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RESUMO

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst € um fungo medicinal, do Filo Basidiomycota, Familia
Polyporaceae, popularmente conhecido como “Lingzhi” na China, “Reishi” no Japao e “Cogumelo
Rei” no Brasil, que tem sido cultivado em diversos materiais lignocelulésicos. No presente estudo,
foram avaliadas a formacdo de micélio, bem como a producdo de basidiomas e enzimas
ligninoliticas da espécie em residuos de casca de fruto, folha e bractea da palmeira endémica da
regido semi-arida brasileira, Syagrus coronata (Martius) Beccari (licuri), por meio de fermentacao
em estado sélido. As condicGes 6timas de cultivo foram as mesmas para os trés tipos de substratos
testados (pH 6,5, relacdo C/N de 40 e temperatura de 30°C), sendo estabelecidas a partir do ensaio
em placas de Petri e analise dos graficos de contorno e superficie de resposta. A atividade
enzimética de lacase e de manganés peroxidase foram determinadas empregando métodos
espectrofotométricos, em intervalos de 7 dias, através do cultivo da linhagem nos trés substratos
selecionados durante 28 dias de incubacdo. A atividade de lacase foi determinada a 420 nm,
empregando ABTS: 2,2%-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) como substrato
enzimético e a de manganés peroxidase, a 610 nm, pela oxidagdo do vermelho de fenol. O maior
pico de atividade para a lacase (13,80 U/L) foi verificado no substrato bractea, aos 14 dias de
incubacdo, e ndo diferiu significativamente dos demais a 95% de confianca. Esse substrato também
proporcionou 0 maior pico de atividade para a manganés peroxidase (14,92 U/L), que somente
ocorreu aos 28 dias de incubacdo, diferindo estatisticamente dos demais a 5% de probabilidade. O
ensaio para a produgdo de basidiomas foi realizado em sacos de polipropileno. O Unico substrato
que ndo promoveu a formacdo de basidiomas foi a casca de fruto de licuri. O rendimento biologico
ndo diferiu significativamente a 95% de confianga nos substratos bractea (33,53 g/kg) e folha (37,48
g/kg). A eficiéncia biolégica também ndo foi estatisticamente diferente nos substratos bractea
(3,35%) e folha (3,75%). Assim, acredita-se que os residuos de licuri sejam potenciais substratos e
possam ser empregados no processo de bioconversdo para a formacdo de micelio e basidiomas, e

também para a producéo de enzimas ligninoliticas de G. lucidum.

Palavras-chave: Ganoderma lucidum. Syagrus coronata. Enzimas ligninoliticas. Basidiomas.



ABSTRACT

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst is a medicinal fungus (Basidiomycota, Polyporaceae)
popularly known as "Lingzhi" in China, "Reishi" in Japan and "Mushroom King" in Brazil, which
has been cultivated in several lignocellulosic materials. In the present study, the formation of
mycelium as well as the production of ligninolytic enzymes and basidiomata of this species were
evaluated in waste fruit shell, leaf and bract endemic palm of the Brazilian semi-arid region,
Syagrus coronata (Martius) Beccari (licuri) by solid state fermentation. The optimal cultivation
conditions were the same for all three types of substrates tested (pH 6.5, C/N ratio of 40 and 30°C
of temperature) and were established from assays in Petri dishes and contour graphic analysis and
response surface methodology. The enzymatic activity of laccase and manganese peroxidase were
determined using spectrophotometric methods at intervals of 7 days by cultivating the strain in the
three substrates selected for 28 days of incubation. The activity of the laccase was determined at
420 nm, using ABTS: 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) as the enzymatic
substrate, and the activity of the manganese peroxidase at 610 nm by oxidation of phenol red. The
highest peak activity for laccase (13,80 U/L) was found in bract substrate in 14 days of incubation
and did not differ significantly from the others at 95% of statistical confidence. That substrate also
resulted in the highest peak of activity for manganese peroxidase (14,92 U/L), which only occurred
after 28 days of incubation, differing from the previous one at 5% probability. The assay for the
production of basidiomata was performed in polypropylene bags. The only substrate that did not
promote the formation of the basidiomata was the fruit shell. The biological yield did not differ
significantly at 95% confidence in the bract (33,53 g/kg) and leaf (37,48 g/kg) substrates. The
biological efficiency also was not statistically different in the bract (3,35%) and leaf (3,75%)
substrates. Thus, it is believed that the licuri wastes are potential substrates and can be used in the
bioconversion processes for the formation of the mycelium and basidiomata as well for ligninolytic

enzymes production in G. lucidum.

Keywords: Ganoderma lucidum. Syagrus coronata. Ligninolytic enzymes. Basidiomata.
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13
1 INTRODUCAO

O cultivo de cogumelos assim como a producdo de enzimas fangicas sdo extremamente
importantes para industria biotecnoldgica devido suas aplicagdes. O processo de produgdo de
cogumelos gera insumos como alimentos, farmacos, fertilizantes, nutracéuticos, racdo animal,
enquanto que, as enzimas, sobretudo as ligninoliticas dos basidiomicetos, sdo empregadas em
processos de biorremediacdo, na degradacdo de corantes téxteis e no branqueamento do papel
(SILVA; MELO; OLIVEIRA, 2005).

O cultivo de fungos para a producdo de basidiomas e enzimas é feito, principalmente, por
meio de fermentacdo em estado solido, em que diversos substratos lignocelulésicos de baixo custo,
sdo comumente utilizados como fontes de carbono e energia. Entre esses materiais pode-se destacar
bagaco-de-cana, palhas de trigo e arroz, farelos de trigo e arroz, polpa de café e residuos de frutas
(NILADEVI, 2009).

A habilidade dos fungos em degradar esses substratos esta relacionada com a producéo de
enzimas extracelulares oxidativas, incluindo as ligninas peroxidases, lacases e manganés
peroxidases. Essas enzimas séo capazes de modificar a lignina tornando os demais componentes da
parede celular dos vegetais, celulose e hemicelulose, disponiveis.

Syagrus coronata (Martius) Beccari, conhecida popularmente como licuri, € uma espécie de
planta endémica da regido semi-arida brasileira que tem sido pouco estudada cientificamente,
porém tem uma grande relevancia socio-econémica, sendo amplamente explorada, por pessoas
pobres, de comunidade rurais, localizadas no interior dos estados da Bahia e Pernambuco. Ressalta-
se que todas as partes dessa planta séo utilizadas no artesanato, na producéo de alimentos e de ragédo
animal. Contudo, ndo existe nenhum relato de utilizacdo dessa palmeira e nem depositos de patentes
no site do INPI associados ao cultivo de fungos. E nesse contexto que se insere essa pesquisa,
envolvendo a utilizacdo de residuos de S. coronata para a producdo de basidiomas e enzimas
ligninoliticas de G. lucidum.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo geral testar a eficiéncia de residuos de
licuri como substratos na producdo de basidioma medicinal. Além disso, teve como objetivos
especificos (i) caracterizar fisico-quimicamente os residuos lignocelul6sicos para a producdo
axénica do fungo G. lucidum; (ii) fazer a otimizacdo das condi¢bes de cultivo através da
fermentacdo em estado solido; (iii) analisar o crescimento somatico deste fungo nos residuos
selecionados; (iv) verificar a producdo e atividade de enzimas ligninoliticas (lacase e manganés
peroxidase); (v) avaliar a producédo de basidiomas nos substratos testados.

A importancia deste trabalho esta realacionada com a utilizacao de residuos dessa palmeira

do semi-arido brasileiro para a geracdo de produtos biotecnoldgicos, como basidiomas medicinais e
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enzimas ligninoliticas, agregando valor econdémico a estes materiais lignoceluldsicos que seriam
descartados, e com a producdo de conhecimento cientifico associado a esta palmeira, que tem sido

pouco estudada.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DOS COGUMELOS

Os cogumelos sdo fungos macroscopicos que possuem estrutura reprodutiva sexual distinta e
podem ser epigeos ou hipogeos, ocorrendo acima ou abaixo do solo, respectivamente (CHANG,;
MILES, 1992). De acordo com Fan e Ding (1990), cogumelos sdo estruturas reprodutivas formadas
por micélio. Segundo Cho (2004), muitos desses organismos estdo incluidos nos filos
Basidiomycota e Ascomycota, apresentando ciclo de vida dividido em duas fases, uma somatica, em
que ocorre a formacéo de micélio, e outra sexual com producao de esporos.

Para Cho (2004), os cogumelos, de acordo com o tipo de substrato colonizado, estdo
classificados em trés categorias; saprobios — crescem em matéria organica morta ou em
decomposicdo, parasitas — associam-se com outros organismos, causando-lhes prejuizos e
micorrizas — formam associagdes com raizes de determinadas plantas. Enquanto que Chang e Miles
(2004) mencionam que esses fungos podem ser agrupados em quatro categorias; comestiveis,
medicinais, venenosos e outros cogumelos.

Estima-se, conservativamente, que no Reino Fungi estdo incluidas cerca de 1,5 milhdes de
espécies, das quais 74.000 estdo descritas. Além disso, calcula-se também que 140.000 desse total
estimado, sdo consideradas macrofungos, das quais apenas 10% sdo conhecidas (HAWKSWORTH,
2001a, 2001b). Estimativas mais recentes sugerem que existem mais de 5 milhdes de espécies
dentro deste grupo e que essas diferencas existem porque a maior parte das regides tropicais ndo foi
amplamente inventoriada e que inUmeras espécies que ocorrem nessas areas ainda s&o
desconhecidas (BLACKWELL, 2011).

Desde os primordios da humanidade alguns cogumelos tem sido tratados como alimento
especial, sendo consumidos ndo somente pelo seu sabor, textura e composi¢cdo nutricional, mas
também devido ao seu valor terapéutico (JONG; BIRMINGHAM, 1992). De acordo com Urben
(2004), mais de 2.000 espécies de cogumelos sdo consideradas comestiveis, entretanto apenas 20
destas sao comercialmente cultivadas com fins alimenticios em diversos paises do mundo.

Os cogumelos possuem em sua composicdo carboidratos, vitaminas, baixos teores de
lipideos, minerais diversos e altos teores de proteinas, superando aqueles encontrados em muitas
frutas e legumes. Além disso, podem ser fonte de aminoacidos. Todavia, é importante ressaltar que
o teor desses componentes varia de acordo com a espécie e substrato utilizado em seu cultivo
(BONONI et al., 1999; EIRA, 2004).

