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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a viabilidade do uso de residuos produzidos nas feiras
abertas da cidade de Manaus como substrato para o cultivo e producdo de lacase por Pleurotus
ostreatus. Para a selecdo do residuo mais adequado para o cultivo foram realizados bioprocessos
utilizando os residuos de casca de tucumd@ (Astrocaryum aculeatum), casca de cupuagu
(Theobroma grandiflorum), casca de pupunha (Bactris gasipaes), caroco de acai (Euterpe
oleracea) e casca da raiz de mandioca (Manihot esculenta). Os residuos foram obtidos das feiras
abertas da cidade de Manaus e secos em estufa de circulacdo de ar a 70°C e utilizados
conjuntamente 20% de farelo de trigo como suplementacdo. Os residuos foram triturados e
padronizados, tendo sua umidade corrigida para 70% do peso da mistura. Um inoculo foi
preparado a base de farelo de trigo e apds a incubacdo o mesmo foi despejado nos sacos contendo
residuo. Apos a incubacédo e frutificagdo os cogumelos foram colhidos e pesados para o calculo
de eficiéncia biologica (EB) e perda de matéria organica (PMO). Para a investigacdo da producéo
de lacase nos residuos foram retiradas amostras dos sacos contendo residuo nos dias 10,15,20,25
e 30 e foi realizada a determinacdo da atividade da lacase. Como resultado a caca de tucuma
apresentou a producdo mais alta de lacase (21766,82 U/Kg) seguida pela casca da pupunha
(6161,43 U/Kg). A casca de mandioca demonstrou a maior eficiéncia biologica (12,82%). O
residuo de casca de pupunha foi selecionado para a etapa de otimizacdo da producdo. Para este
residuo foram avaliadas as condigdes mais adequadas de cultivo e producéo de lacase. Utilizando
planejamento fatorial e superficie de resposta foi possivel determinar as melhores condicdes para
a producdo de lacase por Pleurotus ostreatus. Assim, a condicdo excelente para a producédo de
lacase foi utilizando 150g de casca de pupunha e 60% de umidade onde se obteve uma producéo
de lacase de 3565,02 U/Kg.

Palavras-chaves: Pleurotus ostreatus, cogumelos comestiveis, producéo de lacase, residuos

vegetais.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the feasibility of using waste produced in open fairs in
the city of Manaus as a substrate for the cultivation and laccase production by Pleurotus
ostreatus. For the selection of the more suitable waste for cultivation were performed
bioprocesses using tucuma’s peel (Astrocaryum aculeatum), cupuacu’s peel (Theobroma
grandiflorum), peach palm’s peel (Bactris gasipaes), acai seed (Euterpe oleracea) and peel of the
root of cassava (Manihot esculenta). The residues were obtained from open markets in the city of
Manaus and dry in air circulation oven at 70 ° C and used with 20% wheat bran as
supplementation. The residues were crushed and standardized, and its moisture corrected to 70%
by weight of the mixture. An inoculum was prepared with wheat bran and after incubation it was
poured in bags containing residue. After incubation and fruiting mushrooms were harvested and
weighed for biological efficiency calculation (EB) and loss of organic matter (PMO). For the
investigation of laccase production in the waste samples were taken from the bags containing
residue 10,15,20,25 and 30 days and the activity of laccase was determinated. As a result the
tucuma’s peel had the highest production of laccase (21766.82 U / kg) followed by the peach
palm’s peel (6161.43 U / kg). Peel of the root of cassava showed the highest biological efficiency
(12.82%). The peach palm’s peel residue was selected for the optimization step. To this residue
were investigated the most appropriate conditions for the cultivation and production of laccase.
Using factorial design and response surface was possible to determine the best conditions for the
production of laccase by P. ostreatus. Thus, the excellent condition for the production of laccase
was using 1509 of peach palm’s pell and 60% of moisture where it obtained a laccase production
of 3565.02 U / Kg.

Keywords: Pleurotus ostreatus, edible mushrooms, laccase production, vegetable waste.
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1. INTRODUCAO

Nas feiras abertas da Cidade de Manaus, diariamente, sdo geradas toneladas de
residuos vegetais que se apresentam como um desafio do ponto de vista ambiental, pois
causam poluicdo visual, mau cheiro e contaminacdo da agua e do ponto de vista de
gerenciamento assim como seu armazenamento, transporte e destinagdo. Uma alternativa para
0 aproveitamento desses residuos vegetais seria a sua utilizagdo como substrato para o cultivo
e producdo de lacase por cogumelos. Os cogumelos possuem valor econdmico e nutricional
como alimento e durante o seu desenvolvimento sobre o substrato podem vir a produzir
enzimas de interesse econdmico/industrial como as lacases. Pouco se conhece sobre o
aproveitamento como substrato dos residuos gerados a partir do processamento dos produtos
vegetais da regido norte do pais, assim como sua composicdo quimica, sendo necessarios

trabalhos no sentido de investigar o potencial desses para producdo de cogumelos e lacases
(1).

Agaricus bisporus, Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus sdo as trés espécies de
cogumelos comestiveis comumente cultivadas e consumidas no Brasil e apresentam-se como
alimentos com caracteristicas nutricionais excelentes, com alto teor de proteinas e fibras
alimentares, além do baixo teor de lipideos e fonte de fosforo (1). A investigacdo do cultivo
de cogumelos do género Pleurotus em residuos vegetais produzidos em feiras amazonicas
possui potencial para gerar uma alternativa promissora para o aproveitamento de residuos pela

bioconversédo destes residuos em produtos de maior valor nutricional e gastronémico.

Pleurotus ostreatus, além de ser um cogumelo comestivel, € um produtor de lacase.
Essa enzima € capaz de extrair elétrons de compostos fendlicos atuando de forma inespecifica
sobre os substratos. Devido a essa peculiaridade, essa enzima é atualmente comercializada
para a producdo de biocombustiveis, diagndstico laboratorial, biorremediacdo, industria téxtil
e de alimentos (2). Entendendo-se que parte dos custos da producdo dessa enzima estdo
relacionados ao bioprocesso, incluindo custos com substrato, torna-se interessante a busca de

alternativas como a utilizacdo de residuos.

Especificamente quanto aos residuos, ¢ importante salientar que nas feiras abertas e
no comércio da cidade de Manaus sdo produzidas, aproximadamente, 35 toneladas diarias de
residuos vegetais (3). Esses residuos, apesar do seu potencial de aproveitamento, atualmente

séo causa de poluicdo ambiental e geram custos quanto a sua disposic¢ao final. Dentre esses



residuos deve-se citar: casca do tucuma (Astrocaryum aculeatum), casca do cupuagu
(Theobroma grandiflorum), casca da pupunha (Bactris gasipaes), semente do acai (Euterpe

oleracea), casca da mandioca (Manihot esculenta)

Diante do exposto, o presente estudo justifica-se em avaliar a viabilidade de residuos
vegetais regionais produzidos nas feiras abertas de Manaus no cultivo e producdo de lacase

por Pleurotus ostreatus.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producao de residuos nas feiras da cidade de Manaus
As frutas, verduras, hortalicas e peixes jogados nos lixos das feiras e mercados de

Manaus alimentariam cerca de 100 mil pessoas por més, segundo estimativa do programa
Mesa Brasil. Segundo dados da secretaria municipal de limpeza (Semulsp) diariamente séo
recolhidas 95,4 toneladas de alimentos nas lixeiras, em 39 feiras e mercados. O total de
alimentos desperdicados por més chega a somar 2862 toneladas. Grande parte do material
descartado nas feiras & organico, sendo que restos de frutas e legumes ndo podem ser
vendidos e sdo improprios para 0 consumo. Entre os residuos produzidos, podemos destacar:
casca do tucuma (Astrocaryum aculeatum), casca do cupuagu (Theobroma grandiflorum),
casca da pupunha (Bactris gasipaes), semente do acai (Euterpe oleracea), casca da mandioca

(Manihot esculenta).

2.1.1 Casca do tucuma (Astrocaryum aculeatum)
Trata-se de um residuo amplamente produzido em feiras abertas. A especie

Astrocaryum aculeatum ou tucuma do Amazonas é consumida em larga escala nos estados da
regido norte do Brasil (4).

