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COELHO, Maria do Perpétuo Socorro de Lima Verde. Padronizacdo do ciclo do
bioprocesso de duas espécies de cogumelos do ecossistema amazodnico. 2021. 76f. Tese
(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia- Rede BIONORTE) - Universidade Estadual

do Amazonas, Manaus, 2021.

RESUMO

Os cogumelos comestiveis sdo alimentos ricos em nutrientes consumidos desde a antiguidade,
atrativos ao paladar e promotores de varios beneficios a salde. Entre esses cogumelos,
Pleurotus spp € uma das mais atrativas economicamente. Pleurotus ostreatoroseus e P.
albidus sdo espécies brasileiras de ocorréncias no Amazonas. O objetivo desta tese foi
caracterizar os fluxos operacionais dessas linhagens em uma questdo: Como caracterizar a
padronizacdo do fluxo operacional de um processo ecoamigavel em ambiente controlado?
Para responder a esse questionamento, a tese foi estruturada em capitulos. O primeiro foi uma
revisao bibliografica, para fundamentar os acontecimentos empiricos, em ambiente controlado
com as espécies do estudo. O segundo foi um artigo publicado, de atividade pratica, em que
foram selecionados meios de cultivo ao desenvolvimento da cultura matriz de P.
ostreatoroseus DPUA 1720 e avaliado o potencial biotecnoldgico dessa espécie como fonte
de hidrolases. E o terceiro capitulo foi demonstrar os fluxos operacionais de Pleurotus
ostreatoroseus e P. albidus, cultivados em residuos da fruticultura amazénica pela tecnologia
da fermentacdo no estado sélido. Metodologias diferentes foram aplicadas. Levantamento
bibliogréafico, pesquisa experimental e um exploratério estudo de caso. Como resultados do
primeiro capitulo, foram expostas diversas experiéncias cientificas com as espécies da
pesquisa. No segundo capitulo de atividade empirica, foram selecionados os meios de cultura
CEIN+YE e SAB+YE, como meios ao desenvolvimento da cultura matriz de P.
ostreatoroseus, e o potencial biotecnoldgico identificado foi a excrecdo de hidrolases, em
diferentes meios de cultivo, com potencial para uso na induastria de alimentos. O resultado do
terceiro capitulo foi a caracterizacdo dos fluxos operacionais, padronizando pontos essenciais

do bioprocesso das espécies do ecossistema amazonico.

Palavras-chave: cogumelos comestiveis; Pleurotus ostreatoroseus; P. albidus; potencial
biotecnologico.
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COELHO, Maria do Perpétuo Socorro de Lima Verde. Standardization of the bioprocess
cycle of two species of mushrooms from the Amazonian ecosystem. 2021. Thesis
(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia — Rede BIONORTE) - Universidade Estadual

do Amazonas, Manaus, 2021.

ABSTRACT

Edible mushrooms are nutriente rich foods consumed since ancient times, attractive to the
palate and promoting several health benefits. Among these mushrooms, Pleurotus spp are one
of the most economically attractive. Pleurotus ostreatoroseus and P. albidus are Brazilian
species that occur in Amazonas. The objective of the thesis was to characterize the operational
flows of these strains, in one question: How to characterize the standardization of the
operational flow of an eco-friendly process in a controlled environment? To answer this
question, the thesis was structured in chapters. The first was a literature review to support
empirical events in a controlled environment with the species under study. The second was a
published article, of practical activity, in which culture media were selected for the
development of the matrix culture of P. ostreatoroseus DPUA 1720 and the biotechnological
potential of this species as a source of hydrolases was evaluated. And the third chapter was to
demonstrate the operational flows of Pleurotus ostreatoroseus and P. albidus, cultivated in
Amazonian fruit production residues by solid state fermentation technology. Different
methodologies were applied, bibliographic survey, experimental research and an exploratory
case study. As results of the first chapter, several scientific experiences with the research
species were exposed. In the second chapter of empirical activity, the CEIN+YE and
SAB+YE culture media were selected as means for the development of the matrix culture of
P. ostreatoroseus, and the identified biotechnological potential was the excretion of hydrolases
in different culture media with potential for use in the food industry. The result of the third
chapter was the characterization of operational flows, standardizing essential points of the

bioprocess of species in the Amazon ecosystem.

Keywords: Edible mushrooms; Pleurotus ostreatoroseus; P. albidus; Biotechnological

potential.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Reino fungico é composto de diversas formas de vida. H4 uma estimativa de
2,2 a 3,8 milhdes de espécies presentes, no globo terrestre, em maltiplos ambientes. De forma
natural, os fungos sdo decompositores dos ecossistemas aquaticos e terrestres, possuem
capacidade de adaptacdo a diferentes fatores ambientais, como: temperatura, umidade,
concentracdo de oxigénio e outros (XU, 2016; HAWKSWORTH e LUCKING, 2017;
AZEVEDO e BARATA, 2018; NILSSON et al., 2019).

Os cogumelos séo organismos vivos, encontrados na natureza e em acervos de
colecBes bioldgicas in situ, para investigagdes cientificas (ARANDA, 2014); fazem parte do
Reino Fungi e, biologicamente, nomeados como macrofungos, por serem de facil visibilidade.

Cogumelos comestiveis sdo alimentos notaveis, ricos em nutrientes, de baixo teor
de gordura, consumidos no oriente had milénios de anos (REIS e ROCHA, 2015; EL-
SHEIKHA e HU, 2018). Complementar as suas propriedades nutricionais, diversas espécies
sdo promotoras de varios beneficios, para a salde humana, tais como antioxidantes,
antitumorais, antibidticos, antifingicos e anti-inflamatérios (CHEUNG, 2010; AO et al.,
2016; WANG, 2016).

Neste contexto, a producdo de cogumelos comestiveis tornou-se atrativa
economicamente. Das 300 espécies de cogumelos conhecidas, apenas 10% foram
domesticadas e produzidas comercialmente (TAVARES, 2015; PICORNELL-BUENDIA et
al., 2016; PUTZKE et al., 2020).

Royse et al., (2017) divulgaram que Lentinus edodes, Pleurotus, Auricularia,
Agaricus e Flammulina respondem por 85% do total mundial de cogumelos comestiveis
cultivados. Embora, no mercado mundial, os cogumelos comestiveis estejam em evolugéo, a
producdo atual, ainda, ndo é suficiente para atender a demanda para uso gastronémico e
medicinal (PICORNELL-BUENDiA et al., 2016; SOUZA et al., 2016; MINGYI et al,,
2019).

A importancia econémica dos fungos exibe uma ampla perspectiva de futuro
prospero voltada para producdo de cogumelos comestiveis (AZEVEDO e BARATA, 2018).
Segundo Research & Markets, (2017), o mercado mundial desses cogumelos movimenta 42
bilhdes de ddlares anuais, com prospeccdo para 0 ano 2023 de US $ 62,2 bilhdes
(PRESCOTT et al., 2018).

O mercado prospectivo de cogumelos comestiveis tem sido fortalecido com

patentes envolvendo aplicacdo desses fungos, em diferentes areas de atuacdo, em processos


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224418302103#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224418302103#!
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relacionados a Biotecnologia, Bioquimica, Salde, Medicina e produgdo de alimentos
funcionais (CAMASSOLA et al., 2019; JARAMILLO DE ECHEVERRI, et al., 2019).

Coreia do Sul, Taiwan, Tailandia, Vietni e India sd0 os maiores produtores de
cogumelos comestiveis, mas quem tem lideranca de producéo e consumo € a China (ROYSE,
2014; CHANG e WASSER, 2017; ROYSE et al., 2017). Na Europa e na América do Norte,
sdo a Italia e os Estados Unidos, respectivamente (CARRASCO-GONZALES et al., 2017;
GOMES, 2018).

No Brasil, as regides Sul e Sudeste concentram a producdo de cogumelos
comestiveis (KUMANAYA et al, 2018; RABUSKE et al., 2019), entretanto estudos
desenvolvidos, na Regido Norte, em especifico, no Estado do Amazonas, sinalizam a
viabilidade de producdo de cogumelos comestiveis, como atividade sustentavel, de baixo
custo e promissora economicamente (KIRSCH, et al., 2013; FONSECA et al., 2014).

A producdo de cogumelos comestiveis sdo processos biotecnoldgicos, ja
delineados na literatura, com o propoésito de melhorar sua produtividade e qualidade (SALES-
CAMPQOS, 2008; SOCCOL et al., 2013). Porém os métodos em ambiente controlado e as
etapas sdo especificas e, independente de cada espécie, definidas em parametros das
condi¢gdes nutritivas e ambientais, de forma que as atividades ndo comprometam
procedimentos e o desenvolvimento micelial e/ou dos corpos de frutificagdo (SANCHEZ,
2010; BONONI et al., 2015; DUARTE, 2020).

O processo de cultivo de cogumelos comestiveis, em escala laboratorial, envolve
varias etapas, como de uma cadeia tecnologica e produtiva, em sintese, esse processo tem
inicio com a producdo da matriz primaria, preparo do spawn e dos substratos para a
inoculacéo e no final a colheita dos cogumelos (OLIVEIRA, 2018)

Na producdo de cogumelos comestiveis, em pequenas localidades, em geral, 0s
substratos, sdo predominados com a reutilizagdo de residuos agroindustriais regionais para 0
crescimento de basidiomas, fato esse que favorece meios de subsisténcia sustentavel para
essas comunidades (CHIOZA e OHGA, 2014; HALUEENDO, 2016). Em experimentos,
Putzke et al (2020) utilizaram colmos de bambu verde, de facil obten¢do, como involucro
para o cultivo de cogumelos do tipo shimeiji.

Dessa forma, informacOes sobre os parametros de producdo de cogumelos do
bioma amazonico sdo essenciais, para projetar um fluxo produtivo, como uma alternativa de
novos alimentos, de padrdo genético diferente do usual, para atender a nichos de mercado

local, nacional e outros segmentos.
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Sendo assim, a técnica de producao de cogumelos comestiveis ou know how desse
bioprocesso podera tornar-se vantagem competitiva, se conduzida dentro dos parametros para
cada espécie. Diante disso, neste estudo, apresenta-se a seguinte questdo: Como caracterizar a

padronizacdo do fluxo operacional de um processo ecoamigavel em ambiente controlado?



18

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os fluxos operacionais de Pleurotus ostreatoroseus e P. albidus,
realizados em ambiente controlado ao desenvolvimento de bioprodutos de importancia para a

industria farmacéutica e de alimentos.

2.1.1 Objetivos Especificos

a) Selecionar os meios de cultivo para o desenvolvimento da cultura matriz das espécies
de cogumelos investigadas;

b) Awvaliar o potencial biotecnoldgico dos cogumelos cultivados em seis meios de cultura
solido;

c) Identificar as etapas do ciclo de producdo em residuos lignocelulésicos de Pleurotus
ostreatoroseus e Pleurotus albidus;

d) Sistematizar as etapas do ciclo produtivo das espécies selecionadas, expondo 0s

métodos e o0s aspectos dos cogumelos que sdo relevantes para negociacao.
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3 ESTRUTURA DA TESE

Para atender os objetivos e responder ao questionamento, esta tese esta estruturada
em trés capitulos, em formato de artigos:

a) Capitulo I - Referencial Tedrico;

b) Capitulo Il - Alternativa de fontes nutricionais para o desenvolvimento da fase
micelial e producdo de hidrolases por cogumelo comestivel de floresta tropical
(Artigo publicado);

c) Capitulo Il - Ciclo de Producdo de Cogumelos Comestiveis cultivados em
residuos lignoceluldsicos da fruticultura Amazonica: um estudo de caso em
Manaus, Amazonas, Brasil. (Artigo foi submetido para publicacdo, aguardando o

aceite).



4 CAPITULO I (REFERENCIAL TEORICO)

Ocorréncias cientificas de Pleurotus ostreatoroseus e Pleurotus albidus:

uma revisao

Maria do Perpétuo Socorro Lima Verde; Maria Francisca Simas Teixeira.

