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Resumo
Ganoderma lucidum, um cogumelo utilizado tradicionalmente devido as maltiplas
propriedades medicinais, tem propriedade de crescimento in vitro em residuos agroindustriais,
substratos favoraveis para o desenvolvimento do pileo e produgdo de compostos de interesse
industrial. Este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento micelial vertical e a
producdo de enzimas pectinoliticas em substratos oriundos da agroindustria amazodnica. As
culturas de G. lucidum cedidas pela Colecdo de Culturas DPUA da Universidade Federal do
Amazonas foram subcultivadas em &gar batata dextrose adicionado de 0,5% de extrato de
levedura 0,5% (PV) (BDA). Na avaliagdo do crescimento micelial vertical, trés discos das
culturas em BDA, medindo 7 mm, foram transferidos para casca de cupuacgu (CC) e serragem
(SE], suplementada com farelo de arroz 10% e 20%. A fermentacdo semi-sélida foi conduzida
na auséncia de luz, por 15 dias, a 25 °C. O crescimento do cogumelo foi determinado em
milimetros-se cada 24 horasl. Ao término de cada bioprocesso (5°, 10° e 15° dias), ap6s a
extracdo dos biocatalisadores em agua destilada foi determinada a atividade pectinolitica
gualitativa e quantitativa de pectinesterase (PE), endopoligalacturonase EndoPG) e
exopoligalacturonase (Exo-PG). Os resultados revelaram que G. lucidum apresentou
crescimento em todos os substratos e segundo o critério de classificacdo adotado para avaliar
o vigor micelial, na casca de cupuacu ou serragem suplementado com farelo de arroz 10% e
20% foi do tipo fortemente adensado e mediamente adensado, respectivamente. Nos
substratos sem farelo de arroz, o micélio foi fracamente adensado. Com relacdo as enzimas,
em todos os extratos de G. lucidum foi determinada a atividade pectinoliticas. Os méaximos
valores a atividade de pectinesterase foram determinados no 15° dia de cultivo (1,55 U/mL e
1,16 U/mL), em ambos os substratos (CC e SE), sem farelo de arroz. As maiores atividades de
exopoligalacturonase (1,22 UV/mL/min e 1,33 UV/mL/min) foram verificadas nos substratos
(CC e SE) com farelo de arroz 20%. Também foi verificado que a interacdo da concentracdo
do suplemento e o tempo de cultivo influenciaram significativamente na producdo de
endopoligalacturonase, em casca de cupuacu. Nos cultivos com serragem todas as variaveis
foram significativas para a producdo das enzimas pectinoliticas. A maior atividade de
endopoligalacturonase (5,87 U/mL) foi determinada em casca de cupuagu com farelo de arroz
20%, no 15° dia de cultivo. Em conformidade com os resultados desta pesquisa, G. lucidum se
desenvolve e produz enzimas pectinoliticas, por isso tem potencial para ser utilizada em

futuras aplicagdes biotecnologicas, especialmente na industria alimenticia.
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1 INTRODUCAO

Ganoderma lucidum, classificado no filo Basidiomycota, familia Polyporacea, ordem
Aphyllophorales, estruturalmente tem basidioma grosso, duro, resistente e ocorre
principalmente em regides subtropicais, mas encontrado em zonas temperadas. Nos paises
Asiaticos (China, Japdo e Coréia), tradicionalmente vem sendo reconhecido como fonte de
produtos nutracéuticos, medicinais e popularmente conhecido no Japdo como “Lingzhi”; na
China, “Mannentake” ou "Reishi” e no Brasil, “Cogumelo Rei”, “Cogumelo brilhante” ou
“Cogumelo do Imperador” (CHANG; MILES, 2004; RUBEL, 2006).

Com relacéo a producéo de G. lucidum, na China, o cultivo vem sendo realizado para
utilizacdo no tratamento de insbnia, fraqueza, anorexia, hepatite crénica, doencgas coronarias,
hipertensdo, carcinoma, e inibicdo da sintese de colesterol (CHANG; MILES, 2004). Shiao
(2003) relata também a atividade estimuladora da agregacdo plaquetaria de triterpenos e
propriedades antitumorais de polissacarideos isolados de G. lucidum.