O género Astrocaryum possui um grande numero de espécies com potencial
alimenticio e para producdo de Oleos (5). Sua importancia econdmica baseia-se
principalmente na exploracdo da polpa dos frutos, que pode ser consumida ao natural ou em
forma de sorvete, licor, suco ou doce. Da polpa dos frutos e das sementes podem ser extraidos
diferentes tipos de Oleos comestiveis, além de poderem ser utilizadas na suplementacédo
alimentar humana e na fabricacdo de racdo animal (6). Seus frutos sdo ricos em vitamina A,
sendo a polpa muito apreciada pela populacdo do Amazonas como recheio de sanduiches e
tapiocas (Figura 1). A polpa do tucuma tem coloracdo amarelo-alaranjada, € comestivel, de
sabor agradavel e apresenta um alto teor de lipidios (25,19%), carboidratos (19,25%), e
razoaveis teores de proteinas (3,39%), que contribuem para o seu alto valor calorico (7).

A utilizacdo da polpa do tucuma gera residuos compostos da casca e caroco. Barbosa
(2009) avaliou a producdo de biodiesel etilico a partir de 6leo de tucumd@ do Amazonas
utilizando transesterificacdo por catalise basica e acida observando em ambos 0s casos um

excelente potencial para producdo de biocombustiveis (8).



Figura 1 — Tucuma (Astrocaryum aculeatum): a) fruto do tucumd, b) sanduiche popular no
Amazonas feito com polpa de tucuma.

2.1.2 Casca do Cupuagu (Theobroma grandiflorum)
O cupuacu é um componente tradicional na alimentacdo regional, seu uso na culinaria

registra mais de 60 modalidades de produto (9). A polpa pode ser utilizada na fabricacdo de
sorvete, refresco, picolé, néctar, doce, geleia, licor, xarope, entre outras (Figura 2). Possui
excelente potencial de mercado para exploracdo da polpa que é usada principalmente para a

fabricacdo de sorvetes.

Figura 2 — Cupuagu (Theobroma grandiflorum): a) fruto do cupuacu, b) sorvete de
cupuacu, muito popular na regido norte do Brasil.

Em geral, o processamento da polpa de cupuagu gera como subprodutos as sementes e
as cascas. Das sementes é extraido o 6leo para fabricacdo da manteiga de cupuacu, que
apresenta propriedades de interesse a inddstria de cosméticos (10). A manteiga do cupuagu é
semelhante a do cacau, porém com qualidade superior e é extraida das sementes que contém
45% de 6leo (Figura 3).



Figura 3 — Cupuacu (Theobroma grandiflorum): a) semente de cupuagu apds a
retirada da polpa, b) manteiga de cupuacu.

O fruto do cupuaguzeiro mede de 12 a 25 cm de comprimento, apresentando peso de,
em média, 1 kg sendo 30% de polpa e 15-20% de sementes (11). Dados de producdo do
cupuacu destacam uma producdo de polpa estimada para os estados do Acre, Ronddnia, Para
e Amazonas em um total de 2418 a 2569 toneladas, sendo que em Manaus a estimativa de
consumo de polpa de cupuagu era de 255 toneladas em 1995 (12). A producdo chegou a 32
toneladas de frutos em 2004, representando 8,2% do valor bruto da producéo agricola do
estado do Para (10). Quanto a sua composicdo centesimal a polpa do cupuagu apresenta cerca
de 1,1% de proteinas; 10,6% de carboidratos; 3,1% de lipidios (13).

2.1.3 Casca da pupunha (Bactris gasipaes)

A pupunheira Bactris gasipaes € uma espécie de palmeira origindria de regides
tropicais com alta precipitacdo pluviométrica e solos de baixa fertilidade, estando adaptada a
diferentes condic@es ecoldgicas nos tropicos (Figura 4). E encontrada desde o nivel do mar até
proximo dos 2000 m de altitude (14). Apresenta alto potencial de diversificacdo de produtos:
raizes medicinais, estirpe e folhas utilizadas na construcéo civil e artesanato (15).

A palmeira possui muitos usos. Dela obtém-se alimento, bebida fermentada e nao
fermentada, alcool, vinagre, além de permitir a producdo de biodiesel (16). O fruto é uma
drupa, quando amadurece torna-se vermelho, amarelo ou alaranjado, a semente esta envolvida
pelo endocarpo de cor marrom ou preta (17). Apds o cozimento sdo consumidos diretamente
ou utilizados na producdo de farinha. Da polpa pode ser extraido um 6leo comestivel e da
semente outro tipo de dleo de uso na industria de cosméticos (17). O estirpe de pupunheira

possui em sua composicdo 2,6 % de proteinas; 81,03% de carboidratos; 38,89+0,16% de



fibras(18). A espécie apresenta elevado potencial econdmico, pois € uma cultura precoce e

altamente rentavel em comparagdo com outras palmeiras (15).

Figura 4 — Pupunha (Bactris gasipaes): a) palmeira da pupunheira, b) fruto de pupunha muito
apreciado pela populacdo amazonense.

2.1.4 Semente do acai (Euterpe oleracea)
O acaizeiro pode ser apontado como a palmeira de maior importancia cultural,

econdmica e social da regido Norte (Figura 5), sendo encontrada ao longo dos rios, igarapés e

baixada em areas muito imidas (19). Sua maior concentracao € na parte oriental da Amazonia
Legal (20).

Figura 5 — Palmeira do acaizeiro. Possui grande importancia econémica e cultural na regido
norte do Brasil.

A producdo de frutos é a principal utilidade do acai, dos quais, através de maceracéo
manual ou mecénica da polpa, se obtém uma bebida conhecida por “acai”, que ¢ utilizada
desde a época pré-colombiana pela populacdo amazénica (20). As espécies de acai existentes
no Brasil importantes do ponto de vista agroindustrial sdo E.oleracea, E. edulis e E.

precatoria e destacam-se como fonte de matéria prima na extracdo de palmito e utilizacdo dos
seus frutos (20).



Os frutos medem de 1 a 1,5 cm de didmetro. A semente conta com a maior parte do
tamanho do fruto e é coberta por uma fina camada de fibras debaixo das quais se encontra
uma pequena camada comestivel (Figura 6). Um fruto viscoso é preparado geralmente pela
maceracdo da polpa comestivel que contém aproximadamente 2,4% de proteina e 5,9% de
lipidios, sendo usado na producdo de bebidas energéticas, sorvete, geleia e licor que €
comumente misturado com uma variedade de outros sucos (21). Os dois produtos principais
originarios da espécie sdo usados na alimentacdo humana, sendo a polpa largamente utilizada
na producéo industrial ou artesanal de sorvetes, geleias e licores (22).

Figura 6— Acai (Euterpe oleracea): a) fruto do agai, b) semente de acai, residuo obtido apos a
maceracdo para obtencdo da polpa.

A producéo de agai somou, em 2002 e 2007, 590 toneladas. Entre os anos 2007 e 2008
houve um aumento na producdo de 11,9%. Em 2008 a producdo brasileira do fruto foi de
quase 121 toneladas, equivalente a R$ 133,7 milhdes, tendo a regido norte destacado-se na
producdo nacional com 92,2% da producéo (10). Segundo o IBGE 2010, o Brasil produziu,
em 2009, aproximadamente 119.000 toneladas de fruto de acai, sendo que cerca de 90% deste

volume corresponde aos residuos gerados apos o processamento agroindustrial do fruto.

1.5 Casca da Mandioca (Manihot esculenta)
A mandioca (Manihot esculenta) desempenha um importante papel na dieta alimentar

dos brasileiros, por seu alto teor energético, sendo o Brasil um dos grandes produtores dessa
cultura(23). E um alimento comum em paises tropicais e semitropicais. E uma planta nativa
do Brasil cultivada em grande parte do territério, tendo alto potencial na alimentacdo animal
como fonte de energia. Seus residuos, que incluem a casca e a entrecasca, podem ser usados

na alimentacdo animal (Figura 7) (24).



Figura 7-Mandioca (Manihot suculenta: a) residuos gerados da utilizagdo da mandioca
(casca e entrecasca), b) fécula de mandioca.
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O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de mandioca, com a producédo anual
estimada em 27 milhGes de toneladas. As maiores producdes sdo registradas nos estados do
Parana, Para, Bahia e Piaui. A industria farinheira é a principal consumidora das raizes
produzidas, utilizando aproximadamente 80% da producéo brasileira de mandioca (25).

Sua producdo no Brasil tem caracteristica de ser a base alimentar, consumida in
natura, bem como ser matéria prima para a industria de fécula e farinha de mandioca.
Considerada como cultura de subsisténcia e também como matéria prima industrial, a
mandioca € cultivada em todas as regides do Brasil, sendo utilizada amplamente como
alimento no norte e nordeste e consumida in natura, sendo o Para o principal estado produtor
em 2007 (26). Quanto a sua composicdo centesimal a raiz da mandioca apresenta cerca de 2%
de proteinas; 0,12% de lipideos; 2,05% de carboidratos (23).