20
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RESUMO

Os cogumelos comestiveis sdo sazonais, ocupam diversos habitats nos ecossistemas florestais.
Os Pleurotus spp sdo comestiveis de distribuicdo mundial e ocorréncia em ecossistemas de
regido de clima tropical; sdo de fécil cultivo, de tecnologia simples de producdo, crescem
rapido e artificialmente em varios substratos. O objetivo da pesquisa foi realizar uma reviséo
bibliografica de duas espécies do género Pleurotus, nos ultimos 20 anos, descrevendo
experiéncias com P. ostreatoroseus e P. albidus. A investigacdo foi realizada em plataformas
digitais do Portal de Periddicos Capes, na Web of Science, usando 0s nomes cientificos, como
termos-chave. Foram coletados 21 registros para P. ostreatoroseus e 18 para P. albidus. Para
o termo “Pleurotus”, foram encontrados 2.251 artigos, mas em cinco anos. Como resultados,
varios pontos foram destacados: complexidades de identificacdo com Pleurotus spp,
apresentacdo de pontos taxondmicos de Pleurotus ostreatoroseus e P. albidus, importancia
biotecnologica, cultivos sobre as espécies do estudo, sintese dos principais estudos com as
espécies investigadas em resultados do grupo de pesquisa. Como base na pesquisa,
evidenciaram-se as espécies do bioma Amazonico, ainda pouco exploradas e tdo prospectiva
quanto as outras espécies do mesmo género.

Palavras-chave: Cogumelos comestiveis; Pleurotus; Pleurotus ostreatoroseus; Pleurotus
albidus.

ABSTRACT

Edible mushrooms are seasonal, occupying different habitats in forest ecosystems. Pleurotus
spp are edibles with worldwide distribution and occur in tropical climate region ecosystems,
are easy to grow, have simple production technology, grow quickly and artificially in various
substrates. The objective of the research was to carry out a bibliographical review of two
species of the genus Pleurotus, in the last 20 years, describing experiences with P.
ostreatoroseus and P. albidus. The investigation was carried out on digital platforms of the
Capes Journal Portal, on the Web of Science, using scientific names as key terms. Twenty-one
records were collected for P. ostreatoroseus, and 18 for P. albidus. For the term “Pleurotus”
2,251 articles were found, but in five years. As results, several points were highlighted:
Identification complexities with Pleurotus spp, presentation of taxonomic points of Pleurotus
ostreatoroseus and P. albidus, biotechnological importance, cultures on the study species,
synthesis of the main studies with the investigated species in results of the research group . As
a basis for the research, species from the Amazon biome are evidenced, still little explored
and as prospective as other species of the same genus.

Key words: Edible mushrooms; Pleurotus; Pleurotus ostreatoroseus; Pleurotus albidus.
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4.1 INTRODUCAO

Cogumelos comestiveis sdo reconhecidos como alimento de sabor refinado e de
alto valor nutricional, contém proteinas (20-30% da biomassa seca), carboidratos, minerais,
vitaminas, aminoacidos essenciais, baixo teor de gorduras e sdo de fonte de fibra dietética
(AO et al., 2016; SUFER et al., 2016; GARGANO et al., 2017; GRIMM et al., 2018;
MAGALHAES et al., 2018; OLIVEIRA e NAOZUKA, 2019).

Pleurotus spp do Reino Fungi, da Divisdo Basidiomycota, ordem Agaricales,
familia Pleurotaceae, sdo comestiveis de distribuicdo mundial e ocorréncia em ecossistemas
de regido de clima tropical. Na natureza se desenvolvem em troncos, em estados
decomposicdo ou em pedacos de madeira formando camadas sobrepostas (FONSECA et al.,
2015). A Figura 1 demonstra a estrutura do basidioma de Pleurotus sp. cultivado em residuo

lignoceluldsico da Amazonia.

Figura 1 - Estrutura do basidioma de Pleurotus
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Fonte: Colecdo de Culturas DPUA/UFAM

Pleurotus spp compreende, aproximadamente, 40 espécies conhecidas
popularmente como cogumelo ostra, crescem em diversos substratos (madeira, serragem,
entre outros), exibindo multiplas cores (Figura 2), branco, preto, cinza-escuro, marrom,
amarelo e salmdo, em funcéo dos fatores intrinsecos e extrinsecos (AISHAH e ROSLI, 2013;
FONSECA, 2013; OLUWAFEMI et al., 2016; TELLEZ-TELLEZ e DIAZ-GODINEZ,
2019).
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Figura 2 - Mdltiplas cores de Pleurotus sp

Pleurotus sajor-caju  Pleurotus citrinopileatus Pleurotus albidus

Fonte: Fonseca (2013)

Segundo Bellettini et al. (2019), as espécies P. ostreatus, P. eryngii, P.
pulmonarius, P. djamor, P. sajor-caju, P. cystidiosus, P. citrinopileatus e P. cornucopiae sdo
cultivadas comercialmente e valorizadas economicamente, em fungdo dos nutrientes. Em
geral, apresentam em base seca, proteina bruta de 7 a 37%, fibras de 12 a 39%, carboidratos
32 a 85%, lipidios de 1 a 4%, vitaminas, minerais e compostos bioativos (RAMPINELLI et
al., 2010; FONSECA, 2013; VALVERDE et al., 2015).

Ressalta-se que essa composicdo nutricional pode variar, de acordo com as
caracteristicas genéticas da espécie, composicdo do meio de crescimento, tempo de colheita,
técnicas de manipulacéo, cultivo e condi¢Bes dos substratos utilizados (VALVERDE et al.,
2015; BACH et al., 2017; JIN et al., 2018; LAVELLI et al., 2018).

Em sintese, Pleurotus spp sao de facil cultivo, de tecnologia simples de producéo,
crescem rapido e artificialmente em varios substratos. Sdo popularmente conhecidos pelo
perfil gastronémico e propriedades medicinais apresentadas no Quadro 1, de acdo qualitativas
a satde humana (FONSECA, 2013; INACIO et al., 2015; GAMBATO et al., 2016; KAPAHI
e SACHDEVA, 2017; IOSSI et al., 2018).

Quadro 1 - Caracteristicas de Pleurotus spp

Acéo qualitativa Fontes
- Baixam o nivel do colesterol no sangue Melo, Teles e Santos Junior (2020)
- Substéncias anticancerigenas Putzke e Putzke (2017); Pazza et al. (2019);

Gongalves e Casalvara (2020)
- Fonte de aminodcidos, contendo todos os essenciais | Barbosa et al., (2020)
e alguns ndo essenciais

- Minerais como célcio, potassio, iodo e fésforo Pazza et al., (2019); Sekan et al., (2019)

- Vitaminas, entre elas: Vitamina D, riboflavina, Lavelli, et al., (2018); Gallotti e Lavelli
tiamina, acido ascorbico, niacina e algumas (2020)

relacionadas ao complexo B

- Nutritivos, usado como produtos dietéticos, Corréa et al., (2015); Brugnari et al., (2018)

nutracéuticos.

Fonte: Adaptado de PUTZKE & PUTZKE (2017).
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Inimeras espécies do género Pleurotus vém sendo estudadas, cada uma com sua

peculiaridade. Pesquisadores tém se dedicado ao avango do conhecimento para expressar as
propriedades promissoras das linhagens (GERN et al., 2008; BARBOSA, J. et al., 2020). No

Quadro 2, mostram-se particularidades relatadas na literatura.

Quadro 2 - Espécies do género Pleurotus enfatizadas pelos pesquisadores

Espécies

Particularidades

Fontes

P. calyptratus, P. cornucopiae, P. cystidiosus, P.
dryinus, P. eryngii, P. opuntiae, P. ostreatus, P.
djamor, P. pulmonarius, P. nebrodensis, P.
citrinopileatus

Mais conhecidas e mais
estudadas no mundo

Corréa et al., (2016)

P. ostreatus, P. djamor, P. citrinopileatus, P. eryngii,
P. tuber-regium, P. pulmonarius, P. nebrodensis, P.
cystidiosus, P. cornucopiae e P. sajor-caju.

As espécies mais comuns

Carrasco-Gonzales,
Serna-Saldivar e
Gutiérrez-Uribe (2017)

P. ostreatus e P. pulmonarius

Econdmicas, pelo cultivo
em larga escala

Golak-Siwulska, et al.,
(2018)

P. ostreatus var. Florida, P. sapidus, P. pulmonarius,
P. djamor e P. cornucopiae var. citrinopileatus

Potencialidade para
aumentar a producdo

lossi et al., (2018)

P. ostreatus, P. eryngii, P. sajor-caju e P.
pulmonarius.

Alimentares

Lavelli, et al., (2018)

P. ostreatus, P. florida, P. flabelltus, P. sajor caju, P.
sapidus, P. membranaceous, P. citrinopileatus, P.
eous, P. cornucopiae, P. fossulatus, P. eryngii, P.
djamor, P. tuber-regium, P. nebrodensis, P.
pulmonarius e P. cystidiosus

Comercialmente
cultivadas

Patar, Chandra e Dhakad,
(2018)

P. agaves, P. albidus, P. araucariicola, P. calyx, P.
cornucopiae, P. cystidiosus, P. djamor, P. driynus,
P. favoloides, P. fuscosquamulosus, P. macropus, P.
ostreatoroseus, P. ostreatus, P. pulmonarium, P.
rickii. P. subtilis

Espécies de Pleurotus
Encontradas no Brasil

Putzke e Putzke (2019)
V.2

P. ostreatus, P. eryngii, P. sajor-caju, P. abalonus, P.
djamor, P. florida, P. pulmonarius, P. citrinopileatus.

Bioatividade
(polissacarideos)

Barbosa, J. et al., (2020)

Fonte: Autor

Nesse contexto, observa-se que as espécies P. ostreatoroseus e P. albidus ndo

fazem parte das espécies mais estudadas, descritas por Corréa et al., (2016) e nem as mais

comuns, relatadas por Carrasco-Gonzales et al., (2017) e muito menos das comerciais,

relatadas por Patar et al., (2018).

Talvez o quadro acima fosse diferente, se a complexidade de identificacao,

principalmente de P. ostreatoroseus, fosse definida, sem a dubiedade como cita (LECHNER
et al., 2004; ZERVAKIS et al., (2019) em que P. ostreatoroseus é uma variedade de P.

djamor var. roseus Corner.

Mesmo com essa ambiguidade, P. ostreatoroseus e P. albidus séo espécies nativas

do bioma Amazonico, com proeminentes estudos realizados pelo Grupo de pesquisa, Fungos
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de interesse industrial e médico da Universidade Federal do Amazonas, na geracdo de
publicacdes cientificas com as espécies desta investigacao.

Publicacdes cientificas, advindas de pesquisas com espécies nativas, utilizando
residuos lignocelul6sicos, organico regional para a elaboragdo de biocompostos e/ou
bioprodutos séo processos que incorporam o cultivo de basidiomas para o consumo de forma
in natura até suplementos alimentares produzidos a partir da biomassa micelial (FONSECA et
al., 2015; KIRSCH et al., 2016). Pode-se considerar uma iniciativa promissora de
transformacéo cientifica, para que, num futuro préximo, haja uma nova matriz alimenticia, no
Estado do Amazonas.

Nesse cendrio, esta revisdo apresenta compilacGes de fatos experimentais que
possam fundamentar conhecimentos sobre P. ostreatoroseus e P. albidus de aplicacGes diretas

fundamentadas na biotecnologia e no desenvolvimento de novos produtos.

4.2 METODOLOGIA

Revisdo bibliografica, baseada em evidéncias cientificas e processos
biotecnoldgicos. A pesquisa baseou-se em periddicos revisados por pares em plataformas
digitais, contratados do Portal de Periodicos Capes, como Web of Science (WQOS), Science
Direct (Elsevier), Springer, PubMed, Scielo e Scopus, Google Scholar, ResearchGate. Para
complementar as informacdes, outras bases publicas foram usadas, banco de teses e
dissertacOes, anais de eventos cientificos e repositério institucional.

A base mais usada foi a WOS pelo fato da reprodutibilidade em citacdes. Os
termos de busca usados foram os préprios nomes cientificos das espécies, Pleurotus
ostreatoroseus, Pleurotus albidus (Figura 3); a limitagdo do tempo foi a partir do ano 2000 até
0 inicio de 2021.

A metodologia de processos, em ambiente controlado, desta pesquisa, foi
relacionada com o mecanismo de producdo, que, por meio dos experimentos foram
encontrados padrbes que se ajustam ou melhoram a variabilidade dos processos de cultivo.
Logo a padroniza¢do desempenha importante papel no controle e melhoria da qualidade dos
métodos empregados (TEIXEIRA et al., 2014).