Em se tratando da producdo a nivel comercial, os métodos mais utilizados para G.
lucidum sdo em toras de madeira. Quando serragens sdo utilizadas em sacos ou em garrafa, 0s
cultivos sdo realizados por fermentacdo semi-sélida, bioprocesso que reconhecidamente reduz
0s impactos ambientais, além de ser Gtil para a producdo de biocompostos, alimento humano e
racdo animal (PANDEY et al., 2000; CHANG; MILES, 2004).

Nos cultivos in vitro de G. lucidum, além dos varios fatores fisicos e quimicos que
influenciam no desenvolvimento e frutificacdo. A velocidade de miceliacdo também pode ser
alterada conforme a profundidade do substrato, visto que a suplementacdo pode modificar
estruturalmente o substrato, dificultando as trocas gasosas (Rossi, Monteiro; Machado, 2003).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes concentraces

de residuo agroindustrial disponivel no Estado do Amazonas para crescimento micelial



vertical de G. lucidum com a finalidade de selecionar uma mistura de substrato para producéo

de indculo avaliar a producdo de enzimas pectinoliticas.



10

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Fermentacao Semi-solida versus producdo de cogumelos

O desenvolvimento in vitro de cogumelos, em meios liquidos ou soélidos, resulta em
um produto com composicdo mais constante e previsivel que os espécimes crescidos in
natura. Através de processos biotecnologicos adequados pode-se monitorar a producao de
cogumelos em trés niveis: controle da cepa, controle do processo de producdo e controle de
produto final (RAI; TIDE; WASSER, 2005).

No bioprocesso utilizando-se fermentacdo semi-sélida (FSS) o microrganismo se
desenvolve na superficie de materiais solidos que apresentam a propriedade de absorver ou de
conter agua, com ou sem nutrientes soltveis, com fluxo de ar continuo e sem a presenca de
liquido livre entre as particulas de substrato (PINTO, 2005).

Os substratos utilizados na FSS sdo em geral, residuos ou subprodutos da
agroindustria tais como farelos, cascas, bagacos, residuos do processamento de alimentos e da
indUstria de papel e celulose, materiais geralmente encontrados em grandes quantidades
gerando problemas de poluicdo ambiental. Assim estes materiais sdo considerados viaveis
para a biotransformacdo, contribuindo para 0 novo conceito de procedimentos tecnoldgicos
sustentaveis na producdo de alimentos (SANTOS et al., 2006).

No Brasil ha diversas pesquisas utilizando a FSS para a producdo de cogumelos
principalmente os dos géneros Pleurotus e Lentinus. Dentre os substratos utilizados oS
residuos da agroindustria sdo os mais frequentes tais como bagaco de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) e residuo de café (Coffea sp.) (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003).

O desenvolvimento do corpo de frutificacdo de varios cogumelos, incluindo G.

lucidum, tem sido produzido em culturas sélidas, usando como substrato gramineas, graos de
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cereais, serragem ou madeira, porém o seu crescimento pode demorar varios meses (URBEN,
2004). Desse modo o cultivo in vitro é visto como uma alternativa promissora para obtencao
de principios ativos em curto espaco de tempo e sob condicdes controladas (RAI; TIDE;
WASSER, 2005).

A fase micelial, no substrato, torna-se fundamental para o cultivo de cogumelos, pois
quanto mais rapido ocorrer o0 seu desenvolvimento, menor o risco de contaminagdo por outros
fungos ou bactérias (DONINI, BERNARDI, NASCIMENTO, 2006). O crescimento
miceliano pode ser influenciado pela reducdo na concentracdo de nutrientes e oxigénio,
acumulo de produtos finais téxicos, producdo de metabdlitos secundarios e mudancas de
fatores, como o pH (REGINA, 2001).