O processamento da mandioca gera residuos poluentes quando ndo tratados de maneira

adequada. E necessario buscar por alternativas de aproveitamento desses residuos vegetais.

2.2 Uso de residuos em processos biotecnoldgicos
O aumento da producdo pela agroindustria gera beneficios, mas produz uma grande

quantidade de residuos que podem ser reaproveitados diminuindo os custos de producdo e
aumentando o aproveitamento total do alimento pela utilizacdo de cascas, sementes e bagacos
que podem ser transformados em ingredientes alimenticios (10). Estudos tém sido realizados
nos ultimos anos buscando a utilizacdo mais adequada para uma grande variedade de residuos
vegetais, fazendo-se necessarias novas pesquisas empregando diversos organismos e residuos

ainda néo estudados (27).



Uma alternativa de uso desses residuos seria como substrato para o cultivo de
cogumelos comestiveis ou ainda para servirem de substrato para producdo de enzimas de
interesse industrial como as lacases. A utilizacdo de residuos como substrato € uma alternativa

para reducdo dos custos desses produtos (28).

2.2.1 Producéo de cogumelos comestiveis
Um cogumelo consiste em um pileo (ou chapéu) que se assenta sobre um pedinculo

ou estirpe e as lamelas sdo estruturas radiadas encontradas na superficie inferior do pileo
(Figura 8) (29). Podem ser saprofitos, simbiontes ou parasitas de diferentes plantas. Todos
necessitam de matéria organica para desenvolver-se, sendo que os mais comumente utilizados
para producdo controlada séo saprofitos. Secretam enzimas para degradar grande parte de
géneros alimenticios e obter seus nutrientes da matéria organica sendo que o uso de substratos
ou composto de crescimento, uma mistura de palha, bagaco de milho, farelo de algodédo e
suplementos nitrogenados, podem influenciar a composicdo quimica dos cogumelos
cultivados (30). O micélio do corpo de frutificacdo (fase vegetativa) € importante no
ecossistema por sua capacidade de biodegradacao de substratos e, consequentemente, 0 uso na
degradacédo de residuos vegetais (31). Tem atraido maior atencdo, inclusive, atuando como
alimentos funcionais no tratamento de doencas cronicas relacionadas a idade (32).

Figura 8-Morfologia do corpo de frutificacdo (cogumelo), mostrando o
pileo, peddnculo, estirpe e lamelas.
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Estudos destacam um crescimento no consumo de cogumelos comestiveis no Brasil,
assim como em sua producdo e comercializacdo (33). Entre esses, 0 género Pleurotus se
destaca por ser o terceiro cogumelo mais consumido (34). O crescente aumento do consumo
de cogumelo ostra (Pleurotus ostreatus) €, em grande parte, devido ao seu sabor, propriedades
medicinais e nutricionais (35). Convencionalmente, os cogumelos desse género sé&o
produzidos em madeira e residuos de madeira tais como serragem, no entanto, é possivel
cultiva-los também em residuos de origem agroflorestal (34,36-38). Furlani (33) avaliou a
composicdo dos cogumelos Agaricus bisporus (champignon), Lentinula edodes (Shiitake) e
Pleurous (shimeji), as trés espécies mais comumente cultivadas e consumidas no Brasil, que
mostraram alto teor de proteinas e fibras alimentares, apresentando-se como alimento de
excelente valor nutricional.

O género Pleurotus se destaca pelo nimero de espécies (cerca de 40 espécies
comestiveis) e destaca-se por possuir um complexo enzimatico lignocelulolitico com as
enzimas celulase, hemicelulase, ligninase, celobiase e lacase que permitem a degradacdo de
uma grande variedade de residuos lignocelulésicos. Cogumelos do género Pleurotus
representam um alimento de custo baixo com teor elevado de proteinas, aminoacidos
essenciais, proporcdo elevada de acidos graxos insaturados, diversas vitaminas e minerais,
alem de teores baixos de gorduras, &cidos nucleicos, agucares e calorias (39). Possui grande
valor nutricional e pode ser cultivado a baixo custo pela utilizacdo de residuos
lignocelulésicos como substrato. O cultivo de Pleurotus em novos substratos tem sido

investigado, pois fungos desse género sao facilmente produzidos em residuos vegetais (9).

Fungos basidiomicetos sdo os organismos degradadores de lignina mais eficientes que
produzem lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase (1). Pleurotus ostreatus é um
basidiomiceto de degradacdo branca que pertence a subclasse de microrganismos
lignoceluloliticos que produzem lacase (42). Essas enzimas apresentam um mecanismo
biocatalitico ndo especifico e tém sido utilizadas em processos de biorremediacdo devido a

sua habilidade de degradar corantes (1).

Apesar de o cultivo de fungos basidiomicetos ocorrer primariamente utilizando-se o
bagaco de cana, € de extrema importancia que se busque novas alternativas de substratos para

cultivo de cogumelos no Brasil, priorizando os recursos disponiveis na propria regido (11).

Ja foram utilizados no cultivo de basidiomicetos os substratos de palha de feijdo, palha de
milho e casca de café (28). Destacam-se ainda estudos realizados utilizando como substrato

casca de mandioca, residuos de bananeira e serragens ndo convencionais (34-38,45).



11

Levando-se em consideracdo que a fonte de carbono representa cerca de 40-60% do
custo de produgdo alcanca-se uma melhor condicdo utilizando-se preferencialmente residuos,
0s quais se encontram disponiveis e abundantes no ambiente (46). O cultivo de cogumelos
sobre esses residuos/subprodutos resulta no aumento da digestibilidade dos mesmos e pode
ser uma das solugdes para a transformacdo destes residuos ndo comestiveis em biomassa
comestivel aceita de alto valor de mercado, pois podem potencialmente ser usados como um

suplemento alimentar animal, fornecendo recursos adicionais para alimentagéo animal (2,6).

Mais de 2000 espécies de cogumelos sdo existentes na natureza, mas apenas 22
espécies sdo cultivadas de forma mais intensa, para fins comerciais, usando solo ou madeira
utilizando condi¢des ambientais e nutricionais particulares (31). Dentre estas, destacam-se 0

cultivo de Agaricus bisporus, Lentinula edodes e Pleurotus sp.

Cogumelo Champignon de Paris
No Brasil, o consumo de cogumelos comestiveis vem crescendo significativamente

devido ao seu alto valor nutritivo e ao aumento da oferta, tornando o produto popular e
acessivel, sendo os principais cogumelos cultivados Agaricus bisporus (champignon),
Lentinula edodes (shitake) e espécies do género Pleurotus (47) (Figura 9). A melhor
compreensdo da natureza biologica e o desenvolvimento de técnicas avancadas tém

contribuido para a diminuicéo do preco e aumento da produtividade.

Figura 9- Cogumelos comestiveis comumente cultivados no Brasil: a) Lentinula edodes, b) Pleurotus
ostreatus, ¢) Agaricus bisporus

Agaricus bisporus (A.bisporus) é um cogumelo comestivel mundialmente conhecido,
sendo o mais extensivamente cultivado com rendimento de 70% dos fungos comestiveis.
A.bisporus é uma excelente fonte de proteinas, muitos aminoacidos essenciais, vitaminas (B2,
niacina), polifendis e elementos minerais (potassio, fosforo, selénio, zinco e cobre) (48).

Cogumelos de A.bisporus colhidos em diferentes estagios de maturacdo apresentaram 38,3-
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48,9% de carboidratos e 21,3-27% de proteina bruta, 17,3-23,3% de fibras. No entanto, o
cogumelo apresenta curta vida de prateleira de 1-3 dias, seu valor comercial decresce em
poucos dias, devido a sua grande quantidade de agua (aproximadamente 90%), alto nivel de
atividade enzimatica e a microflora presente, sendo o método de congelamento o mais
adequado para preservacdo do mesmo (46,47).

O cultivo de A.bisporus iniciou-se no sudeste do Brasil. Como fungo saprofita ele é
produzido em um substrato preparado por processo de compostagem, a partir de residuos
vegetais de baixo valor comercial e esterco. Por ser sujeito a contaminagdes, deve passar por
processo de descontaminacdo antes da semeadura, que geralmente € feita por processo de
pasteurizacdao(50). A.bisporus ja foi cultivado em palha de arroz (51), palha de trigo (50),
palha de trigo e bagaco de cana de acucar (52) sendo que nesta Gltima obteve um cultivo em
70 dias e eficiéncia biologica entre 40-95%.