26
Figura 3 - Espécies de Pleurotus do bioma amaz6nico
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(A) Pleurotus ostretoroseus e (B) Pleurotus albidus
Fonte: Fotos do arquivo da Colecdo DPUA/UFAM.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O periodo de levantamento foi de 2000 até janeiro de 2021. Foram coletados 21
artigos para P. ostreatoroseus e, para P. albidus, foram encontrados 18 registros, que
abrangem pesquisas com as espécies. Mesmo assim, alguns documentos, ainda, ndo tratavam
diretamente das espécies, eram apenas citados na discussao ou nas referéncias.
Individualmente para o termo “Pleurotus”, foram encontrados mais de 7000 registros, no
entanto, para obter artigos mais novos, restringiu-se o periodo da pesquisa para cinco anos e
foram coletados 2.251 documentos. Pelo fato de a coleta ter sido embasada, nos termos

cientificos das espécies, ficaram de fora as sinonimias e as variedades das espécies.

4.3.1 Complexidades de Pleurotus spp

Pleurotus spp fazem parte do grupo das espécies mais produzidas e consumidas
de forma global, por serem de facil cultivo, de alto valor nutricional e muito usados na
gastronomia. Contudo a literatura cita a problematica da complexidade de divergéncia de
sequenciamento e distancia genética de identificagdo (RONCERO-RAMOS e DELGADO-
ANDRADE, 2017; ZERVAKIS et al., 2019)

Alguns estudos foram publicados e enfatizaram essa problematica, por exemplo,
Bao e colaboradores (2004) investigaram pela analise molecular o poliformismo de 34
espécies de Pleurotus, no entanto a nomenclatura taxonémica e relagdes filogenéticas nao
foram solucionadas.

Com P. albidus foi diferente. Menolli Junior et al., (2014), por intermédio de
dados moleculares combinados com a morfologia e compatibilidade sexual elucidaram o

status taxonémico e ocorréncias de cinco espécies, no Brasil, Pleurotus albidus P. djamor, P.
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fuscosquamulosus, P. pulmonarius e P. rickii. E, ainda, mostraram a localiza¢do geografica de
P. albidus nos Estados, Amazonas, Minas Gerais, Parana e Sdo Paulo.

Zervakis et al., (2019) também investigaram relacdes filogenéticas, combinando
caracteres morfologicos e dados sequenciais (ITS, LSU e marcadores RPB2) e encontraram P.
djamor de alto poliformismo identificado como P. flabellatus, P. opuntiae, P. ostreatoroseus,
P. parsonsiae e P. salmoneostramineus.

Todavia, em estudo recente de Silva et al., (2021), os autores apresentaram, pela
primeira vez, o sequenciamento do genoma de P. osteatoroseus, uma linhagem Amazénica,
presente no Acervo da Colecdo DPUA da UFAM. Isso significa a evolucdo e compreensao
dos mecanismos moleculares envolvidos, no processo de interacdo desse cogumelo,
atribuindo a esse organismo prospectiva para compostos bioativos, além de servir de base
para a montagem de outros genomas da floresta Amazonica.

Assim, ferramentas moleculares estdo sendo empregadas e sendo precisas na
identificacdo da complexidade de algumas espécies de Pleurotus, pelas impressfes digitais de
DNA. Dessa maneira, erros de identificacdo deverdo ser cada vez mais esclarecidos
(TELLEZ-TELLEZ e DIAZ-GODINEZ, 2019; BARBOSA, J. et al., 2020)

4.3.1.1 Pleurotus ostreatoroseus

P. ostreatoroseus, do filo Basidiomycota, pertence a familia Pleurotaceae. Foi
descrito por Singer, 1961, a partir de material coletado no Parque dois Irmaos em Recife/PE,
Brasil. A espécie é autoctone nos trépicos, facilmente cultivavel e cresce bem em amplitudes
térmicas. E apreciado pelo sabor diferenciado, assim como sua coloracdo rosada do corpo
frutifero (ROSADO et al., 2002; CORREA et al., 2015).

Putzke e Putzke (2019, p.199) descrevem a especie P. ostreatoroseus como nativa
do Brasil, apresentando dados taxonémicos com as seguintes descri¢fes: pileo rosado quando
fresco, borda semicircular, estirpe lateral a quase ausente, as lamelas profundamente
decurrentes, apresentando contexto rigido (PEREIRA e PUTZKE, 1989)

Comercialmente é conhecido como shimeji rosa, com caracteristicas do grupo de
fungos da podriddo branca, eficiente em degradar matéria organica que contém lignina e
celulose, definido de rapida colonizacdo, que da resisténcia contra outros fungos invasores e
bactérias. Essa eficiente degradacdo inclui todos os residuos organicos agroindustriais,

ampliando inameras formulacGes de substratos, favorecendo a selecdo pela disponibilidade,
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qualidade e custos (SOUZA et al., 2004; CORREA et al., 2015; REIS e ROCHA, 2017;
RABUSKE et al., 2019).

A partir do século XXI, a literatura vem revelando diversificadas experiéncias
com P. ostreatoroseus, sendo recrutada para estudos cientificos, com perspectiva promissora
para produtos alimenticios e compostos bioativos que os valoriza com formulagcfes de acdes
terapéuticas (CORREA et al., 2015).

No entanto acredita-se que haja um nimero maior de fatos empiricos realizados
com P. ostreatoroseus, mas nao publicados, como P. ostreatoroseus, em funcdo da
instabilidade de identificacdo precisa da espécie. Fato evidente em alguns autores que
consideraram P. ostreatoroseus como sinonimia de P. djamor (FALCAO et al., 2017;
ZERVAKIS et al., 2019).

4.3.1.2 Pleurotus albidus

Pleurotus albidus (Berk.) Pegler, do Filo, Basidiomycota, é uma espécie de
ocorréncia latina, com presenca na Argentina, Brasil, Costa Rica, México, Jamaica, Guiana,
Martinica e Estados Unidos da América (KIRSH et al., 2016; GLOBAL, 2020). Do género
Pleurotus, é muito utilizado para cultivo, em diferentes ambientes e condi¢des climaticas,
com uso na bioconversdo de materiais residuais, transformando-os em grande quantidade de
biomassa (GAMBATO et al., 2018) com resultados de alta eficiéncia bioldgica e qualidades
excelentes como comestivel (CASTRO-ALVES et al., 2017).

Em pesquisas, essa espécie foi identificada no Brasil, com ocorréncias de Norte a
Sul, com presenca nos estados do Rio Grande do Sul, Amapa e Amazonas (PUTZKE e
PUTZKE, 2002, 2019; TEIXEIRA et al., 2009). Todavia a especulagdo com a espécie &,
ainda, muito discreta (MENOLLI JUNIOR et al., 2014; STOFFEL et al., 2019), porém a
linhagem ja esta comprovada pela analise molecular (CANTELE et al., 2017).

Segundo Putzke e Putzke (2019), a descrigdo taxonémica de Pleurotus albidus é
apresentada de pileo de diametro circular, infundibuliforme, sem cor definida de branco a
creme, de margem crenada a lacerada. Lamelas brancas profundamente decurrentes,
subdistantes a proximas, com estipe afinando para a base.

A descricdo morfoldgica dessa espécie nativa é relatada sempre pela alta
eficiéncia bioldgica, na busca de estudos mais proficuos para a exploracdo e aplicacdo de
atividades gastronémicas, nutricionais e medicinais (LECHNER e ALBERTO, 2011;
KIRSCHI, 2013; GAMBATO et al., 2016).
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4.3.2 Importancia biotecnoldgica e nutricional das espécies P. ostreatoroseus e P. albidus

Os fungos sdo comprovadamente organismos de interesse biotecnoldgico,
amplamente utilizados em atividades industriais, agricolas, ecoldgicas e de biotransformacéo
(ABREU et al., 2015).

A importancia biotecnoldgica atribuida aos cogumelos estd no fato da sintese e
excrecdo de enzimas. Rosado e colaboradores (2002) descreveram caracteristicas estruturais
de dois principais polissacarideos, galactan e mannan, extracelulares sollveis em agua,
produzidos por P. ostreatoroseus, motivando o desenvolvimento de drogas moduladoras do
sistema imunolo6gico. Esses mesmos polissacarideos foram detectados em P. eryngii (EL-
ZAHER et al., 2020). Na mesma linha de pesquisa, (ROSADO et al., 2003; 2003a)
ampliaram os experimentos para a obtencdo de expolissacarideos (EPS). Essas experiéncias
permitiram avancar, no desenvolvimento de varios produtos, para a aplicacdo em diferentes
setores, industrias quimicas e farmacéuticas, industrias alimenticias da area de laticinios e
bebidas alcodlicas (SILVA e MALTA, 2016).

Na continua investigacdo, Carbonero et al., (2006) isolaram as B-glucanas de
corpos frutiferos de duas espécies, Pleurotus eryngii e Pleurotus ostreatoroseus, que
sinalizaram o interesse nessas moléculas, pelo fato de pesquisas anteriores apresentarem
atividades antitumorais e anti-inflamatoérias. Mas Carbonero e colaboradores (2008), com as
mesmas espécies do estudo anterior, insistiram em novos polissacarideos diferenciados e
isolaram um a-galactano linear incomum, entretanto a molécula s6 foi detectada em P.
eryngii.

Castro-Alves et al., (2017) estudaram os polissacarideos de basidioma de P.
albidus. Esse cultivo foi em fermentacao sélida e liquida, com resultados satisfatorios de acdo
modular com os macrofagos (celulas do sistema imunoldgico) de efeitos benéficos a saude.

Castro-Alves e Nascimento (2018) investigaram os efeitos de polissacarideos
(glucanos) de cogumelo comestivel de P. albidus em células semelhantes a de macréfagos
humanos. Os efeitos foram a acdo de glucanos em inibir inflamacdo induzida por lipidios.
Esses estudos direcionaram P. albidus a ser utilizado como alimento funcional e como fonte
para a extracéo de glucanas biologicamente ativas.

Apropriagdo de estudos anteriores deram a Gracher et al. (2010) testarem e
avaliarem in vitro um mannogalactan de Pleurotus ostreatoroseus em funcdo das atividades

anticoagulante e antitrombdtica. Essa investigacdo, com essa substdncia anticoagulante,
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sinalizou encontrar uma alternativa a heparina (substancia com varios efeitos colaterais) com
menor riscos a saude.

Mais adiante, Corréa e colaboradores (2015) investigaram o corpo de frutificacao
e massa micelial de P. ostreatoroseus. O resultado desse estudo se manifestou em
formulacBes bioativas (extratos etandlicos), caracterizadas como compostos hidrofilicos e
lipofilicos, com atividades antioxidante, anti-inflamatdria e antimicrobiana, com auséncia de
citotoxicidade, garantindo as formulacbes o uso em suplementos dietéticos para fins
nutracéuticos.

Kirsch et al., (2016), pela biotecnologia, definiram parametros fisico-quimicos de
meios sintéticos, para a produgdo de biomassa, na fermentacdo liquida de P. albidus, em
funcdo das carateristicas gastronémicas e nutricionais.

Por meio da biotecnologia, formulacGes bioativas foram avaliadas e indicadas a
atuacdo. Brugnari et al. (2018) aferiram o extrato aquoso do cogumelo Pleurotus
ostreatoroseus, cozido, como atividade antioxidante em quatro métodos. Resultados
mostraram que, depois de cozidos e digeridos, o cogumelo P. ostreatoroseus mantém
atividade antioxidante e tem baixo efeito citotoxico.

Diversificando os estudos com P. albidus, Abdel-Rahman et al., (2018)
produziram, purificaram e caracterizaram a enzima de coagulacéo do leite. Esse processo foi
realizado, por meio da fermentacdo liquida e o meio de cultura usado foi GYP [(glicose,
extrato de levedura, peptona, gelatina e pH (5,6)] para a obtencdo do extrato e da biomassa.
Foram colocados em frascos inoculados com 10 discos miceliais, incubados a 30 °C em
agitador rotativo 150 rpm por 72 h.

