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RESUMO

LUZ, José Maria Rodrigues da, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2009. Degradacao de compostos toxicos e de fatores antinutricionais da
torta de pinhdao manso por Pleurotus ostreatus. Orientadora: Maria
Catarina Megumi Kasuya. Coorientadores: Hilario Cuquetto Mantovani e
Sebastido Tavares de Resende

A producdo de biodiesel utilizando o 6leo da semente de pinhdo manso
(Jatropha curcas) como matéria-prima libera grande quantidade de residuos
solidos, denominado de torta. Essa torta apresenta composi¢ao diversificada,
contendo nao s6 compostos ligninoceluldsicos, agua e sais minerais, mas também
compostos téxicos e fatores antinutricionais. A destoxificagdo e o
reaproveitamento dessa torta de pinhdo manso sdo de grande interesse da
industria do biocombustivel. A utilizacdo desses residuos como substrato para
cultivo de fungos de podriddo branca, Pleurotus ostreatus, pode ser uma
alternativa de baixo custo e que permite a produgcdo de produtos de interesse
econdmico e industrial como enzimas, proteinas e cogumelos comestiveis. Além
disso, esse fungo produz enzimas capazes de degradar diferentes substancias
téxicas, fatores antinutricionais e compostos ligninoceluldsicos. Neste trabalho, a
torta de pinhdo manso pura, ou em mistura com outros residuos agroindustriais,
foi utilizada como substrato para crescimento micelial de P. ostreatus visando a
eliminacao de compostos toxicos, fatores antinutricionais e a redugao do teor de
lignina, celulose e hemicelulose. Inicialmente, para verificar a viabilidade micelilal e
a degradagao compostos ligninoceluldsicos presente na torta de pinhdo manso. P.
ostreatus PLO 6 foi inoculado em substratos a base da torta de pinhdo manso,
adicionado ou nao de residuos agroindustriais. Apos 45 dias de incubagao,
verificou-se elevada produgdo de biomassa fungica, 50 % de degradacédo de
lignina e 20 % de consumo de celulose e hemicelulose. Os substratos que
apresentaram maior producao de biomassa fungica e também a maior degradagao

de compostos ligninoceluldsicos foram utilizados para avaliar a capacidade de P.

xi



ostreatus formar cogumelos, além de degradar éster de forbol, acido fitico e
taninos. Apos 60 dias de incubagao, observou-se boa produgcdo de cogumelos e
degradagao de compostos ligninocelulésicos, com significativa perda da massa
seca, reducao de 95 % de acido fitico, 85 % de taninos (equivalente a acido
tanico), 99 % de éster de forbol e alta produtividade de cogumelos. Apds o periodo
de incubagao, tantos os cogumelos de P. ostreatus como os substratos utilizados
apresentaram concentracbes de éster de forbol menor que o encontrado em
variedade de J. curcas nao toxicas do México. Conclui-se que P. ostreatus tem
capacidade de degradar composto toxico, fatores antinutricionais e compostos
ligninoceluldsicos presentes na torta de pinhdo manso. O uso alternativo de torta
de pinhdo manso como substrato para cultivo de cogumelos e enzimas,
destoxificando-o, agrega valor a esse residuo, e apresenta um alto potencial do
uso dessa torta como alimento, além de diminuir os danos ambientais causados

pelo descarte direto.
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ABSTRACT

LUZ, José Maria Rodrigues da, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2009. Degradation of toxic and antinutritional compounds present in the
Jatropha cake by Pleurotus ostreatus. Adviser: Maria Catarina Megumi
Kasuya. Co-advisers: Hilario Cuquetto Mantovani and Sebastido Tavares de
Resende

The oil extraction from Jatropha curcas seeds as raw material to biodiesel
production releases a large quantity of solid residue, called cake. This Jatropha
cake is formed by lignocellulolytic residues, water, minerals salts, but also contains
toxic compounds and antinutritional factors. The correct destination of this residue
is of great interesting to biofuel industries. The use of these residues as a substrate
to grow the white rot fungi, Pleurotus ostreatus, may be a low cost alternative to
produce the economic and industrial interesting products such as enzymes,
proteins and edible mushrooms. Moreover, this fungus produces enzyme capable
of degrade different toxic compounds and antinutritional factors. In this study
Jatropha cake, pure or in mixture with agro-industrial residues, was used as
substrate to grow P. ostreatus objecting to produce mushrooms, eliminate phorbol
ester, antinutritional factors and also, to evaluate the reduce lignin, cellulose and
hemicellulose. After 45 days of P. ostreatus mycelia inoculation in the substrate, it
was observed high production of fungus biomass, and degradation of 50 % of
lignin and 20 % of cellulose and hemicellulose. The substrates which present
higher fungus biomass production and lignocellulolitic degradation were used to
assess the ability of P. ostreatus to produce mushroom and to degrade phorbol
ester, phytic acid and tannins. After 60 d of incubation, it was observed good
production of mushroom, reduction of lignocellulolytic compounds and loss of dry
mass, reduction of phytic acid in 95 % and 85 % of tannins (equivalent a tannin
acid) and 99 % of phorbol ester. These mushrooms and the substrates after 60 d
of colonization by P. ostreatus had concentrations of phorbol esters smaller than
that found in provenances of non toxic J. curcas from México. Therefore, P.

ostreatus has the ability of degrade toxic compounds, antinutritional factors and
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lignocellulosic compounds present in Jatropha cake. The alternative of using
Jatropha cake as substrate to mushroom and enzymes production, add value to
this residues, as well as detoxifying it show high potential to use Jatropha cake as

animal food, beyond decreasing the environmental damage.
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REVISAO DE LITERATURA

1- O Pinhdo manso (Jatropha curcas)

Jatropha curcas Linnaeus (1753) conhecido popularmente como pinhao
manso pertence a familia Euphorbiaceae (Gandhi et al., 1995). E uma planta
nativa da América Tropical e bastante cultivada na Africa e na Asia (Haas et al.,
2002). Essa planta vem sendo usada para prevenir e, ou controlar erosées, para
formar cerca viva especialmente para conter animais de fazenda (Heller, 1996) e
tem, ainda, um consideravel potencial na producéo de biodiesel (Kumar & Sharma,
2008; Lu et al., 2009) e biogas (Dhanya et al., 2009).

O biodiesel é produzido a partir de Oleos vegetais, comestiveis e nao-
comestiveis e, ou gorduras animais, por meio do processo de trans-esterificagao
(Openshaw et al., 2000). Esse processo utilizando a polpa do fruto de pinh&o
manso libera um residuo sélido denominado de torta (Openshaw et al., 2000; Patil
& Deng, 2009). Essa torta obtida como subproduto da extragdo do 6leo é um
material complexo e apresenta composicdo diversificada contendo celulose,
hemicelulose, lignina, extrativos, agua, sais minerais, proteinas (Giibitz et al.,
1999; Sricharoenchaikul et al., 2007), ésteres de forbol e fatores antinutricionais
(Makkar et al., 1997). A torta contém ainda curcina, uma proteina altamente toxica
similar a ricina oriunda da extracao do 6leo da mamona, o que a torna impropria
para a alimentagao animal (Goel et al., 2007). Contundo, a destoxificacdo desses
residuos pode permitir a utilizagcdo como suplemento alimentar rico em proteinas
na alimentacao de aves, suinos, bovinos e peixes (Gubitz et al., 1999; Staubmann
et al., 1999). Com isso o obstaculo crucial no estabelecimento de J. curcas como
uma cultura comercial, seria superado devido a destoxificagdo das sementes e do

préprio 6leo (Haas et al., 2002).

2 - Compostos téxicos do fruto de pinhdao manso

A toxicidade das sementes de J. curcas é atribuida principalmente,
a um grupo de ésteres diterpeno denominado éster de forbol, que estdo contidos
em concentragdes elevadas em variedades toxicas, mas em baixas concentragdes

em variedades nao toxicas oriunda do México (Makkar et al., 1998).



Forbol € um termo utilizado para descrever uma familia de compostos tetra
ciclico diterpenos que ocorrem naturalmente e s&do referidos como tigliane (Evans
1986 citado por Goel et al., 2007). Esteres de forbol sdo definidos como
compostos policiclicos em que dois grupos hidroxila vizinhos ao atomo de carbono
estao esterificados com acidos graxos (Goel et al., 2007).

Os ésteres de forbol ativam a proteina quinase C (Silva et al., 1995; Moraes
et al., 1996; Slater et al., 2002; Saraiva et al., 2004), uma enzima chave na
transducdo de sinal em resposta a varios horménios e a processos de
desenvolvimento da maioria das células e tecidos animais. A atividade dessa
quinase inclui regulagdo de canais ibnicos, calcio, proteina calmodulina e
receptores de fator de crescimento, estruturais e de controle de proteinas do
citoesqueleto (Kikkawa et al., 1989). Assim, a ativagdo de quinase C por interagao
prolongada com forbol pode levar a resposta mitogénica e, consequentemente, a
geracao de tumor (Rotenberg & Weinstein, 1991). O possivel mecanismo para
ativagao da proteina quinase C é a substituicdo do diacilglicerol endégeno, que
normalmente € produzido para manter a concentracado de inositol fosfolipidos pelo
éster de forbol (Mosior & Newton, 1995).

O éster de forbol tipo a é inativo e tem propriedades fisicas e quimicas
similares ao forbol tipo B, mas ndo sdo capazes de ativar a proteina quinase C
devido a mudancgas configuracionais na estrutura desse forbol inativo (Figura 1;
Silinsky & Searl, 2003). Os forbdis ativos, tipo B, sdo 43-12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato (TPA) e 4R-12-forbol-13-dibutirato (PDB) diferem somente pelas
substituicdes nas posicdes 12 e 13 do anel aromatico.

Estudos da composi¢cdo quimica de J. curcas levaram a suposi¢ao de que
as sementes dessa oleaginosa contém até quatro tipos de ésteres de forbol (Adolf
et al., 1984; Wink et al., 2000). Entretanto, devido a baixa concentragao e extrema
instabilidade desses ésteres, a quantificacdo tém sido realizadas por apenas um
diéster, 12-desoxi-16-hidroxiforbol (Hirota et al., 1988).
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Figura 1: Estrutura quimica dos tipos de éster de forbol: tipo ativo (a) e o tipo
inativo (B), segundo Silinsky & Searl (2003).

Esteres de forbol ocorrem naturalmente, sdo instaveis e sensiveis a
oxidagao, hidrdlise, trans-esterificacdo e epimerizacdo durante o processo de
isolamento (Haas et al., 2002). Segundo esses autores, o isolamento desses
compostos deve ser realizado em condi¢des livres de oxigénio e a extragdo sob
fluxo continuo de nitrogénio ou argdnio, devido a sensibilidade a oxidagao.

Os protocolos de isolamento envolvem a derivatizagdo dos grupos
funcionais, principalmente acilagdo ou esterificagdo dos grupos hidroxila por
agentes quimicos (Goel et al., 2007). Depois da derivatizagdo, os forbdis sao
separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Hirota et al., 1988;
Spadaro et al.,, 1992). As estruturas destes forbdis sdo entdo, determinadas
utilizando métodos espectroscopicos e técnicas de ressonancia magnética nuclear
(Goel et al.,, 2007). Todavia, para identificar a presenga desse composto na
semente de J.curcas tem sido relatada a extragdo com metanol, seguida a
quantificacdo por HPLC utilizando como padrao forbol-12-miristato-13-acetato
(Makkar et al., 1997).

Os ésteres de forbol ndo podem ser eliminados pelo tratamento térmico, por
serem estaveis e suportar temperaturas elevadas (Aregheore et al., 2003). No
entanto, € possivel reduzir a concentracdo desse composto por meio de
tratamentos quimicos (Makkar et al.,, 1997; Haas & Mittelbach, 2000) ou
associacao entre tratamento fisico e quimico (Aregheore et al., 2003). Segundo

esses utimos autores, essa associacdo parece ser mais benéfica, pois além de



reduzir as concentragdes de forbdis, neutraliza também a lectina das sementes de
Jatropha.

Além dos esteres de forbol na torta de pinhdo manso tem ainda uma
proteina toxica, denominada de curcina. Essa proteina toxica isolada de
sementes de J. curcas, apresenta duas cadeias polipeptidicas e, em estudos in
vitro, € capaz de inibir a sintese protéica (Stripe et al., 1976; Kumar & Sharma,
2008). Curcina, também denominada de proteina inativadora de ribossomo,
provoca irritagdo na mucosa grastrointestinal e tem agcao hemaglutinante (Barbieri,
1993). E devido a caracteristica de inibir a sintese protéica, a curcina tem sido
utilizada para diminuir a proliferagdo de células cancerigenas (Lin et al., 2003;
Muangman et al., 2005; Luo et al., 2006).

3 - Fatores antinutricionais presentes no fruto de pinhao manso

3.1 - Fitato

O acido fitico ou acido hexafosférico mio-inositol sdo compostos
encontrados nas sementes de plantas (Francis et al., 2001), formados durante o
processo de maturagdo (Torre et al., 1991). Esse acido tem efeito negativo na
disponibilidade de alguns minerais, por exemplo, calcio, ferro, zinco e fésforo (Graf
& Eaton, 1984; Ullah & Phillippy, 1994; Liang et al., 2009) e na digestado de amido
(Yoon et al.,, 1983). Devido a agao de quelante, o acido fitico forma complexos
insoluveis com esses minerais (Graf & Eaton, 1984) e também com proteinas e
aminoacidos (Ravindran et al., 1999), dificultando a digestdo e consequente
absorcdo desses nutrientes. Nas sementes das leguminosas utilizadas na
alimentacdo humana, dois tercos do fosfato estda na forma de acido fitico
complexado com proteinas e ou minerais (Zhou & Erdman, 1995). Esse acido é
considerado um fator antinutricional por formar complexos insoluvel com proteinas
e minerais e ainda ter efeito inibitério sobre as enzimas digestivas (Silva & Silva,
1999). A semente de J. curcas tem alta concentragdo desse acido que representa
até 10 % da massa seca (Makkar et al., 1997). Apesar do acido fitico ser
considerado estavel ao calor (Deshpande & Damodaran, 1999), tem sido mostrado
a reducao significativa do teor desse fator antinutricional presente em alimentos e,

ou racado animal, pela temperatura de cozimento e de esterilizagdo em autoclave



por diferentes periodos de tempo (Carlson & Poulsen, 2003; Porres et al., 2004;
Rehman & Shah, 2005). Por outro lado, na ragdo animal, principalmente de peixes
e aves, tem sido adicionado a enzima fitase de origem microbiana para a
eliminagcdo desse acido e também aumentar a disponibilidade de minerais,
proteinas e aminoacidos (Ravindran et al., 1999; Sohail & Roland, 1999; Ahmad
et al., 2000; Denstadli et al., 2007). A enzima fitase pertence a familia das enzimas
histinas fosfatases acidas, que catalisam a hidrdlise do acido fitico e gera inositol e
fosfato inorganico (Ullah & Phillippy, 1994). Essa fosfatase tem sido identificada
em varios géneros de fungos (Ullah & Phillippy, 1994; Wyss et al.; 1999; Ahmad et
al., 2000; El-Batal & Karem, 2001; Pandey et al.; 2001; Collopy & Royse, 2004;
Ramachandran et al.; 2005; Singh & Satyanarayana, 2009) e em vegetais
(Phillippy, 1998; Garchow et al., 2006).

