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RESUMO

Espécies de Pleurotus vém sendo utilizados como alimentos e fontes de compostos
bioativo. Muitas tém sido cultivadas em residuos lignoceluldsicos de baixo custo para obtencao
de basidiomas alto valor nutricional. O objetivo deste trabalho foi verificar a producdo de
Pleurotus djamor DPUA 1818 em residuos da fruticultura amazdnica para utilizagdo dos
basidiomas na elaboracdo de produto alimenticio. A espécie Pleurotus djamor, cedida pela
colecdo de culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas, foi cultivada em agar batata
dextrose + Extrato de Levedura 0,5% (p/v). Para avaliar a velocidade do crescimento micelial
radial (VCR) e densidade micelial, P. djamor foi cultivado em cinco meios com YE 0,5% (p/v):
agar Batata Dextrose, agar Sabouraud, 4gar Extrato de Malte, d4gar Inhame-Roxo (Dioscorea
alata) e agar Cara-de-Espinho (Dioscorea altissima). A atividade proteolitica foi determinada
pelo método de bloco de gelose em 4gar leite. Na avaliacdo do crescimento micelial vertical
(VCM) foram utilizados exocarpos de cupuagu [CC(Theobroma grandiflorum)] e abacaxi
[CA(4nanas comosus)], semente de acai [SA(Euterpe oleracea)] e serragem (SERR),
suplementados com farelo de arroz ou farelo de trigo. Em seguida, para a produgao de Pleurotus
djamor foram utilizados meio de cultivo e residuo que apresentaram crescimento micelial
significativo e micélio vigoroso.Os basidiomas obtidos foram avaliados quanto as caracteristicas
morfoldgicas e os pardmetros da producdo avaliados. Para a elabora¢do do produto alimenticio
do tipo farinha, os basidiomas foram desidratados, determinada a granulometria. Foram feitas
analises centesimais, microbioldgicas e propriedades tecnologicas: indice de absor¢do de agua
(g/g), solubilidade em agua (%) e capacidade de intumescimento (g/g). A VCR significativa foi
observada em agar Cara-de-Espinho + YE (11,26 mm/dia) e agar Inhame-Roxo + YE (10,97
mm/dia). Contudo, 4gar Sabouraud + YE favoreceu a densidade micelial, sendo o meio
selecionado para obtengao de indculo nos testes de avaliacdo do crescimento micelial de P. djamor
em residuos lignocelulosicos e producdo de basidiomas. Atividade proteolitica significativa foi
determinada em BDA+YE (17,7 mm), MEA+YE (17,6 mm) ¢ SAB+YE (17,0 mm). Forte
densidade micelial e VCM significativa foi determinada em CC+FT (0,37 cm/dia) e CC+FA (0,30
cm/dia). O cultivo de P. djamor em CC+FA apresentou parametros de producdo significativos,
eficiéncia bioldgica 137,91%, taxa de produgdo 8,11 g/dia, produtividade 21,81% e perda de
matéria organica 31,86%, demonstrando o potencial amazonico quanto a cultivo de cogumelos.
Os basidomas apresentaram tamanho médio de 12,2 x 7,5 cm e estipe 2,5cm. A farinha apresentou
qualidade nutricional muito apreciadas comercialmente, sendo rica em proteinas, fibras e
carboidratos. As propriedades funcionais da farinha corresponderam a IAA 6,29 g/g, ISA 52% e
CI 5,68g/g sendo uma excelente alternativa para a elaboragdo de alimentos funcionais saudaveis
como paes, sopas e¢ produtos carnéos. Meios de cultivo a base de tubérculos e residuos
Amazodnicos sdo alternativas viaveis para cultivo micelial, producdo de proteases por P. djamor
e obtencao de cogumelos como produtos alimenticios nutricionalmente ricos com potencial uso e
formulagdes alimentares.

Palavras-Chave: P. djamor; Cultivo; Residuos agroindustriais; Farinha de cogumelo.



ABSTRAT

Pleurotus species have been used as food and sources of bioactive compounds. Many have been
cultivated in low cost lignocellulosic residues to obtain basidiomes of high nutritional value.
The objective of this work was to verify the production of Pleurotus djamor DPUA 1818 in
Amazonian fruit culture residues in order to use the basidiomes in the elaboration of a food
product. The Pleurotus djamor species, provided by the DPUA culture collection from the
Federal University of Amazonas, was cultivated in Potato Dextrose agar + Yeast Extract 0.5%
(w/v). To evaluate the radial mycelial growth velocity (RCV) and mycelial density, P. djiamor
was grown on five media with YE 0.5% (w/v): Potato Dextrose agar, Sabouraud agar, Malt
Extract agar, Purple Yam (Dioscorea alata) agar and Yam Spiked (Dioscorea altissima) agar.
Proteolytic activity was determined by the gelose block method on milk agar. For the evaluation
of vertical mycelial growth (VCM), cupuacu [CC(Theobroma grandiflorum)] and pineapple
[CA(Ananas comosus)| exocarps, acai [SA(Euterpe oleracea)] seed and sawdust (SERR),
supplemented with rice bran (FA) or wheat bran (FT) were used. Then, for the production of
Pleurotus djamor, culture medium and residue that showed significant mycelial growth and
vigorous mycelium were used.The basidiomes obtained were evaluated for morphological
characteristics and the production parameters evaluated. For the elaboration of the flour type
food product, the basidiomes were dehydrated, determined the granulometry. Centesimal,
microbiological and technological properties were analyzed: water absorption index (g/g),
water solubility (%) and swelling capacity (g/g). Significant RCV was observed in Cara-de-
Espinho agar (11.26 mm/day) and Inhame-Roxo agar (10.97 mm/day). However, Sabouraud
agar favored the mycelial density, being the medium selected to obtain inoculum in the tests to
evaluate the mycelial growth of P. djamor on lignocellulosic waste and basidiom production.
Significant proteolytic activity was determined on BDA+YE (17.7 mm), MEA+YE (17.6 mm)
and SAB+YE (17.0 mm). Strong mycelial density and significant VCM was determined in
CC+FT (0.37 cm/day) and CC+FA (0.30 cm/day). The cultivation of P. djamor in CC+FA
showed significant production parameters, biological efficiency 137.91%, production rate 8.11
g/day, productivity 21.81% and loss of organic matter 31.86%, demonstrating the Amazonian
potential regarding mushroom cultivation. The basidomas presented an average size of 12.2 x
7.5 cm and 2.5 cm stipe. The flour presented nutritional quality that was commercially very
appreciated, being rich in protein, fiber and carbohydrates. The functional properties of the flour
corresponded to WAI 6.29 g/g, WS 52% and SC 5.68g/g being an excellent alternative for the
elaboration of healthy functional foods as breads, soups and meat products. Growing media
based on Amazonian tubers and wastes are viable alternatives for mycelial culture and protease
production by P. djamor to obtain nutritionally rich mushrooms and food products with
potential use and food formulations.

Key-words: P. djamor; Cultivation; Agroindustrial waste; Mushroom meal.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Forma do Pileo de Pleurotus djamor................c.ccoccooevievinienenieneeneeieneesiesns 16
Figura 2 - Coloracdo de basidiomas de Pleurotus djamor..............c.ccoceueeeeeeeceesvencenenneannne. 16
CAPITULO 01
Figura 1 - Densidade micelial de P. djamor em diferentes meios de cultivo..........c..cccueueeee. 31
CAPITULO 02

Figura 1 - Ciclo de crescimento de Pleurotus djiamor em exocarpo de cupuagu suplementado
COM FATCl0 A ATTOZ...c..eiuiiiiieiieee ettt st 40
Figura 2 — PleurOtus dfAMOT ............ccooccueeiieeiiieiieeieesee ettt ettt ssaeetaestesaeessaeeseen 42

Figura 3 - Farinha elaborada com basidiomas de Pleurotus djamor.................cccccceveveuenunnne. 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Aplicacdo biotecnoldgicas de cogumelos do género Pleurotus............cccceeeennnee.. 15

CAPITULO 01

Tabela 1. Média da velocidade do crescimento micelial in vitro e vigor micelial de P. djamor
DPUA 1818 em meios NAaturais € SINEETICOS. .....eeveeruerieriierierieniteieetesieenieste st et 30

Tabela 2. Média de atividade de proteases de P. djamor utilizando meios de cultura sélidos e
TMATUTATIS ¢t euttette ettt ettt et ettt et e a e et e e bt e e a bt e bt e e ateebeeeab e e bt e eabeeabeeeabe e bt e ea bt anbeeeabeenbbeenbeeenteenbeas 31

Tabela 3. Média de velocidade de crescimento vertical em residuos lignocelulosicos e vigor
micelial de PleUrotius djAmMOT . ..............ocoueevouieiiiiiiieciieeie ettt 32

CAPITULO 02
Tabela 1. Parametros quantitativos referentes a produgdo de Pleurotus djamor em exocarpo de
cupuagu misturado com farelo de arroZ............cceeecuiieiiiiiiiiiiieieeeee e 41

Tabela 2. Composicao centesimal de Pleurotus djamor (g/ 100g de substrato em base seca)



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt eeaene 12
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ........ooouieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 14
2.1 COZUMELOS COMESLIVEIS....vievieiieriieiieiietie st et et esieesteesetessbeesseesbeesseesseesssesssesnseenseenseenseens 14
2.2 Género Pleurotus (Fr.) QUEL.......ccioiiiiiiiiiiiieciie ettt ve e ste e taesereeaaeeaveeveens 14
2.3 Pleurotus djamor (Fr.) BOCAIJN.......c.coooiiiiiiiieiiecieee ettt 15
2.4 Residuos agroindUSIIIALS .....ccveeevieriierieesiesieeieeseeseesresre et eseesseestaestaesssessseesseesseesseessnensss 17
2.5 Produtos alimenticios elaborados a partit de PIeurotius SPP......cceeeeveeeeeeeevueeeireeesveesereeenenens 17
3. OBJETIVO ...ttt ettt ettt et s et e s e see et e s teestenseeneensesseensensas 18
3.1 ODJEUIVO GEIAL.....ueiciiieeiieiieiietieeete sttt et e e s e e s teesteestaesanessbessseenseesseesaesssesssesssensseens 18
3.2 ODbJetiVOSs ESPECITICOS ...uiiuiiriiiiiiiiieiieiterit ettt ettt st ebeebe e te e e saessaesnseenseenseensaensnens 18
4. MATERIAL E METODOS ....oooiiiiiriiriirsesssesssesssssssessssesssssssses s ssessssssssssssssesssnns 19
4.1 COZUIMELO ..ottt ettt e e et e et e esbeesbeesseesseessseasseanseesseessaesssesssenssennseens 19
4.2 Crescimento micelial radial..........cccooiiiiiiiiiiiiii e 19
4.3 Efeito da composi¢ao do meio de cultura na produgio de proteases ........ccccceeevveeveecvvereeennen. 19