Cogumelo Shitake
Lentinula edodes (também conhecido por seu nome em japonés Shitake) € um dos

quatro cogumelos comestiveis mais cultivados do mundo, sendo particularmente popular na
China, Jap3o e outras localidades da Asia. E uma fonte de proteinas, vitamina D, assim como
vitaminas do complexo B e minerais. E um dos cogumelos mais bem conhecidos e bem
caracterizados, tendo sido usado na medicina por muitos anos (53). No Brasil, seu cultivo
iniciou-se ha duas décadas e vem aumentando significativamente, em virtude de ser cultivado
em pequenas areas e por constituir uma boa fonte alternativa de renda (54). Muitos
compostos importantes incluindo polissacarideos bioativos, fibra alimentar, ergosterol,
vitamina B1, B2 e C, e minerais tem sido isolados do corpo de frutificagdo, micélio e meios
de cultivo do cogumelo (55).

Cogumelos comestiveis como o cogumelo shitake possuem propriedades funcionais
como riqueza em vitaminas do complexo B, vitamina D e atividades antitumorais, anti-
cancerigenas e antivirais devido ao lentinan, um polissacaridio antitumoral isolado do corpo
de frutificacdo do cogumelo shitake. Quanto a sua composicdo, o cogumelo apresenta teor de
carboidratos de 69,58+2,05, teor de proteinas de 18,98+1,16, teor de lipidios de 4,39+1,30,
teor de cinzas de 7,04+1,24 e teor de fosforo de 89,4+23,7 (57). A composi¢do centesimal do
cogumelo mostra que o mesmo é um alimento com caracteristicas nutricionais excelentes,
com alto teor de proteinas e fibras alimentares, além do baixo teor de lipidios e fonte
consideravel de fosforo. O cogumelo shitake ja foi cultivado em bagaco de cana, obtendo
eficiéncia bioldgica de 130-133% (57-58), palha de eucalipto (58) e residuos de algodao (59).
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Quanto ao seu cultivo no Brasil, na maioria das vezes é feito em pequenas
propriedades e de maneira rudimentar utilizando instalagdes existentes e adaptadas. Estima-se
que sua producdo corresponda a 12% do total de cogumelos produzidos in natura. Pode ser
dividido em duas categorias: uma forma de cultivo rudimentar realizada em toras de madeira
e o cultivo em substratos sintéticos, que requer mais tecnologia. E tradicionalmente cultivado
em cepas de eucalipto, mas o cultivo axénico a base de diversos residuos agricolas é uma
alternativa rentavel em sua producdo, uma vez que a colheita acontece mais rapidamente € a

eficiéncia bioldgica do fungo € bastante elevada (54).

Cogumelo Shimeji
Pleurotus ostreatus, também conhecido como Shimeji ou cogumelo ostra ocupa a

terceira posicdo na producdo de cogumelos comestiveis (Figura 10), entre os géneros
Agaricus e Lentinula. O género Pleurotus é encontrado em florestas umidas tropicais e
subtropicais e pode ser artificialmente cultivado devido a sua capacidade de colonizar e
degradar uma variedade de substratos contendo celulose, hemicelulose e lignina durante seu
desenvolvimento (60). Sendo o terceiro mais largamente comercializado, é apreciado devido
ao seu delicioso sabor, alta quantidade de vitaminas, proteinas, carboidratos e minerais e
baixo nivel de gordura, sendo conhecidos por sua capacidade de degradar uma variedade de
componentes insoliveis de materiais lignoceluloliticos desempenhando um papel significativo
na sua bioconversdao em suplementos alimentares (61). Quanto a sua producdo, os cogumelos
do género Pleurotus ocupam 25% da producdo mundial e 16% dos cogumelos produzidos in

natura no Brasil

Figura 10- Cogumelo ostra (Pleurotus ostreatus).

Pleurotus ostreatus

Sabendo que uma grande quantidade de residuos vegetais lignoceluloliticos é gerada

durante todo o ano e que ndo ha uso direto desses residuos como alimento, uma alternativa de
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uso desses residuos seria sua bioconversdo através do cultivo de cogumelos comestiveis (62).
Sendo assim P.ostreatus torna-se uma fonte valorosa de alimento rico em proteinas e um
organismo que pode ser utilizado devido a sua habilidade de bioconversdo de uma variedade
de residuos lignoceluloliticos (63).

Em geral, seu cultivo € realizado em palha suplementada com farelo de trigo ou farelo
de arroz (63), sendo observadas outras fontes de substratos tais como palha de milho e bagacgo
de cana (64), palha e farelo de aveia (65), gréo de cerveja (63), folhas de aveld, palha de trigo,
serragem (66), residuos de papel (59,66), palha de arroz e de trigo (67), palha de banana(68),
residuo de fecularia (69), entre outros.

H& muitas razbes pelas quais o género Pleurotus tem sido intensamente estudado em
diferentes partes do mundo, principalmente devido ao seu valor nutricional, pela sua
capacidade de degradar uma variedade de residuos lignoceluloliticos, pelo seu tempo de
desenvolvimento ser menor que outros cogumelos comestiveis, por poderem ser cultivados
por meios faceis e baratos (70). Quanto a sua composicdo centesimal, apresenta uma
porcentagem de carboidratos de 75,74+0,29%, proteinas 16,19+0,38%, lipidios 2,46+0,02%,
fibra alimentar 51,25+2,17%, cinzas 5,61+0,05%, fosforo 45,4+3,4% (57).

O cultivo de cogumelos representa um eficiente caminho de reciclagem de residuos
convertendo-os em alimento com conteddo protéico de até 40% em base de peso seco e
grande valor nutricional e medicinal. Tradicionalmente, o cultivo de cogumelos do género
Pleurotus € realizado em residuos agricolas acompanhado dos processos de compostagem e
pasteurizacao (71).

Dentre os residuos mais utilizados, o bagaco de cana se destaca como um importante
residuo da agricultura brasileira, sendo abundante e amplamente empregado na producéo de
compostos fertilizantes e na producdo de cogumelos, principalmente os cogumelos do género
Pleurotus (18). Contendo mais de 70% de celulose em sua matéria seca, o residuo de bagaco
de cana possui baixa digestibilidade pela grande quantidade de lignina. O bagaco de cana ja
foi utilizado no cultivo de Oudemansiella canarii (40), Candida utilis e Saccharomyces
cerevisiae (72) e Pleurotus ostreatus (37) sendo que este ultimo trabalho utilizou residuos de
serragem assim como residuos vegetais de bagaco de cana e estirpe de pupunheira,
apresentando alta eficiéncia bioldgica e alto aproveitamento dos residuos utilizados.

A Amazonia apresenta inimeras espécies nativas de plantas frutiferas que apresentam
potencial econdmico, tecnoldgico e nutricional, que vem despertando o interesse de estudos
cientificos. Diariamente nas feiras de Manaus sdo produzidas toneladas de residuos vegetais

com potencial para uso biotecnoldgico. Se ndo forem tratados da forma adequada, esses
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residuos trazem maleficios & sociedade e ao ambiente. A utilizacdo destes subprodutos
diminui os custos da producédo, aumenta o aproveitamento total do alimento e reduz o impacto
ambiental (10). O cultivo de cogumelos sobre esses residuos/subprodutos resulta no aumento
da digestibilidade dos mesmos e pode ser uma das solucdes para a transformacédo destes

residuos ndo comestiveis em biomassa comestivel aceita de alto valor de mercado (2,6).

2.2.2 Producéo de Lacases
Fungos como Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes e Agaricus blazei, séo cogumelos

comestiveis produtores de lacase (73). Fungos basidiomicetos usam a celulose e hemicelulose
como substrato para 0 seu crescimento e a degradacdo da lignina ocorre durante o
metabolismo secundario quando ha escassez de nutrientes ou situacdes de estresse (74).

Lignina € um composto recalcitrante ligado covalentemente com a hemicelulose, com
a qual forma uma barreira fisica na degradacdo da celulose. Trata-se de um heteropolimero
aromatico de alto peso molecular que confere rigidez aos tecidos vegetais (74). E um
composto recalcitrante, covalentemente ligado a celulose, formando uma barreira fisica na
hidrolise desse carboidrato. A enzima lacase realiza uma degradacéo prévia da lignina a fim
de aumentar a exposicdo da celulose ass celulases fungicas (73).

