UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

ELLIZA EMILY PERRONE BARBOSA

BIORREFINARIA: EXPLORACAO SUSTENTAVEL DE RESIDUOS
LIGNOCELULOSICOS PARA A PRODUCAO DE COGUMELO E BIOPRODUTO
COMESTIVEL

MANAUS-AM
2021



ELLIZA EMILY PERRONE BARBOSA

BIORREFINARIA: EXPLORACAO SUSTENTAVEL DE RESIDUOS
LIGNOCELULOSICOS PARA A PRODUCAO DE COGUMELO E BIOPRODUTO
COMESTIVEL

Dissertagao apresentada ao Programa Multi-Institucional
de Pos-Graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Federal do Amazonas, como requisito para obtengdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

ORIENTADOR (A): DR* MARIA FRANCISCA SIMAS TEIXEIRA

MANAUS-AM
2021



ELLIZA EMILY PERRONE BARBOSA

BIORREFINARIA: EXPLORACAO SUSTENTAVEL DE RESIDUOS
LIGNOCELULOSICOS PARA A PRODUCAO DE COGUMELO E BIOPRODUTO
COMESTIVEL

Dissertacdo apresentada ao Programa Multi-Institucional
de Pos-Graduagdo em Biotecnologia da Universidade
Federal do Amazonas, como requisito para obtengdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

Aprovado em vinte e nove de Julho de dois mil e vinte e um.

BANCA EXAMINADORA

Doutora Maria Francisca Simas Teixeira (Presidente)

Universidade Federal do Amazonas

Doutora Waldireny Rocha Gomes (Membro)

Universidade Federal do Amazonas

Doutora Raiane Aila Teixeira Souza (Membro)

Fundagao de Vigilancia em Saude do Estado do Amazonas



Ficha Catalografica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a)
autor(a).

Barbosa, Elliza Emily Perrone
E53b Biorrefinaria: exploracao sustentavel de residuos
lignoceluldsicos para a produgdo de cogumelo e bioproduto
comestivel / Elliza Emily Perrone Barbosa . 2021
102 f.:il. color; 31 cm.

Orientadora: Maria Francisca Simas Teixeira
Dissertagdao (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade
Federaldo Amazonas.

1. substrato. 2. panificagdo. 3. protease. 4. bioproduto. L.
Teixeira,Maria Francisca Simas. II. Universidade Federal do
Amazonas III. Titulo




Dedicatoria

Dedico aos meus pais e a minha familia por todo amor, suporte e dedica¢do.



AGRADECIMENTOS

Agradecer a Deus nao € um cliché, ¢ o puro sentimento de que alguém estd sob o
controle de tudo. Pois sem ele, nada seria. Gratidao aos meus pais Iza e Ellinaldo, pelo seu
infinito amor e dedicagdo para que eu sempre seguisse o0 melhor caminho nos estudos e na vida,
para que eu tivesse as melhores condigdes para estudar e que ndo desistisse dos meus sonhos,
sem eles eu jamais conseguiria.

Aos meus irmaos Junior ¢ Humberto que sempre tiveram palavras de incentivo e
descontracdo para aliviar a tensdo das dificuldades. Meu profundo agradecimento por todo o
apoio, incentivo e ajuda de Sharima, Adriele, Alexandra, Yasmin, Denis, Dib, Laynah, Ana,
Samara, Fabiano, Socorro, Salomao, Raimundo Felipe (in memoriam), a minha gratidao, pois
sempre se dispuseram a ajudar quando precisei, todos foram essenciais na minha trajetoria.

Agradego a minha orientadora, Maria Francisca, por sua profunda empatia e dedicacao
desde o inicio da minha vida académica. Por ser a professora que “mostra o que estamos
olhando mas ndo diz o que precisamos ver”, por instigar a cientista que existe em mim, por
sempre estar disposta a responder meus questionamentos e duvidas. Por ser exigente e dura
quando preciso, por sentar ao meu lado e fazer o papel de melhor orientadora que ja tive, na
verdade, por ser mais do que uma orientadora, ser uma “mae académica”.

Agradeco a Universidade Federal do Amazonas, ao Programa de Pos-Graduagdao em
Biotecnologia (PPGBiotec), ao Laboratério de Micologia Médica e Industrial da UFAM, a
Colegao de Cultura (DPUA), e a Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) pelo apoio financeiro.

Certamente enfrentar um desafio requer esforcos, abdicacdo e foco. Concluir a
caminhada nao ¢ facil, e ser atingido por uma pandemia, muito menos. Nao esperava que viver
um momento historico seria tao dificil, e que ultrapassar esse avalanche iria requerer esfor¢os
triplicados. Saber tantas noticias ruins sobre satde e/ou perdas de parentes, amigos, professores
e conhecidos com certeza atrapalhou metade do processo, mas mesmo assim saber que temos
com quem contar fez esse caminho ser menos tortuoso.

Chegando ao fim desse percurso posso dizer que ha sempre motivos para continuarmos
e, um deles esta no que eu carrego comigo durante todo esse periodo, concluo esta etapa cheia
de aprendizados. Pois ser cientista € isso, € viver em constante aprendizagem, ¢ viver de ciclos,
¢ saber que uns se encerram e outros comegam, ¢ viver cheio de perguntas concretas, mas nao
tdo concretas assim, de conviver com a incerteza e falar: “sempre ha uma exce¢do”. E viver

sempre em busca de mais. Por fim, o sentimento ¢ este: gratidao.



“O que vale na vida ndo é o ponto de partida e sim a caminhada.
Caminhando e semeando, no fim terds o que colher.”

Cora Coralina



RESUMO

O atual conceito de Biorrefinaria consiste na exploragdo sustentavel dos residuos
lignoceluldsicos, a fim de gerar produtos de valor agregado. Por esse motivo, os cogumelos
comestiveis estao sendo visados, pois sdo capazes de colonizar diferentes residuos, permitindo
a producdo e o reaproveitamento de substratos provenientes da natureza e, reduzindo os
impactos ambientais. Esta pesquisa teve como finalidade avaliar o crescimento de P.
ostreatoroseus em diferentes meios de cultivo, produgdo de proteases em residuo
lignoceluldsico e identificar um substrato promissor para producdo de basidiomas para
desenvolvimento de bioproduto alimenticio. P. ostreatoroseus foi cedido pela colecdo de
culturas DPUA - Universidade Federal do Amazonas, e cultivado em agar BDA suplementado
com extrato de levedura 0,5 % (p/v). Para obtencdo de indculo do cogumelo, foram utilizados
cinco meios suplementados com extrato de levedura (0,5 %, p/v): dgar Batata Dextrose (BDA),
agar GYP (glicose, extrato de levedura e peptona), agar Extrato de Malte (MEA), agar Extrato
de Inhame roxo [(EIR) Dioscorea alata], agar extrato de Cara-de-espinho [(CEIN) Dioscorea
altissimal], 4gar extrato de Arid [(EA) Calathea allouia]. A fermentagcdo em estado solido na
concentragdo 2:1 (p/p), umidade 60% nos residuos: exocarpo de cupuagu (Theobroma
grandiflorum), residuo de processamento de acai (Euterpe oleracea), casca de abacaxi (Ananas
comosus) e serragem, suplementados com farelo de arroz (Oryza sativa) ou farelo de trigo
(Triticum aestivum) 0,5 % (p/v), esterilizados a 121 °C por dois dias consecutivos. Para
producdo do cogumelo utilizou-se o residuo significativo nos critérios de densidade micelial.
Determinou-se eficiéncia biologica, produtividade, taxa de producdo e perda de matéria
organica, qualidade microbioldgica e o valor nutricional do residuo, basidioma e do produto.
As proteases foram extraidas em dgua destilada esterilizada sob agitacdo de 180 rpm, a 30 °C.
A atividade proteolitica, efeito de inibidores e ions foi determinada em solucdo de azocaseina
1% (p/v). O produto de panificacdo foi elaborado como base a biomassa desidratada, em escala
laboratorial. Entre os meios testados, 4gar GYP foi o meio de expressiva densidade micelial. A
mistura de substrato eficiente para a produgao de P. ostreatoroseus foi observada em residuo
de processamento de acai e farelo de arroz. A atividade 6tima de proteases foi observada em
pH 5,0 € 40 °C. P. ostreatoroseus tem alto potencial na industria farmacéutica, té€xtil, alimenticia
e quimica. Os basidiomas produzidos apresentaram conteudo de cinzas, proteinas, lipideos
significativos. Em comparagdo ao pao padrdo, o produto de panificagdo com adicdo de
cogumelo apresentou dados significativos quanto ao valor nutricional.

Palavras-chave: substrato, proteolitica, panificacao.



ABSTRACT

The current concept of Biorefinery consists in the sustainable exploration of lignocellulosic
waste in order to value-added products. Because of that, edible mushrooms are being
increasingly targeted, because they are able to colonize different wastes, allowing the
production in wastes from nature, ensuring the reuse and reduce environmental impacts. This
research aimed to evaluate the growth of P. ostreatoroseus in different culture media, protease
production in lignocellulosic waste and to identify a promising waste for basidiome production
for food bioproduct development. P. ostreatoroseus was provided by DPUA culture collection
from Federal University of Amazonas, and grown on BDA agar supplemented with 0.5% (w/v)
yeast extract. The inoculum of P. ostreatoroseus was obtained in five media supplemented with
yeast extract (0,5%, w/v): Batata Dextrose agar (BDA), GYP agar (glucose, yeast extract and
peptone), Malt Extract agar (MEA), Purple Yam extract agar [(EIR) Dioscorea alata], Cara-
de-espinho extract agar [(CEIN) Dioscorea altissima], Arya extract agar [(EA) Calathea
allouia]. Solid state fermentation at 2:1 (w/w) concentration, 60% moisture in the residues:
cupuagu exocarp (Theobroma grandiflorum), processing waste of acai (Euterpe oleracea),
pineapple peel and sawdust (4nanas comosus), supplemented with rice bran (Oryza sativa) or
wheat bran (Triticum aestivum) 0,5% (w/v), sterilized at 121 °C for two consecutive days. For
mushroom production, the criteria was used is the significant mycelial density. Biological
efficiency, productivity, production rate and loss of organic matter, microbiological quality and
the nutritional value of wastes, basidiome and product were determined. Proteases were
extracted in sterile distilled water under 180 rpm agitation at 30 °C. Proteolytic activity, effect
of inhibitors and ions was determined in 1% (w/v) azocasein solution. The bakery product was
prepared as the basis of dehydrated biomass on laboratory scale. Among the media tested, GYP
agar was the medium expressing mycelial density. The efficient substrate mixture for P.
ostreatoroseus production was observed in acai processing waste and rice bran. The optimum
activity of proteases was observed at pH 5.0 and 40 °C. P. ostreatoroseus has high potential in
pharmaceutical, textile, food and chemical industries. The basidiomes produced presented
significant content of ash, protein, lipids and fiber. Compared to standard bread, the bakery
product with added mushroom presented significant data regarding nutritional value.

Keywords: waste, proteolytic, bakery.



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1. Caracteristicas macroscopicas de Pleurotus ostreatoroseus. A — Basidioma sem
presenga de véu e lamelas ndo intervenosas; B -  Conjunto de
DASTAIOMIAS. ...ttt ettt h e et e ettt e s at e e bt e s ab e e e bt e sabeebeesateenbeenaeas 18

Tabela 1. Cogumelos do Género Pleurotus produzidos em diferentes residuos

JIZNOCRIUIOSICOS. ...ttt ettt et sttt ettt et st e b e et eanenaes 23
Tabela 2. Meios de cultura utilizados para o cultivo de P. ostreatoroseus.................ccceueeuen.. 26
Tabela 3. Substratos utilizados para avaliar o crescimento micelial vertical..........c..ccccecueneene. 28

Tabela4. Quantitativo de ingredientes utilizados na preparagdo do produto de
J0 0 RN ot Tt T SRS 31

CAPITULO 01

Figura 1. (A) Efeito do pH e temperatura (B) na atividade proteolitica de Pleurotus
OSIF@ATOTOSCUS ...ttt ettt ettt ettt e a e st e bt e sat et e e et e et e e sateebeesateebeenareenne 41

Figura 2. (A) Efeito da estabilidade do pH e temperatura (B) na atividade proteolitica de P.
OSIT@ATOTOSCUS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt et e s bt e e bt e e s bt e e sttt e sateeeeateesaneees 42

Tabela 1. Média de atividade quantitativa de proteases produzidas por P. ostreatoroseus em
diferentes residuos [IgNOCEIULOSICOS. .. ..oouiiiiiriiieiieiie ettt 40

Tabela 2. Efeito de ions metalicos na atividade proteolitica de P. ostreatoroseus.................. 43

CAPITULO 02

Figura 1. Densidade do micélio de P. ostreatoroseus nos cultivos em: (A) GYP (Glicose,
peptona e extrato de levedura); (B) BDA+YE (Agar batata dextrose + Extrato de levedura
0,5%); (C) MEA (Agar Malte + Extrato de levedura 0,5%); (D) EIR (Agar Extrato de Inhame
roxo + Extrato de levedura 0,5%), (E) CEIN (Agar extrato de Cara-de-espinho + Extrato de
levedura 0,5%), (F) EA (Agar extrato Aria + Extrato de levedura 0,5%), a 25 °C apds oito dias
A€ CTESCIMEIILO. .....euieiie ettt ettt et ettt et e bt et e e it e bt e sab e e bt e eabeenbee e enbeesnbeebeesnbeanbeens 54

Tabela 1. Substratos utilizados para avaliar o crescimento micelial vertical.............cccc.......... 52

Tabela 2 — Média da velocidade do crescimento micelial radial de Pleurotus ostreatoroseus
cultivado, a 25 °C por oito dias, em meios de cultura suplementados com extrato de levedura
0, 5%0(/V )t ettt ettt ettt et ettt e tb e bt e tb e be e tbe e baeeabeebeeetbaearbeeteeerbeeraeasseenreas 53

Tabela 3. Média da atividade qualitativa de proteases por P. ostreatoroseus DPUA 1720......55

Tabela 4. Média da velocidade do crescimento micelial vertical e vigor micelial de P.
ostreatoroseus DPUA 1720 em residuos agroindustriais..........ccceeeeveeneeeiieensiienieeeneesieeneennns 56



CAPITULO 03

Figura 1. Fases de desenvolvimento e caracteristicas morfologicas dos basidiomas in natura
de P. ostreatoroseus em residuo do processamento do agai com farelo de arroz: (A) Primoérdios
em desenvolvimento; (B) Desenvolvimento dos basidiomas; (C) Primeiro fluxo formagao de
basidiomas imaturos; (D) Basidiomas imaturos; (E) Basidiomas maduros, antes da colheita; (F)
Segundo  fluxo de  produgdo, basidiomas com corpo de  frutificagdao
TNAAUTO. .ottt et h e e bt e e bt e bt e e bt e sb b e bt e ea bt e s bt e eabe e bt e enbeeebbeenbeesabeenbeesaeeenbeens 64

Figura 2. Caracteristicas do pao com e sem adi¢dao de cogumelo (P. ostreatoroseus). (A) Pao
sem adicdo de cogumelo (padrdo); (B) Pao com 10% biomassa triturada de cogumelo. (C)
Comparativo do aspecto da massa pao com adi¢do de cogumelo (a esquerda) e pao controle (a

QATEILA). .. cuvieeeeiee ettt ettt ettt e e e ettt e e et e e et e e eateeeeataeeasseeeesseeesseeessseeesseeenseeesbaeeeanseeeanseeennreas 72
Tabela 1. Quantitativo de ingredientes utilizados na preparacio do produto de
J0 0 RN (ot Tt T PSSP US 65
Tabela 2 — Ciclo de cultivo P. ostreatoroseus em substrato lignoceluldsico............cccceeuneenne. 67

Tabela 3.Composicao centesimal da biomassa desidratada em pd de P.ostreatoroseus e de
ervilha em vagem, valores médios eXpressos em base SECaA........cuevuieruierierienieeniienieeee e 68

Tabela 4. Composi¢ao centesimal da biomassa desidratada em p6 e produtos de panificacdo
elaborados com biomassa desidratada em p6 de P. ostreatoroseus (g/100g de
PIOAULO).. ettt ettt ettt ettt ettt stt e et e et eeabe e saeease e seeenseessbeenseasseenseesnsaesasaenseassseenseennseans 71

Tabela 5. Informacao nutricional do produto de panificagdo (Padrao)...........cccceveveveriiniennnnnns 73

Tabela 6. Informagdo nutricional do produto com adi¢cdo de cogumelo comestivel P.
OSTFOALOFVOSCUS ... vveeeeeeeeeeeeeeesteeeeateee s e ateeeeaateee e e ssteaesansseeeeaansseaeeasssaeesanssaeesennsseessnnnsneens 74



SUMARIO

L INTRODUGAO ... 15
2. REVISAO DE LITERATURA .......oooviiieieeeeteeeeeeeeeeeeee e nsen e 17
2.1 Género Pleurotus (Fries) P. KUMMET ...........ccooviiiiiiiiiiiiceeceeeeeee e 17
2.2 Pleurotus oStreatoroSeUs SINZET. ........ccveeecueeeriueeerieeeeitieesiteeesiseeesseeesseeesseessseessssessnnns 18
2.3 Importancia e valor nutricional dos COZUMEIOS ........ccccuieiiiiriieriiiiieeie e 19
2.4 ECONOMIA CITCUIAT ....eiutiiiiieitieiie ettt ettt ettt et e st e b e saeeene s 20
2.5 BIOITEIINATIA ..ottt sttt sttt ebeenbe et 20
2.6 Cultivo de cogumelos em Residuos Lignoceluldsicos........cooveriieriieiiiiniieniieiienieeiens 22
2.7 Fermentagao semi-solida ou em estado sOlido..........cccveeiiiiiiiiiiiiiiiiccecee e 23
2.8 ENZIMIAS ...ttt ettt ettt ettt et st b e et sht e e bt b e st eh e nae et 24
3. OBIETIVOS ..ttt ettt sttt et e st e ae et e saeeeaeeseenteeneeseenee e 25
3.1 ODBJEIVO ETAL....eeniiieiiieiie ettt et ettt ettt e enaeenne 25
3.2 ODbJEtiVOS ESPECITICOS ..uvieiuiiiieiiieeiiieeie e et tte et e et e et eeeseae e e sbeeesseeessseeessseeeenseeenseas 25
4. MATERIAL E METODOS .....c.ouiimriimriieiseeeseeisesesesssessssesss s esssssssssesssas s ssesssnes 26
4.1 Cultivo e manutencao de Pleurotus OStreatOre0SeUS ............c.uweeecevueeeeecieeeeeeieeeeeeerennns 26
4.2 Selecao de meio de cultura para cultivo de P. 0StreatoroSeus.............ccceecveeecveeeecveenne. 26
4.2.1 Preparag@0o do INOCULO ........ocviiiiieiieiie ettt e 26
4.2.2 Avaliacdo do crescimento de P. ostreatoroseus em meio sintético e natural .......... 26

4.3 Selecao de residuos lignoceluldsicos para a produgdo de P. ostreatoroseus.................. 27

4.4 Avaliagao do crescimento micelial vertical de P. ostreatoroseus em tubo de ensaio ....28

4.5 Produgdo de P. ostreatoroseus em matriz SOlida............cccoveeevvieeiiiieiciieeciee e, 28
4.5.1 Preparagao do indculo em meio HQuido.........eeevveeeiiieiiieeiiieccieecee e 28
4.5.2 Cultivo em graos de trigo (SPaAWN) .....cccveeeiieeeiiiieeiieeeieeerveeeeeeeeeeesreeesreeeseaeeens 29
4.5.3 Produgao dos basidiomas de P. ostreatoroseus em residuo lignocelulésico ........... 29
4.5.4 Quantificagdo, caracterizacao, desidratacao e trituracdo dos basidiomas produzidos
........................................................................................................................................... 29
4.5.5 Determinagao da composicao centesimal da biomassa...........cccceeeeevveercieeencieeenneenns 30