4.4 Selecao de residuos ligncelulésicos para produgdo de basidiomas de cogumelo comestivel

............................................................................................................................................... 20
4.4.1 Residuos lIZNOCEIUIOSICOS ....cccviiiieiiieiiiiiiieciee ettt et e e see e e e beeebae e saeessbeeeeveanns 20
4.4.2 Tratamento dos residuos lignoCeIULOSICOS. .......evuvirrirriieriieriierie ettt esee et esee e 20
4.4.3 Cultivo de Pleurotus djamor em residuo 1ignoceluldsico .........ocvvvveveercieeiienieenieieieeee, 20
4.5 Producg@o de Pleurotus dJAIMOT ..............ooeeuuieeeiieeeieeeeee ettt sve e s eeae e v evaeenaaeas 21
4.5.1 Producdo do Spawn de P. djamor €M GLA0S ...........cccuveeereeervieeirieesirescreeesireesseessseesssreesseeans 21
4.5.2 Producao de basidiomas de Pleurotus djamor em residuo lignoceluldsico ...........ccceenneeee.. 21
4.5.3 Determina¢ao dos parametros da produgao de Pleurotus djamor .............c..ccoceeevveeecreeeennenn. 22
4.6  Elaboragdo de produto alimenticio utilizando basidiomas de Pleurotus djamor .................. 22
4.7  Caracterizagao da farinha de Pleurotus djamor ..............cccccevevevvenieenieeniienieecieeceeseeseenenes 22
4.7.1 Determinagdo da composi¢do centesimal da farinha do processamento dos basidiomas de P.
AJAMOF ..ottt e ettt st e st e e bt et b e e e beeesbte e sbeeasseessaeesssaeessaeessaeansseasseerssaessseeansaesssenans 22
4.8 Analise microbiologica da farinha de P. djamor.............ccccccoveevvieeiiieeciiieiieeee e 23
4.9  Analise das propriedades funcionais tecnologicas da farinha de P. djamor ......................... 23
4.9.1 Indice de AbSOrgao de AgUa (TAA)........oooovieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
4.9.2 Indice de Solubilidade em AgUa (ISA) .......c.cvuweueeeeeeeeeeeeee et e e 24
4.9.3 Capacidade de Intumescimento (CI) .......ceecvieieriiiiiiieiiie e ecieeeiee e ereeetaeesreeeveeesavee e 24
410 ANANSE @STAtISTICA . ...veeuietirtieieite ettt ettt et sttt et et b ettt sbt et bt be 24

CAPITULO O .ot e e s s s s e s e sesesesesesesesesesesesesesesesessesessaseras 25



Avaliacdo de substratos de floresta tropical para cultivo € produgdo de proteases por Pleurotus djamor

............................................................................................................................................................... 26
CAPITULO 02ttt 35
Performance da produgéo de Pleurotus djamor em residuo de floresta tropical e elaboragdo de produto
alimenticio TUNCIONAL...........ccoeciiiiiieieiese et et ettt e st e s e st e e nbeesse e saeseesseesssesssesnseenseens 36

5. CONCLUSOES. ...ttt iseese ettt 48

6. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA



1. INTRODUCAO

Devido a busca por alimentagdo saudavel em resposta ao aumento da expectativa de
vida sadia, individuos estdo optando por habitos alimentares saudaveis, assim priorizando o
consumo de cogumelos para promogao da saide humana (SALEHI, 2019; WANG et al., 2018).

Cogumelos sao usados como alimentos ha milénios pelo homem (BONNEVILLE et al.,
2020). Constituindo esse grupo, esta a diversidade de Pleurotus que tem forma pleurotdide do
basidioma, semelhante a ostra e cor variando de rosa, salméo, cinza a branco, sdo encontrados
em florestas tropicais e subtropicais, em troncos de arvores em decomposi¢ao (GANESAN, et
al., 2018; GARGANO et al., 2017; KIM et al., 2009; MASRI et al., 2017; PUTZKE, 2019).

Residuos lignocelulésicos sdo substratos que promovem o crescimento de cogumelos
comestiveis por fermentacdo no estado sélido, processo que, além de contribuir para o descarte
adequado e redugdo dos impactos ambientais, promove a sustentabilidade ambiental (JACOB,
2015).

Pleurotus djamor (Fr.) Boedijn, conhecido como cogumelo ostra salmao, contém altos
niveis de proteina e elementos essenciais, como vitaminas ¢ minerais, além de ser fonte de
fibras, antioxidantes, com potencial para uso como ingrediente alimenticio (HASAN et al.,
2015; SATHYAN et al., 2017; ZURBANO et al., 2017;SILVA et al., 2018) .

Como forma de aumentar a diversidade alimentar e promover o desenvolvimento de
processos sustentaveis, estudos realizados na Amazonia mostram que residuos da producao de
abacaxi (Ananas comosus) e cupuacu (Theobroma grandiflorum) sao eficientes substratos para
cultivo de espécies de Pleurotus e Lentinulla e a aplicagdo desses cogumelos nos
desenvolvimentos de produtos alimenticios (FONSECA et al., 2015; MACHADO et al., 2016;
SOUZA et al., 2016).

A eficacia da aplicacdo de cogumelos comestiveis na elaboracdo de preparagdes
alimenticias com caracteristicas nutricionais e sensoriais diferenciadas esta relacionada, nio
apenas, ao seu valor nutricional, mas também ao sabor e aroma unico e especifico (IBRAHIUM,
etal., 2014; NAYAK et al., 2018; WAN-MOHTAR et al., 2018; SUN et al., 2020).

Para a elaboracdao de produtos alimenticios a base de cogumelos, pode ser utilizado o
basidioma in natura ou desidratado. A elaboragao de farinha dos corpos de frutificagdo constitui
uma alternativa lucrativa e viavel para elaboragdo de novos produtos contendo nutrientes nao
convencionais que contribuem para uma dieta saudavel e melhoria da qualidade de vida
(SATHYAN et al., 2017; NAYAK et al., 2018).
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Diversos alimentos ja foram fabricados com massa micelial de cogumelos comestiveis,
a exemplo de basidiomas de Boletus sp. e Agaricus sp. na formulacao de uma massa alimenticia
(LU et al., 2018). A adicdo de 1% (p/p) de biomassa de P. ostreatus aumentou a qualidade
nutricional e aceitacdo sensorial de um iogurte natural (TUPAMAHU et al., 2017). Biscoitos
formulados com basidioma de L. edodes apresentaram predominancia de fibras, proteinas e
cinzas quando comparados a amostra padrao (TOAN et al., 2018).

Na literatura cientifica hd caréncia de estudos reportando a utilizacdo de residuos
tropicais para producdo de P. djamor e posterior aplicagdo em produtos alimenticios, o que

possibilita investigacdes do potencial desse cogumelo.

13



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cogumelos comestiveis

Os cogumelos sao macrofungos cosmopolitas e estacionais muito importantes para o
equilibrio ecoldgico do ambiente florestal. Eles podem ser ou ndo consumidos como alimento,
sendo os comestiveis utilizados desde a pré-historia. As espécies comestiveis vém beneficiando
a saude humana devido a propriedades que as constituem, qualidade que tem estimulado o
interesse de industrias de alimentos para o uso de fontes nutricionais e medicinais alternativas
(MAJESTY etal., 2019; MLECZEK et al., 2017; MURUGESAN et al., 2017).

Dados da literatura mostram que o alto valor nutricional aos cogumelos comestiveis os
insere como fontes de alimentos, pois possuem nutrientes disponiveis que variam de acordo
com as espécies. Nos cogumelos comestiveis, o acumulo de agua ¢ alto quando comparado com
carne bovina e legumes, sdo organismos que contém carboidratos, proteinas, vitamina B e D,
elementos minerais, aminoacidos essenciais € compostos bioativos com agdo antioxidantes,
agentes anti-inflamatérios, entre outras atividades medicinais a saude do homem. (BACH et al.,

2017; MAJESTY etal., 2019; SINGH, 2017).

2.2 Género Pleurotus (Fr.) Quél

O género Pleurotus (Fr.) Quél ocorre em regides tropicais e temperadas, produz micélio
branco e apresenta excepcional capacidade de degradar a lignina presente nos vegetais € em
substratos lignoceluldsicos ndo compostados. E o segundo género de cogumelos comestiveis
mais cultivados no mundo, composto por mais de 40 espécies, sendo a China contribuidora de
83% na produgio enquanto o resto do mundo contribui apenas 13%. ( MARTINEZ-CARRERA
et al.,, 1998; SALES-CAMPOS, 2010; CORREA et al., 2016; SANTAKAR et al., 2018;
CARRASCO-GONZALEZ et al., 2019; BARH et al., 2019).

As espécies de Pleurotus sao reconhecidas por possuir propriedades alimenticias, por
exemplo, sabor e funcdes fisiologicas. Nos atributos sensoriais a cor proporciona maior
influéncia na escolha do consumidor, assim como, o atributo de maior flutuagdao por agao do
armazenamento, processamento e outros procedimentos. Produtos originarios do
processamento da biomassa de Pleurotus t€m propriedades medicinais e sdo utilizados em
processos biotecnoldgicos (Tabela 1), como a limpeza de contaminantes ambientais (HOSSAIN
etal., 2003; CORREA et al., 2016; YUAN et al., 2017; GANESEN, 2018; PROSERPIO et al.,
2019; SEKAN et al., 2019; TELLEZ-TELLEZ et al., 2019).
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Tabela 1. Aplicagdo biotecnoldgicas de cogumelos do género Pleurotus.

Espécies Aplica¢oes Industriais e Ambiental Referéncias
Pleurotus cornucopiae | Tratamento de hipertensao Jang et al., 2011
P. pulmonarius Tratamento de cancer de figado Xuetal., 2012
P. albidus Elaboracao de barras de cereais Kirsch et al., 2013
P. ostreatus Tratamento de efluentes Hein, 2017
P. eryngii Alimento funcional na forma de bebida Lin et al., 2017
P. ostreatoroseus Farinha para a formulagdo de capeletti Machado et al., 2017
P. albidus Producdo de queijo Martim et al., 2017
P. djamor Tratamento anti-helmintico alternativo Pineda-Alegria et. al., 2017
P. eryngii Tratamento de cancer do célon Yun et al., 2017
P. ostreatus Po para waffles Arza, 2018
P. eryngii Micélio para sola de ténis Silverman, 2018
P. ostreatus Suplementagdo de sopas Proserpio, 2018
P. sajor-caju Removedor de corantes Zaccaria et al., 2019
P. ostreatus Removedor de corantes sintéticos. Zhuo et al., 2019
P. eryngii Degradador de aflotoxina B1 Brana et al., 2020
P. ostreatus Novo corante téxtil Wlizlo et al., 2020
P. ostreatus Degradador de produtos de higiene plastica Mismisuraya et al., 2021
P. albidus Elaboragdo de biscoito micoproteico Stoffel et al., 2021

2.3 Pleurotus djamor (Fr.) Boedijn

Pleurotus djamor (Fr.) Boedijn esta classificado na familia Pleurotaceae, ordem
Agaricales. E uma espécie que apresenta caracteristicas como pileo espatulado a flabeliforme
(Figura 1), branco a rosa vibrante quando fresco e marrom quando desidratado, estipe
excéntrico a lateral, esporada branca, que segundo Lechner et al. (2004), difere de P.
ostreatoroseus na cor da esporada e tipo de queilocistideos.

Nativo dos tropicos, os corpos de frutificagdo rosa (Figura 2), sdo abundantes em
temperaturas mais quentes e que podem ser cultivadas em residuos agroindustriais como
alternativa de baixo custo e rentdvel (LECHNER et al., 2004; ZURBANO et al., 2017;
PUTZKE, 2019).
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Figura 1 - Forma do pileo de Pleurotus djamor, (A) Desenho esquematico mostrando a estrutura do pileo

flabeliforme (B) Imagem do pileo in natura de Pleurotus djamor

Fonte: Putzke et al., 2019. Fonte: A autora (2019).

Apresenta aroma agradavel, leve dureza nos basidiomas frescos, caracteristica que varia
de acordo com a cepa utilizada no cultivo, quanto ao seu sabor, estudos apontam a influéncia
direta de 16 compostos (RAJARATHNAM et al., 1998; ZAWIRSKA-WOJTASIAK et al.,
2009).

Figura 2 - Coloracdo de basidiomas de Pleurotus djamor

Fonte: A autora (2021).