A miceliacdo de diferentes espécies de cogumelos tem sido relacionada com a
suplementacdo de substratos utilizando farelo de arroz como fonte de nutrientes (ROSSI,;

MONTEIRO; MACHADO, 2001).

2.2 Cultivo e Importancia de Ganoderma lucidum

Dados da literatura mostram que Ganoderma lucidum tem ocorréncia muito raro na
natureza, de forma que ndo amostras suficientes para exploracdo comercial. (WAGNER et al.,
2003). Para o cultivo in vitro, ou seja, crescimento micelial, a temperatura ideal pode ser de
15 a 35 °C, luminosidade, umidade do substrato entre 60 e 65%, a umidade relativa do ar 60 a
70% e o pH do substrato 5,0 a 5,5. A luz também tem acéo na diferenciacdo do pileo e do
corpo de frutificacdo, estrutura de formagéo anual (CHANG & MILES, 2004; RUBEL, 2006).

Em geral, o cultivo e producdo de G. lucidum estdo voltados para a obtencdo de
metabolitos com aplicacdo no desenvolvimento de novos produtos da industria farmacéutica,
uma vez que diversos estudos tém comprovado as multiplas atividades bioldgicas

relacionadas a esse basidiomiceto (SERNA et al., 2006).
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Devido ao grande consumo G. lucidum nos paises asiaticos esta espécie de cogumelo
mostra-se como um importante produto de valor comercial apresentado sob diferentes
formulacbes (bebidas, pés, capsulas) tanto como suplemento alimentar quanto para fins
medicinais (CHIU et al., 2000).

As pesquisas mostram que o cultivo de basidiomicetos ndo se resume somente a
importancia alimentar, mas também como fonte de medicamentos, racao animal, producdo de
enzimas capazes de degradar totalmente polimeros, como lignina, hemicelulose e celulose, 0
que faz destes organismos candidatos ideais para bioconversdo de residuos lignocelulosicos
(SCRASE, 1995).

Além disso, os cultivos permitem a producdo de diferentes metabolitos secundarios
para aplicacdo nos diversos ramos das inddstrias, uma vez que estes tém elevado valor
comercial. Assim, vérias estratégias tém sido empregadas objetivando aumentar os valores de
produtividade deste biocompostos. As enzimas, por exemplo, apresentam no mercado
mundial um valor comercial de US$ 2 bilhGes de ddlares anuais e vem crescendo anualmente
com taxas de 8 a 10% (MARASCHIN; VERPOORTE, 1999; FAPEMIG, 2010).

Atualmente, a indudstria alimenticia € uma das principais beneficiarias das enzimas,
que podem tornar os alimentos mais saborosos, nutritivos, digestivos e até mais atrativos. As
pectinases, por exemplo, séo utilizadas para amadurecimento de frutas, clarificacdo e reducéo
de viscosidade em sucos de frutas, no tratamento preliminar do suco de uva para vinicultura,
extracdo de polpa de tomate, fermentacdo de cha e chocolate, tratamento de residuos vegetais,
degomagem de fibras na industria téxtil e de papel, nutricdo animal, enriquecimento protéico

de alimentos infantis e extracdo de 6leos (UENOJO; PASTORE, 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao da cultura estoque

A cultura de Ganoderma lucidum DPUA 1694 foi cedida pela colecdo de cultura
DPUA, da Universidade Federal do Amazonas. Da cultura preservada sob 6leo mineral foi
retirado fragmento medindo 7 mm de didmetro e transferido para superficie de agar Batata
Dextrose + Extrato de Levedura 0,5% (p/v)-BDA, em placa de Petri de 90 mm x 12 mm.
Todos os cultivos foram mantidos a 25 °C por cinco dias, observando-se o desenvolvimento a

cada 24 horas.