3.2 - Taninos

Os taninos sao polifendis de origem vegetal soliveis em agua e em
solventes polares (Hartish & Kolodziej, 1997; Makkar & Becker, 1998). Esses
taninos sdo considerados um fator antinutricional por inibir a disgestdo de
proteinas (Van der Poel, 1991; Rehman & Shah, 2001). Em razao da capacidade
de precipitar proteinas, a adstringéncia de alguns frutos e plantas, em geral, é
provocada pela formagao desse complexo (Reed, 1995).

O teor desses taninos no fruto de J. curcas ¢é baixo representando apenas
3 % da massa seca (Makkar et al., 1998). Esses compostos também estédo
presentes em outras espécies de vegetais, por exemplo, em café (Pandey et al.,
2000; Barcelos et al., 2001) e eucalipto (Vital et al., 2004; Vazquez et al., 2009).

As concentragdes de taninos presentes em alimentos vegetais podem ser
reduzidas por tratamento térmico, e ou temperatura de cozimento (Rehman &
Shah, 2005; Somsub et al., 2008; Wang et al., 2009). Os taninos também podem
ser degradados por fungos (Wong & Wang, 1991; Brand et al., 2000; Fan et al.,
2006; Alemawor et al., 2009). Essa degradagéao bioldgica pode ser pela atividade
da enzima tanino acil hidrolase, denominada de tanase. Essa enzima hidrolisa a
ligacao éster em taninos, liberando glicose e acido galico (Banerjee et al., 2005) e

pode ser sintetisada por fungos (Aguilar et al., 2001; Batra & Saxena, 2005;



Battestin & Macedo, 2007; Sharma et al., 2008) e bactérias (Aguilar & Gutiérrez-

Sanchez, 2001) na presenca de acido tanico.

4 — Micro-organismo e enzimas lignoceluloliticas

O fungo P. ostreatus, pertence a classe Basidiomycete, ordem Agaricales,
familia Pleorotaceae, e é causador da podriddao branca (Rosado et al., 2002;
Bonatti et al., 2004). Os cogumelos Pleurotus possuem alto valor nutricional e séo
fontes de proteinas, carboidratos, vitaminas B4, B, e B3, calcio e ferro (Schmidt et
al., 2003).

O crescimento micelial ou a biomassa fungica pode ser medida pela
quantificacao de ergosterol, denominado ergosta-5,7,22-trien-33-ol (Richardson &
Logendra, 1997; Montgomery et al., 2000, Barajas-Aceves et al., 2002; Cavallazzi
et al.,, 2004; Ballaminut & Matheus, 2007; Niemenmaa et al., 2008). Esse
composto faz parte da constituicdo da membrana lipidica e € encontrado quase
que exclusivamente em fungos (Mille-Lindblom et al., 2004; Niemenmaa et al.,
2008). O ergosterol pode ser utilizado como indicador do crescimento fungico
devido ser pouco estavel e rapidamente degradado depois da morte da hifa (Mille-
Lindblom et al., 2004).

Os Dbasidiomicetes ligninoceluloliticos produzem varias enzimas
pertencentes a classe das oxidorredutases: lignina peroxidases (LiP; EC
1.11.1.14), manganés peroxidases (MnP; EC 1.11.1.13 - Lobos et al., 1994;
Saparrat et al., 2002) e versatile peroxidase (EC 1.11.1.16 - Heinfling et al., 1998b;
Pérez-Boada et al.,, 2005) . Essas peroxidases contém em sua conformacao
funcional grupamento prostético heme (Hofrichter, 2002). Outras oxidases que
tém cobre como grupo prostético sdo as lacases (EC 1.10.3.2). Essas enzimas
reduzem o oxigénio dissolvido a agua, com oxidagao de substratos fendlicos e néo
fendlicos, formando radicais catibnicos, quinonas ou radicais fenoxi (Lobos et al.,
1994; Shan & Nerud, 2002; Baldrian et al., 2005). Além das oxidorredutases, os
fungos ligninoceluloliticos também produzem um complexo sistema de hidrolases,
que atuam na degradagao de pectina, hemicelulose e celulose (Angelo, 2004).

As lacases estao diretamente envolvidas ndo s6 na degradagéao da lignina e

de substratos ligninoceluldsicos (Becker & Sinitsyn, 1993), mas também na



degradagao de varios compostos xenobidticos (Barr & Aust,1994; Scheibner et al.,
1997), incluindo corantes aromaticos (Glenn & Gold, 1983; Pasti-Grigsby et al.,
1992; Paszczynski et al., 1992; Spadaro et al., 1992). Além disso, essas enzimas
também estdo envolvidas na oxidagao de muitas substancias recalcitrantes, como
por exemplo, clorofendis (Roy-Arcand & Archibald, 1991; Ricotta et al., 1996; Grey
et al., 1998; Fahr et al., 1999), hidrocarboneto aromatico policiclico (Majcherczyk
et al., 1998), compostos orgéanicos fosfatados (Amitai et al., 1998), compostos nao
fendlicos da lignina (Kawai et al., 1988; Majcherczyk et al., 1999) e fendis (Bollag
et al., 1988; Xu, 1997).

A lacase catalisa a oxidagdo de uma variedade de compostos aromaticos
como doadora de hidrogénio com a reducdo concomitante do oxigénio a agua
(Hofrichter, 2002). Além disso, a lacase nado sO oxida &acidos fendlicos e
metoxifendlicos, mas também promove a descarboxilacdo desses acidos e a
desmetilacdo pelo ataque aos grupos metoxi (Wesenberg et al., 2003). Essa
enzima tem sido intensivamente estudada com foco na aplicabilidade industrial
(Yaropolov et al., 1994; Bajpai, 1999; Gianfreda et al., 1999; Rodriguez et al.,
1999), genética molecular (Cullen, 1997; Karahanian et al., 1998; Collins &
Dobson, 1997; Ong et al., 1997) e clonagem (Hatamoto et al., 1999).

A produgcdo da enzima manganés peroxidase (MnP) ou peroxidase
dependente do manganés ¢é aparentemente Ilimitada a certos fungos
basidiomicetes e, até agora, ndo é conhecido qualquer outro microrganismo capaz
de produzir esta enzima (Hofrichter, 2002). MnP é uma glicoproteina contendo
ferro como grupo prostético, dependente de perdxido de hidrogénio para sua
atividade e que apresenta massa molecular de 38 a 62,5 kDa (Hofrichter, 2002). A
oxidagdo de lignina por MnP é dependente da disponibilidade de ions de
manganés (Brown et al., 1991; Hofrichter, 2002). MnP é capaz de oxidar e
despolimerizar a lignina, bem como compostos recalcitrantes, xenobioticos como
nitroaminotolueno (Scheibner et al., 1997; Aken et al., 1999) e tintas téxteis
(Heinfling et al.,1998a). A despolimerizagao in vitro pode ser reforcada com a
presenca de co-oxidantes tais como ditidis (glutationa) ou acidos graxos
insaturados (Tween 80 - Hofrichter, 2002).

A lignina peroxidase (LIP) catalisa a oxidacdo da parte aromatica néo

fendlica da molécula de lignina e tem sido relatada também a clivagem de outros
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compostos aromaticos (Umezawa & Higuchi, 1987). Segundo esses autores, a
funcdo da LIP seria a transformagéo de fragmentos da lignina que s&o inicialmente
liberados pela MnP. A LIP tem sido utilizada para mineralizagdo de uma variedade
de compostos aromaticos recalcitrantes de quatro ou cinco anéis, tais como
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Gramss et al., 1999), bifenil policlorado
(Krcma'r & Ulrich, 1998) e tintas (Chivukula & Spadaro, 1995).

A versatile peroxidase (VP) pode ser considerada um hibrido entre MnP e a
LIP, uma vez que ela é dependente da disponibilidade do ion manganés e também
catalisa a oxidacdo de compostos aromaticos fendlicos e nao fendlicos, incluindo
os corantes (Goel et al., 2007). A VP tem sido descrita em espécies de Pleurotus e
Bjerkandera (Heinfling et al., 1998b; Mester & Field, 1998).

As celulases sao responsaveis pela hidrolise da celulose, liberando
produtos de baixa massa molecular, tais como hexoses (Lynd et al., 2002). Dentre
as varias aplicagdes de celulases, pode ser destacada sua utilizagdo na industria
de detergentes e na industrial téxtil e em processo de hidrélise de biomassa para
producdo de reagentes quimicos combustiveis (Cavaco-Paulo, 1998; Kulkarni et
al.,, 1999; Andreaus et al., 2000; Lynd et al., 2002). A completa degradagao
enzimatica da celulose depende da agdo do complexo enzimatico formado por
enzimas hidrolases (Angelo, 2004). Essas enzimas ndo conseguem penetrar com
facilidade a barreira da lignina das células vegetais e, dessa forma, o dificil acesso
destas enzimas as fibras de celulose constitui um dos principais problemas para o
desencadeamento desse processo de degradagao (Thiemann et al., 1980).

A hemicelulose é constituida de varios polimeros, formados por diferentes
residuos de agucares, a sua degradagdo completa também necessita de enzimas
especificas, tais como as xilanases (Beg et al., 2001). As xilanases de origem
microbiana possuem composigao protéica simples e massa molecular entre 8 e
145 kDa (Hofrichter, 2002). Um dos fatores basicos para uma producéao eficiente
de xilanases por microrganismos refere-se a adequada escolha do substrato e a
otimizacdo da composicdo do meio de cultivo, com isso podem-se definir as
caracteristicas da enzima, bem como controlar a formacdo de compostos
indesejaveis (Kulkarni et al., 1999).

Os processos de degradagao de celulose e hemicelulose s&o de natureza

hidrolitica (Wood & Garcia-Campayo, 1990) enquanto a degradagdo da lignina
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representa um processo oxidativo, ndo especifico e estritamente dependente das
condi¢cdes do meio de cultivo do microrganismo (Kirk & Farrell, 1987).

Em trabalho anterior realizado no Laboratério de Associagdo Biologica
Micorrizicas foi determinada a atividade das enzimas ligninoceluloliticas de dois
isolados de P. ostreatus, PLO 2 e PLO 6, cultivados em diferentes residuos
agroindustriais, tais como casca e, ou serragem de eucaclipto e casca de café,
suplementados ou ndo com 20 % de farelo de arroz. Foi visto que produgao
enzimatica de P. ostreatus varia de acordo com a composi¢cao do substrato, com
maiores atividades nos substratos suplementados com farelo de arroz. Esse
trabalho monstrou que P. ostreatus PLO 6 tinha melhor adaptagdo aos substratos
e maiores atividade das enzimas ligninoceluloliticas e poderia ser utilizado para
biorremediagcdo de residuos ligninoceluldsicos, por exemplo a torta de pinh&o
manso (Luz, 2007). Verificado a produgdo das enzimas ligninoliticas, lacase e
manganés peroxidase, pelo P. ostreatus PLO 6 foi prosposto a utilizagdo desse
fungo para redugédo e, ou eliminagdo de compostos toxicos e fatores
antinutricionais, além da degradacéo de compostos ligninoceluldsicos presentes

na torta de pinhdo manso.

5 — Destoxificagdo de compostos téxicos por micro-organismo

Microrganismos ligninoceluloliticos, incluindo os fungos de podridao branca
apresentam alto potencial para utilizacdo em processos de destoxificacdo de
compostos aromaticos e ndo aromaticos. O grupo conhecido como fungos da
podriddo branca pertencem a classe Basidiomycetes possui um sistema de
enzimas ligninoceluloliticas extracelulares capazes de degradar uma grande
variedade de poluentes (Sayadi & Ellouz, 1993). Por esta raz&o, estes fungos tém
sido utilizados com éxito para desempenhar a destoxificagdo de compostos
fendlicos fitotoxicos oriundo da agua residual do moinho de extragdao do azeite de
oliva (Sayadi & Ellouz, 1995; D'Annibale et al., 1998; Kissi et al., 2001). Foi
observado que a agua residual da extracdo de azeite de oliva, contendo fendis
aumentou a producao de oxidases da lignina em Lentinula edodes (Vinciguerra et
al., 1995), P. ostreatus (Martirani et al., 1996) e Phanerochaete chrysosporium

(Kissi et al., 2001). Além disso, a incubagao de compostos fitotoxicos com lacase



isolada do fungo L. edodes reduziu parcialmente a fitotoxicidade desses
compostos (Casa et al., 2003).

Estudos de destoxificagdo de corantes industriais, azo e ftalocianina,
utilizando os fungos Bjerkandera adusta e Trametes versicolor demonstraram que
a degradacgdo desses corantes resultou em compostos néo téxicos (Heinfling et
al., 1997).

Em estudo com Pleurotus spp. observou-se a diminuigao da fitotoxicidade
presente na agua residual da extracdo de azeite de oliva, mas a auséncia de
correlacédo entre destoxificacdo e a remocao de fenol nao foi totalmente explicada
(Tsioulpas et al., 2002). Isso poderia ser devido ao fato de que os efeitos dos
fendis individuais ndo foram investigados. Por essa razao, D’Annibale et al. (2004)
qualificaram e quantificaram as fragdes monoméricas e poliméricas aromaticas
resultantes do tratamento de compostos fitotoxicos com L. edodes. Esses autores
observaram a reducdo de cerca de 70 % da carga organica apos 240 h de
incubagdo com o fungo. A eliminagao de 80 % dos fendis ocorreu principalmente
durante as primeiras 144 h de incubagdo revelando niveis significativos de
atividade lacase produzidos por L. edodes.

P. ostreatus, cultivados em residuos da extracdo de azeite de oliva com 75
% de agua tem uma notavel capacidade de secretar a enzima lacase e de eliminar
compostos fendlicos (Tsioulpas et al., 2002). Mas, segundo esses autores, em
alguns isolados a capacidade de remogao de compostos fendlicos ndo estava
diretamente associada com a atividade de lacase. Entretanto, o tratamento com
fenol oxidase de P. ostreatus incubado em uma mistura contendo compostos
aromaticos extraidos da agua residual da extragdo de azeite de oliva removeu 90
% dos fendis presentes na mistura. A atividade de destoxificagdo desse fungo
aumentou concomitante com a expressdo da enzima fenol oxidase (Martirani et
al., 1996).

Na verdade, a toxicidade de alguns fendis aumenta apds sofrerem oxidagao
(Field & Lettinga, 1989). Entretanto, a toxicidade do metilfenol foi diminuida
quando a enzima lacase foi adicionada ao meio de cultura, apesar da
polimerizagcdo desse composto ter causado inibigdo no crescimento do fungo
(Bollag et al., 1988). Nesse mesmo trabalho foi observada a polimerizacdo dos

compostos p-cresol e 2,6-xilenol (2,6-dimetilfenol) na presenga e também na
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auséncia do acido siringico no meio de cultura com a enzima lacase. Tem-se
especulado que a indugdo destas enzimas na presenga de extratos contendo
fendis podera ser devido a um eventual mecanismo de defesa que visa converter
fendis em produtos incapazes de penetrar na célula (Tsioulpas et al., 2002).