Lacase é uma fenoloxidase caracteristica de fungos basidiomicetos causadores de
podriddo branca (75). As lacases sdo cobre polifenol oxidases que oxidam compostos
fendlicos, enquanto reduzem oxigénio molecular a agua, sua baixa especificidade a substratos
permite sua aplicacdo em varias areas como industria téxtil, de alimentos e biorremediacéo.
A lacase apresenta baixa especificidade por substratos, permitindo sua atuacdo em uma
grande variedade de compostos o0 que a torna uma enzima versatil e com potencial para ser
utilizada em varias aplicacdes biotecnologicas e industriais (74). O uso da lacase para
degradacdo de compostos lignoceluldsicos pode aumentar a biodisponibilidade de carbono
para alimentacdo animal e em processos de sucessdo microbiana para a producdo de
biocompostos como enzimas e/ou biocombustiveis (76). Ja foram utilizados na producéo de
lacase os residuos de casca de café e fungos do género Lentinula e Pleurotus (74), fibras de
soja, farelo de trigo e farelo de arroz por Pleurotus ostreatus (76) e residuos de pupunha por
Aspergillus niger (77).

Na producdo de lacase por fungos basidiomicetos os diferentes biocompostos
produzidos pelos fungos podem ser extraidos diretamente do micélio, este processo pode

viabilizar economicamente a producdo desses biocompostos, pois diminui 0 tempo e 0 custo



16

do processo de producdo, além de aumentar o grau de controle sobre o produto obtido, sendo
que a producdo de enzimas e biomassa é afetada pelas propriedades fisicas do meio de cultivo
como a natureza cristalina e amorfa e a porosidade (76).

Por fim, a atividade da lacase é determinada em fermentacdo em estado solido através
da extracdo mecanica do extrato enzimatico com solucdo tampéo de acetato de sddio (76). A
determinacdo da atividade da lacase pode ser realizada atraveés da oxidacdo de diversos
substratos tais como ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazoli- na-6-sulfonato), orto-
dianisidina e siringaldazina (76), acompanhando-se o aumento da absorbancia (73).

2.3 Bioprocessos utilizando residuos vegetais utilizando o género Pleurotus

Pleurotus é facilmente cultivado em residuos vegetais, o corpo de frutificacdo possui
grande quantidade de proteinas e aparece geralmente entre 20 a 25 dias apos a inoculacdo. O
fungo possui notavel habilidade em colonizar substratos de palha de trigo esterilizados através
de pasteurizacdo (60°C a 90°C) (78). A metodologia para o preparo do substrato consiste na
compostagem dos residuos vegetais seguida de pasteurizacdo que pode ser feita de varias
formas, sendo 0 mais comum o uso de vapor de agua em camaras ou tuneis onde o substrato €
empacotado, sendo que o tempo de esterilizacao varia em funcao da temperatura (79).

Substratos preparados a partir de residuos vegetais necessitam ser esterilizados para a
eliminacdo de possiveis organismos competidores. A etapa de esterilizagdo depende do
sistema de cultivo que pode ser em toras ou substratos sintéticos (54). Quanto aos substratos
sintéticos, por se tratarem de residuos vegetais geralmente possuem grande quantidade de
lignina e celulose o que Ihes confere durabilidade, sendo utilizados para cultivos de ciclo
longo, apresentando estrutura fisica vantajosa proporcionando alta porosidade, alta retencao
de umidade e ainda a vantagem de serem biodegradaveis (80).

Os residuos sdo secos em estufa e apos serem triturados para melhor colonizacao pelo
fungo tem a umidade corrigida para cerca de 60% que pode ser feito através de sua imersao
em agua ou adicionando-se agua a mistura de substrato até a umidade desejada. Apos a
correcdo da umidade o substrato é armazenado em pacotes de polipropileno resistente a altas
temperaturas e é pasteurizado ou esterilizado para reducédo ou elimina¢do de microrganismos
indesejaveis, que competem por alimento ou atacam diretamente o cogumelo (73,74). O
tempo de esterilizacdo varia em funcdo da temperatura, sendo padronizado 120°C por 30 min
(Figura 11) (78).
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Figura 11- Preparo do substrato: Os residuos sdao secos em estufa (1), triturados (2) e acondicionados em
sacos de polipropileno (3).

[ 1.Residuo [ 2.Padronizagdo J { 3.Acondicionamento }

O cogumelo desejado deve ser capaz de colonizar o substrato antes de outros fungos e
bactérias, para realizar tal processo, o micélio preé-cultivado do cogumelo é inoculado no
substrato esterilizado, chamado de “semente”(29). Essa semente € inoculada nos substratos
previamente esterilizados na quantidade de 3% de indculo com relacdo ao peso fresco dos
substratos (Figura 12) (81).

Figura 12 - Preparo do in6culo: cultura previamente preparada de Pleurotus ostreatus (1) é inoculada em
frascos contendo farelo de trigo (2) e ap6s a colonizacdo sdo inoculados no substrato (3).

1. Cultura de Pleurotus ( 2.Farelo de trigo ] [ 3. Inéculo no residuo ’
ostreatus

=
.

A inoculacdo é a transferéncia do grdo colonizado para o composto preparado para que
o fungo se desenvolva e colonize (29). Apds a inoculacdo segue-se o periodo de incubacéo de
duracdo de 20 a 30 dias (75). A temperatura no periodo de incubacdo deve ser mantida a
25+2°C, e a umidade relativa em torno de 80-85% (81).

Em condi¢bes ambientais favoraveis o micélio cresce através de aberturas nos sacos

(Figura 13), nessa fase ocorre mudanca na cor do substrato, e ocorre 0 desenvolvimento de
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corpos de frutificacdo (29). Nessa fase, a temperatura deve ser reduzida para 22+2°C para
induzir a frutificacdo, com umidade relativa de 90% (81). O periodo entre o surgimento do
primérdio e a maturacdo do corpo de frutificacdo varia de acordo com a linhagem e as
condi¢des ambientais (29), sendo observado um periodo de 55 dias para o corpo de
frutificacdo em Pleurotus sajor caju (78), e 100 dias em Pleurotus ostreatus (81). Apos a
colheita os cogumelos sdo secos e pesados a fim de se calcular as medidas de eficiéncia
bioldgica e perda de matéria organica.

Figura 13- Frutificacdo no substrato: a) etapa de colonizacdo do substrato, b) frutificacdo
nos residuos.

Durante o cultivo podem ser analisadas as variaveis de eficiéncia bioldgica (EB), perda de
matéria organica (PMO) e rendimento. A eficiéncia bioldgica (EB) expressa a produtividade
ou producdo da biomassa e € caracterizada pela conversdo dos residuos lignoceluloliticos em
cogumelos. A perda da matéria organica (PMO) € o indice que avalia a decomposic¢do do
substrato pelo fungo, tal indice é baseado na perda da matéria organica decomposta pelo
fungo que é determinada pela diferenca entre a massa seca do substrato inicial e a massa seca
do substrato final (83).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral:
Investigar a viabilidade do uso de residuos produzidos nas feiras abertas da cidade de Manaus

como substrato para o cultivo e producdo de lacase de Pleurotus ostreatus.

3.2 Especificos:

-Caracterizar quanto a composicdo centesimal os residuos: casca de tucuma (Astrocaryum
aculeatum), casca de cupuagu (Theobroma grandiflorum), casca de pupunha (Bactris
gasipaes), caroco de acai (Euterpe oleracea) e casca da raiz de mandioca (Manihot
esculenta).

-Avaliar qual desses residuos é mais adequado como substrato para o cultivo e producgéo de

lacase por P. ostreatus.

-Investigar quais as condigdes Otimas de cultivo e producdo de lacase por P. ostreatus

utilizando o residuo selecionado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os materiais e métodos, resultados e discussao da presente dissertacdo serdo apresentados em
formato de artigo que sera encaminhado para a revista Process Biochesmitry

Cultivo e producdo de lacase por Pleurotus ostreatus
utilizando residuos das feiras abertas da cidade de Manaus
como substrato.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi investigar a viabilidade do uso de residuos produzidos nas feiras
abertas da cidade de Manaus como substrato para o cultivo e producdo de lacase por
Pleurotus ostreatus. Foram utilizados os residuos de casca de tucumd (Astrocaryum
aculeatum), casca de cupuagu (Theobroma grandiflorum), casca de pupunha (Bactris
gasipaes), caroco de acai (Euterpe oleracea) e casca de mandioca (Manihot esculenta). Foram
realizados experimentos avaliando qual dos residuos da feira foi mais adequado para o cultivo
e producdo de lacase. As condigdes mais adequadas de cultivo e producdo de lacase foram
investigadas no residuo selecionado. A casca de tucuma apresentou valores mais altos para a
producdo de lacase (21766,82 U/Kg) seguida pela casca da pupunha (6161,43 U/Kg). A casca
de mandioca demonstrou a maior eficiéncia biologica (12,82%). O residuo de casca de
pupunha foi selecionado para a etapa de otimizacdo da producdo. Utilizando planejamento
fatorial e superficie resposta foi possivel determinar as melhores condices para a producao
de lacase por Pleurotus ostreatus. Assim, a condi¢cdo excelente para a producao de lacase foi
utilizando casca de pupunha sem nenhuma suplementacdo de farelo de trigo e 60% de
umidade onde se obteve uma producéo de lacase de 3565,02 U/Kg.