3.2 Fermentacédo semi-sélida
3.2.1 Preparo do substrato

Os residuos agroflorestais, casca de cupuacu (CC) e serragem (SE) foram tratados
com solucdo de Carbonato de Calcio a 0,5 % (p/v) por 12 horas. Apos este tratamento foram
lavados com agua de torneira utilizando-se uma peneira com tela de naylon (g = 1mm) para a
retirada de residuos e o excesso do Carbonato de Célcio. A umidade do substrato para
fermentacdo [U (%)] foi determinada em 100g de do substrato, em forno microondas, na
temperatura média, apds 15 minutos foi determinada pela diferenca entre o peso inicial e 0
peso da amostra desidratada (ROLLAN, 2003). Quando necessario o pH foi aferido para 6,0,
com solucdo de HCI 0,1M. Os substratos utilizados nos experimentos (CC ou SE)
suplementados com farelo de arroz (FA) foram acondicionados em tubos de ensaio (200 mm
x 25 mm) formando uma coluna de 130 mm e esterilizados a 121 °C por 45 minutos em dois

dias consecutivos.
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3.2.2 Avaliacéo do crescimento micelial vertical

Para avaliacdo do crescimento micelial vertical de G. lucidum no processo de
fermentagdo semi-solida, trés discos de micélio (# = 7 mm) foram retirados das culturas
obtidas no item 3.1 e inoculados nos substratos esterilizados e resfriados (item 3.2.1). Em
cada tubo de ensaio medindo 200 mm x 25 mm foram coladas trés fitas milimetradas medindo
130 mm x 5 mm. A fermentacgdo foi conduzida a 25 °C, na auséncia luz durante 15 dias. O
crescimento micelial vertical foi observado a cada 24 horas e determinado em milimetros.
Para avaliar o vigor micelial seguiu-se a classificacdo feita por Marino et al. (2008). Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata (Tabela 1).

Substratos Suplemento
[Farelo de arroz (%)]
0
Serragem 10
20
0
Casca cupuagu 10
20

Tabela 1- Substratos e concentragdo do farelo de arroz utilizados na avaliagdo do crescimento micelial vertical
de G. lucidum

3.2.3 Producéo das enzimas pectinoliticas

As enzimas pectinoliticas foram produzidas pela tecnologia da fermentagcdo semi-
solida. Os substratos tratados (Item 3.2.1) foram acondicionados em tubo de ensaio medindo
200 mm x 25 mm, conforme um planejamento fatorial 22, com 4 pontos centrais (Neto et al,
2007), cujas variaveis estudadas foram: tempo de cultivo e concentracdo de FA (Tabela 2),
para cada substrato base (CC e SE). Os tubos de ensaio contendo mistura de substrato
formando uma coluna de 130 mm foram esterilizados a 121°C por 45 minutos em dois dias
consecutivos.

Para as andlises estatisticas foram consideradas 3 varidveis respostas: producéo de
pectinaesterase, endopoligalacturonase e exopoligalacturonase. O ponto central foi realizado

em triplicata para possibilitar o calculo do erro experimental.
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Experimento Te_mpo c_JIe Farelo de

cultivo (dias) arroz (%)
01 5 0
02 15 0
03 5 20
04 15 20
05 10 10
06 10 10
07 10 10
08 10 10

Tabela 2 - Delineamento fatorial 22 completo com quatro repeticdes no ponto central

3.3 Obtencao do extrato enzimatico

No fim do periodo de crescimento, para a obtencdo do extrato enzimatico, o
fermentado foi adicionado em 50 mL agua destilada esterilizada (121 °C por 45 minutos
durante dois dias consecutivos) e submetido a agitacdo 150 rpm, a 25°C por 30 minutos. Em
seguida a suspensdo foi filtrada em tecido de algod&@o e o sobrenadante concentrado a 10000

rpm por 10 minutos a 4°C.