Pleurotus sajor-caju cultivado em mistura de efluentes téxteis com bagago
de cana-de-agucar mostrou-se ser capaz de remover a coloragao desses efluentes
em meio soélido (Kamida et al., 2005).

Fungos causadores da podriddao branca isolados a partir de solos
contaminados com explosivos industriais, por exemplo, trinitrotolueno (TNT),
dinitrotolueno (DNT) e hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX) mostraram ser
capazes de mineralizar esses compostos (Bayman et al., 1995).

Em P. chrysosporium a LIP foi a principal enzima responsavel pela
degradagao dos compostos fendlicos presente na agua residual do moinho de
extracdo de azeite de oliva (Sayadi & Ellouz, 1995). No entanto, em
Phanerochaete flavido-alba, as enzimas envolvidas no processo de descoloragao
foram a MnP e a fenol oxidase (lacase), enquanto a LIP n&o foi detectada (Perez
et al.,, 1998). Em P. ostreatus é a lacase a enzima responsavel pela oxidagao de
compostos fendlicos e aminas aromatica, reduzindo o oxigénio molecular a agua
(Hublik & Schinner, 2000).

A destoxificacdo do composto 5-hidroxi-1,4-naftoquinona (juglone) por P.
sajor-caju demonstrou que a degradacao oxidativa envolve a producdo de
peroxido de hidrogénio oriundo de reacbes enzimaticas e nao-enzimaticas
promovidas pelo fungo (Curreli et al., 2004). Isso mostra que juglone nao é
diretamente atacado pelas enzimas oxidativas do sistema ligninocelulolitico, mas a
degradagao desse composto e de seus derivados ocorre eficientemente como
resultado do acoplamento de reagdes enzimaticas e nao enzimaticas.

A avaliacao do potencial de destoxificagdo da torta de pinhdo manso por P.
ostreatus, bem como o entendimento desse processo, abrira novos rumos para a
utilizagcdo desses residuos como substrato para produgéo de cogumelos ou ragéo
animal, além de contribuir para a redugcao do impacto ambiental, deste residuo da

cadeia produtiva de biodiesel.
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I EEEE————————————————————
CAPITULO 1: Degradacao de compostos ligninocelulésicos

presentes na torta de pinhao manso pelo
fungo Pleurotus ostreatus
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RESUMO

A producao de biodiesel utilizando o 6leo da polpa do fruto de Jatropha
curcas como matéria-prima, libera grande quantidade de residuos sélidos. Esses
residuos apresentam na sua composigdo quimica, compostos toxicos,
ligninocelulésicos e fatores antinutricionais. O descarte adequado e o
reaproveitamento desses residuos é um desafio para as industrias do
biocombustivel. A utilizagcdo dos residuos de pinhdo manso como substrato para
cultivo de fungos ligninoceloluliticos pode ser uma alternativa de baixo custo com
a formacédo de produtos de interesse econdmico e industrial como enzimas,
proteinas e cogumelos comestiveis. Além disso, esses fungos tém a capacidade
de degradar compostos ligninocelulésicos, diminuindo os danos ambientais
causados por esses residuos. Neste trabalho foi avaliada a producéo de biomassa
e a capacidade de degradar lignina, celulose e hemicelulose pelo fungo de
podriddo branca Pleurotus ostreatus. Apos 45 dias de incubagdo em substratos a
base da torta de pinhdo manso, adicionado de residuos agroindustriais e, ou
carbonato de calcio e sulfato de calcio, verificou-se elevada produgao de biomassa
fungica, 50 % de degradacgédo de lignina e 20 % de consumo de celulose e
hemicelulose. Pode-se concluir que a torta de pinhdo manso pura, ou em mistura
com residuos agroindustriais, pode ser utilizada como substratos para cultivo do

fungo P. ostreatus.

Palavras chave: Pinhdo manso, biodiesel, lignina, celulose, cogumelos, ergosterol,

biomassa e fungos de podridao branca.
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Degradation of lignocellulolytic compounds present in the Jatropha seed

cake by Pleurotus ostreatus

ABSTRACT

Biodiesel production using the seed oil of the Jatropha curcas as raw
material produces a large quantity of lignocellulolytic residues and toxic
compounds. The suitable disposal of that residue is a challenge to the
biocombustible industries. The use of these residues as a substrate to grow the
lignocellulolytic fungi Pleurotus ostreatus may be a low cost alternative to the
production of other products of economic and industrial interesting, such as
enzyme, protein and edible mushrooms. Moreover, this fungus has the capacity to
degrade lignocellulolytic compound and therefore reduce environmental damage.
In this study, the production of biomass and capacity of P. ostreatus to degrade
lignin, cellulose and hemicellulose were analyzed. This fungus was cultivated
during 45 day in pure seed cake substrate, seed cake plus agroindustrial residues
or seed cake plus calcium carbonate and calcium sulphate. In all substrate the
biomass was high, evaluated by ergosterol concentration and 50 % of lignin
degradation and 20 % cellulose and hemicellulose were degraded. We therefore
conclude that Jafropha seed cake, pure or added with agroindustrial residues can

be used as a substrate to grow Pleurotus.

Keywords: physic nut, biodiesel, lignin, cellulose, mushrooms, ergosterol, biomass

and root-rot fungi.
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1- INTRODUGAO

O estabelecimento de uma matriz energética renovavel e que cause poucos
danos ambientais tem aumentado o plantio de plantas oleaginosas para extragao
do d6leo da semente e a produgao de biocombustiveis. Nesse contexto, Jatropha
curcas, conhecido popularmente como pinhdo manso, apresenta as principais
caracteristicas para ser utilizado na producdo do biodiesel. Jatropha apresenta
boa adaptacdo as condi¢des climaticas do Brasil e ainda, tem alto teor de 6leo na
semente (Heller, 1996). O o6leo originado dessa planta pode ser usado na
fabricagcdo de sabado, cosméticos e além da producdo do biodiesel. Entretanto,
apo6s a prensagem das sementes para extragdo do 6leo, ha liberagdo de grandes
quantidades de residuos ligninoceluldsicos, denominado de torta. Essa torta,
subproduto sdlido da extracado do biodiesel, também apresenta compostos toxicos
e fatores antinutricionais (Makkar et al. 1997). O destino desse subproduto é
embora limitado, devido ao volume gerado tem sido o de fertilizante organico e
producdo de biogas (Gubitz et al., 1999), entretanto existe um potencial para a
producdo de enzimas, proteinas e cogumelos comestiveis a partir desse residuo
se considerar sua utilizagao por fungos ligninoceluloliticos. O tratamento da torta
de pinhdo manso com esses fungos, além de gerar produtos de interesse
econbmico, reduz danos ambientais causados pela liberacdo de residuos
ligninoceluldsicos no ambiente. O basidiomiceto, Pleurotus ostreatus, causador da
podriddo branca (Rosado et al.,, 2002; Bonatti et al., 2004), produz cogumelos
comestiveis com alto valor nutricional pois sao fontes de proteinas, carboidratos,
vitaminas, calcio e ferro (Schmidt et al., 2003). Esse fungo também produz
enzimas capazes de degradar residuos ligninoceluldsicos e compostos poluentes
e recalcitrantes (Scheibner et al., 1997; Aken et al., 1999). O objetivo deste
trabalho foi analisar a capacidade de P.ostreatus produzir biomassa e de degradar
compostos ligninocelulésicos pelo fungo, visando estabelecer condi¢des ideais

para a destoxificagdo da torta de pinhdo manso e a produgédo de cogumelos.
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2 - MATERIAL E METODOS
2.1-Inéculo

Foi utilizado a estripe PLO 6, do fungo P. ostreatus, pertencente a colegao
de fungos do Laboratério de Associagdes Micorrizicas/Departamento de
Microbiologia/Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO/
Universidade Federal de Vigosa — UFV. Inicialmente, o fungo foi cultivado em
placas de Petri contendo 20 mL de meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), pH 5,5 + 3

e incubados durante 15 dias, em BOD, a 25 °C, no escuro.

2.2- Composic¢ao do substrato e condi¢ées de cultivo

A torta de pinhdo manso, gentimente cedido pela Fusermann
biocombustivel, pura ou em mistura com diferentes proporcbes de residuos
agroindustriais, farelo de arroz e ou 0,2 % da mistura 4:1 de carbonato de calcio e
sulfato de célcio (CaCO3;+CaS0Q,) foram utilizados como substrato para cultivo de
P. ostreatus. Para cada substrato, (Tabela 1), foram pesados 350 g da mistura
desses residuos, acrescentados de 200 mL de agua e, depois divididos em 12
frascos erlenmeyer de 125 mL, acomodando-se 45 g por frasco. Os frascos
contendo a mistura foram autoclavados a 121 °C, por 20 min. Apés o resfriamento,
cada frasco foi inoculado com quatro discos de agar de 8 mm contendo o micélio
de PLO 6 e incubado durante 45 dias, em estufa tipo BOD a 25 °C, no escuro. Em
intervalos de cinco dias, apds 15 dias de incubagao, foram retirados dois frascos
de cada tratamento para a analise do teor de ergosterol e a degradacéao de lignina,

celulose e hemicelulose, conforme descrito a seguir.

2.3 - Determinagao da biomassa fungica

A biomassa fungica foi avaliada pelo conteudo de ergosterol (Richardson &
Logendra, 1997). Amostras de 5 g dos substratos foram trituradas com 2 g de
areia lavada e autoclavada, por 10 min, em gral de porcelana, previamente
lavados com trés enxagles sequenciais com solucéo de etanol (Merck) 95 % (v/v).

Em seguida, foram transferidas para tubos de centrifuga e adicionada de 0,3 g de
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Tabela 1: Composigédo do substrato e a proporgao dos residuos agroindustriais ou
0,2 % da mistura (4:1) de carbonato de calcio e sulfato de calcio (CaCOs3;
+ CaS0,) adicionados a torta de pinhdo manso

Massa do Substrato (g)

Substrato Componentes da mistura Torta Residuo
Agroindustrial

To Torta 350 0
ToFa20  Torta + 20 % de farelo de arroz (Fa) 280 70
ToFa10 Torta + 10 % de Fa 315 35
ToSe20  Torta + 20 % de serragem de eucalipto (Se) 280 70
ToSe10 Torta + 10 % de Se 315 35
ToSeFa30 Torta+ 30 % de Se + 30 % e Fa 140 210
ToSeFa10 Torta + 10 % de Se + 10 % de Fa 280 70
ToSm20  Torta + 20 % de sabugo de milho (Sm) 280 70
ToSm10  Torta + 10 % de Sm 315 35
ToCalcio  Torta + 0,2 % de CaCO3+CaSO, 343 0
ToCe20  Torta + 20 % de casca de eucalipto (Ce) 280 70
ToCe10  Torta+ 10 % Ce 315 35
ToCeFa30 Torta+ 30 % Ce + 30 % Fa 140 210
ToCc20  Torta + 20 % de casca de café (Cc) 280 70
ToCc10 Torta + 10 % Cc 315 35
ToCcFa30 Torta + 30 % de Cc + 30 % Fa 140 210
ToCc50 Torta + 50 % de Cc 175 175

polivinilpirrolidona (PVP, Sigma). Aos tubos contendo o triturado foram
adicionados 15 mL de etanol 95 %, agitados em agitador de tubos e centrifugados
por 20 min a 4.200 g em centrifuga refrigerada a 4 °C (SORVAL RT 6000B). O
sobrenadante foi recolhido, filtrado em peneira de teflon (Viatest Gmbh — Serial
308919, 200 mm didametro por 53 pm) e armazenado a 4 °C no escuro.
Posteriormente, uma aliquota de 20 uL do sobrenadante foi injetada diretamente
em HPLC (Shimadzu — LC 10 A), coluna Shimadzu fase reversa CLC-ODS 25 cm
e detector de UV. As amostras foram eluidas isocraticamente com metanol puro
(Sigma, 34885) a 1,0 mL min”", e a quantidade de ergosterol foi monitorada em
detector UV-VIS, a 280 nm. A curva padréo foi feita utilizando ergostatrien-33-ol
(Sigma, E-6510) dissolvido em etanol 95 % e concentragdo variando de 1 a 200 ug
L. A biomassa fungica foi determinada pela relagdo entre a concentragdo de
ergosterol e a massa seca produzida por PLO 6 cultivado em meio liquido, batata-
dextrose, por 15 dias. Para a determinagdo da massa seca, o meio de cultura

colonizado pelo fungo foi filtrado em peneira de teflon (200 mm didmetro por 53
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pMm) e o micélio transferido para cadinhos de papel aluminio de massa conhecida.
Em seguida, esse material foi levado a estufa (Fanem, Modelo 320 SE) a 60 °C,
até a massa constante (Barajas-Aceves et al., 2002).

2.4 — Determinacgao de Lignina

Para a determinagdo da porcentagem de lignina total (Van Soest, 1963;
Hatfield et al., 1994), pesou-se um grama da amostra de cada substrato
esterilizado, conforme a tabela 1, antes e apds a colonizacédo pelo PLO 6. Essas
amostras foram submetidas a um tratamento preliminar visando obter um material
livre de extrativos (cera, mucilagem e alcool). Para esse fim, foram utilizados 10
mL de soluc¢do de etanol-tolueno (Sigma) 95 % (v/v) e 10 mL agua quente (100 +
10 °C). O material livre de extrativos foi filtrado, lavado e secado ao ar. Em
seguida, foram tratados com 20 mL de solugédo de acido sulfurico (Vetec) 72 %
(v/v) por uma hora e submetido a autoclavagem a 121 °C, também por uma hora.
Apés autoclavagem, o material foi deixado em repouso por 12 h e, em seguida,
filtrado em papel filtro em microfibra de vidro (Whatman,GF/D, didmetro 11 cm) e
lavado com agua quente até a completa remogao do acido.

Para a determinagcédo da percentagem de lignina insoluvel, o material sélido
retido no papel filtro foi seco em estufa a 105 °C até massa constante. O teor de
lignina soluvel no acido foi determinado no filtrado recuperado antes da lavagem
com agua quente. O volume de 10 mL do filtrado foi diluido em 70 mL de agua
destilada e a leitura foi feita em espectrofotometro (Thermo, Evolution 60) a 215 e
280 nm. A diferenca da leitura entre esses comprimentos de onda foi utilizada para

estimar o teor de lignina soluvel no acido.

2.5- Determinacao de celulose e hemicelulose

A percentagem de celulose e hemicelulose presente nas amostras de cada
substrato (Tabela 1) antes e apds a colonizacao pelo PLO 6, foi determinada a
partir do filtrado recuperado na determinacédo do teor de lignina soluvel no acido
sulfurico (Van Soest, 1963; Hatfield et al., 1994). Para isso, em um tubo de ensaio
foi adicionado 1 mL da amostra contendo acido, 3 mL de solucédo de hidroxido de

sodio (2 M, Sigma), para neutralizagao completa do acido sulfurico, e, ainda, 1 mL
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da solugdo de DNS (proporgao: 99,5 acido dinitro-sacilico: 0,4 fenol: 0,14
metabissulfito de sodio). Essa mistura foi fervida por 5 min no banho-maria a 100
°C. Ap0s resfriamento, completou-se o volume para 5 mL com agua deionizada e
procedeu a leitura no espectrofotdmetro a 540 nm.

