se sugerir que dentre as combinacOes testadas esta seja a mais

adequada ao desenvolvimento destes fungos.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho é possivel concluir que:
os residuos lignoceluldsicos bagacgos de Vitis labrusca e Malus domestica e serragem de
Pinus sp. sdo substratos adequados ao cultivo do fungo Pleurotus sajor-caju PS-2001 e
entre estes o bagaco de V. labrusca é mais apropriado;
os melhores resultados de produtividade, eficiéncia bioldgica e rendimento na producéo de
cogumelos comestiveis de P. sajor-caju PS-2001 empregando bagaco de V. labrusca e
serragem de Pinus sp. sdo obtidos utilizando o substrato 4 (1:3), e 0 mesmo ocorre
empregando bagaco de M. domestica e serragem de Pinus sp.;
0s substratos compostos por bagaco de M. domestica possibilitam maior atividade de
lacases de P. sajor-caju PS-2001 que os compostos com V. labrusca;
nos cultivos realizados com P. sajor-caju PS-2001, o substrato 4, composto por bagaco de
V. labrusca e serragem de Pinus sp. (1:3), apresenta a maior secrecdo de lacases, ja
empregando o bagaco de M. domestica, o substrato 1, composto somente por bagaco,
apresenta a maior atividade.
entre os substratos testados para o cultivo de P. sajor-caju PS-2001 com bagaco de V.
labrusca, o substrato 4, composto por bagaco e serragem de Pinus sp. (1:3), possibilita
maiores atividades de lignina peroxidase e oxidases do alcool veratrilico, e 0 substrato 2
(3:1), proporciona maior atividade de manganés peroxidase;
entre 0s substratos testados nos cultivos de P. sajor-caju PS-2001 empregando M.
domestica, o0 substrato 1, composto somente por bagacgo, possibilita maior atividade de
lignina peroxidase e oxidases do alcool veratrilico, e no substrato 3, composto por bagaco

e serragem de Pinus sp. (1:1), ocorre a maior atividade de manganés peroxidase;
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0 substrato 3, composto por bagaco de V. labrusca e serragem de Pinus sp. (1:1), apresenta
a maior biomassa fungica de P. sajor-caju PS-2001, sugerindo que o crescimento fungico
ndo esta relacionado ao aumento na producdo de lacases;

os residuos lignocelulésicos bagacos de V. labrusca e M. domestica e serragem de
Eucalyptus sp., na maioria das combinac@es testadas, sdo substratos pouco adequados ao
cultivo do fungo Lentinula edodes LE-01;

os melhores resultados de produtividade, eficiéncia biologica e rendimento na producéao de
cogumelos comestives de L. edodes LE-01 sdo obtidos no substrato 4 com V. labrusca e
serragem de Eucalyptus sp (1:3);

0 bagaco de V. labrusca é o substrato mais adequado para a atividade de lacases de L.
edodes LE-01 que o de M. domestica;

nos cultivos realizados com L. edodes LE-01, possibilitam maior atividade de lacases: o
substrato 4, composto por bagaco de V. labrusca e serragem de Eucalyptus sp. (1:3), e
entre os cultivos realizados com bagaco de M. domestica, o substrato 2, composto por
bagaco e serragem de Eucalyptus sp. (3:1);

dentre os substratos testados para o cultivo de L. edodes LE-01, o substrato 1, composto
somente por bagaco de V. labrusca, apresenta a maior atividade de oxidases do alcool
veratrilico, o substrato 4, composto por bagaco de V. labrusca e serragem de Eucalyptus
sp. (1:3), apresenta a maior atividade de lignina peroxidase e maior concentragédo de
proteinas totais é obtida no substrato 1 com M. domestica;

atividades de manganés peroxidase e peroxidases totais ndo sdo detectadas nos substratos

testados com bagagos de V. labrusca e M. domestica em cultivos de L. edodes LE-01;
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6 PERSPECTIVAS

Como perspectivas para continuidade deste trabalho sugerem-se as seguintes:
realizar mais estudos de producdo de cogumelos de P. sajor-caju PS-2001 com o substrato
4 (1:3) empregando bagacos de V. labrusca e M. domestica, juntamente com serragem de
Pinus sp., visando aumentar a produtividade, eficiéncia bioldgica e rendimento;
aumentar a producéo de lacases por P. sajor-caju PS-2001 empregando o substrato 4 com
M. domestica utilizando indutores na formulacdo do meio de cultivo;
realizar mais estudos com as formulagbes S1, S2 e S3 empregando bagaco de V. labrusca;
e S1 e S2 empregando bagaco de M. domestica, juntamente com serragem de Eucalyptus
sp., visando aumentar a producdo de cogumelos comestiveis de L. edodes LE-01;
verificar se somente os substratos 3 e 4 empregando bagaco de M. domestica e serragem de
Eucalyptus sp. produzem cogumelos comestiveis de L. edodes LE-01 maiores que 0s
demais substratos testados;
utilizar residuos de outras frutas nas formulaces dos meios de cultivo de P. sajor-caju
PS-2001 e L. edodes LE-01 para a producdo de cogumelos;
realizar a dosagem de C:N dos residuos empregados nos substratos e a analise nutricional
dos cogumelos produzidos em residuos de frutas;
testar as enzimas produzidas por P. sajor-caju PS-2001 para pré-tratamento de

lignocelul6sicos para obtencdo de bioetanol.
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