4.6 Elaboragao do produto de panificaciao suplementado com basidioma de Pleurotus

OSTFOALOVOSCUS ....eeeeeeeeeeeeeeeeteeeeaaatee e e ateeeaaateeeeesansaeeesassbeeeeanssaeeseanssaeesennsseeeeannseeens 31
4.6.1 Matria Prima........cccoiiiiiiieiieiie ettt ettt ettt e e et seeenaeenee 31
4.6.2 Formulacao do produto de panificacao .........cceecererciieeiiiieeiiiieeiee e eeieeeevee e 31

4.7 Andlise da qualidade microbioldgica da biomassa ..........ccceecveervieriiinieeniienieeeeeie e 31

4.7.1 Avaliacao da qualidade microbiolédgica dos basidiomas e do produto final do
COgUMELO COMESLIVEL.....ocuiiiiiiiiieiie ettt 31



4.8 Determinagao da Atividade Enzimatica............ccooeeeiiiiiiiiiiiiiiieecceeeeeeee e 32

4.8.1 Determinacgao da Atividade Enzimatica Qualitativa de proteases (Método bloco de

(€ L] Lo FT<) PR RPPPR 32
4.8.2 Determinagao da Atividade Quantitativa das Proteases...........cccceeeevveeecveeenveeennnennns 32
4.9. Caracterizacao parcial das eNZIMAS .........cccueeerieeriiierieieecieee e eeieeeereeesreeeereeeneree e 33
4.9.1 Determinagao do Efeito da Temperatura e pH na Atividade das Proteases............. 33
4.9.2 Determinagao da Estabilidade ao Temperatura e pH das Proteases.............c........... 33
4.9.3 Determinacao do efeito de inibidores € ions metalicos...........cccovveeeeeiiiieeeiiiieeenee, 33
4.10 ANAlISE EStatiStICA. ... ceoueruieiiiiiiieieeieetes ettt st 34
CAPITULO 01 oot 35
Cultivo de cogumelo comestivel em residuos lignoceluldsicos de floresta tropical para
PTOAUGCAO A€ PIOLEASES.....veeeiiieeeiieeiieeeiteeeeteeertteeerteeesteeesteeessseeessseeesseessseesssseessseeessseesssseeans 35
I INEEOAUGAO ...ttt ettt e e e et e e e aae e e eaaeeesaaeeeeabaeeeaseeeeaseeennseeennns 37
2. Material € MEtOAOS ....couuiiiiiiiieie e ettt st et 38
2.1 Cultivo e manutencao do COGUMEI0........cccviieiiieeiiieeiiee et 38
2.2 Produgdo de enzimas proteoliticas por fermentagdo no estado s6lido..........ccccveeennennnee. 38
2.3 Extracao das enzimas proteOlItiCaS .......c.eeervieerieeriiieeiieecteeeeieeeereeeeree e sree e e e e 38
2.4 Determinag@o quantitativa da Atividade das Proteases .........cc.ccoceeveeveerienieeieniencnnne 38
2.5 Caracterizacao das PIOLEASES. ... .uieiureerieeeeiteerteeesteeesreeessreeessseeessreessseeessseeensseesssseesnnns 39
2.5.1 Determinacdo do efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade da
PLOTEASE. .. eeeeeuiirieeeeiiteeeeetteeeeetteeeeesttteeeansaeeeeasasaeeseansseeeeannsseeeeanssaeeesaansseaeeassseaesansseesans 39
2.6 Efeito de inibidores de proteases e ions metalicos na atividade proteolitica................... 39
2.7 ANALISE @STALISTICA. ....eeutieiiietieite ettt ettt ettt ettt ettt b e eaee 39
3 ReSultados € DISCUSSA......ecuueriiiiiriiiiieteeiterte ettt sttt sttt ettt e b e 40
4 CONCIUSAO ...ttt ettt et e h e et e e ae e et e bt e et e e sbbeeab e e e bt e saeeeabeesabeenbeeeneas 44
RN 2 2T (5163111153 4 L1 0 1SR 44
6 RETETEINCIAS ...ttt sttt et sttt et bt et e 44
CAPITULO 02 1ottt 47

Cultivo de cogumelo ostra salmao comestivel e producao de proteases extracelulares em
residuos lignoceluldsico

.................................................................................................................................................. 47
2.1 Cultivo € Manutengdo de Pleurotius OStretoreoSCUS .............ccvueereeeeecereeieeesireeeeiseeennns 50
2.2 Selecao de meio de cultura para cultivo de P. ostreatoroseus .............ccccccoueeecvvvennnnnee. 50

2.2.1 Preparag@0o do INOCULO ........ocviiiiieiieiie ettt 50

2.2.2 Avaliacao do crescimento de P. ostreatoroseus em meio sintético e natural .......... 50



2.3 Determinacao da Atividade Enzimatica Qualitativa de proteases (Método bloco de

GLOSE) wveieueiie ettt ettt ettt ettt e e et e e e bt e e e ab e e e taeeetbeeeaabeeeabeeeabeeenbaeeetraeeanbeeeaareeeaaraeans 51
2.4 Selecao de residuos lignoceluldsicos para a produgdo de P. ostreatoroseus.................. 51
2.5 Avaliagdo do crescimento micelial de P. ostretaoroseus em residuo lignocelulésico em
TUDO A€ EIISATO ..ttt ettt et ettt et at e et e s ae e et e sateebeenaeeebeen 52
2.6 ANALISE EStAtISTICA....cueiiieiiiiiiiecitei ettt 53
6 COMNCIUSAD ..ttt ettt ettt et ht e et e e s at e e bt e s bt e e esbeeabeesaeeenbeesnaeaneans 57
CAPITULO 03 ..ttt ettt et b et st b et et esbe e sbe et entesaeenbeeaee e 60
Biorrefinaria lignocelulésica: producdo de cogumelo comestivel como tecnologia
ecoamigavel integrada @ €conomia CIrCUIAT...........ccocvieiiiiiiieiiecie et 60
L INEEOAUGAO ...ttt et e e e et e e ab e e e aaeeetaeeeeabeeeeaaeeesaseeenneas 62
2 Material € MELOAOS .....c.eeuuiriiiiiiieeiieiee sttt sttt sttt e nbe e 63
2. 1 Cultivo € Manutengao de Pleurotiss OStreatore0SeUS .............cowemeveeecvereeieeesireeeeireeennn. 63
2.2 Producgao de P. ostreatoroseus em matriz sOlida.............coeovvieeeiiiiiiiieciiiee e, 63
2.2.1 Preparagdo do indculo em meio Hquido........cccveeveieeiienieeiiieniieieciceee e 63
2.2.2 Cultivo em graos de trigo (SPAWN) ....cccveeeiieeeiieeeiieeeieeereveeeeeeeieeeereeesreeeseseeens 63
2.2.3 Produgao dos basidiomas de P. ostreatoroseus em residuo lignocelulésico ........... 63
2.2.4 Quantificacgao, caracterizac¢ao, desidratacao e trituracao dos basidiomas................ 64
2.2.5 Determinacdo da composi¢@o centesimal da biomassa...........ccceeveevvenieeienieniennene. 64
2.3 Elaboragao do produto de panificacio suplementado com biomassa de Pleurotus
OSTF@ATOTOSCULS ....eeeeeeeeeeeee e et e et e e et e e st e ettt e et eesatteesabteesabeeesabeeeaaseeensbeeenabeesnabeesnseesnnne 65
2.3.1 MAtria Prima.......coouiiiiiiiiiiiiieeieeeee et sttt s 65
2.3.2 Formulacao do produto de panificacao ..........eecveerciieeriiieeniiieeiee e esieeeevee e 65
2.4 Andlise da qualidade microbioldgica da biomassa ..........ccceeeveeriieriieniieiniienieeeeeie e 66
2.4.1 Avaliacao da qualidade microbiolédgica dos basidiomas e do produto final do
COgUMELO COMESLIVEL.....eciiiiiiiiiiiiiecie et et 66
2.5 ANALISE EStAtIStICA . ..eoitiiiuiiitieiiie ittt ettt ettt 66
3 ReSultados € dISCUSSAO ......eeueruiiriiiiieieiiieieete ettt sttt ettt nbe e 66

............................................................................................................................................... 66
3.2 Bioproduto de panificagao suplementado com Basidioma de P. ostreatoroseus........... 71
4 CONCIUSAO ..ttt e a ettt s bt e bttt e e sae e bt et sae e aeeaee e 74
5 RETETEINCIAS ...ttt ettt et sbe e s bttt et sbe e b 75
5 CONCLUSAQ ..ottt 83

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... enes s 84



15

1 INTRODUCAO

A Biorrefinaria integra a exploracao sustentavel dos residuos lignocelulésicos, a fim de
gerar a producao de cogumelos comestiveis em um espectro de produtos comercializaveis de
valor agregado tais como alimentos, ragdes, materiais € quimicos. Assim, uma biorrefinaria
pode ser uma instalacdo, um processo, ou um conjunto de instalagdes para a conversdo de
biomassa (HASSAN et al., 2019).

Para expandir esse conceito, a biorrefinaria esta classificada com base no tipo de
matéria-prima usado, o tipo de intermedidrios gerados, processos de conversdo (termoquimico,
bioquimico, plataforma dupla) e o status da execucao da tecnologia (convencional, avangado
etc.) (TAKKELLAPATTI et al., 2018).

O uso de residuos lignoceluldsicos para cultivo de cogumelos esté classificado como
Biorrefinaria fase III (Biorrefinaria lignoceluldsica). Este processo tecnoldgico reduz impactos
ambientais, substitui o uso de pré-tratamentos fisicos ou quimicos, sendo economicamente
lucrativo. Atua como uma estratégia inteligente no reaproveitamento de residuos
lignocelulésicos e esta incluido nos conceitos modernos de Biorrefinaria (WANZENBOCK et
al., 2017; RASHAD et al., 2019; TAKKELLAPATI et al., 2018).

Nesse contexto, em fun¢do do carater fisiologico diversas espécies de cogumelos estao
sendo cultivadas em residuos lignocelulosicos (agricola e agroindustrial), devido a sua
tecnologia de produgdo simples, baixo custo e alta eficiéncia bioldgica (POSTEMSKY et al.,
2017; SARDAR et al., 2017; COSTA et al.,2018).

De forma especial, Pleurotus (Fries.) P. Kummer. degradam seletivamente constituintes
da lignina, sendo excelentes candidatos para aplicagdo em biorrefinaria lignocelulosica.
Atualmente, varias espécies do género Pleurotus tém alta importancia comercial no mercado
mundial de cogumelos comestiveis, ocupam o segundo lugar na producdo mundial e, sdo
populares, principalmente na Asia, nas Américas e Europa (SALMONES, 2017; SEKAN et al.,
2019).

Pleurotus sdo macrofungos, membros da classe Basidiomycetes, familia Pleurotaceae
que tem habito saprobio e, absorvem nutrientes dos substratos com capacidade de colonizar e
degradar uma grande variedade de materiais lignocelulosicos. Comumente, os Pleurotus spp.
apresentam uma grande variedade de cores, do branco ao cinza-escuro, marrom, amarelo,

salmao entre outras (BARH et al., 2019). Além de serem fonte de proteinas, fibras, minerais (P,
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Ca, Fe, K e Na) e vitaminas (tiamina, riboflavina, &cido folico e niacina) (CORREA etal., 2016,
ROYSE et al., 2017).

Uma espécie do género Pleurotus que se destaca pela coloracdo rosea, sabor, textura e
alto valor gastrondmico ¢ Pleurotus ostreatoroseus Singer.Trata-se de um cogumelo comestivel
com propriedade nutricional, medicinal e uma opg¢ao para uso em biorremediacao. Ocorre em
areas tropicais, cresce em temperaturas superiores a 20 °C. Estd descrito como fonte de
proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais (CORREA etal.,2016; REIS etal.,2016; ALVES
et al.,2017).

Além do uso dos cogumelos na gastronomia sdo considerados fontes de compostos
bioativos e sdo adaptados a teores reduzidos de nutrientes, condi¢cao que favorece a adaptacao
desses fungos em meios naturais ou sintéticos. No entanto, necessitam de substancias para o
seu desenvolvimento tais como: carbono, nitrogénio, vitaminas e minerais, exigem equilibrio
no substrato do teor de carbono/nitrogénio (BELLETINI et al., 2019).

Os cogumelos comestiveis sao potenciais produtores de metabolitos, a exemplo de
enzimas que sdo sintetizadas e secretadas durante a degradacdo do substrato, apresentam
natureza altamente seletiva e com elevada atividade em concentra¢des muito baixas. Todavia,
as enzimas tem alto custo de produ¢ao, o que que tem sido resolvido a partir da utilizagao de
residuos agricolas, florestais e agroindustriais, este que ¢ um bioprocesso economicamente
viavel e limpo (RAJORIYA et al.,2016; SOUZA et al., 2016; WANG et al., 2017).

Entre as enzimas, as proteases tem destaque comercial e correspondem 75% do
mercado global (INACIO et al., 2015; GURUMALLESH et al., 2019). A preferéncia no uso de
proteases microbianas tem crescido devido a facil manipulacdo dos microrganismos, a
capacidade de aplicacdo biotecnoldgica, baixo custo, curto tempo de geracdo e caracteristicas
nao-toxicas (WANG et al., 2017, GURUMALLESH et al., 2019).

Com base no exposto, esta pesquisa tem como finalidade avaliar o crescimento de P.
ostreatoroseus em diferentes meios de cultivo, assim como a producgao de proteases em residuo
lignocelulodsico e identificar um substrato promissor para produc¢dao de basidiomas a fim de

desenvolver um bioproduto alimenticio.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Género Pleurotus (Fries) P. Kummer

O género Pleurotus (Fries) P. Kummer pertencente a classe dos basidiomicetos e a
familia Pleurotaceae. Conhecidos popularmente como os fungos de “podriddo branca”, por
apresentar o micélio branco e decompor a lignina da madeira, podem ser encontrados em
florestas temperadas, tropicais e subtropicais crescendo em tronco tmido de madeira de arvores
e decomposicao organica (MACHADO et al., 2016; SALMONES, 2017; BARH et al., 2019).

Com relacdo as caracteristicas morfologicas, as espécies de Pleurotus apresentam
diferenca na forma, tamanho e coloracdo que vao do branco puro, intermediando entre o creme,
castanho, amarelo e rosa. Possuem basidioma do tipo pleurotoide e carnoso, medindo
aproximadamente de 5 a 15 cm, com pileo camoso em forma de concha, estipe curta, excéntrica,
véu ausente, lamelas ndo intervenosas, esporos geralmente cilindricos (RAMOS et al., 2015;
PUTZKE et al., 2018)

O grande potencial de Pleurotus spp. ¢ a capacidade de degradar uma grande variedade
de residuos lignocelulésicos, por esse motivo sdo os preferidos para cultivo. Espécies de
Pleurotus sdo cultivadas em grande escala, usando diferentes residuos agricolas com técnicas
de produgao simples e de baixo custo. Cerca de 998 milhdes de toneladas de agroresiduos sdao
produzidos anualmente, que incluem arroz, trigo e palhas de cereais. Estes cogumelos utilizam
esses residuos agricolas como substratos para o seu crescimento, atuando na reciclagem de
residuos (SADH et al., 2018; RAMAN et al., 2021).

Além disso, sio amplamente conhecidos pelo seu valor nutricional, pois apresentam alto
teor de proteinas, carboidratos, aminoacidos essenciais, acidos graxos insaturados, minerais,
vitaminas e baixo teor de gordura sendo utilizados na industria alimenticia como suplemento
alimentar ou alimento funcional. Ademais, também possuem potencial nutracéutico e diversas
aplicagcdes biotecnologicas em diversos setores industriais (SOUZA et al., 2016;
GURUMALLESH et al., 2019).

Em 2020 o Index Fungorum lista cerca de 759 registros de espécies de Pleurotus. No
entanto, os que se destacam comercialmente sdo: P. ostreatus (cogumelo ostra), P. eryngii
(cogumelo rei ou “cardoncello”™), P. pulmonarius (cogumelo fénix), P. ostreatoroseus
(cogumelo-ostra rosa), P. sajor-caju (ostra indiana), P. cystidiosus (cogumelo ostra abalone),

P. citrinopieatus (cogumelo-ostra dourado) (BELLETTINI et al., 2019).
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2.2 Pleurotus ostreatoroseus Singer.

O cogumelo comestivel em destaque, Pleurotus ostreatoroseus Singer., apresenta
coloracdo rosea e esporada rosada conhecido popularmente como “shimegi rosa” ou “cogumelo
ostra salmfo”. E nativo do Brasil, encontrado em florestas subtropicais, sob temperaturas
superiores a 20°C. Foi descrito por Singer (1960), a partir do material coletado no Parque
Estadual de dois Irmaos (Mata Atlantica Brasileira), Recife, PE, Brasil (CORREA et al., 2015;
SALMONES, 2017). Lechner, et al.(2004) citam P. ostreatoroseus como P. djamor var. roseus
Corner, no entanto, segundo os obtidos por Silva et al. (2021) verificaram que P. ostreatoroseus
DPUA 1720 apresenta caracteristicas genéticas bem definidas.

Trata-se de um cogumelo comestivel com basidioma carnoso de coloragdo rosa quando
jovem e esbranquicada ou amarelada apos o envelhecimento. Segundo Putzke et al. (2018) a
espécie apresenta véu ausente, lamelas ndo intervenosas e decorrentes, camada cortical de pileo
com elementos de parede lisa, estipe excéntrica e esporos geralmente cilindricos (Figura 1).
Essa espécie esta sendo visada pois demonstra alta atividade biotecnoldgica com capacidade de

producdo de enzimas e bioativos (FONSECA et al., 2015).

Figura 1. Caracteristicas macroscopicas de Pleurotus ostreatoroseus. A — Basidioma sem presenga de véu
e lamelas nao intervenosas; B — Conjunto de basidiomas. Fonte: Fonseca.

Nos ultimos anos P. ostreatoroseus estd sendo produzido principalmente para fins
comerciais, pois apresenta colonizacao rapida e vigorosa, com potencial de competicao e
resisténcia contra outros fungos e bactérias, além de garantir fluxos de produgdo, com alta
eficiéncia biologica e rendimento superior comparado a outras espécies, podendo ser cultivado
em diferentes residuos lignoceluldsicos. Além disso, apresenta composicdo em compostos
bioativos que contribuem com a promocao de efeito antioxidante e antiproliferativo sobre

células vegetais (REIS et al., 2016; MACHADO et al., 2017; JUNIOR et al., 2021).
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2.3 Importancia e valor nutricional dos cogumelos

Ao decorrer dos anos o consumo de cogumelos comestiveis aumentou
consideravelmente por ser um alimento funcional importante e por apresentar diversas
aplicagoes terap€uticas e biotecnologicas. Em destaque, espécies de Pleurotus spp. contém trés
propriedades essenciais requeridas nos alimentos, como: capacidade de nutrigdo, sabor e
funcdes fisiologicas (LAVELLI et al., 2018; RAMAN et al., 2021).

Os cogumelos comestiveis sdo apreciados por suas caracteristicas sensoriais e excelente
perfil nutricional. Os terpenos, lactonas, aminoacidos, e carboidratos de sua composicao
determinam uma variedade de aromas preciosos e caracteristicas de sabor do basidioma. Dentre
os componentes do sabor, destacam-se os ligados ao sabor umami (CORREA et al., 2016;
RATHORE et al,, 2017). Descoberto por Kikunae Ikeda em 1908, o sabor umami é o quinto
gosto basico, descrito como delicioso ou saboroso remetendo ao sabor das proteinas
(HARADA-PADERMO et al., 2020).

Ademais, o sabor e aroma umami dos cogumelos enriquece as qualidades sensoriais,
tornando fatores importantes que afetam na escolha do consumidor (SUN et al., 2020). Estudos
demonstraram que a substitui¢ao parcial de cogumelos em pratos que apresentavam carne como
proteina causaram a redugdo de sédio e aumentaram a aceitagao do consumidor final (CHUN
et al., 2020).