A curva-padrao foi preparada a partir da digestao sulfurica de papel de filtro
Whatman n° 1 (Sigma) cortado em tiras (1 cm largura por 8 cm comprimento). A
partir do valor de absorvancia, proporcional ao teor de monossacarideos oriundo
da quebra dos polissacarideos pela digestdo sulfurica a quente (Saliba et al.,
2001), foi estimada a percentagem de celulose e hemicelulose presente nas

amostras.

2.6 - Medida do pH

O pH das amostras de cada substrato antes e depois de 45 dias de
inoculagdo com PLO 6 foi medido conforme descrito por Sodré et al. (2001). Em
frasco Erlenmeyer (125 mL), pesou-se 5 g do substrato e adicionou 15 mL de
agua deionizada. Esses frascos foram agitados a 220 rpm por 12 h em agitador
orbital (New Brunswick Scientific). Em seguida, esse material foi deixado em
repouso por 1 h e o pH foi aferido no sobrenadante com o pHmetro (Tecnopon,

versao 3.0).

2.7 - Analise estatistica

Os experimentos foram montados segundo o delineamento inteiramente
casualisado. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e,
posteriormente, as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade, utilizando o programa SAEG (versédo 9.1 — Universidade Federal de
Vigosa, 2006).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A percentagem de compostos ligninocelulésicos variou com o tipo de
residuo agroindustrial e a proporgdo dos mesmos adicionados a torta de pinh&o
manso (Tabela 2). Observou-se que a quantidade de farelo de arroz na mistura
nao afetou o teor de lignina, mas a casca de café diminuiu a percentagem desse
polimero nos substratos (Tabela 2). No entanto, a quantidade de celulose e
hemicelulose nos substratos foram menores que a encontrada na torta de pinhao
manso, com excecao dos substratos com adigdo conjunta de 10 % de farelo de
arroz e serragem de eucalipto e com 10 % de casca de eucalipto (Tabela 2). A
percentagem de lignina observada foi maior e a de celulose e hemicelulose menor,
que o teor desses polimeros encontrados na casca do fruto seco de J. curcas
(Dhanya et al., 2009), indicando que a parte do fruto pode ter grande influéncia na
concentracdo desses compostos. Porém, a percentagem de lignina observada
(Tabela 2) foi menor que a encontrada na torta (Gunaseelan, 2009) e na casca do
fruto de J. curcas (Makkar et al., 1997), indicando também que a origem do fruto,
seja ele devido a variedade ou as condi¢gbes edafoclimaticas pode influenciar
nesses teores. A alta relagao carbono e nitrogénio (C/N) encontrada no fruto seco
de pinhao manso sugere que a percentagem desses compostos ligninoceluldsicos
em residuo de J. curcas seja igual ou superior a 50 % (Sharma et al., 2009).
Portanto, a torta de pinhdo manso é um residuo rico em compostos
ligninoceluldsicos, com alto teor de lignina (Tabela 2).

Apés a inoculacdo de P. ostreatus verificou-se o crescimento micelial em
todos os substratos com a formacgao de primordios de corpo de frutificagao (Figura
1), ap6s o choque frio de 4 °C, realizado no trigésimo dia de incubacgéo.

Durante a colonizagdo dos substratos pelo PLO 6 verificou-se correlagao
positiva entre a biomassa fungica e a produgao de ergosterol (r= 0,99), mostrando
realmente que a producao de ergosterol pode ser utilizada para avaliar a biomassa
fungica como apresentada por outros autores (Montgomery et al., 2000; Barajas-
Aceves et al., 2002; Cavallazzi et al. 2004; Ballaminut & Matheus, 2007;

Niemenmaa et al., 2008).

33



Tabela 2: Composicao ligninoceluldsica dos substratos esterilizados e a produgao

de ergosterol pelo fungo P. ostreatus PLO 6, por 45 dias de incubagao

Substrato*

Percentagem

_LErgosteroI]
Lignina total Celulose e H9 g da} massa seca
hemicelulose fungica
To 33,14 +£0,70 c 8,63+0,47 a 17,83+ 0,51 ab
ToFa20 38,30£0,87 b 236066 c 997+1,83 d
ToFa10 39,88+£0,33 b 240+£0,04 c 9,76 £1,64 d
ToSe20 47,72+0,38 a 260+£0,05 c 14,16 £ 1,35 ab
ToSe10 38,74+0,14 b 2831031 ¢ 16,29 £ 2,23 ab
ToSeFa30 43,12+ 027 a 3,04+0,63 c 12,41+£1,30 ¢
ToSeFa10 30,21+0,50 c 8,00+£0,05 ab 11,22+1,49 d
ToSm20 30,33+2,26 ¢ 292+037 ¢ 12,40 £ 1,77
ToSm10 22,37+043 e 3,74+057 c 14,01+ 1,83 ab
ToCalcio 33,14 +0,70 c 8,63+0,47 a 14,61 +2,33 ab
ToCe20 28,58+ 1,95 c 4,44 +0,40 bc 13,29+ 1,68 bc
ToCe10 41,75+ 0,04 ab 5,68 £0,86 ab 14,96 £ 1,72 ab
ToCeFa30 33,04+185 c 2,06+0,08 ¢ 13,04 £ 1,43 bc
ToCc20 28,29+0,11 d 4,06 +0,13 bc 15,87 £ 0,39 ab
ToCc10 28,01+0,62 d 4,04 +0,21 bc 13,60 £ 1,24 bc
ToCcFa30 29,21+250 d 493+0,68 b 1764+ 1,08 a
ToCc50 2443 +0,28 e 6,45+0,50 ab 12,22+ 0,83 ¢

* componentes do substrato estdo descritos na tabela 1.

** na coluna, médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey

(p<0,05).

Figura 1: Crescimento micelial do isolado PLO 6 de Pleurotus ostreatus inoculado
em substratos a base da torta de pinhdo manso pura ou em mistura com
residuos agroindustriais e, ou 0,2 % de carbonato de calcio e sulfato de
calcio 4:1(m/v).
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A produgédo da biomassa foi afetada pela composicdo do substrato (Tabela 1 e
figura 2), sendo que o teor de ergosterol nos substratos variou de 9,76 a 17,64 pg
g (Tabela 2). A producdo de biomassa do fungo Lentinula edodes, em substratos
contendo casca, caule e folhas de eucalipto foi dependente da adicdo de uma
fonte de nitrogénio e oscilou entre 4,30 a 82,9 ug g~ (Silva et al., 2005).

O farelo de arroz € um residuo rico em nitrogénio, entretanto, a sua adigéo
a torta de pinhdo manso néo estimulou a produgado da biomassa (Figura 2). Por
outro lado, a adicao de casca de café, residuo que tem menor disponibilidade de
nitrogénios que o farelo de arroz (Barcelos et al., 1997), estimulou a producéo da
biomassa (Figura 2). No entanto, o fungo demonstrou baixa capacidade de
degradar lignina, celulose e hemicelulose nesse substrato (Figuras 3 e 4).
Portanto, considerando apenas esses dois residuos agroindustriais, a melhor
composi¢ao do substrato foi adicdo conjunta de 30 % de casca de café e 30 % de

farelo de arroz (Tabela 1).
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Figura 2: Biomassa produzida pelo do fungo P. ostreatus PLO 6 quando incubado
a 25 °C, por 45 dias, em substrato a base de torta de pinhdao manso,
conforme tabela 1. Barras seguidas da mesma letra nado diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). O simbolo (]) sobre as
barras representa o desvio-padrao. Descricdo dos substratos conforme
tabela 1.
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Nos primeiros 20 dias de incubag¢do, com excecao do substrato com adicao
de 0,2 % da mistura de carbonato de calcio e sulfato de calcio, 4:1
(CaCO3+CaS04), houve aumento da biomassa fungica, a qual se manteve
praticamente inalterada no periodo de 20 a 30 dias de incubacao, e passou a ser
crescente apdés a formacdo dos primordios de cogumelos (Figura 3).
Comportamento semelhante foi observado por Cavallazzi et al. (2004), com o
fungo L. edodes cultivado em substrato a base de serragem de eucalipto, onde a
biomassa foi crescente até a formagdo de cogumelos, depois constante, no
intervalo de 40 a 60 dias de incubagdo e novamente crescente até a segunda
frutificagdo. Por outro lado, no substrato com CaCO3; + CaSO4, nos primeiros 30
dias de incubagao a producgao de biomassa foi crescente, e depois da formacéao de
primordios decrescente (Figura 3). Essa diferenca no perfil de produgédo de
biomassa, pode estar relacionado com a grande variagao do pH do meio de 5,86
antes da inoculagcédo a 7,37 depois de 45 dias de incubagcdo no substrato com
adicdo de CaCO3 + CaSO,.

-
o
1

0,8 -

0,6

0,4

0,2

Biomassa (ug g -1 da nassa seca do substrato)

10 20 30 40 50
Tempo de Incubacéo (dias)

—®— Torta de pinhdo manso
—O— Torta de pinhdo manso + 0,2 % da mistura 4:1 de CaCO3 + CaS0O4

Figura 3: Biomassa produzida pelo isolado PLO 6 do fungo Pleurotus ostreatus
quando incubado a 25 °C, por 45 dias, em substrato a base de torta de
pinhdo manso pura e, ou com adicédo de 0,2 % da mistura (4:1) de
carbonato de calcio e sulfato de calcio . O simbolo (] ) sobre os pontos
representa o desvio-padréao.
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A percentagem de degradacéo de lignina por PLO 6 variou de acordo com a
composicéo inicial do substrato e a adicdo de CaCO3; + CaSO, (Figura 4).

A maior degradacéo desse polimero foi no substrato com adigdo conjunta
de 30 % farelo de arroz e serragem de eucalipto, seguidos dos substratos com 10
e 20 % de farelo de arroz e na torta pura (Tabela 1 e Figura 4). Por outro lado, a
menor degradacgao de lignina foi nos substratos com adigdo de casca de café e
sabugo de milho (Tabela 1 e Figura 4). A degradagao de lignina pode ser afetada
pelo substrato de crescimento e também com os isolados ou espécies do fungo.
Valores semelhantes ao observado neste trabalho foram também relatados em
basidiomicetos isolados de floresta de Quercus petraea (Valaskova et al., 2007),
fungos do género Pleurotus sp. cultivados em palha de arroz (Platt et al., 1981),
cavacos de madeiras (Piskur et al., 2009) e ainda, P. chrysosporium incubados
em caule de algodéao (Shi et al., 2009).
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Figura 4: Percentagem de degradagao de lignina pelo fungo P. ostreatus PLO 6
quando incubado a 25 °C por 45 dias, em substrato a base de torta de
pinhdo manso, conforme tabela 1. Barras seguidas da mesma letra néao
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). O simbolo (])
sobre as barras representa o desvio-padrdo. Descricdo dos substratos
conforme tabela 1.
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As maiores percentagens de degradagao de celulose e hemicelulose foram
observadas quando o fungo foi cultivado na torta pura e quando a torta foi
acrescida de 10 % de sabugo de milho, seguidos da torta com adigdo de 10 % de
casca de eucalipto (Figura 5). Essa percentagem de degradacao de celulose ou
hemicelulose em substratos a base da torta de pinhdo manso foi proximo a
observada em micromycetes (Varnaité, 2008), P. ostreatus incubado por 30 dias
em caule de algodao (Kerem et al., 1992), Pleurotus eryngii inoculado em palha de
trigo por 180 dias (Camarero et al., 1994) e Leucocoprinus gongylophorus
cultivado em residuos de Aloe vera (Bacci Jr et al., 1995).

A degradagcao de celulose e hemicelulose foram dependentes da
composicao inicial dos substratos e da proporcdo de residuos agroindustriais
adicionados a torta de pinhdo manso (Figura 5). Por exemplo, a adi¢gao de 10 %
ou 20 % de casca de eucalipto a degradacao de celulose e hemicelulose foi acima
de 10 %, enquanto a adi¢cao desse residuo junto com o farelo de arroz diminuiu a
degradagao para cerca de 5 % (Figura 5). Essa redugdo na degradagao de
celulose e hemicelulose foi também observada em mistura de diferentes
proporcdes de casca do fruto seco de pinhdo manso e esterco bovino colonizados
por microrganismo anaerdbico (Dhanya et al., 2009).

A baixa concentragao inicial de celulose e hemicelulose no substrato com
casca de eucalipto e farelo de arroz (Tabela 2) e, provalvemente, a disponibilidade
de monossacarideos e ou amido no farelo de arroz (Feddern et al., 2007; Dors et
al., 2009), pode ter favorecido a reducdo da degradacdo de celulose e
hemicelulose nesse substrato (Figura 5).

A presenca de monossacarideos e amido pode, também, ter favorecido a
alta produgéo de biomassa (Figura 2) e o baixo consumo de lignina (Figura 4), nos
substratos com adi¢cdo de casca de café (Tabela 1), pois o fungo metaboliza
primeiramente fontes de carbono de mais facil degradacdo, a exemplo de
carboidratos soluveis (Souza et al., 2001; Rocha et al., 2006) disponivel na casca
de café. Resultado semelhante foi também observado em basidiomicetos de
podriddo branca cultivados em palha de aveia e residuo de alfafa (Jung et al.
1992), onde a degradacado de lignina ocorreu depois da utilizacdo de glicose,

hemicelulose e celulose.
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Figura 5: Percentagem de degradacéo de celulose e hemicelulose pelo fungo P.
ostreatus PLO 6 quando incubado a 25 °C por 45 dias, em substrato a
base de torta de pinhdo manso, conforme tabela 1. Barras seguidas da
mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p<0,05). O simbolo (] ) sobre as barras representa o desvio-padréo.
Substrato 1- To, 2- ToFa20, 3 — ToFa10, 4 — ToSe20, 5 — ToSe10, 6 —
ToSeFa30, 7 — ToSeFa10, 8 - ToSm20, 9 — ToSm10, 10 — ToCalcio, 11
— ToCe20, 12 — ToCe10, 13 — ToCeFa30, 14 — ToCc20, 15 — ToCc10,
16 — ToCcFa30 e ToCc50. Descrigao dos substratos conforme tabela 1.

A adicéo de farelo de arroz ndo estimulou a producao de biomassa nem a
taxa de degradacdao de compostos celuldsicos, mas favoreceu a degradacao de
lignina (Figura 2, 4 e 5). Ao contrario do observado em P. ostreatus quando
inoculado em palha de arroz puro umidificado com 75 % de agua onde foi
observada alta taxa de degradagdo de celulose e hemicelulose e menor
degradacgao de lignina (Jafari et al., 2007). Isto mostra que a combinagao de
residuos agroindustriais com diferentes composigdes fisico-quimicas torna o

substrato mais balanceado com os principais nutrientes essenciais para o
desenvolvimento e metabolismo do fungo.
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Com excegao dos substratos com adigdo de casca de café, a degradagéao
de lignina foi proporcionalmente superior que a da celulose e hemicelulose (Figura
4 e 5). Isso demonstra que entre os compostos ligninoceluldsicos, P. ostreatus tem
maior capacidade de degradacdo da lignina. Esta caracteristica também foi
observada quando essa mesma espécie de fungo foi cultivada em palha de trigo
(Adamovic et al. 1998). Porém, em outras espécies de Pleurotus foram
observadas maior capacidade de degradacado de hemicelulose, seguido de lignina
e celulose (Moyson & Verachtert, 1991). Ruggeri e Sassi (2003) mostraram que a
utilizagcdo de lignina como fonte de carbono e energia requer substratos com
celulose ou outras fontes adicionais de carbonos. Conclui-se que, para os fungos
utilizem fontes de carbono complexas como a lignina precisa também produzir
enzimas para degradagao de outros compostos, por exemplo, celulose e
hemicelulose.