Outras investigacOes sdo destacadas, contudo Campos Junior et al., (2019)
otimizaram um método simples de extracdo (hidrdlise) e, pela técnica Eletroforese capilar
com detector de arranjo de diodos (CE-DAD), para investigar o perfil fendlico de quatro
especies de cogumelos comestiveis (Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus
ostreatoroseus e Lentinula edodes). Como resultado, Pleurotus ostreatoroseus, o salméo,
destacou o acido p-cumarico (composto fendlico que da sabor aos alimentos) de propriedades
antioxidante, antitumoral, anti-inflamatoria, antimicrobiana e de baixa toxidade.

Em resumo, os efeitos das investigacbes, por meio da biotecnologia, séo
importantes na formacdo de alicerces de novos delineadores para empreendimentos,

aplicacBes com as espeécies P. albidus e P. ostreatoroseus.
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4.3.3 Cultivo de P. ostreatoroseus e P. Albidus

O cultivo de P. ostreatoroseus e P. Albidus vem sendo estudado pela forte
adaptacdo de colonizar substratos de baixo custo, como o reaproveitamento de residuos
agroindustriais. Essa tecnologia de producao, praticada de forma experimental, em laboratério
controlado, indubitavelmente podera ser incorporada, como atividade agricola e transferida a
empreendedores, na diversificacdo de oferta de produtos comestiveis de alto valor nutritivo,
visando a uma alternativa econdmica, rentavel e proficua.

Diversos estudos tém sido praticados com espécies de Pleurotus. No entanto,
particularmente, com as espécies investigadas, sdo pesquisas que buscam conhecer substratos
de disponibilidade do local de cultivo.

Scariot et al. (2000) avaliaram a composic¢ao quimica do residuo da producédo de
basidioma de P. ostreatoroseus para uso como adubo quimico e ragdo para animais. O cultivo
foi em residuo de algod&o, levando em conta a incubagdo em umidade de 90%. Resultados
foram satisfatdrios para uso industrial, caracterizando, assim, o ciclo do material organico.

Rosado et al. (2002) fizeram testes alternativos com indculos (semente), usando
Batata Dextrose Agar (BDA) e Batata Dextrose Liquido (BDL), para dar condicdes de cultivo
a P. ostreatoroseus. Para a producdo de basidioma, a incubacdo foi de 32 dias, a 25-28 °C,
com 80% umidade até a perfuracdo da embalagem.

Outros cultivos foram sucedendo a Rosado et al. (2003), para a extracdo de
diferentes polissacarideos. O delineamento, para a obtencdo de basidioma, o substrato usado
foi residuo de algodao, incubados por 32 dias e mais 60 dias em sala de producdo com luz e
temperatura a 25 = 3 °C.

Bernardi et al. (2007), testando substratos, para a producdo de spawn, usaram
aveia preta, aveia branca, aveia descascada, azevém, girassol, milho, soja, trigo, farelo de
trigo, farelo de soja. O processo técnico foi em tubo e o melhor resultado foi aveia preta e
serragem adicionada com 20% de farelo de soja como substrato para inoculo para cultivo de
P. ostreatoroseus. Essa experiéncia axénica indicou como alternativa o uso de residuos
agroindustriais, geralmente de baixos custos, a fim de favorecer o retorno econémico do
investimento.

Bernardi e colaboradores (2007a), constituindo novos parametros para uma
colonizagdo forte de P. ostreatoroseus, testaram com trés espécies, Pleurotus ostreatus, P.
ostreatoroseus e P. citrinopileatus, para aferir a produtividade, eficiéncia bioldgica e

biomassa fresca e seca das espécies. O melhor resultado foi com substrato a base de capim-
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elefante, com tempo total de cultivo em 105 dias; a primeira colheita em 25 dias apds a
inoculacdo do substrato. Comparativamente, em relacdo as outras espécies dessa investigacao,
P. ostreatoroseus teve as maiores taxas de produtividade (33,16%), eficiéncia biologica
(132,64%), massa fresca (331,60 g) e a massa seca (26,26%), essa Ultima foi a Gnica menor
em relacéo a P. ostreatus que teve a maior taxa de massa seca (31,16 g).

Reis et al. (2010), para produzir basidioma de P. ostreatoroseus, o substrato foi
residuo de algodao, o tempo de incubacéo 20 dias a 25 £ 5 °C em seguida e umidificados para
0 nascimento dos primordios.

Lechner e Albert6 (2011) cultivaram P. albidus, nas seguintes condi¢des, o spawn
foi com gréo de trigo, os melhores substratos usados foram palha de trigo e farinha de trigo,
ambos usaram carbonato de calcio. O melhor processo de frutificacdo foi em sacos, incubados
na temperatura de 25 °C, umidade a 75 a 85%, por 19 dias, 3 dias depois 0s primdrdios
surgiram. A eficiéncia bioldgica foi de 171,3% e a produtividade foi de 513,0%.

Albuquerque, Pfeil e Nascimento (2012) desenvolveram in vitro, Pleurotus
ostreatoroseus, P. pulmonarius e Lentinus sajor-caju, reativadas em BDA e inoculadas em
meios formulados com os residuos agricolas, palha de arroz, casca de mamona e casca de
amendoim, incubados a 25 °C até a miceliacdo total. O diametro micelial foi avaliado em
cinco dias. Estatisticamente, o P. ostreatoroseus, no extrato de casca de mamona, colonizou
40,01% da placa. Deduziram que as linhagens séo influenciadas pelo meio de cultivo,
enguanto a linhagem nativa utilizada nao € influenciada pelos meios testados.

A producéo de basidioma de P. sajor-caju e P. ostreatoroseus por Bernardi et al.,
(2013) foi em 45 dias; usaram, como substrato, bagaco de cana-de-aclcar, capim-elefante,
residuo de mamona e casca de arroz, nesse experimento o melhor resultado foi com capim-
elefante. O processo de incubagdo foi a temperatura de 26 + 2 °C, em seguida, frascos na
camera de frutificacdo sob temperaturas em condicfes de 25 + 3°C e umidade relativa do ar de
75 - 90%.

Fonseca (2013) fez um amplo estudo do cultivo de basidioma de P.
ostreatoroseus, usando residuos agroindustriais, semente de agai, casca de abacaxi, coroa de
abacaxi, casca de cupuagu adicionando o farelo de arroz. A melhor composic¢éo de substrato,
em todos os aspectos, foi a casca de cupuagu com farelo de arroz. O tempo de miceliacdo foi
de 15,2 dias, mais 4,2 dias os primérdios surgiram e tempo total foi de 42,2 dias de cultivo.
Outros parametros foram medidos, em média, a eficiéncia bioldgica foi de 22,90%, taxa de
produtividade 3,55%.
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Moraes et al. (2015) produziram P. ostreatoroseus, em 24 dias, 0 substrato foi
capim-elefante, a incubacdo foi em 25 °C, umidade 80% sem de luz. Em seguida, o
colonizado transferido para camara a 22 °C, umidade 90% com fotoperiodo de 8 h para
estimular a frutificacao.

Gambato e colaboradores (2016), no cultivo de P. albidus, a incubacdo foi a 24 °C
até a miceliacdo de 32 dias, usando como substrato serragem de pinho mais residuo de magcg;
tiveram a eficiéncia bioldgica de 70,4% e producéo 23,94%.

Castro-Alves et al. (2017) cultivaram basidioma, nas seguintes condicdes; para o
spawn usaram gréo de trigo, 15 dias a 25 °C para miceliagédo total. Inoculados no substrato
Brachiaria brizantha (Hochst.), para a frutificagéo, a incubacéo foi a 500 lux e 25 °C.

Bernardi et al. (2018), ampliando o cultivo para trés espécies Pleurotus sajor-
caju, Pleurotus ostreatoroseus e Pleurotus citrinopileatus, usaram 0s mesmos substratos
capim-elefante, palha de arroz e residuo de mamona, 0s sacos incubados a 25+2 °C até a
colonizagdo completa dos substratos. Depois foram transferidos para uma camara de
frutificacdo 252 °C com umidade relativa de 75-90%.

Barbosa e Teixeira (2018) cultivaram em semente de acai mais farelo de arroz
com a incubagdo a 25 °C até a miceliacdo do residuo, em ambiente sem luz, umidade
ambiente 80%. Apo6s a inducdo dos primdrdios a 12 °C, os cultivos foram expostos a luz 12 h,
25 °C, ambiente com umidade 90%.

Stoffel et al., (2019) cultivaram o micélio de P. albidus para introduzir em
farinhas e, assim, constituir um produto nutricional com atividade biol6gica, que denominou
de micoproteina.

Para a extracdo de protease de basidioma de P. ostreatoroseus, Barbosa, E. et al.,
(2020) cultivaram, nas seguintes condicGes, substratos exocarpo de cupuagu (casca), residuo
de acai, serragem, farelo de arroz (20%) umidade 60%, pH 6,0. A fermentacéo foi realizada a

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

4.3.4 Estudos com as espécies P. ostreatoroseus e P. albidus e resultados do grupo de

pesquisa

Estudos cientificos relativos a producdo de cogumelos comestiveis, para
aplicacdes biotecnoldgicas, mostrados no Quadro - 3, foram desenvolvidos no Grupo de
Pesquisa Fungos de interesse industrial e médico da Universidade Federal do Amazonas-

UFAM, em Manaus-Amazonas. Nesse segmento, a producéo, em pequena escala, vem sendo
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realizada desde 2000 e os resultados cientificos com as espécies nativas comegaram a surgir, a
partir de 2013 e, atualmente, compdem bases de dados eletronicas que evidenciam a
producdo, a aplicacéo, resultando em técnicas advindas da biotecnologia.

Segundo Bononi et al. (2015), a producdo de cogumelos comestiveis &€ um processo
biotecnoldgico, que se inicia em pequena escala, chegando a atividades industriais. Esse
bioprocesso vem continuamente sendo expandido de forma global, motivado pela incluséo na

gastronomia, em funcéo da potencialidade nutricional, pelas propriedades medicinais e outros

(FONSECA et al., 2015; SOUZA et al., 2016; MACHADO et al., 2017).

Quadro 3 - Trabalhos do Grupo de Pesquisa sobre P. albidus 1692 e P. ostreatoroseus, 1720

Espécies

Resultados com aplicagéo industrial

Fonte

Pleurotus albidus

Barras de cereais utilizando a biomassa desidratada

Kirsh (2013)

P. ostreatoroseus

Enzimas influenciadas por mecanismos regulatérios fisicos
e quimicos. Séo eficazes na remocéo de manchas em
roupas. Demostrou ser compativel com detergentes
comerciais

Silva (2015)

P. ostreatoroseus

Processo, usando como substrato casca de cupuagu,
produziu Corpo frutifero (in natura) de boa aparéncia,
textura e sabor

Fonseca et al., (2015)

P. albidus Producéo de biomassa micelial, usada como aditivo, em Kirsch et al., (2016)
alimentos para o consumo humano e para a extragdo de
compostos bioativos, antimicrobianos, antioxidantes,
polissacarideos e outros

P. albidus Bioproduto com uso da casca de abacaxi e Souza et al., (2016)

biomassa de P. albidus de valor nutricional para a indUstria
de panificacdo

P. ostreatoroseus

Bioproduto formulado com tubérculos amazonico (D alata),
para o enriquecimento de massas alimenticias do tipo
capeletti, com proteinas, fibras e minerais, representando
uma inovacdo na industria de alimentos

Machado (2017)

P. albidus

Enzima de coagulacéo do leite, usada para a fabricacdo de
queijos

Martim et al., (2017)
Teixeira e Martim (2017)

P. ostreatoroseus

Identificou significativos valores de atividade proteolitica e
presenca dominante de proteases de cisteina

Machado et al., (2017)

P. albidus

Avaliar a producdo e as propriedades nutricionais de P.
albidus para valorizar produto de panificacdo - massa
alimenticia

Figueiredo (2017)

P. ostreatoroseus

Producéo de indculo, corpo de frutificacdo (in natura) em
Residuo de acai. E pao adicionado com farinha do
basidioma.