O valor nutritivo de alguns cogumelos e alimentos convencionais podem ser verificados e

comparados com base nas informac@es da tabela abaixo:



Tabela 1: Valor nutricional de diferentes cogumelos cultivados (% peso fresco)
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Cogumelo/ Proteina Carboidrato Lipideos  Calcio Tiamina Riboflavina Ferro Niacina
alimento (Ca) (Vit. By) (Vit. By) (Fe) (Vit. B3)
Pleurotus 2.9 5.66 1.79 3.14 0.20 0.22 3.40 7.72

pulmonarius (26-35)

Volvariella 3.8 6.00 0.60 3.00 0.10 0.17 1.70 8.30
volvacea (25-29)"

Agaricus 3.5 114 0.40 2.40 0.10 - Traco 5.85

brunnescens (24-34)"

Lentinula 7.5 6.50 0.93 3.00 - - 1.90 7.60
edodes (13-17)"

Auricularia 4.8 7.16 0.50 3.15 0,08 0.19 3.60 4.00

polytricha (4-8)
Batata 2.00 9.10 0 11 0.10 0.04 0.70 0.04
Leite 3.50 4.90 3.90 118 0,04 0.17 0.10 0.17
Peixe 14-20 2-3 1-2 15 60 1.20 1.50 1.20
Ovo 13 2.0 13.3 68 18 0.27 1-15 0.27
Carne 21 - 3.6 8.3 0.10 0.29 2.52 29.00
Cenoura 1.2 9.3 0.3 39 0.06 0.06 0.8 0.06

Fonte: QUIMIO, 2004.

“Ndmeros em parénteses sdo dados de peso seco

Bononi et al. (1999) destacam que os cogumelos eram utilizados, também, com fins

medicinais para combater hemorragias, cdlicas, feridas, asmas, ictericia, etc. desde épocas remotas.

Segundo Quimio (2004), nos ultimos 20 anos o interesse pelos cogumelos e seus aspectos

medicinais tem sido bastante estimulado, tendo em vista o grande nimero de estudos cientificos

realizados com estes organismos. Nesse sentido, componentes especificos de cogumelos tem sido

identificados e isolados para tentar combater doencas cardiovasculares, cancer e AIDS (QUIMIO,

2004).

De uma modo geral, os organismos incluidos no Reino Fungi possuem uma grande

importancia ecolodgica, pois sdo essencialmente decompositores, sendo fundamentais na ciclagem da

matéria organica, decompondo os detritos em moléculas menores que séo reutilizadas pelas plantas

(NEVES et al., 2013). Portanto, desempenham um importante papel na manutencdo do equilibrio

ambiental (SILVA; ESPOSITO, 2010).
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2.1.1 Ganoderma lucidum (Curt.: Fr.) Karst.

Ganoderma lucidum é uma espécie de cogumelo que pertence a Classe Basidiomycetes,
Familia Ganodermataceae, sendo popularmente conhecida como Lingzhi na China; Reishi,
Mannentake ou Sachitake no Japdo e Youngzi na Coreia (CHANG; MILES, 2004). Denominado
também de Cogumelo Rei no Brasil, tem sido objeto de estudo em diversas partes do mundo devido
as suas propriedades medicinais (URBEN, 2004; CLEMENTINO; ROSADO, 2011).

As pesquisas cientificas associadas a G. lucidum revelam que este fungo possui agdo
antitumoral, anti-inflamatéria, anti-AIDS, antihepatotoxica, hipotensiva, hipoglicémica,
imunomodulatoria. Além disso, age na regulacdo dos sistemas nervoso e respiratorio, e aumenta a
sintese de proteinas e acidos nucléicos (JONG; BIRMINGHAM, 1992; CHEN, 2004). Acredita-se
que essa diversidade de acdo bioldgica seja atribuida a presenca de compostos quimicos como
alcal6ides, aminoacidos e peptideos, elementos inorganicos, esteroides, lipideos, &cidos organicos e,
principalmente, triterpenos e polissacarideos (CHANG; MILES, 2004). A tabela abaixo apresenta

0s compostos ativos e acdes farmacoldgicas de cogumelos do género Ganoderma:

Tabela 2: Componentes medicinais ativos e respectivas acdes farmacoldgicas de duas espécies de
cogumelos do género Ganoderma.

Espécies Componentes Ac0es farmacologicas
Ganoderma lucidum b-glicanas Antitumoral, antiviral e hipoglicémica
Triterpenos Antiflamatorio, antiviral, hipocolesterolémica
Proteina Lin Zhi-8 Antialérgica
Ganoderan Antialérgica
Glicogénio peptidico Hipoglicémico
Ganoderma applanatum b-glicanas Antitumoral e antiviral

Fonte: URBEN, 2004.

G. lucidum é uma espécie que tem ampla distribuicdo mundial, esté incluida no grupo dos
fungos causadores da podriddo branca, e, na natureza, ocorre crescendo como parasita ou saprébio
em uma variedade de éarvores (SIMONIC et al., 2010; HARIHARAN; NAMBISAN, 2013;
POSTEMSKY; DELMASTRO; CURVETTO, 2014). Além disso, é capaz de sintetizar trés
importantes enzimas extracelulares, lacase (EC 1.10.3.2), lignina peroxidase (EC 1.11.1.14) e
manganés peroxidase (EC 1.11.1.13) para degradacdo da lignina (D’SOUZA; BOOMINATHAN;
REDDY, 1996; STAJIC et al., 2010).

G. lucidum ndo é uma espécie comestivel porque apresenta estrutura coriacea, mas, devido

aos beneficios proporcionados a salude humana, € muito empregada como nutricéutico e na
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producdo de farmacos (URBEN, 2004). Ha séculos, tem sido utilizado para combater doencas
cardiovasculares, artrites, diabetes, fadigas, cancer, impoténcia sexual (STAMETS, 1993).

Berovic et al. (2003), destacaram que este cogumelo é dificilmente encontrado na natureza,
0 que dificulta sua exploracdo comercial. Dessa forma, para aumentar sua oferta de mercado
internacional torna-se necessario o seu cultivo.

Lee et al. (2003), mencionaram que a producdo de G. lucidum, é feita tradicionalmente em
culturas solidas, utilizando-se comumente graos, serragem ou madeira como substratos. Entretanto,
existe uma variedade de substratos alternativos que pode ser empregada no cultivo da espécie, como
por exemplo, bagaco de cana, soro de queijo, residuos da folha de abacaxi, de soja, de cha e do
processamento de frutos do mar (PERUMAL; KALAICHELVAN, 1996; LEE et al., 2003; HSIEH;
YANG, 2004; PEKSEN; YAKUPOGLU, 2009; MANAVALAN et al., 2012; HARIHARAN;
NAMBISAN, 2013; LAKSHMI, 2013b; SHI et al., 2013). E nesse contexto que se insere essa
pesquisa envolvendo o aproveitamento de residuos de licuri (Syagrus coronata) para producdo de

G. lucidum.

2.2 SYAGRUS CORONATA (MARTIUS) BECCARI

S. coronata € uma espécie de planta que tem sido pouco estudada do ponto de vista
cientifico, assim essa se¢do foi construida, principalmente, com base em, Noblick (1991) que apesar
de relativamente antiga, ainda é considerada uma grande referéncia neste assunto.

S. coronata é uma palmeira solitéria, da Familia Arecaceae que possui tronco ereto, com
cercade 1,5a 12 mde altura e 15 a 25 cm de diametro, sendo popularmente conhecida como: licuri,

licurizeiro, ouricuri, nicuri, alicuri, baba-de-boi e coqueiro cabecudo (Figura 1).

Figura 1: Fotos da palmeira Syagrus coronata, evidenciando a
inflorescéncia com a bractea e a infrutescéncia com os frutos.
Fonte: Drumond, 2007.
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Esta espécie, endémica da regido semi-arida brasileira, é capaz de tolerar diferentes habitats
e, por isso, apresenta ampla distribuicdo geogréafica que abrange o norte de Minas Gerais até o sul
de Pernambuco, incluindo os estados de Sergipe, Alagoas, bem como a porcdo central e leste da
Bahia

Ainda que esta palmeira floresca e frutifiqgue durante todos os meses do ano, seu pico de
floraco e frutificagdo ocorre no periodo do verdo, portanto, de dezembro a marco. E considerada
um importante recurso vegetal, que tem sido bastante utilizada, movimentando a economia rural dos
estados da Bahia e Pernambuco (RUFINO et al., 2008).

As folhas desta espécie podem ser moidas e misturadas com outras plantas, servindo de
alimento para o gado em periodos de seca. Além disso, também sdo utilizadas para fazer portas,
coberturas e muros de casas ou abrigos rurais. No artesanato, sdéo empregadas na fabricacdo de
chapéus, cestas, leques, esteiras, espanadores, vassouras. As folhas dessa palmeira ainda podem ser
utilizadas para fazer tochas para iluminagdo noturna devido ao grande acumulo de cera.

A semente do licuri é comestivel e pode ser cozida, sendo utilizada para fazer cocadas,
sorvetes, licores, entre outros produtos alimenticios (BAUER et al., 2013). Essa semente quando
quebrada e triturada pode servir de racdo para alimentar aves; ressalta-se que no interior da Bahia, é
mais utilizada do que o milho. Da semente dessa espécie também é extraido éleo que pode ser
utilizado na industria de perfume ou ser misturado com outros, extraidos da espécie africana Elaeis
guineensis (dendezeiro) para fazer sabdo. A parte central do tronco (palmito), é comestivel e pode
ser utilizada para fazer farinha.

Lorenzi (1992), destacou que essa palmeira é extremamente ornamental, devido a forma
helicoidal caracteristica da insercéo das folhas e que pode ser empregada no paisagismo, algo que ja
vem sendo realizado, porém em escala limitada, em cidades da regido sudeste do pais. Além disso,
o0 potencial do licuri para a producédo de biodisel tem sido avaliado (SALLES et al. 2010).

Rufino et al. (2008) ao realizar um estudo de cunho etnobotanico em uma comunidade rural
pobre do estado de Pernambuco, municipio de Buique, relataram que a “agua do coco”
(endosperma) é utilizada para tratar inflamacdes oculares, micoses e na cicatrizacdo de feridas e o
chéa das raizes do licuri € empregado para o tratamento de dores na coluna vertebral.

Segundo Belviso et al. (2013) S. coronata também é bastante importante do ponto de vista
social. Nesse sentido, os autores mencionaram que a comunidade rural, tipica de regides do semi-
arido brasileiro, com baixo poder aquisitivo (homens, mulheres e criancas) se organiza para a
comercializacdo, processamento e colheita manual do fruto de licuri.