De acordo com o observado em fungos ligninocelulésicos inoculados em
residuo do fruto de J. curcas com 2 % de carbonato de célcio e 4 % de sulfato de
calcio (Sharma et al., 2009), a adi¢cao de 0,2 % da mistura de CaCO3; + CaSO4 na
torta de pinhdo manso nao afetou a producdo de biomassa (Figura 2) ou a
degradacao de lignina (Figura 4). Porém, nesse substrato com CaCO3; + CaSO4
houve reducdo na percentagem de degradacdo de compostos celuldsicos em
relagdo a torta pura (Figura 5). Isso pode ter sido porque as enzimas celulésicas
tém maior atividade em pH neutro e, ou alcalino (Goulart et al., 2005), enquanto as
maiores atividades de ligninases ocorre em pH neutro ou acido (Nyanhongo et al.
2002; Rodriguez et al., 2008). Por outro lado, a producao de biomassa total
nesses substratos foram iguais, provavelmente porque os fungos crescem ou
toleram pH entre 4 e 9 (Papagianni, 2004). Entretanto, o pH 6timo depende da
composi¢cao do substrato de crescimento e do microrganismo, pois a faixa de pH
otimo para descoloracdo de vermelho de metila usando Pleurotus sajor-caju foi
entre 5 e 6 (Sarnthima & Klammung, 2008) enquanto Pleurotus sp teve a
capacidade de degradar o corante industrial vermelho 40 no pH de 4,5 a 7,2
(Espindola et al., 2007).

Apo6s 45 dias de incubagado, observou-se aumento do pH de todos os
substratos (Tabela 3), que pode estar relacionado com a degradagao de acidos

organicos durante a fase de crescimento dos fungos de podriddo branca (Nuske et
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al., 2002). Esses fungos produzem a enzima oxalato descarboxilase que previne o
acumulo de oxalato no meio (Galkin et al., 1998). A degradacdo desse acido é
acoplada a reacao de despolimerizagao da lignina (Akamatsu et al., 1990).
Verifica-se que, em condi¢gdes de laboratorio, a torta de pinhdao manso pura
pode ser utilizada como substrato para crescimento micelial de P. ostreatus, nao
inibindo seu crescimento. Este fungo foi capaz de degradar lignina, celulose e
hemicelulose presentes nesse substrato, acrescido ou ndo de outros residuos
agroindustriais. P. ostreatus apresenta, portanto, potencial para ser utilizado na
degradacao da torta, oriunda da cadeia produtiva do biodiesel, a partir da extragao

do 6leo da semente de pinhdo manso.

Tabela 3: Medida do pH dos substratos autoclavados antes e apds 45 dias de

inoculagao do isolado PLO 6 de Pleurotus ostreatus

pH
Substrato*
Antes da inoculagao Apos 45 dias de inoculagao

To 6,91 + 0,021 7,01 £ 0,084
ToFa20 6,35+ 0,035 6,81 + 0,042
ToFa10 6,40 + 0,261 6,96 £ 0,007
ToSe20 6,20 + 0,318 6,51 + 0,042
ToSe10 6,08 £ 0,176 6,80 £ 0,028
ToSeFa30 5,97 £ 0,233 6,42 £ 0,014
ToSeFa10 6,06 £ 0,122 6,72 £ 0,007
ToSm20 6,04 £ 0,120 6,83 £ 0,077
ToSm10 6,06 £ 0,100 6,95 + 0,007
ToCalcio 5,86 £ 0,049 7,37 £ 0,007
ToCe20 6,02 £ 0,063 7,45+ 0,070
ToCe10 6,11 £ 0,014 7,36 £ 0,035
ToCeFa30 6,12+ 0,113 6,32 + 0,021
ToCc20 6,09 £ 0,077 7,11 1+ 0,007
ToCc10 6,20 £+ 0,021 6,83 £ 0,049
ToCcFa30 6,19 £ 0,070 6,88 £ 0,007
ToCc50 6,13 £ 0,122 7,01 £ 0,091

* Substrato 1- To, 2- ToFa20, 3 — ToFa10, 4 — ToSe20, 5 — ToSe10, 6 — ToSeFa30, 7 — ToSeFa10,
8 - ToSm20, 9 — ToSm10, 10 — ToCalcio, 11 — ToCe20, 12 — ToCe10, 13 — ToCeFa30, 14 —
ToCc20, 15— ToCc10, 16 — ToCcFa30 e ToCc50. Descrigao dos substratos conforme tabela 1.
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4 - CONCLUSOES

A torta de pinh&do manso pura ou em mistura com residuos agroindustriais
constitui-se em substrato adequado para o desenvolvimento micelial de P.
ostreatus;

P. ostreatus tem capacidade de degradar compostos ligninoceluldsicos
presentes na torta de pinhdo manso;

A variagao do pH inicial no substrato ndo afetou a produgao de biomassa e
a degradacdo de lignina, mas diminuiu a degradacdo de celulose e
hemicelulose;

P. ostreatus apresenta potencial para ser utilizado na biorremediacdo da

torta de pinhdo manso.
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I

CAPITULO 2: Degradacao de compostos téxicos e fatores
antinutricionais presentes na torta de
pinhao pelo fungo Pleurotus ostreatus
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RESUMO

A destoxificagdo da torta de pinhdo manso € de grande interesse da
industria do biocombustivel para agregar valor a esse residuo e, ainda, diminuir os
danos ambientais causado pelo seu descarte inadequado. Neste contexto, o
tratamento desse residuo com fungo de podriddo branca, Pleurotus ostreatus,
pode ser uma alternativa viavel. Esse fungo produz enzimas capazes de degradar
diferentes substancias toxicas, fatores antinutricionais e compostos
ligninoceluldsicos, diminuindo assim, a acao poluente desses compostos. Neste
trabalho, a torta de pinhdo manso pura, ou em mistura com residuos
agroindustriais, foi utilizada como substrato para crescimento micelial de P.
ostreatus, visando a eliminacdo compostos téxicos e fatores antinutricionais, além
da producédo de cogumelos. Sessenta dias apds a inoculagdo, observou-se alta
producao de biomassa, degradagao de compostos ligninoceluldsicos e significativa
perda da massa seca dos substratos, reducao de 95 % de acido fitico, 85 % de
taninos (equivalente a acido tanico), 99 % de éster de forbol e boa produtividade
de cogumelos. Esses cogumelos e os substratos depois de 60 dias de colonizagao
pelo fungo tiveram concentracbes de éster de forbol menor que o encontrado em
variedade de J. curcas nao toxicas originarias do México. Conclui-se, portanto,
que P. ostreatus tem a capacidade de degradar composto toxico e fatores
antinutricionais presentes na torta de pinhdo manso agregando valor a esse
residuo, servindo de substrato para produgdo de enzimas e cogumelos, além de

diminuir os danos ambientais.

Palavras chave: destoxificacdo, pinhdo manso, acido fitico, taninos, éster de
forbol, biodiesel e fungos.
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Degradation of toxic compounds and antinutritional factors present in the
cake Jatropha curcas by Pleurotus ostreatus

ABSTRACT

The detoxification of Jatropha curcas cake is the interesting to the biofuel
industries to add value to this residue and also to reduce damage to the
environment. In this context, the treatment of this residue using white-rot fungus,
Pleurotus ostreatus, can be a viable alternative. This fungus produces enzymes
that degrade different toxic compounds, antinutritional factors and lignocellulosic
compounds. In this study, Jatropha cake or this cake plus agroindustrial residues
was used as substrate to grown P. ostreatus and evaluate the potential to eliminate
toxic compounds and antinutritional factors, beyond of the mushrooms production.
Sixty days after inoculation, high production of biomass was observed, degradation
of lignocellulosic compounds and antinutritional factors and significant decrease of
dry mass of the substrates, reduction of 95 % of phytic acid, 85 % of tannins
(equivalent a tannin acid), 99 % of phorbol esters and good productivity of the
mushrooms. These mushrooms and the substrates after of 60 days of colonization
by P. ostreatus had concentrations of phorbol esters smaller than that found in
provenances of non toxic J. curcas from México. Therefore, we can conclude that
P. ostreatus has the capacity of degrade toxic compounds and antinutritional
factors of J. curcas cake adding value to this residue, which can be used as
substrate to production of enzymes and edible mushrooms, beyond decrease

environmental damage.

Keywords: detoxication, physic nut, phytic acid, tannins, phorbol esters, biofuel,
mushrooms and fungi.
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1- INTRODUCAO

A presenca de compostos téxicos e fatores antinutricionais na torta de
pinhdo manso oriunda da cadeia produtiva do biodiesel tornam esse residuo
improprio para o consumo animal, além dos possiveis danos ambientais que
podem ser causados pelo descarte inadequado desse residuo. Os ésteres de
forbol presentes na semente e também no o6leo foram identificados como os
principais agentes toxicos de Jatropha curcas (Makkar et al., 1998). A ingestao de
forbois por bovinos, caprinos, ovinos e equinos causam diarréia severa, irritacbes
nos olhos e inflamacdo do trato gastrointestinal, podendo levar a morte dos
animais (Makkar & Becker, 1997). O &acido fitico tem efeito negativo com a
absor¢cao de proteinas e minerais, principalmente o fésforo (Liang et al., 2009;
Ravindran et al., 1999). Devido a agdo quelante, esse acido forma complexos
insoluveis com cations bi e trivalentes e proteinas no trato gastrointestinal do
homem e animais (Sohail & Roland, 1999). Os taninos tém também a alta
capacidade de formar complexos e precipitar proteinas, inibindo assim, a
digestibilidade de proteinas e aminoacidos (Van der Poel, 1990). Contundo, a
destoxificacdo desses residuos pode permitir a utilizacdo da torta como
suplemento alimentar rico em proteinas na alimentagao de animais, a exemplo de
aves, suinos, bovinos e peixes. A destoxificacdo e a redugdao dos fatores
antinutricionais podera ser realizada por fungos de podriddo branca que sao
capazes de crescer e degradar diversos compostos toxicos pela acao de diversas
enzimas (Akhtar et al.,, 1997; Heinfling et al., 1997). Entres essas enzimas
destacam-se as ligninoceluloliticas, tanases e fitases. Além disso, o tratamento da
torta com esses fungos podera resultar na producdo de cogumelos comestiveis,
de enzimas e de ragao animal, além de reduzir impactos ambientais causados
pelo descarte inadequado desses residuos. Assim, este trabalho teve por objetivo
avaliar a capacidade de Pleurotus ostreatus, um fungo de podriddo branca,
produtor de enzimas ligninocelulolitica, fitase e formador de cogumelo comestivel,

destoxificar a torta de pinhdo manso.
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2 - MATERIAL E METODOS

A partir do resultado do experimento anterior intitulado “Degradacdo de
compostos ligninocelulosicos presentes na torta de pinhdo manso pelo fungo
Pleurotus ostreatus”, foram selecionados, para destoxificacdo da torta de pinhao
manso, os substratos com torta pura (To) ou com adi¢cao de 10 % de serragem de
eucalipto (ToSe10), 10 % de casca de eucalipto (ToCe10) e 30 % de casca de
café e 30 % de farelo de arroz (ToCcFa30) conforme tabela 1. Nesses substratos
o isolado PLO 6 apresentou, em 45 dias de incubacido, a melhor producido de
biomassa fungica em conjunto com a degradagdo de compostos

ligninoceluldsicos.

Tabela 1: Composicdo do substrato e a propor¢cao dos residuos agroindustriais

adicionados a torta de pinhdo manso

Massa do Substrato (kg)

Substrato Componentes da mistura Residuo
Torta ; .
Agroindustrial
To Torta 20 0
ToSe10 Torta + 10 % de serragem de eucalipto 18 2
ToCe10 Torta + 10 % de casca de eucalipto 18 2
ToCcFa30 Torta + 30% de casca de café + 30 % de farelo de arroz 8 12

Os substratos com adicdo de farelo de arroz ndo foram selecionados, pois
neste trabalho além de objetivar a destoxificagdo de compostos toxicos e, ou
fatores antinutricionais presentes na torta de pinhdo manso, visa também a
reducao de impacto ambientais causado pelos residuos agroindustriais, a exemplo

de serragem e casca de eucalipto, casca de café e a torta de pinhao manso.

2.1- Preparo da semente-inéculo

Foi definido como semente-indculo para cultivo do PLO 6 de P. ostreatus, o
micélio fungico cultivado em grédos de arroz com casca, previamente cozidos e
esterilizados. Foram pesados 3 kg de graos de arroz com casca e adicionado 10 L

de agua para cozimento por 1 h. Em seguida, retirou-se o excesso de agua e
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adicionou 105 g de carbonato de célcio e sulfato de calcio (4:1, m:m). Setenta e
cinco gramas dessa mistura foram colocados em frasco de vidro de 250 mL de
capacidade. Os frascos contendo a mistura foram autoclavados, por duas vezes, a
121 °C, com intervalo de 48 h. Apds esterilizacdo e resfriamento, esses frascos
foram inoculados com PLO 6, conforme descrito no capitulo anterior (Item 2.2). Os
frascos inoculados foram incubados em BOD com temperatura controlada a 25 °C,
durante 20 dias, para colonizacado dos graos de arroz pelo fungo.

2.2 - Substratos utilizados e inoculagao

Os substratos a base da torta de pinhdo manso e residuos agroindustriais
foram preparados, conforme mistura apresentada na tabela 1, com teor de
umidade em 75 % da capacidade de retengdo. De cada substrato foram pesados
1,5 kg e colocados em sacos de polipropileno com capacidade de 2 kg. Em
seguida, os substratos contidos nos sacos foram autoclavados a 121 ° C por 2 h,
por duas vezes, em intervalo de 24 h. Apds esterilizagao e resfriamento, esses
substratos foram inoculados com 75 g de semente-inéculo do isolado PLO 6 e
incubados a 25 °C. Em intervalos de 15 dias apds incubacdo e ainda apds a
primeira frutificagdo, foram retidas amostras para as outras analises descritas a
seguir. Essas amostras foram constituidas de quatro sacos de polipropileno
contendo o substrato colonizado pelo fungo.

Apo6s 45 dias de incubacéao, para induzir frutificagdo uniforme, foi feita uma
raspagem superficial dos substratos com a espatula, previamente flambada no
bico Bunsen com alcool (70 %, v/v), e adicionado 5 mL de agua destilada em cada

saco com os substratos totalmente tomados com o micélio fungico.