Barbosa e Teixeira (2018)

P. albidus

Enzimas do tipo peptidases (proteases) tiveram atividade
6tima quando cultivadas em exocarpo de cupuagu com
aplicacdo na industria de alimentos

Pimenta et al., (2020)

P. ostreatoroseus

Produco e caracterizacdo de enzimas, proteases. O
processo usou residuos de acai potencial para uso na
industria farmacéutica, téxtil, alimenticia e

guimica

Barbosa, E. et al. (2020)

P. ostreatoroseus

Producéo de massa micelial em tubérculo amazénico
Dioscorea altissima e produgdo de amilases, celulases e
proteases

Coelho et al., (2021)

Fonte: autor.
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4.4 CONCLUSAO

O conhecimento cientifico com as espécies P. ostreatoroseus e P. albidus séo
mais consequentes, a partir do século XXI. Esses estudos comprovam perspectiva promissora
como produto alimenticio, sendo fresco ou desidratado e, também, para insumos em produtos
alimenticios. Além desses feitos, outras substancias extraidas das espécies geram compostos
bioativos que os valorizam com formulacdes, para diversas acOes terapéuticas, como na
prevencdo de comorbidades.

Pleurotus spp. em alguns estudos demarcaram espécies como inconsistentes, mas
estudos moleculares estdo conseguindo desvendar. Quanto as espécies do bioma Amaz6nico,
P. albidus ja tem o status taxondmico resolvido. E em P. ostreatoroseus, recentemente, seu
genoma foi sequenciado, significando evolugdo dos mecanismos moleculares.

P. ostreatoroseus e P. albidus s&o comprovadamente organismos de interesse
biotecnoldgico. Apresentam, distintamente, estruturas de polissacarideos, acidos fendlicos,
acidos organicos e tocoferdis. A descricdo dessas estruturas permite avancar no
desenvolvimento de varios produtos para a aplicacdo nas industrias quimicas e farmacéuticos,

indUstrias alimenticias da area de laticinios e bebidas.
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RESUMO

Cogumelos do género Pleurotus séo reconhecidos como alimentos de alto valor nutricional e
por sintetizarem enzimas hidroliticas com ampla aplicacdo industrial. Essas caracteristicas
incentivam a busca por meios de cultivo que estimulem a producdo de biomassa e hidrolases
por espécies de Pleurotus. O objetivo deste estudo foi selecionar meios de cultivo, para o
desenvolvimento da cultura matriz de P. ostreatoroseus DPUA 1720, avaliar o potencial
biotecnolégico dos cogumelos como fonte de hidrolases e caracterizar as proteases
sintetizadas por esse cogumelo comestivel. A cultura matriz de P. ostreatoroseus foi mantida
em BDA+YE [(Agar Batata Dextrose (BDA) + Extrato de Levedura (YE)], a 25 °C por 8
dias. Para avaliar a velocidade do crescimento radial e o vigor micelial, P. ostreatoroseus foi
subcultivado em BDA+YE, SAB+YE (Agar Sabouraud + Extrato de Levedura), GYP
(Glicose + Peptona), MGYP (Agar Extrato de Malte + Glicose + Peptona), CEINYE (Cara-
de-espinho in natura + Extrato de Levedura) e CEDYE (Cara-de-espinho desidratado +
Extrato de Levedura). A avaliacdo da sintese de amilase, celulase e protease foi realizada em
meio solido utilizando a técnica do bloco de gelose. A influéncia do meio de cultivo e do
tempo de fermentacdo, na producdo de proteases, foram realizadas em meio liquido. A
atividade proteolitica foi determinada em solucdo de azocaseina 1% (p/v). As proteases
obtidas no meio com atividade significativa foram caracterizacdo quanto ao pH e temperatura
6timos. Em BDAYE, P. ostreatoroseus apresentou rapido crescimento micelial (17,80
mm/dia), em cinco dias de cultivo, além de textura cotonosa. Entretanto os resultados
demonstraram que SABYE e CEINYE sdo meios promissores para 0 crescimento desse
cogumelo. Pleurotus ostreatoroseus sintetizou quantitativo superior de amilase (17,53 mm),
protease (14,33 mm) e celulase (13,61 mm) em CEINYE, BDAYE, GYP, respectivamente.
Em meio liquido, valores significativos de atividade proteolitica foram determinados em
CEINYE (25,87 U/mL) e BDAYE (22,00 U/mL), aos quatro dias de bioprocesso. As
proteases de P. ostreatoroseus cultivado em CEINYE apresentaram atividade 6tima em pH 5
a 50 °C. Pleurotus ostreatoroseus isolado na Amazonia cresce e excreta hidrolases em
diferentes meios de cultivo e suas proteases possuem potencial, principalmente, para uso na
indUstria de alimentos.

Palavras-Chave: cogumelo comestivel; Pleurotus ostreatoroseus; proteases.



47

ABSTRACT

Mushrooms of the genus Pleurotus are recognized as food of high nutritional value and for
synthesizing hydrolytic enzymes with wide industrial application. These characteristics
encourage the search for ways to stimulate the production of biomass and hydrolases. This
study aimed to evaluate growth media, as well as the synthesis of hydrolases and the
characterization of proteases produced by P. ostreatoroseus DPUA 1720. The stock culture
was maintained on BDAYE (Potato Dextrose agar+Yeast Extract) at 25 °C for eight days.
The radial growth and mycelial vigor were evaluated on six media supplemented with Yeast
Extract (YE): BDAYE (Potato Dextrose agar), SABYE (Sabouraud agar), GYP (Glucose-
Peptone agar), MGYP (Malt-Glucose-Peptone agar), CEINYE or CEDYE agar (Dioscorea
altissima in natura or dehydrated). The evaluation of the amylase synthesis, cellulase and
protease was carried out in a solid medium using the gelose block method. The influence of
the medium and the cultivation time on the production of proteases was carried out by
submerged fermentation. Proteolytic activity was determined in a 1% (w/v) azocasein
solution. Proteases produced in the liquid medium with significant activity were characterized
for the effect of pH and temperature on activity. P. ostreatoroseus showed rapid growth and
cottony mycelium in BDAYE (17.80 mm/day) at five days of cultivation. However SABYE
and CEINYE medium are more promising to grow this mushroom. The data of the enzymatic
activity by agar diffusion showed higher activity of amylases (17.53 mm), followed by
protease (14.33 mm) and cellulase (13.61 mm) in CEINYE, BDAYE, GYP, respectively. The
significant values of activity of proteases produced by submerged fermentation were
determined in CEINYE (25.87 U/mL) and BDAYE (22.00 U/mL) at four days of cultivation.
The proteases from CEINYE cultures showed optimal activity at pH 5.0 and 50 °C. Pleurotus
ostreatoroseus grows, synthesizes enzymes in both traditional and natural culture media, and
its proteases have potential for application in food biotechnology.

Keywords: edible mushroom; Pleurotus ostreatoroseus, proteases.
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5.1 INTRODUCAO

Os fungos do género Pleurotus pertencem ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota,
ordem Agaricales e popularmente sé@o conhecidos como cogumelos ostra. Esses macrofungos
s&0 os principais decompositores de madeira e residuos vegetais de regides de clima tropical e
subtropical (FONSECA et al., 2015; GRABARCZYK et al., 2019).

Espécies de Pleurotus vém despertando interesse no cenario econémico, ndo so
por causa do significativo valor nutricional, mas também por sintetizarem compostos
bioativos com acdo antimicrobiana, antioxidante, anticancerigeno, antiviral, anti-inflamatorio,
entre outros (BEHERA; GUPTA, 2015; BONONI; GIMENES; ROJAS, 2015). Como
resultado da valorizacdo econ6mica, a producdo comercial mundial de Pleurotus sp.
movimentou mais de US $ 60 bilhdes no periodo de 2013 a 2018 (GRIMM; WOSTEN, 2018;
LAVELLI et al., 2018).

Pesquisas também vém demonstrando o potencial de Pleurotus sp. como fonte de
hidrolases de alto valor econdmico, como amilases, celulases e proteases (ERGUN; UREK,
2017; ARAUJO et al., 2021). Estas enzimas, que atuam na clivagem hidrolitica de ligacbes
quimicas, sdo utilizadas na elaboracdo de queijos, bebidas, pdes, detergentes e no
beneficiamento da celulose (SINGH et al., 2016). Em 2019, o mercado global de enzimas,
incluindo hidrolases, foi avaliado em US $ 9,9 bilhGes, com perspectiva de crescimento a uma
taxa anual de 7,1% de 2020 a 2027 (ENZYMES, 2020).

Para aumentar a producdo de biomassa e de enzimas hidroliticas, além de reduzir
os custos do bioprocesso, meios de cultivo alternativos formulados com residuos do
processamento do algodao, arroz, canola, milho, soja, entre outros, vém sendo utilizados para
o crescimento de espécies de Pleurotus (RITOTA e MANZI, 2019). Na Amaz6nia, exocarpos
de cupuacu e abacaxi, semente de acai, serragem, farelos de trigo e arroz foram utilizados
para a producdo de basidiomas e enzimas hidroliticas por Pleurotus sp. (FONSECA et al.,
2015; SOUZA et al., 2016).

Pleurotus ostreatoroseus Sing., uma espécie que cresce naturalmente na
Amazonia, possui basidioma carnoso com destacada coloragdo résea e crescimento em
temperaturas superiores a 20 °C (MENOLLI JUNIOR, et al., 2010; OMARINI et al., 2010).
Apesar do potencial biotecnologico, P. ostreatoroseus nativo do bioma amazodnico é pouco
explorado como fonte de biomassa e enzimas hidroliticas. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi selecionar meios de cultivo, para o desenvolvimento de P. ostreatoroseus DPUA
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1720, avaliar a producdo de hidrolases e proceder a caracteriza¢do bioquimica das proteases

sintetizadas por esse cogumelo comestivel.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Cogumelo

Nesta pesquisa foi utilizado Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, cedido pela
Colecéo de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas- UFAM. Essa espécie foi
isolada na Area de Protecdo Ambiental (APA/ UFAM), em Manaus, Amazonas, Brasil.

5.2.2 Manutencéo da cultura matriz

Para a manutencdo da cultura de Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, foi
cultivado Agar Batata Dextrose com Extrato de Levedura 0,5% (p/v) (BDA+YE), em placas
de Petri. A cultura foi incubada a 25 °C por oito dias para posterior uso nos demais
experimentos (FONSECA et al., 2015).

5.2.3 Selegdo de meios de cultura para o crescimento de P. ostreatoroseus

Neste experimento, foram analisados quatro meios de cultura definidos e dois
complexos, adicionados de YE 0,5% (p/v): (1) Agar Batata (BDA+YE), (2) Agar Sabouraud
(SAB+YE), (3) Agar Glicose-Peptona (GYP) e (4) Agar Extrato de Malte + Glicose (MGYP).
Os meios complexos, Cara-de-espinho in natura (CEINYE) e Cara-de-espinho desidratado
(CEDYE), foram formulados com a biomassa de Cara-de-Espinho (Dioscorea altissima) e
preparados, de acordo com as citagfes de Tudses (2016) com ajustes na formulagdo. Nos

meios de cultura, o pH foi aferido para 6,0 e esterilizados a 121 °C por 15 minutos.

5.2.3.1 Determinacgéo do crescimento micelial radial de P. ostreatoroseus

Para avaliar o desenvolvimento micelial das espécies de P. ostreatoroseus, em
cada meio de cultivo (item 5.2.3), foi inoculado disco micelial de 8 mm de diametro. Os
cultivos foram mantidos a 25 °C por oito dias, e a taxa de crescimento radial avaliada a cada

24 horas. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em
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milimetros por dia (CASTILLO et al., 2018). A velocidade de crescimento radial (VCR) foi
avaliada de acordo com a Equacdo 1. A densidade da massa micelial foi classificada em: (1+)
Muito escassa; (2+) Escassa; (3+) Moderada; (4+) Abundante; (5+) Muito abundante
(MUTHU; SHANMUGASUNDARAM, 2015).

didgmetro da colénia (mm)

E iol. VCR=
quagae tempo de cultivo (dia)

5.2.4 Ensaio enzimatico

5.2.4.1 Avaliacdo da atividade de amilase, celulase e protease por P. ostreatoroseus em meio

solido

Na avaliacdo da sintese de enzimas hidroliticas, foi utilizada a técnica do bloco de
gelose. Fragmentos miceliais (8 mm de didmetro) foram retirados das culturas de P.
ostreatoroseus DPUA 1720 (item 5.2.3.1) e semeadas, em triplicata, na superficie de agar
carboximetilcelulose, agar leite e &gar Amido. Apds semeadura, as placas foram mantidas a
37 °C por 18 horas (CHEN et al., 2003; KASANA et al., 2008). Para evidenciar a atividade
de celulases, foram utilizadas solugdes de vermelho do Congo (0,1%, p/v) e NaCl 1M,
respectivamente. Na determinacdo da atividade amilolitica, foi usado vapor de iodo. Para a
avaliacdo da presenca de proteases, ndo foi necessario o uso de solucdo reveladora revelador,
foi observada a formacdo de halo translicido ao redor da colénia. Os halos de degradacéo

foram medidos e os resultados expressos em milimetros (PALHETA et al., 2011).