Alvarez et al. (2010), demonstraram que Pleurotus djamor tem potencial para
aplicagdo biotecnologica, podendo ser empregada na forma medicinal e como alimento
dietético e organico. Os autores citam também que essa espécie adquirida no ecossistema do
Panama ja foi apreciada tanto in natura quanto na formulagdo de pizzas, sopas e molhos,
produtos de panificacdo, consumidas em restaurantes gourmets, hotéis, pizzarias e padarias.

Medicinalmente ¢ estudado como agente anti-helmintico, antioxidante, antimicrobiano,

16



antitumoral, no tratamento de hipertensdo e diminuigdo de niveis de colesterol (DHARMARAIJ

etal., 2014; RAGASA et al., 2016; SUDHA et al., 2016).

2.4 Residuos agroindustriais

Pleurotus ¢ frequentemente cultivado em substrato como, palha de arroz, trigo e algodao
e em toras ao ar livre, substratos que fornecem nutrientes essenciais para crescimento desses
fungos. Todavia, existem outras alternativas economicamente de maior viabilidade para cultivo
de cogumelos, como exocarpos, sementes e a serrapilheira. A utilizagdo desses substratos
lignoceluldsicos proporciona a utilizacdo adequada da matéria organica na producao de
alimentos e auxilia na reducdo do descarte incorreto dos rejeitos originarios da agricultura
(CHANAKYA, 2015; CSOKA et al., 2017; KAMTHAN, 2017; GRIMM et al., 2018).

O rendimento no cultivo de cogumelos esta associado as exigéncias nutricionais para
cada espécie, em uma concentracao ideal. Em se tratando de baixo rendimento de biomassa,
essa ocorréncia pode ser explicada pela alta ou baixa concentragdo de nutrientes disponiveis
para o cogumelo (KAMTHAN et al., 2017; GRIMM et al., 2018; CARRASCO et al., 2019).

Outros fatores que influenciam no desenvolvimento dos cogumelos sdo temperatura
ideal, pH do substrato de 6,5, o nivel de dioxido de carbono (15-20%) disponivel no ambiente,
umidade (60-100%). Temperatura e umidade devem ser controlas simultaneamente, esses
fatores sdo esséncias para um alto desempenho de produgdo e obtengdo de basidiomas viaveis

ao consumo ( HOLTZ, 2009;CONDE et al., 2016; KAMTHAN et al., 2017).

2.5 Produtos alimenticios elaborados a partir de Pleurotus spp.

Pleurotus spp. sdo utilizadas na elaboracdo de produtos alimenticios com valor
nutricional maior que o convencional. Por serem considerados alimentos pereciveis, com prazo
de validade de 24-48h, técnicas de armazenamento corretas, como a secagem, preserva a
composi¢do nutricional ¢ ndo ¢ alterada quando sdo aplicadas corretamente. Cogumelos
desidratados sdo ingredientes para uma variedade de produtos alimenticios com potencial
funcional (farinhas, pao, molhos e sopas) (SALEHI et al., 2019).

O mercado global de alimentos funcionais foi avaliado em US § 176.518,97 milhdes em
2020, com previsdo de crescimento de 2,7% no periodo de 2021 a 2026. Os alimentos
funcionais sdo apreciados devido ao valor nutricional e por serem elaborados ou enriquecidos
utilizando farinhas ricas em proteinas de diversos tipos, como améndoas, castanha e até de

cogumelos. Muitas farinhas sdo incorporadas a diversos tipos de alimentos, mas o que mais tem
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destaque sdo os alimentos de padaria, tais como paes, bolos, biscoitos, muffins e suflés

(SURESH et al., 2017; SALEHI, 2019; MORDOR INTELLIGENCE, 2020).
3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

e Verificar o crescimento de Pleurotus djamor DPUA 1818 em diferentes substratos para
selecionar residuo lignocelulosico utilizado na produ¢do de basidiomas com caracteristicas
nutricionais para elaboragdo de produto alimenticio.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Investigar a influéncia de diferentes meios de cultivo no crescimento micelial de P. djamor;

e Avaliar atividade qualitativa de proteases excretadas por P. djamor em cultivo in vitro;

e Avaliar o crescimento de P. djamor para selecionar residuos lignoceluldsicos para produgao
de basidiomas;

e Promover a producao de P. djamor em residuo lignoceluldsicos e elaborar um produto
alimenticio com basidiomas dessa espécie;

e Determinar a composicao centesimal e qualidade microbioldgica do produto formulado com
P. djamor;

e Analisar a propriedades tecnoldgicas da farinha de P. djamor.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cogumelo

Nesta pesquisa foi utilizado P. djamor DPUA 1818, cedido pelo acervo da colecdo de
culturas DPUA do Departamento de Parasitologia, da Universidade Federal do Amazonas. Para
obtencdo da forma micelial foi inoculado o fragmento de micélio em Agar Batata Dextrose
(BDA), suplementado com 0,5 % (p/v) de extrato de levedura (YE). De cada cultura pura e
vidvel, em triplicata, foi transferido disco micelial de 10 mm de diametro para agar BDA+YE
em placas Petri (100 mm x 15 mm). Os cultivos foram mantidos a 25 °C na auséncia de luz, por

oito dias para uso nos demais experimentos (FONSECA et al., 2015).

4.2 Crescimento micelial radial

O crescimento micelial radial foi avaliado em cinco meios de cultura adicionados de YE
0,5% (p/v): O agar batata dextrose + YE (BDA+YE), @ agar Sabouraud + YE (SAB+YE), ®
agar extrato de malte + YE (MEA+YE), @ agar inhame-roxo (Dioscorea alata) + YE
(PYA+YE) e ® agar cara-de-espinho (Dioscorea altissima) + YE (SYA+YE). Em cada meio,
contido placa de Petri, foi inoculado um disco micelial de 10 mm de didmetro. As culturas
foram mantidas a 28 °C por 8 dias, na auséncia de luz. O crescimento de P. djamor foi analisado
em milimetros, medindo o didmetro da colonia em sentidos diametralmente opostos, utilizando
uma régua graduada, a cada 24 horas por oito dias. Todos os experimentos foram realizados em
quintuplicata, segundo as recomenda¢des de Castillo (2009). A velocidade de crescimento
radial (VCR) foi determinada conforme Equagao I:

didmetro colénia (mm)

E do I: VCR= - ;
quagao Tempo de cultivo (dias)

A densidade do micélio, com base no vigor micelial de P. djamor, foi o critério utilizado
para selecionar o meio de cultura para crescimento radial desse cogumelo. A avaliagao do vigor
micelial de cada cultura foi classificada pelo método subjetivo de notas: nota 1 (fracamente
adensado); nota 2 (mediamente adensado); e nota 3 (fortemente adensado). Critério que definiu
a selegdo da cultura indéculo (MARINO et al., 2008).

4.3 Efeito da composicio do meio de cultura na producio de proteases

Para avaliar a atividade de proteases de P. djamor foram utilizados discos miceliais das

culturas obtidas em cinco meios. A atividade proteolitica foi determinada em meio so6lido pelo

método de bloco de gelose. De cada cultura foram retirados discos miceliais de 10 mm de
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didmetro e inoculados na superficie de agar leite 5 % (p/v), em placa de Petri. As placas foram
mantidas a 37 °C. Apos 18 horas foi determinada a atividade de proteases, medindo o didmetro

do halo em milimetros (TEIXEIRA et al., 2011). Os testes foram realizados em sextuplicata.

4.4 Selecao de residuos ligncelulosicos para producao de basidiomas de cogumelo

comestivel

4.4.1 Residuos lignoceluldsicos

Na avaliagdo do crescimento micelial vertical foram utilizados os residuos
lignoceluldsicos da fruticultura amazonica e serragem: @ exocarpo de cupuagu (Theobroma
grandiflorum Schum) - CE, @ semente de acai (Euterpe oleracea) - AS, @ serragem - SAW e
@ exocarpo de abacaxi (4Ananas comosus) — PE. Cada residuo foi suplementado com farelo de

arroz - RB ou farelo de trigo - WB, separadamente.

4.4.2 Tratamento dos residuos lignocelulosicos

Os residuos foram lavados em agua corrente para retirada do excesso de sujeira, em
seguida, higienizados com solu¢do desinfetante para hortifruticolas contendo cloro ativo 0,85%
(p/p). Apds 15 minutos foram submetidos a lavagem sucessiva, seguindo a drenagem do
excesso de liquido. Cada residuo foi misturado com RB ou WB e a umidade e o pH aferidos
para 60% e 6,0, respectivamente. Os substratos foram acondicionados em tubos de ensaio (200
mm X 25 mm) contendo na sua base algoddao umedecido com agua destilada, formando uma
coluna de 15 cm (PALHETA et al., 2011). Os tubos contendo as misturas de residuos foram
esterilizados a 121 °C, durante 60 minutos, por trés dias consecutivos, procedendo ao
resfriamento por 24 horas. Em cada tubo foi afixado externamente trés fitas milimetradas (130

mm x 10 mm).

4.4.3 Cultivo de Pleurotus djamor em residuo lignoceluldsico

Da cultura in6culo foram retirados trés discos miceliais de 10 mm de didmetro e
transferidos para superficie dos substratos lignoceluldsicos (item 4.2), em tubo de ensaio de
(200 mm x 25 mm). Nesses cultivos mantidos a 28 °C, na auséncia de luz, o crescimento
micelial vertical e a velocidade de miceliacdo foram observados a cada 24 horas por 15 dias
consecutivos. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A velocidade do
crescimento micelial vertical (VCM) foi determinada em milimetros, de acordo com a equagao
IT (ISRAEL, 2005; PALHETA etal., 2011). A avaliagdo do vigor micelial foi realizado método

subjetivo descrito no item 4.2.
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V{-Vi
Tf

Equagdo I1: VCM=

Onde:

VCM = Velocidade média do crescimento micelial ao dia;
Vf=medida do crescimento micelial no tempo final (mm);
Vi =medida do crescimento micelial no tempo inicial (mm);

Tf = Tempo final (dias).

4.5 Producao de Pleurotus djamor

4.5.1 Producao do Spawn de P. djamor em graos

Para produgao do spawn, 600 g de graos de trigo foram deixados em recipiente contendo
agua e apos 12 horas foram tratados com desinfetante para hortifruticolas por 10 minutos. Nos
graos pré-cozidos por 15 minutos, foi adicionado carbonato de calcio (3,5 g/kg, em base seca)
e armazenados em sacos de polietileno. Os graos foram esterilizados a 121 °C durante 15
minutos. Apos resfriamento, foram semeados 15 discos miceliais de 10 mm de didmetro, da
cultura indculo (item 4.2), na superficie dos graos. Os cultivos foram mantidos a 28 °C, na

auséncia de luz até completa colonizagdo do substrato.

4.5.2 Producio de basidiomas de Pleurotus djamor em residuo lignocelulosico

Para produgao dos basidiomas de P. djamor foi utilizado residuo lignoceluldsico da
fruticultura amazonica: selecionado no item 4.4.3 [CE (Theobroma grandiflorum Schum)] que
foi higienizado em solu¢do de hipoclorito 1% (v/v) por 12 horas. Apds lavagem sucessiva, o
residuo foi misturado com a suplementagao selecionada no item 4.4.3[RB (farelo de arroz)] na
propor¢ao 800:200 e armazenado em sacos de polietileno. Esta mistura de residuos com
umidade 60%, pH 6,0 foi acondicionada em embalagens de polietileno de 5000 g e esterilizada
a 121°C, por uma hora. Apds o resfriamento, os spawn (100 g/kg) foram semeados na superficie
da mistura de residuos.

A producao foi realizada em trés etapas: a primeira que consistiu no desenvolvimento
do micélio a 28°C, na auséncia de luz até completa miceliacdo do residuo, umidade ambiente
60%, seguido de perfuracdo das embalagens apds 72 horas. Na segunda, foi realizada a indugao

dos primordios a 12 °C, umidade ambiental 90%, luz alternada a cada 12 horas a 28 °C. A
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terceira foi o desenvolvimento de basidiomas a 28C com umidade 100% e alternancia de luz

(FONSECA et al., 2015).