3.4 Determinacdo da atividade pectinolitica
3.4.1 Avaliacéo qualitativa

A atividade pectinolitica foi determinada conforme Teixeira et al. (2000) em agar
pectina 0,5% (p/v). Em placa de Petri, apds solidificacdo do meio esterilizado a 121°C por 15
minutos foram feitos cup-plates de nove milimetros de didametro. Em cada cup-plate foram
inoculados 100 pL do extrato enzimatico em triplicada e o branco (Tampdo acetato de sddio
0,1M pH 5,0). As placas foram incubadas a 37 °C por 18 horas. A atividade pectinolitica foi

determinada em milimetros seguida da revelacdo do halo com HCI 5N.

3.4.2 Avaliacdo enzimatica quantitativa
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A determinacdo de atividade das enzimas pectinesterase, exopoligalacturonase e

endopoligalacturonase foi feita segundo descrito em Teixeira; Lima Filho; Duran, 2000.

3.4.2.1 Determinacao da atividade de pectinesterase (PE)

A atividade de pectinesterase foi avaliada pelo decréscimo do pH do meio e por
titulacdo dos grupos carboxilicos utilizando uma metodologia modificada, em 2,0 ml de 1%
(p / v), pectina citrica solugdo tampéo 0,025 M Tris-acetato pH 6,5 e 1,0 ml do extrato bruto.
O branco foi preparado da mesma forma, exceto que o extrato foi substituido por solucédo
tampdo. A reacdo enzimatica foi realizada a 50 °C por 2 horas e em seguida, resfriados em
banho-maria por 3 minutos. Em seguida, as amostras foram resfriadas em um banho de gelo e
titulado com solucdo de NaOH 0,01 M. Uma unidade de pectinesterase (U) foi definida como
a quantidade de enzima que libera um microequivalente do grupos carboxilicos em 1 h de

reacao sob as condicOes descritas, expressa em U/mL.

3.4.2.2 Determinacéo da atividade de exopoligalacturonase (Exo-PG)

A atividade de exo-PG foi determinada pela quantificacdo de grupos redutores
liberados a partir da solugdo de pectina pelo método do &cido dinitrosalicilico (DNS) . Para
250 pL de solucdo de pectina citrica 0,5% (p/v) em Tampdo acetato 0,025 M, pH 5.0, 1 mM
EDTA, 50 pL extrato enzimatico foram adicionadas. O branco foi preparado como descrito
acima. A mistura foi incubada a 50 °C e a reacgdo foi interrompida pela adicdo de 0,5 mL de
DNS, em seguida, as amostras foram incubadas por 5 minutos em &gua fervente. Apds o
resfriamento, uma aliquota de 5 mL de &gua deionizada foi adicionada as amostras e a leitura
feita em espectrofotdmetro a 575 nm. Os valores de aglcar redutor foram determinados a
partir de uma curva padrdo de acido monogalacturénico. Uma unidade enzimatica (U) foi

definida pela quantidade de enzima que liberta um pmol de acido monogalacturdnico por
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minuto de reacdo sob as condi¢bGes experimentais descritas. A atividade enzimatica foi

expressa UV/mL/min.

3.4.2.3 Determinacao da atividade de endopoligalacturonase (Endo-PG)

A atividade de endopoligalacturonase (endo-PG) foi determinada pelo método de
Tuttobello e Mill nas seguintes condicdes: 250 pl do extrato bruto foram adicionados a 5,5 ml
de solucdo de pectina citrica 0,2% (p/v) em tampéo acetato de sodio 0,025 M, pH 5,0 e 1,0
mM EDTA. Para o branco, 250 ml de solucédo tampéo foram adicionados ao invés do extrato
enzimatico. A reacdo foi incubada a 50 ° C por 10 minutos e, entdo levada a banho de gelo.
Em viscosimetro de “Ostwald” foi feita a leitura do tempo de corrida da solug¢do apds a agdo
da enzima. Uma unidade viscosimétrica foi considerada como a quantidade de enzima
necessaria para diminuir em 50% a viscosidade inicial da solucdo do substrato em um minuto

de reacdo, nas condic¢des definidas (UV/mL).