Ap0s realizacdo de busca de patentes depositadas na base de dados do Instituto Nacional da

Propriedade Industrial (INPI) (https://gru.inpi.gov.br/pPl/jsp/patentes/PatenteSearchBasico.jsp),
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observou-se que apenas 7 pedidos foram feitos associando produtos derivados do licuri, 0 que esta

apresentado na Tabela 3:



Tabela 3: Deposito de pedido nacional de patente associado a produtos derivados da palmeira Syagrus coronata (Martius) Beccari.
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N° do pedido Data do Classificagdo Titulo Nome do depositante Nome do inventor
depésito
P10704841-6 A2  19/04/2007 A23G 3/48; A23L Alimento a base de licuri com Instituto Federal de Educacéo, Djane Santiago de
1/09; A23L 1/164 cereais Ciéncia e Tecnologia da Bahia -  Jesus; Francisco José
IFBA (BR/BA) Brito Duarte
P10704745-2 A2 19/04/2007 A23G 9/42; A23G Sorvete e picolé de licuri Instituto Federal de Educacéo, Djane Santiago de
9/00 Ciéncia e Tecnologia da Bahia -  Jesus; Francisco José
IFBA (BR/BA) Brito Duarte
P10605123-5 A2  21/11/2006 A23L 1/36; A23G Améndoas de licuri revestidas Instituto Federal de Educacéo, Djane Santiago de
3/00; A23G 3/48 Ciéncia e Tecnologia da Bahia - Jesus
IFBA (BR/BA)
P1 0605477-3 A2  22/09/2006 A23L 1/218 Conserva de améndoas Instituto Federal de Educacéo, Djane Santiago de
de licuri Ciéncia e Tecnologia da Bahia - Jesus
IFBA (BR/BA)
P1 0402893-7 A2  13/07/2004 A61K 35/06; A61P Utilizacdo do 6leo de ouricuri ~ Universidade Federal de Minas  Sérgio Duarte Segall;
1/04 (Syagrus coronata) em Gerais (BR/MG) Jacqueline Aparecida
pacientes submetidos a Takahashi; Delio
tratamento com drogas Soares Raslan;
quimioterapicas Jacqueline Isaura
Alvares Leite
Pl 0405902-6 A2  16/12/2004 C08J 3/26; CO8K 7/02;  Composto polimérico aquoso Francisco Samonek (BR/AC) Francisco Samonek
CosL 7/02 de latéx vegetal associado a
fibras vegetais e processo de
obtencéo
P10203480-8 A2  21/08/2002 A23N 3/00 Descapador de sistema José Xavier Minikowski José Xavier
cilindrico para frutas de (BR/PR); Marlene A. Minikowski; Marlene
endocarpo duro e similares Minikowski (PR) A. Minikowski
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2.3 PRODUCAO DE COGUMELOS

O cultivo de cogumelos tem grande importancia econdémica para a industria biotecnoldgica e
tem sido desenvolvido em diversas partes do mundo (FAN; SOCCOL; PANDEY, 2008). Nesse
sentido, Royse (2005) destacou que mais de 10 milhdes de toneladas métricas de cogumelos
comestiveis e medicinais foram produzidos em diversos paises em 2004. A tabela abaixo apresenta
as principais espécies de cogumelos que sdo produzidas em larga escala em diferentes regides.

Tabela 4: Producdo de espécies de cogumelos em larga escala no mundo ou em alguns paises.

Nome comum

Nome cientifico

Area de producéo

Cogumelo branco ou marrom

Shiitake

Ostra

Cogumelo palha
Enokitake

Maitake

Nameko

Stropharia vermelho-vinho
Shiimeji

Kuritake

Kukirage

Fungo geléia branca
Reishi ou Ling Zhi

Fungo lagarto

Agaricus spp
Lentinula edodes
Pleurotus ostreatus
Volvaria volvacea

Flammulina velutipes

Grifola frondosa

Pholiota nameko
Stropharia rugoso-annulata
Lyophyllum descastes
Naemataloma sublaterium
Auricula auricularia
Tremella fugiformis
Ganoderma lucidum

Cordyceps sinense

Mundial

Mundial

Mundial

Asia

Japdo, Taiwan, Cnina, América
do Norte

Japdo, China, América do Norte
Japéo, China

Europa

Japdo, China, América do Norte
Japéo

Asia

China

China, Japéo, Coreia

China

Fonte: STAMETS, 2000.

Segundo Fan, Soccol e Pandey (2008), a producdo de cogumelos pode converter varios
materiais lignoceluldsicos como toras de madeira, serragem, residuos e palha de algoddo entre
outros substratos, em diversos produtos (alimentos, racdo e fertilizantes). Chang (1993, 1999)
também destacou os principais tipos de substratos que sdo utilizados na produgdo de cogumelos:
palhas de arroz, trigo e feijdo, farelos de arroz e trigo, sabugo e caules de milho, casca, palha e
residuos da industria téxtil de algod&o, polpa de café, casca de cacau, folhas de banana, bagagos de
cana e mandioca, estercos de cavalo e galinha.

O cultivo de cogumelos € realizado basicamente em trés etapas: (1) producdo do indculo
(spawn), (2) preparo do substrato — envolve adi¢do de agua e pré-tratamento microbiolégico ou

fisico e (3) crescimento do cogumelo — envolve a colonizagéo do substrato pelo micélio do fungo e
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formacdo de basidiomas ou ascomas (WANG, 1999; MARTINEZ-CARRERA; AGUILAR;
MARTINEZ, 2000). A producéo do indculo é realizada através da inoculagio de culturas estoques
de micélio em grdos de cereais previamente esterilizados; 0os mais comumente utilizados sdo graos
de trigo, milho e arroz (STAMETS, 2000; MATA; SAVOIE, 2005).

Nos residuos vegetais, celulose e hemicelulose sdo as principais fontes de carboidratos e
estdo associadas a lignina, que confere barreira fisica a estes componentes (PHILIPPOUSSIS,
2009). Assim, para degradar os substratos lignocelulésicos, os fungos durante a sua fase somatica,
produzem diversas enzimas; peroxidases e lacases, requeridas para a modificagéo da lignina, bem
como glucanases, celulases e xilanases para a degracdo da celulose e hemicelulose (GHOSH;
MUKHERJEE; NANDI, 1998; FAN; SOCCOL; PANDEY, 2008).

2.4 ENZIMAS LIGNINOLITICAS

Os fungos sdo organismos que se nutrem por absor¢do, por isso precisam produzir enzimas
extracelulares para utilizar os mais diversos substratos como fontes de carbono e energia (SILVA,
ESPOSITO, 2010).

Segundo Ferraz (2010), os materiais lignoceluldsicos sdo formados por celulose, poliose,
lignina, extrativos e minerais que estdo ligados quimicamente, construindo o complexo celular dos
vegetais. A celulose constitui cerca de 50% desses materiais, sendo um polimero linear formado por
moléculas anidro-glicose unidas por ligagdes B-(1-4)-glicosidicas. As polioses ou hemiceluloses
correspondem a 20% dos materiais lignocelulésicos e sdo contituidas pelos anidro-agucares da
glicose, manose e galactose (hexoses) e xiloses e arabinose (pentoses). A lignina € uma
macromolécula formada por unidades de fenilpropano que representa de 20 a 30% dos materiais
lignocelulosicos.

Durén (2010), destacou que a maioria dos fungos capazes de mineralizar a lignina a CO; e
agua, pertencem ao grupo dos basidiomicetos causadores da podriddo branca. De um modo geral,
essa degradacdo envolve a participacdo de enzimas oxidativas. A lignina peroxidase (LiP),
conhecida comumente como ligninase, é uma glicoproteina, com massa molar de 38-43 KDa que
requer perdéxido de hidrogénio (H,0,) para sua atividade catalitica, capaz de degradar compostos
fendlicos e ndo-fendlicos, sendo formada por um grupo prostetico, ferroprotoporfirina IX (heme). A
manganés peroxidase (MnP) € bastante semelhante a LiP, é extracelular, glicolisada, possui massa
molar de 45-47 KDa e um grupo prostético heme, sendo dependente do perdxido de hidrogénio e do
fon Mn*2, normalmente ndo oxida comopostos ndo-fenélicos. As lacases (LAC) sdo fenoloxidases

que podem ser produzidas por fungos e plantas, que possuem atomos de cobre em sua estrutura,
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massas molares de 60-100 KDa e oxidam uma variedade de substratos, preferencialmente
compostos fenolicos (NILADEVI, 2009).

Conforme apontado em Niladevi (2009) o interesse por essas enzimas tem crescido
recentemente, devido ao seu significado biotecnoldgico. Muito tem sido elucidado sobre a
diversidade de lacases e sua utilidade em aplicagdes industriais como deslignificacdo, producéo de
etanol, modificacdo de fibras da madeira, clareamento de corantes, sintese de produtos
quimicos/medicinais e remediacdo de solos e aguas contaminadas (SCHNEIDER et al., 1999;
MAYER; STAPLES, 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AQUISICAO, PRESERVACAO E MANUTENCAO DA LINHAGEM FUNGICA

A linhagem comercial do fungo basidiomiceto Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.
utilizada no presente trabalho foi obtida por doacdo da empresa Brasmicel (Suzano, Sdo Paulo,
Brasil). A preservacdo dessa linhagem foi feita, adicionando-se 5 plugs de micélio (0,5 cm @) da
matriz priméria em frascos de vidro autoclavados contendo dgua destilada estéril, conforme descrito
em Castellani (1967). Essa linhagem, durante os experimentos, foi mantida em placas de Petri em
meio de cultura & base de Batata-Dextrose-Agar (BDA), incubada em estufa do tipo B.O.D. & 25°C,

na auséncia de luz, sendo repicada mensalmente.

3.2 CERTIFICACAO MOLECULAR DA LINHAGEM

A extracdo do DNA gendmico do micélio de Ganoderma lucidum foi realizada de acordo
com Doyle & Doyle (1987) modificado por Goes-Neto, Loguercio-Leite e Guerrero (2005). Para a
amplificagdo da regido ITS (Internal Trancribed Spacer) do rDNA, foi utilizado o par de primers
ITS8-F/ITS6-R (DENTINGER; MARGARITESCU; MONCALVO, 2010). O sequenciamento foi
realizado no Sequenciador ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) do Centro de
Pesquisas René Rachou, Fiocruz - Belo Horizonte/MG, no ambito do Projeto ldentificacdo
Molecular de Fungos do Brasil. As sequéncias foram editadas manualmente com
o software Geneious (Biomatters, http://www.geneious.com/) e o alinhamento foi realizado de
acordo com os parametros default do algoritmo do software Muscle (Katoh; Asimenos; Toh, 2009)
e inspecionados manualmente no préprio software Geneious (Biomatters). As sequéncias obtidas
foram comparadas com as depositadas na base de dados do GenBank pelo programa BLASTN,
disponivel no site do NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://
www.ncbi.nlm.nih.gov). A pesquisa no BLASTn fornece uma lista de organismos cujas sequéncias
mais se assemelham aquela sequéncia confrontada, fornecendo, entre diversas informagoes, a
identidade, a cobertura e um valor estatistico que indicam a porcentagem de bases semelhantes
entre os dois organismos e 0 qudo confiavel é a correlagdo entre o isolado confrontado e aquele
semelhante depositado no banco de dados (ALTSCHUL et al., 1997).
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3.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS SUBSTRATOS

Para a realizacdo desta etapa foram utilizados trés tipos de substrato: folha, bractea e casca
do fruto da palmeira, endémica da regido semi-arida brasileira, Syagrus coronata (Martius) Beccari
(licuri). Os residuos foram obtidos através de coletas manuais realizadas no Campus da UEFS,
Universidade Estadual de Feira de Santana (Feira de Santana, Bahia, Brasil), localizado entre as
coordenadas geograficas 12°16°00”S e 38°58°00”W. Esses residuos foram triturados separadamente
em triturador de forragem e moinho de facas e acondicionados em sacos plasticos para analises
posteriores. Os seguintes parametros foram avaliados: umidade, pH, cinzas, nitrogénio total,
proteinas, carbono, lipideos, extrativos, lignina, hemicelulose e celulose. Os dados de caracterizacao
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e depois, comparados pelo teste de Tukey a

95% de confianga (o= 0,05), atraves do software PAleontological STatistics 3.0.
3.3.1 Umidade

O teor de umidade das amostras foi verificado com o auxilio de uma balanca determinadora
de umidade por infravermelho. Inicialmente pesou-se 3 g de cada amostra. A secagem foi realizada
a temperatura de 105°C, durante 20 min.
3.3.2pH

A determinacdo do potencial hidrogénio i6nico (pH) foi efetuada utilizando um
potencidmetro previamente calibrado, 10 g de cada amostra foi diluida em 100 mL de &gua
destilada e em seguida foi feita a leitura (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).