2.3- Determinagao da proteina e da atividade enzimatica

Apods 15, 30, 33, 45 e 60 dias de incubagdo, 10 g de cada substrato foram
colocadas em frascos Erlenmeyer (125 mL), contendo 25 mL de tampao citrato de
sodio (50 mM e pH 4,8) e agitado a 150 rpm por 30 min (Cavallazzi et al., 2004a).
Em seguida, a suspensao foi filtrada em funil de plastico (4 cm de diametro)
contendo papel de filtro Whatman n® 1 e colocados em tubos de ensaio com

tampa de rosca. Esse filtrado contido em tubo de ensaio foi designado de extrato
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protéico bruto (EPB). Os ensaios enzimaticos foram feitos em ftriplicata e a
atividade foi calculada pela diferenca dos valores obtidos antes e apds inoculagao.

A atividade de lacase foi realizada conforme descrito por Buswell et al.
(1995), utilizando como substrato 2,2°-azino-bis-3-etilbenzotiazol-6-sulfénico
(ABTS) a 30 °C. A reagao para um volume total de 1 mL continha 300 uL de
tampao acetato de sdédio (0,1 M, pH 5,0), 100 yL de ABTS (1 mM) e 600 pL do
EPB. Essa reacao foi incubada no banho-maria a 37 °C por 10 min. A leitura da
absorvancia foi realizada antes e depois da incubagdo da reacdo a 37 °C e
atividade de lacase foi calculada por essa diferenca. O branco da reacao continha
todos os reagentes exceto o extrato protéico bruto que foi substituido pelo tampao
acetato de sddio.

A atividade da enzima manganés peroxidase (MnP) foi determinada
utilizando, como substrato, o vermelho de fenol (1 g L") de acordo com o método
descrito por Kuwahara et al. (1984). A absorvancia foi medida a 610 nm e para
garantir a dependéncia do manganés na atividade da enzima foi realizado um
tratamento sem adigdo de sulfato de manganés o qual foi substituido por lactato
de sodio. A reacgao foi realizada com 500 pL do EPB, 100 yuL de vermelho de
fenol, 100 pL de lactato de sddio (250 mM, pH 4,5), 50 pL de sulfato de manganés
(2 mM), 200 pL de soro albumina bovino (1 % p/v) e 50 uL de agua oxigenada em
tampao succinato de sddio (20 mM, pH 5). Essa reagéo foi incubada no banho-
maria a 37 °C por 15 min e, em seguida, foi adicionado 40 uL de hidréxido de
sodio (2 M).

A atividade de xilanase foi realizada conforme descrito por Bailey et al.
(1992) pela determinagéo do teor de agucares redutores utilizando o reagente de
DNS. A reagao continha 250 yL do EPB, 500 yL de tamp&o acetato de sédio (50
mM, pH 4,8) e 250 uL de solugao de xilana brich (1 % p/v). A reagéao foi incubada
no banho-maria a 50 °C por 20 min e, em seguida, foi adicionado 1 mL do
reagente de DNS. Apds isso, essa reagao foi fervida por 5 min e adicionado 8 mL
de &gua deionizada. A leitura da absorvancia foi realizada a 540 nm e a
quantificacdo de agucares redutores foi determinada utilizando a curva padrao de
xilose (Sigma) nas concentracdes de 0,5a1,5gL™.

A atividade da celulase foi determinada conforme descrito por Mandels et

al. (1976) pela quantificacdo de agucares redutores utilizando como padréo, D-
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glicose (Meck). Foi utilizado como substrato, papel Whatman n° 1, cortado em tiras
de 10 cm de comprimento por 2 cm de largura e a reagéo foi incubada no banho-
maria a 50 °C por 12 horas.

A atividade de fitase foi determinada utilizando o reagente Taussky-Schoor
(1 % de molibdato de aménio: 49 % de acido sulfurico 10 N e 5 % de sulfato
ferroso) conforme descrito por Harland & Harland (1980). Para a extragdo da
enzima fitase, pesou-se 3 gramas dos substratos em fracos erlenmeyer e
adicionou-se 10 mL de cloreto de sodio (1 % p/v). Em seguida, esses fracos foram
agitados por 1 hora, em agitador rotatério, a 100 rpm e filtrados em papel filtro
Whatman n° 1. O filtrado foi centrifugado a 2000 g por 10 min. A reagdo para
atividade de fitase continha 100 pL do filtrado, 1 mL de solugéo de acido fitico (0,5
% plv, Sigma - codigo P9539). Essa reagao foi incubada no banho-maria a 60 °C
por 10 mim e, em seguida, adicionou 1 mL de acido tricloroacético (10 % p/v) e 5
mL do reagente de Taussky-Schoor. Apds isso, foi realizada a leitura a 500 nm no
espectrofotdbmetro (Thermo, Evolution 60). A curva padrao para dosagem de
fésforo foi realizada utilizando fosfato dibasico de potassio (Sigma) de
concentracéo variando de 0,400 a 2,000 mg L™ e leitura da absorvancia a 725 nm.

A determinacdo das proteinas soluveis foi feita segundo método
colorimétrico de Bradford (1976). A curva-padrao foi preparada com soro albumina
bovino (1 % p/v) de concentracédo entre 0,025 a 0,450 mg mL™". A reacdo continha
1 mL do reagente de Bradford (Sigma, codigo B6916), 1 mL do extrato protéico
bruto e 1 mL solugao salina (0,15 M). Essa reacgao foi incubada por 10 min a 25 °C

e logo apds foi realizada a leitura da absorvancia em 595 nm.

2.4 - Composigao fisico-quimica dos substratos

Os teores de lignina, celulose e hemicelulose foram determinados conforme
descrito no capitulo 1. Foram analisados, também, os teores de compostos
ligninoceluldsicos, éster de forbol, fosforo solavel, acido fitico, taninos,

monossacarideos redutores e minerais, como descrito a seguir.
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2.4.1 — Determinacao de éster de forbol

A presenga de compostos toxicos, éster de forbol foi analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), conforme metodologia descrita por
Hirota et al. (1988) e Makkar et al. (1997). Foram pesados 3 g dos substratos
antes e apods inoculagdo do PLO 6. Esse material foi triturado em gral de
porcelana por 10 min. Em seguida, os gral foram lavados por 4 vezes com 5 mL
de metanol puro (Sigma, codigo 34885). As amostras dos substratos maceradas
juntamente com 20 mL de metanol foi centrifugados a 4000 g por 10 min a 4 °C
(centrifuga refrigerada — SORVAL 6000 RP). O sobrenadante foi filtrado em papel
filtro de microfibra de vidro (Whatman GF/D, grau 2,5 cm). No material sdlido
retido no filiro foram adicionados 10 mL de metanol, o qual foi novamente
centrifugado e filtrado. Os sobrenadantes da primeira e da segunda filtragdo foram
misturados e transferidos para erlenmeyer (125 mL). Esses sobrenadantes foram
secados a vacuo (40 °C) no rota vapor (BUCHI, 461 Water Bath) e ressuspendidos
em 5 mL de tetrahidrofurano (Sigma, cédigo 2041). Em seguida, 20 yL desse
material foi injetado no HPLC (Shimadzu) e eluido com gradiente acetonitrila pura
e 0,175 % de acido ortofosférico. O acido ortofosférico foi filtrado por duas vezes
em papel filtro Whatman n° 1 e outra vez, em microfibra de vidro (Whatman GF/C).
Esse acido filtrado juntamente com acetonitrila foi degaseificado por 5 min no
sonicador (Branson 1510) a 30 °C, conforme recomendado por Makkar et . (1997).
As condigdes para eluigdo foram conforme mostrados na tabela 2 (Makkar et al.,
1997), com fluxo de 1 mL por min durante 1 h, em coluna C18 fase reversa,

detector de UV a 280 nm e injetor automatico.

Tabela 2: Condigées do HPLC para quantificacdo de éster de forbol (Makkar et al.,
1997)

Tempo (min) Reagentes (%)

Eluicdo  Duragao Acetronitrila  Acido ortofosférico

0 5 60 10
5 10 50 50
15 30 25 75
45 15 0 100
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O teor de éster de forbol foi comparado com padrdes e o tempo de retengao
entre 41 a 52 minutos (Hirota et al., 1988). A curva padrao para quantificagdo de
éster de forbol das amostras dos substratos foi preparada de concentracdo de
0,005 a 0,5 mg mL™" de forbol, 20 oxo0-20 desoxi-12-miristato-13-acetato (Sigma,
P9893 e lote 24H0965) dissolvido em tetrahidrofurano.

2.4.2 — Determinagao de minerais

O teor de minerais presentes na torta de pinhao manso antes da inoculagao
de PLO 6 foi realizado pelo Laboratério de Analises de Solo Vigosa Ltda. Estes
minerais foram determinados no extrato acido (nitrico:perclorico), sendo a
quantificacdo de ferro, manganés e cobre por espectrofotometria de absorgao
atébmica e nitrogénio pelo método de Kjeldahl.

2.4.3 — Determinagao do fésforo soluvel

O fosforo soluvel foi determinado em todos os substratos antes e apdés a
inoculagao de PLO 6, pelo método descrito por Braga & Defelipo (1974). Para
cada reacao, pipetou-se 100 yL do extrato protéico bruto (descrito no item 2.3) e
4,9 mL do reagente de trabalho (0,5 % de subcarbonato de bismuto, 70 % de
acido sulfurico (96 %), 10% de molibdato de aménio e 1 % de acido ascérbico).
Apods 20 min de reacao, esse material foi diluido com 4 mL de agua deionizada e
em seguida, a leitura da absorvancia realizada no espectrofotdbmetro (Thermo
Evolution 60) a 725 nm. A curva padrao feita com fosfato de potassio dibasico nas

concentragdes de 0,4a32mgL™”.

2.4.4 - Acido fitico

O teor de acido fitico foi determinado pelo método colorimétrico conforme
descrito por Gao et al. (2007). A cada 3 g da amostra dos substratos (tabela 1)
adicionou 25 mL de acido cloridrico (4 % v/v). Esse material foi colocado no
agitador rotatério 220 rpm por 16 h. Depois desse periodo, aguardou-se que
ocorresse a decantagao e transferiu-se o sobrenadante para um tubo de centrifuga
(50 mL) contendo 1 g de cloreto de sédio (Vetec). O material foi centrifugado a
1000 g por 20 min e congelado a -20 °C pelo mesmo tempo. Repetiu-se a

centrifugacdo nas mesmas condicdes e o sobrenadante foi filtrado em papel filtro
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de microfibra de vidro (Whatman GF/D, grau 4.7 cm). Do material filtrado, 1 mL foi
diluido em 24 mL de agua deionizada contida em tubo de centrifuga (50 mL). Em
seguida, 3 mL da amostra diluida foram colocados em outro tubo de centrifuga (50
mL) contendo 1 mL do reagente de Wage (0,03 % de cloreto férrico
hexahidratado, 0,3 % de acido sulfosalicilico, 2,4 % de acido cloridrico 0,65 N). A
mistura foi entdo centrifugada (1000 g) a 10 °C por 10 min e a leitura realizada no
espectrofotometro a 500 nm conforme Latta & Eskin (1980). A curva padrao foi
feita com fitato de sddio (Sigma, cédigo P9539) de concentragéo variando de 3 a
160 mg L™,

2.4.5 — Determinacao de taninos totais

Os taninos totais foram determinados com reagente de Follin-Ciocalteau
conforme descrito por Makkar et al. (1995). A cada 3 g de cada substrato (tabela
1) adicionou-se 10 mL metanol puro (Sigma, coédigo 34885) e 0,5 g de
polivinilpirrolidona. Esse material foi homogeneizado no agitador rotatatério a 220
rom por uma hora. Em seguida, para clarificagdo do material, adicionou 5 mL de
hidréxido de bario (0,1 M) e 5 mL de sulfato de zinco (5 % p/v). Esse material foi
novamente homogeneizado em agitador rotatério por 10 min. Para a quantificagéo
de taninos, a reacdo contendo 2 mL do sobrenadante clarificado, 5 mL de
carbonato de sodio (2 % p/v) em hidroxido de sédio (0,1M) e 1 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau (1:2), foi incubada no banho-maria a 37 °C por 10 min e, em
seguida, a leitura foi realizada no espectrofotdmetro a 765 nm. A curva padrao foi
preparada com acido tanico, concentragdo de 1 a 100 mg L™, dissolvido em agua

deionizada.

2.4.6 — Determinagcao de monossacarideos redutores

A quantidade de acucares redutores em todos os substratos foi
determinado pelo método de DNS (99,5 % de acido dinitrossacilico, 0,4 % de fenol
e 0,14 % de metabissulfito de sédio) e a curva padrdo de glicose (MercK) de
concentracdo variando de 0,5 a 1,5 g L. Pipetou-se 250 pL do extrato protéico
bruto (item 2.3) e adicionou-se 500 yL de tampao acetato de sodio e 1 mL de
solugdo de DNS. Essa mistura foi fervida a 100 °C por 5 minutos no banho maria

e, em seguida, foram adicionado 8 mL de agua deionizada. Dessa mistura, 1 mL
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foi transferida para tubo de ensaio contendo 4 mL de agua deionizada. A leitura foi

realizada no espectrofotometro a 540 nm.

2.5 — Determinagao da biomassa

O crescimento micelial foi determinado pelo teor de ergosterol produzido
pelo fungo P. ostreatus PLO 6 incubados em substratos conforme tabela 1. A
quantificacdo desse composto foi realizada conforme descrito no capitulo anterior
(item 2.3).

2.6 — Determinagao da massa seca dos substratos

O peso dos substratos umido antes da inoculagdo de PLO 6 foi de 1,5 kg.
Para determinacdo da massa seca, esse material foi colocado em bandejas de
aluminio (10 cm de comprimento por 8 cm de largura) secas e previamente
pesadas. Essas bandejas contendo os substratos foram colocadas na estufa a 105

°C até atingir a massa constante.

2.7 - Producao de cogumelos

Os sacos de polipropileno contendo os substratos com crescimento micelial,
apos 28, 43 e 58 dias de incubacgao, foram colocados na camara fria a 10 °C por
48 h. A frutificacdo foi realizada em ambiente refrigerado com temperatura
controlada em 18 °C.

A percentagem da eficiéncia biolégica (EB) foi determinada pela razao entre
a massa dos cogumelos fresco e massa seca dos substratos, multiplicado por 100
(Wang et al., 2001). A produtividade foi obtida pela razao entre a EB e o tempo de
incubacao requerido para colheita (Oliveira et al., 2007).

Todas as analises feitas nos substratos, antes a apds colonizagao por P.
ostreatus, exceto a determinagdo de compostos ligninoceluldsicos e atividades
enzimaticas, foram também determinados nos cogumelos. Para isso, o0s
cogumelos produzidos no mesmo bloco de substrato foram misturados e, dessa

mistura, foram separados 200 g de cogumelos frescos. Os cogumelos foram
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triturados por 10 min no liquidificador (Walita) com adicdo de 5 mL de agua

deionizada. Para cada analise foi utilizada 10 g do homogenato.