3.5 Determinacéo da caracteristica fisico-quimica dos substratos
Os residuos agroflorestais (base seca) foram triturados e embalados em potes de vidro,
hermeticamente fechado para determinacdo da sua composicdo fisico-quimica, conforme
descrito a seguir. Os parametros analisados foram:
e Umidade: determinada por dessecacdo em estufa com circulacgdo de ar a 60 °C
(método gravimétrico) até obtencao de peso constante A.O.A.C. (1997).
e Proteina total: determinada pela concentracdo de nitrogénio (%) segundo o método
micro Kjeldahl e aplicando o fator de converséo 6,25.
e Cinzas (residuo mineral fixo): determinado por incineracdo do material em mufla a
550-660 °C até obtengéo de peso constante A.O.A.C. (1997).

e Lipidios: obtido com misturas de solventes a frio segundo o método Bligh and Dyer.
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e Carboidratos totais: estimados por diferenca entre o somatdrio das porcentagens de

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

lipideos), preconizados pelo Latinfoods 2002, NEPA 2006).

4 ANALISE ESTATISTICA
Os dados referentes ao crescimento micelial vertical atividades enzimaticas
pectinoliticas foram submetidos a analise estatistica paramétrica ANOVA fatorial com o0s

tratamentos realizados, utilizando-se o software STATISTICA 7.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento micelial vertical

Os dados referentes ao crescimento micelial vertical de Ganoderma lucidum estéo
apresentados no grafico 1 e figura 1. Nas condi¢Ges de cultivo in vitro verificou-se o
crescimento de G. lucidum em todos os substratos, contudo a massa micelial apresentou
aspecto peculiar nos diferentes substratos. Dessa forma, as caracteristicas do micélio foram
classificadas de acordo com as seguintes notas: @ fracamente adensado; @ mediamente
adensado e ® fortemente adensado. Com base nesta classificacdo, ao final de 15 dias de
cultivo, o micélio de G. lucidum apresentou aspecto do tipo fortemente adensado nos
substratos compostos de CC suplementado com 10% e 20% de FA, enquanto em CC e SE
sem suplementacéo de farelo foi fracamente adensado e em SE contendo 10% e 20% de FA,
mediamente adensado. Marino et al. (2008) relata que adicdo de farelos a serragem de coco
tem acdo estimulante no crescimento de cogumelos devido ao conteudo de carboidratos,

proteinas e minerais assimilaveis por fungos.

Figura 1 - Cultivo de G. lucidum a 25 °C/15 dias: caracteristicas do desenvolvimento micelial em A(CC); B (CC+ FA
10%); C (CC+FA 20%); D (SE); E (SE+FA 10%); e F (SE+FA 20%)
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No grafico 1 estd demonstrado a curva de crescimento micelial vertical de G. lucidum,
nos residuos com e sem suplementacdo de farelo de arroz. Nas condicfes de cultivo in vitro,
registrou-se em casca de cupuacu (a), no periodo inicial de crescimento (3 dias) a fase de
adaptacdo, nos demais somente a fase exponencial. Na serragem foi observado o crescimento
do tipo diauxico até o décimo dia, ou seja, fases exponencias sequenciadas das fases de
adaptacdo, demonstracdo da presenca de outras fontes de carbono devido a metabolizacdo do
substrato pelo cogumelo. A partir do 12° até o 15°ia G. lucidum so expressou crescimento

do tipo expocencial.
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Figura 2. Crescimento micelial vertical de G. lucidum em casca de cupuagu (a) e serragem (b), com e sem

suplementacéo de farelo de arroz.

Quando se considerou a influencia dos substratos no crescimento de G. lucidum,
estatisticamente (0=5%) houve diferenga significativa entre as médias que representam o
crescimento micelial vertical em casca de cupuagu (76,65+1,01 mm) e serragem (63,67+1,01
mm).