Palavras-chave: cogumelos comestiveis, planejamento fatorial, bioprocessamento de
residuos agroindustriais, indculo.

1 Introducéo

Nas feiras abertas da Cidade de Manaus, diariamente, sdo geradas toneladas de
residuos vegetais que se apresentam como um desafio do ponto de vista ambiental (poluicdo
visual, mal cheiro e contaminacdo da agua) e do ponto de vista de gerenciamento
(armazenamento, transporte e destinagdo). Uma alternativa para o aproveitamento desses
residuos vegetais seria a sua utilizacdo como substrato para o cultivo e producéo de lacase por
cogumelos. Os cogumelos possuem valor econdémico e nutricional como alimento e durante o
seu desenvolvimento sobre o substrato esses podem vir a produzir enzimas de interesse
econdmico/industrial como as lacases. Pouco se conhece sobre a o aproveitamento como
substrato dos residuos gerados a partir do processamento dos produtos vegetais da regido
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norte do pais, sendo necessario o desenvolvimento de trabalhos no sentido de investigar o
potencial desses para producdo de cogumelos e lacases [1].

O cogumelo comestivel Pleutotus ostreatus é rico em proteinas e vitaminas e
apresenta um baixo teor de gorduras [2], sendo um decompositor primario de madeira e
residuos vegetais. No cultivo de Pleurotus ostreatus ja foi utilizado palha de bananeira [2],
bagaco de cana-de-agucar e estirpe de pupunheira [3], grdos de cerveja [4], entre outros
substratos. A investigacdo do cultivo de cogumelos do género Pleurotus em residuos vegetais
produzidos em feiras amazdnicas possui potencial para gerar uma alternativa promissora para
0 aproveitamento de residuos pela bioconversdo destes em produtos de maior valor
nutricional e gastrondmico.

Pleurotus ostreatus, além de ser um cogumelo comestivel, € um produtor de lacase.
Essa enzima € capaz de extrair elétrons de compostos fendlicos atuando de forma inespecifica
sobre os substratos. Devido a essa peculiaridade, essa enzima é atualmente comercializada
para a producdo de biocombustiveis, diagndstico laboratorial, biorremediacéo, industria téxtil
e de alimentos [5]. Entendendo-se que parte dos custos da producdo dessa enzima estdo
relacionadas ao bioprocesso, incluindo custos com substrato, torna-se interessante a busca de
alternativas como a utilizacéo de residuos.

Especificamente quanto aos residuos, é importante salientar que nas feiras abertas e
no comércio da cidade de Manaus sdo produzidas aproximadamente 35 toneladas diarias de
residuos vegetais [6]. Esses residuos, apesar do seu potencial de aproveitamento, atualmente
sdo causa de poluicdo ambiental e geram custos quanto a sua disposicao final. Dentre esses
deve-se citar: casca de pupunha, casca de tucumd, casca de cupuagu, semente de acai
despolpada e casca de mandioca.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de residuos
vegetais regionais produzidos nas feiras abertas de Manaus no cultivo e producdo de lacase
por Pleurotus ostreatus.

2 Materiais e Métodos

2.1 Microrganismo

Foi utilizada neste estudo uma linhagem de Pleurotus ostreatus 154 foi adquirida do site
http://cogumelohobby.com. Essa foi mantida em meio &gar sabouraud (dextrose-40g,
peptona-10g, agar-15g) a 27°C.

2.2 Residuos

Os residuos agroindustriais selecionados para serem utilizados como substrato para o cultivo
do fungo Pleurotus ostreatus foram casca de pupunha (Bactris gasipaes), casca de tucuma
(Astrocaryum aculeatum), casca de cupuacu (Theobroma grandiflorum), semente de acai
(Euterpe oleracea ) despolpada e casca de mandioca (Manihot suculenta) que foram obtidos
das feiras abertas e comércio da cidade de Manaus. Foram obtidos 20 kg de cada um desses
residuos, no periodo do més de abril de 2015 e esses foram armazenados a -20 °C.
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2.3 Caracterizacdo Centesimal dos residuos

A composicao dos residuos foi determinada segundo a metodologia recomendada pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC,1997). A determinacdo da umidade foi
fundamentada na perda de peso e substincias volateis em estufa regulada a 100°C, até a
obtencédo de peso constante. O residuo mineral fixo (Cinzas) foi determinado pela incineracéo
da amostra, previamente desidratada, em mufla a 550°C. A fracdo de proteina foi determinada
pela determinacdo de nitrogénio, obtido por meio do processo de digestdo acida pelo método
Micro-Kjeldal. Foi utilizado o fator 6,25 na conversdo do nitrogénio. A fracdo extrato etéreo
foi determinada pela extracdo continua em aparelho Soxhlet por seis horas, usando éter etilico
como solvente e posterior evaporacdo em estufa a 105°C por duas horas. Os teores de
carboidratos totais foram obtidos pela diferenca das demais fragdes.

2.4 Selecao do melhor residuo para o cultivo e producao de lacase por Pleurotus ostreatus
2.4.1 Producéo de cogumelos

Foi realizado segundo a metodologia descrita por Obadai [7]. Foi utilizado 1 Kg de
cada um dos residuos secos (70°C por 3 dias).Os residuos foram triturados e padronizados
tendo a umidade corrigida para 70%. Foi realizado um controle utilizando serragem de Pinus
que foi preparado da mesma maneira que 0s demais residuos. Os residuos foram
suplementados com 20% de farelo de trigo.

Os substratos foram acondicionados em pacotes de polipropileno de alta densidade e
conduzidos a esterilizagao a 121°C por 3 dias consecutivos. Para o indculo foi utilizado 6g de
farelo de trigo acondicionados em erlenmeyers de 125 ml e adicionado 14 ml de agua. Os
frascos foram inoculados com 6 fragmentos (5 mm) obtidos de uma cultura previamente
desenvolvida (5 dias) em agar sabouraud.

ApoOs 144h de incubacdo o conteldo dos erlenmeyers foi inoculado nos pacotes
contendo residuo. Os pacotes de residuo foram incubados a 25°C até a colonizagao completa
do substrato. Apds a colonizacdo completa os pacotes foram transferidos para a camara de
incubacéo e a temperatura foi reduzida e a umidade aumentada (22,2°C ¢ 90% de umidade)
até a frutificacdo. A luminosidade foi mantida em 2000 Lux, com fotoperiodo de 12h. Apos a
frutificacdo, os cogumelos foram colhidos e pesados quando maduros e depois secos em
estufa de circulagdo de ar (70°C) para determinacdo da massa seca.

2.4.2 Determinacao da atividade da lacase

Para avaliar a atividade enzimatica da lacase foram retiradas amostras do substrato nos
periodos de 10, 15, 20, 25 e 30 dias. Foi retirado cerca de 1g do conteddo dos sacos e seguiu-
se a extracdo mecanica do extrato enzimatico adicionando-se 9 ml de agua e levando a
agitacdo a 100 rpm por 30 minutos. O sobrenadante obtido foi recolhido e centrifugado e
1000 rpm por 3 minutos.

Para a quantificacdo da Lacase foi preparada a seguinte reacdo: 0,7ml de tampéo
citrato-fosfato pH 5,0 a 0,5M, 0,1 mL de orto-dianisidina (1 mM) e 0,1 mL do sobrenadante
contendo a enzima. A oxidacdo da orto-dianisidina foi acompanhada pelo aumento da
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absorbéancia a 525 nm (525= 65,000M-1cm-1). O tempo inicial (zero) foi determinado como a
medigdo da absorbancia no momento em que se adicionou a solugdo de orto-dianisidina,
sendo realizada a medida da absorbancia de 10 em 10 segundos durante 2 minutos [8].

2.4.3 Determinacéo do crescimento de Pleurotus ostreatus
O processo foi realizado como descrito por Campos (2010) [9]:

a) Eficiéncia bioldgica (EB) (g/g): demonstra quanto substrato foi bioconvertido pelo
fungo em corpos de frutificacdo (EB= Massa fresca de cogumelos em g/Massa seca de
substrato em g x 100).

b) Perda de matéria organica (PMO) (g/g): mostra a massa perdida de substrato durante o
crescimento fungico (PMO = Massa seca do substrato residual em g/Massa seca do
substrato inicial em g x100).