3.3.3 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla a 550°C, inicialmente pesou-se 5
g de cada amostra e os resultados foram expressos em % (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).

3.3.4 Nitrogénio total e proteinas

Para a anélise de nitrogénio total foi aplicado o método Kjeldahl modificado, o qual envolve
trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacdo e os resultados foram expressos em %, sendo
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multiplicado por um fator de conversdo (6,25) para a determinacdo de proteinas (ZENEBON;
PASCUET; TIGLEA, 2008).

3.3.5 Carbono

O contetdo de carbono foi determinado de acordo com calculo descrito em Mantovani,
Linde e Colauto (2007), considerando que este elemento representa 50% da matéria organica,
(Apéndice G).

3.3.6 Lignina, celulose e hemicelulose

Os teores de lignina, celulose e hemicelulose foram quantificados pelo método de
determinacdo de fibras, através de um sistema detergente, com o auxilio do analisador de fibras. A
celulose e lignina foram isoladas pelo método fibra em detergente acido (FDA), enquanto que a
hemicelulose pela diferenca entre fibra em detergente neutro (FDN) e (FDA) (BORTOLASSI et al.,
2000; ZERVAKIS; KOUTROTSIOS; KATSARIS, 2013). A fracdo de lignina insollvel da amostra
foi determinada através do método de Klason, por meio da digestdo em &cido sulfarico, e a soltvel
pelo método de Goldschmid com o auxilio de espectrofotometro (MORAIS; ROSA,
MARCONCINI, 2010).

3.3.7 Lipideos

A determinacdo de lipideos foi feita pelo método de extracdo direta em Soxhlet, empregando
0 éter de petroleo como solvente (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).

3.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO E AVALIACAO DE CRESCIMENTO
MICELIAL

Para a determinacdo das condicOes de cultivo que favorecem o crescimento micelial do
fungo estudado, em cada substrato testado, foi utilizado um delineamento composto central
rotacional (DCCR) para trés fatores (2%), incluindo 8 pontos fatoriais, 4 repeticdes no ponto central
e 6 pontos axiais, totalizando 18 ensaios. A Tabela 5 apresenta as variaveis independentes e seus

niveis e a Tabela 6, os valores reais da matriz experimental gerada pelo software Statistica (7.0).
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Tabela 5: Variaveis independentes e seus niveis

Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura °C 20 22 25 28 30
pH 4,5 53 65 7,7 8,5
C/IN 20 28 40 52 60

Tabela 6: Ensaios para avaliacdo de crescimento micelial

Ensaios (T°C) (pH) (C/N)
1 22 53 28
2 28 53 28
3 22 7,7 28
4 28 7,7 28
5 22 53 52
6 28 53 52
7 22 1,7 52
8 28 7,7 52
9 20 6,5 40
10 30 6,5 40
11 25 4,5 40
12 25 8,5 40
13 25 6,5 20
14 25 6,5 60
15 25 6,5 40
16 25 6,5 40
17 25 6,5 40
18 25 6,5 40

Os ensaios foram realizados em placas de Petri (9 cm @) contendo meios de cultura
formulados a base de residuos de S. coronata, agar e farelo de trigo, sendo umidificados a 60% com
agua destilada (Apéndice H). O pH dos meios foram ajustados com o auxilio das solugdes de HCI
0,1 M e NaOH 0,1 M. A relacdo C/N dos meios foram ajustadas com quantidade apropriada de
farelo de trigo, calculada com base na caracterizacdo fisico-quimica dos residuos e do farelo em
uma planilha do Excel. Os meios, ap0s esterilizacdo em autoclave (15 min., 121°C), foram
inoculados com a linhagem de G. lucidum (1 plug) e incubados em estufas do tipo B.O.D. a
temperatura indicada no planejamento, na auséncia de luz. O crescimento micelial foi avaliado
através da medicdo do raio da col6nia, em duas dire¢des ortogonais, a cada 24 h, por um periodo de
cinco dias (COSTA; COIMBRA,; SILVA, 2008).

3.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para determinacédo da atividade enzimética foram utilizadas as condi¢des de cultivo, obtidas

através de planejamento experimental, da melhor resposta (30°C, pH 6,5, C/N 40/1). O experimento
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foi realizado em frascos Erlenmeyer (250 mL) contendo 20 g de residuos de licuri e farelo de trigo,
sendo umidificado a 60% com solucéo de sais — 1 g KH,PO,4, 1 g MgS0,4.7H,0, 0,5 g FeSO,4.7H,0,
0,1 g CaCl.2H,0 (Apéndice H) (HAN; AN; YUAN, 2005). Os frascos foram autoclavados a 121°C,
1 atm, durante 1 h. Em cada frasco, adicionou-se 4 plugs (0,5 cm @) de micélio de G. lucidum. O
controle consistiu de material sem o indculo. Os frascos foram incubados em estufas B.O.D., na
auséncia de luz por 28 dias. A cada 7 dias de incubacéo, foram adicionados 50 mL de &gua destilada
ao meio de cultivo para homogeneizacdo do material, e em seguida este foi filtrado. O filtrado foi
centrifugado a 19.975 g/4°C por 2 min. para a obtencdo do sobrenadante e determinagdo de
atividade. Os célculos de atividade enzimatica foram realizados de acordo com a equacdo derivada

da Lei de Beer-Lambert, conforme descrito em Menezes, Silva e Durrant (2009):
A Absx 10°/ €xRx T

Onde:

A Abs = diferenca entre a absorbancia dos extratos fervidos e nédo fervidos
€ = absorbtividade molar (L.mol™. cm™): MnP= 4460, lacase= 36000

R = aliquota do sobrenadante (mL)

T = tempo da reacgdo (min.)

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e em seguida, comparados

pelo teste de Tukey a 95% de confianca (o= 0,05), utilizando o software GraphPad Prism 5.0.
3.5.1 Lacase

A atividade da lacase foi determinada em espectrofotémetro, no comprimento de onda 420
nm, empregando-se ABTS: 2,2"-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) como substrato
enzimatico. A mistura reacional foi composta de 700 pL de &gua destilada, 450 pL de tampao
acetato de sédio (0,1 mol.L™Y/pH 5), 200 pL do sobrenadante e 150 pL de ABTS (1 mM), sendo
mantida a 30°C por 10 min. A reacdo foi paralisada pela adi¢do de 100 pL de acido tricloroacético
5% e o volume ajustado para 5 mL com agua destilada. As analises foram realizadas em triplicata,
sendo considerado o controle 1, a mistura exceto o ABTS e o controle 2, a mistura exceto o
sobrenadante (D’ AGOSTINI et al., 2011).
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3.5.2 Manganés peroxidase

A atividade da manganés peroxidase foi determinada em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda 610 nm, pela oxidacdo do vermelho de fenol na presenca de peroxido de
hidrogénio, segundo metodologia modificada de Kuwahara et al. (1984). A mistura reacional foi
composta de 50 pL de sulfato de manganés (2,0 mM), 200 puL de albumina bovina 0,5%, 50 uL de
perdxido de hidrogénio (2,0 mM) em tampdo succinato de sédio (0,2 M/pH 4,5), 100 uL de lactato
de sodio (0,25 M), 500 pL do sobrenadante e 100 pL de vermelho de fenol (0,01%), sendo mantida
a 30°C por 5 min. A reacdo foi paralisada pela adi¢do de 40 uL de hidréxido de sédio (2,0 M). As
analises foram realizadas em triplicata, sendo considerado o controle a mistura contendo o

sobrenadante fervido por 10 min.

3.6 PRODUCAO DE BASIDIOMAS

O experimento para a producdo de basidiomas foi conduzido em sacos de polipropileno (17
x 35 c¢cm) preenchidos com 200 g dos residuos de S. coronata e farelo de trigo, e o contetdo de
umidade foi ajustado para 60% com adi¢do adequada de solucdo de sais (Apéndice H). Os sacos
foram fechados e esterilizados em autoclave duas vezes por 30 min., a 121°C, obedecendo a um
intervalo de 24 h. Apds resfriamento, foi adicionado em cada saco 10% da massa inicial do
substrato de indculo produzido em grdo de trigo (URBEN, 2004). O controle negativo do
experimento foi preparado do mesmo modo sem adi¢do do indculo. Os sacos foram transferidos
para uma sala de producéo e mantidos a temperatura de 30°C, por 30 dias, na auséncia de luz. Apos
completa colonizacdo do substrato pelo micélio, os sacos foram abertos (5 furos ao redor do saco),
mantidos a temperatura de 20°C e expostos a luz (lampadas fluorescentes por 10h/dia) para a
emissdo dos primdrdios. Apds completo desenvolvimento dos primdrdios os sacos foram mantidos
a temperatura de 25°C e expostos a luz (lampadas flourescentes por 10h/dia) para a formacgédo do
basidioma (MANAVALAN et al., 2012). A producéo total em cada tipo de residuo (tratamento) foi
avaliada em dois fluxos de colheita, em um periodo de 90 dias. Apos colheita dos basidiomas,
variaveis como rendimento, eficiéncia bioldgica, perda de matéria organica, nimero de basidiomas
e emissdo de primordios (n° de dias) foram analisadas (Apéndice G) (ISIKHUEMHEN;
MIKIASHVILLI; KELKAR, 2009).