2.8 - Analises estatisticas

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualisado com
duas repetigdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e,
posteriormente, andlise de regressao, a 5 % de probabilidade, utilizando-se o

programa SAEG (versao 9.1 — Universidade Federal de Vigosa, 2006).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo quimica dos substratos, antes e depois do tratamento
térmico a 121 °C, e os principais minerais presentes na torta de pinhdao manso
estdo apresentados na tabela 3. A composicdo dos substratos foi bastante
alterada depois do tratamento térmico, e em geral houve uma significativa redugao
da composicao, principalmente de lignina, celulose, éster de forbol e fatores
antinutricionais (Tabela 3). Varios autores mostram a redugdo de compostos
ligninocelulésicos pelo tratamento térmico (Kifani-Sahban et al., 1997; Jandura et
al., 2000; Xiao et al., 2001; Li et al., 002; Alvarez & Vazquez, 2004).

Apos 15 dias de inoculagdo, verificou-se a completa colonizagdo dos
substratos contido nos sacos de polipropileno por P. ostreatus PLO 6 (Figura 1) e

a formacao de cogumelos depois de 33, 45 e 60 dias de incubacao (Figura 2).

3.1 - Biomassa, massa seca e a degradagao de compostos ligninocelulésicos

A manutencdo de aumento continuo da biomassa fungica de P. ostreatus
ao longo dos 60 dias de incubagao no substrato contendo 30 % de casca de café
e 30 % farelo de arroz (Figura 3A) pode ser em razdo da maior concentragao
inicial de monosssacarideos neste substrato (Tabela 3). Este perfil de crescimento
de P. ostreatus foi obsevado por Robertson et al. (2008) apds incubado, por 80
dias, em substratos com palha de trigo. Entretanto, o mesmo comportamento nao
foi observado quando os substratos utilizados para P. ostreatus PLO 6 foram a
torta de pinhdo manso adicionada ou ndo de serragem ou casca de eucalipto
(Figura 3A). E provavel que a raspagem e a adi¢do de agua nos substratos depois
de 45 dias de incubacdo pode ter promovido a retormada de crescimento da
biomassa fungica (Figura 3A).

A perda da massa seca (Figura 3B) teve correlagdo positiva com a
percentagem de degradacao de lignina (significancia= 0,154) e negativa com a

biomassa (significancia= 0,354). Essa correlagao entre a degradacao da lignina e
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Tabela 3: Percentagem de compostos quimicos, organicos e minerais, presentes na torta de pinhdo manso pura ou
em mistura com residuos agroindustriais utilizado como substratos para cultivo do fungo Pleurotus ostreatus PLO 6

Teores nos substratos (mg g”™')

Compostos Autoclavagem .
Antes Depois

To ToSe10 ToCe10 ToCcFa30 To ToSe10 ToCe10 ToCcFa30
Lignina 3759+3,76 34,80+4,11 2928+341 29,12+4,16 | 30,34+2,56 3141+165 27,12+2,80 25,15+4,88
Celulose 562+1,02 947+055 1291+095 18,08+0,59 | 493+060 799+050 8,21+0,38 9,98+0,26
Monossacarideos 8,25+1,14 751+0,11 6,30+x0,67 12,79+0,33 | 25,88+5,64 1496+3,16 17,91+1,49 33,80+ 1,65
Taninos* 250+0,12 095+044 3,01+£0,70 2,81+0,38 | 1,24+0,34 0,56+0,09 1,49+0,11 1,37 £ 0,13
Acido fitico 3,08+0,28 2,31+0,02 233+0,17 2,24+0,08 | 1,08+0,007 0,77 +0,009 0,77 +£0,001 0,800,001
Fosforo 457 +0,44 266+0,35 3,30+0,44 765+052 | 893+1,66 9,49+0,56 10,54+0,59 11,45+0,45
Ester de forbol 0,0+£0,02 0,06+0,01 0,07+0,01 0,07+0,004 | 0,07£0,01 0,04+£0,01 0,05+0,001 0,06+0,01
Proteina soluvel 0,51+0,07 064+013 0,74+0,13 062+0,19 | 0,22+0,02 0,57+0,02 0,56+0,02 0,22+0,02
Proteina Total 21,50 nd nd nd nd nd nd nd
Nitrogénio 3,44 nd nd nd nd nd nd nd
Manganés 0,044 nd nd nd nd nd nd nd
Ferro 0,35 nd nd nd nd nd nd nd
Cobre 0,022 nd nd nd nd nd nd nd
Zinco 0,036 nd nd nd nd nd nd nd

*Teores equivalente a acido tanico.

nd — ndo determinado.
To — Torta de pinhdo manso pura, ToSe10 — Torta de pinhdo manso + 10 % de serragem de eucalipto, ToCe10 — Torta de pinhdo manso +
10 % de casca de eucalipto e ToCcFa — Torta de pinhdo manso + 30 % de casca de café + 30 % de farelo de arroz, conforme descrito na

tabela 1.
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Figura 1: Crescimento micelial de P. ostreatus PLO 6 em substratos a base da
torta de pinhdo manso pura ou em mistura com residuos agroindustriais
apos 15 dias de incubagdo. S1 — Torta, S5 - Torta + 10 % de serragem
de eucalipto, S12 - Torta + 10 % de casca de eucalipto e S16 - Torta +
30 % farelo de arroz + 30 % de casca de café.

Figura 2: Cogumelos produzidos pelo de P. ostreatus PLO 6 crescidos em
substratos a base da torta de pinhdo manso pura ou em mistura com
diferentes residuos agroindustriais.
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Figura 3: Producdo de biomassa micelial (A) e perda da massa seca (B) durante
60 dias de incubacédo de Pleurotus ostreatus PLO 6 em substratos a
base da torta de pinhdo manso pura ou em mistura com residuos

agroindustriais, conforme tabela 1.
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a perda da massa seca também foi relatada por Berg (2000). Todavia, na
degradagdo de folhas de Quercus petraea pelos basidiomicetes Hypholoma
fasciculare e Rhodocollybia butyracea, essa correlagéo foi entre a massa seca € a
atividade das enzimas ligninoceluloliticas (Valaskova et al., 2007). A perda da
massa seca foi crescente até o 45° dia de incubacido e, depois permaneceu
constante até o final do experimento (Figura 3B). Resultado semelhante foi obtido
por Valaskova et al. (2007) utilizando o fungo H. fasciculare para degradacao de
folhas secas de carvalho. Nesse trabalho, as folhas foram umidificadas com agua
destilada e autoclavadas por duas vezes a 121 °C.

A perda da massa seca total nos substratos foi em média 46 % na torta
pura, seguido de 39 % no substrato com adicdo de serragem de eucalipto e 38 %
nos outros substratos. Porém, essa perda total da massa seca foi pouco menor
que o obtido por P. ostreatus inoculado em palha de trigo, por 50 dias de
incubagao (Baldrian & Gabriel, 2003) e também em residuos ligninocelulésicos na
presenga de cobre, manganés, chumbo e zinco, por 98 dias de cultivo (Baldrian et
al.,, 2002). Estes resultados demonstram que ocorre uma alta atividade
ligniocelulolitica e que a presenga de cobre, manganés e zinco presentes na torta
de pinhdo manso (Tabela 3) podem favorecer essa atividade.

Maiores atividades das enzimas ligninoliticas, lacase e MnP durante 60 dias
de colonizagao por P. ostreatus PLO 6 foram observadas quando os fungos foram
cultivados na torta pura, seguida do substrato com adigdo de serragem de
eucalipto (Figura 4B e 4C). Consequentementes ocorreram maiores percentagem
de degradacao de lignina (Figuras 4A) e maior perda da massa seca (Figuras 3B).
A atividade de ligninases em diversos substratos por espécies do género
Pleurotus ja foi amplamente notificada na literatura (Kerem et al., 1992, Baldrian et
al., 2007, Robertson et al., 2008, Liu et al., 2009, Piskur et al., 2009) e em outros
fungos de podriddo branca (Kerem et al., 1992, Jung et al., 1992, Arora et al.,
2002, Cavallazzi et al., 2004b, Chi et al., 2007, Shi et al., 2009). A degradagao
elevada de lignina associada com a maior atividade das ligninases (Figuras 4)

sugere que esse polimero foi a principal fonte de carbono utilizada para a
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producao de biomassa pelo PLO 6 na torta de pinhdo e no substrato adicionado
de serragem de eucalipto (Figura 3A). Este resultado pode ser atribuido maior
concentracdo inicial de lignina em relagdo a celulose e monossacarideos (Tabela
3). Atividades elevadas de lacase e manganés peroxidase que resultaram na
maior degradagao de lignina podem ser também explicada pela disponibilidade
dos cofatores enzimaticos, manganés e cobre nos substratos utilizados (Figuras 4
e tabela 3). A lacase possui no centro de ligagao ions cobre (Koroleva et al., 2001;
Scherer & Fischer, 2001) que além de estimular a atividade enzimatica em
substrato a base da torta de pinhdo manso, também aumentou a atividade dessa
enzima como observado em P. ostreatus (Baldrian & Gabriel, 2002), Funalia trogii
ATCC 200800 e Trametes versicolor ATCC 200801 (Birhanli & Yesilada, 2006)
cultivados em meio suplementados com esse elemento. A alta atividade de MnP
na presenca de manganés também foi mostrada em P. ostreatus cultivado em
serragem de alomo, abeto ou castanheira com adigdo de manganés (Giardina et
al., 2000) e ainda, em L. edodes (Buswell et al., 1995) e Phanerochaete favido-
alba (Hamman et al.,1999) cultivados em meio de cultura com diferentes
concentracbes de manganés.

A maior degradagédo de compostos celulésicos (Figura 5A) e também maior
atividade das celulases (Figura 5B e 5C) foram observadads nos substratos com
adicdo de casca de café e farelo de arroz seguida do substrato com adi¢cao de
serragem de eucalipto. A produg¢do de biomassa por PLO 6 nesses substratos foi
principalmente devido a disponibilidade de monossacarideos (Tabela 3) e a
atividade de xilanase (Figura 5C), pois a atividade de celulase (Figura 5B) e
ligninases (Figura 4) foram baixas. A baixa atividade dessas enzimas pode ser
devida alta concentracdo inicial de monossacarideos (Tabela 3) que pode ter
influenciado na expressao diferenciada das enzimas ligninoceluloliticas. Essa
expressao diferenciada, bem como a funcdo que cada enzima desempenha no
complexo enzimatico de degradagao de lignina, celulose e hemicelulose foram
mostradas em L. edodes e P. ostreatus cultivados em residuos de diferentes

composicoes (Elisashvili et al. 2008).
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A alta atividade de celulase nos substratos com adigdo de serragem de
eucalipto e na torta de pinhdo manso pura mostra uma sinergia dessa enzima com
as ligninases (Figura 4 e 5). Este fato pode ser atribuido que a utilizagao de lignina
como fonte de carbono e energia, requer substratos com celulose e, ou outras
fontes de carbono (Ruggeri & Sassi, 2003).

Portanto, Pleurotus ostreatus PLO 6 inoculado em substratos a base da
torta de pinhdo manso durante 60 dias de incubacdo tem alta producdo de
biomassa e a capacidade de degradar compostos ligninocelulésicos, com redugao
significativa da massa seca, apesar da presenga de compostos toxicos e fatores

antinutricionais (Tabela 1).

3.2 - Degradacgao de éster de forbol

Para todos os padrdes de éster de forbol usados foram encontrados picos e
tempo de retencéo entre 40 e 52 minutos no HPLC. Por essa técnica foi possivel
quantificar o teor de éster de forbol presentes na torta de pinhdo manso e nos
substratos contendo a torta de pinhdo manso e residuos agroindustriais (Figura 6).
A concentragao inicial de forbol, que na torta de pinhdo manso representa 0,1 %
da massa seca (Tabela 3), foi entre 0,63 a 1,03 mg g~ nos substratos utilizados
(Figura 6). Essa concentracédo esta de acordo com a encontrada em frutos de J.
curcas (Makkar et al., 1997, Basha et al., 2009), porém, em concentragao maior
que na variedade nao toéxica do México (Makkar et al., 1997 e 1998), mas menor
que as variedades de Cabo Verde, Nicaragua e México (Makkar e Becker, 1997;
Martinez-Herrera, 2006). Este resultado demonstra que a concentragéo de forbol
nas sementes de pinhdo manso pode ser dependente da variedade e da regidao de
cultivo.

A dupla autoclavagem dos substratos a 121 °C reduziu em média 20 % o
teor de éster de forbol (Tabela 3). No entanto, esses compostos nao foram
eliminados pelo tratamento térmico a 160 °C durante 30 minutos (Aregheore et al.,
2003). Por outro lado, a adigao de hidroxido de sédio e, ou de hipoclorito de sédio
combinado com tratamento térmico € capaz de reduzir a concentracido desse

composto em ateé 25 % (Goel et al., 2007).
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Neste trabalho, a degradagéo de éster de forbol por P. ostreatus PLO 6 foi
de até 99 %, apds 60 dias de incubacgédo (Figura 6). Esta alta percentagem de
degradagao foi maior que obtidos em processos quimicos de desodorizagao,
desacidificagdo e branqueamento aplicado no 6leo e na semente de J.curcas
(Hass & Mittelbach, 2000; Rakshit et al., 2008). Esses mesmos processos
quimicos, com excegao do braqueamento (Ahmed & Salimon, 2009) e tratamentos
com diferentes produtos quimicos (Aregheore et al., 2003) aplicados na semente
de J. curcas nao foram eficiente na redugéo desse composto. A alta percentagem
de degradagdao de lignina nos substratos acompanhada pela atividade das
enzimas lacase e MnP, mostra a maior capacidade de P. ostreatus PLO 6 em
despolimerizar a lignina e concomitante, a degradagdao dos forbdis ocorre em
consequéncia dessa reacao de despolimerizagdo. Isso também pode ter ocorrido
na degradacgédo de outros compostos organicos como, por exemplo, clorofendis e
hidrocarbonetos aromaticos (Barr & Aust,1994; Scheibner et al., 1997;
Majcherczyk et al., 1998).

A maxima eliminacgao de forbdis ocorreu até o 33° dia de incubagao (Figura
6) e coincidiu com intervalo de maior atividade de lacase e manganés peroxidase
(Figuras 4B e 4C). A atividade dessas enzimas de Phanerochaete sp (Perez et al.,
1998; Harazono & Nakamura, 2005), Trametes sp (Maalej-Kammoun et al., 2009),
Irpex lacteus (Svobodova et al., 2008), Ganoderma Ilucidum (Murugesan et al.,
2008) e P. ostreatus (Hublik & Schinner, 2000; Tsioulpas et al., 2002; Palmieri et
al., 2005; lamarino et al., 2009) foram também relatados na descoloragdao de
diversos corantes da industria téxteis e na eliminagdo de diferentes compostos
poluentes.

No entanto, as enzimas celulases e xilanases (Figuras 5B e 5C) tiveram
altas atividades no 15° e 45° dia de incubacdo quando a degradacao de forbois
chegou a 37 e 60 %, respectivamente. Foi também relatada a atividade de
celulases na degradacédo de fendis e compostos furfural (Honggiang &
Hongzhang, 2008). O procedimento de raspagem e adigdo de agua nos substratos
depois de 45 dias de incubacao, apesar de aumentar a produgédo de biomassa e a
atividade de xilanase, nao estimulou a redugao de éster de forbol (Figuras 3A, 5C
e 6). No substrato com adigdo de casca de eucalipto constatou-se menor

percentagem de redugdo de forbois no 15° dia de incubacdo e as mais baixas
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atividades de lacase e MnP (Figuras 4B, 4C e 6). Estas evidéncias fortalecem a
hipétese de que a degradagdo desse composto toxico acontece por co-

metabolismo com as enzimas responsaveis pela despolimerizagdo da lignina.