Nos diferentes tratamentos, com e sem suplementacdo de farelo 10% e 20%, a
diferenga significativa so foi observada entre os cultivos de G. lucidum obtidos nos substratos
com suplementacédo de farelo [10% (média = 75,22); 20% (média=74,94+1,24)] em relacédo

aos sem suplementacdo (média=60, 31 +1,24).
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4.2 Caracteristica fisico-quimica dos substratos

A composicdo centesimal de CC, FA e SE usados nos cultivos de G. lucidum esta
citada na tabela 4. O teor de nitrogénio (3,130%) proteina (15,37%) lipideos (19,41%) e
cinzas (9,14%) predominou em farelo de arroz. Os valores de carboidratos corresponderam a
81,94% em SE, registrando reducdo em CC (72,20) e FA (44,84%). Dados da literatura
mostram que nutrientes de residuos lignoceluldsicos sdo importantes para o desenvolvimento
das espécies de cogumelos, principalmente o contetudo de carbono e nitrogénio que favorecem
a formacdo de basidiomas (GAITAN-HERNANDEZ; MATA, 2004). Além disso, as fontes
de carbono fornecem energia para a atividade metabolica e constituem a base para sintese de
diversas moléculas, assim como 0 nitrogénio torna-se essencial para assegurar a sintese de

aminoéacidos e proteinas (CHANG; MILES, 2004).

Amostra Casca cupuagu Farelo arroz Serragem
(CC) (FA) (SE)
Umidade (%) 9,61 9,24 7,81
Cinzas (%) 4,53 9,14 0,47
Lipidios (%) 1,98 19,41 2,43
Proteina (N x 6,25) (%) 12,42 17,37 7,82
Nitrogénio (%) 1,98 3,13 1,25
Carboidrato Total (%) 72,2 44,84 81,94
Fibra (%) 2,02 2,07 1,99
Energia (kcal) 353,34 423,35 379,04

Tabela 3 - Composicédo centesimal dos residuos agroflorestais utilizados para cultivo de G. lucidum

4.3 Determinacdo da atividade de enzimas pectinoliticas em meio sélido
Na Tabela 5 observa-se que em todos 0s experimentos 0s extratos enzimaticos de G.
lucidum hidrolisaram a pectina em meio sélido, com destaque para o ensaio 3 (& = 2,6 cm),

utilizando SE suplementado com 20% de farelo de arroz no 5° dia de cultivo.
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Halo (cm)
Experimentos CcC SE
1 2,5 2,5
2 2,4 2,55
3 2,35 2,6
4 2,3 2,3
5 2,45 2,3
6 2,5 2,3
7 2,55 2,4
8 2,55 2,3

Tabela 4 — Halos de degradacdo em agar pectina

4.4 Atividade de enzimas pectinoliticas (PE, EndoPG e exoPG)

As figuras 3 a 5 estdo demonstrando o resultado da analise estatistica referente aos
valores das atividades das enzimas pectinoloticas (pectinesterase, endopoligalacturonases e
exopoligalacturonases) de G. lucidum nos cultivos em casca de cupuagu e serragem.

Os resultados da andlise estatistica estd demonstrando os valores dos efeitos
estimados em relacdo a producdo das enzimas pectinoliticas. O grafico de Pareto apresenta 0s
efeitos estimados das varidveis (tempo de cultivo e concentracdo de farelo de arroz) na
atividade de cada enzima. A linha vertical mostra os efeitos que foram estatisticamente
significantes. As barras que se estendem através desta linha correspondem aos efeitos
estatisticamente significantes (p = 0,05).

A figura 3 esta mostrando a eficiéncia de CC e SE no cultivo de G. lucidum na
producdo de pectinesterase. A andlise estatistica dos dados mostrou que a concentracao de FA
foi estatisticamente significativa na atividade de pectinesterase [efeito negativo(-3,73) e (-
6,92)], ou seja, mostrou que quanto menor a concentragcdo do farelo maior a atividade de PE
quando se utiliza casca de cupuacu e serragem na fermentacdo semi-solida. O tempo de

cultivo ndo foi significativo, assim como, a interacdo entre as duas varidveis para a producao
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da enzima. A atividade de PE foi maxima (1,55 U/mL) em CC sem suplementacdo com 15

dias de cultivo, em SE a producdo maxima (1,16 U/mL) foi observada nas mesmas condi¢oes.