2.5 Otimizacao das condicdes de cultivo e producéo de lacase

A influéncia dos fatores umidade e farelo no cultivo e producdo de lacase por
Pleurotus ostreatus foi investigada utilizando planejamento fatorial 22 com trés repeticGes no
ponto central. Assim, 4 experimentos foram realizados com 3 repeti¢des no ponto central,
totalizando 7 experimentos.

O substrato definido na tabela 1 foi preparado e esterilizado por 15 minutos a 121°C
durante 3 dias consecutivos. Para o indculo foi utilizado 6g de farelo de trigo acondicionados
em erlenmeyers de 125 ml e adicionado 14 ml de agua. Os frascos foram inoculados com 6
fragmentos (5 mm) obtidos de uma cultura previamente desenvolvida (5 dias) em &gar
sabouraud. Apds 144h de incubacdo os 7 sacos contendo substrato foram inoculados com o
contetdo dos erlenmeyers. Apds 20 dias de incubacdo foram retiradas amostras do meio de
cultivo para a determinacgéo da atividade da lacase.

Tabela 1. Niveis e variaveis umidade e relagéo residuo:farelo usados no planejamento fatorial.

Variaveis Niveis
+1 -1
Umidade (%) 40 60

Porcentagem de farelo de trigo (%) 0 0,5

2.6 Analise dos resultados

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e foram calculadas a média e o desvio
padrdo para cada uma das determinac@es realizadas. Quando necessario comparar variancias
foi utilizado teste de ANOVA suplementado pelo teste paramétrico “t”, com intervalo de
confianca de 95%. A analise da influéncia de variaveis sobre a producdo de lacase foi
desenvolvida utilizando o software profissional STRATGRAPHICS PLUS v. 4.1
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3 Resultados

3.1 Composicao Centesimal dos residuos

No intuito de conhecer sobre a composicdo dos residuos estudados esses foram avaliados
quanto a sua composi¢cdo. Na Tabela 2 observa-se composicao centesimal dos residuos de
casca de cupuacu, casca da raiz de mandioca, casca de pupunha, casca de tucuma e semente
de acai. A casca de tucuma apresentou 0 maior teor de proteinas (9,83%) e a semente de agai
apresentou maior teor de carboidratos (83,32%).

Tabela 2. Composicao centesimal dos residuos (casca de cupuagu, casca da raiz de mandioca,
casca de pupunha, casca de tucumd e semente de agai) coletados nas feiras abertas da cidade
de Manaus.

Parametro Casca de Casca de Casca de Casca de Semente de Agai
Cupuagu Mandioca Pupunha Tucuma
Umidade + + +
(%) 65.95+0.01 70.15 £ 0.04 37.2+0.6 57.19+0.01 9.64 +0.01
Cinzas (%) 2.2+0.1 11.6+ 0.6 2.48+0.07  4.87+0.05 1.56 + 0.03
”p(';‘;“ 0.7+0.1 0.72 +0.03 34.3+0.4 22.6+0.4 0.20 + 0.01
Proteinas 4.7+0.1 6.32+0.01 6.3+0.1 9.83 +0.06 5.26 + 0.07

(%)
Carboidrato

(%) 26.5+0.1 11.5+£0.6 19.7+0.4 5404 83.30+0.03

3.2 Producéo de lacase

Bioprocessos foram realizados para investigar a producéo de lacase por Pleurotus ostreatus
utilizando os residuos como substrato. Essa enzima foi determinada nos dias 10, 15, 20, 25 e
30 de cultivo . A Figura 1 mostra a cinética da producéo de lacase nos residuos estudados. A
casca de tucuma foi o substrato destacado para a producéo de lacase (21766,82 U/KQ).

Fig.1.Cinética da producdo de Lacase por Pleurotus ostreatus utilizando como substrato
residuos coletados nas feiras da cidade de Manaus (casca de cupuacu, casca da raiz de
mandioca, casca de pupunha, casca de tucuma e semente de acai).
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3.3 Producéo de Cogumelos

Para avaliar qual dos residuos de feira era 0 mais adequado para o cultivo e producéo de
cogumelos por Pleurotus ostreatus foram utilzados os indices de eficiéncia biologica e perda
de matéria orgéanica. Na Tabela 3 é observada a eficiéncia bioldgica e a perda de matéria
orgénica calculadas durante o cultivo de Pleurotus ostreatus nos residuos. A casca de
mandioca se destacou na producao de cogumelos (Figura 2) obtendo uma eficiéncia bioldgica
de 12,82% e a casca da pupunha apresentou a maior perda de matéria organica (78,9%).

Tabela 3. Eficiéncia Bioldgica e Perda de matéria organica dos substratos agroindustriais
utilizados para a producdo de cogumelos por Pleurotus ostreatus

Substrato Eficiéncia bioldgica (g/g) (%) Perda da matéria organica (g/g) (%)
Casca de tucuma 1.5% 68.3%
Casca de pupunha 4.8% 78.9%
Semente de agai NF 74.1%
Casca de mandioca 12.8% 73.6%
Casca de cupuagu NF 70.8%
Serragem 1.2% 41%

Legenda “SF*: ndo houve frutificagao

Fig.2. Producdo de corpos de frutificacdo de Pleurotus ostreatus nos residuos: serragem de
Pinus (a), casca de mandioca (b,c), casca de pupunha (d,e), e casca de tucuma (f). -

a)- —h . \ c) P

3.4 Planejamento Fatorial e Superficie de resposta

Com a finalidade de investigar a influéncia das condigdes de cultivo na producdo de lacase,
bioprocessos foram realizados investigado os fatores concentracdo de umidade e de farelo por
meio da metodologia de planejamento fatorial e superficie de resposta, com trés repeticoes no
ponto central. Os resultados do planejamento fatorial (Tabela 4) mostraram uma produgéo de
lacase que variou de 995 U/Kg a 3565 U/Kg demonstrando a importancia dos fatores
investigados.
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Tabela 4. Resultado do planejamento fatorial com trés repeticbes no ponto central para a
producéo de lacase por Pleurotus ostreatus em casca de pupunha.

Experimento Umidade (%) Porcentagem de farelo de trigo (%) Lacase (Ul/Kg)

1 40.0 0 2448
2 60.0 0 3565
3 50.0 25 2582
4 50.0 25 2440
5 60.0 50 995

6 40.0 50 1237
7 50.0 25 2400

Os efeitos principais e suas respectivas interagdes calculadas a partir dos dados da tabela 4 séo
apresentados na tabela 5. Os erros padrdo (o) dos efeitos foram calculados a partir das
replicadas do ponto central (tabela 4). Segundo Barros Neto et al., ao nivel de 95% de
confianga, somente sdo considerados significativos os efeitos, em modulo, cujos valores
forem maiores que “ty X ¢”, onde ty € 0 valor do teste t para v graus de liberdade. O valor do
teste t para 2 graus de liberdade (t,), ao nivel de 95% de confianca € 4,313.

Tabela 5. Efeito dos fatores umidade e porcentagem de farelo de trigo na producéo de lacase,
calculados a partir dos dados apresentados na Tabela 4.

Efeitos estimados Lacase Ul/Kg
Média 2238 + 36
A: Umidade* 438 £ 96
B: Porcentagem de farelo de -1891 £ 96
trigo*
AB* -680 + 96

Os erros padrdo em um erro puro com 2 graus de liberdade
*Efeitos com significado estatistico ao nivel de 95% de confianca.

Quanto a producdo de lacase, nas condicdes experimentais, os fatores Umidade e
Porcentagem de Farelo de trigo e a interacdo desses apresentaram significancia estatistica.
Considerando-se esses efeitos estatisticamente significativos, um modelo linear foi ajustado
com os dados da Tab. 4 e esse é descrito a seguir:

Equacéo 1

Lacase (U/Kg) = 390,893 + 55,85*Umidade + 3014,0*Porcentagem de Farelo de trigo -
135,9*Umidade*Porcentagem de Farelo de trigo

Anélise de variancia (ANOVA) foi realizada para validagdo do modelo matematico descrito
na Equacgdo 1 (Tab. 5). Esse modelo matematico apresentou regressdo significativa (93,1%),
seus fatores apresentaram significado estatistico e falta de ajuste insignificativo (p > 0,05).