O desenho experimental utilizado foi em blocos completamente aleatorizados, com 8
repeticdes por tratamento. Os dados de producdo foram submetidos ao teste t a 95% de confianca

(o= 0,05), com auxilio do software PAleontological STatistics 3.0.
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As etapas metodoldgicas da pesquisa e o fluxograma de cultivo de basidiomas de G. lucidum

estdo representados esquematicamente nas figuras abaixo:

SUBSTRATO LINHAGEM FUNGICA
I} l

Aquisigdo, preservagdo e manutengio

Coleta
l 1 Extragdo do DNA,
reagdo de amplifica¢do
Processamento ; . N (PCR), purificagio
(trituragio) Certificagio molecular e sequenciamento
— - ; Otimizagao das
%2}2833{2;?2;’ _ Ensaio em placas de Petri r===%| condi¢des de cultivo

/

Produgio de enzimas Produgio de
— ligninoliticas basidicomas
Lacase MnP

Figura 2: Representacdo simplificada das etapas metodoldgicas da pesquisa.

LINHAGEM FUNGICA

N 7 dias de incubagdo
Propagagdo em BDA »| a30°C, auséncia
1 de luz

Produgéo de indculo
(“spawn’Q)

- 14 dias de incubagdo
Propagacdo em grdo de trigo === | 3 30°C, auséncia
1 de luz

30 dias de incubagdo

Inoculagio em residuos  fuuwuuy| ~ 30°§é zlltllzéncia

1
Emissdo de primérdios e — &0 dlagxdié?c;? agdo,
formag@o de basidiomas a luzp(l Og/ dis)

Figura 3: Fluxograma do cultivo de Ganoderma lucidum, utilizando residuos do licuri (Syagrus coronata) como substrato.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CERTIFICACAO MOLECULAR DA LINHAGEM

A linhagem comercial, originaria da China, cedida pela empresa Brasmicel foi identificada
como Ganoderma lucidum pela amplificacdo e sequenciamento da regido ITS (Internal Trancribed
Spacer) do rDNA, utilizando o par de primers ITS8-F/ITS6-R. A amplificacdo por PCR gerou um
produto de aproximadamente 432 pb (Figura 4). A linhagem apresentou 100% de identidade e
cobertura com a sequéncia (KF648564) depositada na base de dados do NCBI GenBanK
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/563426278?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank
=1&RID=0CY0TP1201R). Essa sequéncia foi obtida de um fungo coletado na regido noroeste do

Himalaia que compreende partes da China, india e Paquistao.

(M) (A1) (A2) (A3) (A4) (A5) (A6)

Figura 4: Foto do resultado da amplificacdo por PCR da
regido ITS do fungo com 25 (A1-A3) e 28 (A4-Ab) ciclos.
(M= marcador de peso molecular; amostras 1-6
correspondem a amplificagbes da mesma aliquota de
gDNA da linhagem de G. lucidum utilizada neste estudo.

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS SUBSTRATOS

A Tabela 7 apresenta a caracterizacdo fisico-quimica dos residuos de licuri utilizados como

substratos no cultivo de G. lucidum por fermentacéo em estado solido.



33

Tabela 7: Composicdo fisico-quimica dos residuos de S. coronata

Constituinte Tipo de substrato
Casca de fruto Folha Bractea

pH 5,69+0,03 6,16+0,03 5,64+0,01
C (%)* 45,78 43,15 44,38

N (%)" 0,48+0,08 0,67+0,08 0,72+1,36
CIN 88,79 59,47 57,16

U (%)° 6,90+0,15 7,60+0,27 7,27+0,06
Cinzas (%) 0,2310,21 8,17+1,12 4,20+0,46
Lipidios (%) 0,47 2,27 0,75
Proteinas (%) 3,00£0,52 4,20+0,52 4,50+0,00
Celulose (%) 21,89+1,31 28,58+5,72 32,82+4,46
Hemicelulose (%) 32,76+0,04 21,15+0,13 26,15+0,57
Lignina (%) 38,20+1,21 17,31+5,05 21,81+4,34
Extrativos (%) 7,24+0,27 29,06+0,95 17,07+0,96

2C: carbono; ” N: nitrogénio;  U: umidade; Valores = média+desvio padréo

Apols determinagdes fisico-quimicas e analise de comparacdo das médias obtidas foi
possivel observar que ndo existe diferenca significativa entre os substratos no que se refere aos

constituintes avaliados, p>0,05 (Tabela 8).

Tabela 8: Andlise de variancia para caracterizacdo fisico-quimica dos residuos

de licuri

Variacao Soma Graus de Média F p-valor
quadratica liberdade quadratica

Entre os grupos 39,5379 2 19,769 0,04265 0,9583

Dentro dos grupos 15296,4 33 463,528

Total 15336 35

No presente estudo, o valor do pH inicial dos substratos variou de 5,64 a 6,16 (Tabela 7).
Em Peksen e Yakupoglu (2009) é apontado que o pH do meio de cultivo pode afetar a solubilidade
dos compostos nos substratos, o que interfere na disponibilidade desses componentes para o fungo.
Além disso, Babitskaya e colaboradores (2005), afirmaram que fatores como pH do meio,
temperatura e aeracdo sdo importantes na regulacdo do crescimento e metabolismo dos
basidiomicetos.

Ainda em observacdo a Tabela 7, pode-se perceber que os teores de N e proteinas foram
baixos nos trés tipos de substratos avaliados, indicando necessidade de suplementagéo. Bernardi,
Minotto e Nascimento (2008) mencionaram que, aos substratos pobres do ponto de vista nutritivo,
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devem ser acrescentados suplementos a base de farelos de soja, trigo, milho ou arroz. Em Reis et al.
(2010), é destacado que a suplementacdo € uma pratica comum, pois garante o fornecimento de
nutrientes; as proteinas, minerais e vitaminas interferem no crescimento micelial, enquanto que os
carboidratos aumentam a velocidade de crescimento e degradagéo no substrato.

Segundo Galvagno e Forchiassin (2010), mesmo que o N seja requerido para a sintese de
proteinas e componentes celulares como acidos nucléicos e quitina, o C € imprescindivel como
fonte de energia. Para estes autores relacdo C/N maior ou igual a 10 fornecera um alto contetido
proteico, no entanto, em excesso favorecera a acumulacdo de alcool, metabdlitos secundarios,
lipidios ou polissacarideos extracelulares.

De acordo com a Tabela 7, notou-se que o conteido de cinzas foi bem menor no substrato
casca de fruto (0,23%), em comparacdo com o0s demais. Em Campos et al. (2010) é relatado que o
teor de cinzas de uma determinada amostra corresponde ao residuo mineral obtido apds incineracdo
dos componentes orgénicos. Contudo, ressalta-se que nem sempre as cinzas representam toda
substancia inorganica presente na amostra, pois pode ocorrer volatizacdo ou reducdo de seus
constituintes durante a queima (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).

O teor de extrativos também foi menor na casca de fruto em relacdo aos outros substratos
estudados (Tabela 7). Os extrativos sdo compostos extraidos de materiais lignocelulésicos, por
solventes polares ou apolares, que ndo fazem parte da parede celular, dentre os quais se podem
citar: sais, agucares, polissacarideos, acidos ou ésteres graxos, alcoois de cadeia longa, ceras,
resinas, esteroides e compostos fendlicos e glicosideos. As principais func@es fisiologicas desses
compostos incluem o acimulo de nutrientes e preservacio da madeira (SILVERIO et al., 2006;
PINO et al. 2007; ZHANG et al., 2007)

Apesar dos residuos de licuri ndo terem sido considerados diferentes estatisticamente, houve
variacdo, principalmente em alguns parametros mensurados, o que pode ser verificado na Figura 5.
Os maiores coeficientes de variagdo foram observados nos parametros cinzas (89,21%), lignina
(29,20%) e celulose (20,01%).

Para Garcia (1989), o coeficiente de variacdo € uma medida de disperséo ou de variabilidade
que permite comparagdes entre varidveis de natureza distinta, sendo calculado através da formula
abaixo:

CV=100.s/m

Portanto, significando que, o CV é o desvio padrdo (s) expresso em porcentagem da média

(m). Ainda segundo esse autor, quanto menor for o CV mais homogéneo seréo os dados.
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Figura 5: Coeficiente de variacdo dos componentes dos
substratos de S. coronata (licuri).

A variagéo existente entre os tipos de substratos pode servir para explicar a formacdo de
basidiomas em G. lucidum. Nesse sentido, hipéteses foram levantadas na secdo 4.5 na tentativa de
justificar tais resultados.

4.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO E AVALIACAO DE CRESCIMENTO
MICELIAL

Os trés substratos formulados a base de residuos de licuri proporcionaram crescimento do
micélio de G. lucidum, conforme ilustrado na Figura 6.

Casca do fruto Bréactea Folha

Figura 6: Crescimento micelial de G. lucidum em residuos de licuri no 5° dia de
incubacéo.

Apos realizacdo do teste em placas de Petri e avaliacdo das médias de crescimento micelial,
foi possivel definir as melhores condi¢Bes de cultivo, observadas no ensaio 10, para o0s trés
substratos testados (pH= 6,5; temperatura= 30°C; C/N= 40), (Tabela 9).
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Tabela 9: Valores médios de crescimento micelial (raio) de G. lucidum em residuos de licuri, apds 5 dias de
cultivo

Ensaio T (°C) pH C/N Média de crescimento (cm)
Casca de fruto + Folha + Farelo de Bréctea +
Farelo de trigo trigo Farelo de trigo
1 22 53 28 1,38 1,64 1,40
2 28 5,3 28 2,18 2,50 2,14
3 22 7,7 28 1,25 1,55 1,42
4 28 7,7 28 2,03 2,41 2,14
5 22 5,3 52 1,35 1,63 1,33
6 28 5,3 52 2,01 2,22 2,10
7 22 7,7 52 1,58 1,68 1,34
8 28 7,7 52 1,99 2,27 2,07
9 20 6,5 40 0,92 1,11 1,09
10 30 6,5 40 2,47 2,53 2,49
11 25 4,5 40 1,68 2,32 1,90
12 25 8,5 40 1,66 2,24 1,93
13 25 6,5 20 2,09 2,35 2,07
14 25 6,5 60 1,84 2,27 1,94
15 25 6,5 40 1,87 2,29 1,92
16 25 6,5 40 1,91 2,25 1,90
17 25 6,5 40 1,95 2,25 1,89
18 25 6,5 40 1,98 2,28 1,89

4.3.1 Andlise de variancia para otimizacdo das condicfes de cultivo no substrato casca de

fruto de licuri

A Tabela abaixo apresenta a analise de variancia para a otimizacao das condicdes de cultivo

no substrato casca de fruto de licuri suplementado com farelo de trigo.

Tabela 10: Analise de varidncia para o substrato casca de fruto de licuri
Fonte de Soma Graus de Média F. calculado F. tabelado

variagdo quadratica liberdade quadrética

Regressao 2,195 3 0,732 52,28 3,41
Residuo 0,179 13 0,014
Total 2,374 16

De acordo com os dados de andlise de variancia e Figura 7 foi possivel notar que as
variaveis temperatura (linear e quadratica) e pH (quadratico) exerceram efeitos significativos no
crescimento micelial de G. lucidum no experimento em placas. O valor de F calculado para a

regressio (52,28) foi significativo a 5% de probabilidade. O coeficiente R? de 92% indicou que
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existe uma boa correlagdo entre os valores observados no experimento e os preditos pelo modelo

(Equacdo 1: = 1,921 + 0,384x — 0,088x* — 0,097x?), 0 que pode ser visualizado na Figura 8.

