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1.�Estrutura�química�dos�tipos�de�éster�de�forbol:�tipo�ativo�(α)�e�o�tipo�
inativo�(β),�segundo�Silinsky�&�Searl�(2003).��
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1.�Crescimento� micelial� do� isolado� PLO� 6� de� ���������	 ����������
inoculado�em�substratos�a�base�da�torta�de�pinhão�manso�pura�ou�
em�mistura�com�resíduos�agroindustriais�e,�ou�0,2�%�de�carbonato�
de�cálcio�e�sulfato�de�cálcio�4:1(m/v).�
�

34�

2.�Biomassa� produzida� pelo� do� fungo� ��	 ���������� PLO� 6� quando�
incubado� a� 25� ºC,� por� 45� dias,� em� substrato� a� base� de� torta� de�
pinhão�manso,�conforme�tabela�1.�Barras�seguidas�da�mesma�letra�
não� diferem� significativamente� pelo� teste� de� Tukey� (p<0,05).� O�
símbolo�(� �)�sobre�as�barras�representa�o�desvio�padrão.�Descrição�
dos�substratos�conforme�tabela�1.�
�

35�

3.�Biomassa� produzida� pelo� isolado� PLO� 6� do� fungo� ���������	
���������� quando� incubado� a� 25� ºC,� por� 45� dias,� em� substrato� a�
base�de�torta�de�pinhão�manso�pura�e,�ou�com�adição�de�0,2�%�da�
mistura�(4:1)�de�carbonato�de�cálcio�e�sulfato�de�cálcio�.�O�símbolo�(�
�)�sobre�os�pontos�representa�o�desvio�padrão.�
�
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4.�Percentagem� de� degradação� de� lignina� pelo� fungo� ��	 ����������
PLO�6�quando�incubado�a�25�ºC�por�45�dias,�em�substrato�a�base�
de� torta�de�pinhão�manso,�conforme� tabela�1.�Barras�seguidas�da�
mesma� letra� não� diferem� significativamente� pelo� teste� de� Tukey�
(p<0,05).� O� símbolo� (� � )� sobre� as� barras� representa� o� desvio�
padrão.�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.�Descrição�dos�
substratos�conforme�tabela�1.�
�
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5.�Percentagem�de�degradação�decelulose�e�hemicelulose�pelo�fungo�
��	 ���������	 PLO� 6� quando� incubado� a� 25� ºC� por� 45� dias,� em�
substrato� a� base� de� torta� de� pinhão� manso,� conforme� tabela� 1.�
Barras� seguidas� da� mesma� letra� não� diferem� significativamente�
pelo� teste� de� Tukey� (p<0,05).� O� símbolo� (� � )� sobre� as� barras�
representa� o� desvio�padrão.� 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.�Descrição�dos�substratos�conforme�tabela�1.�

39�
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1.�Crescimento�micelial�de���	����������PLO�6�em�substratos�a�base�
da� torta� de� pinhão� manso� pura� ou� em� mistura� com� resíduos�
agroindustriais�após�15�dias�de�incubação.�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.��
�

63�

2.�Cogumelos� produzidos� pelo� de��.� ���������� PLO� 6� crescidos� em�
substratos� a� base� da� torta� de� pinhão�manso� pura� ou� em�mistura�
com�diferentes�resíduos�agroindustriais.�
�

63�

3.� Produção�de�biomassa� (A)�e�perda�da�massa�seca� (B)�durante�60�
dias� de� incubação� de����������	 ���������� PLO� 6� em� substratos� a�
base�da� torta�de�pinhão�manso�pura�ou�em�mistura� com� resíduos�
agroindustriais,�conforme�tabela�1.�
�

64�

4.�Percentagem�de� lignina� (A)�e�atividade�de� lacase� (B)�e�manganês�
peroxidase�(C),�durante�60�dias�de�incubação�de���	����������PLO�6�
em�substratos�a�base�da�torta�de�pinhão�manso�pura�ou�em�mistura�
com� resíduos� agroindustriais,� conforme� tabela� 1.� Modelo� de�
regressão��signficativo�(p�<�0,05�).�
�

66�

5.�Percentagem�de�celulose�(A),�atividade�de�celulase�(B)�e�atividade�
de�xilanse� (C)�durante�60�dias�de� incubação�do� isolado�PLO�6�de�
���������	����������em�substratos�a�base�da�torta�de�pinhão�manso�
pura� ou� em� mistura� com� resíduos� agroindustriais.� Modelo� de�
regressão�significativo�(p�<�0,05).�
�

68�

6.�Degradação�de�composto� tóxico,�éster�de� forbol,�presente�na� torta�
de�pinhão�manso�pelo����������	����������PLO�6,�durante�60�dias�
de�incubação.�Modelo�de�regressão�significativo�(p<�0,05).�

71�

7.�Degradação�de�taninos�por���	����������PLO�6,�durante�60�dias�de�
incubação� em� substratos� a� base� da� torta� de� pinhão� manso,�
conforme�tabela�1.�Modelo�de�regressão�significativo�(p<�0,05).�

72�

8.�Percentagem� de� fósforo� (A),� concentração� de� ácido� fítico� (B)� e�
atividade�de�fitase�(C)�de����������	����������PLO�6�durante�60�dias�
de� incubação� em� substratos� a� base� da� torta� de� pinhão� manso,�
conforme�tabela�1.�Modelo�de�regressão�significativo�(p<�0,05).��
�
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9.�Eficiência� biologia� de����������	 ���������� PLO� 6,� incubado� por� 60�
dias� em� substrato� a� base� da� torta� de� pinhão� manso,� conforme�
tabela�1.�Modelo�de�regressão�significativo�(p<�0,05).�
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A� produção� de� biodiesel� utilizando� o� óleo� da� semente� de� pinhão� manso�

(
�������	 �������� como� matéria�prima� libera� grande� quantidade� de� resíduos�

sólidos,� denominado� de� torta.� Essa� torta� apresenta� composição� diversificada,�

contendo�não�só�compostos�ligninocelulósicos,�água�e�sais�minerais,�mas�também�

compostos� tóxicos� e� fatores� antinutricionais.� A� destoxificação� e� o�

reaproveitamento� dessa� torta� de� pinhão� manso� são� de� grande� interesse� da�

indústria� do� biocombustível.� A� utilização� desses� resíduos� como� substrato� para�

cultivo� de� fungos� de� podridão� branca,� ���������	 ����������� pode� ser� uma�

alternativa� de� baixo� custo� e� que� permite� a� produção� de� produtos� de� interesse�

econômico�e� industrial� como�enzimas,�proteínas�e�cogumelos�comestíveis.�Além�

disso,� esse� fungo� produz� enzimas� capazes� de� degradar� diferentes� substâncias�

tóxicas,� fatores�antinutricionais�e�compostos� ligninocelulósicos.�Neste� trabalho,�a�

torta�de�pinhão�manso�pura,�ou�em�mistura�com�outros� resíduos�agroindustriais,�

foi� utilizada� como� substrato� para� crescimento�micelial� de���	 ���������� visando�à�

eliminação�de�compostos� tóxicos,� fatores�antinutricionais�e�a� redução�do� teor�de�

lignina,�celulose�e�hemicelulose.�Inicialmente,�para�verificar�a�viabilidade�micelilal�e�

a�degradação�compostos�ligninocelulósicos�presente�na�torta�de�pinhão�manso.���	

���������� PLO� 6� foi� inoculado� em� substratos� à� base� da� torta� de� pinhão�manso,�

adicionado� ou� não� de� resíduos� agroindustriais.� Após� 45� dias� de� incubação,�

verificou�se� elevada� produção� de� biomassa� fúngica,� 50� %� de� degradação� de�

lignina� e� 20� %� de� consumo� de� celulose� e� hemicelulose.� Os� substratos� que�

apresentaram�maior�produção�de�biomassa�fúngica�e�também�a�maior�degradação�

de�compostos� ligninocelulósicos�foram�utilizados�para�avaliar�a�capacidade�de���	
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���������� formar� cogumelos,� além� de� degradar� éster� de� forbol,� ácido� fítico� e�

taninos.�Após�60�dias�de� incubação,�observou�se�boa�produção�de�cogumelos�e�

degradação� de� compostos� ligninocelulósicos,� com� significativa� perda� da� massa�

seca,� redução� de� 95� %� de� ácido� fítico,� 85� %� de� taninos� (equivalente� a� ácido�

tânico),�99�%�de�éster�de�forbol�e�alta�produtividade�de�cogumelos.�Após�o�período�

de�incubação,�tantos�os�cogumelos�de���	����������como�os�substratos�utilizados�

apresentaram� concentrações� de� éster� de� forbol� menor� que� o� encontrado� em�

variedade� de� 
�	 ������� não� tóxicas� do�México.�Conclui�se� que���	 ���������� tem�

capacidade� de� degradar� composto� tóxico,� fatores� antinutricionais� e� compostos�

ligninocelulósicos�presentes�na�torta�de�pinhão�manso.�O�uso�alternativo�de�torta�

de� pinhão� manso� como� substrato� para� cultivo� de� cogumelos� e� enzimas,�

destoxificando�o,�agrega� valor� a� esse� resíduo,�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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The�oil�extraction� from�
�������	�������seeds�as� raw�material� to�biodiesel�

production� releases� a� large� quantity� of� solid� residue,� called� cake.� This� 
��������

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,����������	����������	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�


�������� cake,� pure� or� in� mixture� with� agro�industrial� residues,� was� used� as�

substrate�to�grow���	����������objecting�to�produce�mushrooms,�eliminate�phorbol�

ester,�antinutritional� factors�and�also,� to�evaluate� the� reduce� lignin,�cellulose�and�

hemicellulose.�After�45�days�of���	����������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���	 ���������� 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���	����������had�concentrations�of�phorbol�esters�smaller� than�

that� found� in� provenances� of� non� toxic� 
�	 ������� from� México.� Therefore,� ��	

���������� has� the� ability� of� degrade� toxic� compounds,� antinutritional� factors� and�
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lignocellulosic� compounds� present� in� 
�������	 cake.� The� alternative� of� using�


�������� cake�as� substrate� to�mushroom�and�enzymes�production,� add� value� to�

this�residues,�as�well�as�detoxifying�it�show�high�potential�to�use�
��������cake�as�

animal�food,�beyond�decreasing�the�environmental�damage.�
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�������	 ������� Linnaeus� (1753)� conhecido� popularmente� como� pinhão�

manso� pertence� à� família� Euphorbiaceae� (Gandhi� et� al.,� 1995).� É� uma� planta�

nativa�da�América�Tropical�e�bastante�cultivada�na�África�e�na�Ásia�(Haas�et�al.,�

2002).�Essa�planta�vem�sendo�usada�para�prevenir�e,�ou�controlar�erosões,�para�

formar�cerca�viva�especialmente�para�conter�animais�de�fazenda�(Heller,�1996)�e�

tem,�ainda,�um�considerável�potencial�na�produção�de�biodiesel�(Kumar�&�Sharma,�

2008;�Lu�et�al.,�2009)�e�biogás�(Dhanya�et�al.,�2009).���

O� biodiesel� é� produzido� a� partir� de� óleos� vegetais,� comestíveis� e� não�

comestíveis�e,�ou�gorduras�animais,�por�meio�do�processo�de� trans�esterificação�

(Openshaw� et� al.,� 2000).� Esse� processo� utilizando� a� polpa� do� fruto� de� pinhão�

manso��libera�um�resíduo�sólido�denominado�de�torta�(Openshaw�et�al.,�2000;�Patil�

&� Deng,� 2009).� Essa� torta� obtida� como� subproduto� da� extração� do� óleo� é� um�

material� complexo� e� apresenta� composição� diversificada� contendo� celulose,�

hemicelulose,� lignina,� extrativos,� água,� sais� minerais,� proteínas� (Giibitz� et� al.,�

1999;�Sricharoenchaikul�et�al.,�2007),� �ésteres�de�forbol�e�fatores�antinutricionais�

(Makkar�et�al.,�1997).�A�torta�contém�ainda�curcina,�uma�proteína�altamente�tóxica�

similar�à�rícina�oriunda�da�extração�do�óleo�da�mamona,�o�que�a�torna� imprópria�

para�a�alimentação�animal�(Goel�et�al.,�2007).�Contundo,�a�destoxificação�desses�

resíduos�pode�permitir�a�utilização�como�suplemento�alimentar� rico�em�proteínas�

na�alimentação�de�aves,�suínos,�bovinos�e�peixes�(Gubitz�et�al.,�1999;�Staubmann�

et�al.,�1999).�Com�isso�o�obstáculo�crucial�no�estabelecimento�de�
�	������	como�

uma�cultura�comercial,�seria�superado�devido�à�destoxificação�das�sementes�e�do�

próprio�óleo�(Haas�et�al.,�2002).��

�
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A� toxicidade� das� sementes� de� 
�	 ������� é� atribuída� principalmente,��

a�um�grupo�de�ésteres�diterpeno�denominado�éster�de�forbol,�que�estão�contidos�

em�concentrações�elevadas�em�variedades�tóxicas,�mas�em�baixas�concentrações�

em�variedades�não�tóxicas�oriunda�do�México�(Makkar�et�al.,�1998).���
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Forbol�é�um�termo�utilizado�para�descrever�uma�família�de�compostos�tetra�

cíclico�diterpenos�que�ocorrem�naturalmente�e�são�referidos�como�tigliane�(Evans�

1986� citado� por� Goel� et� al.,� 2007).� Ésteres� de� forbol� são� definidos� como�

compostos�policíclicos�em�que�dois�grupos�hidroxila�vizinhos�ao�átomo�de�carbono�

estão�esterificados�com�ácidos�graxos�(Goel�et�al.,�2007).��

Os�ésteres�de�forbol�ativam�a�proteína�quinase�C�(Silva�et�al.,�1995;�Moraes�

et� al.,� 1996;� Slater� et� al.,� 2002;� Saraiva� et� al.,� 2004),� uma� enzima� chave� na�

transdução� de� sinal� em� resposta� a� vários� hormônios� e� a� processos� de�

desenvolvimento� da� maioria� das� células� e� tecidos� animais.� A� atividade� dessa�

quinase� inclui� regulação� de� canais� iônicos,� cálcio,� proteína� calmodulina� e�

receptores� de� fator� de� crescimento,� estruturais� e� de� controle� de� proteínas� do�

citoesqueleto�(Kikkawa�et�al.,�1989).�Assim,�a�ativação�de�quinase�C�por�interação�

prolongada�com�forbol�pode�levar�a�resposta�mitogênica�e,�consequentemente,�a�

geração� de� tumor� (Rotenberg� &�Weinstein,� 1991).� O� possível� mecanismo� para�

ativação� da� proteina� quinase�C� é� a� substituição� do� diacilglicerol� endógeno,� que�

normalmente�é�produzido�para�manter�a�concentração�de�inositol�fosfolípidos�pelo�

éster�de�forbol�(Mosior�&�Newton,�1995).�

O� éster� de� forbol� tipo� α� é� inativo� e� tem� propriedades� físicas� e� químicas�

similares� ao� forbol� tipo�ß,�mas�não� são� capazes�de�ativar� a� proteína� quinase�C�

devido� a�mudanças� configuracionais� na� estrutura� desse� forbol� inativo� (Figura� 1;�

Silinsky�&�Searl,�2003).�Os�forbóis�ativos,�tipo�ß,�são�4ß�12�O�tetradecanoilforbol�

13�acetato� (TPA)� e� 4ß�12�forbol�13�dibutirato� (PDB)� diferem� somente� pelas�

substituições�nas�posições�12�e�13�do�anel�aromático.�

Estudos�da�composição�química�de�
�	������� levaram�à�suposição�de�que�

as�sementes�dessa�oleaginosa�contêm�até�quatro�tipos�de�ésteres�de�forbol�(Adolf�

et�al.,�1984;�Wink�et�al.,�2000).�Entretanto,�devido�a�baixa�concentração�e�extrema�

instabilidade�desses�ésteres,�a�quantificação� têm�sido� realizadas�por�apenas�um�

diéster,�12�desoxi�16�hidroxiforbol�(Hirota�et�al.,�1988).��

�
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�".&)(� <,� Estrutura� química� dos� tipos� de� éster� de� forbol:� tipo� ativo� (α)� e� o� tipo�

inativo�(β),�segundo�Silinsky�&�Searl�(2003).��

�

Ésteres� de� forbol� ocorrem� naturalmente,� são� instáveis� e� sensíveis� à�

oxidação,� hidrólise,� trans�esterificação� e� epimerização� durante� o� processo� de�

isolamento� (Haas� et� al.,� 2002).� Segundo� esses� autores,� o� isolamento� desses�

compostos�deve�ser� realizado�em�condições� livres�de�oxigênio�e�a�extração�sob�

fluxo�contínuo�de�nitrogênio�ou�argônio,�devido�a�sensibilidade�à�oxidação.��

Os� protocolos� de� isolamento� envolvem� a� derivatização� dos� grupos�

funcionais,� principalmente� acilação� ou� esterificação� dos� grupos� hidroxila� por�

agentes� químicos� (Goel� et� al.,� 2007).� Depois� da� derivatização,� os� forbóis� são�

separados�por�cromatografia�líquida�de�alta�eficiência�(HPLC)�(Hirota�et�al.,�1988;�

Spadaro� et� al.,� 1992).� As� estruturas� destes� forbóis� são� então,� determinadas�

utilizando�métodos�espectroscópicos�e�técnicas�de�ressonância�magnética�nuclear�

(Goel� et� al.,� 2007).� Todavia,� para� identificar� a� presença� desse� composto� na�

semente� de� 
�������	 tem� sido� relatada� a� extração� com� metanol,� seguida� a�

quantificação� por� HPLC� utilizando� como� padrão� forbol�12�miristato�13�acetato�

(Makkar�et�al.,�1997).�

Os�ésteres�de�forbol�não�podem�ser�eliminados�pelo�tratamento�térmico,�por�

serem� estáveis� e� suportar� temperaturas� elevadas� (Aregheore� et� al.,� 2003).� No�

entanto,� é� possível� reduzir� a� concentração� desse� composto� por� meio� de�

tratamentos� químicos� (Makkar� et� al.,� 1997;� Haas� &� Mittelbach,� 2000)� ou�

associação� entre� tratamento� físico� e� químico� (Aregheore� et� al.,� 2003).� Segundo�

esses� útimos� autores,� essa� associação� parece� ser�mais� benéfica,� pois� além� de�

β�α�
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reduzir�as�concentrações�de�forbóis,�neutraliza�também�a�lectina�das�sementes�de�


�������.��

Além� dos� esteres� de� forbol� na� torta� de� pinhão� manso� tem� ainda� uma�

proteína� tóxica,� denominada� de� curcina.� � Essa� proteína� tóxica� isolada� de�

sementes� de� 
�	 ������,� apresenta� duas� cadeias� polipeptídicas� e,� em� estudos� ��	

������	é� capaz�de� inibir� a� síntese� protéica� (Stripe� et� al.,� 1976;�Kumar�&�Sharma,�

2008).� Curcina,� também� denominada� de� proteína� inativadora� de� ribossomo,�

provoca�irritação�na�mucosa�grastrointestinal�e�tem�ação�hemaglutinante�(Barbieri,�

1993).� E� devido� a� característica� de� inibir� a� síntese� protéica,� a� curcina� tem� sido�

utilizada� para� diminuir� a� proliferação� de� células� cancerígenas� (Lin� et� al.,� 2003;�

Muangman	et�al.,�2005;�Luo	et�al.,�2006).��

�
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O� ácido� fítico� ou� ácido� hexafosfórico� mio�inositol� são� compostos�

encontrados�nas�sementes�de�plantas� (Francis�et�al.,�2001),� formados�durante�o�

processo� de�maturação� (Torre� et� al�,� 1991).� Esse� ácido� tem� efeito� negativo� na�

disponibilidade�de�alguns�minerais,�por�exemplo,�cálcio,�ferro,�zinco�e�fósforo�(Graf�

&�Eaton,�1984;�Ullah�&�Phillippy,�1994��Liang�et�al.,�2009)�e�na�digestão�de�amido�

(Yoon� et� al.,� 1983).� Devido� a� ação� de� quelante,� o� ácido� fítico� forma� complexos�

insolúveis� com�esses�minerais� (Graf�&�Eaton,�1984)�e� também�com�proteínas�e�

aminoácidos� (Ravindran� et� al.,� 1999),� dificultando� a� digestão� e� consequente�

absorção� desses� nutrientes.� Nas� sementes� das� leguminosas� utilizadas� na�

alimentação� humana,� dois� terços� do� fosfato� está� na� forma� de� ácido� fítico�

complexado�com�proteínas�e�ou�minerais� (Zhou�&�Erdman,�1995).�Esse�ácido�é�

considerado�um�fator�antinutricional�por�formar�complexos�insolúvel�com�proteínas�

e�minerais�e�ainda�ter�efeito� inibitório�sobre�as�enzimas�digestivas�(Silva�&�Silva,�

1999).�A�semente�de�
�	�������tem�alta�concentração�desse�ácido�que�representa�

até� 10� %� da� massa� seca� (Makkar� et� al.,� 1997).� Apesar� do� ácido� fítico� ser�

considerado�estável�ao�calor�(Deshpande�&�Damodaran,�1999),�tem�sido�mostrado�

à�redução�significativa�do�teor�desse�fator�antinutricional�presente�em�alimentos�e,�

ou�ração�animal,�pela�temperatura�de�cozimento�e�de�esterilização�em�autoclave�
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por�diferentes�períodos�de� tempo� (Carlson�&�Poulsen,�2003;�Porres�et�al.,�2004��

Rehman�&�Shah,�2005).�Por�outro�lado,�na�ração�animal,�principalmente�de�peixes�

e� aves,� tem� sido� adicionado� a� enzima� fitase� de� origem� microbiana� para� a�

eliminação� desse� ácido� e� também� aumentar� a� disponibilidade� de� minerais,�

proteínas�e�aminoácidos�(Ravindran�et�al.,�1999;�Sohail�&�Roland,�1999;��Ahmad�

et�al.,�2000;�Denstadli�et�al.,�2007).�A�enzima�fitase�pertence�à�família�das�enzimas�

histinas�fosfatases�ácidas,�que�catalisam�a�hidrólise�do�ácido�fítico�e�gera�inositol�e�

fosfato� inorgânico� (Ullah�&�Phillippy,� 1994).� Essa� fosfatase� tem� sido� identificada�

em�vários�gêneros�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).�
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Os� taninos� são� polifenóis� de� origem� vegetal� solúveis� em� água� e� em�

solventes� polares� (Hartish� &� Kolodziej,� 1997;� Makkar� &� Becker,� 1998).� Esses�

taninos� são� considerados� um� fator� antinutricional� por� inibir� a� disgestão� de�

proteínas�(Van�der�Poel,�1991;�Rehman�&�Shah,�2001).�Em�razão�da�capacidade�

de� precipitar� proteínas,� a� adstringência� de� alguns� frutos� e� plantas,� em� geral,� é�

provocada�pela�formação�desse�complexo�(Reed,�1995).���

O�teor�desses�taninos�no�fruto�de�
�	������	�é�baixo�representando�apenas�

3� %� da� massa� seca	 (Makkar� et� al.,� 1998).� Esses� compostos� também� estão�

presentes�em�outras�espécies�de�vegetais,�por�exemplo,�em�café�(Pandey�et�al.,�

2000;�Barcelos�et�al.,�2001)�e�eucalipto�(Vital�et�al.,�2004;�Vázquez�et�al.,�2009).�

As�concentrações�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�degradação�biológica�pode�ser�pela�atividade�

da�enzima� tanino�acil�hidrolase,�denominada�de� tanase.�Essa�enzima�hidrolisa�a�

ligação�éster�em�taninos,�liberando�glicose�e�ácido�gálico�(Banerjee�et�al.,�2005)�e�

pode� ser� sintetisada� por� fungos� (Aguilar� et� al.,� 2001;� Batra� &� Saxena,� 2005;�
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Battestin�&�Macedo,�2007;�Sharma�et�al.,�2008)��e�bactérias�(Aguilar�&�Gutiérrez�

Sanchez,�2001)�na�presença�de�ácido�tânico.�
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O�fungo���	���������,�pertence�à�classe�Basidiomycete,�ordem�Agaricales,�

família� Pleorotaceae,� e� é� causador� da� podridão� branca� (Rosado� et� al.,� 2002;�

Bonatti�et�al.,�2004).�Os�cogumelos�����������possuem�alto�valor�nutricional�e�são�

fontes�de�proteínas,�carboidratos,�vitaminas�B1,�B2�e�B3,�cálcio�e�ferro�(Schmidt�et�

al.,�2003).��

O� crescimento� micelial� ou� a� biomassa� fúngica� pode� ser� medida� pela�

quantificação�de�ergosterol,�denominado�ergosta�5,7,22�trien�3β�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� constituição�da�membrana� lipídica� e� é� encontrado�quase�

que� exclusivamente� em� fungos� (Mille�Lindblom� et� al.,� 2004;� Niemenmaa� et� al.,�

2008).� O� ergosterol� pode� ser� utilizado� como� indicador� do� crescimento� fúngico�

devido�ser�pouco�estável�e�rapidamente�degradado�depois�da�morte�da�hifa�(Mille�

Lindblom�et�al.,�2004).��

Os� basidiomicetes� ligninocelulolíticos� produzem� várias� enzimas�

pertencentes� à� classe� das� oxidorredutases:� lignina� peroxidases� (LiP;� EC�

1.11.1.14),� � manganês� 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� contêm� em� sua� conformação�

funcional� grupamento� prostético� heme� (Hofrichter,� 2002).� � Outras� oxidases� que�

têm� cobre� como� grupo� prostético� são� as� lacases� (EC� 1.10.3.2).� Essas� enzimas�

reduzem�o�oxigênio�dissolvido�à�água,�com�oxidação�de�substratos�fenólicos�e�não�

fenólicos,�formando�radicais�catiônicos,�quinonas�ou�radicais�fenoxi�(Lobos�et�al.,�

1994;�Shan�&�Nerud,�2002;�Baldrian�et�al.,�2005).�Além�das�oxidorredutases,�os�

fungos�ligninocelulolíticos�também�produzem�um�complexo�sistema�de�hidrolases,�

que�atuam�na�degradação�de�pectina,�hemicelulose�e�celulose�(Ângelo,�2004).�

As�lacases�estão�diretamente�envolvidas�não�só�na�degradação�da�lignina�e�

de� substratos� ligninocelulósicos� (Becker� &� Sinitsyn,� 1993),� mas� também� na�
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degradação�de�vários�compostos�xenobióticos�(Barr�&�Aust,1994;�Scheibner�et�al.,�

1997),� incluindo� corantes� aromáticos� (Glenn� &� Gold,� 1983;� Pasti�Grigsby� et� al.,�

1992;�Paszczynski�et�al.,�1992;�Spadaro�et�al.,�1992).�Além�disso,�essas�enzimas�

também�estão�envolvidas�na�oxidação�de�muitas�substâncias�recalcitrantes,�como�

por�exemplo,�clorofenóis�(Roy�Arcand�&�Archibald,�1991;�Ricotta�et�al.,�1996;�Grey�

et�al.,�1998;�Fahr�et�al.,�1999),�hidrocarboneto�aromático�policíclico�(Majcherczyk�

et�al.,�1998),�compostos�orgânicos�fosfatados�(Amitai�et�al.,�1998),�compostos�não�

fenólicos�da�lignina�(Kawai�et�al.,�1988;�Majcherczyk�et�al.,�1999)�e�fenóis�(Bollag�

et�al.,�1988;�Xu,�1997).�

A� lacase�catalisa�a�oxidação�de�uma�variedade�de�compostos�aromáticos�

como� doadora� de� hidrogênio� com� a� redução� concomitante� do� oxigênio� à� água�

(Hofrichter,� 2002).� Além� disso,� a� lacase� não� só� oxida� ácidos� fenólicos� e�

metoxifenólicos,� mas� também� promove� a� descarboxilação� desses� ácidos� e� a�

desmetilação� 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;� Rodríguez� 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� produção� da� enzima� manganês� peroxidase� (MnP)� ou� peroxidase�

dependente� do� manganês� é� aparentemente� limitada� a� certos� fungos��

basidiomicetes�e,�até�agora,�não�é�conhecido�qualquer�outro�microrganismo�capaz�

de� produzir� esta� enzima� (Hofrichter,� 2002).� �MnP� é� uma� glicoproteína� contendo�

ferro� como� grupo� prostético,� � dependente� de� peróxido� de� hidrogênio� para� sua�

atividade�e�que�apresenta�massa�molecular�de�38�a�62,5�kDa�(Hofrichter,�2002).�A�

oxidação� de� lignina� por� MnP� é� dependente� da� disponibilidade� de� íons� de�

manganês� (Brown� et� al.,� 1991;� Hofrichter,� 2002).� MnP� é� capaz� de� oxidar� e�

despolimerizar�a� lignina,�bem�como�compostos� recalcitrantes,�xenobióticos�como�

nitroaminotolueno� (Scheibner� et� al.,� 1997;� Aken� et� al.,� 1999)� e� tintas� têxteis�

(Heinfling� et� al.,1998a).� A� despolimerização� ��	 ������ pode� ser� reforçada� com� a�

presença� de� co�oxidantes� tais� como� ditióis� (glutationa)� ou� ácidos� graxos�

insaturados�(Tween�80���Hofrichter,�2002).�

A� lignina� peroxidase� (LIP)� catalisa� a� oxidação� da� parte� aromática� não�

fenólica�da�molécula�de�lignina�e�tem�sido�relatada�também�a�clivagem�de�outros�
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compostos� aromáticos� (Umezawa�&�Higuchi,� 1987).� � Segundo� esses� autores,� a�

função�da�LIP�seria�a�transformação�de�fragmentos�da�lignina�que�são�inicialmente�

liberados�pela�MnP.�A�LIP�tem�sido�utilizada�para�mineralização�de�uma�variedade�

de� compostos� aromáticos� recalcitrantes� de� quatro� ou� cinco� anéis,� tais� como�

hidrocarbonetos� aromáticos� policíclicos� (Gramss� et� al.,� 1999),� bifenil� policlorado�

(Krcma`r�&�Ulrich,�1998)�e�tintas�(Chivukula�&�Spadaro,�1995).��

A�versatile�peroxidase�(VP)�pode�ser�considerada�um�híbrido�entre�MnP�e�a�

LIP,�uma�vez�que�ela�é�dependente�da�disponibilidade�do�íon�manganês�e�também�

catalisa�a�oxidação�de�compostos�aromáticos�fenólicos�e��não�fenólicos,�incluindo�

os�corantes�(Goel�et�al.,�2007).�A�VP�tem�sido�descrita�em�espécies�de�����������e�

�����������	(Heinfling�et�al.,�1998b;�Mester�&�Field,�1998).��

As� celulases� são� responsáveis� pela� hidrólise� da� celulose,� liberando�

produtos�de�baixa�massa�molecular,�tais�como�hexoses�(Lynd�et�al.,�2002).�Dentre�

as�várias�aplicações�de�celulases,�pode�ser�destacada�sua�utilização�na�indústria�

de�detergentes�e�na�industrial�têxtil�e�em�processo�de�hidrólise�de�biomassa�para�

produção�de� reagentes� químicos� combustíveis� (Cavaco�Paulo,� 1998;�Kulkarni� et�

al.,� 1999;� Andreaus� et� al.,� 2000;� Lynd� et� al.,� 2002).� A� completa� degradação�

enzimática� da� celulose� depende� da� ação� do� complexo� enzimático� formado� por�

enzimas�hidrolases�(Ângelo,�2004).�Essas�enzimas�não�conseguem�penetrar�com�

facilidade�a�barreira�da�lignina�das�células�vegetais�e,�dessa�forma,�o�difícil�acesso�

destas�enzimas�às�fibras�de�celulose�constitui�um�dos�principais�problemas�para�o�

desencadeamento�desse�processo�de�degradação�(Thiemann�et�al.,�1980).��

A�hemicelulose�é�constituída�de�vários�polímeros,� formados�por�diferentes�

resíduos�de�açúcares,�a�sua�degradação�completa�também�necessita�de�enzimas�

específicas,� tais� como� as� xilanases� (Beg� et� al.,� 2001).� As� xilanases� de� origem�

microbiana� possuem� composição� protéica� simples� e�massa�molecular� entre� 8� e�

145�kDa�(Hofrichter,�2002).�Um�dos�fatores�básicos�para�uma�produção�eficiente�

de�xilanases�por�microrganismos� refere�se�à�adequada�escolha�do�substrato�e�a�

otimização� da� composição� do� meio� de� cultivo,� com� isso� podem�se� definir� as�

características� da� enzima,� bem� como� controlar� a� formação� de� compostos�

indesejáveis�(Kulkarni�et�al.,�1999).�

Os�processos�de�degradação�de�celulose�e�hemicelulose�são�de�natureza�

hidrolítica� (Wood� &� Garcia�Campayo,� 1990)� enquanto� a� degradação� da� lignina�
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representa�um�processo�oxidativo,�não�específico�e�estritamente�dependente�das�

condições�do�meio�de�cultivo�do�microrganismo�(Kirk�&�Farrell,�1987).�

Em� trabalho� anterior� realizado� no� Laboratório� de� Associação� Biológica�

Micorrízicas� foi� determinada� a� atividade� das� enzimas� ligninocelulolíticas� de� dois�

isolados� de� ��	 ���������,� PLO� 2� e� PLO� � 6,� cultivados� em� diferentes� resíduos�

agroindustriais,� tais� como� casca� e,� ou� serragem�de� eucaclipto� e� casca� de� café,�

suplementados� ou� não� com� 20� %� de� farelo� de� arroz.� � Foi� visto� que� produção�

enzimática�de���	���������	varia�de�acordo�com�a�composição�do�substrato,�com�

maiores� atividades� nos� substratos� suplementados� com� farelo� de� arroz.� Esse�

trabalho�monstrou�que���	����������PLO�6�tinha�melhor�adaptação�aos�substratos�

e�maiores�atividade�das�enzimas� ligninocelulolíticas� �e�poderia�ser�utilizado�para�

biorremediação� de� resíduos� ligninocelulósicos,� por� exemplo� a� torta� de� pinhão�

manso� (Luz,� 2007).� Verificado� a� produção� das� enzimas� ligninolíticas,� lacase� e�

manganês�peroxidase,� pelo���	���������� PLO�6� foi� prosposto� a�utilização�desse�

fungo� para� redução� e,� ou� eliminação� de� compostos� tóxicos� e� fatores�

antinutricionais,� além� da� degradação� de� compostos� ligninocelulósicos� presentes�

na�torta�de�pinhão�manso.�
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Microrganismos�ligninocelulolíticos,�incluindo�os�fungos�de�podridão�branca�

apresentam� alto� potencial� para� utilização� em� processos� de� destoxificação� de�

compostos� aromáticos� e� não� aromáticos.� O� grupo� conhecido� como� fungos� da�

podridão� branca� pertencem� a� classe� Basidiomycetes� possui� um� sistema� de�

enzimas� ligninocelulolíticas� extracelulares� capazes� de� degradar� uma� grande�

variedade�de�poluentes�(Sayadi�&�Ellouz,�1993).�Por�esta�razão,�estes�fungos�têm�

sido� utilizados� com� êxito� para� desempenhar� a� destoxificação� de� compostos�

fenólicos�fitotóxicos�oriundo�da�água�residual�do�moinho�de�extração�do�azeite�de�

oliva� (Sayadi� &� Ellouz,� 1995;� D'Annibale� et� al.,� 1998;� Kissi� et� al.,� 2001).� Foi�

observado� que� a� água� residual� da� extração� de� azeite� de� oliva,� contendo� fenóis�

aumentou�a�produção�de�oxidases�da�lignina�em����������	�������(Vinciguerra�et�

al.,� 1995),� ��	 ���������� (Martirani� et� al.,� 1996)� e� �������������	 ��������������

(Kissi�et�al.,�2001).�Além�disso,�a�incubação�de�compostos�fitotóxicos�com�lacase�
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isolada� do� fungo� ��	 ������� reduziu� parcialmente� a� fitotoxicidade� desses�

compostos�(Casa�et�al.,�2003).��

Estudos� de� destoxificação� de� corantes� industriais,� azo� e� ftalocianina,�

utilizando�os�fungos������������	�������e���������	�����������demonstraram�que�

a� degradação� desses� corantes� resultou� em� compostos� não� tóxicos� (Heinfling� et�

al.,�1997).��

Em�estudo�com����������	spp.�observou�se�a�diminuição�da� fitotoxicidade�

presente� na� água� residual� da� extração� de� azeite� de� oliva,� mas� a� ausência� de�

correlação�entre�destoxificação�e�a�remoção�de�fenol�não�foi�totalmente�explicada�

(Tsioulpas� et� al.,� 2002).� Isso� poderia� ser� devido� ao� fato� de� que� os� efeitos� dos�

fenóis�individuais�não�foram�investigados.�Por�essa�razão,�D’Annibale�et�al.�(2004)�

qualificaram� e� quantificaram� as� frações� monoméricas� e� poliméricas� aromáticas�

resultantes�do�tratamento�de�compostos�fitotóxicos�com���	������.�Esses�autores�

observaram� a� redução� de� cerca� de� 70� %� da� carga� orgânica� após� 240� h� de�

incubação�com�o�fungo.�A�eliminação�de�80�%�dos�fenóis�ocorreu�principalmente�

durante� as� primeiras� 144� h� de� incubação� revelando� níveis� significativos� de�

atividade�lacase�produzidos�por���	������.��

��	�����������cultivados�em�resíduos�da�extração�de�azeite�de�oliva�com�75�

%�de�água�tem�uma�notável�capacidade�de�secretar�a�enzima�lacase�e�de�eliminar�

compostos� fenólicos� (Tsioulpas� et� al.,� 2002).� Mas,� segundo� esses� autores,� em�

alguns� isolados� a� capacidade� de� remoção� de� compostos� fenólicos� não� estava�

diretamente� associada� com�a� atividade�de� lacase.�Entretanto,� o� tratamento� com�

fenol� oxidase� de� ��	 ���������	 incubado� em	 uma	 mistura� contendo� compostos�

aromáticos�extraídos�da�água�residual�da�extração�de�azeite�de�oliva�removeu��90�

%� dos� fenóis� presentes� na� mistura.� A� atividade� de� destoxificação� desse� fungo�

aumentou� concomitante� com�a� expressão� da� enzima� fenol� oxidase� (Martirani� et�

al.,�1996).��

Na�verdade,�a�toxicidade�de�alguns�fenóis�aumenta�após�sofrerem�oxidação�

(Field� &� Lettinga,� 1989).� Entretanto,� a� toxicidade� do� metilfenol� foi� diminuída�

quando� a� enzima� lacase� foi� adicionada� ao� meio� de� cultura,� apesar� da�

polimerização� desse� composto� ter� causado� inibição� no� crescimento� do� fungo�

(Bollag� et� al.,� 1988).� Nesse�mesmo� trabalho� foi� observada� a� polimerização� dos�

compostos� p�cresol� e� 2,6�xilenol� (2,6�dimetilfenol)� na� presença� e� também� na�
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ausência� do� ácido� siríngico� no� meio� de� cultura� com� a� enzima� lacase.� Tem�se�

especulado� que� a� indução� destas� enzimas� na� presença� de� extratos� contendo�

fenóis�poderá�ser�devido�a�um�eventual�mecanismo�de�defesa�que�visa�converter�

fenóis�em�produtos�incapazes�de�penetrar�na�célula�(Tsioulpas�et�al.,�2002).�

���������	����� �����cultivado�em�mistura�de�efluentes� têxteis�com�bagaço�

de�cana�de�açucar�mostrou�se�ser�capaz�de�remover�a�coloração�desses�efluentes�

em�meio�sólido�(Kamida�et�al.,�2005).�

Fungos� causadores� da� podridão� 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� ��	 �������������� a� LIP� foi� a� principal� enzima� responsável� pela�

degradação� dos� compostos� fenólicos� presente� na� água� residual� do� moinho� de�

extração� de� azeite� de� oliva� (Sayadi� &� Ellouz,� 1995).� No� entanto,� em�

�������������	!������ ��"�,�as�enzimas�envolvidas�no�processo�de�descoloração�

foram�a�MnP�e�a�fenol�oxidase�(lacase),�enquanto�a�LIP�não�foi�detectada�(Perez�

et�al.,�1998).�Em���	����������é�a�lacase�a�enzima�responsável�pela�oxidação�de�

compostos�fenólicos�e�aminas�aromática,� reduzindo�o�oxigênio�molecular�a�água�

(Hublik�&�Schinner,�2000).��

A� destoxificação� do� composto� 5�hidroxi�1,4�naftoquinona� (juglone)� por� ��	

����� ����� demonstrou� que� a� degradação� oxidativa� envolve� a� produção� de�

peróxido� de� hidrogênio� oriundo� de� reações� enzimáticas� e� não�enzimáticas�

promovidas� pelo� fungo� (Curreli� et� al.,� 2004).� Isso� mostra� que� juglone� não� é�

diretamente�atacado�pelas�enzimas�oxidativas�do�sistema�ligninocelulolítico,�mas�a�

degradação� desse� composto� e� de� seus� derivados� ocorre� eficientemente� como�

resultado�do�acoplamento�de�reações�enzimáticas�e�não�enzimáticas.�

A�avaliação�do�potencial�de�destoxificação�da�torta�de�pinhão�manso�por���	

�����������bem�como�o�entendimento�desse�processo,�abrirá�novos�rumos�para�a�

utilização�desses�resíduos�como�substrato�para�produção�de�cogumelos�ou�ração�

animal,�além�de�contribuir�para�a�redução�do�impacto�ambiental,�deste�resíduo�da�

cadeia�produtiva�de�biodiesel.��
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A� produção� de� biodiesel� utilizando� o� óleo� da� polpa� do� fruto� de� 
�������	

�������como�matéria�prima,� libera�grande�quantidade�de�resíduos�sólidos.�Esses�

resíduos� apresentam� na� sua� composição� química,� compostos� tóxicos,�

ligninocelulósicos� e� fatores� antinutricionais.� O� descarte� adequado� e� o�

reaproveitamento� desses� resíduos� é� um� desafio� para� as� indústrias� do�

biocombustível.�A�utilização�dos� resíduos�de�pinhão�manso�como�substrato�para�

cultivo�de�fungos�ligninocelolulíticos�pode�ser�uma�alternativa�de�baixo�custo�com�

a� formação� de� produtos� de� interesse� econômico� e� industrial� como� enzimas,�

proteínas�e�cogumelos�comestíveis.�Além�disso,�esses� fungos� têm�a�capacidade�

de� degradar� compostos� ligninocelulósicos,� diminuindo� os� danos� ambientais�

causados�por�esses�resíduos.�Neste�trabalho�foi�avaliada�a�produção�de�biomassa�

e� a� capacidade� de� degradar� lignina,� celulose� e� hemicelulose� pelo� fungo� de�

podridão�branca����������	���������.�Após�45�dias�de�incubação�em�substratos�à�

base� da� torta� de� pinhão� manso,� adicionado� de� resíduos� agroindustriais� e,� ou�

carbonato�de�cálcio�e�sulfato�de�cálcio,�verificou�se�elevada�produção�de�biomassa�

fúngica,� 50� %� de� degradação� de� lignina� e� 20� %� de� consumo� de� celulose� e�

hemicelulose.�Pode�se�concluir�que�a�torta�de�pinhão�manso�pura,�ou�em�mistura�

com� resíduos�agroindustriais,�pode�ser�utilizada�como�substratos�para�cultivo�do�

fungo���	���������.�

�

Palavras�chave:�Pinhão�manso,�biodiesel,�lignina,�celulose,�cogumelos,�ergosterol,�

biomassa�e�fungos�de�podridão�branca.���
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Biodiesel� production� using� the� seed� oil� of� the� 
�������	 ������� 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� ���������	 ���������� 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���	 ���������	 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�
��������seed�cake,�pure�or�added�with�agroindustrial�residues�can�

be�used�as�a�substrate�to�grow����������.�

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

and�root�rot�fungi.�
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O�estabelecimento�de�uma�matriz�energética�renovável�e�que�cause�poucos�

danos�ambientais�tem�aumentado�o�plantio�de�plantas�oleaginosas�para�extração�

do�óleo�da�semente�e�a�produção�de�biocombustíveis.�Nesse�contexto,�
�������	

�������� conhecido� popularmente� como� pinhão� manso,� apresenta� as� principais�

características� para� ser� utilizado� na� produção� do� biodiesel.� 
�������� apresenta�

boa�adaptação�às�condições�climáticas�do�Brasil�e�ainda,�tem�alto�teor�de�óleo�na�

semente� (Heller,� 1996).� � O� óleo� originado� dessa� planta� pode� ser� usado� na�

fabricação� de� sabão,� cosméticos� e� além� da� produção� do� biodiesel.� Entretanto,�

após�a�prensagem�das�sementes�para�extração�do�óleo,�há�liberação�de�grandes�

quantidades� de� resíduos� ligninocelulósicos,� denominado� de� torta.� Essa� torta,�

subproduto�sólido�da�extração�do�biodiesel,�também�apresenta�compostos�tóxicos�

e� fatores� antinutricionais� (Makkar� et� al.� 1997).� O� destino� desse� subproduto� é�

embora� limitado,� devido� ao� volume� gerado� tem� sido� o� de� fertilizante� orgânico�e�

produção� de� biogás� (Gübitz� et� al.,� 1999),� entretanto� existe� um� potencial� para� a�

produção�de�enzimas,�proteínas�e�cogumelos�comestíveis�a�partir�desse� resíduo�

se�considerar�sua�utilização�por� fungos� ligninocelulolíticos.�O� tratamento�da� torta��

de� pinhão� manso� com� esses� fungos,� além� de� gerar� produtos� de� interesse�

econômico,� reduz� danos� ambientais� causados� pela� liberação� de� resíduos�

ligninocelulósicos�no�ambiente.�O�basidiomiceto,����������	���������,�causador�da�

podridão� branca� (Rosado� et� al.,� 2002;� Bonatti� et� al.,� 2004),� produz� cogumelos�

comestíveis�com�alto�valor�nutricional�pois��são�fontes�de�proteínas,�carboidratos,�

vitaminas,� cálcio� e� ferro� (Schmidt� et� al.,� 2003).� Esse� fungo� também� produz�

enzimas�capazes�de�degradar�resíduos�ligninocelulósicos�e�compostos�poluentes�

e� recalcitrantes� (Scheibner� et� al.,� 1997;� Aken� et� al.,� 1999).� O� objetivo� deste�

trabalho�foi�analisar�a�capacidade�de�������������produzir�biomassa�e�de�degradar�

compostos� ligninocelulósicos� pelo� fungo,� visando� estabelecer� condições� ideais�

para�a�destoxificação�da�torta�de�pinhão�manso�e�a�produção�de�cogumelos.�
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Foi�utilizado�a�estripe�PLO�6,�do�fungo���	����������	pertencente�à�coleção�

de� fungos� do� Laboratório� de� Associações� Micorrízicas/Departamento� de�

Microbiologia/Instituto� de� Biotecnologia� Aplicada� a� Agropecuária� –� BIOAGRO/�

Universidade� Federal� de� Viçosa� –� UFV.� Inicialmente,� o� fungo� foi� cultivado� em�

placas�de�Petri�contendo�20�mL�de�meio�BDA�(Batata�Dextrose�Ágar),�pH�5,5�±�3�

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

�
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A� torta� de� pinhão� manso,� gentilmente� cedido� pela� Fusermann�

biocombustível,� pura� ou� em� mistura� com� diferentes� proporções� de� resíduos�

agroindustriais,�farelo�de�arroz�e�ou�0,2�%�da�mistura�4:1�de�carbonato�de�cálcio�e�

sulfato�de�cálcio�(CaCO3+CaSO4)�foram�utilizados�como�substrato�para�cultivo�de�

��	 ���������.� Para� cada� substrato,� (Tabela� 1),� foram� pesados� 350� g� da�mistura�

desses� resíduos,� acrescentados� de� 200�mL� de� água� 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�ºC,�por�20�min.�Após�o�resfriamento,�

cada�frasco�foi�inoculado�com�quatro�discos�de�ágar�de�8�mm�contendo�o�micélio�

de�PLO�6�e�incubado�durante�45�dias,�em�estufa�tipo�BOD�a�25�ºC,�no�escuro.�Em�

intervalos�de�cinco�dias,�após�15�dias�de� incubação,�foram�retirados�dois�frascos�

de�cada�tratamento�para�a�análise�do�teor�de�ergosterol�e�a�degradação�de�lignina,�

celulose�e�hemicelulose,�conforme�descrito�a�seguir.�

�
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A�biomassa�fúngica�foi�avaliada�pelo�conteúdo�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�três�enxágües�seqüenciais�com�solução�de�etanol�(Merck)�95�%�(v/v).�

Em�seguida,�foram�transferidas�para�tubos�de�centrífuga�e�adicionada�de�0,3�g��de�
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�(A 3(�<,�Composição�do�substrato�e�a�proporção�dos�resíduos�agroindustriais�ou�
0,2�%�da�mistura�(4:1)�de�carbonato�de�cálcio�e�sulfato�de�cálcio�(CaCO3�
+�CaSO4)�adicionados�à�torta�de�pinhão�manso�

�
Massa�do�Substrato�(g)��

Substrato�
�

�
Componentes�da�mistura�

�
Torta�� Resíduo�

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+CaSO4�� 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��� em�centrífuga� refrigerada�a�4� ºC� (SORVAL�RT�6000B).�O�

sobrenadante� foi� recolhido,� filtrado� em� peneira� de� teflon� (Viatest�Gmbh� –� Serial�

308919,� 200� mm� diâmetro� por� 53� ym)� e� armazenado� a� 4� ºC� no� escuro.�

Posteriormente,�uma�alíquota�de�20��L�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�eluídas� isocraticamente�com�metanol�puro�

(Sigma,�34885)�a�1,0�mL�min�1,� e�a�quantidade�de�ergosterol� foi�monitorada�em�

detector�UV�VIS,�a�280�nm.�A�curva�padrão� foi� feita�utilizando�ergostatrien�3β�ol�

(Sigma,�E�6510)�dissolvido�em�etanol�95�%�e�concentração�variando�de�1�a�200�zg�

L�1.� � A� biomassa� fúngica� foi� determinada� pela� relação� entre� a� concentração� de�

ergosterol�e��a�massa�seca�produzida�por�PLO�6�cultivado�em�meio�líquido,�batata�

dextrose,� por� 15� dias.� Para� a� determinação� da�massa� seca,� o� meio� de� cultura�

colonizado�pelo� fungo� foi� filtrado�em�peneira�de� teflon� (200�mm�diâmetro�por�53�
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ym)�e�o�micélio�transferido�para�cadinhos�de�papel�alumínio�de�massa�conhecida.�

Em�seguida,�esse�material� foi� levado�à�estufa�(Fanem,�Modelo�320�SE)�a�60�ºC,�

até�a�massa�constante�(Barajas�Aceves�et�al.,�2002).��

�
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Para� a� determinação� 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�após�a�colonização�pelo�PLO�6.�Essas�

amostras�foram�submetidas�a�um�tratamento�preliminar�visando�obter�um�material�

livre�de�extrativos� (cera,�mucilagem�e�álcool).�Para�esse� fim,� foram�utilizados�10�

mL�de�solução�de�etanol�tolueno�(Sigma)�95�%�(v/v)�e�10�mL�água�quente�(100�±�

10� ºC).� O� material� livre� de� extrativos� foi� filtrado,� lavado� e� secado� ao� ar.� Em�

seguida,� foram� tratados� com�20�mL�de� solução�de�ácido� sulfúrico� (Vetec)� 72�%�

(v/v)�por�uma�hora�e�submetido�à�autoclavagem�a�121�oC,�também�por�uma�hora.�

Após�autoclavagem,�o�material� foi�deixado�em� repouso�por�12�h�e,�em�seguida,�

filtrado�em�papel�filtro�em�microfibra�de�vidro�(Whatman,GF/D,�diâmetro�11�cm)�e�

lavado�com�água�quente�até�a�completa�remoção�do�ácido.��

Para�a�determinação�da�percentagem�de� lignina� insolúvel,�o�material�sólido�

retido�no�papel�filtro�foi�seco�em�estufa�a�105�oC�até�massa�constante.�O�teor�de�

lignina�solúvel�no�ácido� foi�determinado�no�filtrado�recuperado�antes�da� lavagem�

com�água�quente.�O�volume�de�10�mL�do� filtrado� foi�diluído�em�70�mL�de�água�

destilada�e�a�leitura�foi�feita�em�espectrofotômetro�(Thermo,�Evolution�60)�a�215�e�

280�nm.�A�diferença�da�leitura�entre�esses�comprimentos�de�onda�foi�utilizada�para�

estimar�o�teor�de�lignina�solúvel�no�ácido.�

�
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A�percentagem�de�celulose�e�hemicelulose�presente�nas�amostras�de�cada�

substrato� (Tabela� 1)� antes� e� após� a� colonização� pelo�PLO�6,� foi� determinada�a�

partir�do� filtrado� recuperado�na�determinação�do� teor�de� lignina�solúvel�no�ácido�

súlfurico�(Van�Soest,�1963;�Hatfield�et�al.,�1994).�Para�isso,�em�um�tubo�de�ensaio�

foi�adicionado�1�mL�da�amostra�contendo�ácido,�3�mL�de�solução�de�hidróxido�de�

sódio�(2�M,�Sigma),�para�neutralização�completa�do�ácido�sulfúrico,�e,�ainda,�1�mL�
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da� solução� de� DNS� (proporção:� 99,5� ácido� dinitro�sacilico:� 0,4� fenol:� 0,14�

metabissulfito�de�sódio).�Essa�mistura�foi�fervida�por�5�min�no�banho�maria�a�100�

ºC.�Após�resfriamento,�completou�se�o�volume�para�5�mL�com�água�deionizada�e�

procedeu�a�leitura�no�espectrofotômetro�a�540�nm.��

A�curva�padrão�foi�preparada�a�partir�da�digestão�sulfúrica�de�papel�de�filtro�

Whatman�nº�1�(Sigma)�cortado�em�tiras�(1�cm�largura�por�8�cm�comprimento).�A�

partir�do�valor�de�absorvância,�proporcional�ao� teor�de�monossacarídeos�oriundo�

da� quebra� dos� polissacarídeos� pela� digestão� sulfúrica� à� quente� (Saliba� et� al.,�

2001),� foi� estimada� a� percentagem� de� celulose� e� hemicelulose� presente� nas�

amostras.��

�
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O� pH� das� amostras� de� cada� substrato� antes� e� depois� de� 45� dias� de�

inoculação�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�

água�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,�

versão�3.0).���

�
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Os� experimentos� foram� montados� segundo� o� delineamento� inteiramente�

casualisado.� Os� dados� obtidos� foram� submetidos� à� análise� de� variância� e,�

posteriormente,� as� médias� comparadas� pelo� teste� de� Tukey� a� 5� %� de�

probabilidade,�utilizando�o�programa�SAEG�(versão�9.1�–�Universidade�Federal�de�

Viçosa,�2006).�
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A� percentagem� de� compostos� ligninocelulósicos� variou� com� o� tipo� de�

resíduo�agroindustrial�e�a�proporção�dos�mesmos�adicionados�à� torta�de�pinhão�

manso� (Tabela�2).�Observou�se�que�a� quantidade�de� farelo�de�arroz�na�mistura�

não�afetou�o�teor�de�lignina,�mas�a�casca�de�café�diminuiu�a�percentagem�desse�

polímero� nos� substratos� (Tabela� 2).� No� entanto,� a� quantidade� de� celulose� e�

hemicelulose�nos�substratos�foram�menores�que�a�encontrada�na�torta�de�pinhão�

manso,�com�exceção�dos�substratos�com�adição�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� polímeros� encontrados� na� casca� do� fruto� seco� de� 
�	 �������

(Dhanya�et�al.,�2009),�indicando�que�a�parte�do�fruto�pode�ter�grande�influência�na�

concentração� 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�
�	�������(Makkar�et�al.,�1997),�indicando�também�que�a�origem�do�fruto,�

seja� ele� devido� à� variedade� ou� às� condições� edafoclimáticas� pode� influenciar�

nesses�teores.�A�alta�relação�carbono�e�nitrogênio�(C/N)�encontrada�no�fruto�seco�

de�pinhão�manso�sugere�que�a�percentagem�desses�compostos�ligninocelulósicos�

em� resíduo� de� 
�	 ������� seja� igual� ou� superior� a� 50� %� (Sharma� et� al.,� 2009).���

Portanto,� a� torta� de� pinhão� manso� é� um� resíduo� rico� em� compostos�

ligninocelulósicos,�com�alto�teor�de�lignina�(Tabela�2).�

Após� a� inoculação�de���	 ���������� verificou�se� o� crescimento�micelial� em�

todos�os�substratos�com�a�formação�de�primórdios�de�corpo�de�frutificação�(Figura�

1),�após�o�choque�frio�de�4�°C,�realizado�no�trigésimo�dia�de�incubação.�

Durante� a� colonização� dos� substratos� pelo� PLO� 6� verificou�se� correlação�

positiva�entre�a�biomassa�fúngica�e�a�produção�de�ergosterol�(r=�0,99),�mostrando�

realmente�que�a�produção�de�ergosterol�pode�ser�utilizada�para�avaliar�a�biomassa�

fúngica�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).�

� �
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�(A 3(��,�Composição�ligninocelulósica�dos�substratos�esterilizados�e�a�produção�
de�ergosterol�pelo�fungo���	����������PLO�6,�por�45�dias�de�incubação�
�

Percentagem�Substrato*��

Lignina�total�� Celulose�e�
hemicelulose�

[Ergosterol]��
yg�g�1�da�massa�seca�

fúngica�

To� 33,14�±�0,70�� c� 8,63�±�0,47� a� 17,83�±�0,51� ab�

ToFa20� 38,30�±�0,87�� b� 2,36�±�0,66� c� 9,97�±�1,83� d�

ToFa10� 39,88�±�0,33�� b� 2,40�±�0,04� c� 9,76�±�1,64� d�

ToSe20� 47,72�±�0,38�� a� 2,60�±�0,05� c� 14,16�±�1,35� ab�

ToSe10� 38,74�±�0,14�� b� 2,83�±�0,31� c� 16,29�±�2,23� ab�

ToSeFa30� 43,12�±�027�� a� 3,04�±�0,63� c� 12,41�±�1,30� c�

ToSeFa10� 30,21�±�0,50����c� 8,00�±�0,05� ab� 11,22�±�1,49� d�

ToSm20� 30,33�±�2,26�� c� 2,92�±�0,37� c� 12,40�±�1,77� c�

ToSm10� 22,37�±�0,43�� e� 3,74�±�0,57� 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�±�1,85�� c� 2,06�±�0,08� c� 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�±�2,50�� d� 4,93�±�0,68� b� 17,64�±�1,08� a�

ToCc50� 24,43�±�0,28�� e� 6,45�±�0,50� ab� 12,22�±�0,83� c�

*�componentes�do�substrato�estão�descritos�na�tabela�1.�
**�na�coluna,�médias�seguidas�de�letras�iguais�não�diferem�significativamente�pelo�teste�de�Tukey�
(p<0,05).���
�

�

�".&)(�<,�Crescimento�micelial�do�isolado�PLO�6�de����������	����������inoculado�
em�substratos�a�base�da�torta�de�pinhão�manso�pura�ou�em�mistura�com�
resíduos�agroindustriais�e,�ou�0,2�%�de�carbonato�de�cálcio�e�sulfato�de�
cálcio�4:1(m/v).�
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�A�produção�da�biomassa� foi� afetada�pela� composição�do�substrato� (Tabela�1�e�

figura�2),�sendo�que�o�teor�de�ergosterol�nos�substratos�variou�de�9,76�a�17,64�yg�

g�1�(Tabela�2).�A�produção�de�biomassa�do�fungo����������	������,�em�substratos�

contendo� casca,� caule� e� folhas� de� eucalipto� foi� dependente� da� adição� de� uma�

fonte�de�nitrogênio�e�oscilou�entre�4,30�a�82,9�zg�g�1�(Silva�et�al.,�2005).��

O�farelo�de�arroz�é�um�resíduo�rico�em�nitrogênio,�entretanto,�a�sua�adição�

à� torta�de�pinhão�manso�não�estimulou�a�produção�da�biomassa� (Figura�2).�Por�

outro�lado,�a�adição�de�casca�de�café,�resíduo�que�tem�menor�disponibilidade�de�

nitrogênios�que�o�farelo�de�arroz�(Barcelos�et�al.,�1997),�estimulou�a�produção�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� resíduos� agroindustriais,� a� melhor�

composição�do�substrato�foi�adição�conjunta�de�30�%�de�casca�de�café�e�30�%�de�

farelo�de�arroz�(Tabela�1).��
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�".&)(��,�Biomassa�produzida�pelo�do�fungo���	����������PLO�6�quando�incubado�

a� 25� ºC,� por� 45� dias,� em�substrato� a� base�de� torta� de�pinhão�manso,�
conforme� tabela� 1.� Barras� seguidas� da� mesma� letra� não� diferem�
significativamente�pelo�teste�de�Tukey�(p<0,05).�O�símbolo�(� �)�sobre�as�
barras� representa�o�desvio�padrão.�Descrição�dos�substratos�conforme�
tabela�1.�
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Nos�primeiros�20�dias�de�incubação,�com�exceção�do�substrato�com�adição�

de� 0,2� %� da� mistura� de� carbonato� de� cálcio� e� sulfato� de� cálcio,� 4:1�

(CaCO3+CaSO4),� houve� aumento� da� biomassa� fungica,� a� qual� se� manteve�

praticamente�inalterada�no�período�de�20�a�30�dias�de�incubacao,�e�passou�a�ser�

crescente� após� a� formação� dos� primórdios� de� cogumelos� (Figura� 3).�

Comportamento� semelhante� foi� observado� por� Cavallazzi� et� al.� (2004),� com� o�

fungo���	�������cultivado�em�substrato�à�base�de�serragem�de�eucalipto,�onde�a�

biomassa� foi� crescente� até� a� formação� de� cogumelos,� depois� constante,� no�

intervalo� de� 40� a� 60� dias� de� incubação� e� novamente� crescente� até� a� segunda�

frutificação.�Por�outro� lado,�no�substrato�com�CaCO3�+�CaSO4,�nos�primeiros�30�

dias�de�incubação�a�produção�de�biomassa�foi�crescente,�e�depois�da�formação�de�

primórdios� decrescente� (Figura� 3).� Essa� diferença� no� perfil� de� produção� de�

biomassa,�pode�estar�relacionado�com�a�grande�variação�do�pH�do�meio�de�5,86�

antes� da� inoculação� a� 7,37� depois� de� 45� dias� de� incubação� no� substrato� com�

adição�de�CaCO3�+�CaSO4.�
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�".&)(� E,� Biomassa� produzida� pelo� isolado�PLO�6� do� fungo����������	 ���������	
quando�incubado�a�25�ºC,�por�45�dias,�em�substrato�a�base�de�torta�de�
pinhão� manso� pura� e,� ou� com� adição� de� 0,2� %� da� mistura� (4:1)� de�
carbonato�de�cálcio�e�sulfato�de�cálcio�.��O�símbolo�(� �)�sobre�os�pontos�
representa�o�desvio�padrão.�
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A�percentagem�de�degradação�de�lignina�por�PLO�6�variou�de�acordo�com�a�

composição�inicial�do�substrato�e�a�adição�de�CaCO3�+�CaSO4�(Figura�4).�

A�maior�degradação�desse�polímero� foi�no�substrato�com�adição�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�degradação�de� lignina� foi� nos�substratos� com�adição�de�casca�de�café�e�

sabugo�de�milho�(Tabela�1�e�Figura�4).�A�degradação�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�1������	�������	 (Valáskova�et�al.,�2007),�

fungos�do�gênero����������	sp.�cultivados�em�palha�de�arroz� (Platt�et�al.,�1981),��

cavacos�de�madeiras� (Piskur�et�al.,�2009)�e�ainda,� ���	�������������� incubados�

em�caule�de�algodão�(Shi�et�al.,�2009).�
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�".&)(�F,�Percentagem�de�degradação�de� lignina�pelo�fungo���	����������PLO�6�

quando�incubado�a�25�ºC�por�45�dias,�em�substrato�a�base�de�torta�de�
pinhão�manso,�conforme�tabela�1.�Barras�seguidas�da�mesma�letra�não�
diferem�significativamente�pelo� teste�de�Tukey�(p<0,05).�O�símbolo�(� � )�
sobre�as�barras� representa� o� desvio�padrão.�Descrição�dos� substratos�
conforme�tabela�1.�
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As�maiores�percentagens�de�degradação�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�adição�de�10�%�de�

casca�de�eucalipto� (Figura�5).�Essa�percentagem�de�degradação�de�celulose�ou�

hemicelulose� em� substratos� a� base� da� torta� de� pinhão� manso� foi� próximo� à�

observada�em�micromycetes� (Varnaité,�2008),���	���������� incubado�por�30�dias�

em�caule�de�algodão�(Kerem�et�al.,�1992),����������	��������inoculado�em�palha�de�

trigo� por� 180� dias� (Camarero� et� al.,� 1994)� e� �������������	 ��������������

cultivado�em�resíduos�de�#���	�����(Bacci�Jr�et�al.,�1995).��

A� degradação� de� celulose� e� hemicelulose� foram� dependentes� da�

composição� inicial� dos� substratos� e� da� proporção� de� resíduos� agroindustriais�

adicionados�a�torta�de�pinhão�manso��(Figura�5).���Por�exemplo,�a�adição�de�10�%�

ou�20�%�de�casca�de�eucalipto�a�degradação�de�celulose�e�hemicelulose�foi�acima�

de�10�%,�enquanto�a�adição�desse�resíduo�junto�com�o�farelo�de�arroz�diminuiu�a�

degradação� para� cerca� de� 5� %� (Figura� 5).� � Essa� redução� na� degradação� de�

celulose� e� hemicelulose� foi� também� observada� em� mistura� de� diferentes�

proporções�de�casca�do�fruto�seco�de�pinhão�manso�e�esterco�bovino�colonizados�

por�microrganismo�anaeróbico�(Dhanya�et�al.,�2009).���

A�baixa�concentração� inicial�de�celulose�e�hemicelulose�no�substrato�com�

casca�de�eucalipto�e�farelo�de�arroz�(Tabela�2)�e,�provalvemente,�a�disponibilidade�

de�monossacarídeos�e�ou�amido�no�farelo�de�arroz�(Feddern�et�al.,�2007;�Dors�et�

al.,� 2009),� pode� ter� favorecido� a� redução� da� degradação� de� celulose� e�

hemicelulose�nesse�substrato�(Figura�5).��

A�presença�de�monossacarídeos�e�amido�pode,� também,� ter� favorecido�a�

alta�produção�de�biomassa�(Figura�2)�e�o�baixo�consumo�de�lignina�(Figura�4),�nos�

substratos� com� adição� de� casca� de� café� (Tabela� 1),� pois� o� fungo� metaboliza�

primeiramente� fontes� de� carbono� de� mais� fácil� degradação,� a� exemplo� de�

carboidratos�solúveis�(Souza�et�al.,�2001;�Rocha�et�al.,�2006)�disponível�na�casca�

de� café.� Resultado� semelhante� foi� também� observado� em� basidiomicetos� de�

podridão� branca� cultivados� em� palha� de� aveia� e� resíduo� de� alfafa� (Jung� et� al.�

1992),� onde� a� degradação� de� lignina� ocorreu� depois� da� utilização� de� glicose,�

hemicelulose�e�celulose.��
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�".&)(�I,�Percentagem�de�degradação�de�celulose�e�hemicelulose�pelo�fungo���	

����������PLO�6�quando�incubado�a�25�ºC�por�45�dias,�em�substrato�a�
base�de�torta�de�pinhão�manso,�conforme�tabela�1.�Barras�seguidas�da�
mesma� letra� não� diferem� significativamente� pelo� teste� de� Tukey�
(p<0,05).� O� símbolo� (� � )� sobre� as� barras� representa� o� desvio�padrão.�
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.�Descrição�dos�substratos�conforme�tabela�1.�

�
�
�

A�adição�de�farelo�de�arroz�não�estimulou�a�produção�de�biomassa�nem�a�

taxa� de� degradação�de� compostos� celulósicos,�mas� favoreceu�a�degradação�de�

lignina� (Figura� 2,� 4� e� 5).� Ao� contrário� do� observado� em� ��	 ���������� quando�

inoculado� em� palha� de� arroz� puro� umidificado� com� 75� %� de� água� onde� foi�

observada� alta� taxa� de� degradação� de� celulose� e� hemicelulose� e� menor�

degradação� de� lignina� (Jafari� et� al.,� 2007).� Isto� mostra� que� a� combinação� de�

resíduos� agroindustriais� com� diferentes� composições� físico�químicas� torna� o�

substrato� mais� balanceado� com� os� principais� nutrientes� essenciais� para� o�

desenvolvimento�e�metabolismo�do�fungo.��
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Com�exceção�dos�substratos�com�adição�de�casca�de�café,�a�degradação�

de�lignina�foi�proporcionalmente�superior�que�a�da�celulose�e�hemicelulose�(Figura�

4�e�5).�Isso�demonstra�que�entre�os�compostos�ligninocelulósicos,���	����������tem�

maior� capacidade� de� degradação� da� lignina.� Esta� característica� também� foi�

observada�quando�essa�mesma�espécie�de�fungo�foi�cultivada�em�palha�de�trigo�

(Adamovic� et� al.� 1998).� Porém,� em� outras� espécies� de� ���������	 foram�

observadas�maior�capacidade�de�degradação�de�hemicelulose,�seguido�de�lignina�

e�celulose�(Moyson�&�Verachtert,�1991).�Ruggeri�e�Sassi�(2003)�mostraram�que�a�

utilização� 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� degradação� de� outros� compostos,� por� exemplo,� celulose� e�

hemicelulose.��

De� acordo� com� o� observado� em� fungos� ligninocelulósicos� inoculados� em�

resíduo�do�fruto�de�
�	�������com�2�%�de�carbonato�de�cálcio�e�4�%�de�sulfato�de�

cálcio�(Sharma�et�al.,�2009),�a�adição�de�0,2�%�da�mistura�de�CaCO3�+�CaSO4��na�

torta� de� pinhão� manso� não� afetou� a� produção� de� biomassa� (Figura� 2)� ou� a�

degradação�de� lignina� (Figura� 4).�Porém,� nesse� substrato� com�CaCO3�+�CaSO4��

houve� redução� na� percentagem� de� degradação� de� compostos� celulósicos� em�

relação�à�torta�pura�(Figura�5).� Isso�pode�ter�sido�porque�as�enzimas�celulósicas�

têm�maior�atividade�em�pH�neutro�e,�ou�alcalino�(Goulart�et�al.,�2005),�enquanto�as�

maiores�atividades�de�ligninases�ocorre�em�pH�neutro�ou�ácido�(Nyanhongo�et�al.�

2002;� Rodríguez� et� al.,� 2008).� Por� outro� lado,� a� produção� de� biomassa� total�

nesses� substratos� foram� iguais,� provavelmente� porque� os� fungos� crescem� ou�

toleram�pH� entre� 4� e� 9� (Papagianni,� 2004).� Entretanto,� o� pH� ótimo� depende� da�

composição�do�substrato�de�crescimento�e�do�microrganismo,�pois�a�faixa�de�pH�

ótimo� para� descoloração� de� vermelho� de�metila� usando����������	 ����� ����� foi�

entre� 5� e� 6� (Sarnthima� &� Klammung,� 2008)� enquanto� ���������	 sp	 teve� a�

capacidade� de� degradar� o� corante� industrial� vermelho� 40	 no� pH� de� � 4,5� a� 7,2�

(Espíndola�et�al.,�2007).��

Após� 45� dias� de� incubação,� observou�se� aumento� do� pH� de� todos� os�

substratos� (Tabela�3),� que�pode�estar� relacionado� com�a� degradação�de�ácidos�

orgânicos�durante�a�fase�de�crescimento�dos�fungos�de�podridão�branca�(Nüske�et�



� ���

al.,�2002).�Esses�fungos�produzem�a�enzima�oxalato�descarboxilase�que�previne�o�

acúmulo� de� oxalato� no�meio� (Galkin� et� al.,� 1998).� A� degradação� desse� ácido� é�

acoplada�à�reação�de�despolimerização�da�lignina�(Akamatsu�et�al.,�1990).���

Verifica�se�que,�em�condições�de�laboratório,�a�torta�de�pinhão�manso�pura�

pode�ser�utilizada�como�substrato�para�crescimento�micelial�de���	���������,�não�

inibindo� seu� crescimento.� Este� fungo� foi� capaz� de� degradar� lignina,� celulose� e�

hemicelulose� presentes� nesse� substrato,� acrescido� ou� não� de� outros� resíduos�

agroindustriais.���	 ���������� apresenta,� portanto,� potencial� para� ser� utilizado� na�

degradação�da�torta,�oriunda�da�cadeia�produtiva�do�biodiesel,�a�partir�da�extração�

do�óleo�da�semente�de�pinhão�manso.��

�

�(A 3(� E,�Medida� do� pH� dos� substratos� autoclavados� antes� e� após� 45� dias� de�

inoculação�do�isolado�PLO�6�de����������	���������	

�

pH�
Substrato*�

Antes�da�inoculação� Após�45�dias�de�inoculação�

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�±�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.�Descrição�dos�substratos�conforme�tabela�1.�
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�� A�torta�de�pinhão�manso�pura�ou�em�mistura�com�resíduos�agroindustriais�

constitui�se�em�substrato�adequado�para�o�desenvolvimento�micelial�de���	

���������;�

�� ��	 ���������� tem� capacidade� de� degradar� compostos� ligninocelulósicos�

presentes�na�torta�de�pinhão�manso;�

�� A�variação�do�pH�inicial�no�substrato�não�afetou�a�produção�de�biomassa�e�

a� degradação� de� lignina,� mas� diminuiu� a� degradação� de� celulose� e�

hemicelulose;�

�� ��	 ���������� apresenta� potencial� para� ser� utilizado� na� biorremediação� da�

torta�de�pinhão�manso.�
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A� destoxificação� da� torta� de� pinhão� manso� é� de� grande� interesse� da�

indústria�do�biocombustível�para�agregar�valor�a�esse�resíduo�e,�ainda,�diminuir�os�

danos� ambientais� causado� pelo� seu� descarte� inadequado.� Neste� contexto,� o�

tratamento� desse� resíduo� com� fungo� de� podridão� branca,� ���������	 ���������,�

pode�ser�uma�alternativa�viável.�Esse�fungo�produz�enzimas�capazes�de�degradar�

diferentes� substâncias� tóxicas,� fatores� antinutricionais� e� compostos�

ligninocelulósicos,� diminuindo� assim,� a� ação� poluente� desses� compostos.� Neste�

trabalho,� a� torta� de� pinhão� manso� pura,� ou� em� mistura� com� resíduos�

agroindustriais,� foi� utilizada� como� substrato� para� crescimento� micelial� de	 ��	

���������,�visando�à�eliminação�compostos�tóxicos�e�fatores�antinutricionais,�além�

da� produção� de� cogumelos.� Sessenta� dias� após� a� inoculação,� observou�se� alta�

produção�de�biomassa,�degradação�de�compostos�ligninocelulósicos�e�significativa�

perda�da�massa�seca�dos�substratos,� redução�de�95�%�de�ácido� fítico,�85�%�de�

taninos�(equivalente�a�ácido�tânico),�99�%�de�éster�de�forbol�e�boa�produtividade�

de�cogumelos.�Esses�cogumelos�e�os�substratos�depois�de�60�dias�de�colonização�

pelo�fungo�tiveram�concentrações�de�éster�de�forbol�menor�que�o�encontrado�em�

variedade� de� 
�	 ������� não� tóxicas� originárias� do� México.� Conclui�se,� portanto,�

que� ��	 ���������� tem� a� capacidade� de� degradar� composto� tóxico� e� fatores�

antinutricionais� presentes� na� torta� de� pinhão� manso� agregando� valor� a� esse�

resíduo,�servindo�de�substrato�para�produção�de�enzimas�e�cogumelos,�além�de�

diminuir�os�danos�ambientais.�

�

Palavras� chave:� destoxificação,� pinhão� manso,� ácido� fítico,� taninos,� éster� de�
forbol,�biodiesel�e�fungos.�
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The�detoxification� of�
�������	 ������� 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,�

���������	 ���������,� can� be� a� viable� alternative.� This� fungus� produces� enzymes�

that� degrade� different� toxic� compounds,� antinutritional� factors� and� lignocellulosic�

compounds.��In�this�study,�
��������cake�or�this�cake�plus�agroindustrial�residues�

was�used�as�substrate�to�grown���	����������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���	 ���������� had� concentrations� of� phorbol� esters� smaller� than� that� found� in�

provenances�of�non�toxic�
�	�������from�México.�Therefore,�we�can�conclude�that�

��	 ���������� has� the� capacity� of� degrade� toxic� compounds� and� antinutritional�

factors� of� 
�	 ������	 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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A� presença� de� compostos� tóxicos� e� fatores� antinutricionais� na� torta� de�

pinhão� manso� oriunda� da� cadeia� produtiva� do� biodiesel� tornam� esse� resíduo�

impróprio� para� o� consumo� animal,� além� dos� possíveis� danos� ambientais� que�

podem� ser� causados� pelo� descarte� inadequado� desse� resíduo.� Os� ésteres� de�

forbol� presentes� na� semente� e� também� no� óleo� foram� identificados� como� os�

principais�agentes�tóxicos�de�
�������	������	(Makkar�et�al.,�1998).�A�ingestão�de�

forbóis�por�bovinos,�caprinos,�ovinos�e�eqüinos�causam�diarréia�severa,�irritações�

nos� olhos� e� inflamação� do� trato� gastrointestinal,� podendo� levar� à� morte� dos�

animais� (Makkar� &� Becker,� 1997).� O� ácido� fítico� tem� efeito� negativo� com� a�

absorção� de� proteínas� e� minerais,� principalmente� o� fósforo� (Liang� et� al.,� 2009;�

Ravindran� et� al.,� 1999).� Devido� à� ação� quelante,� esse� ácido� forma� complexos�

insolúveis� com� cátions� bi� e� trivalentes� e� proteínas� no� trato� gastrointestinal� do�

homem� e� animais� (Sohail� &� Roland,� 1999).� Os� taninos� têm� também� a� alta�

capacidade� de� formar� complexos� e� precipitar� proteínas,� inibindo� assim,� a�

digestibilidade� de� proteínas� e� aminoácidos� (Van� der� Poel,� 1990).� Contundo,� a�

destoxificação� desses� resíduos� pode� permitir� a� utilização� da� torta� como�

suplemento�alimentar�rico�em�proteínas�na�alimentação�de�animais,�a�exemplo�de�

aves,� suínos,� bovinos� e� peixes.� A� destoxificação� e� a� redução� dos� fatores�

antinutricionais� poderá� ser� realizada� por� fungos� de� podridão� branca� que� são�

capazes�de�crescer�e�degradar�diversos�compostos�tóxicos�pela�ação�de�diversas�

enzimas� (Akhtar� et� al.,� 1997;� Heinfling� et� al.,� 1997).� Entres� essas� enzimas�

destacam�se�as�ligninocelulolíticas,�tanases�e�fitases.�Além�disso,�o�tratamento�da�

torta� com�esses� fungos�poderá� resultar�na�produção�de�cogumelos� comestíveis,�

de� enzimas� e� de� ração� animal,� além� de� reduzir� impactos� ambientais� causados�

pelo�descarte�inadequado�desses�resíduos.�Assim,�este�trabalho�teve�por�objetivo�

avaliar� a� capacidade� de� ���������	 ���������,� um� fungo� de� podridão� branca,�

produtor�de�enzimas�ligninocelulolítica,�fitase�e�formador�de�cogumelo�comestível,�

destoxificar�a�torta�de�pinhão�manso.��

�
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A� partir� do� resultado� do� experimento� anterior� intitulado� “Degradação� de�
compostos� ligninocelulósicos� presentes� na� torta� de� pinhão� manso� pelo� fungo�

���������	���������”,� foram�selecionados,�para�destoxificação�da� torta�de�pinhão�

manso,�os�substratos�com�torta�pura�(To)�ou�com�adição�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� incubação,� a� melhor� produção� de�

biomassa� fúngica� em� conjunto� com� a� degradação� de� compostos�

ligninocelulósicos.��

�

�(A 3(� <,� Composição� do� substrato� e� a� proporção� dos� resíduos� agroindustriais�

adicionados�à�torta�de�pinhão�manso�

Massa�do�Substrato�(kg)�
Substrato� Componentes�da�mistura�

Torta��
Resíduo�

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�adição�de�farelo�de�arroz�não�foram�selecionados,�pois�

neste� trabalho� além� de� objetivar� a� destoxificação� de� compostos� tóxicos� e,� ou�

fatores� antinutricionais� presentes� na� torta� de� pinhão� manso,� visa� também� a�

redução�de�impacto�ambientais�causado�pelos�resíduos�agroindustriais,�a�exemplo�

de�serragem�e�casca�de�eucalipto,�casca�de�café�e�a�torta�de�pinhão�manso.��

�
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Foi�definido�como�semente�inóculo�para�cultivo�do�PLO�6�de���	���������,�o�

micélio� fúngico� cultivado� em� grãos� de� arroz� com� casca,� previamente� cozidos� e�

esterilizados.�Foram�pesados�3�kg�de�grãos�de�arroz�com�casca�e�adicionado�10�L�

de� água� � para� cozimento� por� 1� h.� Em� seguida,� retirou�se� o� excesso� de� água�e�
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adicionou�105�g�de�carbonato�de�cálcio�e�sulfato�de�cálcio�(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� ºC,� com� intervalo� de�48� h.�Após�esterilização�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�colonização�dos�grãos�de�arroz�pelo�fungo.�

� �
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Os�substratos�a�base�da� torta�de�pinhão�manso�e�resíduos�agroindustriais�

foram� preparados,� conforme� mistura� apresentada� na� tabela� 1,� com� teor� de�

umidade�em�75�%�da�capacidade�de�retenção.�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�º�C�por�2�h,�

por� duas� vezes,� em� intervalo� de� 24� h.� Após� esterilização� e� resfriamento,� esses�

substratos� foram� inoculados� com� 75� g� de� semente�inóculo� do� isolado� PLO� 6� e�

incubados� a� 25� ºC.� Em� intervalos� de� 15� dias� após� incubação� e� ainda� após� a�

primeira� frutificação,� foram� retidas� amostras� para� as� outras� análises� descritas� a�

seguir.� Essas� amostras� foram� constituídas� de� quatro� sacos� de� polipropileno�

contendo�o�substrato�colonizado�pelo�fungo.�

Após�45�dias�de�incubação,�para�induzir�frutificação�uniforme,�foi�feita�uma�

raspagem� superficial� dos� substratos� com� a� espátula,� previamente� flambada� no�

bico�Bunsen�com�álcool�(70�%,�v/v),�e�adicionado�5�mL�de�água�destilada�em�cada�

saco�com�os�substratos�totalmente�tomados�com�o�micélio�fúngico.�

�
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Após�15,�30,�33,�45�e�60�dias�de�incubação,�10�g�de�cada�substrato�foram�

colocadas�em�frascos��Erlenmeyer�(125�mL),�contendo�25�mL�de�tampão�citrato�de�

sódio�(50�mM�e�pH�4,8)�e�agitado�a�150�rpm�por�30�min�(Cavallazzi�et�al.,�2004a).�

Em� seguida,� a� suspensão� foi� filtrada� em� funil� de� plástico� (4� cm� de� diâmetro)�

contendo� papel� de� filtro� Whatman� nº� 1� e� colocados� em� tubos� de� ensaio� com�

tampa�de�rosca.�Esse�filtrado�contido�em�tubo�de�ensaio�foi�designado�de�extrato�



� ���

protéico� bruto� (EPB).� Os� ensaios� enzimáticos� foram� feitos� em� triplicata� e� a�

atividade�foi�calculada�pela�diferença�dos�valores�obtidos�antes�e�após�inoculação.�

A� atividade� de� lacase� foi� realizada� conforme� descrito� por� Buswell� et� al.�

(1995),� utilizando� como� substrato� 2,2´�azino�bis�3�etilbenzotiazol�6�sulfônico�

(ABTS)� a� 30� ºC.� A� reação� para� um� volume� total� de� 1� mL� continha� 300� yL� de�

tampão�acetato�de�sódio� (0,1�M,�pH�5,0),�100�yL�de�ABTS�(1�mM)�e�600�yL�do�

EPB.�Essa�reação�foi� incubada�no�banho�maria�a�37�ºC�por�10�min.�A� leitura�da�

absorvância� foi� realizada� antes� e� depois� da� incubação� da� reação� a� 37� ºC� e�

atividade�de�lacase�foi�calculada�por�essa�diferença.�O�branco�da�reação�continha�

todos�os�reagentes�exceto�o�extrato�protéico�bruto�que�foi�substituído�pelo�tampão�

acetato�de�sódio.�

A� atividade� da� enzima� manganês� peroxidase� (MnP)� foi� determinada�

utilizando,�como�substrato,�o�vermelho�de�fenol�(1�g�L�1)�de�acordo�com�o�método�

descrito�por�Kuwahara�et� al.� (1984).�A�absorvância� foi�medida�a�610�nm�e�para�

garantir� a� dependência� do� manganês� na� atividade� da� enzima� foi� realizado� um�

tratamento�sem�adição�de�sulfato�de�manganês�o�qual� foi�substituído�por� lactato�

de� sódio.� � A� reação� foi� realizada� com�500� zL� do� EPB,� 100� zL� de� vermelho� de�

fenol,�100�zL�de�lactato�de�sódio�(250�mM,�pH�4,5),�50�zL�de�sulfato�de�manganês�

(2�mM),�200�zL�de�soro�albumina�bovino�(1�%�p/v)�e�50�zL�de�água�oxigenada�em�

tampão�succinato�de�sódio� (20�mM,�pH�5).�Essa� reação� foi� incubada�no�banho�

maria� a� 37� ºC� por� 15�min� e,� em� seguida,� foi� adicionado� 40� zL� de� hidróxido� de�

sódio�(2�M).�����

A� atividade� de� xilanase� foi� realizada� conforme� descrito� por� Bailey� et� al.�

(1992)�pela�determinação�do�teor�de�açúcares�redutores�utilizando�o�reagente�de�

DNS.�A�reação�continha�250�zL�do�EPB,�500�zL�de�tampão�acetato�de�sódio�(50�

mM,�pH�4,8)�e�250�zL�de�solução�de�xilana�brich�(1�%�p/v).�A�reação�foi�incubada�

no� banho�maria� a� 50� ºC� por� 20� min� e,� em� seguida,� foi� adicionado� 1� mL� do�

reagente�de�DNS.�Após�isso,�essa�reação�foi�fervida�por�5�min�e�adicionado�8�mL�

de� água� deionizada.� A� leitura� da� absorvância� foi� realizada� a� 540� nm� e� a�

quantificação�de�açúcares�redutores�foi�determinada�utilizando�a�curva�padrão�de�

xilose�(Sigma)�nas�concentrações�de�0,5�a�1,5�g�L�1.�

A�atividade�da�celulase� foi�determinada�conforme�descrito�por�Mandels�et�

al.� (1976)� pela� quantificação� de� açúcares� redutores� utilizando� como� padrão,� D�
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glicose�(Meck).�Foi�utilizado�como�substrato,�papel�Whatman�nº�1,�cortado�em�tiras�

de�10�cm�de�comprimento�por�2�cm�de�largura�e�a�reação�foi�incubada�no�banho�

maria�a�50�ºC�por�12�horas.�

A�atividade�de�fitase�foi�determinada�utilizando�o�reagente�Taussky�Schoor�

(1�%� de�molibdato� de� amônio:� 49�%� de� ácido� sulfúrico� 10� N� e� 5�%� de� sulfato�

ferroso)� conforme� descrito� por� Harland� &� Harland� (1980).� Para� a� extração� da�

enzima� fitase,� pesou�se� 3� gramas� dos� substratos� em� fracos� erlenmeyer� e�

adicionou�se�10�mL�de�cloreto�de�sódio�(1�%�p/v).�Em�seguida,�esses�fracos�foram�

agitados� por� 1� hora,� em� agitador� rotatório,� a� 100� rpm� e� filtrados� em�papel� filtro�

Whatman� nº� 1.� O� filtrado� foi� centrifugado� a� 2000� �� por� 10�min.� A� reação� para�

atividade�de�fitase�continha�100�yL�do�filtrado,�1�mL�de�solução�de�ácido�fítico�(0,5�

%�p/v,�Sigma���código�P9539).�Essa�reação�foi�incubada�no�banho�maria�a�60�ºC�

por�10�mim�e,�em�seguida,�adicionou�1�mL�de�ácido�tricloroacético�(10�%�p/v)�e�5�

mL�do�reagente�de�Taussky�Schoor.�Após�isso,�foi�realizada�a�leitura�a�500�nm�no�

espectrofotômetro� (Thermo,� Evolution� 60).� A� curva� padrão� para� dosagem� de�

fósforo� foi� realizada� utilizando� fosfato� dibásico� de� potássio� (Sigma)� de�

concentração�variando�de�0,400�a�2,000�mg�L�1�e�leitura�da�absorvância�a�725�nm.��

A� determinação� das� proteínas� solúveis� foi� feita� segundo� método�

colorimétrico�de�Bradford�(1976).�A�curva�padrão�foi�preparada�com�soro�albumina�

bovino�(1�%�p/v)�de�concentração�entre�0,025�a�0,450�mg�mL�1.�A�reação�continha�

1�mL�do� reagente�de�Bradford� (Sigma,� código�B6916),� 1�mL�do�extrato�protéico�

bruto�e�1�mL�solução�salina�(0,15�M).�Essa�reação�foi�incubada�por�10�min�a�25�ºC�

e�logo�após�foi�realizada�a�leitura�da�absorvância�em�595�nm.��

�
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Os�teores�de�lignina,�celulose�e�hemicelulose�foram�determinados�conforme�

descrito� no� capitulo� 1.� Foram� analisados,� também,� os� teores� de� compostos�

ligninocelulósicos,� éster� de� forbol,� fósforo� solúvel,� ácido� fítico,� taninos,�

monossacarídeos�redutores�e�minerais,�como�descrito�a�seguir.��

�
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A� presença� de� compostos� tóxicos,� éster� de� forbol� foi� analisado� por�

cromatografia�líquida�de�alta�eficiência�(HPLC),�conforme�metodologia�descrita�por�

Hirota� et� al.� (1988)� e� Makkar� et� al.� (1997).� Foram� pesados� 3� g� dos� substratos�

antes� e� após� inoculação� 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,�código�34885).�As�amostras�dos�substratos�maceradas�

juntamente�com�20�mL�de�metanol� foi�centrifugados�a�4000���por�10�min�a�4�ºC�

(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� sólido�

retido� no� filtro� foram� adicionados� 10� mL� de� metanol,� o� qual� foi� novamente�

centrifugado�e�filtrado.�Os�sobrenadantes�da�primeira�e�da�segunda�filtração�foram�

misturados�e�transferidos�para�erlenmeyer�(125�mL).�Esses�sobrenadantes�foram�

secados�à�vácuo�(40�ºC)�no�rota�vapor�(BÜCHI,�461�Water�Bath)�e�ressuspendidos�

em� 5� mL� de� tetrahidrofurano� (Sigma,� código� 2041).� Em� seguida,� 20� yL� desse�

material�foi�injetado�no�HPLC�(Shimadzu)�e�eluído�com�gradiente�acetonitrila�pura�

e�0,175�%�de�ácido�ortofosfórico.�O�ácido�ortofosfórico�foi�filtrado�por�duas�vezes�

em�papel�filtro�Whatman�nº�1�e�outra�vez,�em�microfibra�de�vidro�(Whatman�GF/C).�

Esse� ácido� filtrado� juntamente� com� acetonitrila� foi� degaseificado� por� 5� min� no�

sonicador�(Branson�1510)�a�30�ºC,�conforme�recomendado�por�Makkar�et�.�(1997).�

As�condições�para�eluição�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�automático.��

�

�(A 3(��,�Condições�do�HPLC�para�quantificação�de�éster�de�forbol�(Makkar�et�al.,�
1997)�

�

Tempo�(min)� Reagentes�(%)�

Eluição� Duração� Acetronitrila� Ácido�ortofosfórico�

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�padrões�e�o�tempo�de�retenção�

entre�41�a�52�minutos�(Hirota�et�al.,�1988).�A�curva�padrão�para�quantificação�de�

éster� de� forbol� das� amostras� dos� substratos� foi� preparada� de� concentração� de�

0,005�a�0,5�mg�mL�1�de� forbol,�20�oxo�20�desoxi�12�miristato�13�acetato� (Sigma,�

P9893�e�lote�24H0965)�dissolvido�em�tetrahidrofurano.�

�
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O�teor�de�minerais�presentes�na�torta�de�pinhão�manso�antes�da�inoculação�

de�PLO�6� foi� realizado�pelo�Laboratório�de�Análises�de�Solo�Viçosa�Ltda.�Estes�

minerais� foram� determinados� no� extrato� ácido� (nítrico:perclórico),� sendo� a�

quantificação� de� ferro,� manganês� e� cobre� por� espectrofotometria� de� absorção�

atômica�e�nitrogênio�pelo�método�de�Kjeldahl.��

�
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O� fósforo� solúvel� foi� determinado�em� todos� os� substratos� antes� e� após�a�

inoculação� de� PLO� 6,� pelo� método� descrito� por� Braga� &� Defelipo� (1974).� Para�

cada�reação,�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�

ácido�sulfúrico� (96�%),�10%�de�molibdato�de�amônio�e�1�%�de�ácido�ascórbico).�

Após�20�min�de�reação,�esse�material�foi�diluído�com�4�mL�de�água�deionizada�e�

em� seguida,� a� leitura� da� absorvância� realizada� no� espectrofotômetro� (Thermo�

Evolution�60)�a�725�nm.�A�curva�padrão�feita�com�fosfato�de�potássio�dibásico�nas�

concentrações�de�0,4�a�3,2�mg�L�1�.�

�

�7F7F���:#"!$�2H'"#$�

O� teor�de�ácido� fítico� 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� ácido� clorídrico� (4� %� v/v).� Esse� material� foi� colocado� no�

agitador� rotatório� 220� rpm� por� 16� h.� Depois� desse� período,� aguardou�se� que�

ocorresse�a�decantação�e�transferiu�se�o�sobrenadante�para�um�tubo�de�centrifuga�

(50�mL)� contendo�1� g� de� cloreto� de� sódio� (Vetec).�O�material� foi� centrifugado�a�

1000� �� por� 20� min� e� congelado� a� �20� ºC� pelo� mesmo� tempo.� Repetiu�se� a�

centrifugação�nas�mesmas�condições�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�

diluído�em�24�mL�de�água�deionizada�contida�em�tubo�de�centrifuga�(50�mL).�Em�

seguida,�3�mL�da�amostra�diluída�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�ácido�sulfosalicilico,�2,4�%�de�ácido�clorídrico�0,65�N).�A�

mistura�foi�então�centrifugada�(1000��)�a�10�ºC�por�10�min�e�a�leitura�realizada�no�

espectrofotômetro� a� 500� nm� conforme� Latta�&�Eskin� (1980).� A� curva� padrão� foi�

feita�com�fitato�de�sódio�(Sigma,�código�P9539)�de�concentração�variando�de�3�a�

160�mg�L�1.�

�
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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,� código� 34885)� e� 0,5� g� de�

polivinilpirrolidona.�Esse�material�foi�homogeneizado�no�agitador�rotatatório�a�220�

rpm�por�uma�hora.�Em�seguida,�para�clarificação�do�material,�adicionou�5�mL�de�

hidróxido�de�bário�(0,1�M)�e�5�mL�de�sulfato�de�zinco�(5�%�p/v).�Esse�material�foi�

novamente�homogeneizado�em�agitador�rotatório�por�10�min.�Para�a�quantificação�

de� taninos,� a� reação� contendo� 2� mL� do� sobrenadante� clarificado,� 5� mL� de�

carbonato�de�sódio�(2�%�p/v)�em�hidróxido�de�sódio�(0,1M)�e�1�mL�do�reagente�de�

Folin�Ciocalteau� (1:2),� foi� incubada� no� banho�maria� a� 37� ºC� por� 10� min� e,� em�

seguida,�a�leitura�foi�realizada�no�espectrofotômetro�a�765�nm.�A�curva�padrão�foi�

preparada�com�ácido�tânico,�concentração�de�1�a�100�mg�L�1,�dissolvido�em�água�

deionizada.��

�
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A� quantidade� de� açúcares� redutores� em� todos� os� substratos� foi�

determinado�pelo�método�de�DNS�(99,5�%�de�ácido�dinitrossacilico,�0,4�%�de�fenol�

e� 0,14� %� de� metabissulfito� de� sódio)� e� a� curva� padrão� de� glicose� (MercK)� de�

concentração�variando�de�0,5�a�1,5�g�L�1.�Pipetou�se�250�yL�do�extrato�protéico�

bruto� (item� 2.3)� e� adicionou�se� 500� yL� de� tampão� acetato� de� sódio� e� 1�mL� de�

solução�de�DNS.�Essa�mistura�foi�fervida�a�100�ºC�por�5�minutos�no�banho�maria�

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

realizada�no�espectrofotômetro�a�540�nm.�

�
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O� crescimento� micelial� foi� determinado� pelo� teor� de� ergosterol� produzido�

pelo� fungo� ��	 ���������	 PLO� 6� incubados� em� substratos� conforme� tabela� 1.� A�

quantificação�desse�composto�foi�realizada�conforme�descrito�no�capítulo�anterior�

(item�2.3).�

�
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O�peso�dos�substratos�úmido�antes�da�inoculação�de�PLO�6�foi�de�1,5�kg.�

Para� determinação� da�massa� seca,� esse�material� foi� colocado� em� bandejas� de�

alumínio� (10� cm� de� comprimento� por� 8� cm� de� largura)� secas� e� previamente�

pesadas.�Essas�bandejas�contendo�os�substratos�foram�colocadas�na�estufa�a�105�

ºC�até�atingir�a�massa�constante.��

�
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Os�sacos�de�polipropileno�contendo�os�substratos�com�crescimento�micelial;�

após�28,�43�e�58�dias�de�incubação,�foram�colocados�na�câmara�fria�a�10�ºC�por�

48� h.� A� frutificação� foi� realizada� em� ambiente� refrigerado� com� temperatura�

controlada�em�18�ºC.��

A�percentagem�da�eficiência�biológica�(EB)�foi�determinada�pela�razão�entre�

a�massa�dos�cogumelos�fresco�e�massa�seca�dos�substratos,�multiplicado�por�100�

(Wang�et�al.,�2001).�A�produtividade�foi�obtida�pela�razão�entre�a�EB�e�o�tempo�de�

incubação�requerido�para�colheita�(Oliveira�et�al.,�2007).�

Todas�as�análises� feitas� nos� substratos,� antes� a� após� colonização�por���	

���������,� exceto� a� determinação� de� compostos� ligninocelulósicos� e� atividades�

enzimáticas,� foram� também� determinados� nos� cogumelos.� Para� isso,� os�

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� adição� de� 5� mL� de� água�

deionizada.�Para�cada�análise�foi�utilizada�10�g�do�homogenato.�

�

�
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O�experimento�foi�montado�em�delineamento�inteiramente�casualisado�com�

duas� repetições.�Os�dados� foram�submetidos�à�análise�de�variância� (ANOVA)�e,�

posteriormente,� análise� de� regressão,� a� 5� %� de� probabilidade,� utilizando�se� o�

programa�SAEG�(versão�9.1�–�Universidade�Federal�de�Viçosa,�2006).�
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A� composição� química� dos� substratos,� antes� e� depois� do� tratamento�

térmico� a� 121� ºC,� e� os� principais�minerais� presentes� na� torta� de� pinhão�manso�

estão� apresentados� na� tabela� 3.� A� composição� dos� substratos� foi� bastante�

alterada�depois�do�tratamento�térmico,�e�em�geral�houve�uma�significativa�redução�

da� composição,� principalmente� de� lignina,� celulose,� éster� de� forbol� e� fatores�

antinutricionais� (Tabela� 3).� Vários� autores� mostram� a� redução� de� compostos�

ligninocelulósicos�pelo�tratamento�térmico�(Kifani�Sahban�et�al.,�1997;�Jandura�et�

al.,�2000;�Xiao�et�al.,�2001;�Li�et�al.,�002;�Alvarez�&�Vázquez,�2004).�

Após� 15� dias� de� inoculação,� verificou�se� a� completa� colonização� dos�

substratos�contido�nos�sacos�de�polipropileno�por���	����������PLO�6�(Figura�1)�e�

a�formação�de�cogumelos�depois�de�33,�45�e�60�dias�de�incubação�(Figura�2).�

�
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A�manutenção�de�aumento� contínuo�da�biomassa� fúngica�de���	����������

ao�longo�dos�60�dias�de�incubação�no�substrato�contendo�30�%�de�casca�de�café�

e� 30� %� farelo� de� arroz� (Figura� 3A)� pode� ser� em� razão� da�maior� concentração�

inicial�de�monosssacarídeos�neste�substrato�(Tabela�3).�Este�perfil�de�crescimento�

de���	���������	 foi� obsevado�por�Robertson�et� al.� (2008)�após� incubado,�por�80�

dias,�em�substratos�com�palha�de�trigo.�Entretanto,�o�mesmo�comportamento�não�

foi� observado� quando� os� substratos� utilizados� para���	 ���������� PLO� 6� foram�a�

torta� de� pinhão� manso� adicionada� ou� não� de� serragem� ou� casca� de� eucalipto�

(Figura�3A).�É�provável�que�a�raspagem�e�a�adição�de�água�nos�substratos�depois�

de� 45� dias� de� incubação� pode� ter� promovido� a� retormada� de� crescimento� da�

biomassa�fúngica�(Figura�3A).��

� A� perda� da� massa� seca� (Figura� 3B)� teve� correlação� positiva� com� a�

percentagem� de� degradação� de� lignina� (significância=� 0,154)� e� negativa� com� a�

biomassa�(significância=�0,354).�Essa�correlação�entre�a�degradação�da�lignina�e�
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�(A 3(�E,�Percentagem�de�compostos�químicos,�orgânicos�e�minerais,�presentes�na�torta�de�pinhão�manso�pura�ou�
em�mistura�com�resíduos�agroindustriais�utilizado�como�substratos�para�cultivo�do�fungo����������	����������PLO�6�
�
� � �

*Teores�equivalente�a�ácido�tânico.�
nd�–�não�determinado.�
To�–�Torta�de�pinhão�manso�pura,�ToSe10�–�Torta�de�pinhão�manso�+�10�%�de�serragem�de�eucalipto,�ToCe10�–�Torta�de�pinhão�manso�+�
10�%�de�casca�de�eucalipto�e�ToCcFa�–�Torta�de�pinhão�manso�+�30�%�de�casca�de�café�+�30�%�de�farelo�de�arroz,�conforme�descrito�na�
tabela�1.�
�

Teores�nos�substratos�(mg�g�1)�

Autoclavagem�

Antes� Depois�
Compostos�

To� ToSe10� ToCe10� ToCcFa30� To� ToSe10� ToCe10� ToCcFa30�

Lignina� 37,59�±�3,76� 34,80�±�4,11� 29,28�±�3,41� 29,12�±�4,16� 30,34�±�2,56� 31,41�±�1,65� 27,12�±�2,80� 25,15�±�4,88�

Celulose� 5,62�±�1,02� 9,47�±�0,55� 12,91�±�0,95� 18,08�±�0,59� 4,93�±�0,60� 7,99�±�0,50� 8,21�±�0,38� 9,98�±�0,26�

Monossacarídeos� 8,25�±�1,14� 7,51�±�0,11� 6,30�±�0,67� 12,79�±�0,33� 25,88�±�5,64� 14,96�±�3,16� 17,91�±�1,49� 33,80�±�1,65�

Taninos*� 2,50�±�0,12� 0,95�±�0,44� 3,01�±�0,70� 2,81�±�0,38� 1,24�±�0,34� 0,56�±�0,09� 1,49�±�0,11� 1,37�±�0,13�

Ácido�fítico� 3,08�±�0,28� 2,31�±�0,02� 2,33�±�0,17� 2,24�±�0,08� 1,08�±�0,007� 0,77�±�0,009� 0,77�±�0,001� 0,80�±�0,001�

Fósforo� 4,57�±0,44� 2,66�±�0,35� 3,30�±0,44� 7,65�±�0,52� 8,93�±�1,66� 9,49�±�0,56� 10,54�±�0,59� 11,45�±�0,45�

Éster�de�forbol� 0,10�±�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�

Proteína�solúvel� 0,51�±�0,07� 0,64�±�0,13� 0,74�±�0,13� 0,62�±�0,19� 0,22�±�0,02� 0,57�±�0,02� 0,56�±�0,02� 0,22�±�0,02�

Proteína�Total� 21,50� nd� nd� nd� nd� nd� nd� nd�

Nitrogênio� 3,44� nd� nd� nd� nd� nd� nd� nd�

Manganês� 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�

�
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�".&)(�<,�Crescimento�micelial� de���	����������PLO�6�em�substratos�a�base�da�

torta�de�pinhão�manso�pura�ou�em�mistura�com�resíduos�agroindustriais�
após�15�dias�de�incubação.�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.��
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�
�".&)(� �,� Cogumelos� produzidos� pelo� de� �.� ���������� PLO� 6� crescidos� em�

substratos� a� base� da� torta� de� pinhão�manso� pura� ou� em�mistura� com�
diferentes�resíduos�agroindustriais.��

S1 S5 S12 S16S1 S5 S12 S16S1 S5 S12 S16S1 S5 S12 S16

�
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A�

B�

�".&)(�E,�Produção�de�biomassa�micelial�(A)�e�perda�da�massa�seca�(B)�durante�
60�dias� de� incubação�de����������	���������� PLO�6�em�substratos�a�
base� da� torta� de� pinhão� manso� pura� ou� em� mistura� com� resíduos�
agroindustriais,�conforme�tabela�1.�

�

Tempo�de�Inubação�(dias)

0 15 30 33 45 60

B
io
m
a
ss
a
�(
g
�k
g
�1
�d
a
�m
a
ss
a
�s
e
ca
�d
o
�s
u
b
st
ra
to
)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

�

Tempo�de�Incubação�(dias)

0 15 30 33 45 60

M
as
sa
�s
ec
a�
do
�s
ub
st
ra
to
�(
kg
)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

�

Torta�
Torta�+�10�%�de�serragem�de�eucalipto��
Torta�+�10�%�de�casca�de�eucalipto�
Torta�+�30�%�de�casca�de�café +�30�%�de�farelo�de�arroz��

Torta�
Torta�+�10�%�de�serragem�de�eucalipto��
Torta�+�10�%�de�casca�de�eucalipto�
Torta�+�30�%�de�casca�de�café +�30�%�de�farelo�de�arroz�� �



� 	��

�

�

a� perda� da� massa� seca� também� foi� relatada� por� Berg� (2000).� Todavia,� na�

degradação� de� folhas� de� 1������	 �������� pelos� basidiomicetes� /��������	

!����������	�	2���������"��	"��������,	essa	correlação�foi�entre�a�massa�seca�e�a�

atividade� das� enzimas� ligninocelulolíticas� (Valáskova� et� al.,� 2007).� A� perda� da�

massa� seca� foi� crescente� até� o� 45º� dia� de� incubação� e,� depois� permaneceu�

constante�até�o�final�do�experimento�(Figura�3B).�Resultado�semelhante�foi�obtido�

por�Valáskova�et�al.� (2007)�utilizando�o�fungo�/�	 !����������	para�degradação�de�

folhas�secas�de�carvalho.�Nesse�trabalho,�as�folhas�foram�umidificadas�com�água�

destilada�e�autoclavadas�por�duas�vezes�a�121�ºC.��

A� perda� da�massa� seca� total� nos� substratos� foi� em�média� 46�%� na� torta�

pura,�seguido�de�39�%�no�substrato�com�adição�de�serragem�de�eucalipto�e�38�%�

nos�outros� substratos.�Porém,�essa�perda� total� da�massa�seca� foi� pouco�menor�

que� o� obtido� por� ��	 ���������	 inoculado� em� palha� de� trigo,� por� 50� dias� de�

incubação�(Baldrian�&�Gabriel,�2003)�e�também�em�resíduos�ligninocelulósicos�na�

presença�de�cobre,�manganês,�chumbo�e�zinco,�por�98�dias�de�cultivo�(Baldrian�et�

al.,� 2002).� Estes� resultados� demonstram� que� ocorre� uma� alta� atividade�

ligniocelulolítica�e�que�a�presença�de�cobre,�manganês�e�zinco�presentes�na�torta�

de�pinhão�manso�(Tabela�3)�podem�favorecer�essa�atividade.�

Maiores�atividades�das�enzimas�ligninolíticas,�lacase�e�MnP�durante�60�dias�

de�colonização�por���	����������PLO�6�foram�observadas�quando�os�fungos�foram�

cultivados� na� torta� pura,� seguida� do� substrato� com� adição� de� serragem� de�

eucalipto�(Figura�4B�e�4C).�Consequentementes�ocorreram�maiores�percentagem�

de�degradação�de�lignina�(Figuras�4A)�e�maior�perda�da�massa�seca�(Figuras�3B).�

A� atividade� de� ligninases� em� diversos� substratos� por� espécies� do� gênero�

����������já�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� podridão� 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� degradação�

elevada� de� lignina� associada� com� a� maior� atividade� das� ligninases� (Figuras� 4)�

sugere� que� esse� polímero� foi� a� principal� fonte� de� carbono� utilizada� para� a�
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�".&)(� F,� Percentagem� de� lignina� (A)� e� atividade� de� lacase� (B)� e� manganês�
peroxidase�(C),�durante�60�dias�de�incubação�de���	����������PLO�6�em�
substratos� a� base� da� torta� de� pinhão�manso� pura� ou� em�mistura� com�
resíduos� agroindustriais,� conforme� tabela� 1.� Modelo� de� regressão��
signficativo�(p�<�0,05�).�

y�=�0,6462x2���9,8141x�+�47,725�
R2�=�0,9244�
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produção�de�biomassa�pelo�PLO�6�na� torta�de�pinhão�e�no�substrato�adicionado�

de� serragem� de� eucalipto� (Figura� 3A).� Este� resultado� pode� ser� atribuido� maior�

concentração�inicial�de�lignina�em�relação�a�celulose�e�monossacarídeos�(Tabela�

3).� Atividades� elevadas� de� lacase� e� manganês� peroxidase� que� resultaram� na�

maior� degradação� de� lignina� podem� ser� também� explicada� pela� disponibilidade�

dos�cofatores�enzimáticos,�manganês�e�cobre�nos�substratos�utilizados�(Figuras�4�

e�tabela�3).�A�lacase�possui�no�centro�de�ligação�íons�cobre�(Koroleva�et�al.,�2001;�

Scherer� &� Fischer,� 2001)� que� além� de� estimular� a� atividade� enzimática� em�

substrato�à�base�da�torta�de�pinhão�manso,�também�aumentou�a�atividade�dessa�

enzima�como�observado�em���	����������(Baldrian�&�Gabriel,�2002),�3������	������	

ATCC� 200800� e� ��������	 ����������	ATCC� 200801� (Birhanli� &� Yesilada,� 2006)�

cultivados�em�meio�suplementados�com�esse�elemento.�A�alta�atividade�de�MnP�

na� presença� de� manganês� também� foi� mostrada� em���	 ���������� cultivado� em�

serragem�de�álomo,�abeto�ou�castanheira�com�adição�de�manganês�(Giardina�et�

al.,�2000)�e�ainda,�em����	������	(Buswell�et�al.,�1995)��	��������������	!����� 

��"�� (Hamman� et� al.,1999)� cultivados� em� meio� de� cultura� com� diferentes�

concentrações�de�manganês.��

A�maior�degradação�de�compostos�celulósicos�(Figura�5A)�e�também�maior�

atividade�das�celulases�(Figura�5B�e�5C)�foram�observadads�nos�substratos�com�

adição�de� casca� de� café� e� farelo� de� arroz� seguida� do� substrato� com�adição�de�

serragem�de�eucalipto.�A�produção�de�biomassa�por�PLO�6�nesses�substratos�foi�

principalmente� devido� a� disponibilidade� de� monossacarídeos� (Tabela� 3)� e� à�

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� concentração� inicial� de� monossacarídeos� (Tabela� 3)� que� pode� ter�

influenciado� na� expressão� diferenciada� das� enzimas� ligninocelulolíticas.� Essa�

expressão� diferenciada,� bem� como� a� função� que� cada� enzima� desempenha� no�

complexo� enzimático� de� degradação� de� lignina,� celulose� e� hemicelulose� foram�

mostradas� em� ��	 ������� e� ��	 ���������� cultivados� em� resíduos� de� diferentes�

composições�(Elisashvili�et�al.�2008).�
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A� alta� atividade� de� celulase� nos� substratos� com� adição� de� serragem� de�

eucalipto�e�na�torta�de�pinhão�manso�pura�mostra�uma�sinergia�dessa�enzima�com�

as�ligninases�(Figura�4�e�5).�Este�fato�pode�ser�atribuído�que�a�utilização�de�lignina��

como� � fonte� de� carbono�e� energia,� requer� substratos� com�celulose� e,� ou� outras�

fontes�de�carbono�(Ruggeri�&�Sassi,�2003).�

Portanto,� ���������	 ���������� PLO� 6� inoculado� em� substratos� à� base� da�

torta� de� pinhão� manso� durante� 60� dias� de� incubação� tem� alta� produção� de�

biomassa�e�a�capacidade�de�degradar�compostos�ligninocelulósicos,�com�redução�

significativa�da�massa�seca,�apesar�da�presença�de�compostos� tóxicos�e� fatores�

antinutricionais�(Tabela�1).��

�
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Para�todos�os�padrões�de�éster�de�forbol�usados�foram�encontrados�picos�e�

tempo�de�retenção�entre�40�e�52�minutos�no�HPLC.�Por�essa�técnica�foi�possível�

quantificar� o� teor� de� éster� de� forbol� presentes� na� torta� de� pinhão�manso� e� nos�

substratos�contendo�a�torta�de�pinhão�manso�e�resíduos�agroindustriais�(Figura�6).�

A�concentração�inicial�de�forbol,�que�na�torta�de�pinhão�manso�representa�0,1�%�

da�massa�seca�(Tabela�3),� foi�entre�0,63�a�1,03�mg�g�1�nos�substratos�utilizados�

(Figura�6).�Essa�concentração�está�de�acordo�com�a�encontrada�em�frutos�de�
�	

������� (Makkar�et�al.,�1997,�Basha�et�al.,�2009),�porém,�em�concentração�maior�

que�na�variedade�não�tóxica�do�México�(Makkar�et�al.,�1997�e�1998),�mas�menor�

que�as�variedades�de�Cabo�Verde,�Nicarágua�e�México�(Makkar�e�Becker,�1997;�

Martínez�Herrera,�2006).�Este�resultado�demonstra�que�a�concentração�de�forbol�

nas�sementes�de�pinhão�manso�pode�ser�dependente�da�variedade�e�da�região�de�

cultivo.�

A�dupla�autoclavagem�dos�substratos�a�121�ºC� reduziu�em�média�20�%�o�

teor� de� éster� de� forbol� (Tabela� 3).� No� entanto,� esses� compostos� não� foram�

eliminados�pelo�tratamento�térmico�a�160�ºC�durante�30�minutos�(Aregheore�et�al.,��

2003).�Por�outro�lado,�a�adição�de�hidróxido�de�sódio�e,�ou�de�hipoclorito�de�sódio�

combinado� com� tratamento� térmico� é� capaz� de� reduzir� a� concentração� desse�

composto�em�até�25�%�(Goel�et�al.,�2007).�
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Neste�trabalho,�a�degradação�de�éster�de�forbol�por���	����������PLO�6��foi�

de� até� 99�%,� após� 60� dias� de� incubação� (Figura� 6).� Esta� alta� percentagem� de�

degradação� foi� maior� que� obtidos� em� processos� químicos� de� desodorização,�

desacidificação� e� branqueamento� aplicado� no� óleo� e� na� semente� de� 
��������

(Hass� &� Mittelbach,� 2000;� Rakshit� et� al.,� 2008).� Esses� mesmos� processos�

químicos,�com�exceção�do�braqueamento�(Ahmed�&�Salimon,�2009)�e�tratamentos�

com�diferentes�produtos�químicos�(Aregheore�et�al.,�2003)�aplicados�na�semente�

de�
�	�������não�foram�eficiente�na�redução�desse�composto.�A�alta�percentagem�

de� degradação� de� lignina� nos� substratos� acompanhada� pela� atividade� das�

enzimas� lacase� e� MnP,� mostra� a�maior� capacidade� de���	 ���������� PLO� 6� em�

despolimerizar� a� lignina� e� concomitante,� a� degradação� dos� forbóis� ocorre� em�

conseqüência�dessa�reação�de�despolimerização.�Isso�também�pode�ter�ocorrido�

na�degradação�de�outros�compostos�orgânicos�como,�por�exemplo,�clorofenóis�e�

hidrocarbonetos� aromáticos� (Barr� &� Aust,1994;� Scheibner� et� al.,� 1997;�

Majcherczyk�et�al.,�1998).��

A�máxima�eliminação�de�forbóis�ocorreu�até�o�33º�dia�de�incubação�(Figura�

6)�e�coincidiu�com�intervalo�de�maior�atividade�de�lacase�e�manganês�peroxidase�

(Figuras�4B�e�4C).�A�atividade�dessas�enzimas�de��������������	sp�(Perez�et�al.,�

1998;��Harazono�&�Nakamura,�2005),���������	sp�(Maalej�Kammoun�et�al.,�2009),��

4���5	 �������� (Svobodová� et� al.,� 2008),�6��������	 �������� (Murugesan� et� al.,�

2008)�e���	���������� (Hublik�&�Schinner,�2000;�Tsioulpas�et�al.,�2002;�Palmieri�et�

al.,� 2005;� Iamarino� et� al.,� 2009)� foram� também� relatados� na� descoloração� de�

diversos� corantes� da� industria� têxteis� e� na� eliminação� de� diferentes� compostos�

poluentes.��

No� entanto,� as� enzimas� celulases� e� xilanases� (Figuras� 5B� e� 5C)� tiveram�

altas�atividades�no�15º�e�45º�dia�de� incubação�quando�a�degradação�de� forbóis�

chegou� a� 37� e� 60� %,� respectivamente.� Foi� também� relatada� a� atividade� de�

celulases� na� degradação� de� fenóis� e� compostos� furfural� (Hongqiang� &�

Hongzhang,�2008).�O�procedimento�de�raspagem�e�adição�de�água�nos�substratos�

depois�de�45�dias�de�incubação,�apesar�de�aumentar�a�produção�de�biomassa�e�a�

atividade�de�xilanase,�não�estimulou�a�redução�de�éster�de�forbol�(Figuras�3A,�5C�

e� 6).� No� substrato� com� adição� de� casca� de� eucalipto� constatou�se� menor�

percentagem� de� redução� de� forbóis� no� 15º� dia� de� incubação� e� as� mais� baixas�
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atividades�de� lacase�e�MnP�(Figuras�4B,�4C�e�6).�Estas�evidências� fortalecem�a�

hipótese� de� que� a� degradação� desse� composto� tóxico� acontece� por� co�

metabolismo�com�as�enzimas�responsáveis�pela�despolimerização�da�lignina.�
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�".&)(�J,�Degradação�de�composto�tóxico,�éster�de�forbol�presente�na� torta�de�

pinhão�manso�pelo� isolado�PLO�6�de����������	���������,�durante�60�
dias�de�incubação.�Modelo�de�regressão�significativo�(p<�0,05).�
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Finalmente,� depois� de� 60� dias� de� incubação� com�PLO� 6,� a� concentração�

residual�de�éster�de�forbol�foi�em�média�2x10�4�mg�g�1�da�massa�seca�(Figura�6).�

Esta�concentração�é�menor�que�o�nível�tolerável�que�é�de�0,09�mg�g�1�(Aregheore�

et�al.,�2003).�Portanto,���	����������tem�a�capacidade�de�degradar�éster�de�forbol�

oriundo� da� torta� de� pinhão� manso,� e� assim,� destoxificar� esse� resíduo� da�

fabricação�do�biodiesel.�
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A�maior�concentração�inicial�de�taninos�foi�encontrada�nos�substratos�com�

adição� de� casca� de� eucalipto,� casca� de� café� e� na� torta� de� pinhão�manso� pura�

(Tabela� 3).� Essa� concentração� presente� na� torta� está� de� acordo� com� o� valor�

encontrado�na�casca�do�fruto�de�
�	������� (Makkar� �et�al.,�1998).�A�presença�de�

taninos� já� foi� relatado� na� casca� de� eucalipto� (Vital� et� al.,� 2004;� Vázquez� 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� é� consistente� com� a� degradação� desse� fator�

antinutricional�presente�em�legumes,�por�cozimento�ou�por�autoclavagem�a�121�e�

128�ºC,�por�diferentes�períodos�de�tempo�(Rehman�&�Shah,�2005).��
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�".&)(� S,� Degradação� de� taninos� por���	 ���������� PLO� 6,� durante� 60� dias� de�

incubação�em�substratos�a�base�da�torta�de�pinhão�manso,�conforme�
tabela�1.�Modelo�de�regressão�significativo�(p<�0,05).�
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Independente�do�substrato,�a�degradação�de�taninos�por���	����������PLO�

6� foi� crescente� em� função� do� tempo� de� incubação,� com�maior� percentagem� de�

redução� (90�%)�entre�15�e�30�dias�de� incubação�nos� substratos� com�adição�de�

casca�de�café�e�casca�de�eucalipto�(Figura�7).�A�alta�capacidade�de�degradação�

desses�compostos�foi�também�mostrada�em�P��������	sp	cultivado�em�cascas�de�

café�por�60�dias�de�incubação�(Fan�et�al.,�2006),���	����� �����em�resíduos�de�café�

(Wong�&�Wang,�1991)�e���	����������em�casca�de�cacau�(Alemawor�et�al.,�2009).�

A� degradação� de� taninos� pode� estar� relacionada� à� atividade� de� tanase,� cuja�

presença�já�foi�relatada�em�diferentes�gêneros�fúngicos,�a�exemplo�de�#�����������

(Batra�&�Saxena,�2005;�Aguilar�et�al.,�2001),������������� (Batra�&�Saxena,�2005;�

Sharma� et� al.,� 2008)� e� ������������	 (Battestin� &� Macedo,� 2007).� Portanto,� ��	

����������PLO�6,�mostrou�se�capaz�de�degradar�taninos�presentes�na�torta�pinhão�

manso�e�também�nos�outros�substratos�utilizados.�

Sessenta�e�sete�por�centro�do�teor�de�fósforo�presente�na�torta�de�pinhão�

manso�está� na� forma�orgânica� de� ácido� fítico� (Tabela� 3).�A� percentagem�desse�

ácido� na� torta� de� pinhão� manso� (Tabela� 3)� foi� menor� que� a� encontrada� em�

resíduos�da�semente�de�
�	�������(Makkar�et�al.,�1997).�Apesar�de�esse�ácido�ser�

considerado� estável� ao� calor� (Deshpande� &� Damodaran,� 1990),� a� esterilização�

dos� substratos� reduziu,� em� média,� 20� %� do� teor� inicial.� Redução� semelhante�

também�foi�observada�no�tratamento�térmico�da�farinha�de�lentilha,�a�120�ºC,�por�

30�min�(Porres�et�al.,�2004).�Além�disso,�em�sementes�de�leguminosas�submetidas�

à�autoclavagem�a�121�ºC,�por�90�min,�a�concentraçãodesse�fator�antinutricional�foi�

reduzida� em�até� 50�%� (Rehman�&�Shah,�2005).�O�ácido� fítico� nos� substratos�é�

degradado� pela� ação� da� enzima� fitase,� liberando� inositol� e� fosfato� inorgânico�

(Ullah�&�Phillippy,�1994).�A�presença�dessa�enzima�já�foi�mostrada�em�diferentes�

gêneros�de�fungos,�como�#�����������(Ullah�&�Phillippy,�1994,�Wyss�et�al.,�1999),�

#��������	 ���������,� ���������� (Collopy� &� Royse,� 2004)� e� 2��'�����

(Ramachandran�et�al.,�2005).��
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A� concentração� de� fósforo� foi� crescente� (Figura� 8A)� e� a� de� ácido� fítico�

decrescente� (Figura� 8B)� em� função� do� tempo� de� incubação,� obtendo� uma�

correlação�negativa�(11,32;�R2�=�0,72).�A�degradação�desse�ácido�com�a�liberação�

de�fósforo�no�meio�foi�acompanhada�pela�atividade�da�enzima�fitase�ao�longo�do�

período�de�incubação�(Figura�8C).��

A�atividade�de�fitase�foi�capaz�de�reduzir�em�95�%�a�concentração�de�ácido�

fítico.�Este�alto�nível� de�degradação�desse� fator�antinutricional� pela�atividade�de�

fitase� microbiana� foi� também� mostrado� em� meio� de� cultura� com� adição� de�

resíduos� de� colza� (El�Bata� &� Karem,� 2001)� e� também� em� diferentes� alimentos�

(Carlson�&�Poulsen,�2003,�Liang�et�al.,�2009).�Além�da�redução�de�ácido�fitico,�a�

adição�de�fitase�em�rações�animais,�objetiva�a�maior�disponibilidade�de�minerais,�

tais�como�fósforo,�cálcio,�zinco,�ferro�(Ahmad�et�al.,�2000;�Liang,�2009),�pois�esse�

ácido�forma�complexos�insolúveis�com�cátions�di�e�polivalentes,�comprometendo�a�

biodisponibilidade�desses�minerais�(Liu�et�al.,�2008,�Liang�et�al.,�2009).��

Pode�se� concluir� que���	 ���������� PLO� 6� tem� a� capacidade� de� degradar�

fatores�antinutricionais,�como�taninos�e�ácido� fítico,�presentes�na� torta�de�pinhão�

manso� e� nos� outros� substratos,� possibilitando� a� utilização� desses� resíduos� na�

ração�animal.�Além�disso,�a�possibilidade�da�produção�e�da�extração�da�enzima�

fitase�para�ser�utilizada�em�alimentos�ou�como�suplemento�na�ração�de�animais�é�

promissora.�
.

�������������������������������������������������

�".&)(�W,�Percentagem�de�fósforo�(A),�concentração�de�ácido�fítico�(B)�e�atividade�
de� fitase� (C)� de� ���������	 ���������� PLO� 6� durante� 60� dias� de� incubação� em�
substratos� a� base� da� torta� de� pinhão� manso,� conforme� tabela� 1.� Modelo� de�
regressão�significativo�(p<�0,05).��
�

�������������� Torta�Torta��
Torta�+�10�%�de�serragem�de�eucalipto�Torta�+�10�%�de�serragem�de�eucalipto�
Torta�+�10�%�de�casca�de�eucalipto�Torta�+�10�%�de�casca�de�eucalipto�
Torta�+�30�%�de�casca�de�café +�30�%�de�farelo�de�arroz��
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A�produção�de�cogumelo�de���	����������PLO�6�nos�substratos�avaliados�

ocorreu�após�30,�43�e�58�dias�de� incubação� (Figura�2).�A�eficiência�biológica� foi�

influenciada�pela�composição�do�substrato�e�pelo�tempo�de�incubação�(Figura�9).�

Essa�influência�foi�também�mostrada�em�cultivo�de�6��!���	!��������em�substrato�

à� base� de� carvalho� vermelho� com� suplementação� de� farelo� de� trigo,� milheto� e�

centeio� (Shen� &� Royse,� 2001);� ��	 ������� em� bagaço� de� cana�de�açucar�

adicionado�de�farelo�de�arroz�e�melaço�(Rossi�et�al.,�2003);����������	������������

em�palha�de�arroz,�sabugo�de�milho�e�casca�de�amendoim�(Oliveira�et�al.,�2007)�e�

��	����������em�casca�de�café�(Hernández�et�al.,�2003)�e�em�resíduos�de�madeira�

do�Hawaii�(Tisdale�et�al.,�2006).��A�percentagem�dessa�eficiência�biológica�variou�

de�31�a�89�%�na�torta�de�pinhão�manso�e�no�substrato�com�casca�de�eucalipto,�

respectivamente�(Figura�9).��
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�".&)(��,�Eficiência�biologia�de����������	����������PLO�6,�incubado�por�60�dias�
em� substrato� a� base� da� torta� de� pinhão� manso,� conforme� tabela� 1.�
Modelo�de�regressão�significativo�(p<�0,05).�

�

y�=��82,797Ln(x)�+�87,441�
R2�=�0,9888�
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Percentagem� dentro� da� mesma� amplitude� foi� observada� em� fungos� do� gênero�

���������� incubado� em� diferentes� substratos� (Wang� et� al.,� 2001;� Curvetto� et� a.,�

2002,�Yildiz�et�al.,�2002;�Hernández�et�al.,�2003).�

A� raspagem� e� a� adição� de� água� nos� substratos� não� estimularam� a�

eficiência� biológica� (Figura� 9)� ou� a� produtividade� (Tabela� 4).� Independente� do�

substrato� observou�se� alta� produtividade� de� cogumelos� durante� 60� dias� de�

incubação,� com� a� maior� produção� nos� substratos� com� serragem� e� casca� de�

eucalipto� (Tabela� 4).� A� produtividade� total� nesses� substratos� foi� maior� que�

cogumelos���������������	��CCB19�incubados,�por�39�dias,�em�sabugo�de�milho,�

palha� de� arroz� e� casca� de� amendoim� (Oliveira� et� al.,� 2007)� e� semelhante� à�

produtividade�de���	����������cultivado�em�casca�da�semente�de�girassol,�por�30�e�

50�dias�de�incubação�(Curvetto�et�al.,�2002).��

A�composição�nutricional�dos�cogumelos�produzidos�por���	����������PLO�6�

em� substratos� a� base� da� torta� pinhão� manso� (Tabela� 1),� mostra� que� esses�

cogumelos�são�alimentos�ricos�em�proteínas,�carboidratos,�fósforo�e�pró�vitamina�

D�(Tabela�5).�Os�teores�de�nutrientes�encontrados�estão�de�acordo�com�relado�por�

Tewari�(1986).�Segundo�esse�autor,�os�cogumelos�contêm�de�85�a�95�%�de�água,�

3�%�de�proteínas,�4�%�carboidratos,�1�%�de�minerais�e�vitaminas.�Porém,�o�teor�

desses�nutrientes,�principalmente�proteínas,�depende�do�substrato�(Dundar�et�al.,�

2009).�Dentre�os�minerais�presentes�nos�cogumelos�destaca�se�potássio,�fósforo,�

cobre,� ferro� e� cálcio� (Wang� et� al.,� 2001;� Tisdale� et� al.,� 2006;� Mikiashvili� &�

Isikhuemhen,� 2009).� Os� cogumelos� ��	 ���������� também� são� ricos� em�

aminoácidos;� 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���	����������PLO�6�incubados�em�substrato�

a�base�da�torta�de�pinhão�manso�(Tabela�5)�foi�maior�que�cogumelos�comerciais,�

desse� mesmo� gênero,� obtidos� em� supermercados� da� região� de� Cingapura� no�

sudeste�Asiático�(Jasinghe�&�Perera,�2005).�Apesar�de�ter�encontrado�ácido�fítico�

e� baixo� níveis� de� taninos� em� cogumelos� comestíveis� ���������	 ��"�� �������

(Akindahunsi� &�Oyetayo,� 2006),� não� foi� determinado� a� presença� desses� fatores�

antinutricionais�nos�cogumelos���	����������PLO�6�produzidos�neste�trabalho.�

�

�
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�(A 3(�F,�Produtividade�de�cogumelo���	����������PLO�6�incubado�durante�60�
dias�em�substrato�a�base�da�torta�de�pinhão�manso�

�

Produtividade�(g�kg��1�da�massa�seca�dia��1)�
Tempo�de�incubação�(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�

�

�

�

�(A 3(�I,�Principais�nutrientes�encontrados�nos�cogumelos�de���	���������	PLO�6�
produzidos� em� substrato� a� base� de� pinhão� manso� após� 60� dias� de�
incubação�

�
Compostos� mg�100�g�1�de�cogumelo�fresco�

Proteína�solúvel� 37,27�±�6,25�

Monossacarídeos� 41,22�±�7,49�

Fosfato� 1,89�±�0,62�

Ácido�fítico� ����������������������������nd�

Taninos*� ����������������������������nd�

Ergosterol� 6,04�±�0,24�

����nd�–�não�determinado;�*�equivalente�a�ácido�tânico�
�

�

Foi� evidenciada� a� presença� de� éster� de� forbol� nos� cogumelos� de� ��	

���������� PLO� 6� e� a� presença� desse� composto� foi� decrescente� em� função� do�

tempo�de�incubação�(Tabela�6).�Este�resultado�mostra�que,�ao�aumentar�o�tempo�

de� frutificação� com� a� re�inoculação� do� fungo� pode� evitar� a� absorção� pelos�

cogumelos.� Porém,� a� concentração� de� forbol� absorvida� pelos� cogumelos,�

independente�do� tempo�de� incubação� (Tabela�6),� foi�menor�que�a� concentração�

desses�compostos�encontrada�em�variedade�de�
�	������,�não�tóxicas�do�México�

(Makkar�et�al.,�1998).�A�variedade�de�
�	�������cultivavada�no�México�apresenta�

concentração�de�0,11�mg�g�1�e�não�foi�tóxica�para�peixes,�ratos�e�frangos�(Makkar�
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&� Becker,� 1997).� Segundo� esses� autores,� as� sementes� dessas� variedades� não�

tóxicas� são� consumidas�por� humanos�e� frangos.�E� ainda,� em� ratos� alimentados�

com� torta� de� 
�	 ������� com� concentração� de� 0,09� mg� g�1� não� foi� observado�

nenhum� sintoma� de� doença� ou� perda� de� peso� nos� animais� (Aregheore� et� al.,�

2003).�Porém,�concentrações�maiores�ou� iguais�a�0,8�mg�g�1�causou�diarréia�em�

porcos� (Chivandi� et� al.,� 2006);� redução� do� apetite,� diarréia,� atividade� motora�

reduzida� em� ratos� (Rakshit� et� al.,� 2008)� e� irritação� e� necrose� na� pele� de� ratos,�

coelhos�e�camundongo�(Gandhi�et�al.,�1995).�A�alta�concentração�desse�composto�

causa�também�inibição�da�proteína�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�proteína�a�kinase�C�de�mamíferos�(Saraiva�

et�al.,�2004).��Portanto,�os�cogumelos���	����������PLO�6�produzidos�na�torta�de�

pinhão�manso�devem�ser�utilizados�em�experimentos�com�animais�para�comprovar�

a�ausência�de�toxicidade.�

�

�

�(A 3(� J,�Compostos� ésteres� de� forbol� presentes� nos� cogumelos� ��	 ���������	
PLO�6,�produzidos�em�substrato�a�base�de�pinhão�manso�por�60�dias�
de�incubação�

�
Tempo�de�incubação�(dia)� Forbol�(zg�g�1�de�cogumelo�fresco)�

30� 0,0813�

43� 0,00946�

58� 0,00945�

�

�
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�� ��	����������tem�capacidade�de�degradar�éster�de�forbol,�ácido�fítico�

e�compostos�ligninocelulósicos;�

�� ��	����������apresenta�produtividade�e�eficiência�biológica�elevadas�

em�substratos�à�base�da�torta�de�pinhão�manso;�

�� Os�cogumelos�produzidos�na�torta�de�pinhão�manso�apresentam�teor�

de�éster�de�fobol�em�concentrações�níveis�consideradas�não�tóxicos,�

podendo�ser�indicado�para�o�consumo,�mas�testes�biológicos�devem�

ser�efetuados�para�comprovar�a� inexistência�dos�compostos� tóxicos�

ou�antinutricionais.�

�
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