4.5.3 Determinacio dos parametros da producio de Pleurotus djamor

Ao término da producdo foi determinada a quantificagdo, peso médio e o tamanho dos
basidiomas e determinado o tamanho das hastes (mm). Apos esses procedimentos, os
basidiomas foram desidratados a 40 °C até umidade final de 5%. Ao término da desidratagdo, o
produto foi triturado em processador e embalado em potes de vidro com tampa rosqueavel.

Para determinag@o dos pardmetros da producdo de P. djamor foram avaliados quatro
parametros: a eficiéncia biologica (EB), produtividade (P), taxa de produgao (TP) e a perda de
matéria organica do substrato (PMO) correspondendo a equacao I, II, III e IV, respectivamente

(DIAS et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007; HOLTZ et al., 2009; AHMED et al., 2013).

Equacdo I. Eficiéncia biologica (%) = Beso dobasidloma Tresco 1)

Peso de substrato seco

Equacao II. Produtividade (%) = Peso do basidioma fresco 4y

Peso de substrato utilizado

Eficiéncia biologica

Equacao III. Taxa de Produgdo (g/dia) =

Dias de cultivo

Peso do substrato residual (base seca)

%100

Equagao IV. Perda de Matéria Organica =

Peso do substrato inicial (base seca)

4.6 Elaboracao de produto alimenticio utilizando basidiomas de Pleurotus djamor

Os basidiomas desidratados por 8h a 40 °C de P. djamor foram processados para
obten¢do de um produto alimenticio do tipo farinha. As amostras de biomassa desidratadas
foram trituradas em processador de alimentos para determinagdo da granulometria em peneira
de 60 mesh (DIAS et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007).
4.7 Caracterizacio da farinha de Pleurotus djamor
4.7.1 Determinacio da composicio centesimal da farinha do processamento dos

basidiomas de P. djamor
A analise de composi¢do centesimal do cogumelo foi realizada no laboratério de

Tecnologia do Pescado da Universidade Federal do Amazonas-UFAM, citadas a seguir.
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Umidade: foi determinada por dessecacdo em estufa com circulacdo de ar a 60 °C (método
gravimétrico) até obtencao de peso constante (A.O.A.C, 2006).

Proteina total: foi determinada pela concentragdo de nitrogénio (%) segundo o método micro
Kjeldahl e aplicando o fator de conversdao 4,38 [valor adotado para a determinacdo da
porcentagem de proteina para cogumelo, pois ¢ admitido que apenas 70% dos compostos
nitrogenados existentes nesses fungos sejam digeriveis pelo organismo humano
(0,70*%6,25=4,38)] (FURLANI et al., 2005).

Cinzas (residuo mineral fixo): foi determinada por incineragcdo do material em mufla a 550°C
- 660 °C até obtencao de peso constante (A.O.A.C, 2006).

Lipidios: foi determinado de acordo com o método descrito por Bligh et al. (1959).

Fibras totais: A fibra bruta foi determinada através de digestao acido-bésica, segundo método
de Weende estabelecido pela A.O.A.C (1997).

Carboidratos totais: foram estimados por diferenga entre o somatorio das porcentagens de
umidade, proteina, lipidios, cinzas (LATINFOODS 2002, NEPA 2006).

Energia: a energia total metabolizavel = (4k de proteina) + (4kcal/g carboidratos totais) +

(9kcal/g de lipideos), preconizados pelo Latinfoods (2002) e Nepa (2006).

4.8 Analise microbioldgica da farinha de P. djamor

Na determinagdo de Escherichia coli, Salmonella sp., fungos filamentosos e leveduras
na biomassa desidratada de P. djamor foi processada pelo método de diluigdo seriada
(MASSAGUER, 2005; ALI, 2016). Da amostra de biomassa desidratada foi utilizado 25 g para
ser homogeneizado com 225 ml de 4gua peptonada (dilui¢io 107"). Desta suspensdo foram
preparadas dilui¢des sucessivas, transferindo 1 mL para 9 mL de 4gua peptonada 0,1 % (p/v),
até obten¢do da diluicdo 107, As dilui¢des foram submetidas a agitagdo por dois minutos em
vortex. De cada diluigdo foi transferido 100uL para superficie de agar EMB Levine (KASVI
®), agar SS (KASVI ®) e 4gar batata dextrose (KASVI ®). As placas de Petri foram incubadas
a 37°C por 24 horas.
4.9 Analise das propriedades funcionais tecnologicas da farinha de P. djamor
4.9.1 indice de Absorcio de Agua (IAA)

O indice de absor¢ao de agua foi determinado de acordo com metodologia descrita por
Ruiz et al. (2003). Em tubo do tipo Falcon, foi adicionado um grama de biomassa desidratada
em p6 com 10 mL de 4gua destilada, incubados a 25 °C por 30 minutos. Em seguida as amostras
foram centrifugadas por 30 minutos, o precipitado foi recuperado para determinagdo do peso

da massa imida e o sobrenadante foi separado para posteriores analises.
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Equagﬁo V. IAA (% ) _ Peso do precipitado (g)

Peso da biomassa desidratada (g)

4.9.2 indice de Solubilidade em Agua (ISA)

O indice de solubilidade em 4gua (ISA) foi determinado utilizando o sobrenadante
adquirido no item 4.9.2 (IAA). O liquido sobrenadante recuperado foi transferido
cuidadosamente para placa de Petri, evaporado em banho-maria a 100 °C e secagem em estufa
a 105°C por trés horas, apos foi determinado seu peso. O indice de solubilidade foi determinado

de acordo com a equacdo VI (BEUCHAT et al., 1977).

Peso dos sdlidos dissolvidos no sobrenadante (g)

Equagado VI. ISA (%)= x 100

Peso da biomassa desidratada (g)
4.9.3 Capacidade de Intumescimento (CI)

A capacidade de inchamento foi determinada de acordo com o método descrito por
Leach et al. (1959). Em cada tubo de ensaio foi adicionado um grama da amostra e 10 mL de
agua destilada e incubado a 80 °C por 30 minutos, sob agitacdo. Apds atingir temperatura
ambiente, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
peso da amostra aferido (pasta). O poder de intumescimento foi determinado conforme a
equacao VIIL.

Equagao VII. CI (g/g)= Peso da pasta (g)

Peso da biomassa desidratada (g)
4.10 Analise estatistica

Os resultados experimentais foram expressos como média + erro padrdo da média e
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey que determina a
significancia das diferencas observadas nas amostras, ao nivel de significancia de 5%

(MINITAB, 2018).
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Resumo

Cogumelos do género Pleurotus sdo cultivados para fins alimenticios, medicinais e por serem fontes de
enzimas de interesse industrial. O presente estudo teve como objetivo avaliar o crescimento micelial e
verificar a atividade de proteases de P. djamor. Este cogumelo foi cultivado em agar batata dextrose
(BDA) com extrato de levedura (YE) 0,5% (p/v). Para avaliar a velocidade do crescimento micelial radial
(VCR) e densidade micelial, P. djamor foi cultivado em cinco meios com YE 0,5% (p/v): agar batata
dextrose (BDA+YE), agar Sabouraud (SAB+YE), agar extrato de malte (MEA+YE), agar inhame-roxo
(PYA+YE) e agar cara-de-espinho (SYA+YE). A atividade proteolitica foi determinada pelo método de
bloco de gelose. Na avaliagdo do crescimento micelial vertical (VCM) foram utilizados exocarpos de
cupuacu (CE) e abacaxi (PE), semente de acai (AS) e serragem (SAW), suplementados com farelo de
arroz (RB) ou farelo de trigo (WB). A VCR significativa foi observada em SYA+YE (11,26 mm/dia) e
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PYA+YE (10,97 mm/dia). Porém, SAB+YE favoreceu a densidade micelial, portanto foi o meio
selecionado para obtencao de inoculo nos testes de avaliagdo do crescimento micelial de P. djamor em
residuos lignocelulodsicos. Atividade proteolitica significativa foi determinada em BDA+YE (17,7 mm),
MEA+YE (17,6 mm) e SAB+YE (17,0 mm). Forte densidade micelial e VCM significativa foi
determinada em CE+WB (0,37 cm/dia) ¢ CE+RB (0,30 cm/dia). Substratos de floresta tropical sdo
eficientes para o cultivo micelial e produgao de proteases por P. djamor.

Palavras-chave: Amazonia; Cogumelo comestivel; Enzimas; Residuo lignoceluldsico.

Abstract

Mushrooms of the genus Pleurotus are cultivated as food, for medicinal purposes and also because they
are sources of enzymes of industrial interest. The present study aimed to evaluate mycelial growth and
verify the activity of P. djamor proteases. This mushroom was grown on potato dextrose agar (BDA) with
yeast extract (YE) 0.5% (w/v). In order to evaluate the speed of radial mycelial growth (VCR) and
mycelial density, P. djamor was grown in five media with 0.5% YE (w/v): potato dextrose agar
(BDA+YE), Sabouraud agar (SAB + YE), malt extract agar (MEA+YE), purple yam agar (PYA+YE)
and cara-de-espinho agar (SYA+YE). Proteolytic activity was determined by the agar block method. For
the vertical mycelial growth evaluation (VCM), cupuagu (CE) and pineapple (PE), agai seed (AS) and
sawdust (SAW) exocarps were used, supplemented with rice bran (RB) or wheat bran (WB). Significant
VCR was observed in SYA+YE (11.26 mm / day) and PYA+YE (10.97 mm / day). However, SAB+YE
favored mycelial density, so it was the medium selected for obtaining inoculum for the tests to evaluate
mycelial growth of P. djamor in lignocellulosic residues. Significant proteolytic activity was determined
in BDA+YE (17.7 mm), MEA+YE (17.6 mm) and SAB+YE (17.0 mm). Strong mycelial density and
significant CMV was determined in CE+WB (0.37 ¢m / day) and CE+RB (0.30 cm / day). Rainforest
substrates are efficient for mycelial cultivation and protease production by P. djamor.

Keywords: Amazon; Edible mushroom; Enzymes; Lignocellulosic residue.

Resumen

Hongos del género Pleurotus son cultivados para fines alimenticios, medicinales y por ser fuentes de
enzimas de interés industrial. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el crecimiento micelial y
verificar la actividad de proteasas de P. djamor. Este hongo se cultivéd en agar papa dextrosa (APD) con
extracto de levadura (EL) 0.5% (p/v). Para evaluar la velocidad de crecimiento micelial radial (VCMR)
y la densidad micelial, P. djamor fue cultivado en cinco medios con EL 0.5% (p/v): agar papa dextrosa
(APD+EL), agar Sabouraud (AS+LE), agar extracto de malta (AEM+EL), agar fiame morado (ANM+EL)
e agar cara espinoso (ACE+EL). La actividad proteolitica se determiné por el método del bloque de
gelosa. En la evaluacion del crecimiento micelial vertical (CMV) fueron utilizados exocarpos de copoazu
(EC) y pifia (EP), semilla de asai (SA) y aserrin (A), suplementados con salvado de arroz (SA) o salvado
de trigo (ST). La VCMR result6 ser significativa en ACE+EL (11.26 mm/dia) y ANM+EL (10.97
mm/dia). Sin embargo, AS+EL favorecié la densidad micelial, siendo el medio seleccionado para la
obtencion de inoculo en las pruebas de evaluacion del crecimiento micelial de P. djamor en residuos
lignoceluldsicos. Por otra parte, la actividad proteolitica demostré significancia en APD+EL (17.7 mm),
AEM+EL (17.6 mm) y AS+EL (17.0 mm). Finalmente, una fuerte densidad micelial y CMV significativa
fue evidenciada en EC+ST (0.37 cm/dia) y EC+SA (0.30 cm/dia). Asi, los sustratos de bosque tropical
son eficientes para el cultivo micelial y produccion de proteasas por P. djamor.