Além disso, as proteinas das espécies de Pleurotus sao 90% iguais as das plantas € 99%
comparavel a carne. No entanto, foi relatado que o conteudo proteico dos cogumelos sdao
afetados por uma série de fatores a saber: o tipo de cogumelo, o estagio de maturagado, parte do
corpo do cogumelo, disponibilidade de contetido de nitrogénio no meio e no local da colheita
(MAFTOUN et al., 2015).

O carboidrato ¢ o principal componente dos cogumelos e o contetdo total varia de 35%
a 70% do peso seco com variagdes em diferentes espécies. A maioria dos carboidratos nos
cogumelos sdo oligossacarideos, como trealose e polissacarideos da parede celular, como
quitina, B-glucanos e mananos (BIAO et al., 2019).

Da mesma forma que a 4gua ¢ um componente essencial para todos os seres vivos, € 0
constituinte principal dos cogumelos, em média o teor de agua dos corpos de frutificagao pode
chegar até 90% nas espécies. Assim como o potdssio pode ser considerado o principal e o

primeiro componente mineral de todos os cogumelos (VETTER et al.,2019).
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2.4 Economia circular
O termo Economia circular foi proposto por Boulding (1966) no livro intitulado: “The

Economics of the Coming Spaceship Earth”. Baseado nos preceitos proposto por Boulding
defini¢des surgiram ao longo dos anos e muitas permeiam propor uma economia sustentavel
(GEISENDOREF et al., 2018).

A economia circular é definida como o modelo econdémico voltado para uso eficiente de
recursos em um ciclo fechado de produtos, com o potencial de levar o desenvolvimento
sustentavel a partir do reaproveitamento de materiais e, consequentemente, evitar o
esgotamento de recursos e a degradacdo ambiental (KORHONEN et al., 2018;
MORSELETTO, 2020).

O conceito de economia circular apresenta grande relevancia na evolugdo da economia
global, pois ¢ uma alternativa a economia linear na utilizagdo de fontes renovaveis e na
conversao de recursos de base bioldgica, como alimentos, ragdes, bioquimicos e bioenergia,
que promete reduzir os efeitos das mudangas climaticas, proporcionando um fonte de carbono
renovavel (biomassa), bem como a criagdo de negdcios e oportunidades de emprego,
especialmente nas areas rurais (UBANDO et al., 2020).

Este modelo de economia evidencia o comprometimento € preocupag¢ao com 0s recursos
globais, uma vez que otimiza os seus rendimentos através da fabricacdo de produtos
reutilizdveis e com menor geragdo de residuos. A ideia da economia circular ¢ justamente
utilizar os produtos durante sua vida 1til e reutilizar totalmente no fim do ciclo, a fim de manter
o ciclo continuo de aproveitamento de matérias-primas (LIGUORI et al., 2016). Ademais, os
conceitos de economia circular também agregam as biorrefinarias como uma atividade

importante para reverter a degradacdo ambiental (PHILIPPINI et al.,2020).

2.5 Biorrefinaria

A biorrefinaria estd inserida no conceito atual de sistemas sustentaveis. Semelhante ao
conceito das refinarias de petrdleo tradicionais, a biorrefinaria esta voltada para a biomassa, ou
seja, a matéria-prima renovavel que compreende todo o material organico derivado de plantas
(incluindo algas), arvores, colheitas e residuos lignocelulosicos obtidos de forma sustentavel
para ser convertido em produtos comercializaveis (DE PRETTO et al., 2017).

Este conceito leva em consideracdo a gestdo de todos os recursos de sustentabilidade
em termos de economia, meio ambiente e sociedade. Essa nova abordagem, vai muito além de
uma simples defini¢do. E uma estratégia valiosa para focar na “economia verde”, esta que tera

papel fundamental para as proximas geracdes (FERREIRA et al., 2007; MOHAN et al., 2016).
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As biorrefinarias podem ser descritas como industrias integradas de base biologica,
usando uma variedade de tecnologias para fabricar produtos quimicos, biocombustiveis,
ingredientes para alimentos, ragdes, biomateriais, fibras, calor e energia, visando maximizar o
valor agregado nos trés pilares da sustentabilidade (Meio ambiente, economia e sociedade)
(FAVA etal., 2015).

Para expandir essa abordagem, as biorrefinarias sdo classificadas com base no tipo de
matéria-prima utilizada, no tipo de intermedidrios gerados, processos de conversao
(termoquimico e bioquimico) e o status da execucao da tecnologia (convencional ou avangado).
Assim, as biorrefinarias sdo classificadas em trés tipos diferentes: Biorrefinaria fase I,
Biorrefinaria fase II, Biorrefinaria fase III (TAKKELLAPATI et al., 2018).

A biorrefinaria de Fase I utiliza apenas um material de matéria-prima, possui capacidade
de processamento fixa e, um unico produto primario, como exemplo o biodiesel de origem
vegetal, fabricas de oleo, celulose e papel. A fase II ¢ semelhante ao tipo I, usando apenas uma
matéria-prima, contudo € capaz de produzir varios produtos, tendo como exemplo os produtos
quimicos advindos do amido e bioetanol. Por fim, a fase III compreende a utilizagdo de varios
tipos de matérias-primas, tecnologias de processamento e produzem multiplos tipos de produtos
(AREVALO etal., 2017; TAKKELLAPATI et al., 2018; HASSAN et al., 2019).

Segundo Clark et al. (2008) a fase III compreende quatro classes, sendo elas:
biorrefinaria de culturas inteiras, biorrefinaria verde, biorrefinaria lignoceluldsica e plataformas
de biorrefinaria. O uso de residuos lignocelulésicos para cultivo de cogumelos esta classificado
como Biorrefinaria lignoceluldsica.

A biorrefinaria lignoceluldsica utiliza uma matéria-prima proveniente da lignina e pode
produzir um amplo espectro de produtos através de varios processos e abordagens. Essas
matérias-primas lignocelulosicas podem ser madeira, palha, serragem, gramineas e outros
(HASSAN et al., 2019).

A classe da biorrefinaria lignoceluldsica propds o uso dessa plataforma para abordar o
desenvolvimento sustentavel dos produtos afim de reciclar biomassa e seus residuos, bem como
a integracdo de diferentes tecnologias de conversdo através da integracdo de diferentes
processos sendo capaz de melhorar o tratamento das matérias-primas (BHOWMICK et al.,
2018; UBANDO et al., 2020; PHILIPPINI et al., 2020).

A producdo de cogumelos em residuos lignoceluldsicos adentra os atuais conceitos de
biorrefinaria, criando aspiragdes amplas em dire¢do a tecnologias cada vez mais integradas,

pois esses substratos lignoceluldsicos podem ser usados como fonte renovavel para producao
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de produtos, valorizando o processo de integracao da biotecnologia verde nos conceitos de
bioeconomia e biorrefinaria (VENKATA et al., 2016; AREVALO et al., 2017; BHOWMICK
etal, 2018; TAKKELLAPATI et al., 2018).

2.6 Cultivo de cogumelos em Residuos Lignoceluldsicos

O cultivo de cogumelos varia de uma atividade agricola relativamente primitiva a uma
industria altamente tecnoldgica. Desse modo, cerca de 200 espécies de cogumelos comestiveis
sdao cultivados experimentalmente, 100 economicamente cultivados, cerca de 60 cultivadas
comercialmente e, mais de 10 produzidas em escala industrial em diferentes paises (CHANG
etal., 2017).

Diversas pesquisas sobre técnicas de cultivo, composi¢do quimica, perfil nutricional,
capacidade biotecnoldgica do género Pleurotus tem sido realizada nos ltimos anos, este ¢ o
terceiro tipo de cogumelo mais amplamente produzido no mundo (MAFTOUN et al., 2015;
CORREA et al., 2016; ROYSE et al., 2017).

Os cogumelos do género Pleurotus spp. sdo valorizados por requererem um curto tempo
de crescimento, em comparagdo a outros. Seu corpo de frutificacdo ndo ¢ frequentemente
atacado por doengas e pragas e pode ser cultivado de maneira simples e barata, com alto
rendimento, maior utilizacdo de substrato, ampla escala de temperatura e tolerancia quimica,
além de biorremediagdo ambiental (BELLETTINI et al., 2019).

Para o sucesso no cultivo, as industrias tem optado pelo uso de residuos lignocelulosicos
até mesmo para reduzir os custos e garantir os lucros no processo, pois além de serem substratos
mais eficazes para o crescimento dos cogumelos, também possuem baixo custo e estdo
disponiveis localmente. Diversos estudos estdo sendo realizados com espécies do género
Pleurotus sobre a producdo de cogumelos em residuos lignoceluldsicos (Tabela 1) com a
finalidade de testar a eficiéncia e produtividade desses cogumelos (YAMAUCHI et al., 2018).

Alguns residuos sdo ricos em carbono e possuem baixo teor de proteina, fator que nao
¢ suficiente para o crescimento e desenvolvimento dos basidiomas dos cogumelos. Dessa forma,
¢ necessario suplementar esses residuos com adi¢do de nitrogénio, fosfato, potdssio e/ou
vitaminas para aumentar a eficiéncia dos substratos para cultivo (SALAMI et al., 2018;
RAMAN et al., 2021). Ou seja, para melhor rendimento do cultivo de cogumelos, o requisito
nutricional deve ser atendido de maneira ideal em concentragdo de niveis de carbono e

nitrogénio (KAMTHAN et al., 2017).
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Tabela 1. Cogumelos do Género Pleurotus produzidos em diferentes residuos lignocelulésicos.

Cogumelos

Residuos Lignoceluldsicos

Referéncia

Pleurotus ostreatoroseus (DPUA
1720)

Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus

Pleurotus eryngii

Pleurotus columbinus

Pleurotus pulmonarus e Pleurotus
ostreatus (cepa HK-35)

Pleurotus djamor, Pleurotus
citrinopileatus e Pleurotus eryngii
Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus
Pleurotus djamor

Pleurotus sajor-caju
(Cepa PSC96/03)
Pleurotus ostreatus

Exocarpo de Cupuagu.

Mix de Serragem de madeira.
Palha de cana e capim.

Serragem de madeira; palha
de trigo; palha de cevada.
Palha de arroz e milho.

Palha de trigo; casca de
girassol.

Casca de girassol e serragem
de carvalho.
Serragem e palha de arroz.

Serragem e bambu.
Grama e serragem.

Bagaco de cana; capim
elefante; palha de arroz.
Residuo de dendé e améndoa
de cacau.

Fonseca et al.(2015)

Amirta et al.2016)
Vieira et al.(2016)
Jeznabadi et al.(2016)

Mohamed et al.(2016)
Myronycheva et al.(2017)
Atila et al.(2017)

Paul et al.(2017)
Yamauchi et al.(2018)
Rabuske et al.(2019)
Bernardi et al.(2019)

Silva et al.(2020)

O uso de procedimentos biotecnologicos e de bioconversao de diferentes residuos esta

fazendo o cultivo de cogumelos apresentar cada vez mais relevancia, principalmente pela
questdo ecoldgica da reciclagem desses residuos em insumos agricolas uteis. O substrato
residual, obtido do cultivo também pode ser usado como condicionador de solo, fertilizante
natural ou alimento para animais, reciclando assim diferentes matérias-primas, fortalecendo os

conceitos de economia circular (SALAMI et al., 2018).

2.7 Fermentacao semi-sélida ou em estado solido

A fermentagdo semi-solida e/ou em estado solido ¢ comumente conhecida pelo
crescimento de microrganismos na superficie de substratos sélidos, apresentando a capacidade
de se desenvolver na auséncia de agua livre. E uma técnica que tem se mostrado vantajosa,
apresentando alta capacidade de produgdo enzimatica, menor susceptibilidade a inibi¢do e
maior estabilidade de enzimas as variagdes de pH e temperatura (SADH et al., 2018).

Os residuos lignocelulosicos sdo excelentes substratos na fermentagdo, sao compostos
de celulose e hemicelulose como fonte de carbono e, lignina como indutor para a produgdo de
enzimas (GUPTA et al.,2018; AKPINAR et al., 2017). Essas matérias-primas lignocelulosicas
podem vir de diferentes fontes como madeira, bagago de cana, palha de milho, milho, espigas,

farelo e palha de trigo, cascas de frutas e residuos (SPERANDIO et al., 2019).
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Substratos tém composi¢des que podem dar origem a diferentes produtos valiosos. Esta
fermentagdo tém forte potencial nas novas aplicagdes usando a bioconversdo de residuos
agroindustriais em biocombustiveis, na biorrefinaria lignoceluldsica e em outros produtos de
alto valor agregado (COSTA et al., 2018; SADH et al., 2018).

Esses residuos apresentam uma composicao rica em agtcares fermentaveis e nutrientes,
dessa forma, se tornando uma fonte importante para os microrganismos, pois a partir do
processo fermentativo estes seres tem a capacidade de converter os nutrientes em diversos

produtos, tais como as enzimas (PANDA et al., 2016).

2.8 Enzimas

As enzimas sdo catalisadores naturais, cada vez mais necessarias em varios campos
industriais e bioprocessos. Hoje, os pesquisadores se concentram na deteccdo de novas enzimas
dotadas de propriedades extremamente satisfatorias para aplicagdes comerciais (BEMNRAD et
al., 2019).

O uso de enzimas no processo industrial tem um grande numero de vantagens, pois tem
alta especificidade e geram menores custos. Além disso, podem ser biodegradaveis causando
menos poluicdo ambiental e preservadas por um longo tempo (BEMNRAD et al., 2019).

Dentre as diversas enzimas disponiveis, as proteases se destacam por ser um grupo
importante de enzimas, com alto valor economico e forte aplicagdo industrial e comercial. Elas
sdo classificadas com base na natureza quimica do sitio catalitico, tipo de rea¢do quimica
catalisada e estrutura. S3o subdivididas em duas classes principais, as exopeptidases e
endopeptidases (BANO et al., 2018; BANERIJEE et al., 2017).

As proteases t€ém importante carater biotecnoldgico, pois permitem aplicacdes em
reagdes quimicas e bioquimicas em alimentos, bebidas, produtos farmacéuticos e cosméticos.
Representam um dos maiores grupos de enzimas industriais do mundo, com perspectiva de
aumento de produgdo em torno de 7% até 2020 (MACHADO et al., 2017).

O uso das proteases de origem fungica tem expandido nos ultimos anos e, dentre as
diversas fontes desses biocatalisadores, estdo os basidiomicetos (BANERJEE et al., 2017).
Estes ganharam reconhecimento global por seu uso difundido em varios setores industriais, tais
como na industria alimenticia, quimica, agricultura e biotecnologia (CHOI et al., 2017;
GURUMALLESH et al., 2019). Devido a crescente procura por enzimas de origem microbiana
as proteases tém representado 75 % do comércio de vendas (INACIO et al., 2015;

GURUMALLESH et al., 2019).
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As proteases podem ser obtidas através da fermentagcdo submersa e/ou fermentagao em
estado solido, processo no qual fungos, bactérias ou leveduras crescem comumente, em
condi¢des padronizadas para sintese de enzimas. Este método demonstra ser vantajoso para a
producao eficiente e, em larga escala de biomassa micelial, t€ém alto rendimento e, sao faceis
para modificagdo e otimizagao do produto devido a diversidade bioquimica e suscetibilidade a
manipulacdo genética. Entre as enzimas proteoliticas industriais, 50% correspondem as
proteases produzidas por fungos, 35% por bactérias, e os 15% restantes obtidas das plantas

(CUI et al., 2015; LIU et al., 2017; BENMRAD et al., 2019).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o crescimento de Pleurotus ostreatoroseus em diferentes meios de cultivo,
assim como a producdo de proteases em residuo lignoceluldsico e identificar um substrato
promissor para producao de basidiomas com a finalidade de desenvolver um bioproduto

alimenticio.

3.2 Objetivos especificos
> Avaliar o crescimento de Pleurotus ostreatoroseus em meio de cultura sintético e

natural para selecionar o meio eficiente para producao de massa micelial;

» Selecionar substrato para a producdo de basidiomas de P. ostreatoroseus utilizando o
residuo do beneficiamento da fruticultura Amazonica;

» Analisar a produgdo de P. ostreatoroseus em residuo lignocelulésico promissor para
obtencao de biomassa;

» Determinar a atividade e caracterizar parcialmente proteases quanto ao pH e
temperatura 6tima, estabilidade ao pH, temperatura e a¢cdo de inibidores;

» Elaborar um bioproduto de panificagdo utilizando biomassa de P. ostreatoroseus;

» Determinar a composicao centesimal dos basidiomas desidratados de P. ostreatoroseus
e do bioproduto em condi¢des padronizadas;

» Analisar as caracteristicas microbiologicas da biomassa desidratada e do produto

alimenticio elaborado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo e manutencao de Pleurotus ostreatoreoseus

Para a realizagdo desta pesquisa foi utilizado Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720,
cedido pela Cole¢ao de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas, Manaus,
Amazonas, Brasil. Para obten¢ao da cultura matriz, o cogumelo foi cultivado em 4gar Batata
Dextrose (BDA), com extrato de levedura 0,5 % (p/v). Os cultivos foram mantidos a 28 °C por

oito dias, na auséncia de luz e umidade 60 %.

4.2 Selecio de meio de cultura para cultivo de P. ostreatoroseus
4.2.1 Preparacao do Inéculo

Para a preparacao do indculo da cultura obtida no item 4.1 foi transferido um disco
micelial de 10 mm de diametro para a superficie dos meios, estes que foram suplementados
com extrato de levedura 0,5 % (p/v) citados na tabela 2. Os meio foram esterilizados a 121 °C
por 15 minutos, mantidos a 25 °C.

Tabela 2. Meios de cultura utilizados para o cultivo de P. ostreatoroseus.
Meio Sintético Meio Natural

Agar Batata Dextrose (BDA) Agar Extrato de Inhame roxo [(EIR)
Dioscorea alata]

Agar GYP (glicose, extrato de levedurae  Agar extrato de Cara-de-espinho [(CEIN)

peptona) Dioscorea altissima]
Agar Extrato de Malte (MEA) Agar extrato de Aria [(AE) Calathea
allouia]

Os tubérculos de cada espécies de hortalica foram higienizados com desinfetante para
hortifruticulas (COALA®) de acordo com a recomendagdo do fabricante. Foi utilizado 200 g de
cada tubérculo in natura em 500 mL de dgua, que posteriormente foi submetido a cocgdo
durante 10 minutos. Em seguida, a separacao do residuo sélido foi realizada por filtracdo em
gaze dobrada, o extrato recuperado foi completado para 1000 mL e, acrescentado o dgar para
ser dissolvido em banho-maria. Ao término deste procedimento foi adicionada a glicose € o

meio foi esterilizado 120 °C por 15 minutos (LACAZ et al., 2002)

4.2.2 Avaliacao do crescimento de P. ostreatoroseus em meio sintético e natural
No cultivo de P. ostreatoroseus toi utilizado como indculo um disco micelial de 10 mm

de diametro retirado da cultura obtida no item 4.2.1. Ap6s semeadura do disco micelial
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superficialmente nos meios, os cultivos em placa de Petri (100 mm x 15 mm) foram mantidos
na auséncia de luz, a 28 °C por oito dias. Todos os cultivos foram preparados em quintuplicata
(CASTILLO et al., 2018).

No crescimento radial da massa micelial P. ostreatoroseus foi avaliado, em placa de
Petri de 100 mm x 15 mm (meios citados no item 4.2.1). Ap6s semeadura do basidiomiceto, os
cultivos em quintuplicata, foram mantidos na auséncia de luz, 28 °C, durante oito dias. A
velocidade de crescimento radial foi avaliada segundo as recomendagdes de Castillo et al.
(2018). O crescimento micelial foi observado a cada 24 horas, o didmetro da colonia, valor do
obtido em milimetros, foi dividido pelo tempo de cultivo para determinacao da velocidade de
crescimento radial (mm/dia), segundo equacao I.

O crescimento micelial de P. ostreatoroseus foi classificado pelo método subjetivo de
notas, onde: fracamente, mediamente e fortemente adensado, equivaleram as notas 1, 2, 3,
respectivamente (BUMANLAG et al., 2018). O meio de cultura promissor com maior vigor
micelial foi utilizado nos experimento citados a seguir (item 4.3).