524.2 Fermentacdo Submersa

5.2.4.2.1 Producéo de proteases em meio liquido: influéncia do meio de cultivo e do tempo

de fermentacao

A cultura inoculo de P. ostreatoroseus foi preparada nos meios de cultura com
base no forte vigor micelial e na producéo significativa de proteases pelo método do bloco de
gelose. De cada cultura foram retirados 10 discos miceliais, para a inoculagdo em frascos
Erlenmeyer, contendo 50 mL de meio liquido formulado com 0s mesmos constituintes do

meio solido. Para investigar a influéncia do tempo de fermentacdo, na producdo de enzimas
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proteoliticas, P. ostreatoroseus foi cultivado, durante dois, quatro, seis e oito dias, em
agitador orbital a 150 rpm, a 25 °C. Em seguida, a biomassa foi recuperada por filtracdo a
vacuo, em papel de filtro Whatman n°® 1, em membranas de éster de celulose (0,45 um) e
polietersulfonica (0,22 pum), respectivamente. No extrato bruto obtido foi determinada a

atividade proteolitica quantitativa (MARTIM et al., 2017).

5.2.5 Determinacdo quantitativa da atividade de proteases

A atividade proteolitica foi determinada, conforme metodologia descrita por
Machado et al. (2017), utilizando solucdo de azocaseina 1% (p/v) como substrato. Uma
unidade de atividade de proteases foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
produzir uma variacdo de absorbancia igual a 0,01 em 60 minutos. O extrato com atividade

significativa foi submetido a caracterizagdo bioquimica.

5.2.6 Caracterizacdo bioquimica das proteases

Nos ensaios de caracterizagdo das proteases sintetizadas por P. ostreatoroseus,
foram utilizadas as metodologias descritas por Martim et al. (2017). Para ensaio do pH
Otimo, a atividade proteolitica foi determinada a 25 °C, utilizando as seguintes solucdes-
tampdo 0,1 M: acetato de sédio (pH 5 e 6), Tris-HCI (pH 7 e 8) e glicina-NaOH (pH 9 e 10).
A temperatura 6tima foi determinada pela incubacdo do extrato bruto em temperaturas de 30

°C a 80 °C. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

5.2.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos nesse ensaio foram analisados em ANOVA, com teste de Tukey
a 5 % de significancia, utilizando o programa Minitab 18.0 (MINITAB, 2017).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes ao crescimento micelial radial de P. ostreatoroseus estéo
demonstrados na Tabela 1. A velocidade do crescimento significativo foi observada em
BDAYE (17,80 mm/dia), SABYE (17,24 mm/dia), CEINYE (17,16 mm/dia), GYP (17,04
mm/dia), MGYP (16,96 mm/dia). Entre os meios de cultura, em BDAYE, foi observada
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colonizag&o total do meio em cinco dias. Nos demais meios, o desenvolvimento do micélio,
em toda a superficie dos meios de cultura, foi registrado em oito dias. Sastre-Ahuatzi et al.
(2007) determinaram crescimento de 7,8 mm/dia por P. ostreatus ao utilizar amido como
substrato.

O desenvolvimento e as caracteristicas morfoldgicas da massa micelial obtida em
BDAYE podem influenciar de forma positiva nas etapas subsequentes de producgéo de P.
ostreatoroseus. Guadarrama-Mendoza et al. (2014) e Hoa e Wang (2015) afirmaram que o
desenvolvimento micelial, em meios de cultura, € um dos principais parametros de escolha
para o cultivo de cogumelos. Marino et al. (2008) relataram que a réapida colonizacdo e
formagdo de micélio vigoroso sdo pardmetros que indicam a eficacia do substrato a ser
colonizado, diminui perdas por contaminacdo, além de reduzir o periodo de incubacdo e
frutificacdo do cogumelo. N&o existe um critério unificado para citar as caracteristicas do

crescimento de cogumelos em meio de cultura sélido (Guadarrama-Mendoza et al., 2014).

Tabela 1 - 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 (YE) 0,5%

(p/v).
Meios de Velocidade de crescimento Micélio
Cultura micelial radial (mm/dia) Textura Densidade Crescimento (dias)
BDAYE 17,80+ 0,282 Cotonosa Alta 5
SABYE 17,24 £ 0,552 Cotonosa Alta 5
CEINYE 17,16 £ 0,432 Cotonosa Alta 8
GYP 17,04 £ 0,602 Lanoso Regular 8
MGYP 16,96 + 0,572 Lanoso Regular 8
CEDYE 15,16 + 1,85° Lanoso Baixa 8

BDAYE (Agar batata dextrose); SABYE (Agar Sabouraud); CEINYE (Cara-de-espinho in natura); GYP
(Glicose+Peptona); MGYP (Agar Extrato de Malte+Glicose+Peptona); CEDYE (Cara-de-espinho desidratado).
Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo método de Tukey (p>0,05).

Fonte: Autores.

Shim et al. (2005) citaram que a avaliagdo do didmetro da colonia, em um
determinado periodo, constitui um fator de selecdo de meios de cultura para fungos
filamentosos. O crescimento micelial varia, de acordo com a espécie e com as caracteristicas
nutricionais dos meios de cultivo, dados observados na investigacdo realizada com Lentinus
sp. e Pleurotus sp. (CHANG e MILES, 2004; KLOMKLUNG et al., 2014)

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que BDAYE foi o meio
promissor para o desenvolvimento rapido da massa micelial de P. ostreatoroseus. Na sua

auséncia, tanto SABYE quanto CEINYE constituem meios opcionais para 0 crescimento
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desse cogumelo (Tabela 1). O uso de D. altissima na formulacdo de CEINYE é uma
alternativa inovadora que, além de valorizar esse tubérculo nativo da Amazonia, incentiva o
desenvolvimento sustentavel da agricultura familiar regional.

A classificacdo quanto a textura e a densidade micelial de P. ostreatoroseus estdo
demonstrados na Tabela 1. Nos meios BDAYE, SABYE, CEINYE, foi verificado micélio de
textura cotonosa com densidade variando de alta a média. Em GYP, MGYP e CEDYE, o
cogumelo apresentou textura lanosa e densidade regular e baixa (Figura 1). Souza (2014) e
Martins (2016) observaram predominio de textura cotonosa e lanosa, respectivamente, ao
realizar a caracterizacdo macromorfolégica de fungos filamentosos. Quanto a densidade
micelial, Guadarrama-Mendoza (2014) atribuiu classificacdo subjetiva variando de alta,
média, regular e baixa para Pleurotus sp.

A diversidade da densidade micelial, demonstrada por P. ostreatoroseus, nos
meios de cultura avaliados, estad relacionada tanto com a qualidade nutricional e a outros
fatores como pH, temperatura, luminosidade, umidade e oxigenacdo que influenciam no
desenvolvimento e no vigor micelial. Benlounissi et al., (2012) e Fonseca et al., (2015)
também admitiram que fontes nutricionais e fatores ambientais tém acdo no crescimento

micelial de cogumelos comestiveis.

Figura 1 - Densidade micelial de P. ostreatoroseus em diferentes meios de cultivo

A= BDAYE (4gar batata+extrato de levedura 0,5%, p/v); B= SABYE (Agar Sabouraud); C= CEINYE (Agar
Caré-de-espinho in natura); D= GYP (Agar Glicose + Peptona); E= MGYP (Agar Extrato de Malte + Glicose +
Peptona); F= CEDYE (Agar Caré-de-espinho desidratado).

Fonte: (Autores)
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A Figura 2 demonstra o potencial biotecnoldgico de P. ostreatoroseus como fonte
de hidrolases, amilases, células e proteases. Nas condi¢Bes experimentais avaliadas, P.
ostreatoroseus sintetizou enzimas hidroliticas em todos os meios de cultura avaliados.
Valores significativos das atividades de amilase, celulase e protease foram observados em
83,33% dos meios utilizados. Os halos superiores de degradacdo enzimatica, para amilase
(22,33 mm), celulase (16,67 mm) e protease (17,67 mm), foram observados em CEINYE,
BDAYE e GYP, respectivamente. Souza et al. (2008) verificaram halos de hidrolise, para
amilase (17,5 mm), celulase (21,4 mm) e protease (10,9 mm), quando Trametes sp. 11E4 foi
cultivado em BDA. As investigacdes de Hadda et al. (2015) e Rajoriya e Gupta (2016),
utilizando Ganoderma sp. e Russula brevipes, respectivamente, também constataram que

essas especies sdo fontes de amilase, celulase e protease.

Figura 2 - Atividade de amilase, celulase e protease de P. ostreatoroseus em meio de cultivo
suplementado com extrato de levedura (YE) 0,5% (p/v)

30 -

25 -

20 -

(ab) % AMILASE

15 -
# CELULASE

10 | # PROTEASE

CEDYE CEINYE BDAYE GYP MGYP  SABYE

CEDYE (Cara-de-espinho desidratado); CEINYE (Cara-de-
espinho in natura); BDAYE (Agar batata dextrose); GYP
(Glicose+ Peptona); MGYP (Agar Extrato de Malte+Glicose
+Peptona); SABYE (Agar Saboraud).

Proteases séo enzimas de maior importancia comercial, séo catalisadores que tém
extensa aplicacdo industrial (RAZZAQ et al., 2019). A Tabela 2 apresenta os resultados da
producdo de proteases por P. ostreatoroseus nos meios CEINYE e BDAYE liquido. Nas
condicBes de andlise, valores significativos de atividade proteolitica foram determinados em
extrato de Cara-de-espinho in natura [CEINYE (25,87 U/mL)] e BDAYE (22,00 U/mL).
Estes dados mostram a eficicia do meio CEINYE formulado com o extrato da biomassa de
Dioscorea altissima Lamarck, cujo tubérculo tem producdo equivalente a 100 Kg/planta, mas
ainda ndo tem cadeia produtiva estabelecida na Amazonia (Teixeira et al., 2016). A
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destinagdo para o cultivo de fungos pode estimular a exploracdo dessa matéria-prima e
contribuir para a geragéo de novo produto ao uso como fonte de carbono e outros nutrientes.

Quando avaliado o tempo de fermentacdo, a atividade das proteases significativa
foi determinada no quarto dia de cultivo. Ainda foi observado que, com o aumento do tempo
de cultivo, houve decréscimo de atividade enzimatica, tanto em CEINYE como em BDAYE
(Tabela 3). Barbosa et al. (2020) e Fonseca et al. (2014) determinaram atividade proteolitica
de 26,53 U/mL e 7,89 U/mL, quando P. ostreatoroseus foi cultivado em residuo do
processamento de acai e cupuagu, respectivamente. Martim et al. (2017) relataram valor de 34
U/mL na caracterizacao da atividade proteésica de P. albidus em GYP.

O uso de substratos regionais em bioprocessos, a exemplo de biomassa in natura
ou desidratada ou na forma de residuo lignoceluldsico, resolve problemas ambientais,
estimula a cadeia produtiva e, em consequéncia, viabiliza o desenvolvimento econémico e
contribui para a geracdo de atividades sustentaveis (Teixeira et al., 2016; Siqueira et al.,
2017).

Tabela 2 - Atividade de protease por fermentacao submersa. Influéncia do tempo de
fermentac&o e do meio de cultivo na atividade proteolitica de P. ostreatoroseus.