@OTL)

PH(Q)

TQ

-2,92066

/ -2,65615

Efeitos estimados (Valores absolutos)

Figura 7: Diagrama de Pareto para otimizacdo das condi¢des de cultivo no

substrato casca de fruto.
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Figura 8: Valores de crescimento micelial obsevados versus valores preditos
pelo modelo da equacéo 1.

O grafico de contorno da Figura 9a sugere que o aumento da temperatura causou um efeito

positivo no crescimento micelial, tendo em vista que o crescimento maximo foi alcancado a 30°C.
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Assim, ressalta-se que valores de temperaturas ainda maiores do que os utilizados neste

planejamento experimental poderiam ser testados para a obtencdo de melhores resultados.

Com relacdo a variavel pH, destaca-se que apesar de considerada significativa, exerceu um
efeito menor na resposta estudada. Conforme verificado na Tabela 9, ensaios 11 e 12, nas mesmas
condigdes de temperatura e relacdo C/N, aumentando o pH em 4 unidades (de 4,5 a 8,5, de
moderadamente acido a moderadamente basico), a resposta foi praticamente a mesma. Em Fan,

Soccol e Pandey (2008), também é apontado que o crescimento micelial é pouco afetado pelo pH.

a
I 2.2
Il 2
Bl 1.8
I
J1.4
=
1
20 22,5 25 27,5 30 B os
Temperatura
b
4
g- 2‘2
o 2
& o0
@ 8
;} ‘1:6
o 14
el 1
g 4.2
el 0
% 118 .
0,
5 08
5 g
{)J{D
= Cor)
i .22
=5 X2 -23
b v fﬁ@@ E 1,8
1.6
11,4
1.2
B 1
o8

Figura 9: Efeito bidimensional (a) e tridimensional (b) das variaveis temperatura e
pH no crescimento micelial de G. lucidum no substrato casca de fruto.
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4.3.2 Anélise de variancia para otimizacdo das condig¢des de cultivo no substrato folha de

licuri

Em observacédo a Tabela 11 e Figura 10 notou-se que apenas a variavel temperatura (linear e

quadratica) foi significativa para o crescimento micelial de G. lucidum utilizando folha de licuri

como substrato.

Tabela 11: Andlise de variancia para o substrato folha de licuri

Fonte de Soma Graus de Média F. calculado F. tabelado

variagdo quadrdtica liberdade quadrética

Regressdo 2,476 2 1,238 112,55 3,74
Residuo 0,149 14 0,011
Total 2,625 16

o // / 13,88903
Temp(Q) / -6,29634

|
|
|
|
]

p=,05

Efeitos estimados (Valores absolutos)

Figura 10: Diagrama de Pareto para otimizacdo das condi¢des de cultivo no
substrato folha.

O valor de F calculado para a regresséo (112,55), foi cerca de 30 vezes maior do que o de F
tabelado, indicando que o experimento foi altamente significativo a 5% de probabilidade. O valor
de R?=94%, demonstra que houve boa correlacio entre as respostas observadas experimentalmente
e as preditas pelo modelo (Equacdo 2: §= 2,232 + 0,387x — 0,179x?), (Figura 11).
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Analisando o grafico da Figura 12a € possivel inferir que o aumento da temperatura também
influenciou positivamente o crescimento micelial de G. lucidum, quando cultivado em folha de
licuri. Assim, sugere-se que, para maximizar a resposta estudada, faz-se necesséario utilizar um novo

planejamento estatistico, ampliando a faixa de temperatura.

4.3.3 Andlise de variancia para otimizacdo das condicGes de cultivo no substrato bractea de

licuri

A Tabela 12 apresenta os resultados de analise de variancia para a otimizacao das condi¢6es

de cultivo no substrato bractea de licuri.

Tabela 12: Andlise de varidncia para o substrato bractea de licuri
Fonte de Soma Graus de Média F.calculado F. tabelado

variacdo  quadratica liberdade quadratica

Regressao 2,068 1 2,068 175,25 4,54
Residuo 0,177 15 0,012
Total 2,245 16

De acordo com a Tabela acima e Figura 13 também foi possivel observar que somente a

variavel temperatura (linear) influenciou significativamente o crescimento micelial de G. lucidum.

: / 249,0855

p=0,05

Efeito estimado (Valores absolutos)

Figura 13: Diagrama de Pareto para otimizacao das condi¢des de cultivo no
substrato bractea.
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O valor de F calculado para a regressdo (175,25) a 5% de probabilidade foi alto, quando
comparado com F tabelado, e indicou que o experimento foi bastante significativo. O coeficiente R
foi de 92%, sugerindo que houve uma boa correlacéo entre os resultados obtidos e os preditos pelo

modelo (Equagdo 3: = 1,83 + 0,39x), como representado na Figura 14.
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Figura 14: Valores de crescimento micelial obsevados versus valores
preditos pelo modelo da equagéo 3.

Observando a Figura 15a foi possivel notar que o aumento da temperatura também
favoreceu o crescimento micelial de G. lucidum, quando cultivado em bractea de licuri. Dessa
forma, recomenda-se que um novo planejamento estatistico seja aplicado com aumento da variavel
temperatura com objetivo de ampliar a resposta.

Andlises de superficies de resposta também foram utilizadas por Lee et al. (2003) para
determinar condi¢cfes Otimas de temperatura e pH para a producdo de micélio de G. lucidum em
residuos de queijo. A maior producdo micelial (17,0 g/L) foi verificada a 30°C, que também foi a
mesma temperatura encontrada no presente estudo, embora o valor 6timo de pH tenha sido um
pouco diferente. Em contrapartida, Postemsky, Delmastro e Curvetto, (2014) afirmaram que altos
valores de biomassa micelial desta espécie foram observados na faixa de 5,0-6,2 de pH e
temperatura de 25°C.

Segundo Junior, Linde e Colauto (2010) relagbes C/N de 70-80:1 sdo consideradas 6timas
para o cultivo axénico de G. lucidum. Hsieh e Yang (2004) ao testar residuo de soja na fermentacao

em estado solido desta espécie, tambeém observaram altas taxas de crescimento micelial (6 mm/dia
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em tubo; 7,5 mm/dia em frascos de 500 mL) na mesma faixa de relagdo C/N. Contudo, no presente

trabalho, o étimo foi alcancado na relacdo C/N de 40/1.

Lakshmi (2013a), estudando o crescimento de G. lucidum em residuos de cha, a 28°C de
temperatura, verificou a maior taxa de crescimento micelial (7,4 cm) no 8° dia de cultivo. Ressalta-
se que, utilizando residuos de licuri como substrato, 5 dias de cultivo foi o tempo de incubacéo
requerido para obtencao de maior crescimento do micélio por esta espécie (8,5 cm). Resultado ainda
maior de crescimento (8,8 cm) em 8 dias de cultivo foi detectado por Postemsky, Delmastro e

Curvetto (2014) ao estudar o efeito de 6leos comestiveis na biodegradacéo de produtos derivados do
arroz pela linhagem de G. lucidum E47 no sistema de tubos de vidro.
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Figura 15: Efeito bidimensional (a) e tridimensional (b) das variaveis

temperatura e pH no crescimento micelial de G. lucidum no substrato
bractea.
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Ao investigar o cultivo de G. lucidum em serragem suplementada com farelo de trigo, Rai,

Kamal e Singh (2004) obtiveram o maximo de taxa de crescimento micelial com 20% de

suplementacdo (7,4 mm/dia). Resultados semelhantes foram encontrados neste trabalho em que a

suplementacdo com 17, 18 e 28% de farelo de trigo promoveu o maior crescimento micelial da
mesma espécie, nos residuos bractea, folha e casca de fruto, respectivamente.

O contetddo de 60% de agua proporcionou maiores taxas de crescimento de G. lucidum em

residuos de grdo de vinhaga (4,5-5,7 mm/dia) quando comparado com o cultivo em umidade de

70% nesse mesmo substrato (YANG; HSIEH; CHEN, 2003). Destaca-se que, no presente trabalho,

o valor de umidade de 60% também foi adotado para a fermentacdo em estado sélido.

4.3.4 Confirmacao experimental das condi¢Ges otimizadas

Para verificar a dindmica de crescimento micelial de G. lucidum, foram realizados,
simultanemente, ensaios em triplicata com os trés tipos de substratos nas condi¢6es otimizadas (pH
6,5, relacdo C/N de 40/1 e temperatura de 30°C) através do planejamento experimental. A Tabela

abaixo apresenta os resultados das médias das triplicatas:

Tabela 13: Valores médios de crescimento micelial (raio) de G.
lucidum em residuos de licuri, apés 4 dias de cultivo

Tipo de substrato Média de crescimento (cm)
Casca de fruto + farelo de trigo 2,36
Bréctea + farelo de trigo 2,16
Folha + farelo de trigo 2,13

Avaliando as médias de crescimento nos substratos casca de fruto, bractea e folha de licuri,
observou-se que as respostas foram praticamente as mesmas, quando comparadas com as
determinadas no ensaio 10 do planejamento completo (tabela 9), porém o periodo de incubagéo foi

reduzido para 4 dias.

Figura 16: Crescimento micelial de G. lucidum em residuos de licuri no 4° dia
de incubagdo. a. Casca de fruto. b. Folha. c. Bractea.
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4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A linhagem de G. lucidum utilizada neste estudo produziu as enzimas ligninoliticas LAC e
MnP nos trés tipos de substratos testados, durante os 28 dias de cultivo em meio sélido (Tabela 14).
Esses resultados demonstram tanto o potencial da linhagem estudada, devido a sua habilidade de
degradacdo de materiais lignocelulésicos, quanto dos residuos de S. coronata, como substrato, no
processo biotecnoldgico de producdo enzimatica. Nesse sentido, D’Souza, Merritt e Reddy (1999)
afirmaram que G. lucidum é um fungo importante no processo decomposi¢cdo da madeira e que tem

sido estudado para a producdo de enzimas modificadoras da lignina, como lacase, MnP e LiP.