Palabras clave: Amazonia; Hongo comestible; Enzimas; Residuo lignocelulosico.

1. Introducao

Cogumelos do género Pleurotus (Jacq.: Fr.) Kumm tém propriedades terapéuticas, caracteristicas

sensoriais atrativas, valor nutricional relevante e continua como a segunda espécie de macrofungo comestivel mais

distribuida mundialmente (Balan et al., 2018; Putzke & Putzke, 2019; Sekan, Myronycheva, Karlsson, Grygansky,

& Blume, 2019). Na Regido Norte brasileira, diversos estudos vém sendo desenvolvidos para adequar métodos de

cultivo de espécies de Pleurotus visando a comercializagdo ¢ a elaboracdo de bioprodutos, além de incentivar o

consumo de alimentos saudaveis pela populacdao (Machado, Teixeira, Kirsch, Campelo, & Oliveira, 2016; Souza

et al., 2016).

Pleurotus djamor (Fr.) Boedijn esta classificado na familia Pleurotaceae, ordem Agaricales (Oropeza-
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Guerrero et al., 2018; Raman, Hariprasath, Jang, Vikineswary, & Nanjian, 2018). Esta espécie comestivel, também
denominada de cogumelo ostra rosa ou salmio, possui basidiomas grandes, com coloracdo atraente e sabor
agradavel. Além disso, pode ser cultivado em faixa ampla de temperatura (26 °C a 35 °C) e umidade ambiental
superior a 80% (Jegadeesh, Lakshmanan, Kab-Yeul, Sabaratnam, & Raaman, 2018).

Nos ultimos anos, pesquisas tém demonstrado que P. djamor tem potencial para aplicagdes biotecnologica
¢ medicinal, além de ser alimento orgénico (Ragasa et al., 2016; Sudha et al., 2016). As caracteristicas fisicas,
sensoriais e fisiologicas, além do consumo crescente de P. djamor, tem estimulado a realizacdo de investigago
com a finalidade de avaliar a adaptacao dessa espécie em substratos alternativos para crescimento e producao de
basidiomas (Satpal et al., 2017). A avaliacdo de substratos que promovam rapida e vigorosa coloniza¢ao micelial
¢ importante para selecionar materiais lignocelulosicos que proporcionem a producao significativa de cogumelos
(Carrasco-Gonzalez, Serna-Saldivar, & Gutiérrez-Uribe, 2017; Barh et al., 2019).

Fonseca, Silva, Alecrim, Cruz e Teixeira (2015) e Machado et al. (2016) citaram que residuos
lignoceluldsicos da floresta amazonica constituem uma alternativa biotecnologica para cultivo e produgio
significativa de proteases por P. ostreatoroseus, contudo ndo ha relatos na literatura para P. djamor-.

Outras enzimas também sdo produzidas por representantes do género Pleurotus, como celulases,
amilases, entre outras (Devi et al., 2020). Destes biocatalisadores, predominam as proteases, que representam mais
de 70% do mercado mundial e sdo utilizadas numa diversidade de processos industriais, com destaque para a
produgdo de alimentos, medicamentos e detergentes (Benmrad et al., 2019). O objetivo desta investigacdo foi
avaliar fontes nutricionais organicas oriundas de floresta tropical para crescimento de P. djamor e a produgdo de

proteases extracelulares como substratos alternativos para cultivo de cogumelos em area tropical.

2. Metodologia

2.1 Cogumelo

Nesta pesquisa foi utilizado P. djiamor DPUA 1818, cedido pelo acervo da colegao de culturas DPUA do
Departamento de Parasitologia, da Universidade Federal do Amazonas. Para obtencdo da forma micelial foi
inoculado o fragmento de micélio em Agar Batata Dextrose (BDA), suplementado com 0,5 % (p/v) de extrato de
levedura (YE). De cada cultura pura e viavel, em triplicata, foi transferido disco micelial de 10 mm de diametro
para agar BDA+YE em placas Petri (100 mm x 15 mm). Os cultivos foram mantidos a 25 °C na auséncia de luz,
por oito dias para uso nos demais experimentos (Fonseca et al., 2015).
2.2 Crescimento Micelial Radial

O crescimento micelial radial foi avaliado em cinco meios de cultura adicionados de YE 0,5% (p/v): ©
agar batata dextrose + YE (BDA+YE), @ agar Sabouraud + YE (SAB+YE), ® 4gar extrato de malte + YE
(MEA+YE), @ agar inhame-roxo (Dioscorea alata) + YE (PYA+YE) ¢ ® agar carad-de-espinho (Dioscorea
altissima) + YE (SYA+YE). Em cada meio, contido placa de Petri, foi inoculado um disco micelial de 10 mm de
didmetro. As culturas foram mantidas a 28 °C por 8 dias, na auséncia de luz. O crescimento de P. djamor foi
analisado em milimetros, medindo o didmetro da colonia em sentidos diametralmente opostos, utilizando uma
régua graduada, a cada 24 horas por oito dias. Todos os experimentos foram realizados em quintuplicata, segundo
as recomendacdes de Castillo (2009). A velocidade de crescimento radial (VCR) foi determinada conforme

Equacao I:
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didmetro colonia (mm)
Equacgdo I: VCR=

Tempo de cultivo (dias)

A densidade do micélio, com base no vigor micelial de P. djamor, foi o critério utilizado para selecionar
o meio de cultura para crescimento radial desse cogumelo. A avaliagdo do vigor micelial de cada cultura foi
classificada pelo método subjetivo de notas: nota 1 (fracamente adensado); nota 2 (mediamente adensado); e nota
3 (fortemente adensado), conforme classificacdo citada por Marino, Abreu, Mesquita e Ribeiro (2008).
2.3 Efeito da Composi¢cio do Meio de Cultura na Producio de Proteases

Para avaliar a atividade de proteases de P. djamor foram utilizados discos miceliais das culturas obtidas
em cinco meios. A atividade proteolitica foi determinada em meio sélido pelo método de bloco de gelose. De cada
cultura foram retirados discos miceliais de 10 mm de didmetro e inoculados na superficie de agar leite 5 % (p/v),
em placa de Petri. As placas foram mantidas a 37 °C. Apo6s 18 horas foi determinada a atividade de proteases,
medindo o didmetro do halo em milimetros (Teixeira, Silva, Palheta, Carneiro, & Ataide, 2011). Os testes foram
realizados em sextuplicata.
2. 4 Crescimento Micelial Vertical em Residuos Lignoceluldsicos
2.4.1 Residuos Lignoceluldsicos

Na avaliagdo do crescimento micelial vertical foram utilizados os residuos lignoceluldsicos da fruticultura
amazonica e serragem: O exocarpo de cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum) - CE, @ semente de agai
(Euterpe oleracea) - AS, @ serragem - SAW ¢ @ exocarpo de abacaxi (dnanas comosus) — PE. Cada residuo
foi suplementado com farelo de arroz - RB ou farelo de trigo - WB, separadamente.
2.4.2 Tratamento dos Residuos Lignoceluldsicos

Os residuos foram lavados em agua corrente para retirada do excesso de sujeira, em seguida, higienizados
com solucdo desinfetante para hortifruticolas contendo cloro ativo 0,85% (p/p). Ap6s 15 minutos foram
submetidos a lavagem sucessiva, seguindo a drenagem do excesso de liquido. Cada residuo foi misturado com RB
ou WB e a umidade e o pH aferidos para 60% e 6,0, respectivamente. Os substratos foram acondicionados em
tubos de ensaio (200 mm x 25 mm) contendo na sua base algoddo umedecido com agua destilada, formando uma
coluna de 15 cm (Palheta, Vieira, Neves, & Teixeira, 2011). Os tubos contendo as misturas de residuos foram
esterilizados a 121 °C, durante 60 minutos, por trés dias consecutivos, procedendo ao resfriamento por 24 horas.
Em cada tubo foi afixado externamente trés fitas milimetradas (130 mm x 10 mm).
2.4.3 Inéculo

Para a obten¢@o do indculo, da cultura estoque de P. djamor foi retirado um disco micelial de 10 mm e
transferido para superficie do meio sélido selecionado com base no vigor micelial, em experimento anterior. Os
cultivos em placas Petri (100 mm x 15 mm) foram mantidos a 25°C, na auséncia de luz por oito dias (Palheta et
al., 2011).
2.4.4 Cultivo de P. djamor em Residuo Lignocelulésico

Da cultura indculo foram retirados trés discos miceliais de 10 mm de didmetro e transferidos para
superficie dos substratos lignocelulésicos (item 2.4.1), em tubo de ensaio de (200 mm x 25 mm). Nesses cultivos
mantidos a 28 °C, na auséncia de luz, o crescimento micelial vertical e a velocidade de miceliagdo foram
observados a cada 24 horas por 15 dias consecutivos. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A

velocidade do crescimento micelial vertical (VCM) foi determinada em milimetros, de acordo com a equagao II
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(Israel, 2005; Palheta et al., 2011). A avaliacdo do vigor micelial foi realizado método subjetivo descrito por

Marino et al. (2008).

V{-Vi
Tf

Equacdo II: VCM=

Onde:
VCM = Velocidade média do crescimento micelial ao dia;
Vf=medida do crescimento micelial no tempo final (mm);
Vi =medida do crescimento micelial no tempo inicial (mm);
Tf = Tempo final (dias).
2.5 Anilise Estatistica
Em todos os experimentos, os dados foram submetidos & analise de varidncia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) (Minitab, 2018).

3. Resultados e Discussao

A tabela 1 apresenta os resultados da velocidade média de crescimento radial (VCR) e a densidade
micelial P. djamor. Em todos os meios de cultivo naturais e sintéticos foi observado o crescimento micelial radial.
Os dados demonstraram que a VCR significativa foi determinada nos cultivos a base de tubérculos, SYA+YE
(11,26 mm/dia) e PYA+YE (10,97 mm/dia). Em BDA+YE, SAB+YE ¢ MEA+YE, o crescimento foi mais lento,
com redugdo da VCR inferior em 9,77%, 20,15%, 20, 24%, respectivamente, quando comparado ao crescimento
em agar Cara-de-Espinho (SYA+YE). A diferenca no crescimento micelial em meios distintos, provavelmente
seja devido a disponibilidade de diferentes fontes de carbono e outros nutrientes imprescindiveis para o
crescimento de espécies de Pleurotus (Sardar et al., 2015). Esses dados sugerem que os tubérculos avaliados neste
estudo sdo importantes reservas nutricionais e constituem uma alternativa viavel como substratos para o

crescimento in vitro de P. djamor.

Tabela 1. Média da velocidade do crescimento micelial in vitro e vigor micelial de P. djamor DPUA 1818 em
meios naturais e sintéticos.

Meios de cultivo Velocidade do Crescimento Vigor Micelial Nota
(mm/dia) (Critério Subjetivo)
SYA+YE 11,26 +0,822 Fracamente adensado 1
PYA+YE 10,97 £ 0,28% Fracamente adensado 1
BDA+YE 10,16 £ 0,42° Mediamente adensado 2
SAB+YE 8,992 + 0,794 Fortemente adensado 3
MEA+YE 8,9833 +0,1675¢ Mediamente adensado 2

SYA+YE (4gar cara-de espinho + extrato de levedura), PYA+YE (4gar inhame roxo + extrato de levedura),
BDA+YE (agar batata dextrose + extrato de levedura), SAB+YE (4gar Sabouraud + extrato de levedura),
MEA+YE (agar extrato de malte + extrato de levedura). Médias que ndo compartilham a mesma letra sdo
significativamente diferentes.