Tempo de Atividade proteolitica (U/mL)
fermentagdo (dias) BDAYE CEINYE
2 8,66°+1,1 16,892+ 1,9
4 22,002+£17 25,872+1,6
6 14,66°+ 1,1 17,332+ 1,8
8 11,55"¢+1,0 12,66 ° + 0,6

BDAYE = 4gar batata dextrose + extrato de levedura (YE) 0,5 % (p/v); CEINYE = 4gar cara-de-espinho
in natura + extrato de levedura (YE) 0,5% (p/v). Letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: (Autores).

A atividade proteolitica em CEINYE foi 15% superior quando comparada com
BDAYE. Esses resultados demonstram que D. altissima é uma matéria-prima promissora,
para a formulacdo de meios de cultivo naturais, com aplicacdo na producdo de proteases por
P. ostreatoroseus. Com base nesses resultados, o extrato bruto obtido do cultivo de P.
ostreatoroseus em CEINYE foi utilizado nos estudos de caracterizagdo bioquimica.

O efeito do pH, na atividade de proteases de P. ostreatoroseus, em extrato de
CEINYE, esta demonstrado na Figura 3. Atividade 6tima foi observada em pH 5,0, com
decréscimo de acgéo catalitica em pH superiores. Resultado similar foi descrito por Martim et
al., (2017) e Barbosa et al., (2020), para as proteases de P. albidus e P. ostreatoroseus,
respectivamente. Entretanto Machado et al., (2017) verificaram que as proteases de P.
ostreatoroseus cultivados em D. alata apresentaram atividade significativa em pH 7,0.
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Figura 3 - Efeito do pH na atividade proteolitica de P. ostreatoroseus
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Fonte: (Autores).

O efeito da temperatura, na atividade de proteases de P. ostreatoroseus em
CEINYE, esta demonstrado na Figura 4. As proteases demonstraram atividade, em todas as
condicdes avaliadas, mas a acdo catalitica significativa foi determinada em 50 °C. O aumento
da temperatura causou a reducdo da acdo proteolitica, em 27,26%, 35,36% e 65,56% em 60
°C, 70°C e 80 °C, respectivamente. Machado et al. (2017) e Barbosa et al. (2020) relataram
que P. ostreatoroseus sintetiza proteases com atividade significativa em 40 °C, quando
cultivado em D. alata e em semente de acai, respectivamente. Martim et al. (2017) e Pimenta
et al., (2021) verificaram que as enzimas proteoliticas de P. albidus demonstraram acgéo
catalitica significativa a 60 °C, em meio liquido constituido por meio liquido glicose, extrato

de levedura e peptona e, em fermentacdo, em residuos lignoceluldsicos, respectivamente.

Figura 4 - Efeito da temperatura na atividade proteolitica de P. ostreatoroseus
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Fonte: (Autores).
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Os resultados obtidos no presente estudo indicam o predominio de proteases
acidas com atividade na faixa de 30 a 50 °C no extrato bruto de P. ostreatoroseus. Estas
enzimas proteoliticas sdo amplamente aplicadas no setor alimenticio, na producdo de queijo,
em clarificacdo de cerveja e suco de frutas, amaciamento de carne, melhoria da textura de
massas, além da elaboracdo de molho de soja, de temperos e hidrolisados proteicos
(RAZZAQ et al., 2019; PIRES et al., 2019).

Biocatalisadores tém vantagens sobre outros métodos, sdo considerados seguros,
“limpos e verdes”. Assim, as proteases microbianas tém vantagens sobre as de origem vegetal
ou animal, considerando que tém custo de producdo economicamente de valor reduzido,

diversidade bioquimica e sdo geneticamente manipulaveis (Majumder et al., 2015).

5.4 CONCLUSAO

Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 cresce e sintetiza enzimas tanto em meios
de cultura tradicionais com em meios naturais formulados com Dioscorea altissima, tubérculo
nativo da Amazonia. O meio BDAYE promove o desenvolvimento vigoroso da massa
micelial de P. ostreatoroseus DPUA 1720, assim como SABYE e CEINYE. Os meios
avaliados constituem substratos eficientes, para a sintese de amilases, celulases e protease,
com excecdo de CEDYE e MGYP. Em meio liquido CEINYE, ha producao significativa de
proteases acidas com temperatura 6tima a 50 °C. Os resultados evidenciam a expressiva
eficiéncia de BDAYE, SABYE e CEINYE no crescimento e densidade micelial de P.
ostreatoroseus. Desse modo, o meio formulado com extrato de biomassa de Dioscorea
altissima pode substituir BDA tanto para crescimento micelial quanto para a producdo de

amilases, celulases e proteases.
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RESUMO

A demanda por alimentos saudaveis e com propriedades terapéuticas estd impulsionando a
producdo e a comercializacdo de espécies de Pleurotus. Em pequena escala comercial, esses
cogumelos sdo cultivados em matriz sélida, utilizando diferentes substratos organicos.
Residuos lignoceluldsicos disponiveis na Amazonia vém demonstrando potencial para a
obtencdo de basidiomas de Pleurotus spp. Este trabalho apresenta contribuicfes cientificas
promissoras que demonstram os ciclos de produgédo de Pleurotus ostreatoroseus e P. albidus,
cultivados em residuos da fruticultura amazoénica pela tecnologia da fermentacdo no estado
solido. Pleurotus ostreatoroseus e P. albidus desenvolveram a fase micelial completa, em
grdos de trigo (spwan), em 15 dias e cinco dias, respectivamente. Essas espécies
demonstraram pequenas diferengas nos ciclos produtivos quando cultivadas em exocarpo de
cupuacu misturado com farelo de arroz [80:20 (% p/p)]. Pleurotus ostreatoroseus
apresentaram dois fluxos de produgéo: o primeiro aos 23 dias de cultivo e o segundo fluxo aos
42 dias. Para Pleurotus albidus, foi observado apenas um fluxo produtivo, caracterizado pela
maturacdo e colheita dos basidiomas aos 15 dias de cultivo. Residuos lignoceluldsicos da
fruticultura amazénica sdo substratos eficientes para a producdo de P. ostreatoroseus e P.
albidus. Embora os trés ciclos produtivos dessas espécies estejam bem caracterizados, nos
cultivos de exocarpo de cupuacu (Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng.) Schum) e
farelo de arroz, novos substratos devem ser avaliados para incrementar a eficiéncia bioldgica
desses cogumelos, em especial, P. albidus.

Palavras-chave: basidioma; fermentacdo em estado sélido; Pleurotus albidus; Pleurotus
ostreatoroseus; Theobroma grandiflorum.

ABSTRACT

The demand for healthy foods with therapeutic properties is driving the production and
commercialization of Pleurotus species. On a small commercial scale, these mushrooms are
cultivated in solid matrix, using different organic substrates. Lignocellulosic residues
available in the Amazon have shown potential for obtaining basidiomas of Pleurotus spp.
This work presents promising scientific contributions that demonstrate the production cycles
of Pleurotus ostreatoroseus and P. albidus, cultivated in Amazonian fruit production residues
by solid state fermentation technology. Pleurotus ostreatoroseus and P. albidus developed the
complete mycelial phase in wheat grains (spwan) in 15 days and five days, respectively.
These species showed small differences in production cycles when cultivated in cupuacu
exocarp mixed with rice bran [80:20 (% w/w)]. Pleurotus ostreatoroseus showed two
production flows: the first at 23 days of cultivation and the second flow at 42 days. For
Pleurotus albidus only one productive flow was observed, characterized by the maturation
and harvest of the basidiomes at 15 days of cultivation. Lignocellulosic residues from
Amazonian fruit production are efficient substrates for the production of P. ostreatoroseus
and P. albidus. Although the three productive cycles of these species are well characterized in
cupuacu exocarp and rice bran cultures, new substrates must be evaluated to increase the
biological efficiency of these mushrooms, especially P. albidus.

Keywords: basidioma; solid state fermentation; Pleurotus albidus; Pleurotus ostreatoroseus;
Theobroma grandiflorum
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6.1 INTRODUCAO

Os cogumelos sdo universalmente reconhecidos como alimentos e vém sendo
amplamente cultivados, em escala comercial, em diversos paises. Espécies de cogumelos
comestiveis tém despertado interesse socioecondmico, ndo sé por constituirem um pool de
nutrientes (proteinas, carboidratos, minerais, vitaminas, aminoacidos essenciais, baixo teor de
gorduras e fibra dietética), mas também por sintetizarem compostos antimicrobianos,
antioxidantes, antitumoral, anticancerigeno, antiviral, anti-inflamatério, entre outros, que 0s
caracterizam como alimentos funcionais (BEHERA e GUPTA, 2015; BONONI et al., 2015).

Espécies de Pleurotus que sdo produzidas em pequena e grande escala, em muitos
paises, ocupam a terceira posi¢do na producao de cogumelos comestiveis (GOGAVEKAR, et
al. 2014; CORREA et al., 2016; ADEBAYO e ALOKE, 2017). Pleurotus ostreatoroseus e P.
albidus, que estdo disponiveis no mercado, geralmente, sdo colhidos de ecossistemas
florestais de clima tropical e subtropical que constituem agentes de degradacdo de diversos
residuos lignocelul6sicos (MARTIM et al., 2017; GAMBATO et al., 2018; SILVA et al.,
2021).

Com base no hébito de vida dos cogumelos, a producgdo envolve um conjunto de
processos que Vviabilizam a conversdo de residuos lignocelulésicos em alimentos de alta
qualidade nutricional (ATILA, 2016). Neste contexto, a producdo de cogumelos esta alinhada
com 0s conceitos atuais de economia circular, modelo econémico voltado para o uso eficiente
de recursos por meio da minimizacdo de residuos e ciclos fechados de produtos
(MORSELETTO, 2020). Alem disso, o cultivo de cogumelos, para fins comerciais, auxilia na
protecdo de recursos naturais e gera beneficios socioecondmicos que podem contribuir para o
desenvolvimento regional sustentavel (MEYER et al., 2020).

A fermentacdo no estado solido € uma tecnologia eficiente e barata para a
producéo de cogumelos, pois neste bioprocesso sao utilizados residuos lignoceluldsicos como
substrato para o crescimento dos fungos comestiveis (ARAUJO et al., 2016; ZIED e 10SSlI,
2018). Entretanto, para atender a demanda crescente por cogumelos comestiveis e promover o
desenvolvimento econémico, em diversos paises, pesquisas sdo realizadas para o0
aprimoramento de técnicas de producdo, associadas ao uso ambientalmente correto de
substratos da fruticultura regional (ITA et al., 2015; MKHIZE et al., 2017).

No Brasil, em especial na regido Norte, substratos da fruticultura amazoénica vém
sendo utilizados nos cultivos, em escala laboratorial, para avaliar e otimizar o ciclo produtivo

de diferentes espécies de cogumelos com potencial econémico. Exocarpo de cupuagu
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misturado com casca de arroz (Oryza sativa L.) foram eficazes, para a producdo de Lentinus
citrinus e P. ostreatus, evidenciando a formacgédo basidiomas de excelente valor nutricional
(TEIXEIRA et al., 2011; NEVES, 2014)

Com base no exposto, este trabalho tem por objetivo demonstrar os dados dos
ciclos de producdo das espécies de padrdo genético amazonico Pleurotus ostreatoroseus e
Pleurotus albidus, cultivados em residuos lignoceluldsicos da fruticultura amazonica, como
um processo ecoamigavel para a producdo de alimentos alternativos e com qualidade

nutricional.

6.2 MATERIAL E METODOS

Nesta pesquisa foi realizado levantamento bibliografico de acesso publico,
compreendendo dados relativos ao uso de residuos lignocelulésicos da fruticultura amazénica
e agroindustrial disponiveis em artigos, dissertacGes e teses desenvolvidas no Laboratério de
Micologia Industrial e Médica, ambiente fisico pertencente a Colecdo de Culturas DPUA, da
Universidade Federal do Amazonas-UFAM. Nesses trabalhos cientificos, foram considerados
dados que mostraram, desde a aquisicdo dos substratos, viabilidade, as estratégias e o
respectivo ciclo de producdo de Pleurotus ostreatoroseus e P. albidus, ambos do acervo da
Colecdo de Culturas DPUA.