Tabela 14: Produgdo de enzimas ligninoliticas pelo fungo G.
lucidum em residuos de S. coronata (licuri)

Dias Atividade enzimatica (U/L)*
MnP Lacase
Casca do fruto + farelo de trigo
7 0,81 11,71
14 1,49 12,57
21 8,46 13,48
28 2,75 9,09
Folha + farelo de trigo
7 0,00 11,06
14 0,93 13,04
21 1,97 11,31
28 3,92 8,22
Bréactea + farelo de trigo
7 0,35 12,81
14 10,46 13,80
21 7,23 13,29
28 14,92 9,87

Todos os valores sdo médias de trés repetices

4.4.1 Manganés peroxidase

Analisando a Figura 17, é possivel inferir que o substrato casca do fruto de S. coronata foi o
mais eficiente na producdo de MnP no 7° dia de cultivo (0,81 U/L), quando comparado com o
substrato folha, que teve atividade nula. Em conformidade com este resultado, a atividade
enziméatica de MnP no mesmo periodo de incubacdo também nao foi detectada por Silva, Melo e
Oliveira (2005) para as linhagens de Ganoderma (CB364, GASI2), crescendo em meio de cultura
liquido. Assim, os autores sugeriram que ou os fungos ndo produziram a enzima em niveis

suficientes para serem detectados ou que requerem diferentes condicdes de cultivo. Em
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contrapartida, Staji¢ et al. (2010) encontraram nivel maximo de atividade para MnP (112,8+1,0
U/L), em G. lucidum, quando cultivado em palha de trigo suplementada com glicose e NH4;NO3 20
mM.

Observando-se a Figura 18, pode-se notar que houve um aumento da atividade de MnP no
14° dia de incubacéo em todos os substratos de licuri utilizados quando comparada com a atividade
no 7° dia de cultivo. O substrato bractea foi o que proporcionou maior atividade enzimatica (10,46
U/L) e diferiu significativamente a 95% de significancia dos demais, que nao foram diferentes entre
si. Por outro lado, Asgher, Sharif e Bhatti, (2010) estudando os residuos ligninocelulésicos palha de
arroz, trigo e milho, engaco de bananeira, bagaco de cana e sabugo de milho encontraram valores
muito maiores de atividade enzimatica ao longo de 14 dias de cultivo. De acordo com esses autores,
apos otimizacdo do processo de fermentacdo em estado semissélido, a linhagem de G. lucidum IBL-
06, apresentou 0 méximo de atividade de MnP (1972000 U/L) no substrato palha de arroz nas
seguintes condigdes: pH 4,5; temperatura 35°C; umidade 75%; utilizando frutose como fonte de
carbono, uréia como fonte de nitrogénio e Tween-80 como surfactante. Ressalta-se que o meio de
cultura utilizado neste trabalho é muito mais caro do que um meio contendo apenas residuos de
licuri e farelo de trigo.

De acordo com a Figura 19, observa-se que a atividade enzimatica variou de (1,97 a 8,46
U/L) dependendo do tipo de substrato empregado na fermentacdo em estado sélido. Em Hariharan e
Nambisan (2013) é destacado que aparentemente a producdo de enzimas vai depender da linhagem
de fungo e do tipo de substrato utilizados na fermentacdo em estado semissélido. Fatores como tipo
de cultivo, fontes e concentracOes de carbono e nitrogénio, presenca ou auséncia de indutores, pH
do meio, agitacdo, tempo de cultivo também véo interferir na producdo enzimatica (D’SOUZA;
MERRITT; REDDY, 1999; STAJIC et al., 2006; STAJIC et al., 2010).

Na Figura 20, pode-se verificar que o maior pico de atividade enzimatica para MnP (14,92
U/L), ocorreu no substrato bréactea, o qual diferiu significativamente dos outros substratos
avaliados. Nesse contexto, Asgher, Sharif e Bhatti (2010), afirmaram que o tipo, bem como a
composicao de substrato lignocelulésico tem um grande impacto na secre¢do enzimatica pelos
fungos causadores da podridéo branca.

Observa-se também que, com excecdo do substrato casca do fruto, todas as atividades
aumentaram quando comparadas com os tempos de incubacdo 7, 14, e 21 dias. Segundo Galvagno e
Forchiassin (2010), a degradacdo € um processo relacionado ao crescimento secundario, assim ao
decompor os nutrientes do meio, principalmente o nitrogénio, e cessar o crescimento, aumenta-se a

atividade ligninolitica.
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por G. lucidum cultivado em residuos de
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estatisticamente (p<0,05)

Figura 20: Atividade enzimatica de MnP
por G. lucidum cultivado em residuos de
licuri no 28° dia de incubacdo. Letras
distintas significa que as médias diferem
estatisticamente (p<0,05).
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Ainda levando em consideracéo a atividade de MnP nos substratos avaliados, Figuras 21 e
22, percebe-se que nao houve correlacdo significativa (positiva), entre atividade e o tempo de

fermentacdo, exceto para o substrato folha; e nem entre atividade e substrato ao longo do tempo.

4.4.2 Lacase

Com relacdo a atividade de LAC, comportamentos semelhantes nos substratos e tempos de
avaliacdo foram verificados. Winquist et al. (2008) também notaram que, dentre as enzimas
estudadas, a lacase foi a mais estdvel, mantendo seu nivel de atividade proximo a um pico
anteriormente alcancado.

A partir da analise da Figura 23, foi possivel perceber que o substrato bractea proporcionou
valor de atividade mais alto (12,81 U/L), ap6s 7 dias de incubacdo. Resultado bem proximo (10,40
U/L) foi obtido por meio da fermentacdo sélida de G. lucidum HAI 158, em palha de trigo
(SIMONIC et al., 2010). Por outro lado, Silva Melo e Oliveira (2004) encontraram valores baixos
de atividade para LAC, estudando a producao de enzimas ligninoliticas por fungos isolados de solos
sob o cultivo de arroz irrigado em meio liquido; o maior pico de atividade detectado foi de (6,057
U.L™) para a linhagem de Ganoderma (GASI3.4) no mesmo tempo de incubacéo.

O maior pico de atividade para LAC ocorreu apds 14 dias de fermentacdo no substrato
bractea (13,80 U/L), (Figura 24). Manavalan et al. (2012), destacaram que 3 picos de atividade
foram observados para LAC (55, 83 e 93 U/g), aos 15, 30 e 40 dias, respectivamente, de cultivo de
G. lucidum em bagaco de cana.

Na Figura 25 é indicado que no 21° dia de cultivo, a atividade de LAC variou de (11,31 a
13,48 UJ/L). Investigando o efeito da suplementacdo no substrato e producdo de enzimas
extracelulares por G. lucidum, Rai, Kamal e Singh (2004) observaram que a atividade variou de 22
a 772 U.L'™": faixa de atividade maior do que as observadas no presente trabalho. Dessa forma,
verificou-se que a atividade das enzimas extracelulares, incluindo a lacase, aumentou
significativamente tendo em vista a adi¢do de farelo de trigo ao meio de cultivo.

O decréscimo de atividade de LAC em todos os residuos de licuri pode ser visualizado na
Figura 26. Tan e Wahab (1997) ao estudar o crescimento de Pleurotus ostreatus em residuo de
algoddo, constataram que a atividade da lacase estd associada com a morfogénese e aumenta com
crescimento micelial, atingindo um pico de crescimento rapido e, posteriormente, diminuindo
rapidamente. Papinutti, Diorio e Forchiassin (2003) também afirmaram que a atividade das enzimas
LAC e MnP depende do crescimento. Contudo, Winquist et al. (2008) evidenciaram que em
fermentacdo em estado solido, um metabolismo terciario deve ocorrer, sendo caracterizado pela

estreita associacao das hifas com eventos do metabolismo secundario.
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Figura 24: Atividade enzimética de
LAC por G. lucidum cultivado em
residuos de licuri no 14° dia de
incubacéo. Letras distintas significa que
as médias diferem estatisticamente
(p<0,05).
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Figura 25: Atividade enzimatica de
LAC por G. lucidum cultivado em
residuos de licuri no 21° dia de
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Figura 26: Atividade enzimatica de
LAC por G. lucidum cultivado em
residuos de licuri no 28° dia de
incubacéo. Letras distintas significa que
as medias diferem estatisticamente
(p<0,05).
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Figura 27: Anélise de correlacdo Atividade X
Tempo para LAC. Tempos 1-4= (7,14,21,28
dias), respectivamente.

Figura 28: Analise de correlagdo Atividade
X Substrato para LAC. Substrato 1- futo,
substrato 2- folha, substrato 3- bractea.
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Nas Figuras 27 e 28, as analises de correlacdo para LAC estdo representadas. Assim, é
possivel inferir que ndo houve correlacdo significativa (positiva) entre atividade e tempo; nem entre
atividade e substrato ao longo do tempo de cultivo.

Comparando os resultados de atividade das duas enzimas estudadas, notou-se que, de um
modo geral, as atividades para LAC foram maiores do que aquelas detectadas para MnP. Nessa
perspectiva, Zilly et al. (2012), pesquisando a producdo de enzimas hidroliticas e oxidativas em
residuos do maracuja, através da fermentacdo em estado solido apontaram que a principal enzima
oxidativa encontrada foi a lacase em todos os substratos e fungos utilizados em seus experimentos.
Para estes autores, ja € fato que as lacases estdo bem mais distribuidas em fungos causadores da
podriddo branca do que as peroxidases. Perumal e Kalaichelvan (1996) sugeriram que as lacases

parecem estar mais envolvidas com o processo de degradacdo da lignina.

4.5 PRODUCAO DE BASIDIOMAS

A linhagem de G. lucidum utilizada neste estudo também foi capaz de produzir basidiomas
em dois dos trés tipos de substratos testados, indicando que as enzimas ligninoliticas secretadas pelo
basidiomiceto participaram do processo de biodegradacdo dos residuos do licuri (Figura 29). Além

disso, foi possivel perceber que embora o substrato casca de fruto do licuri ndo tenha proporcionado

formacdo de basidiomas, houve colonizacdo desse substrato pelo fungo em sua fase assimilativa
(Figura 30).

Figura 29: Produgdo de basidiomas em G. lucidum, utilizando residuos de S. coronata como substrato. A.
Bréactea. B. Folha.

Figura 30: Formagdo de micélio em G. lucidum,
utilizando casca de fruto de licuri como susbstrato.
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A prépria constituicdo quimica do substrato, ja apresentada em se¢do anterior, pode servir
para explicar a ndo-formacdo de basidiomas de G. lucidum em casca de fruto do licuri. Esse
substrato € o que contém maior teor de lignina (38,20%) dentre os analisados, 0 que pode ter
dificultado o acesso do fungo aos nutrientes. Para Galvagno e Forchiassin (2010), a lignina, apesar
de ser fonte de carbono, ndo é um substrato energético que promove o crescimento, necessitando,
portanto de um cossubstrato. A lignina constitui cerca de 20 a 30% da parede celular dos vegetais e
estd ligada a celulose e hemicelulose formando uma barreira fisica impermeavel, garantindo-lhe
suporte estrutural e resisténcia contra ataque microbiano e estresse oxidativo (SANCHEZ, 2009;
MEHBOOB et al., 2011).