Fonte: autores.

Na figura 1 esta demonstrada a velocidade do crescimento e a densidade do micélio com base no vigor

micelial. Nos cultivos em agar SAB+YE foi observado crescimento lento, mas formag¢do de micélio fortemente

30



adensado de P. djamor, propriedade que evidencia esse meio de cultura como promissor para o cultivo dessa
espécie. Com excecdo de agar MEA+YE, predominou o crescimento micelial rapido. Em BDA+YE e MEA+YE
a densidade micelial foi mediamente adensado e, fracamente adensado em SYA+YE e PYA+YE. Estudos
demonstraram o desenvolvimento de micélio fortemente adensado de P. djamor ¢ P. ostreatus nos cultivos em
BDA+YE e BDA, respectivamente (Bumanlag, Kalaw, Dulay, & Reyes, 2018; Fletcher, 2019). E para P. sapidus
micélio mediamente adensado nos cultivos em agar Sabouraud, dado que diverge do encontrado no presente estudo
(Mahadevan & Shanmugasundaram, 2018). Portanto, além de nutrientes, outros fatores como pH, temperatura e
concentragdo do substrato também influenciam no crescimento e na densidade micelial das espécies de Pleurotus

(Laursen, 2018; Toan & Qui, 2020; Raman et al., 2021).

Figura 1: Densidade micelial de P. djamor em diferentes meios de cultivo.

A- Agar batata dextrose + extrato de levedura (BDA+YE) = mediamente adensado; B- Agar extrato de malte +
extrato de levedura (MEA+YE) = mediamente adensado; C- Agar Sabouraud + extrato de levedura (SAB+YE) =
fortemente adensado; D- Agar cara-de-espinho + extrato de levedura (SYA+YE) = fracamente adensado; E- Agar
inhame-roxo + extrato de levedura (PYA+YE) = fracamente adensado.

Fonte: autores.

A tabela 2 demonstra a atividade de proteases determinada nos meios de cultura (dgar BDA+YE,
MEA+YE, SAB+YE, PYA+YE e SYA+YE) usados para crescimento radial de P. djamor. Nos cinco meios de
cultivo a média do diametro do halo correspondeu a 12,78 mm e o valor de atividade significativa foi determinado
em BDA+YE (17,7 mm), MEA+YE (17,6 mm) e SAB+YE (17,0 mm). Nos meios naturais, PYA+YE ¢ SYA+YE,
a atividade das proteases foi inferior 17,52% e 26,42%, respectivamente. Nos estudos realizados por Sabri et al.
(2020), P. ostreatus também excretou proteases em BDA+ folhas de Stevia rebaudian e atividade determinada em

agar leite, contudo o didmetro do halo foi de aproximadamente 15 mm.

Tabela 2. Média de atividade de proteases de P. djamor utilizando meios de cultura solidos e naturais.

Meios de cultivo Atividade de Proteases [halo (mm)]
Meios Sintéticos
BDA+YE 17,7 £ 0,042
MEA+YE 17,6 £0,02%
SAB+YE 17,0 + 0’07abc
Meios Naturais
PYA+YE 14,6 + 0,09
SYA+YE 14,0 + 0,09¢
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SYA+YE (Agar cara-de espinho + extrato de levedura), PYA+YE (Agar inhame roxo + extrato de levedura),
BDA+YE (4gar batata dextrose + extrato de levedura), SAB+YE (4gar Sabouraud + extrato de levedura),
MEA+YE (4gar extrato de malte + extrato de levedura). Médias que ndo compartilham a mesma letra sdo
significativamente diferentes.

Fonte: autores.

O crescimento micelial de P. djamor em residuos lignoceluldsicos da fruticultura amazonica foi positivo
em 75% das misturas de substratos (Tabela 3). A VCM significativa foi observada em SAW+WB (0,37 cm/dia),
CE+WB (0,37 cm/dia), CE+RB (0,30 cm/dia) e AS+RB (0,23 cm/dia). Nos cultivos em SAW-+RB ¢ AS+WB, o
crescimento foi inferior 37,83% (0,23 cm/dia) e 48,64% (0,19 cm/dia), respectivamente, comparado aos resultados
registrados em SAW+WB e CE+WB. A forma micelial de P. djamor ndo foi observada em PE+RB ¢ PE+WB.
Ademais, nos cultivos em exocarpo de cupuacu (CE+WB e CE+RB) P. djamor desenvolveu micélio fortemente
adensado. E nos cultivos a base de acai (AS+WB e AS+RB) e serragem (SAW+WB e SAW+RB) a o micélio foi
classificada como mediamente adensado e fracamente adensado, respectivamente. Nos experimentos realizados
por Palheta et al. (2011), os resultados indicaram que exocarpo de cupuagu favoreceu o crescimento de P. ostreatus

e P. florida.

Tabela 3. Média de velocidade de crescimento vertical em residuos lignocelulésicos e vigor micelial de Pleurotus
djamor

Tratamento VCM (cm/dia) Densidade Nota
SAW-+WB 0,37+0,37 2 Fracamente adensado 1
CE+WB 0,37+0,01? Fortemente adensado 3
CE+RB 0,30+0,01 Fortemente adensado 3
AS+RB 0,23+0,01 # Mediamente adensado 2
SAW-+RB 0,23+0,12° Fracamente adensado 1
AS+WB 0,19+0,01° Mediamente adensado 2
PE+RB ND ND ND
PE+WB ND ND ND

SAW+WB = serragem + farelo de trigo; CE+WB = exocarpo de cupuagu + farelo de trigo; CE+RB= exocarpo de
cupuacu + farelo de arroz; AS+RB = semente de acai + farelo de arroz; SAW+RB = serragem + farelo de arroz;
PE+RB= exocarpo de abacaxi + farelo de arroz; PE+WB = exocarpo de abacaxi + farelo de trigo; ND = nao
determinado; Médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes.

Fonte: autores

Dados da literatura demonstram que o género Pleurotus demonstra grande preferéncia por residuos
lignoceluldsicos, substratos ricos em celulose, hemicelulose e lignina que estimulam a sintese de enzimas
degradadoras essenciais para o crescimento dos cogumelos (Salmones, 2018; Singh & Singh, 2018). Assim como
as demais espécies do género, Pleurotus djamor também apresenta a habilidade para degradar lignina e polimeros
presentes na parede celular vegetal, capacidade comprovada ao utilizar fibra de coco (Theradinami, Thangeshwari,
Arulsamy, & Parthasarathy, 2019). Residuos agroindustriais influenciam significativamente no crescimento, na
qualidade do micélio e na formagdo de basidiomas. A estrutura, a composicdo desses substratos ¢ a relagdo
carbono/nitrogénio provavelmente fornecem condi¢des fisicas e nutricionais, pardmetros favoraveis para o
desenvolvimento do micélio e reprodugdo das diversas espécies de cogumelos (Salmones, 2018; Osunde,

Olayinka, Fashina, & Torimiro, 2019; Toan & Qui, 2018; Wu et al., 2019).

4. Conclusao

O meio de cultivo influencia no crescimento e na producao de enzimas proteoliticas por Pleurotus djamor.

Agar Sabouraud+extrato de levedura (SAB+YE) é o meio sintético promissor para desenvolvimento da densidade
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micelial maxima. Entre os residuos lignoceluloliticos, a mistura formulada com exocarpo de cupuacu com farelo
de arroz (CE+RB) ou farelo de trigo (CE+WB) estimulou o crescimento, assim como, a forte densidade micelial.
Pleurotus djamor sintetiza proteases tanto em meios de cultura sintéticos como em substratos naturais. Os meios
de cultivo a base de tubérculo amazonicos constituem uma alternativa tecnologica sustentavel e ecoamigavel para

o crescimento e biossintese de proteases por P. djamor.
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Resumo

Cogumelos comestiveis vém sendo utilizados como alimentos e fontes de compostos bioativos desde a
antiguidade. Espécies de Pleurotus t€m sido cultivadas em residuos lignocelulésicos de baixo custo para
obtenc¢do de basidiomas que podem ser consumidos na forma in natura com alto valor nutricional. O
objetivo desta pesquisa foi verificar a performance produtiva de Pleurotus djamor nos cultivos em residuo
lignoceluldsico, caracteristicas morfoldgicas e nutricionais, e as propriedades do produto elaborado com
os basidiomas desidratados. A espécie, cedida pela colegdo de culturas DPUA, da Universidade Federal
do Amazonas, foi cultivada em agar batata dextrose + Extrato de Levedura 0,5% (p/v). Para indculo de
P. djamor foi utilizado agar Sabouraud, suplementado com extrato de levedura (0,5%, p/v). Em seguida,
para a produgdo de Pleurotus djamor foi utilizado exocarpo de cupuagu - CC (Theobroma grandiflorum)
suplementados com farelo de arroz - FA (0,5%, p/v), com umidade de 60 %, pH 6,0, foi esterilizado a
121 °C, por dois dias consecutivos. O basidioma obtido foi submetido as analises morfologicas. Em
seguida foram realizadas andlises da composicao centesimal, microbioldgica e propriedades funcionais
tecnoldgicas do produto alimenticio elaborado do processamento dos basidiomas obtidos. A espécie P.
djamor demonstrou adaptagdo e eficiéncia em CC+FA por ser uma mistura rica em nutrientes. Os
parametros de produgéo avaliados foram significativos, apresentando eficiéncia biologica 137,91%, taxa
de producdo 8,11 g/dia, produtividade 21,81% e perda de matéria organica 31,86%, demonstrando o
potencial amazonico quanto a cultivo de cogumelos. Os basidomas apresentaram caracteristicas
flabeliforme, lamelas decurretes e estipe lateral conforme descrito na literatura, o tamanho médio foi de
12,2 x 7,5 cm e estipe 2,5cm. O produto alimenticio do tipo farinha ndo apresentou riscos de
contaminagdo. A farinha apresentou qualidade nutricional muito apreciadas comercialmente, sendo rica
em proteinas, fibras e carboidratos. As propriedades funcionais tecnolégicas da farinha de P. djamor
corresponderam a IAA 6,29 g/g, ISA 52% e CI 5,68g/g sendo uma excelente alternativa para a elaboracao
de alimentos funcionais sauddveis como paes, sopas e produtos carneos. Residuos Amazonicos sao
alternativas viaveis para obtengdo de cogumelos e produtos alimenticios nutricionalmente ricos com
potencial uso e formulagdes alimentares.

Palavra Chave: Amazdnia; Substrato; Produgdo; Pleurotus djamor; Alimentos Funcionais.

1. INTRODUCAO

Os Pleurotus (Fr.) sdo conhecidos popularmente como cogumelos ostra, estdo representados por mais
de 40 espécies comestiveis, constituem o segundo grupo mais cultivado no mundo. No mercado desses cogumelos,
o maior produtor continua sendo a China, pais que vem contribuindo com aproximadamente 87% da producao
comercial (CARRASCO-GONZALEZ et al., 2019).

O género Pleurotus (Fr.) Quél ocorre em regides tropicais e temperadas, cresce em troncos vegetais e
em substratos lignoceluldsicos ndo compostados, sintetizam e liberam enzimas extracelulares, inclusive para de
degradar a lignina (BARH et al., 2019). Dentre as diversas espécies, Pleurotus djamor (Fr.) Boedijn tem chamado
a atencdo por apresentar caracteristicas marcantes como a cor que varia do branco a rosa vibrante, sabor e aroma

peculiares (LECHNER et al., 2004; PUTZKE, 2019)
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Pleurotus djamor comumente vem sendo cultivado em substratos lignoceluldsicos, como palha de arroz,
trigo e algoddo, os quais fornecem nutrientes essenciais para crescimento dessa espécie. Contudo, existem outras
alternativas economicamente rentaveis e vantajosas como a utilizagao de residuos agricolas viaveis para o cultivo
desse cogumelo comestivel, como exocarpos, sementes e a serrapilheira que proporciona excelentes caracteristicas
comerciais, nutricionais e a possivel aplicabilidade do cogumelo na industria alimenticia (CSOKA et al., 2017;
GRIMM et al., 2018).