1,2 1 N Torta
Torta + 10 % de serragem de eucalipto
1,0 C—1 Torta + 10 % de casca de eucalipto
™ Torta + 30 % de casca de café + 30 % de farelo de arroz
_ 08 -
g I y=-0,6024Ln(x) + 1,0485
g 0,6 - il R?=0,9464
~ 04 -
0,2 A I H
0,0 ; : E igﬁﬁ =L : :
-§ -E © 8 8 @ 8
% g Tempo de incubacgao (dias)
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Figura 6: Degradacédo de composto toxico, éster de forbol presente na torta de
pinhdo manso pelo isolado PLO 6 de Pleurotus ostreatus, durante 60
dias de incubagao. Modelo de regresséao significativo (p< 0,05).

Finalmente, depois de 60 dias de incubagdo com PLO 6, a concentragcao
residual de éster de forbol foi em média 2x10* mg g™ da massa seca (Figura 6).
Esta concentracdo € menor que o nivel toleravel que é de 0,09 mg g~ (Aregheore
et al., 2003). Portanto, P. ostreatus tem a capacidade de degradar éster de forbol
oriundo da torta de pinhdo manso, e assim, destoxificar esse residuo da

fabricagcao do biodiesel.

71



3.3 - Degradacao de fatores antinutricionais

A maior concentracdo inicial de taninos foi encontrada nos substratos com
adicdo de casca de eucalipto, casca de café e na torta de pinhdo manso pura
(Tabela 3). Essa concentragao presente na torta estd de acordo com o valor
encontrado na casca do fruto de J. curcas (Makkar et al., 1998). A presenca de
taninos ja foi relatado na casca de eucalipto (Vital et al., 2004; Vazquez et al.,
2009) e na casca de café (Pandey et al., 2000; Barcelos et al., 2001). O
tratamento térmico nos substratos reduziu em 46 % o teor inicial de taninos
(Figura 7). Este resultado € consistente com a degradacdo desse fator
antinutricional presente em legumes, por cozimento ou por autoclavagem a 121 e
128 °C, por diferentes periodos de tempo (Rehman & Shah, 2005).

35 -
N Torta
30 - T Torta + 10 % de serragem de eucalipto
’g il L1 Torta + 10 % de casca de eucalipto
@ 25 A 1 Torta + 30 % de casca de café + 30 % de farelo de arroz
'8 20 -
- y =-11,052Ln(x) + 21,355
g 15 - T R?=0,9716
T
8

IE ‘E Il

0 2 @
%
2

ﬁ igﬁﬁ | Ninlit
Q 8

Tempo de incubacao (dias)

NBo autodavada -

Figura 7: Degradacao de taninos por P. ostreatus PLO 6, durante 60 dias de
incubacdo em substratos a base da torta de pinhdo manso, conforme
tabela 1. Modelo de regresséo significativo (p< 0,05).
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Independente do substrato, a degradacéo de taninos por P. ostreatus PLO
6 foi crescente em fungdo do tempo de incubagdo, com maior percentagem de
reducao (90 %) entre 15 e 30 dias de incubagao nos substratos com adigdo de
casca de café e casca de eucalipto (Figura 7). A alta capacidade de degradagao
desses compostos foi também mostrada em Pleurotus sp cultivado em cascas de
café por 60 dias de incubagao (Fan et al., 2006), P. sajor-caju em residuos de café
(Wong & Wang, 1991) e P. ostreatus em casca de cacau (Alemawor et al., 2009).
A degradacdo de taninos pode estar relacionada a atividade de tanase, cuja
presenca ja foi relatada em diferentes géneros fungicos, a exemplo de Aspergillus
(Batra & Saxena, 2005; Aguilar et al., 2001), Penicillium (Batra & Saxena, 2005;
Sharma et al., 2008) e Paecilomyces (Battestin & Macedo, 2007). Portanto, P.
ostreatus PLO 6, mostrou-se capaz de degradar taninos presentes na torta pinhao
manso e também nos outros substratos utilizados.

Sessenta e sete por centro do teor de fésforo presente na torta de pinhao
manso esta na forma orgéanica de acido fitico (Tabela 3). A percentagem desse
acido na torta de pinhdo manso (Tabela 3) foi menor que a encontrada em
residuos da semente de J. curcas (Makkar et al., 1997). Apesar de esse acido ser
considerado estavel ao calor (Deshpande & Damodaran, 1990), a esterilizagao
dos substratos reduziu, em média, 20 % do teor inicial. Reducdo semelhante
também foi observada no tratamento térmico da farinha de lentilha, a 120 °C, por
30 min (Porres et al., 2004). Além disso, em sementes de leguminosas submetidas
a autoclavagem a 121 °C, por 90 min, a concentracdodesse fator antinutricional foi
reduzida em até 50 % (Rehman & Shah, 2005). O acido fitico nos substratos &
degradado pela agdo da enzima fitase, liberando inositol e fosfato inorganico
(Ullah & Phillippy, 1994). A presencga dessa enzima ja foi mostrada em diferentes
géneros de fungos, como Aspergillus (Ullah & Phillippy, 1994, Wyss et al., 1999),
Agaricus, Lentinula, Pleurotus (Collopy & Royse, 2004) e Rhizopus
(Ramachandran et al., 2005).
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A concentragdo de fésforo foi crescente (Figura 8A) e a de &acido fitico
decrescente (Figura 8B) em funcdo do tempo de incubacdo, obtendo uma
correlacdo negativa (11,32; R? = 0,72). A degradacédo desse acido com a liberagdo
de fésforo no meio foi acompanhada pela atividade da enzima fitase ao longo do
periodo de incubagéao (Figura 8C).

A atividade de fitase foi capaz de reduzir em 95 % a concentragdo de acido
fitico. Este alto nivel de degradagao desse fator antinutricional pela atividade de
fitase microbiana foi também mostrado em meio de cultura com adicdo de
residuos de colza (El-Bata & Karem, 2001) e também em diferentes alimentos
(Carlson & Poulsen, 2003, Liang et al., 2009). Além da reducgao de acido fitico, a
adicao de fitase em ragbes animais, objetiva a maior disponibilidade de minerais,
tais como fésforo, calcio, zinco, ferro (Ahmad et al., 2000; Liang, 2009), pois esse
acido forma complexos insoluveis com cations di e polivalentes, comprometendo a
biodisponibilidade desses minerais (Liu et al., 2008, Liang et al., 2009).

Pode-se concluir que P. ostreatus PLO 6 tem a capacidade de degradar
fatores antinutricionais, como taninos e acido fitico, presentes na torta de pinhao
manso e nos outros substratos, possibilitando a utilizacdo desses residuos na
racao animal. Além disso, a possibilidade da producédo e da extragcdo da enzima
fitase para ser utilizada em alimentos ou como suplemento na ragdo de animais é

promissora.

Figura 8: Percentagem de fosforo (A), concentragdo de acido fitico (B) e atividade
de fitase (C) de Pleurotus ostreatus PLO 6 durante 60 dias de incubagdo em
substratos a base da torta de pinhdo manso, conforme tabela 1. Modelo de
regressao significativo (p< 0,05).

N Torta

Torta + 10 % de serragem de eucalipto
L1 Torta + 10 % de casca de eucalipto
1 Torta + 30 % de casca de café + 30 % de farelo de arroz
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3.4 — Producgao de cogumelos

A produgédo de cogumelo de P. ostreatus PLO 6 nos substratos avaliados
ocorreu apos 30, 43 e 58 dias de incubagao (Figura 2). A eficiéncia bioldgica foi
influenciada pela composi¢cao do substrato e pelo tempo de incubacgao (Figura 9).
Essa influéncia foi também mostrada em cultivo de Grifola frondosa em substrato
a base de carvalho vermelho com suplementagdo de farelo de trigo, milheto e
centeio (Shen & Royse, 2001); L. edodes em bagago de cana-de-agucar
adicionado de farelo de arroz e melago (Rossi et al., 2003); Pleurotus pulmonarius
em palha de arroz, sabugo de milho e casca de amendoim (Oliveira et al., 2007) e
P. ostreatus em casca de café (Hernandez et al., 2003) e em residuos de madeira
do Hawaii (Tisdale et al., 2006). A percentagem dessa eficiéncia bioldgica variou
de 31 a 89 % na torta de pinhdo manso e no substrato com casca de eucalipto,

respectivamente (Figura 9).
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Figura 9: Eficiéncia biologia de Pleurotus ostreatus PLO 6, incubado por 60 dias
em substrato a base da torta de pinhdo manso, conforme tabela 1.
Modelo de regressao significativo (p< 0,05).
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Percentagem dentro da mesma amplitude foi observada em fungos do género
Pleurotus incubado em diferentes substratos (Wang et al., 2001; Curvetto et a.,
2002, Yildiz et al., 2002; Hernandez et al., 2003).

A raspagem e a adicdo de agua nos substratos ndo estimularam a
eficiéncia biolégica (Figura 9) ou a produtividade (Tabela 4). Independente do
substrato observou-se alta produtividade de cogumelos durante 60 dias de
incubacdo, com a maior produgdo nos substratos com serragem e casca de
eucalipto (Tabela 4). A produtividade total nesses substratos foi maior que
cogumelos P. pulmonarius - CCB19 incubados, por 39 dias, em sabugo de milho,
palha de arroz e casca de amendoim (Oliveira et al.,, 2007) e semelhante a
produtividade de P. ostreatus cultivado em casca da semente de girassol, por 30 e
50 dias de incubacéo (Curvetto et al., 2002).

A composic¢ao nutricional dos cogumelos produzidos por P. ostreatus PLO 6
em substratos a base da torta pinhdo manso (Tabela 1), mostra que esses
cogumelos sdo alimentos ricos em proteinas, carboidratos, fésforo e pré-vitamina
D (Tabela 5). Os teores de nutrientes encontrados estdo de acordo com relado por
Tewari (1986). Segundo esse autor, os cogumelos contém de 85 a 95 % de agua,
3 % de proteinas, 4 % carboidratos, 1 % de minerais e vitaminas. Porém, o teor
desses nutrientes, principalmente proteinas, depende do substrato (Dundar et al.,
2009). Dentre os minerais presentes nos cogumelos destaca-se potassio, fésforo,
cobre, ferro e calcio (Wang et al., 2001; Tisdale et al., 2006; Mikiashvili &
Isikhuemhen, 2009). Os cogumelos P. ostreatus também s&o ricos em
aminoacidos; fibras e vitaminas como tiamina, riboflavina, piridoxina e niacina
(Wang et al., 2001; Dundar et al., 2009; Mikiashvili & Isikhuemhen, 2009). O teor
de ergosterol presente nos cogumelos P. ostreatus PLO 6 incubados em substrato
a base da torta de pinhdo manso (Tabela 5) foi maior que cogumelos comerciais,
desse mesmo género, obtidos em supermercados da regido de Cingapura no
sudeste Asiatico (Jasinghe & Perera, 2005). Apesar de ter encontrado acido fitico
e baixo niveis de taninos em cogumelos comestiveis Pleurotus tuber-regium
(Akindahunsi & Oyetayo, 2006), nao foi determinado a presenca desses fatores

antinutricionais nos cogumelos P. ostreatus PLO 6 produzidos neste trabalho.

77



Tabela 4: Produtividade de cogumelo P. ostreatus PLO 6 incubado durante 60
dias em substrato a base da torta de pinhdo manso

Produtividade (g kg ' da massa seca dia ™)
Tempo de incubacgao (dia)

Substrato
1 5 12 16
33 9,491 21,456 27,121 11,969
45 1,545 7,838 5,438 8,884
60 0 0,433 0 5,340
Total 11,036 29,727 32,559 26,193

Tabela 5: Principais nutrientes encontrados nos cogumelos de P. ostreatus PLO 6
produzidos em substrato a base de pinhdo manso apés 60 dias de

incubacgao

Compostos mg 100 g”' de cogumelo fresco
Proteina soluvel 37,27 £ 6,25
Monossacarideos 41,22 + 7,49

Fosfato 1,89 £ 0,62

Acido fitico nd

Taninos* nd

Ergosterol 6,04 £ 0,24

nd — n&o determinado; * equivalente a acido tanico

Foi evidenciada a presenca de éster de forbol nos cogumelos de P.
ostreatus PLO 6 e a presenca desse composto foi decrescente em fungdo do
tempo de incubacgio (Tabela 6). Este resultado mostra que, ao aumentar o tempo
de frutificagdo com a re-inoculagédo do fungo pode evitar a absorgdo pelos
cogumelos. Porém, a concentracdo de forbol absorvida pelos cogumelos,
independente do tempo de incubacao (Tabela 6), foi menor que a concentragao
desses compostos encontrada em variedade de J. curcas, nao toxicas do México
(Makkar et al., 1998). A variedade de J. curcas cultivavada no México apresenta

concentracdo de 0,11 mg g~ e nao foi téxica para peixes, ratos e frangos (Makkar
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& Becker, 1997). Segundo esses autores, as sementes dessas variedades nao
téxicas sdo consumidas por humanos e frangos. E ainda, em ratos alimentados
com torta de J. curcas com concentracdo de 0,09 mg g'1 nao foi observado
nenhum sintoma de doenga ou perda de peso nos animais (Aregheore et al.,
2003). Porém, concentragdes maiores ou iguais a 0,8 mg g'1 causou diarréia em
porcos (Chivandi et al., 2006); reducao do apetite, diarréia, atividade motora
reduzida em ratos (Rakshit et al., 2008) e irritacdo e necrose na pele de ratos,
coelhos e camundongo (Gandhi et al., 1995). A alta concentragao desse composto
causa também inibicdo da proteina quinase C em ratos (Silva et al., 1995; Moraes
et al., 1996), em células do fibroblasto (Slater et al.,, 2002) e em células de
levedura que expressam isoforma da proteina a kinase C de mamiferos (Saraiva
et al., 2004). Portanto, os cogumelos P. ostreatus PLO 6 produzidos na torta de
pinhdo manso devem ser utilizados em experimentos com animais para comprovar

a auséncia de toxicidade.

Tabela 6: Compostos ésteres de forbol presentes nos cogumelos P. ostreatus
PLO 6, produzidos em substrato a base de pinhdo manso por 60 dias
de incubacgao

Tempo de incubacgao (dia) Forbol (ug g de cogumelo fresco)
30 0,0813
43 0,00946
58 0,00945
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4 - CONCLUSOES

P. ostreatus tem capacidade de degradar éster de forbol, acido fitico
e compostos ligninoceluldsicos;

P. ostreatus apresenta produtividade e eficiéncia biolégica elevadas
em substratos a base da torta de pinhao manso;

Os cogumelos produzidos na torta de pinhdo manso apresentam teor
de éster de fobol em concentragdes niveis consideradas nao téxicos,
podendo ser indicado para o consumo, mas testes biolégicos devem
ser efetuados para comprovar a inexisténcia dos compostos toxicos

ou antinutricionais.
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