Diametro colonia (mm)

Equacgao I: Velocidade do crescimento radial VCR = - -
Tempo de cultivo (dia)

4.3 Selecao de residuos lignoceluldsicos para a producao de P. ostreatoroseus

Para selecionar uma mistura de substrato adequado para o desenvolvimento micelial de
P. ostreatoroseus (DPUA 1720) foram utilizados como substrato suporte: Exocarpo de
Cupuacu [(CC) Theobroma grandiflorum], Residuo de processamento de acai [(Sac) Euterpe
oleracea), Casca de Abacaxi [(CsAb) Ananas comosus] e Serragem (SER), 80 % (p/v),
suplementados com farelo de arroz [(FA) Oryza sativa)] ou farelo de trigo [(FT) Triticum
aestivum] 20 % (p/v) (Tabela 3).

As amostras dos substratos foram trituradas em particulas de 3 cm e, posteriormente,
foram tratadas com solucdo desinfetante para hortifruticolas (COALA®), conforme as
recomendacdes do fabricante. O excesso de dgua foi drenado, a umidade ajustada para 60 % e
o pH aferido para 6,5.

Para uso dos substratos como meio de cultura as formulagdes foram armazenadas em
tubos de ensaio de 200 mm x 25 mm, formando uma coluna de 15 cm. A esterilizagdo foi
realizada a 121 °C, 60 minutos, por trés dias consecutivos, procedendo ao resfriamento por 24

horas.
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Tabela 3. Substratos utilizados para avaliar o crescimento micelial vertical.

Experimentos Substratos suporte* (%) Suplementos® (%)
1 Sac 80 FA ou FT 20
2 cC 80 FA ou FT 20
3 CsAb 80 FA ou FT 20
4 SER 80 FA ou FT 20

(1) Substrato suporte (Sac— Residuo de processamento de acai, CC — Exocarpo de cupuagu, CsAb —
Casca de Abacaxi, SER — Serragem) ¢ (2) Substrato suplementar (FA — Farelo de Trigo e FT — Farelo
de Arroz).

Os cultivos foram incubados a 25 °C, umidade ambiental 60 %, na auséncia de luz. O

crescimento micelial vertical foi determinado em centimetros, a cada 24 horas durante 15 dias.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.4 Avaliacao do crescimento micelial vertical de P. ostreatoroseus em tubo de ensaio
Para avaliagao do crescimento micelial vertical de P. ostreatoroseus, da cultura matriz
(item 4.2.2) foram retirados dois discos miceliais medindo 10 mm de didmetro para inoculagdo
na superficie do substrato esterilizado e resfriado. Os cultivos foram mantidos a 25 °C, na
auséncia de luz, umidade ambiental 60 %. A velocidade de crescimento micelial vertical (VMC)
foi determinada em centimetros de acordo com a equacao II, mensurada a cada 24 horas durante
15 dias. A expressao do crescimento foi avaliada com base no vigor, e classificado pelo método
subjetivo de notas, onde: fracamente, mediamente e fortemente adensado, equivaleram as notas
1, 2, 3, respectivamente (BUMANLAG et al., 2018). A sele¢do do residuo lignocelulosico foi

realizada com base no vigor micelial.
Vi-Vi
Tf

Equagdo II: VMC=

[VMC = Velocidade média do crescimento micelial ao dia; Vf = medida do crescimento micelial no tempo

final (cm); Vi = medida do crescimento micelial no tempo inicial (cm); Tf= Tempo final (dias)].

4.5 Producao de P. ostreatoroseus em matriz sélida
4.5.1 Preparacao do indculo em meio liquido

O in6culo foi preparado em extrato de GYP (glicose, extrato de levedura e peptona)
esterilizado a 121 °C por 15 minutos. Em cada frasco de Erlenmeyer de 125 mL contendo 50

mL de meio liquido foram inoculados 15 discos miceliais (10 mm de didmetro) retirados da
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cultura matriz selecionada no item 4.2.2. Os cultivos foram incubados a 28 °C, 150 rpm por oito

dias.

4.5.2 Cultivo em graos de trigo (Spawn)

Os graos de trigo foram adquiridos no comércio local, lavados e deixados em imersao
em agua. Apos 12 h, o excesso da 4gua foi retirado, seguindo a imersao em solugdo desinfetante
para hortifruticolas (COALA®™) por 30 minutos. Ao término do tratamento, os graos foram pré-
cozidos por 15 minutos e drenado o excesso de agua. Os graos foram armazenados em sacos de
polietileno de 1000 g para esterilizacao a 121 °C durante 15 minutos. Ap6s resfriamento foi
inoculada nos graos a massa micelial obtida em meio liquido (item 4.5.1). Os cultivos foram
mantidos a 28 °C, na auséncia de luz até completa colonizagdo do substrato (FONSECA et al.,

2015).

4.5.3 Producao dos basidiomas de P. ostreatoroseus em residuo lignocelulosico

Para producdo dos basidiomas de P. ostreatorsoseus foi utilizado o substrato
selecionado no item 4.4, higienizado com soluc¢do de hipoclorito 1 % (v/v) por 30 minutos,
(ROLLAN, 2003). Apos o tratamento, o excesso de agua foi drenado e o substrato misturado
com farelo de arroz, concentragdo 2:1 (p/p), umidade 60 %. A mistura de residuo (1000 g) foi
acondicionada em embalagens de polietileno transparentes de 3 kg. O substrato foi esterilizado
a 121 °C, por uma hora, por trés dias consecutivos. A fermentagdo foi realizada a 25 °C até
completa miceliagcdo do residuo, em ambiente sem luz, umidade ambiente 80 %. A embalagem
dos cultivos foi perfurada ap6s 72 horas. Apos a indugdo dos primordios a 12 °C, os cultivos
foram expostos a luz difusa por 12 horas, 25 °C, em ambiente com umidade 90 % (ROLLAN,
2003; FONSECA et al., 2015).

4.5.4 Quantificacdo, caracterizacio, desidratacio e trituracio dos basidiomas produzidos

Ao término da producdo apo6s colheita, os basidiomas totalmente desenvolvidos foram
contados e separados daqueles que apresentaram deformidades, para posterior determinagdo do
peso médio (peso médio de cada fluxo/nimero de basidiomas). Outras caracteristicas foram
determinadas, como comprimento, largura e espessura dos pileos e hastes (mm), eficiéncia
bioldgica, produtividade e taxa de produgdo de acordo com Fonseca et al., (2015). Em seguida
os basidiomas foram desidratados a 40 °C até umidade final de 5 %. Ao término, os basidiomas

foram triturados e embalados em recipiente de vidro com tampa rosqueavel para a determinagao
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da eficiéncia biologica (Equacgao III), rendimento (Equacdo IV) e produtividade (Equacao V).
A determinacdo de perda de matéria organica (PMO) foi realizada com base no peso seco dos

residuos nao degradados (Equacao VI) (FONSECA et al., 2015).

Equacio III. Eficiéncia bioldgica (%) = Pesodobasidioma fresco 99

peso de substrato seco

pesodo basidioma fresco
Equagdo IV. Rendimento (%) = pesodesubstrato utilizado 10

Equaciio V. Produtividade (g/dia) = ficiéncia biologica

dias de cultivo

Massa do substrato residual (base seca)

Equacdo VI. Perda da matéria organica (PMO) = <100

Massa residual inicial (base seca)

4.5.5 Determinacio da composiciao centesimal da biomassa

As analises de composi¢ao centesimal do cogumelo e do bioproduto foram realizadas
no laboratério de Tecnologia do Pescado da Universidade Federal do Amazonas-UFAM,
Manaus, Brasil, citadas a seguir:
Umidade: determinada por dessecacdo em estufa com circulagdo de ar 105 °C (método
gravimétrico) até obtencao de peso constante (A.O.A.C, 2005).
Proteina total: determinada pela concentracdo de nitrogénio (%) segundo o método micro
Kjeldahl e aplicando o fator de conversdo 4,28 [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.,2007).
Cinzas (residuo mineral fixo): determinado por incineracao do material em mufla a 550 °C-
660 °C até obten¢ao de peso constante (A.O.A.C, 2005).
Lipidios: determinado de acordo com o método descrito por Bligh and Dyer (1959).
Fibras totais: A fibra bruta foi determinada através de digestao acido-basica, segundo método
de Weende estabelecido pela A.O.A.C (1997).
Carboidratos totais: estimados por diferenga entre o somatdrio das porcentagens de umidade,

proteina, lipidios, cinzas (LATINFOODS 2002, TACO, 2006).
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Energia: a energia total metabolizavel = (4 kcal/g de proteina) + (4 kcal/g carboidratos totais)

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

4.6 Elaboracio do produto de panificacido suplementado com basidioma de Pleurotus
ostreatoroseus
4.6.1 Matéria Prima

O produto de panificacdo foi elaborado tendo como base a biomassa desidratada e
triturada em p6 de P. ostreatoroseus. As andlises de composi¢ao centesimal do produto de

panificagdo foram realizadas conforme citado no item 4.5.5.

4.6.2 Formulagio do produto de panificacio

O produto de panificag¢do adicionado de cogumelo possui duas formulagdes diferentes:
® O produto padrdo contendo farinha de arroz,®@ Formulag¢ao contendo farinha de arroz e
biomassa do cogumelo [P. ostreatoroseus] triturada, desidratada em pd 10% (p/p). Na tabela 4
constam os ingredientes utilizados na formulacdo do produto de panificagdo e padrao.

Os ingredientes foram pesados em balanca analitica e posteriormente misturados.A
massa do produto de panificacdo foi acondicionada em formas medindo 7 cm de diametro e 5

cm de altura. O cozimento do bioproduto foi a 180 °C por 15 min.

Tabela 4. Quantitativo de ingredientes utilizados na preparacdo do produto de panificacao

Formulagao
Ingredientes Padra Produto de Panificacéo
adrao 10% biomassa cogumelo desidratada em po
Ovo 1 unidade 1 unidade
Clara 25,601¢g 25,601g
Farinha de arroz 68g 61,2 ¢g
Biomassa de cogumelo i 6.8
triturada e desidratada em po °8
Sal 1,7¢g 1,7¢g
Oleo de coco 10g 10g
Leite em p6 10g 10g
Fermento 6,5g 6,5g

4.7 Analise da qualidade microbiolégica da biomassa
4.7.1 Avalia¢ao da qualidade microbiologica dos basidiomas e do produto final do
cogumelo comestivel

Para determinacdo de mesofilos, coliformes totais, termotolerantes e Salmonella sp. e
Shigella sp. da biomassa desidratada de P. ostreatoroseus e do produto alimenticio foi realizada

pelo método de diluicao sucessiva como citada por Massaguer (2005) e Ali (2016). De cada
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amostra de biomassa desidratada e triturada foi utilizado 25 g para ser homogeneizado com 225
ml de 4gua peptonada (dilui¢do 107!). Desta suspensio foram preparadas dilui¢des sucessivas,
transferindo 1000 pL para 9000 pL de 4gua peptonada 0,1 % (p/v), até obtencao da diluicao 10~
3. As dilui¢des foram submetidas a agitagdo por dois minutos em agitador de tubo. De cada
diluicao foi transferido 100 uL para superficie de SS agar modificado, Mannitol Salt 4gar e

EMB Levine agar (KASVI ®).

4.8 Determinacao da Atividade Enzimatica
4.8.1 Determinacio da Atividade Enzimatica Qualitativa de proteases (Método bloco de
Gelose)

Para a determinacdo da atividade enzimatica qualitativa em agar Leite pelo método
bloco de gelose foi utilizando como indculo as culturas obtidas no item 4.2.2 (BONA et al.,
2014; PRADO et al., 2017). O meio de cultura foi distribuido em placas de Petri de 15 mm x
100 mm, formando uma camada de 4 mm, apds solidificagdo foram inoculados os discos
miceliais e os cultivos mantidos a 37 °C. Para evitar evaporacao do filtrado da cultura, as placas
foram protegidas com papel aluminio. Ap6s 18 horas a atividade enzimatica sera determinada

pelo tamanho do halo em milimetros.

4.8.2 Determinacio da Atividade Quantitativa das Proteases

As enzimas foram extraidas dos residuos lignoceluldsicos (item 4.4), em agua destilada
esterilizada na propor¢do 1:5 (residuo miceliado/mL de &4gua destilada) em frascos de
Erlenmeyer de 500 mL. Os frascos foram mantidos em agitador orbital, 180 rpm, a 30 °C, por
30 minutos. Ao término desta etapa, os extratos brutos foram recuperados por filtragdo em
tecido tipo musseline, seguido em papel de filtro por filtragdo a vacuo e centrifugados a 4000x
para obtengdo do extrato bruto.

Para determinacao quantitativa das proteases foram adicionados 250 uL de solucao de
azocaseina 1 % (p/v) em tampao Tris-HC1 0,1 M, pH 7,2 em 150 pL de extrato bruto. Os tubos
de reacdo foram incubados por 1 hora a 25 °C em camara escura. Para a interrup¢do da reacao
foram adicionados 1,2 mL de é4cido tricloroacético 10 % (p/v) e em seguida foi realizada a
centrifugacao por 10 minutos a 10000 rpm, a 4 °C. Posteriormente, de cada sobrenadante foram
retirados 0,8 mL e transferidos para tubos de ensaio contendo 1,4 mL de hidréxido de sodio 1
M. Como branco foi utilizada solugdo de azocaseina 1 % (p/v) em tampao Tris-HC1 0,1 M, pH

7,2 (MACHADO et al.,, 2017). A leitura das amostras foi realizada a 440 nm em
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espectofotometro. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de

enzima capaz de produzir um aumento na absorvancia de 0,1 em uma hora.

4.9. Caracterizacio parcial das enzimas
4.9.1 Determinacio do Efeito da Temperatura e pH na Atividade das Proteases

Para investigar o efeito do pH e da temperatura na atividade proteolitica foi selecionado
o extrato bruto com atividade proteolitica significativa (item 4.5.2). O efeito do pH foi
determinado na faixa de pH 5,0 a 10,0 utilizando o sistema de reacao formulado com azocaseina
1%. Os tampoes utilizados foram: Citrato Fosfato 0,2 M (pH 5,0-6,0), Tris-HC1 0,2M (pH 7,0
-8,0), Glicina-NaOH (pH 9,0 - 10,0). Os sistemas foram incubados durante 60 minutos na
auséncia de luz, a 25 °C. Em seguida, foi determinada a atividade proteolitica. O efeito da
temperatura na atividade das enzimas foi determinado nas seguintes temperaturas: 30 °C a 80
°C, em 60 minutos. O branco e os sistemas de reacdo foram preparados em triplicata. A
atividade das proteases foi determinada conforme descrito no item 4.8.2 (MACHADO et al.,

2017).

4.9.2 Determinacao da Estabilidade ao Temperatura e pH das Proteases

Na determinacao do efeito da estabilidade ao pH foi utilizado os extratos obtidos no
item 4.8.2. Para os ensaios de estabilidade ao pH o extrato bruto foi incubado por 60 minutos
nos respectivos tampdes de uso: Citrato Fosfato 0,2 M (pH 5,0-6,0), Tris-HCI 0,2M (pH 7,0-
8,0), Glicina-NaOH (pH 9,0- 10,0). Ao término do tempo de incubagao foi determinada a
atividade das enzimas (MARTIM et al., 2017). A estabilidade a temperatura foi determinada na
faixa de 30 °C a 80 °C por 60 minutos e atividade proteolitica foi determinada conforme descrito

no item 4.8.2.

4.9.3 Determinacio do efeito de inibidores e ions metalicos
Para a determinagdo do efeito de inibidores na atividade das proteases foi utilizado

Etilenodiaminotetracético (EDTA 5 Mm), fenilmetilsulfonil fluride (PMSF 1 Mm), 4cido iodo
acético 0,05 mM, pepstatina 1 mM. Os ions metélicos utilizados na concentragdo de 10 mM,
na mistura reacional, foram: CaCl,, CuSQOa, FeSOs, MgS0O4, MnSO4, ZnSO4, NaCl e KCI. A
mistura reagao, incluindo o controle, foi incubada durante 30 minutos nas condi¢des 6timas de
temperatura e pH. A atividade proteolitica foi mensurada como citado no item 4.8.2. A atividade
enzimatica residual foi comparada com o controle, incubado sem os inibidores ou ions

metalicos (MARTIM et al., 2017).



34

4.10 Analise Estatistica
Os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva média, desvio padrdo,

graficos e os célculos de atividade enzimatica (R?> 95%) por andlise de variancia (Anova) e
teste Tukey (p < 0,05) para comparagdo de médias, utilizando o software Minitab ® versao

17.0.
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Resumo

A demanda por enzimas nos setores industriais estd aumentando nos ultimos anos devido as
diversas vantagens econdmicas. Entre a variedade de enzimas, as proteases ganharam atenc¢ao
especial nos setores industriais. Dentre as inumeras fontes desses biocatalisadores estao os
Basidiomycetes. Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a produgao e caracterizar as
proteases sintetizadas por Pleurotus ostreatoroseus Singer. DPUA 1720. A cultura matriz,
preparada em agar batata dextrose, suplementado com 0,5% (p/p) de extrato de levedura, foi
mantida por oito dias a 25 °C. Em seguida, o cogumelo foi cultivado em residuo de mistura de
Exocarpo de cupuagu (Theobroma grandiflorum), acai (Euterpe oleracea), abacaxi (Ananas
comosus) e serragem, suplementados com farelo de arroz (Oryza sativa) ou farelo de trigo
(Triticum aestivum) 0,5% (p/v) por 15 dias a 25 °C. As proteases foram extraidas em agua
destilada esterilizada e, no extrato bruto, foi determinada a atividade proteolitica, utilizando-se
como substrato azocaseina 1 % (p/v). As proteases demonstraram as seguintes caracteristicas
bioquimicas: pH 6timo 5,0, temperatura 6tima 40 °C, estabilidade em pH 5,0-6,0 e temperatura
na faixa de 30-40 °C. A ac¢do das enzimas proteoliticas ¢ fortemente inibida por Fe*? e Mn*2.
Estes biocatalisadores indicam que P. ostreatoroseus tem alto potencial na industria
farmaceéutica, téxtil, alimenticia e quimica.

Palavras-chave: enzimas, residuo, basidiomycetes.

Abstract

Industrial enzymes has been increasing nowadays due to their economic advantages. Among
the variety of enzymes proteases have a special attention in industrial sectors and
Basidiomycetes are the sources of these enzymes. The aim of this research was to evaluate the
production and characterization of proteases of Pleurotus ostreatoroseus Singer. DPUA 1720.
In this study, potato dextrose agar was supplemented with 0.5% (w/w) yeast extract for 8 days
at 25 °© C. The edible mushroom was grown in a mixture of cupuagu exocarp (Theobroma
grandiflorum), acai (Euterpe oleracea), pineapple (Ananas comosus) and sawdust,
supplemented with rice bran (Oryza sativa) or wheat bran (Triticum aestivum) 0.5% (w/ v) for
15 days at 25 ° C. Proteases were extracted in distilled water and the proteolytic activity of
crude extract was determined with 1% (w/v) azocaseine as substrate. Proteolytic enzymes
showed that biochemical characteristic was optimal activity of these enzymes at pH 5.0 at 40
°C and stability at pH 5.0-6.0 at 30-40 °C. Proteases were classified as serine and asparto
protease. This study suggests the potential use of Pleurotus ostreatoroseus proteases for
application in the food, pharmaceutical, and chemical industries.

Keywords: enzyme, waste, basidiomycetes.
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1 Introducao
Fungos filamentosos sdo adaptados ao crescimento em suportes solidos

lignoceluloliticos, fendmeno associado a sua forma de crescimento e estrutura celular
(MANAN et al., 2017). Residuos lignoceluldsicos sdao substratos constituidos por celulose,
hemicelulose, lignina, além de proteinas e minerais (INACIO et al., 2015; GUPTA et al.,2018;
AKPINAR et al., 2017).

A atividade agricola proporciona a geragao de diversos residuos lignocelulosicos. No
Brasil predominam a cana-de-agucar, soja e milho (MAGALHAES et al., 2019). Na Amazoénia,
os substratos de maior disponibilidade s3o exocarpo de cupuacgu (Theobroma grandiflorum
Willdex-Spreng Schum.) e semente de acai (Euterpe oleracea Mart.), subprodutos resultantes
do processamento ou consumo do fruto (NASCIMENTO et al., 2019).