Assim, estudos realizados na Amazonia mostram que residuos da producdo de abacaxi (Ananas
comosus) e cupuacu (Theobroma grandiflorum) sao eficientes substratos para cultivo de espécies de Pleurotus e
Lentinulla e a aplicago desses cogumelos nos desenvolvimentos de produtos alimenticios ou consumo “in natura”
com altas propriedades nutricionais, funcionais e presenga de compostos bioativos que promovam mais saude ao
consumidor (MACHADO et al., 2017 ; SOUZA et al., 2016).

Com base no exposto, o objetivo desta pesquisa foi verificar a performance produtiva de Pleurotus
djamor nos cultivos em residuo lignocelulodsico, caracteristicas morfoldgicas e nutricionais, e as propriedades do

produto elaborado com os basidiomas desidratados.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Cogumelo

Nesta pesquisa foi utilizado P. djamor DPUA 1818, cedido pelo acervo da Colecao de Culturas DPUA
do Departamento de Parasitologia, da Universidade Federal do Amazonas. Para obten¢do da forma micelial foi
inoculado o fragmento de micélio em Agar Batata Dextrose (BDA), suplementado com 0,5 % (p/v) de extrato de
levedura (YE).

2.2 Producio de P. djamor em residuos lignocelulésicos por fermentacao no estado solido
2.2.1 Inéculo

De cada cultura pura e viavel foi transferido disco micelial de 10 mm de diAmetro para Agar Sabouraud
com extrato de levedura 0,5 % [YE (p/v)], em placas Petri de 100 mm x 15 mm (BRITO et al., 2021). Os cultivos
foram mantidos a 28 °C na auséncia de luz, por oito dias para uso nos demais experimentos.

2.2.2 Preparacio do spawn e inoculagdo da massa micelial

Para producdo do spawn, 600 g de graos de trigo foram deixados em recipiente contendo agua e apds
12 horas foram tratados com desinfetante para hortifruticolas por 10 minutos. Nos graos pré-cozidos por 15
minutos, foi adicionado carbonato de calcio (3,5 g/kg, em base seca) e armazenados em sacos de polietileno. Os
graos foram esterilizados a 121 °C durante 15 minutos. Apos resfriamento, foram semeados 15 discos miceliais de
10 mm de diametro na superficie dos graos. Os cultivos foram mantidos a 28 °C, na auséncia de luz até completa
colonizagdo do substrato.

2.2.3 Fermentacio no Estado Sélido (Producio de P. djamor)

Para produ¢do dos basidiomas de P. djamor foi utilizado residuo lignoceluldsico da fruticultura
amazodnica: exocarpo de cupuagu [CC (Theobroma grandiflorum Schum)] que foi higienizado em solugao de
hipoclorito 1% (v/v) por 12 horas. Apods lavagem sucessiva, o residuo foi misturado com farelo de arroz (FA) na
proporgéo 800:200 e armazenado em sacos de polietileno. Esta mistura de residuos com umidade 60%, pH 6,0 foi
acondicionada em embalagens de polietileno de 5000 g e esterilizada a 121°C, por uma hora. Apds o resfriamento,

os spawn (100 g/kg) foram semeados na superficie da mistura de residuos. Os cultivos, em triplicata, foram
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mantidos a 28 °C, umidade ambiente 60%, na auséncia de luz, até completa miceliagdo do substrato. A indugao
dos primordios foi feita a 12 °C, umidade ambiental 90%, luz alternada a cada 12 horas e, os basidiomas com
umidade 80%, luz alternada a cada 12 horas (FONSECA et al., 2015).

2.3 Determinaciio dos parametros da producio de P. djamor

Para avaliar a performance do crescimento de P. djamor em residuos lignocelulésicos, ao término da
produgdo foi verificada as caracteristicas dos basidiomas [tamanho dos basidiomas e hastes (mm)], a quantificacao
e 0 peso médio. Apos esses procedimentos, os basidiomas foram desidratados a 40 °C até umidade final de 5% para
elaboragdo da farinha e célculo dos pardmetros de produgdo. Ao término da desidratagdo, os basidiomas foram
triturados em mini processador ¢ embalado em potes de vidro para determinagdo da eficiéncia biologica (EB),
produtividade (P), taxa de producao (TP) e a perda de matéria organica do substrato (PMO), equagdo I, II, Il e IV,
respectivamente (DIAS et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007; HOLTZ et al., 2009; AHMED et al., 2013;).

Equacdo 1. Eficiéncia biologica (%) = Peso o basidioma fresco 100

Peso de substrato seco

Equacdo II. Produtividade (%) = Peso do basidloma fresco 49

Peso de substrato utilizado

Equagao III. Taxa de Producao (g/dia) = Eficiéncia biologica

Dias de cultivo

Peso do substrato residual (base seca)

x100

Equagdo IV. Perda de Matéria Orgénica =

Peso do substrato inicial (base seca)

2.4 Elaboracao da Farinha dos basidiomas de P. djamor

Para elaboragdo da farinha, os basidiomas desidratados foram triturados novamente em processador de
alimentos e a granulometria foi determinada utilizando peneira de 60 mesh (DIAS et al., 2003; OLIVEIRA et al.,
2007).

2.5 Composiciao centesimal da farinha do processamento dos basidiomas de Pleurotus djamor

A biomassa de P. djamor foi submetida a determinacdo de umidade, lipideos, proteina, cinzas e
carboidratos. A umidade foi determinada por desseca¢do em estufa com circulagdo de ar a 105 °C (método
gravimeétrico) até obtencdo de peso constante segundo A.O.A.C. (2006). A determinagdo da fragdo protéica foi
realizada pelo método micro Kjeldahl, aplicando o fator de conversdo 4,38 para cogumelos por apresentarem
componente nitrogenado ndo protéico (SILVA et al., 2007). A quantificacdo de lipidios foi obtida com misturas
de solventes a frio de acordo com o método Bligh et al. (1959). As cinzas (residuo mineral fixo) foram
determinadas por incineragdo do material em mufla a 550-660 °C até obtencdo de peso constante conforme
A.0.A.C. (2006).

A fibra bruta foi determinada através de digestao acido-basica, segundo método de Weende estabelecido
pela A.O.A.C (1997). Carboidratos totais foram estimados por diferenga entre o somatdrio das porcentagens de
umidade, proteina, lipidios, cinzas (Latinfoods 2002, Nepa 2006). E a energia total metabolizavel, (4k de proteina)
+ (4kcal/g carboidratos totais) + (9kcal/g de lipideos), preconizados pelo Latinfoods (2002) e Nepa (2006).

2.6 Analise microbioldgica da farinha de P. djamor
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A analise microbioldgica da farinha de P. djamor foi realizada para avaliar a presenca de Escherichia
coli, Salmmonella sp., fungos filamentosos e leveduras, através do método de dilui¢ao seriada. (MASSAGUER,
2005; ALI, 2016). Da amostra da farinha foi utilizado 25 g para ser homogeneizado com 225 ml de 4gua peptonada
(dilui¢do 107"). Desta suspensdo foram preparadas dilui¢des sucessivas, transferindo 1 mL para 9 mL de 4gua
peptonada 0,1 % (p/v), até obtencdo da diluigdo 1073, As dilui¢des foram submetidas a agitagio por dois minutos
em vortex. De cada dilui¢do foi transferido 100uL para superficie de 4gar EMB Levine (KASVI ®), agar SS
(KASVI ®) ¢ 4gar batata dextrose (KASVI ®). As placas de Petri foram incubadas a 37°C por 24 horas.

2.7 Analise das propriedades funcionais tecnologicas da farinha de P. djamor
2.7.1 indice de Absorcio de Agua (IAA)

O indice de absor¢do de agua foi determinado de acordo com metodologia descrita por Ruiz et al.
(2003). Em tubo do tipo Falcon, foi adicionado um grama de biomassa desidratada em p6 com 10 mL de agua
destilada, incubados a 25 °C por 30 minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas por 30 minutos, o
precipitado foi recuperado para determinacdo do peso da massa umida e o sobrenadante foi separado para

posteriores analises.

Peso do precipitado (g)

Equagdo V. IAA (%) =

Peso da biomassa desidratada (g)

2.7.2 indice de Solubilidade em Agua (ISA)

O indice de solubilidade em agua (ISA) foi determinado utilizando o sobrenadante adquirido no item
2.7.1 (IAA). O liquido sobrenadante recuperado foi transferido cuidadosamente para placa de Petri, evaporado em
banho-maria a 100 °C e secagem em estufa a 105 °C por trés horas, apos foi determinado seu peso. O indice de

solubilidade foi determinado de acordo com a equagdo VI (BEUCHAT et al., 1977).

Peso dos solidos dissolvidos no sobrenadante (g)

Equacdo VL. ISA (%)= x 100

Peso da biomassa desidratada (g)

2.7.3 Capacidade de Intumescimento (CI)

A capacidade de inchamento foi determinada de acordo com o método descrito por Leach et al. (1959).
Em cada tubo de ensaio foi adicionado um grama da amostra e 10 mL de agua destilada e incubado a 80 °C por
30 minutos, sob agitagdo. Apos atingir temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o peso da amostra aferido (pasta). O poder de intumescimento foi determinado

conforme a equagao VII.

Equagdo VIL CI (g/g)= ——— dapasa(®)

Peso da biomassa desidratada (g)

2.8 Analise Estatistica

Os resultados experimentais foram expressos como média + erro padrao da média e submetidos a analise
de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey que determina a significancia das diferencas observadas nas

amostras, ao nivel de significancia de 5% (MINITAB, 2018).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da produgdo de P. djamor nos cultivos em residuo lignoceluldsico da fruticultura
amazoOnica mostraram o ciclo de crescimento (Figura 1), no qual pode ser observado, o periodo de miceliagdo do
substrato, a formagdo de primdrdios e o tempo total de cultivo em 14, 16 ¢ 17 dias, respectivamente. O padrio de
crescimento de P. djamor em exocarpo de cupuagu foi um experimento pioneiro que mostrou a adaptacio e
eficiéncia desse cogumelo com uma alternativa para renovagdo da matéria organica em alimento.

Em outros estudos, quando P. djamor var. roseus foi cultivado em palha de arroz, o periodo de
miceliagdo ocorreu em 11 dias, com formagdo dos primérdios em 17 dias e o tempo total de cultivo no periodo de
21 dias (RAMAN et al., 2018). Para outra linhagem de P. djamor cultivado em grama e serragem o periodo de
miceliagdo transcorreu 20 dias, formagdo de primodrdios 6 dias e crescimento total em 26 dias foi registrado

(RABUSKE et al., 2019).

Figura 1 — Ciclo de crescimento de Pleurotus djamor em exocarpo de cupuagu suplementado com farelo de arroz:

A - Periodo de micelia¢do do substrato; B — Formacgao de primoérdios; C — Tempo total de cultivo

Fonte: A autora, 2021.

Em funcdo desses dados, pode ser observado que, nos cultivos in vitro, sdo diversos os fatores que
influenciam no crescimento e reproducdo de cogumelos, mas dominam a caracteristicas genéticas e fisiologicas
de cada espécie, assim como, tem marcada importancia os fatores nutricionais ¢ ambientais para adaptagdo do
cogumelo no substrato (SILVA et al., 2018) ¢, em consequéncia o sucesso dos experimentos em escala laboratorial.