Tabela 6. Analise de variancia para avaliar a significancia estatistica do modelo para a

producéo de lacase.
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Fonte Soma dos Gl Quadrado Valorde Valorde
Quadrados médio F P

A: Umidade 191406.0 1 191406.0 20.92 0.0446

B: porcentagem de farelo  3.57399 x 10° 1 3.57399x10° 390.69  0.0025

de trigo

AB 461720.0 1 461720.0 50.47 0.0192

Falta de ajuste 292050.0 1 292050.0 31.93 0.0299

Erro 18296.0 2 9148.0

Total (corr.) 4.53746 x 10° 6

R-quadrado = 93,1604 por cento
R-quadrado (ajustado para d.f.) = 86,3207 por cento

Para representar a estimativa de Lacase produzida foram feitas superficies de resposta
(Fig. 3) a partir dos dados gerados pelo modelo avaliado (Fig. 1). A superficie de resposta
construida demonstrou que as condi¢cbes mais adequadas para a maxima producdo da lacase

foram: 60 % de umidade e nenhuma suplementacéo com farelo de trigo.

Fig.3. Superficie de resposta apresentando as informac6es geradas pela Equacéo 1, influéncia
da Umidade (%) e da Razéo Farelo/residuo g/g (Farelo de trigo/casca de pupunha)na
producdo de lacase por P. ostreatus.
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4 Discusséo

Cogumelos comestiveis sdo alimentos de importancia econémica e nutricional e podem ser
cultivados utilizando residuos como substrato. O uso de residuos no cultivo desses cogumelos
possibilita o seu aproveitamento na obtencdo de cogumelos comestiveis e de lacase que é uma
enzima de valor econémico sendo utilizada na industria téxtil e de alimentos. No presente
trabalho foi demonstrado ser possivel produzir cogumelos e lacase utilizando como substrato
residuos otidos em feiras abertas. O residuo casca de pupunha demonstrou ser adequado para
0 crescimento do cogumelo comestivel Pleurotus ostreatus e possibilitou a producdo da
enzima lacase em durante seu crescimento nesse residuo sendo selecionado para a etapa de
otimizagao.

Comparando-se com substratos ja utilizados no cultivo de Pleurotus ostreatus quanto aos
teores de carbono e nitrogénio os residuos de casca de pupunha e casca de tucuma
apresentaram teores de proteinas mais altos do que os residuos convencionalmente utilizados
(6,34% e 9,83%). Campos (2010) [9] avaliou a composigdo dos substratos de bagaco de cana-
de-acUcar, farelo de trigo e farelo de arroz obtendo no bagaco de cana de acUcar teor de
proteinas de 2,56% e para o farelo de trigo de 16,25%. Para o teor de carboidratos dos
residuos a casca do cupuagu e a casca da pupunha se destacaram entre 0os demais residuos
(26,45% e 19,65% respectivamente). Quando comparados aos teores de carboidratos do
residuo de bagaco de cana de aglcar obtidos no trabalho de Campos (2010) os residuos de
cupuacu e mandioca se apresentaram inferiores. Sabe-se, entretanto, que este baixo teor de
carboidratos no substrato pode ser corrigida pela adi¢do de suplementos [10].

Durante o cultivo nos residuos regionais a casca de tucumd e a casca da pupunha se
destacaram demonstrando altas taxas de producdo de lacase (21766,82 U/Kg e 6161,43
U/KQ). Silva (2012) cultivou Pleurotus ostreatus em cascas de café utilizando extrato de
levedura como fonte de nitrogénio obtendo uma producdo de lacase de 20 U/ml [11].
Alexandrino (2007) obteve valores de lacase de 73 U/ml utilizando residuo de bagaco de
laranja sem qualquer suplementacdo, proporcionando a obtencdo de elevada atividade
enzimatica com potencial para uso industrial [12]. Menezes (2009) utilizou bagaco de cana de
acucar para o cultivo de Pleurotus ostreatus e obteve valor de 6,23 U/l para a enzima lacase
[13]. Regina (2012) cultivou Pleurotus ostreatus em sabugo de milho e alcancou valores de
lacase de 1,2 U/l em meio liquido e 2,8 U/Kg em meio sélido [14]. Melo (2011) utilizou
solucdo Manachini suplementada com CuSO4 e glicose tendo seus sais dissolvidos em agua
de imersdo de palha de bananeira obtendo uma producdo de lacase de 3,132 U/I. Os trabalhos
citados apresentaram taxas de producdo de lacase inferiores as obtidas neste trabalho
demonstrando que os residuos de regionais de casca de tucuméd e a casca de pupunha sdo
substratos adequados para o cultivo de Pleurotus ostreatus visando a producao de lacase.

A figura 2 mostra a producdo de corpos de frutificdo para o residuo de casca de mandioca
obtendo eficiéncia bioldgica de 12,82%. Holtz (2009) utilizou residuo de algodéo da industria
téxtil sem adicdo de suplemento no cultivo de Pleurotus ostreatus obtendo eficiéncia
biolégica de 5% [15]. Marino (2008) cultivou em casca de coco suplementada com farelo de
trigo ou arroz e obteve eficiéncia bioldgica de 5,9% [16]. Estes valores demonstraram que a
casca de mandioca se mostrou mais eficaz no cultivo de Pleurotus ostreatus do que o0s
residuos citados. Dias (2003) [17] utilizou os substratos de palha de feijdo pura no cultivo de
Pleurotus sajor caju e obteve eficiéncia biologica de 85,7% [18]. Esse valor foi superior ao
encontrado na casca de mandioca e pode ser devido ao alto teor de proteinas (91,25%)
presente no substrato de palha de feijdo. A palha de milho quando utilizada juntamente com o
farelo de trigo no cultivo de Pleurotus também obteve valores elevados de eficiéncia
biolégica (83,4%) [18]. Campos (2010) utilizou serragem de marupa e pau-de-balsa
provenientes da industria madeireira e obteve eficiéncia biologica de 94% e 64,60% [10].
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Entretanto, o residuo de casca de mandioca se mostrou eficiente na producdo da enzima
lacase, sendo que a deficiéncia no teor de proteinas do mesmo pode ser corrigida utilizando a
suplementacdo com farelos.

Algumas limitacGes encontradas nesta pesquisa, uma delas € a necessidade de uma analise
fisco-quimica e composicdo nutricional tanto dos corpos de frutificagdo obtidos, quanto dos
substratos pés-cultivo no sentido de investigar o incremento de energia e proteina nos mesmos
provocada pelo metabolismo do fungo durante o cultivo e sua possivel utilizacdo como adubo
orgénico ou em biorremediacdo. Assim, estudos futuros podem incluir a analise fisico-
quimica e a composicao nutricional tanto dos cogumelos obtidos quanto dos substratos pos-
cultivo.

Os objetivos alcancados neste estudo foram interessantes no sentido de investigar o
aproveitamento de residuos gerados nas feiras abertas de Manaus. Os residuos de casca de
mandioca, casca de tucuma e casca de pupunha demonstraram serem viaveis tanto para o
cultivo do cogumelo comestivel Pleurotus ostreatus como para a producgdo de lacase, sendo
necessarias novas pesquisas no sentido de avaliar os cogumelos obtidos quanto as suas
caracteristicas nutricionais. Este estudo pretende contribuir para a pesquisa de substratos
regionais no cultivo e producdo de lacase por Pleurotus ostreatus buscando seu melhor
aproveitamento.

5 Conclusodes

Utilizando residuos das feiras abertas da cidade de Manaus foi possivel cultivar o cogumelo
Pleurotus ostreatus e obter a producdo de lacase durante esse processo nos residuos de casca
de mandioca, casca de tucuma e casca de pupunha. Dentre os residuos estudados o residuo de
casca de pupunha foi 0 mais adequado para a producao de cogumelos e de lacase.

Quando investigadas as condicOes ideais de producdo de lacase para o residuo de casca de
pupunha foram 60% de umidade sem adic¢do de farelo de trigo.
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CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que é possivel utilizar residuos produzidos nas feiras abertas
de Manaus como substrato para o cultivo e producdo de lacase por Pleurotus

ostreatus;

Os substratos de casca de tucumd, casca de pupunha e casca de mandioca se
mostraram viaveis tanto para o cultivo quanto para a producédo de lacase por Pleurotus

ostreatus;

Dentre os residuos estudados o residuo de casca de pupunha foi o mais adequado para
a producdo de cogumelos e de lacase e quando investigadas as condicdes ideais de
producdo de lacase encontradas foram 60% de umidade sem suplementacdo com
farelo de trigo;

Este estudo pretende contribuir com o melhor aproveitamento dos residuos gerados

nas feiras abertas de Manaus, pois demonstrou ser possivel seu uso biotecnoldgico;
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