O aproveitamento de substratos lignoceluldsicos para crescimento de microrganismos
¢ um processo de baixo custo e, uma alternativa que contribui para reducao da polui¢ao
ambiental. Neste processo, a fermentagao ocorre na auséncia ou quase auséncia de dgua livre e
o organismo converte a biomassa em nutrientes assimildveis, por acdo de enzimas hidroliticas
extracelulares (GAO et al., 2020; HAN et al., 2020).

Entre as enzimas de origem microbiana, nos fungos as proteases tém diversas fungoes,
como regular a morfogénese, fisiologia e metabolismo. Esses biocatalisadores constituem um
grupo complexo de enzimas com especificidade de substrato, sitio ativo, mecanismo catalitico,
pH e temperatura ideal e, perfil de estabilidade (MACHADO et al, 2016; SILVA et al., 2017).

Proteases representam 75% do comércio mundial de vendas, tém aplicagdes no
processamento de alimentos, panificacdo, sucos e produgdo de queijos, por isso predominam
no mercado mundial de enzimas, estimado em bilhdes de ddlares. O interesse por essas enzimas
esta relacionado ndo somente ao papel vital que exercem nas atividades metabodlicas, mas
também a ampla utilizacdo em processos industriais (INACIO et al., 2015; ALI et al., 2016;
RAZZAQ et al., 2019).

Cogumelos do género Pleurotus sdo representados por mais de 30 espécies conhecidas
como fungo da “podridao branca”, ocorrem em regides tropicais e subtropicais. Destas diversas
espécies comestiveis, a comercializagdo estd avaliada em $ 42 bilhdes em 2018, com
crescimento estimado para $ 69 bilhdes em 2024 (SHELDRAKE, 2020).

Pleurotus sao de facil cultivo artificialmente e reconhecidos por sintetizar enzimas
extracelulares que degradam compostos organicos complexos em nutrientes assimildveis

(YANG et al., 2015, FONSECA et al., 2015, BEMNRAD et al., 2019). Esta investigacao



38

apresenta a producdo de proteases em residuo lignocelulésicos e a caracterizagao parcial dessas

enzimas sintetizadas por Pleurotus ostreatoroseus Sing. DPUA 1720.

2. Material e Métodos
2.1 Cultivo e manuten¢iao do Cogumelo

Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 foi cedido do acervo da Colegdo de Culturas
DPUA, da Universidade Federal do Amazonas — UFAM. A cultura viavel foi obtida em agar
GYP [Glicose, peptona e extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placas de Petri (90x15mm). Os
cultivos foram mantidos a 25 °C por oito dias, para posterior processamento e utilizacao nos

experimentos subsequentes (MACHADO et al., 2017).

2.2 Producio de enzimas proteoliticas por fermentac¢ao no estado solido

Para o bioprocesso em matriz solida foram utilizados diferentes residuos
lignocelulosicos e suplementos: Exocarpo de Cupuagu [(EC) Theobroma grandiflorum],
Residuo de processamento de acai [(Sac) Euterpe oleracea), Casca de Abacaxi [(CsAb) Ananas
comosus| e Serragem (SER), 80% (p/v), suplementados com farelo de arroz [(FA) Oryza
sativa)] ou farelo de trigo [(FT) Triticum aestivum] 20% (p/v), umidade 60%, pH 6,0. A mistura
de substrato foi armazenada em frascos de Erlenmeyer para esterilizagdo a 121 °C por 60
minutos, durante dois dias consecutivos. Da cultura de P. ostreatoroseus foram retirados dois
discos miceliais (10 mm) e inoculados nas misturas de substratos. A fermentagao foi realizada

a 25 °C, na auséncia de luz, umidade ambiental de 60 % durante 15 dias.

2.3 Extracio das enzimas proteoliticas

De cada mistura de substrato, as enzimas foram extraidas em agua destilada esterilizada
[1:5 (residuo miceliado/mL de dgua destilada) p:v] em frascos de Erlenmeyer de 500mL. Os
frascos foram mantidos em agitador orbital, 180 rpm, a 30 °C, por 30 minutos. A recuperacao
das enzimas foi realizada por filtracao a vacuo, em tecido tipo musseline, seguido em papel de
filtro Whatman n° 1 e, centrifugacdo a 4000x. O extrato bruto foi utilizado para determinagao

da atividade proteolitica.

2.4 Determinacio quantitativa da Atividade das Proteases
A atividade proteolitica foi determinada conforme metodologia descrita por Machado

et al. (2017), utilizando solu¢do de azocaseina 1% (p/v) como substrato. Uma unidade de
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atividade de proteases foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir uma

variagdo de absorbancia igual a 0,01 em 60 minutos.

2.5 Caracterizacio das proteases
2.5.1 Determinacao do efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade da
protease

Para ensaio do pH 6timo, a atividade proteolitica foi determinada a 25 °C em diferentes
valores de pH, utilizando-se as seguintes solugdes-tampao a 0,1 M: acetato de sodio (5 e 6),
Tris-HCI (7 ¢ 8) e glicina-NaOH (9 e 10). A temperatura 6tima foi determinada pela incubagao
do extrato bruto em diferentes temperaturas (30 °C a 80 °C).

Para determinagdo da estabilidade ao pH, o extrato bruto foi diluido (1:1) nas seguintes
solugdes-tampao a 0,1 M: acetato de sddio (5 e 6), Tris-HCI (7 e 8) e glicina-NaOH (9 e 10),
mantido a 25 °C por uma hora. Na estabilidade térmica, o extrato foi incubado em diferentes

temperaturas (30°C a 80 °C), por uma hora (MARTIM et al., 2017).

2.6 Efeito de inibidores de proteases e ions metalicos na atividade proteolitica

O efeito de inibidores na atividade enzimatica foi investigado utilizando na mistura
reacional, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), acido etileno-diaminotetracético (EDTA),
acido iodoacético (10 mM) e pepstatina (0,1 mM). Os ions metalicos utilizados foram CaCls,
CuSO0s, FeSO4, MgS0O4, MnSO4, ZnSO4, NaCl e KCI1 (10 mM). As amostras foram incubadas
nas condi¢des 6timas de pH e de temperatura (MARTIM et al., 2017).

2.7 Analise estatistica
Os dados de todos os experimentos realizados em triplicata foram submetidos a anélise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) utilizando Minitab,

versao 17.0.
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3 Resultados e Discussao

Nas condigdes testadas Pleurotus ostreatoroseus sintetizou proteases em todos os
residuos lignoceluldsicos (Tabela 1), cuja atividade proteolitica significativa, em média, foi
verificada em Sac+FA (26,53 £ 0,4 U/mL). O menor valor de atividade de proteases foi
observado em CsAb+FA (5,15 0,4 U/mL) (Tabela 1). Dados similares foram obtidos por
Machado et al. (2017), na caracterizacdo das proteases de P. ostreatoroseus quando cultivado
em tubérculos Amazonicos. Nesta pesquisa os autores citam que o valor significativo de
atividade das proteases (142,22+ 0,8 U/mL) foi determinado nos cultivos em Dioscorea alata

(DA) sem suplementagado de fontes de carbono.

Tabela 1. Média de atividade quantitativa de proteases produzidas por P. ostreatoroseus
em diferentes residuos lignocelulosicos.

Substratos suporte/Suplemento Atividade  proteolitica
(U/mL)

Sact+FA 26,53*+ 0,4

EC+FA 22,75+ 0,8

SER+FA 18,82+ 0,1

CsAb+FA 5,157+ 0,4

Sac+FT 24,40°+ 0,2

ECHFT 20,04+ 0,1

SER+FT 14,864+ 0,1

CsAb+FT 12,64+ 0,3

Sac + FA = Residuo de processamento de acai + farelo de arroz; EC + FA= Exocarpo de cupuagu +
farelo de arroz; SER + FA= Serragem + farelo de arroz; CsAb+ FA= Exocarpo de abacaxi + farelo de
arroz; Sac + FT = Residuo de processamento de agai + farelo de trigo; EC + FT= Exocarpo de cupuacu
+ farelo de trigo; SER + FT= Serragem + farelo de trigo; CsAb + FT= Exocarpo de abacaxi + farelo de
trigo. Médias seguidas por letras iguais ndo sdo diferentes significativamente pelo Teste de Tukey
(p<0,05).

As caracteristicas bioquimicas das proteases sdo importantes pardmetros para fins de
comercializacao, pois confirmam a viabilidade de biocatalisadores para inser¢ao no mercado
(SHARMA et al., 2017). Além disso, para aplicacdo das enzimas em escala industrial, as
caracteristicas essenciais sdo condi¢des ideais de pH, temperatura e estabilidade (ABDEL-
RAHMAN et al., 2018).

O efeito do pH e da temperatura na atividade de proteases de P. ostreatoroseus em
extrato de Sac+FA estd demonstrado na figura 1-A. As enzimas demonstraram atividade de
proteases em todos os pH e temperatura testados. A atividade 6tima foi observada em pH 5,0

(55,35 = 0,6 U/mL), seguida de decréscimo em pH alcalino, apresentando somente 34% de
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atividade em pH alcalino. No entanto, houve aumento de 14% na atividade enzimdatica em pH
9,0 (Figura 1-A), resultado que pode ser explicado devido o pH o6timo de atividade ser
influenciado pela natureza do substrato, pela concentragdo, tipo de solucdo tampao utilizada e
presenca de agentes redutores (SANTOS et al., 2009).

A alteracdo na atividade enzimatica em funcao do pH deve-se a presenca de grupos
ionizdveis na estrutura da enzima, uma vez que as enzimas sofrem mudangas em sua
conformacao dependendo do pH, modificando sua capacidade de ligagdo ao substrato, afetando
a sua atividade catalitica (LIU et al., 2017). Na pesquisa realizada por Martim et al. (2017) as

proteases de Pleurotus albidus apresentaram maior atividade em pH 5,0.
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Figura 1. (A) Efeito do pH e temperatura (B) na atividade proteolitica de Pleurotus ostreatoroseus.

Machado et al.(2017) afirmaram que fungos produzem proteases acidas, neutras e
alcalinas. As proteases que apresentam atividade catalitica 6tima em pH 5 a 8 tém aplicacao em
diversos segmentos industriais, como na industria alimenticia, téxtil, farmacé€utica e detergentes
(BANERIJEE et al., 2017). Com énfase nas proteases neutras com aplicacdo na industria
alimenticia, estas tém forte potencial no processamento de alimentos, na producdo de ragao
animal, e at¢ mesmo para o tratamento de residuos agroindustriais e, na panificagao
(MACHADO et al., 2017).

O efeito da temperatura na atividade enzimatica estd demonstrado na figura 1-B. A
atividade proteolitica foi observada em todas as temperaturas testadas. Na presente pesquisa,
foi verificada a atividade catalitica maxima de proteases de P. ostreatoroseus em 40 °C, com
declinio de 30% e 23% nas faixas de temperatura de 70 °C e 80 °C, respectivamente. O valor

de temperatura 6tima encontrado no presente estudo estd de acordo com aqueles reportados por
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Leonhardt et al. (2016), Machado et al. (2017), Martim et al. (2017) nos estudos com P.
pulmonarius, P. ostreatoroseus € P. albidus, respectivamente.

A temperatura ¢ um parametro essencial para a atividade e estabilidade da enzima, a
taxa de reagdo enzimatica aumenta com a temperatura em funcdo do aumento da colisdo de
moléculas e da energia de ativacdo (BANO et al., 2018). Estudos mostram que, dependendo da
fisiologia microbiana, durante o processo de producao de proteases, a temperatura influencia
diretamente na atividade enzimatica (SILVA et al., 2016; LIU et al., 2017; BRAGA et al.,
2020).

Os resultados relacionados a estabilidade das enzimas estdo demonstrados na figura
dois. As proteases de P. ostreatoroseus mantiveram maior estabilidade na faixa de pH 5, houve
reducdo de atividade nas faixas de pH superiores, tanto que em pH 10 a retencao da atividade

relativa foi de 39% (Figura 2-A).
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Figura 2. (A) Efeito da estabilidade do pH e temperatura (B) na atividade proteolitica de Pleurotus ostreatoroseus.

Na pesquisa realizada por Machado et al.(2017) foram reportadas que as proteases de
P. ostreatoroseus sao estaveis em pH 8. Nos estudos de Silva (2015) verificaram que as enzimas
proteoliticas de P. ostreatoroseus mantiveram estabilidade na faixa de pH 7 € 9 com 97% de
atividade por 60 minutos. Martim et al.(2017) e Bano et al. (2018) observaram a estabilidade
das proteases de P. albidus na faixa de pH 5 e P. eryngii em pH 8.

A estabilidade das proteases de P. ostreatoroseus em diferentes temperaturas estéd
demonstrada na figura 2-B. A maior estabilidade proteolitica foi demonstrada na faixa de 30 °C
e 40 °C, com 92,25 % de atividade relativa. Na faixa de temperatura de 80 °C, foi verificado
decréscimo acentuado na acdo catalitica, em que a enzima reteve 11,28% de atividade relativa.

Nos estudos de Machado et al. (2017) proteases de P. ostreatoroseus mantiveram a estabilidade
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entre 40°C e 50 °C. Martim et al.(2017) e Abdel-Rahman et al. (2018) também demonstraram
que as proteases de P. albidus apresentaram estabilidade na faixa de 40 °C a 50 °C. A demanda
de proteases estaveis ao pH e ao calor tem continuamente aumentando devido ao alto valor no
processamento industrial. Recentemente, diversas proteinas estdo sendo empregadas com a
finalidade de aumentar a tecnologia enzimatica de acordo com a necessidade industrial (BANO
et al., 2018).

Os resultados referentes a acdo dos ions metalicos na atividade de proteases estdo
demonstrados na tabela dois. Os ions Mn*? e Fe™? inibiram completamente a atividade
enzimatica das proteases de P. ostreatoroseus. Enquanto Zn"? e o Cu™ reduziram a agio
enzimatica em 59,32% e 52,0%, respectivamente. Na presen¢a dos demais ions, a retencao da
atividade foi superior a 75%. Martim et al.(2017) verificaram que Cu®? e Zn"? promoveram
discreta inibicdo das peptidases ou proteases de P. albidus. Entretanto, Choi et al.(2017) e
Machado et al.(2017) relataram que Cu'? e Zn*? causaram reducio de 95% e 60% na atividade
proteolitica de P. ostreatoroseus e P. ferulae, respectivamente.

O efeito de inibidores na atividade de proteases de P. ostreatoroseus estio demonstrados
na tabela dois. No teste de estabilidade frente aos inibidores foi verificado que o inibidor de
serinoprotease (PMSF) e asparticoprotease (Pepstatina) causaram a redugdo da atividade de

49,04 % e 72,66%, respectivamente.

Tabela 2. Efeito de ions metalicos na atividade proteolitica de P. ostreatoroseus.

Inibidores Atividade Residual (%)
Tons (10 mM)

Controle 100
CaCl, 75,8504
KCl 86,83 £0,1
NaCl 89,84 + 0,1
CuSOq4 42,87 +£0,4
FeSO4 00,00 + 0,1
MgSO4 88,80 + 0,2
MnSOg4 00,00 + 0,1
ZnSOy4 40,68 + 0,4
Substincias -
EDTA (10 mM) 86,15+ 0,4
PMSF (10 mM) 52,96 £0,2
Acido Todoacético (10 mM) 100 + 0,9
Pepstanina (1 mM) 27,34+ 0,4

As proteases nio foram afetadas por Acido Iodoacético e EDTA, nesta condigio, a
reten¢do da atividade foi superior a 100% e 85 %, respectivamente. Os resultados obtidos

sugerem que, entre as proteases de P. ostreatoroseus hd predominancia de aspartico e
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serinoproteases (Tabela 2). Estes dados corroboram com os achados de Machado et al.(2017) e
Martim et al.(2017) que verificaram a presenga de serinoproteases no extrato bruto de P.
ostreatoroseus ¢ P. albidus, respectivamente. Abdel-Rhaman et al.(2018) citaram que no

extrato de P. albidus também houve a presenca significativa de serinoproteases.

4 Conclusao

O substrato promissor na sintese de proteases por Pleurotus ostreatoroseus foi o residuo
de processamento de acai suplementado com farelo de arroz. Nas condi¢des experimentais, as
proteases apresentaram atividade 6tima em pH 5,0 e a 40 °C, classificadas como serinoprotease
e aspartoprotease. A agdo destes biocatalisadores ¢ fortemente inibida por Fe*? e Mn*2. Com
essas caracteristicas, proteases de P. ostreatoroseus tém potencial para uso na industria

farmacéutica, téxtil, alimenticia e quimica.
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Resumo

Pleurotus se destacam pela facilidade de cultivo e pelas propriedades nutrac€uticas e sao
alternativa vidvel para o reaproveitamento de residuos lignoceluldsicos. Deste modo, esta
pesquisa tem por finalidade avaliar o crescimento de P. ostreatoroseus em diferentes residuos
lignoceluldsicos como substratos alternativos para o cultivo e a produgdo de proteases
extracelulares. O cogumelo foi cultivado em agar batata dextrose (BDA) suplementado extrato
de levedura (YE) 0,5% (p/v). Para avaliar a velocidade do crescimento micelial radial (VCR) e
densidade micelial, P. ostreatoroseus foi cultivado em cinco meios contendo YE 0,5% (p/v):
agar Batata Dextrose (BDA), agar GYP (glicose, extrato de levedura e peptona), agar Extrato
de Malte (MEA), 4agar Extrato de Inhame roxo [(EIR) Dioscorea alata], agar extrato de Cara-
de-espinho [(CEIN) Dioscorea altissima], agar extrato de Aria [(EA) Calathea allouia]. A
atividade proteolitica foi determinada pelo método de bloco de gelose. Na avaliacdo do
crescimento micelial vertical (VCM) foram utilizados: Exocarpo de cupuagu (Theobroma
grandiflorum), acai (Euterpe oleracea), abacaxi (Ananas comosus) e serragem, suplementados
com farelo de arroz (Oryza sativa) ou farelo de trigo (Triticum aestivum). As proteases foram
extraidas em 4gua destilada esterilizada sob agitacdo de 180 rpm, a 30 °C. A VCR significativa
foi observada em MEA+YE (12,32 £+ 0,10 mm/dia). No entanto, entre os meios testados, agar
GYP foi o meio que apresentou forte densidade micelial. A mistura de substrato significativa e
com forte densidade micelial para a producao de P. ostreatoroseus foi observada em AS+FA
(0,61 = 0,09 cm/dia). Os meios testados sdo eficientes para a produgdo de proteases
extracelulares por este cogumelo.

Palavras-chave: acai, cogumelo, enzimas.
Abstract

Pleurotus stand out by the ease of cultivation and nutraceutical properties, also they are viable
alternative for reuse of lignocellulosic waste. Thus, this research aims to evaluate the growth of
P. ostreatoroseus on different lignocellulosic waste as alternative substrates for cultivation and
production of extracellular proteases. The mushroom was grown on potato dextrose agar (BDA)
supplemented with yeast extract (YE) 0.5% (w/v). To evaluate the radial mycelial growth
velocity (RCV) and mycelial density, P. ostreatoroseus was grown on five media containing
0.5% (w/v) YE: Potato Dextrose agar (BDA), GYP agar (glucose, yeast extract and peptone),
Malt Extract agar (MEA), Purple Yam extract agar [(EIR) Dioscorea alata], Cara-de-espinho
extract agar [(CEIN) Dioscorea altissima], Aria extract agar [(EA) Calathea allouial.
Proteolytic activity was determined by the gelose block method. In the evaluation of vertical
mycelial growth (VCM), cupuagu (Theobroma grandiflorum), agai (Euterpe oleracea),
pineapple (Ananas comosus) and sawdust exocarp were used, supplemented with rice bran
(Oryza sativa) or wheat bran (Triticum aestivum). Proteases were extracted in sterile distilled
water under 180 rpm agitation at 30 °C. Significant VCR was observed in MEA+YE (12.32 +
0.10 mm/day). However, among the tested media, GYP agar was the medium that showed
strong mycelial density. The significant substrate mixture with strong mycelial density for P.
ostreatoroseus production was observed in Sac+FA (0.61 + 0.09 cm/day). The tested media are
efficient for the production of extracellular proteases by this mushroom.