Na tabela 1 estd constando os valores dos pardmetros referentes a producdo de Pleurotus djamor em
exocarpo de cupuagu misturado com farelo de arroz. As andlises revelaram que os valores significativos de
eficiéncia biologica foi 137,91%, taxa de producdo 8,11 g/dia e produtividade 21,81%. Pleurotus ostretoroseus,
quando cultivada no mesmo substrato utilizados nesta pesquisa (exocarpo de cupuacu e farelo de arroz), a
eficiéncia biologica e taxa de produgdo foi igual a 22,90% e 54,33%, respectivamente (FONSECA et al., 2015).

Rometo et al. (2010), observaram que a producdo de P. ostreatus em palha de trigo a eficiéncia biologica
foi superior (138,47%), aos dados observados nesta pesquisa. P. djamor var. roseus evidenciou grande

aceitabilidade por palha de arroz, propriedade revelada pelo valor de EB (120%) (RAMAN et al., 2018). A
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eficiéncia bioldgica de 82,34% foi determinada no cultivo de Pleurotus djamor na mistura de serragens com farelo
de trigo (KABIR et al., 2019).

Segundo Lucio et al. (2021), a produgdo de P. djamor em bagago de Agave salmiana demonstrou que
residuos alternativos permitem o crescimento do cogumelo. A espécie apresentou eficiéncia biologica, habilidade
de converter o substrato em basidioma, de 70% e uma taxa de producéo de 1,18 g/dia de cogumelos produzidos.

A porcentagem de material organico degradado por P. djamor em exocarpo de cupuagu e farelo de arroz
foi de 31,46% (Tabela 1). P. ostreatoroseus quando cultivado em exocarpo de cupuagu e farelo de arroz, 37,68%,
foi o valor da perda de matéria orgénica, dados que demonstraram adequada aceitacdo do substrato pela espécie
cultivada (FONSECA et al., 2015).

A variacdo nos valores de produtividade e eficiéncia bioldgica estd fortemente relacionada ao
crescimento do micélio, periodo de colonizagdo do cogumelo no substrato e germinacdo dos primordios,
pardmetros que revelam a resposta de cada espécie as condi¢des de cultivo (ALVAREZ et al 2021, ZURBANO et
al., 2017).

Tabela 1. Pardmetros quantitativos referentes a produgdo de Pleurotus djamor em exocarpo de cupuagu
misturado com farelo de arroz.

Variaveis Média
Rendimento Total
Eficiéncia Biologica (%) 137,91£9,72
Produtividade (%) 21,81+1,21
Taxa de Produgdo (g/dia) 8,11+0,45
Perda de Matéria Organica (%) 31,86+ 1,71
N° (Cogumelos) 471+2,33
Peso Total dos basidiomas in natura (g) 437,3 +£3,68
Dimensdes dos Basidiomas
Largura do Pileo (cm) 12,243,36
Comprimento do Pileo (cm) 7,5+2,25
Comprimento da Estipe (cm) 2,5+0,54

Média + desvio-padrdo

Fontes de carbono, nitrogénio, minerais, pH, temperatura, umidade e oxigenagdo, além da relagdo C/N,
tamanho das particulas do residuo lignocelulésico, tanto nos cultivos in vitro quanto na natureza, sao fatores que
influenciam no crescimento dos cogumelos (ATILA, 2019). Além disso, a suplementagdo do residuo melhora o
desempenho do cultivo e equilibra a concentragdo de nitrogénio e carbono que pode inibir ou retardar o
desenvolvimento do micélio e dificultar o surgimento de primoérdios (MACHADO et al., 2017; FONSECA et al.,
2015).

As caracteristicas morfologicas dos basidiomas de P. djamor apos colheita estio mostradas na figura 2.
Os resultados mostraram elevado numero de cogumelos (471). Os pileos apresentaram formato flabeliforme
glabro, lamelas decurrentes e estipe excéntrica, (Figura 2), a coloragdo variou de rosada nos dois dias de
desenvolvimento e no terceiro dia (colheita) a coloragdo era levemente rosa a branca, com tamanho médio 12,2 x

7,5 cm e estipe 2,5cm (Tabela 1).
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Figura 2 - Pleurotus djamor: A — caracteristicas morfoldgicas dos pileos; B - tamanho médio de pileos produzido.

~——

Fonte: A autora, 2021.

As caracteristicas morfologicas de P. djamor sdo compativeis com as descritas por Putzke et al. (2019),
pileo branco a rosado quando fresco, formato espatulado a flabeliforme com lamelas decurrentes, estipe excéntrico
a lateral. Na producdo em residuo alternativo de P. djamor, os pileos apresentaram tamanho médio 8 x 13 cm

dados aproximados ao desta pesquisa (LUCIO et al., 2021).

Ahamed et al (2013), observou que as dimensdes de pileos 5,1 x 0,65 cm e do estipe 0,58cm para P.
ostreatus produzido em residuo lignoceluldsico. Machado et al. (2016) e Alvarez et al. (2021) sugeriram que o
nimero de basidiomas desenvolvidos, assim como suas dimensdes, sdo propriedades importantes para

demonstragdo da qualidade mercadolégica.

Tesfay et al. (2020), observaram que o tamanho dos pileos de P. ostreatus variaram de 7,90 a 5,40 cm
em diferentes substratos e fluxos, sendo constatado que pileos maiores e estipes mais curtos sdo melhores
comercialmente do que pileos menores e estipes mais longos, indicando que a variagdo do pileo depende da aeracao
e incidéncia de luz.

Os resultados das analises microbioldgicas demonstram auséncia de Escherichia coli, Salmonella sp.,
fungos filamentosos e leveduras nas amostras de biomassa de P. djamor-.

A tabela 2 esta demonstrando a umidade e a composi¢do centesimal da biomassa de P. djamor. O
conteudo de proteinas foi 13,68%, lipidios (0,86 %), cinzas (3,52%), carboidratos (40,97%), fibras (9,84%) e valor
energético de 329,82+0,28. Em outro experimento, utilizando palha de trigo para cultivo de P. djamor, na
biomassa foi constatado contetido de proteina equivalente a 32,94%, carboidrato (58,90%), cinzas iguais a 7,11%,
e valor energético 376,8 Kcal/100g (VALENZUELA-COBOS et al., 2020). Na biomassa de P. djamor var. roseus
foi constatado 35,50% de proteinas, 44% de carboidratos, e 14,60% de fibras, nos cultivos em palha de arroz
(RAMAN et al., 2020).

Tabela 2. Composi¢io centesimal de Pleurotus djamor (g/ 100g de substrato em base seca)

Variaveis Médias (%)
Umidade 14,73+0,06
Lipidios 0,86+0,01
Proteinas (N x 4,38) 13, 68+0,02
Cinzas 3,524+0,11
Carboidratos 40,97+0,05
Fibras 9,84+0,68
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Valor energético/Kcal 329,82+0,28
Meédia + desvio-padrao

Comparando os resultados da composic@o centesimal de P. djamor, analisado neste estudo aos obtidos
em palha de arroz e trigo, o teor de proteinas foi inferior 6,72% e 140,78%, respectivamente. A estrutura, a
composicdo desses substratos e a relagdo carbono/nitrogénio provavelmente fornecem condi¢des fisicas e
nutricionais, parametros que favorecem o desenvolvimento do micélio e reprodugdo das diversas espécies de
cogumelos ( SALMONES, 2018; NGUYEN et al., 2019; OSUNDE et al., 2019; WU et al., 2019).

Os dados das propriedades tecnologicas determinados na farinha elaborada (figura 3) com a biomassa
de P. djamor corresponderam a 6,29 g/g, 52% e 5,68g/g de dgua/g de matéria seca, representando, respectivamente
o indice de absor¢do da agua (IAA), indice de solubilidade em agua (ISA) e capacidade de intumescimento (CI)
atributos determinam a aplicacdo em produtos alimentares.

Esses valores de propriedades tecnoldgicas estdo na faixa dos teores determinados para farinha de P.
ostreatus, IAA=7,19; ISA= 50,99; CI= 11,36. Essas propriedades estdo associadas, provavelmente pela presenca
de fibras e proteinas, além da morfologia porosa do produto que favorece a absorc¢do, retencdo e inchamento de
particulas de farinha na 4gua (OJINNAKA et al., 2017; ISHARA et al., 2018).

Adebowwale et al. (2012), observaram [AA de 3,47 (g/g), ISA 9,84% e CI 10,21(g/g) em farinha
comercial de trigo muito utilizada para elaboragdes alimenticias. Além disso, Chandi et al. (2007) salientam que
valores das propriedades de hidratagdo entre 1 e 4 (g/g) observados em farinhas sdo criticos para aplicagdo em
alimentos viscosos como sopas ¢ caldos.

Figura 3 - Farinha elaborada com basidiomas de Pleurotus djamor

Fonte: A autora, 2021.

Dados similares ao desta pesquisa foram observados em misturas de farinhas apresentando IAA de
7,43g/g e ISA de 42,13%, destacando a interagdo de proteinas com a dgua e a possibilidade da aplicagdo de farinhas
no processamento de produtos carneos, de panificacdo, sopas ¢ instantdneos, corroborando assim com a utilizagdo
da farinha de P. djamor em formulagdes alimenticias (BIERNACKA et al., 2020).

Farinha de P. djamor ¢ uma das alternativas para consumo de cogumelos como produto constituinte de
alimentos, como sopa, pao, biscoitos, café, enriquecendo-os proteinas, fibras e minerais, entre outros constituintes
nutricionais (MACHADO et al 2016; SOUZA et al 2016; CRUZ-SOLORIO et al., 2018; OLUWASEUN et al.,
2020).
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4. CONCLUSAO

Exocarpos de cupuagu com farelo de arroz despontaram como substrato viavel para producdo de P.
djamor, produto fonte de proteinas, minerais e fibras que pode ser consumido na forma in natura ou desidratado
na forma de farinha. Farinha da massa micelial de P. djamor tem caracteristicas para uso numa diversidade de

alimentos soélidos, semi-solidos e pastosos.
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5.CONCLUSOES

Os meios de cultivo sintéticos e naturais influenciam no crescimento e na producao de
enzimas proteoliticas de cogumelo ostra salmdo. Agar Sabouraud+extrato de levedura
(SAB+YE) ¢ o meio sintético promissor para desenvolvimento da densidade micelial maxima
e fornecimento de cultura matriz com caracteristicas excelentes para produ¢do de basidiomas.

Entre os residuos lignoceluloliticos, a mistura formulada com exocarpo de cupuagu
com farelo de arroz (CC+FA) ou farelo de trigo (CC+FT) estimulou o crescimento, assim como,
a forte densidade micelial. Os substratos a base de tubérculos e residuos lignocelulosicos
amazoOnicos constituem uma alternativa tecnoldgica sustentavel e ecoamigavel para o
desenvolvimento de espécies de Pleurotus e enzimas de interesse industrial.

Substratos a base de exocarpos de cupuacu com farelo de arroz sdo viaveis para
produgdo de P. djamor. Os basidiomas de cogumelo ostra salmdo s3o produtos fonte de
proteinas, minerais e fibras que podem ser consumidos na forma in natura ou desidratado na
forma de farinha. O produto alimenticio farinha da massa micelial de P. djamor tem
caracteristicas para uso como aditivo numa diversidade de alimentos como sopas, massas €
paes, trazendo beneficios a satde humana.

A espécie Pleurotus djamor DPUA 1818 proporcionou a obten¢ao de produtos e
subprodutos capazes de movimentar novos e diversificados mercados de base bioldgica, como
a fungicultura, e produtos alimenticios. Além disso, podem gerar o desenvolvimento de uma
bioeconomia de pequenos produtores, atividade rural e agricultura familiar promovendo

crescimento econdmico e geragao de empregos.
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