6.3 RESULTADO E DISCUSSAO

Comumente, Pleurotus sdo cultivados em condi¢cdes ambientais controladas, com
a finalidade do conhecimento do ciclo de vida, conservacdo ambiental, reutilizacdo e/ou no
reprocessamento de materiais para o desenvolvimento de tecnologias ecoamigaveis
(PALHETA et al., 2011; SOUZA et al., 2016). Essas caracteristicas biotecnoldgicas atendem
aos requisitos de valorizacdo de residuos lignoceluldsicos, além de auxiliarem no
desenvolvimento econémico sustentavel exigido pela economia circular moderna (GRIMM e
WOSTEN, 2018; PIMENTA et al., 2021).

Embora tenham valor econdmico, gastrondmico e medicinal, os cogumelos nédo
estdo incluidos como produto alimenticio integrante da dieta da populacdo brasileira.
Inclusive, a busca por fungos comestiveis estd aumentando, mas, em muitas regifes, ha

caréncia de empresas produtoras e, quando disponivel no comércio importador, os altos
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precos desses produtos dificultam o acesso pela populacdo (AZEVEDO et al., 2014,
GAMBATO et al., 2018; CABRERA et al., 2020).

Em ecossistemas florestais, cogumelos crescem em residuos vegetais, condicdo
que favorece a colonizagédo de folhas, frutos, sementes, caules, entre outros. Essa capacidade
de adaptacdo, em diversos substratos lignoceluldsicos, favorece o cultivo desses fungos
comestiveis em condicGes padronizadas in vitro (FONSECA et al., 2015; PANDEY et al.,
2020). Desse modo, em estudos realizados com P. ostreatoroseus DPUA 1720 e P. albidus
DPUA 1692, foi verificada a viabilidade da producdo em substratos lignoceluldsicos da
fruticultura amazénica, usando a tecnologia de fermentacdo no estado sélido, bioprocesso
observado em trés ciclos, conforme apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma da producdo de P. ostreatoroseus DPUA 1720 em
residuo lignoceluldsico suplementado com gréos de cereais.
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Fonte: Fonseca et al. (2014); Pimenta et al., (2021) e Barbosa et al., (2021).
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Os resultados de uma pesquisa motivadora, que promoveu a geragdo de novos
estudos e oportunidades bioecondmicas, mostraram a viabilidade da cadeia tecnoldgica
produtiva de P. ostreatoroseus isolado do bioma amazoénico. Nessa producdo organica,
realizada por Fonseca et al., (2014), no inicio do ciclo de crescimento, P. ostreatoroseus
desenvolveu a fase micelial completa em grdos de trigo (spwan), em 15 dias. Ap6s inoculagéo
do spawn em exocarpo de cupuagu misturado com farelo de arroz [80:20 (% p/p)], foi
verificado o surgimento dos primdrdios em trés dias, seguido do crescimento e maturacao dos
basidiomas. A primeira colheita que caracterizou o primeiro fluxo foi feita aos 23 dias de
cultivo (Figura 2) e, em 42 dias, o segundo fluxo. Ao término da colheita, os basidiomas
foram desidratados em condi¢Ges adequadas para a manutencdo de suas propriedades
nutricionais e funcionais.

Figura 2 - Producdo de P. ostreatoroseus DPUA 1720: (A) em exocarpo de

cupuagu+farelo de arroz (CC+FA com gréos de trigo; (B) Surgimento dos

primordios; (C) Primérdios e inicio do crescimento dos basidiomas; (D)

Basidiomas maduros (E) = (Primeiro Fluxo).
. _ -

Fonte: Fonseca et al., (2014) e Fotos da Colecdo DPUA/UFAM.

A Figura 2 mostra também que P. ostreatoroseus possui basidiomas de superficie
lisa e coloracdo rdsea caracteristica dessa espécie. Barbosa, E. et al. (2021) relataram
caracteristicas similares, além de odor agradavel e textura firme dos basidiomas. Para essa
espécie, nas condicdes de cultivo, a estimativa de producéo, com base na eficiéncia bioldgica,
foi 22,90%, em média. Eficiéncia bioldgica é uma variavel que mostra a capacidade do
cogumelo converter o substrato em basidiomas (corpo de frutificacdo) (CHANG e MILES,
2004; OLIVEIRA et al., 2007). Valor de eficiéncia bioldgica de aproximadamente 20% revela
gue se trata de substrato recomendavel para uso no cultivo de cogumelo comestivel, além de

mostrar que, para cada 100 kg de substrato Umido, a produtividade pode abranger 20 kg de
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cogumelos in natura (STEFFEN et al., 2020). Na mistura de substrato formulado com
exocarpo de cupuagu, a biomassa de P. ostreatoroseus foi caracterizada como um produto
alimenticio com teor significativo de proteina e fibra, baixo teor de lipidio, podendo ainda
fornecer sais minerais e aminoacidos (FONSECA, 2013).

Pleurotus albidus é outra espécie que vem sendo investigada em relacdo aos
aspectos fisioldgico, biotecnoldgico e nutricional. Nos cultivos em residuo lignocelulésico,
em condic¢des ambientais controladas, foram observados a colonizacédo do substrato e o ciclo
de producdo de P. albidus. O spwan totalmente miceliado foi obtido em cinco dias e
inoculado nos seguintes residuos da fruticultura amazonica: exocarpo de cupuagu misturado
com farelo de arroz [80:20 (% p/p)]. Em cinco dias, foi observada a miceliagdo total do
substrato e, apds choque térmico a 12 °C, formacdo dos primordios, em seis dias. O inicio do
desenvolvimento dos basidiomas ocorreu aos nove dias de cultivo e com 15 dias a maturacéo
e colheita dos basidiomas (Primeiro Fluxo), Figura 3. A analise de composi¢do centesimal
evidenciou que, entre 0s nutrientes de P. albidus, predominou o contedo de proteinas (33,31
0/100g de produto).

Figura 3 - Producéo de P. albidus DPUA 1692: (A) em exocarpo de cupuagu+
farelo de arroz (CC+FA), inoculado com spwan preparado com gréos de trigo;
(B) Surgimento dos primordios; (C) crescimento dos basidiomas; (D)
Basidiomas maduros (E) (Primeiro Fluxo).

Fonte: Fotos do Colegdo da Colegdo DPUA/UFAM.

Nas condicfes avaliadas, P. albidus demonstrou crescimento rapido, invasor e
excelente viabilidade para a reproducdo, porém a eficiéncia bioldgica foi baixa (5,33%). A
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eficiéncia bioldgica inferior a desejavel, para a producdo em escala industrial, esta associada
ao quantitativo de basidiomas desenvolvidos, condicdo que dificulta o crescimento dessas
estruturas. Embora P. albidus ndo tenha apresentado crescimento eficaz in vitro, foi
observado ciclo de producdo completo. A partir destes resultados, outros estudos estdo em
andamento, para a identificacdo das condi¢des de cultivo adequadas, para a producdo em
grande escala, utilizando residuos da fruticultura amazénica.

Em um estudo pioneiro realizado por Kirsch et al., (2016), usando a tecnologia do
cultivo em meio liquido, foi verificado que fonte de carbono e nitrogénio, além do pH,
volume de indculo e velocidade de agitacdo, sdo fatores que comprometem significativamente
a producdo de biomassa P. albidus.

Dados da literatura j& comprovaram sua importancia biotecnolégica como fonte
de diversos compostos bioativos. Souza et al. (2016) cultivaram P. albidus em casca de
abacaxi e concluiram que a biotransformacdo desse residuo resulta em um bioproduto com
teores significativos de fibras (14,23%), proteinas (8,61%) e minerais (5,26%), que pode ser
utilizado para aumentar o valor nutricional e biologico de produtos de panificagéo.

Teixeira e Martim (2017) por processos tecnoldgicos concluiu que P. albidus
sintetiza proteases coagulantes do leite bovino com caracteristicas bioquimicas adequadas
para uso na fabricacdo de queijo. Atualmente, o processo de producdo e extracdo de
coagulante do leite bovino utilizando P. albidus consta no depoésito de pedido nacional de
patente n° BR 10 2017 014672 3 A2.

Em outros experimentos realizados com exocarpo de cupuagu com farelo de arroz,
P. albidus foi uma espécie que sintetizou peptidases ou proteases &cidas, com predominio de
metalo e cisteino peptidases, caracteristicas que revelam aplicabilidade na industria de
alimentos (PIMENTA et al., 2021).

6.4 CONSIDERACOES FINAIS

Pleurotus ostreatoroseus e P. albidus desenvolvem ciclos completos, constituidos
pela fase vegetativa, de reproducdo e a formacdo de basidiomas, quando cultivados em
residuos lignoceluldsicos da fruticultura amazonica. Independente das caracteristicas fisicas
dos basidiomas, ambas as espécies sdo fonte de nutrientes e biocompostos de interesse
industrial. O cultivo de P. ostreatoroseus e de P. albidus, em substratos vegetais disponiveis

na Amazonia, € uma alternativa biotecnologica, para a producdo de alimentos saudaveis com
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elevada qualidade nutricional e funcional, além de constituir uma alternativa ecoamigavel

para o desenvolvimento socioecondmico regional.
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7 CONCLUSAO DA TESE

As espécies pesquisadas, P. ostreatoroseus e P. albidus, séo brasileiras, adaptadas
ao clima quente-umido da regido tropical. S&o de facil cultivo, crescem em diferentes residuos
agricolas e agroindustriais, gréos, capim, casca de frutos, decompostos naturalmente e, por
absorcdo, nutrem-se dessa matéria decomposta e espontaneamente excretam enzimas que
hidrolisam o composto em nutrientes.

O conhecimento sobre as espécies foi essencial a fundamentacdo do processo de
pesquisa, direcionando com novos estudos.

O artigo publicado “Alternativa de fontes nutricionais para desenvolvimento da
fase micelial e produ¢do de hidrolases por cogumelo comestivel de floresta tropical” foi uma
atividade pratica desenvolvida com a linhagem depositada na Colecdo de Cultura DPUA,

Pleurotus ostreatoroseus, de n® 1720.

7.1 RESULTADOS DA PESQUISA QUE ATENDEM AOS OBJETIVOS

1) Selecionar meios de cultivo para o desenvolvimento da cultura matriz das

especies investigadas.

e Foram testados seis meios de cultura. O melhor meio de cultivo, para o
desenvolvimento da cultura matriz de P. ostreatoroseus, foi 0 BDA+YE. Mas
CEIN+YE, meio natural, foi revelado como substituto, formulado com
tubérculo regional conforme o Protocolo.

2) Avaliar o potencial biotecnoldgico em seis meios de cultura.

e O potencial biotecnoldgico de P. ostreatoroseus foi avaliado como fonte de
hidrolases (enzimas) que formam novas moléculas: amilases, celulases e
proteases, e podera fazer parte do mercado valioso de enzimas.

3) ldentificar as etapas do ciclo de producdo em residuos lignoceluldsicos de

Pleurotus ostreatoroseus e Pleurotus albidus;

e Desenhado um fluxo produzido de estudo de caso desenvolvido no Laboratério
de Micologia Médica e Industrial/Colecdo DPUA/UFAM. O bioprocesso foi
padronizado em POPs, para compor o fluxo do ciclo de producdo em residuos

lignocelulosicos de Pleurotus ostreatoroseus e Pleurotus albidus.
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4) Sistematizar das etapas do ciclo produtivo das espécies selecionadas, expondo
0s métodos e os aspectos dos cogumelos que sdo relevantes para negociacao.

A sistematizacdo do ciclo produtivo caracterizada em fluxos operacionais de um
processo ecoamigavel em ambiente controlado. Os métodos do processo e 0S aspectos
morfolégicos de todas as fases dos ciclos sdo informacGes técnicas relevantes para um
processo de transferéncia de know how a produtores que queiram incrementar seus negdcios
produzindo cogumelos originarios do bioma Amaz6nico, com seguranca e inclusos em

processos biotecnologicos padronizados.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

a)

b)

d)

Cogumelos comestiveis do bioma amazonico apresentam perfil para compor uma
matriz alimenticia;

A producdo de cogumelos esté alinhada aos novos conceitos de economia circular,
modelo econdmico, baseado no empreendimento da reutilizagdo de materiais
organicos;

As espécies do bioma amazdnicos deverdo fazer do mercado de cogumelos
comestiveis de amplo desenvolvimento em diversos segmentos, do agronegdcio ao
setor de transformacéo;

Producdo de cogumelos P. ostreatoroseus e P. albidus poderdo no futuro serem

certificados como de origem da Amazonia.