Keywords: agai, mushroom, enzyme.
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1. Introducio

A exploragdo de residuos lignoceluldsicos estd promovendo o desenvolvimento de
produtos inovadores e estimulando novas oportunidades de negocio (SIQUEIRA et al., 2017;
KORHONEN et al.,2018). Com essa finalidade, a busca por substratos alternativos para
producao de cogumelos estd em ascendéncia por ser uma solugdo ecologicamente correta e
promover a redu¢do do impacto ambiental negativo.

No Brasil, a estimativa de producdo agricola de residuos excede 200 milhdes de
toneladas por ano. Partes desses residuos sdao aproveitados em biorrefinaria, tecnologia que
promove processamento de grande volume da biomassa lignocelulosica e o restante depositado
em aterros sanitarios e usinas de incineragdo ou queimado no campo apoés colheita (ARAUJO
et al., 2018).

Nesse contexto, os fungos comestiveis sdo ferramentas promissoras, em fungdo do
crescimento desses organismos em substratos lignoceluldsicos, condicdo que possibilita a
producao de biocompostos, incluindo enzimas lignoceluldsicas que degradam lignina, celulose,
entre outros polimeros usados para seu desenvolvimento e reprodugao (RABUSKE et al., 2019;
RITOTA et al., 2019).

Cogumelos tém despertado interesse como novas fontes nutricionais em associacao a
textura e caracteristicas sensoriais que sao atributos gastrondmicos atrativos para o consumidor
(RAMOS et al., 2015; CHANG et al.,2018). Estima-se que o consumo per capita mundial de
cogumelos aumentou 4,7 vezes desde 1978, em consequéncia dos efeitos nutricionais,
nutracéuticos que esses fungos proporcionam ao homem e demais animais (RATHORE et al.,
2019).

Cogumelos comestiveis, fungos de podriddo branca, representados por Pleurotus sido
comercialmente importantes, cultivados globalmente e ocorrem em florestas temperadas,
tropicais e subtropicais, degradam celulose, hemicelulose, lignina e também s3o fontes de
outras enzimas, como proteases, celulases e amilases (BARH et al., 2019; RAMAN et al., 2021,
BRITO et al., 2021).

Pleurotus ostreatoroseus Singer. tem facilidade de crescimento, se destaca pela
coloragdo rdsea, sabor, textura e como produto alimenticio fornece compostos nutricionais
como proteinas e fibras (FONSECA et al., 2014, REIS et al., 2016). Em funcdo dessas
caracteristicas P. ostreatoroseus tem sido valorizado nas pesquisas objetivando a producdo de
alimento rico em proteinas, ¢ como fonte biotecnologica de enzimas de valor economico

(FONSECA et al., 2015, MACHADO et al., 2016). Desse mnodo, esta pesquisa teve por
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objetivo avaliar o crescimento de P. ostreatoroseus em diferentes residuos lignoceluldsicos

como substratos alternativos para o cultivo e a respectiva produgdo de proteases extracelulares.

2. Material e Metodos
2.1 Cultivo e Manutencao de Pleurotus ostreatoreoseus

Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, cedido pela Colecdo de Culturas DPUA, da
Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Amazonas, Brasil. Para obtencao de cultura pura,
o cogumelo foi cultivado em 4gar Batata Dextrose (BDA), com extrato de levedura 0,5 % (p/v).

Os cultivos foram mantidos a 28 °C por oito dias, na auséncia de luz e umidade a 60 %.

2.2 Seleciao de meio de cultura para cultivo de P. ostreatoroseus
2.2.1 Preparacao do Indculo

Para a preparacdo do indculo da cultura obtida no item 2.1 foi transferido um disco
micelial de 10 mm de didmetro para a superficie dos meios, suplementados com extrato de
levedura 0,5 % (p/v): O[Meios sintéticos, (agar Batata Dextrose (BDA); agar GYP (glicose,
extrato de levedura e peptona); agar Extrato de Malte (MEA)], @Meios naturais [agar Extrato
de Inhame roxo, Dioscorea alata (EIR)]; dgar extrato de Cara-de-espinho, Dioscorea altissima
(CEIN)] e agar extrato de Aria, Calathea allouia (AE)]. Os meio foram esterilizados a 121 °C
por 15 minutos, mantidos a 25 °C.

Os tubérculos de cada espécies de hortalica foram higienizados com desinfetante para
hortifruticulas (COALA®) de acordo com a recomendagio do fabricante. De cada tubérculo in
natura foi utilizado 200g, em 500 mL de 4gua que posteriormente foi submetidas a cocgao
durante 10 minutos. Em seguida, a separacao do residuo sélido foi realizada por filtracdo em
gaze dobrada uma vez, o extrato recuperado foi completado para 1000 mL e, acrescentado o
agar para ser dissolvido em banho-maria. Ao término deste procedimento foi adicionada a

glicose e o meio esterilizado a 120 °C por 15 minutos (LACAZ et al., 2002).

2.2.2 Avaliacao do crescimento de P. ostreatoroseus em meio sintético e natural

No cultivo de P. ostreatoroseus foi utilizado como indculo um disco micelial de 10 mm
de diametro retirado da cultura obtida no item 2.2.1. Apds semeadura do disco micelial nos
meios superficialmente, os cultivos em placa de Petri (100 mm x 15 mm) foram mantidos na
auséncia de luz, a 28 °C por 8 dias. Todos os cultivos preparados em quintuplicata (CASTILLO

et al., 2018). P. ostreatoroseus foi avaliado com base no crescimento radial em cada meio de
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cultura (item 2.2.1), em placa de Petri de 100 mm x 15 mm. Apds semeadura do cogumelo, os
cultivos em quintuplicata, foram mantidos na auséncia de luz, a 28 °C, durante oito dias. A
velocidade de crescimento radial foi avaliado segundo as recomendacdes de Castillo et al.
(2018). A cada 24 horas, o crescimento micelial foi avaliado por determinacao do didmetro da
colonia em milimetros (mm/dia), conforme equagao .

Equacao I: Velocidade do crescimento radia/ VCR = Diametro colonia (mm)

Tempo de cultivo (dia)

O crescimento micelial de P. ostreatoroseus foi classificado pelo método subjetivo de
notas, onde: fracamente, mediamente e fortemente adensado, equivaleu as notas 1, 2, 3,
respectivamente (BUMANLAG et al., 2018). O meio de cultura promissor com maior vigor

micelial foi utilizado nos experimentos citados a seguir (item 2.4).

2.3 Determinacio da Atividade Enzimatica Qualitativa de proteases (Método bloco de
Gelose)

Para a determinagdo da atividade enzimdtica qualitativa em &agar Leite pelo método
bloco de gelose foi utilizando como indculo as culturas obtidas no item 2.2.2 (BONA et al.,
2014; PRADO et al., 2017). O meio de cultura foi distribuido em placas de Petri de 15 mm x
100 mm, formando uma camada de 4 mm, apds solidificagdo foram inoculados os discos
miceliais e os cultivos mantidos a 37 °C. Para evitar evaporagao do filtrado da cultura, as placas
foram protegidas com papel aluminio. Apés 18 horas a atividade enzimatica foi determinada

pelo tamanho do halo em milimetros.

2.4 Selecao de residuos lignoceluldsicos para a producio de P. ostreatoroseus

Para selecionar uma mistura de substrato adequado para o desenvolvimento micelial de
P. ostreatoroseus (DPUA 1720) foram utilizados como substrato suporte: Exocarpo de
Cupuacu [(EC) Theobroma grandiflorum], Residuo de processamento de acai [(Sac) Euterpe
oleracea), Casca de Abacaxi [(CsAb) Ananas comosus] e Serragem (SER), 80 % (p/v),
suplementados com farelo de arroz [(FA) Oryza sativa)] ou farelo de trigo [(FT) Triticum
aestivum] 20 % (p/v) (Tabela 1).

As amostras dos substratos foram trituradas em particulas de 3 cm e, posteriormente
foram tratadas com solucdo desinfetante para hortifruticolas (COALA®), conforme as
recomendacdes do fabricante. O excesso de dgua foi drenado, a umidade ajustada para 60 % e

o pH aferido para 6,5. Para uso dos substratos como meio de cultura as formulagdes foram
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armazenadas em tubos de ensaio de 200 mm x 25 mm, formando uma coluna de 15 cm. A
esterilizacdo foi realizada a 121 °C, 60 minutos, por trés dias consecutivos, procedendo ao

resfriamento por 24 horas.

Tabela 1. Substratos utilizados para avaliar o crescimento micelial vertical

Experimentos ~ Substratos suporte' (%) Suplementos? (%)
1 Sac 80 FA ou FT 20
2 CcC 80 FA ou FT 20
3 CsAb 80 FA ou FT 20
4 SER 80 FA ou FT 20

(1) Substrato suporte (Sac— Residuo de processamento de agai, CC — Exocarpo de
cupuagu, CsAb — Casca de Abacaxi, SER — Serragem) e (2) Substrato suplementar
(FA — Farelo de Trigo e FT — Farelo de Arroz).

Os cultivos foram incubados a 25 °C, umidade ambiental 60 %, na auséncia de luz. O
crescimento micelial vertical foi determinado em centimetros, a cada 24 horas durante 15 dias.

Todos os experimentos realizados em triplicata.

2.5 Avaliacao do crescimento micelial de P. ostretaoroseus em residuo lignocelulésico em
tubo de ensaio

Para avaliacao do crescimento micelial de P. ostreatoroseus em residuo lignocelulosico,
da cultura matriz (item 2.2.1) foram retirados dois discos miceliais medindo 10 mm de didmetro
para inoculacao na superficie do residuo, esterilizado e resfriado. Os cultivos foram mantidos a
25 °C, na auséncia de luz, umidade ambiental 60 %. A velocidade de crescimento micelial
(VMC) foi determinada em centimetros de acordo com a equagao II, mensurada a cada 24 horas
durante 15 dias. A expressdo do crescimento foi avaliada com base no vigor, e classificada pelo
método subjetivo de notas, onde: fracamente, mediamente e fortemente adensado, equivaleu as
notas 1, 2, 3, respectivamente (BUMANLAG et al., 2018). A selecdo do residuo lignoceluldsico

foi realizada com base no vigor micelial.

Vi-Vi
Tf

Equagdo II: VMC=

[VMC = Velocidade média do crescimento micelial ao dia; Vf= medida do crescimento micelial no tempo
final (cm); Vi = medida do crescimento micelial no tempo inicial (cm); Tf= Tempo final (dias)].



53

2.6 Analise Estatistica
Os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva média, desvio padrdo,
graficos e os célculos de atividade enzimatica (R?> 95%) por andlise de variancia (Anova) e

teste Tukey (p<0,05) para comparacao de médias, utilizando o software Minitab ® versao 17.0.

3. Resultados e discussiao

Os dados referentes ao crescimento micelial radial de P. ostreatoroseus estdo
demonstrados na Tabela 2. O crescimento micelial significativo de P. ostreatoroseus foi
observado em agar Malte (MEA) suplementado com extrato de levedura 0,5 % (p/v), em média,
VCM igual a 12,32 mm/dia. Os valores de VCM em agar GYP e BDA foi 11,31 mm/diae 11,37
mm/dia, respectivamente. Nesses cultivos foi observada a densidade do micélio fortemente
adensada em GYP, mediamente adensado em MEA e AE, nos demais meios, fracamente
adensado (Figura 1).

Nos meios contendo extrato de Inhame roxo, Cara-de-Espinho e Extrato de Aria, P.
ostreatoroseus exibiu crescimento, mas com VCM inferior ao crescimento em agar Malte, com
variagdo de aproximadamente 8,47% a 93,19%, respectivamente (Tabela 2).

Em agar GYP e dgar BDA, o crescimento de P. ostreatoroseus foi superior 39,50% e
42,08%, respectivamente (COELHO et al., 2021). Em condi¢des semelhantes, em um estudo
feito com P. djamor, foi observado crescimento inferior 11,91% em relagdo ao de P.
ostreatoroseus (BRITO et al., 2021). Machado et al. (2017), cita que P. ostreatoroseus quando
cultivado em agar BDA, a VCM foi igual a 64,0 mm/dia e em 4gar Extrato de Aveia (OMYA)
67,0 (mm/dia).

Tabela 2 — Média da velocidade do crescimento micelial radial de P. ostreatoroseus cultivado,
a 25 °C por oito dias, em meios de cultura suplementados com extrato de levedura 0,5% (p/v).

Meios Velocidade de crescimento Micélio
micelial VMC (mm/dia) Densidade
Meios sintéticos
GYP 11,31 £0,43 >¢ Fortemente adensado
BDA+YE 11,37 £ 0,34 Fracamente adensado
MEA+YE 12,32 +£ 0,102 Mediamente adensado
Meios naturais
EIR +YE 11,23 £0,69 >4 Fracamente adensado
CEIN +YE 10,51 + 0,44 =4 Fracamente adensado
AE +YE 10,46 + 0,43¢ Mediamente adensado

GYP (Glicose, peptona e extrato de levedura), BDA+YE (Agar batata dextrose + Extrato de
levedura 0,5%); MEA (Agar Malte + Extrato de levedura 0,5%), EIR (Agar Extrato de Inhame
roxo + Extrato de levedura 0,5%), CEIN (Agar extrato de Cara-de-espinho + Extrato de
levedura 0,5%), AE (Agar extrato Aria + Extrato de levedura 0,5%). Nota 1: Fracamente
adensado; Nota 2: Mediamente adensado; Nota 3: Fortemente adensado. Letras iguais na
mesma coluna nao diferem estatisticamente pelo método de Tukey (p<0,05)
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Hakobyan et al. (2012) e Castillo et al. (2018) citam que, espécies de Pleurotus quando
cultivadas em meios enriquecidos com o extrato de levedura, que este fator fornece
aminoacidos, vitaminas, entre outros, que promovem o crescimento celular.

A tendéncia do crescimento dos fungos ¢ exponencial, mas esse padrao pode ser
modificado, pois a forma como os fungos interagem com o seu ambiente de crescimento ndo
depende s6 da genética da espécie, mas também de parametros fisicos (temperatura, luz,
umidade e aerac¢do), além dos nutrientes que afetam a ramificagdo do micélio (GRIFFIN, 1994;
HOA etal., 2015; SILVA et al., 2016; DULAY et al., 2017, ROYSE et al., 2017; WALKER E
WHITE, 2018).

Além dos fatores mencionados, carbono e nitrogénio sdo fatores cruciais para o sucesso
do crescimento da massa micelial. Desse modo, cogumelos precisam encontrar um equilibrio
com a proporcao de carbono e nitrogénio para que haja crescimento satisfatério (BELLETINI
et al., 2019). Albuquerque et al. (2012) afirmam que espécies de cogumelos com rapido
crescimento e massa micelial densa sdo as indicadas para uso industrial, uma vez essas

caracteristicas proporcionam a redu¢ao da coloniza¢do de microrganismos contaminantes.

Figura 1. Densidade do micélio de P. ostreatoroseus nos cultivos em: (A) GYP (Glicose, peptona e extrato
de levedura); (B) BDA+YE (Agar batata dextrose + Extrato de levedura 0,5%); (C) MEA (Agar Malte +
Extrato de levedura 0,5%); (D) EIR (Agar Extrato de Inhame roxo + Extrato de levedura 0,5%), (E) CEIN
(Agar extrato de Cara-de-espinho + Extrato de levedura 0,5%), (F) EA (Agar extrato Aria + Extrato de
levedura 0,5%), a 25 °C ap06s oito dias de crescimento.
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Na tabela 3 esta apresentada a atividade qualitativa de proteases determinada nos
cultivos de P. ostreatoroseus. A atividade significativa de protease (17,6 = 0,05 mm de
diametro) foi observada em agar Extrato Inhame roxo. Os halos variaram de 14,6 mm a 12,3
mm de didmetro, determinado em dgar BDA+YE e agar Extrato Arid+YE, respectivamente.

Nos trabalhos de Rahi et al. (2018) foi relatado atividade de proteases de 0,34 = 2 mm
de diametro para Pleurotus pulmonarius, quando cultivado em 4gar Batata Dextrose
suplementado com 1% (p/v) de caseina. Coelho et al., (2021) observaram atividade significativa
de proteases (17,67 mm) em agar GYP para P. ostreatoroseus. Brito etal., (2021) determinaram
atividade das proteases inferior nos cultivos de Pleurotus djamor em agar Extrato Inhame Roxo

(14,6 + 0,07 mm) e Agar cara-de-espinho (14,0 £0,9 mm), respectivamente.

Tabela 3. Média da atividade qualitativa de proteases de P. ostreatoroseus DPUA 1720.
Atividade de Proteases

Meios de Cultura [Didmetro do halo (mm)]
BDA+YE 14,6 £ 0,05°
GYP 143 +0,15°
MEA+YE 13,3 £0,05°
EIR+YE 17,6+ 0,05
CEIN +YE 14,3 £0,15°
AE+YE 12,3 +£0,05°

GYP (Glicose, peptona e extrato de levedura), BDA+YE (Agar batata dextrose + Extrato de levedura
0,5%); MEA (Agar Malte + Extrato de levedura 0,5%), EIR (Agar Extrato de Inhame roxo + Extrato
de levedura 0,5%), CEIN (Agar extrato de Cara-de-espinho + Extrato de levedura 0,5%), AE (Agar
extrato Aria + Extrato de levedura 0,5%). Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente
pelo método de Tukey (p<0,05)

As enzimas sdo catalisadores naturais, cada vez mais necessarias em varios setores
industriais e bioprocessos. Atualmente, os pesquisadores se concentram na detec¢ao de novas
enzimas dotadas de propriedades extremamente satisfatorias para aplicagdes comerciais
(BENMRAD et al., 2019). A maioria das proteases utilizadas sdo as de origem microbiana,
produtos que ganharam reconhecimento global por seu uso difundido em varios processos
industriais, tais como na industria alimenticia, quimica, na agricultura, e na biotecnologia
(CHOI et al., 2015).

Na industria de alimentos as proteases estdo relacionadas ao valor nutricional e
funcional dos produtos, incluindo a digestibilidade e a qualidade sensorial dos alimentos, bem
como proporcionar beneficios a saude, reduzindo compostos alergénicos (RAMOS et al., 2015;
GURUMALLESH et al.,, 2019).

Com a finalidade de selecionar uma mistura de substrato para producdo de P.

ostreatoroseus foram avaliados residuos lignocelulodsicos, nos cultivos em tudo de ensaio.
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Nestes experimentos foram utilizados como indculo os discos miceliais retirados dos cultivos
de GYP, meio que P. ostreatoroseus demonstrou forte densidade micelial.

Os resultados apresentados na tabela 4 sdo relacionados a velocidade média do
crescimento micelial vertical (VMC) e o vigor micelial de P. ostreatoroseus DPUA 1720
observado nos substratos lignoceluldsicos. Nestes experimentos, o crescimento significativo foi
observado em serragem misturada com farelo de arroz [VMC = 0,78 (cm/dia)] e o vigor
micelial, classificado como fracamente adensado.

Nos demais residuos testados a velocidade do crescimento micelial de P. ostreatoroseus
variou de 0,76 a 0,29 (cm/dia), com densidade micelial mediamente ou fracamente adensada
(Tabela 4). Os dados obtidos evidenciaram que o residuo do processamento do acai em
associacdo com farelo de arroz ou farelo de trigo sdo fontes nutricionais eficientes, o vigor
micelial nesses substratos foi do tipo fortemente adensado, embora o crescimento do cogumelo
tenha sido reduzido a 21,79 % em relacdo ao desenvolvimento em serragem misturada com
farelo de arroz.

Tabela 4. Média da velocidade do crescimento micelial vertical e vigor micelial de P.
ostreatoroseus DPUA 1720 em residuos agroindustriais.