(A) (B)
(1) FA (%) 3,73 (1) FA (%) -6,92
(2) T (dias) 1,82 (1*2) FA* T (%; dias) 0
(1*2) FA*T (%; dias) -0,23 (2) T (dias) 0
p=0,05 p=0,05

Efeito estimado (Valor absoluto) Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 3 - Gréfico de Pareto dos efeitos principais, tendo como varidvel resposta a producdo de pectinesterase
em casca de cupuacu (A) e em serragem (B). (1) FA- Concentracdo do farelo de arroz (%); (2) T- Tempo de
cultivo (dias); (1*2)- interacéo entre a concentracdo do farelo de arroz (%) e o tempo de cultivo (dias).

A atividade de exopoligalacturonase foi influenciada significativamente (p=0,05)
pela concentracdo de FA em ambos substratos base, como observado na figura 4. As maiores
atividades (1,22 UV/mL/min em CC e 1,37 UV/mL/min em SE) foram obtidas quando os
substratos foram suplementados com 20% de FA. Em CC o tempo de cultivo e a interacao

entre as variaveis influenciaram negativamente na producdo dessa enzima.

(A) (B)
(1) FA (%) 590,62 (1) FA (%) 36,08
(1*2) FA* T (%; dias) -64,08 (2) T (dias) 6,20
(2) T (dias) -64,08 (1%2) T * FA (%; dias) 0,72
p=0,05 p=0,05
Efeito estimado (Valor absoluto) Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 4 - Gréfico de Pareto dos efeitos principais, tendo como varidvel resposta a producdo de
exopoligalacturonase em casca de cupuacu (A) e em serragem (B). (1) FA- Concentracdo do farelo de arroz (%);
(2) T- Tempo de cultivo (dias); (1*2)- interagdo entre a concentracdo do farelo de arroz (%) e o tempo de cultivo
(dias).
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Com relacdo a atividade de endopoligalacturonase (Figura 5) em substrato a base de
CC, a combinacdo das variaveis influenciou positivamente, assim como, o tempo de cultivo,
determinando-se a maior atividade (5,87 UV/mL) nesse substrato suplementado com 20% de
FA, aos 15 dias de cultivo. Em substrato a base de SE a producgéo da enzima sofreu influéncia

positiva do tempo de cultivo.

(A) (B)

(1*2) FA* T (%; dias) 511 () T (dias) 5,39

(2) T (dias) 4,55 (1*2) FA* T (%; dias) 4,06

(1) FA (%) 2,75 (1) FA (%) 3,37

p=0,05 p=0,05
Efeito estimado (Valor absoluto) Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 5 - Gréfico de Pareto dos efeitos principais, tendo como varidvel resposta a producdo de
endopoligalacturonase em casca de cupuagu (A) e em serragem (B). (1) FA- Concentracdo do farelo de arroz
(%); (2) T- Tempo de cultivo (dias); (1*2)- interacdo entre a concentracdo do farelo de arroz (%) e o tempo de
cultivo (dias).
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5. Conclusbes

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

e (Casca de cupuacu e serragem sdo substratos favoraveis para o crescimento micelial
vertical e produgdo de enzimas pectinoliticas de G. lucidum;

e Casca de cupuacgu suplementada com farelo de arroz sdo os melhores substratos para o
desenvolvimento micelial do tipo fortemente adensado.

e A adicdo do farelo de arroz como suplemento na composicao nutricional de G. lucidum
proporciona 0 maior crescimento micelial vertical e na atividade pectinolitica;

e Ganoderma lucidum produz as maiores atividades de PE em CC sem suplementacéo, j& a
atividade exo-PG foi maior quando os substratos foram suplementados com 20% de FA.
Foram detectadas maiores atividades de endo-PG em CC suplementada com 20% de FA.

e As enzimas pectinoliticas produzidas por G. lucidum possuem potencialidade e podem

ser futuramente empregadas nos setores biotecnologicos.
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