Substratos Meédia do VMC Vigor Micelial
(Residuo Lignoceluldsico) (cm/dia)
Sac+FA 0,61 + 0,09 Fortemente adensado
Sac+FT 0,52+0,15%%¢  Fortemente adensado
CC+FA 0,76 + 0,02 Fracamente adensado
CC+HFT 0,66 + 0,08 Mediamente adensado
CsAb+FA 0,29+ 0,03°¢ Mediamente adensado
CsAb+FT 0,45 + 0,04 ¢ Mediamente adensado
SER+FA 0,78+ 0,012 Fracamente adensado
SER+FT 0,59+ 0,22%b:¢ Fracamente adensado

Sac + FA = Residuo de processamento de acai + farelo de arroz; Sac+ FT = Residuo de processamento de agai
+ farelo de trigo; CC + FA= Exocarpo de cupuagu + farelo de arroz; CC + FT= Exocarpo de cupuagu + farelo
de trigo; SER + FA= Serragem + farelo de arroz; SER+ FT= Serragem + farelo de trigo; CsAb+ FA= Exocarpo
de abacaxi Farelo de arroz; CsAb + FT= Exocarpo de abacaxit farelo de trigo. Médias seguidas por letras
iguais ndo sdo diferentes significativamente pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Fonseca et al. (2015) obteve resultados positivos nos cultivos de P. ostreatosoreus, em
exocarpo de cupuacu com farelo de arroz, o vigor micelial foi fortemente adensado e a
velocidade do crescimento micelial inferior 50% aos resultados obtidos nessa pesquisa em
serragem misturada com farelo de arroz.

A variacdo do crescimento de cogumelos em residuos lignocelulésicos varia de

substrato para substrato, cada espécie tem seletividade pelos componentes estruturais dos
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residuos vegetais e depende das condi¢des de incubacao (tempo de cultivo e temperatura), entre

outros fatores (KUIJK, 2016).

6 Conclusao
Os resultados obtidos demonstraram a influéncia da qualidade nutricional dos meios de

cultura no crescimento de P. ostreatoroseus DPUA 1720. Entre os meios avaliados, dgar malte
e agar GYP foram os meios eficientes para crescimento e expressdo da densidade micelial,
respectivamente. E a mistura de residuos lignoceluldsicos apropriadas para crescimento e
producao de P. ostreatoroseus foram residuo de processamento de acai suplementado com

farelo de arroz ou farelo de trigo.
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Resumo

A producao de cogumelos integra o novo conceito de biorrefinaria lignocelulosica que utiliza
residuos lignoceluldsicos como matérias-primas para conversao em produtos de base biologica,
priorizando o desenvolvimento sustentavel dos produtos a fim de reciclar biomassa e garantir a
economia circular. Esta pesquisa tem como finalidade avaliar o cultivo de P. ostreatoroseus em
residuo lignoceluldsicos para a produgdo de basidiomas a fim de desenvolver um bioproduto
alimenticio. P. ostreatoroseus foi cedido pela Colecao de Culturas DPUA, da Universidade
Federal do Amazonas e, cultivado em agar GYP (glicose, extrato de levedura e peptona)
suplementados com extrato de levedura (0,5 %, p/v). O crescimento e a producdo foram
avaliados por fermentagdo em estado solido em Exocarpo de cupuagu (Theobroma
grandiflorum), agai (Euterpe oleracea), abacaxi (Ananas comosus) e serragem, suplementados
com farelo de arroz (Oryza sativa) ou farelo de trigo (7Triticum aestivum) 0,5 % (p/v),
esterilizados a 121 °C por dois dias consecutivos, concentragdo 2:1 (p/p) umidade 60%. O
bioprocesso foi conduzido a 25 °C, por 15 dias na auséncia de luz. O produto de panificagao
foi elaborado tendo como base a biomassa desidratada, em escala laboratorial. A partir da
producdo do basidioma no substrato promissor determinou-se eficiéncia biologia,
produtividade, taxa de produg¢do e perda de matéria orginica, bem como a qualidade
microbiologica e o valor nutricional dos basidiomas e do produto de panificagdo. Os basidiomas
produzidos apresentaram cinzas, proteinas, lipideos significativos. O produto de panificacdo
com adi¢ao de cogumelo, apresentou O0timo valor nutricional para consumo e atendeu as
exigéncias higiénico sanitarias evidenciando que o cogumelo comestivel tem potencial para
suplementagao alimentar humana.

Palavras-chave: residuo, cultivo, bioproduto.
Abstract

Mushroom cultivation integrates the new concept of lignocellulosic biorefinery that uses
lignocellulosic waste as raw materials for conversion into biobased products, prioritizing the
sustainable development of products in order to recycle biomass and ensure circular economy.
This research aims to evaluate the cultivation of P. ostreatoroseus in lignocellulosic waste for
cultivation of basidiomes to develop a bioproduct. P. ostreatoroseus was provided by the
DPUA Culture Collection, Federal University of Amazonas and cultivated in GYP agar
(glucose, yeast extract and peptone) supplemented with yeast extract (0.5%, w/v). Growth and
production was evaluated by solid state fermentation on Exocarp of cupuacgu (7Theobroma
grandiflorum), acai (Euterpe oleracea), pineapple (Ananas comosus) and sawdust,
supplemented with rice bran (Oryza sativa) or wheat bran (7riticum aestivum) 0.5 % (W/v),
sterilized at 121 °C for two consecutive days, concentration 2:1 (w/w) moisture 60%. The
bioprocess was conducted at 25 °C, for 15 without light. The bakery product was prepared
based on the dehydrated biomass, in laboratory scale. The biology efficiency, productivity,
production rate and loss of organic matter were determined, as well as the microbiological
quality and nutritional value of the basidiom and the bakery product. Cultivation of basidiomes
have presented significant ash, protein and lipids. The bakery product with added mushroom
showed great nutritional value for consumption and met the hygienic requirements showing
that the edible mushroom has potential for human food supplementation.

Keywords: waste, cultivation, bioproduct.
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1 Introducao

A economia circular utiliza o modelo econdmico voltado para o uso eficiente de recursos
por meio da diminui¢do de residuos, para propiciar o desenvolvimento sustentavel enquanto
dissocia o esgotamento de recursos e degradagao ambiental (MORSELETTO, 2020; UBANDO
et al., 2020). Para geragdo de recursos, na biorrefinaria, o sistema econdomico funciona em
modelo de fluxo ciclico, em que cada residuo gerado ¢é reaproveitado no final da formacao de
cada produto (MOHAN et al, 2016; GEISENDOREF et al., 2018; KORHONEN et al., 2018).

No contexto da economia circular, as biorrefinarias destacam-se, pois tem como base os
preceitos baseados no uso de materiais renovaveis como matéria-prima, a fim de otimizar o uso
de recursos e minimizar o desperdicio, maximizando os beneficios e a rentabilidade. Em grande
escala, a biorrefinaria permite a fabricacdo de produtos de alto valor de base bioldgica e esta
classificada com base no tipo de matéria-prima utilizado (FERREIRA et al., 2007;
TAKKELLAPATI et al., 2018; PHILIPINI et al.,2020).

Na biorrefinaria lignocelulosica utilizam materiais lignocelulosicos, tais como biomassa
de floresta, bagaco, residuos de processamento de alimentos (organicos), cascas e serragem
(FARIA et al., 2018; PHILIPINI et al.,2020). O alto potencial nutricional dos residuos
agroindustriais como agucares na forma de polissacarideos, fibras, proteinas e minerais,
despertam o interesse para o bioprocesso (DEL CERRO et al., 2021).

Em funcdo do carater fisiologico diversas espécies de cogumelos comestiveis estdo
sendo cultivados em residuos lignocelulésicos, devido a capacidade destes organismos em
utilizar biomassa lignoceluldsica como fonte de carbono ou matéria prima de valor agregado
(VILAR et al., 2021; DEL CERRO et al., 2021).

A comercializagdo destes esta sendo avaliada em aproximadamente 63 bilhdes de
ddlares/ano. Deste total, 54 % equivale 34 bilhdes de dolares correspondente a comercializagao
de cogumelos comestiveis. Dentre estes destacam-se os cogumelos pertencentes ao género
Pleurotus (ROYSE et al., 2017).

Pleurotus ostreatoroseus Singer. cogumelo comestivel de coloragdo rosea e excelente
sabor do corpo de frutificagdo, ¢ conhecido pelas suas propriedades nutricionais e capacidade
de adaptagdao em diferentes residuos agroindustriais para cultivo in vitro, este que apresenta
colonizagdo rapida e vigorosa e garante alta eficiéncia biologica (FONSECA et al., 2015; REIS
etal., 2016). Desse modo, o objetivo da pesquisa € cultivar Pleurotus ostreatoroseus em residuo

lignoceluldsico para a producdo de basidioma afim de desenvolver um bioproduto alimenticio.
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2 Material e Metodos
2.1 Cultivo e Manutencao de Pleurotus ostreatoreoseus

Para a realizagdo desta pesquisa foi utilizado Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720,
cedido pela Colecdo de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas, Manaus,
Amazonas, Brasil. Para obteng¢do de cultura pura, o cogumelo foi cultivado em éagar Batata
Dextrose (BDA), com extrato de levedura 0,5 % (p/v). Os cultivos foram mantidos a 28 °C por

oito dias, na auséncia de luz e umidade a 60 %.

2.2 Producao de P. ostreatoroseus em matriz solida
2.2.1 Preparacio do inoculo em meio liquido

O indculo foi preparado em extrato de GYP (glicose, extrato de levedura e peptona)
esterilizado a 121 °C por 15 minutos. Em cada frasco de Erlenmeyer de 125 mL contendo 50
mL de meio liquido foram inoculados 15 discos miceliais (10 mm de didmetro) retirados da
cultura matriz selecionada no item 2.1. Os cultivos foram incubados a 28 °C, 150 rpm por oito

dias.

2.2.2 Cultivo em griaos de trigo (Spawn)

Os graos de trigo foram adquiridos no comércio local, lavados e deixados em imersao
em agua. Apds 12h, o excesso da agua foi retirado, seguindo a imersdao em solucao desinfetante
para hortifruticolas (COALA®) por 30 minutos. Ao término do tratamento, os graos foram pré-
cozidos por 15 minutos e drenado o excesso de agua. Os graos foram armazenados em sacos de
polietileno de 1000 g para esterilizagao a 121 °C durante 15 minutos. Apds resfriamento foi
inoculada nos graos a massa micelial obtida em meio liquido (item 2.2.1). Os cultivos foram
mantidos a 28 °C, na auséncia de luz até completa colonizagdo do substrato (FONSECA et al.,

2015).

2.2.3 Produciao dos basidiomas de P. ostreatoroseus em residuo lignocelulosico

Para producao dos basidiomas de P. ostreatoroseus foi utilizado o substrato de residuo
de processamento de Acai (Sac), higienizado com solugdo de hipoclorito 1 % (v/v) por 30
minutos, (ROLLAN, 2003). Apos o tratamento, o excesso de dgua foi drenado e o substrato
misturado com farelo de arroz (FA), concentragdo 2:1 (p/p), umidade 60 %. A mistura de
residuo (1000 g) foi acondicionada em embalagens de polietileno transparentes de 3 kg. O

substrato foi esterilizado a 121 °C, por uma hora, por trés dias consecutivos. A fermentac¢ao foi
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realizada a 25 °C até completa miceliacao do residuo, em ambiente sem luz, umidade ambiente
80%. A embalagem dos cultivos foi perfurada apds 72 horas. Apds a inducao dos primordios a
12 °C, os cultivos foram expostos a luz difusa por 12 horas, 25 °C, em ambiente com umidade

90 % (ROLLAN, 2003; FONSECA et al., 2015).

2.2.4 Quantificacio, caracterizacio, desidratacio e trituracio dos basidiomas

Ao término da produgdo apds colheita, os basidiomas totalmente desenvolvidos foram
contados e separados daqueles que possivelmente apresentaram deformidades, para posterior
determinagdo do peso médio (peso médio de cada fluxo/nimero de basidiomas). Neste
bioprocesso foi avaliada a formacao e desenvolvimento dos primordios e tempo total de cultivo,
e outras caracteristicas foram determinadas, como eficiéncia bioldgica, produtividade, taxa de
produgdo e perda da matéria organica de acordo com Fonseca et al., (2015). Em seguida os
basidiomas foram desidratados a 40 °C até umidade final de 5 %. Ao término, os basidiomas
foram triturados e embalados em recipiente de vidro com tampa rosqueavel para a determinagao
da eficiéncia bioldgica (Equagdo I), rendimento (Equagdo II) e produtividade (Equagao III). A
determinagdo de perda de matéria organica (PMO) foi realizada com base no peso seco dos

residuos nao degradados (Equagao IV) (FONSECA et al., 2015).

Equagcio . Eficiéncia biologica (%) = Pesodobasidioma fresco y 10
pesode substrato seco

pesodo basidioma fresco

Equagdo IL. Rendimento (%) = Pesodesubstratoutilizado 4 10q

eficiéncia biologica

Equacdo III. Produtividade (g/dia) = g -
dias de cultivo

~ L A Massa do sub idual (b
Equagdo IV. Perda da matéria orgénica PMO) =————— strato residual (base sea) 1))

Massa residual inicial (base seca)

2.2.5 Determinac¢io da composi¢ao centesimal da biomassa

O residuo agroindustrial e os basidioma foram desidratados e triturados para a
determinagdo dos seguintes pardmetros: teor de umidade, proteina, cinzas, lipidios,
carboidratos, fibra e valor calorico no Laboratorio Tecnologia de Pescado — Universidade
Federal do Amazonas. O teor de proteina bruta (total) foi determinada pela concentragao de
nitrogénio (%) segundo o método micro Kjeldahl e aplicando o fator de conversao 4,28 [valor
adotado para a determinagdo da porcentagem de proteina para cogumelo], pois ¢ admitido que

apenas 70 % dos compostos nitrogenados existentes nesses fungos sejam digeriveis pelo
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organismo humano (0,70*%6,25=4,38), ¢ 6,25 para os substratos (BLIGH E DYER, 1959;
A.0.A.C, 1997; LATINFOODS, 2002; A.O.A.C, 2005; TACO, 2006; FURLANI et al.,2005).

2.3 Elaboraciao do produto de panificacido suplementado com biomassa de Pleurotus
ostreatoroseus
2.3.1 Matéria Prima

O produto de panificacdo foi elaborado tendo como base a biomassa desidratada e
triturada de P. ostreatoroseus. As analises de composi¢ao centesimal do produto de panificagao

foram realizadas conforme citado no item 2.3.2

2.3.2 Formulag¢io do produto de panificacio

O produto de panificacdo adicionado de cogumelo apresenta duas formulagdes
diferentes: ® Formulagdo do produto padrdo contendo farinha de arroz,@ Formulag¢do do
bioproduto contendo farinha de arroz e biomassa do cogumelo [P. ostreatoroseus] triturada,
desidratada em p6 10% (p/p).

Na tabela 1 constam os ingredientes utilizados na formulagdo do bioproduto de
panificacdo e padrao, os ingredientes utilizados foram pesados em balanga analitica e
posteriormente misturados. A massa do produto de panificacao foi acondicionada em formas
medindo 7 cm de didmetro e 5 cm de altura. O cozimento do bioproduto foi realizado em forno

elétrico a 180 °C por 15 min.

Tabela 1. Quantitativo de ingredientes utilizados na preparagcdo do produto de panificacio

Formulagao
Ingredientes Padra Produto de Panificacdo
adrao 10% biomassa cogumelo desidratada em p6
Ovo 1 unidade 1 unidade
Clara 25,601g 25,601¢g
Farinha de arroz 68g 612¢g
Biomassa de cogumelo ) 6.8
desidratada e triturada em po °8
Sal 1,7¢g 1,7¢g
Oleo de coco 10g 10g
Leite em p6 10g 10g

Fermento 6,5g 6,5g
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2.4 Analise da qualidade microbiologica da biomassa
2.4.1 Avaliacido da qualidade microbioldgica dos basidiomas e do produto final do
cogumelo comestivel

Para determinacdo de mesofilos, coliformes totais, termotolerantes e Salmonella sp. e
Shigella sp. da biomassa desidratada de P. ostreatoroseus e do produto alimenticio foi realizada
pelo método de dilui¢do sucessiva como citada por Massaguer (2005) e Ali (2016). De cada
amostra de biomassa desidratada e triturada foi utilizado 25 g para ser homogeneizado com 225
ml de 4gua peptonada (diluigdo 107"). Desta suspensdo foram preparadas dilui¢des sucessivas,
transferindo 1000 pL para 9000 pL de agua peptonada 0,1 % (p/v), até obtengdo da dilui¢do 10~
3. As diluigdes foram submetidas a agitagdo por dois minutos em agitador de tubo. De cada
dilui¢do foi transferido 100uL para superficie de SS agar modificado, Mannitol Salt dgar e

EMB Levine agar (KASVI ®).

2.5 Analise Estatistica
Os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva média, desvio padrio,
graficos e os calculos de atividade enzimética (R?> 95%) por andlise de variancia (Anova) e

teste Tukey (p<0,05) para comparagao de médias, utilizando o software Minitab ® versao 17.0.

3 Resultados e discussdo
3.1 Cultivo de P. ostreatoroseus em residuo de processamento de acai com farelo de arroz

Nos cultivos de P. ostreatoroseus em residuo de processamento de agai com farelo de
arroz (Sact+FA), a miceliagdo e formacdo dos primordios foi verificada em 14 e 16 dias,
respectivamente (Tabela 2, Figura 1 A-B). O tempo de produ¢do consistiu de dois fluxos, o
primeiro ocorreu em 19 dias e o segundo em 26 dias (Figura 1 C-F). Na pesquisa de produgao
de P. djamor a média da corrida micelial foi de 14 dias em grama e serragem. P. ostreatoroseus
quando cultivado em exocarpo de cupuacgu e farelo de arroz o tempo de cultivo total foi
aproximadamente 36,8 e 35,6 dias nas pesquisas realizadas por Fonseca et al. (2015) e Rabuske
et al.(2019), respectivamente.

Reis (2010) e Picornell-Buendia (2016) afirmaram que as espécies do género Pleurotus,
quando adaptadas ao substrato, parecem exigir 15 a 30 dias para desenvolvimento micelial e
necessitam de 5 a 10 dias para emissdo dos primordios.

A eficiéncia bioldgica, produtividade e o rendimento foram de 76,02%, 3,99 (g/dia) e

70,3%, respectivamente (Tabela 2). Dados similares foram obtidos na producdo de Pleurotus
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ostreatoroseus em exocarpo cupuacu ¢ farelo de arroz, e Pleurotus ostreatus em residuo
agroindustrial de dendé e amendoda de cacau (FONSECA et al., 2015; SILVA et al., 2020).

A porcentagem de matéria organica degradada no substrato Sac + FA foi de 63,6% nos
cultivos de P. ostreatoroseus DPUA 1720 (Tabela 2). Fonseca et al. (2015) verificaram que P.
ostreatoroseus degradou 37,68% em exocarpo de cupuacu suplementado com farelo de arroz.
Nas pesquisas de Martins et al. (2018) e Zarate-Salazar (2020) verificaram que P. ostreatus
degradaram 31,68%, 29% e 49%, nos cultivos em bagago de cana, serragem de eucalipto, farelo
de soja, composto sobrafértil, calcario calcitico, substrato de milho e palha de arroz,
respectivamente.

Tabela 2 — Ciclo de cultivo P. ostreatoroseus em substrato lignoceluldsico.
Residuo do Processamento de Acai +

Parametros Farelo de Arroz
Miceliagdo Precocidade (dias) 14,0 £1,0
Formagio Primérdios 16,0 + 0,6
Tempo de produgio (dias) 19,0+ 1,2
Eficiéncia Biologica (%) 76,02 £ 1,7
Produtividade (g/dia) 3,99+2,1
Rendimento (%) 70,3+ 0,6
Perda da Matéria Organica (%) 63,6+ 0,5

Entre as duas colheitas, os basidiomas apresentaram coloragdo rdsea, com variagao de
tamanho, maturidade, odor agradavel e textura rigida (Figura 1 C-F). Ao término da
frutifica¢do, os cogumelos apresentaram caracteristicas tipicas de P. ostreatoroseus como véu

ausente, lamelas ndo intervenosas e decorrentes (Figura 1-E) (PUTZKE et al., 2018).

Figura 1. Fases de desenvolvimento e caracteristicas morfologicas dos basidiomas in natura de P.
ostreatoroseus em residuo do processamento do agai com farelo de arroz: (A) Primordios em
desenvolvimento; (B) Desenvolvimento dos basidiomas; (C) Primeiro fluxo formac¢do de basidiomas
imaturos; (D) Basidiomas imaturos; (E) Basidiomas maduros, antes da colheita; (F) Segundo fluxo de
produgio, basidiomas com corpo de frutificagdo maduro.
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Mkhize et al. (2017) afirma que os parametros como rendimento e eficiéncia biologica
sdo importantes a serem levados em consideragdo para o sucesso no cultivo de cogumelos,
tendo em vista que a eficiéncia bioldgica indica a capacidade do cogumelo de frutificar no
substrato. Bem como ¢ influenciada pela qualidade de nutrientes, umidade, temperatura,
luminosidade, pH, tipo e porcentagem de semente e linhagem do fungo.

Uma eficiéncia bioldgica de 100% significa que a massa de cogumelos frescos colhidos
¢ igual ao peso seco do substrato. Dado o contetido de 4gua de cogumelos de cerca de 90%,
cultivadores qualificados produzem cogumelos com um (EB) entre 70% e 125% (GRIMM et
al., 2021).

Na producdo de cogumelos, indices promissores dependem da capacidade de
decomposicdo do substrato pelo fungo para formacdo de micélio vigoroso. As espécies de
Pleurotus spp., por exemplo, tem a habilidade de desenvolvimento em diferentes condigdes,
geralmente eles requerem condigdes nutricionais, como o substrato metabolizavel, com altos
teores de oxigénio, um limite de nitrogénio e outras condi¢des padrdes de cultivo (RABUSKE
et al., 2019, RAMAN et al., 2021).

Na tabela 3 estdo apresentados os resultados da composi¢ao centesimal da biomassa
desidratada em p6 de P. ostreatoroseus DPUA 1720. O teor de umidade da biomassa
desidratada (10,49%) foi significativo, valor que atende a legislacdo brasileira, que determina

valor maximo para esse parametro 12,0% (g/100g) (BRASIL, RDC n° 272/2005).

Tabela 3.Composicdo centesimal da biomassa desidratada em p6 de P.ostreatoroseus e de
ervilha em vagem, valores médios expressos em base seca.

P. ostreatoroseus Pisum sativum
Parametros (Ervilha, em vagem) *

100g de produto (base seca)
Umidade 10,49+ 0,7 76,8%
Cinzas 1,19+ 0,01 1,0
Lipideos 1,97+0,4 0,5¢
Nitrogénio 3,76+ 0,01 -
Protein/Nx 4,38 15,44 £0.02 7,5¢
Fibras 12,86 + 0,9 9,7g
Carboidratos 58,17+0,01 14,2¢
Energia (Kcal) 311,0+0,02 88kcal

N=nitrogénio. *Dados obtidos da Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (TACO, 2011)

As porcentagens de cinzas (1,19%), proteinas (15,44 %) e lipideos (1,97%) foram

significativas, o teor de proteinas da biomassa de P. ostreatoroseus, neste estudo, esta dentro
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do registrado para o género Pleurotus (10,5 a 30,4%), os valores de energia (311,0%) se
destacaram significativamente para esta espécie (Tabela 3) (FURLANI E GODOY, 2005).

Os valores de carboidratos (58,17%) e energia (311,0%) se destacaram
significativamente (Tabela 3). Para P. ostreatoroseus, os resultados de proteina, lipidios e
cinzas, respectivamente, foram inferiores 34,38%, 59,74%, 18,34%, comparados aos resultados
obtidos no cultivo em exocarpo de cupuagu com farelo de arroz [800:200, (p/p)] (FONSECA
et al.,2015). Jegadeesh et al. (2018) observaram que nos cultivos de Pleurotus var. roseus os
valores de carboidratos foram inferiores (23,07%) em basidiomas maduros cultivados em palha
de arroz e palha Ragi.

Apesar da diversificagdo nutricional, espécies de cogumelos comestiveis comumente
tém baixo teor de lipidios. Muitas espécies se destacam como fonte de carboidratos, fibra e
proteinas, inclusive apresentam todos os aminodcidos essenciais. Os carboidratos tém como
funcdo principal fornecer energia e as proteinas sao nutrientes construtores do organismo
(0ssos, pele e musculos) (CONDE et al., 2017; RAMAN et al, 2021).

Nos fungos, as fibras alimentares estdo representadas pelas glucanas [B-glucanas 3-
(1—3; 1—6) e a-glucanas (1—3)], t€m funcdo estrutural na parede celular e podem estar livres
ou associadas as proteinas, lipideos e outros polissacarideos. Na base da parede celular, as -
glucanas estao ligadas a quitina e proteinas formando um complexo (FURLANI E GODOY,
2007; FRAGA et al.,2013; KUMARI, 2020). Os cogumelos tém fibra alimentar comestivel e
sdo boas fontes de compostos alimentares essenciais que sdo valiosos para a nutri¢do humana,
os cogumelos comestiveis fornecem até 25% da fibra dietética recomendada (RAMAN et al.,
2021).

Além disso, as fibras alimentares ou fibras dietéticas promovem efeitos positivos na
prevengdo e tratamento de certas doencas, sdo utilizadas pela microbiota intestinal como
substrato para crescimento, proporcionando inumeros efeitos positivos para o organismo
humano, incluindo prevengao de certas doencas cronicas (doenca arterial coronariana, acidente
vascular cerebral, auxiliarem na reducao da pressao arterial, diabetes mellitus, no controle do
peso e algumas desordens gastrointestinais) (MAGALHAES et al., 2016; TOLERA et al., 2017;
KUMARI, 2020).

Neste estudo a comparagdo nutricional de P. ostreatoroseus foi feita com ervilhas,
devido estas serem tradicionalmente consumidas em saladas como vegetais e verduras (Tabela

3). Os resultados revelaram que o cogumelo em questdo, destacou-se em relacdo a ervilha, pois
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na sua composicao apresentam valores significativos de cinzas, fibras, proteinas, carboidratos
e energia.

Semelhante aos vegetais e verduras, o consumo gastrondmico dos cogumelos
comumente estd sendo utilizado em molhos, saladas, pizzas e cremes. O destaque para essa
forma de consumo esta ligado a capacidade de adicionar o sabor umami, conhecido como o
sabor que tem em carnes e outras fontes de proteinas (SUN et al., 2020; HARADA-PADERMO
et al., 2020).

A composi¢dao de aminoacidos dos cogumelos facilita a expressao desse sabor. O
conteudo proteico dos cogumelos geralmente € superior a outros vegetais. Como consequéncia,
cogumelos tornam-se op¢des gastrondomicas interessantes para grupos vegetarianos ou apenas
para enriquecer a composi¢do de proteinas e o sabor de pratos a base de verduras e vegetais
(TACO, 2011; HARADA-PADERMO et al.,2020).

O conteudo de nutrientes dos cogumelos, a exemplo de Pleurotus pode variar de
acordo com as caracteristicas da espécie, composicdo do substrato, condi¢do a que sdo
submetidos para desenvolvimento dos basidiomas, caracteristicas ambientais, época de cultivo,
manuseio e colheita, armazenamento pos-colheita, transporte, entre outros fatores (CHANG E
MILES, 2004; HELM et al, 2009; LIMA et al., 2017).

O crescimento do micélio do cogumelo requer nutrientes, temperatura adequada,
umidade e ar. O micélio geralmente busca altas concentragdes de carbono, nitrogénio, oxigénio,
enxofre, fosforo, e potassio e carboidratos (glicose, celulose, amido e lignina) que sdo a fonte
de carbono e energia (SILVERMAN et al., 2020).

Outra vantagem resultante do cultivo de cogumelos consiste na biotransformacao de
residuos lignoceluldsicos em alimentos para humanos e ragdo animal, bioprocesso que
proporciona a redugdo do impacto ambiental causado pelo descarte inadequado desses residuos
(BENTO et al., 2012; SAAD et al.,, 2017). Os processos de biotransformagao de residuos
atualmente conhecidos por biorrefinarias estdo ganhando for¢a nos ultimos anos, pois este
processo permite a reutilizagdo e aproveitamento de difentes biomassas, € na conversao destas
em combustiveis, eletricidade, calor, produtos quimicos de alto valor e outros produtos de base
biologica (PHILIPPINI et al., 2020).

Com base nos resultados desta pesquisa, P. ostreatoroseus cultivado em residuo de
processamento de acai e farelo de arroz ¢ o cogumelo comestivel com caracteristicas
nutricionais essenciais para utilizagdo como alimento para consumo humano, além de propiciar

a biotransformacao de residuos lignocelulésicos.
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3.2 Bioproduto de panificacdo suplementado com Basidioma de P. ostreatoroseus

A composi¢do centesimal dos produtos de panificagdo padrao e do suplementado com
biomassa desidratada em p6 de P. ostreatoroseus estio apresentados na tabela 4. A umidade no
produto padrdo foi significativa (56,08%), valor superior (24,84%) ao do produto contendo
biomassa de P. ostreatoroseus.

Quanto aos nutrientes, cinzas, lipideos, proteinas, fibras, carboidratos foram
significativos nos dois produtos. Todavia, no produto contendo biomassa do cogumelo, lipideos
foi inferior 25,52%, ja o contetido de carboidrato e fibras, foi de 28,40% e 22%, em relagdo ao
padrao, respectivamente (Tabela 4). Esses resultados demonstram que a adicdo do cogumelo
no produto de panificacao influenciou de forma positiva na composi¢ao final do produto.

Tabela 4.Composi¢ao centesimal da biomassa desidratada em p6 e produtos de panificagio
elaborados com biomassa desidratada em p6 de P. ostreatoroseus (g/100g de produto).

Pio sem cogumelo  Pao + biomassa seca em po de

Parimetros (padrio) P. ostreatoroseus 10% (p/p)
Umidade (56,08 £ 0,2)* (42,15 +0,3)°
Cinzas (0,3 +£0.03) (0,4 £0.05)
Lipideos (17,16 £0,2)* (12,78 £0,07)
Nitrogénio (4,4120,02)° (5,98,£0,01)*
Protein/Nx 6,25 (5,45+0,7) (5,62+0,07)

Fibras (1,45 £ 0,2) (1,86 +0,02)
Carboidratos (24,07+0,0)° (33,62+0,0)
Energia (Kcal) (274,91+0,0)* (309,914+0,0)°

N= nitrogénio; Valores seguidos pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente
entre si no teste de Tukey (p<0,05).

Na pesquisa realizada por Biao (2019) para criar uma versao mais saudavel de
biscoitos, foi substituida a farinha de trigo por um nutracéutico rico em farinha de cogumelos e
obteve niveis cinco vezes maiores de fibra alimentar e minerais a farinha de trigo, onde a
suplementagdo da farinha de cogumelo forneceu a melhoraria do perfil nutricional dos cookies,
corroborando com as observagdes realizadas nesta pesquisa no produto de panificagdo
elaborado.

A farinha de arroz, um dos ingredientes do produto de panificagdo apresentou a
seguinte composicao centesimal (g/100 de produto): umidade 10,95%, que atende a legislagdo
brasileira, que determina valor méximo de 15,0 % (g /100 g) (RDC 264/2005).

Nas andlises da composi¢ao centesimal da farinha de arroz utilizadas na formulagdo

do produto os componentes como: Cinzas (0,03%), lipideos (3,07%), proteinas (6,02%),
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nitrogénio (13,64%), fibras (0,33%), carboidratos (82,12%) e energia (359,08%), sdo
quantitativos proximos aos citados para farinha de arroz pela TACO, 2011.

A concentracdo de nutrientes em arroz pode ser comprometida devido a fatores
ambientais (adubag¢do nitrogenada, radiagdo solar e temperatura) durante o desenvolvimento do
grao, além das caracteristicas genotipicas e do processamento (WALTER et al.,2008;
CHATURVEDI et al., 2017; KUMARATHILAKA et al., 2018).

A farinha de arroz estd sendo uma das principais substituintes da farinha de trigo em
produtos de panificacdo sem gluten (gluten-free), pois pode ser utilizada como matéria prima
alternativa nas dietas por ser um carboidrato de facil digestdo, versatil, textura fina e sabor
suave (RICO et al., 2019; WU et al., 2019). Além do uso das leveduras estao utilizando
determinadas estruturas de fungos macroscépicos (cogumelos) adicionais ao pao, como forma
de melhorar a composi¢do de produtos (CHIEN et al.,2016; GOMEZ et al., 2020).

Na figura 2 estdo apresentadas as caracteristicas fisicas do produto de panificacao
(padrao) e com adicdo de cogumelo. O tempo de preparo do produto foi de 1 hora,
compreendendo a etapa de pesagem e mistura dos ingredientes, 15 minutos para crescimento

da massa e 15 minutos para cozimento.

Figura 2. Caracteristicas do pdo com ¢ sem adi¢do de cogumelo (P. ostreatoroseus). (A) Pdo sem adi¢do de
cogumelo (padrdo); (B) Pao com 10% cogumelo. (C) Comparativo do aspecto da massa pdo com adi¢cdo de
cogumelo (2 esquerda) e pao controle (a direita).

O tamanho do produto de panifica¢do adicionado de P. ostreatoroseus e do padrao foi
semelhante, 7,0 cm de didmetro e altura 4,0 cm, antes do cozimento. Ap6s o processo de

cozimento a altura, em média correspondeu a 4,06 cm para o produto suplementado com o
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cogumelo e o padrdo 4,57cm (Figura 2). Estas caracteristicas observadas no produto podem
estar associadas a concentragdo de carboidrato presente no cogumelo. A concentragdo de
carboidrato interfere no crescimento da massa, pois quanto maior a concentragao de carboidrato
menor o crescimento da massa. A reducao de carboidrato aumenta o crescimento da massa,
proporcionando maior elasticidade e maciez (SILVA et al., 2003; MILLAR et al., 2019).

O produto de panificagdo contendo cogumelo desidratado em po proporcionou
alteracdo das caracteristicas da massa, como consisténcia, deixando-o macio e com porosidade,
caracteristica observada na figura 2-C. O pao com adi¢do de P. ostreatoroseus tem maior
porosidade em relacdo ao pao padrao, resultado que demonstrou a eficiéncia do cogumelo na
melhoria da consisténcia da massa. A aeragao comec¢a com a mistura dos ingredientes, fator que
influencia na textura do produto final, ou seja, o ar ¢ incorporado no sistema de massa sob a
forma de bolhas, formando poros (PEIGHAMBARDOUST et al., 2010; KTENIOUDAKI et
al.,2011; GODSWILL et al., 2019; PACKKIA-DOSS et al., 2019).

Com base nos valores obtidos nessa pesquisa, os dados foram expressos na forma de
composi¢ao nutricional por 50g de porcdo do produto (Tabela 5 e 6). Neste contexto, essa
informagdo proporciona ao consumidor conhecimento da composi¢ao nutricional do produto,
como forma de escolha para aquisicdo de alimentos saudaveis e de adequado valor nutricional
em beneficio da sua saude e bem estar (CAVADA et al,2012; LEHMANN et al., 2017).

Cogumelos do género Pleurotus sdo considerados alimentos saudaveis e de expressivo
valor nutricional para ser utilizado em dietas hiperproteicas e hipolipidicas, devido a
composi¢ao de proteinas, carboidratos e valor energético, além de valores baixos de lipidios
(BERNARDI et al.,2007; RAMAN et al., 2021) (Tabela 6).

Tabela 5. Informacao nutricional do produto de panificagcdo (Padrdo)

INFORMACAO NUTRICIONAL
Porcdo 50g (2 fatias)

Quantidade por porcao % VD (*)

Valor energético 136Kcal = 569 7
kj

Carboidratos 12g
Proteinas 2,8¢g
Gorduras totais 8,62 16
Gorduras saturadas ok ok
Gorduras trans ok ok
Fibra alimentar 0,7g 2,8

(*) Valores diarios de referéncia com base em uma dieta de 2.000 kcal ou 8400 kj;

** VD nio estabelecido.
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Tabela 6. Informagdo nutricional do produto com adicio de cogumelo comestivel P.
ostreatoroseus

INFORMACAO NUTRICIONAL
Porgdo 50g (2 fatias)
Quantidade por porgéo % VD (*)
Valor energético 138Kcal = 577 kj 7
Carboidratos 17g 6
Proteinas 3g 4
Gorduras totais 6,4g 12
Gorduras saturadas ok ok
Gorduras trans ok ok
Fibra alimentar g 4

(*) Valores diarios de referéncia com base em uma dieta de 2.000 kcal ou 8400 kj;

** VD ndo estabelecido.

Na andlise microbioldgica dos basidiomas desidratados de P. ostreatoroseus, bem
como, do produto de panificagdo com e sem adi¢do do cogumelo observou-se a auséncia de
coliformes totais — Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella sp., Staphylococus aureus, bolores
e leveduras. Estes resultados mostraram que a qualidade do produto estd em conformidade com
as exigéncias da legislagao brasileira, segundo preconizado pela qualidade higiénico-sanitaria
da amostra na Resolug¢@o - RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, RDC n° 331 de 23 de Dezembro

de 2019 ¢ na Instru¢ao normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019.

4 Conclusao

Os basidiomas desidratados de P. ostreatoroseus DPUA 1720 produzidos em residuos
lignoceluldsicos demonstraram contetido de cinzas, proteinas, lipideos significativos e
caracteristica higiénico-sanitarias compatives a produtos alimenticios para consumo. No
produto de panificagdo, a adi¢cdo do cogumelo proporcionou o aumento do teor de carboidratos,
cinzas, fibras lipidios e proteinas, agregando qualidade nutricional ao produto final,
evidenciando que P. ostreatoroseus pode ser utilizado ndo somente como alimento mas como

suplemento para enriquecer nutricionalmente produtos para consumo humano.
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5 CONCLUSAO

Os resultados alcangados demonstraram que P. ostreatoroseus DPUA 1720 cresceu em
todos os meios sintéticos e naturais, a maior velocidade de crescimento foi identificada em agar
Malte. No entanto, 4gar GYP foi o meio promissor com relagao ao vigor micelial. A mistura de
substrato eficiente para a produgdo de P. ostreatoroseus foi observada em Residuo de
processamento de acai suplementado com farelo de arroz (Sact+FA), devido a densidade
micelial.

As proteases apresentaram atividade 6tima em pH 5,0 e a 40 °C, classificadas como
serinoprotease e aspartoprotease. A agdo destes biocatalisadores é fortemente inibida por Fe*?
e Mn'2. As proteases de P. ostreatoroseus tém potencial para uso na industria farmacéutica,
téxtil, alimenticia e quimica.

O substrato promissor na sintese de proteases por Pleurotus ostreatoroseus foi o residuo
de processamento de acai suplementado com farelo de arroz. P. ostreatoroseus DPUA 1720
desenvolveu basidiomas na mistura de Sac+FA com contetdo de cinzas, proteinas, lipideos
significativos e caracteristica higi€nico-sanitarias compatives a produtos alimenticios.

O produto de panificacao com adigdao de cogumelo, apresentou 6timo valor nutricional,
pois o cogumelo proporcionou o aumento do teor de carboidratos, cinzas, fibras lipidios e
proteinas, agregando qualidade nutricional ao produto final. Dessa forma, evidencia que o
cogumelo comestivel P. ostreatoroseus pode ser utilizado ndo somente como alimento mas
como suplemento para enriquecer nutricionalmente produtos alimenticios para consumo
humano.

Os dados obtidos na pesquisa sugere que o uso de residuos lignocelulésicos para
producdo de enzimas e basidiomas ¢ um bioprocesso viavel e ecologico, nos quais adentra os
preceitos da biorrefinaria e economia circular e pode resultar em bioprodutos comercializaveis

com oOtima qualidade nutricional.
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