Outra caracteristica do substrato casca de fruto que provavelmente ndo favoreceu a formacéo
de basidiomas foi seu baixo conteudo de celulose (21,89%) quando comparado com os demais
substratos testados. Segundo Paterson (2007), uma vez que a lignina é degradada, os fungos
causadores da podriddo branca obtém energia, predominantemente, a partir desse polimero.
Conforme apontado em Sanchez (2009), muitos microorganismos sdo capazes de degradar e utilizar
a celulose e hemicelulose como fontes de carbono e energia.

Para Ueitele, Kadhila-Muandingi e Matundu (2014), substratos com alto teor de celulose e
baixo de lignina formam primérdios mais rapidamente do que aqueles que contém baixo teor de
celulose e alto de lignina. Isso porque, substratos com alto contedo de celulose tem maior
quantidade de carbono disponivel e sdo mais rapidamente degradados durante o crescimento
micelial. Assim, sugere-se que, talvez, a casca de fruto de licuri necessite de um tempo maior do
que 30 dias para ser degradada e proporcionar melhor desenvolvimento do micélio de G. lucidum.

A casca do fruto foi considerada um substrato pouco nutritivo e pobre em minerais, tendo
em vista seu baixo teor de extrativos (7,24%) e cinzas (0,23%), respectivamente; fatores estes que
também devem ter contribuido para a ndo-produgdo de basidiomas. De acordo com Hafiz et al.
(2007) os fungos incluidos na familia Polyporaceae sdo muito importantes em ecossistemas
naturais, decompondo os nutrientes e minerais da madeira. Os microelementos, principalmente,
elementos minerais sdo requeridos, por atuarem como cofatores enzimaticos, reguladores osmoticos
e na transferéncia de elétrons em reagdes de Oxido-reducdo (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2010).

Campos e Andrade (2011), mencionaram que a decomposi¢édo do substrato pelo fungo pode
ser estimada pelo indice perda de matéria organica (PMO). Entre os substratos em estudo, o
substrato casca de fruto foi o que apresentou menor PMO (13,88%), indicando um baixo potencial
de decomposicéo e possivel utilizacdo deste substrato para formagdo de basidiomas em G. lucidum.
Dessa forma, faz-se necessario destacar que, ainda que tenha ocorrido algum tipo de decomposicao

neste substrato, esta ndo foi completa, o que pode ser visualizado na Figura 31. Para Fan, Soccol e
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Pandey (2008) o inicio da frutificacdo estd associado com o esgotamento nutricional do substrato de

cultivo.

Figura 31: Degradagdo de G. lucidum,
em casca de fruto de licuri.

Ressalta-se que resultados semelhantes ao encontrado neste trabalho para o substrato casca
de fruto, foram obtidos por Hsieh e Yang (2004) ao testar a utilizacdo de residuos de soja para a
producdo de G. lucidum. De acordo com esses autores, relacoes de C/N abaixo de 50/1 ndo
estimularam a producdo de basidiomas por esta espécie, apesar da relagdo 30/1 ter formado
agregado micelial. Serragem de Dalbergis sisoo também ndo promoveu a formacao de basidiomas
em G. lucidum, devido ao seu pobre crescimento micelial e problemas de aeracdo causados pelo
substrato (GURUNG; BUDATHOKI; PARAJULL, 2012).

Comparando as médias dos indices de avaliacdo da producdo de G. lucidum nos residuos
bractea e folha pelo teste t (Tabela 15), verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre

estes substratos (p-valor = 0,75064).

Tabela 15: indices de avaliagdo da producdo de basidiomas de G. lucidum em
residuos de S. coronata

Indices Tipo de substrato

Bractea + farelo de  Folha + farelo de

trigo trigo
PMO (%)* 28,11+1,62 32,21+9,76
EB (%)° 3,35+1,46 3,75+0,01
R (9/kg)° 33,53+14,57 37,48+0,99
N° de basidiomas 1,63+0,74 1,50+0,58
Peso de basidiomas (g) 7,52+3,27 9,25+0,24
Emissdo de primordios (n° dias) 33,66+3,57 41,20+6,38
Inicio da formacéo de basidiomas (n° dias) 46,38+4,96 52,00+4,00

4PMO: perda da matéria organica; ® EB: eficiéncia bioldgica; ©R: rendimento; Valores= média+desvio padrao
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A eficiéncia bioldgica é a relacdo entre o peso fresco do basidioma colhido e o peso seco do
substrato inicial, sendo expressa em porcentagem. Este indice indica a habilidade de formacéo de
basidiomas do fungo em um determinado substrato (FAN et al., 2006). No presente trabalho a
eficiéncia bioldgica foi baixa e variou de 3,35 a 3,75%, dependendo do tipo de substrato utilizado.

O baixo resultado de eficiéncia pode estar associado a ventilacdo inadequada da sala de
producdo e também a falta de monitoramento e controle dos teores de CO,. Neste sentido, Zied e
Minhoni (2009) destacaram que fatores como temperatura do ambiente e do composto, bem como
umidade relativa e niveis de CO, sdo fatores importantes para o controle e homogeneizacdo da
producdo. No manual de cultivo de cogumelos das NacBes Unidas também é ressaltado que fatores
ambientais, incluindo iluminacdo, renovacdo do ar, e reducdo da temperatura podem promover a
formacdo de basidiomas (http://www.unapcaem.org/publication/pub_trmucu.htm). Além disso, Fan,
Soccol e Pandey (2008), sugeriram que a formacdo de basidiomas é bastante influenciada pelas
condicdes fisioldgicas e estado nutricional do micélio.

Lakshmi (2013b) ao investigar o cultivo de G. lucidum em residuos do processamento da
pesca misturado com residuos agroindustriais detectou resultados semelhantes de eficiéncia
bioldgica, variando de 0,92 a 4,63%. Ueitele, Kadhila-Muandingi e Matundu (2014), ao avaliar a
producédo desta mesma espécie em sabugo de milho, também verificaram baixa eficiéncia bioldgica,
de 5,32%.

Altos valores de eficiéncia biologica foram registrados por Peksen e Yakupoglu, (2009), ao
testar residuos de cha como suplemento no cultivo de G. lucidum, 17,32 a 34,90%, utilizando 1 kg
de substrato, 1% de CaCOg3 e 1% de sacarose. Manavalan et al. (2012), ao estudar bagago de cana
como substrato lignocelulosico para o crescimento da espécie, obtiveram valor ainda maior de
eficiéncia bioldgica, 80+15%; evidencia-se que o cultivo foi realizado em 500 g desse substrato
acrescido de 1% de CaCO3 sendo umidificado a 80% e os niveis de CO, foram controlados em cada
etapa do cultivo. Assim, observa-se que a quantidade de substrato empregado no cultivo, e
consequentemente, de inoculo, bem como a adigdo de outros componentes e 0 conteldo de agua
podem interferir no resultado de eficiéncia bioldgica. Além disso, € importante destacar que a
composicdo quimica do bagaco de cana (50% celulose, 25% hemicelulose, 25% lignina) também
pode ter contribuido para o alto valor de eficiéncia bioldgica obtido.

Suplementos como CaCO; devem ser acrescentados ao meio de cultivo por permitir a
manutencdo de pH favoravel ao crescimento do fungo, principalmente, nos estagios finais de
decomposic¢éo, quando ocorre aumento de acidez devido as rea¢des do metabolismo (CAMPOS et
al., 2010).

Segundo Peksen e Yakupoglu, (2009), a umidade do substrato sélido é um fator

extremamente importante na fermentacdo em estado solido, e 70% pode ser considerado um valor
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critico; umidade acima deste valor promove o crescimento do micélio de G. lucidum, abaixo, forma
micélio mais lentamente. Em contrapartida, Yang, Hsieh e Chen (2003) mencionaram que o 6timo
para a formacao de basidiomas desta espécie foi determinado com 60% de conteudo de agua.

O rendimento bioldgico € a relacdo entre massa fresca do basidioma e massa seca do
substrato inicial, sendo expresso em (g/kg) (ERKEL, 2009a). No presente estudo, o rendimento
variou de 33,53 a 37,48 (g/kg). Este resultado foi bem préximo ao verificado por Azizi et al. (2012)
ao investigar diferentes residuos como substrato no cultivo de G. lucidum; 36,95 g/kg em serragem
de Fagus orientalis. Estes mesmos autores destacaram a importancia das proporgdes e combinacdes
de serragem, farelo de trigo e extrato de malte empregados na formulagdo do substrato para
producdo comercial deste fungo. Erkel (2009b) observou valor de rendimento de 47,72 g/kg
utilizando serragem de Populus como substrato.

Veena e Pandey (2011) observaram rendimento de 89,97 a 104,71 g/kg, quando G. lucidum
foi cultivado em palha de arroz. Altos valores de rendimento também foram encontrados por Erkel
(2009b), estudando o cultivo desta espéecie em diferentes fontes de carbono e proteina. De acordo
este autor, 1% de melago foi o melhor suplemento e fonte de carbono, proporcionando rendimento
de 73,20 g/kg. Nesse sentido, Hsieh, Hsu e Yang (2005), afirmaram que a adicdo de melago na
fermentagdo proporcionou alto crescimento micelial e concentragéo celular, tendo em vista que os
carboidratos sdo as principais fontes de carbono e energia para muitos fungos. Dessa forma, pode-se
inferir que a formacdo de basidiomas depende, dentre outros fatores, de um bom desempenho
micelial.

O peso de basidiomas colhidos por saco neste trabalho variou de 7,25 a 9,25 g. Em Yang,
Hsieh e Chen (2003), o peso dos basidiomas produzidos em residuos de grdos da vinhaga
suplementados com farelo de trigo por G. lucidum foi de 10,25 a 26,80 g. Esses autores notaram
que a adicdo de CaCO3; e NH4H,PO, ocasionaram crescimento micelial rapido e significativo.

Mishra e Singh (2008) detectaram valores mais altos para este indice, 14,25 a 84,40 g, sendo
que o maior peso foi verificado no substrato palha de trigo com adi¢do de 5% de farelo de arroz e a
ventilacdo para a formacdo de basidiomas foi considerada adequada. Esses autores apontaram que
as diferencas de peso e, consequentemente, rendimento se devem as diferengas nutricionais dos
substratos utilizados em experimento.

No presente trabalho, o inicio da formacéo de basidiomas foi registrado aos 46 e 52 dias de
cultivo, e no 60° dia os basidiomas estavam completamente formados e prontos para serem colhidos
e pesados. Entretanto, um periodo de tempo maior, 102 dias, foi requerido para formacdo de
basidiomas de G. lucidum (LAKSHMI, 2013b). Conforme apontado em Hsieh e Yang (2004), o
cultivo desta espécie em substratos convencionais, incluindo serragem, graos e madeira necessita de

120 a 200 dias para o completo desenvolvimento de basidiomas pela fermentacdo em estado solido.



55
5 CONCLUSAO

v A linhagem de G. lucidum estudada é potencial produtora de enzimas modificadoras da
lignina, como lacase e manganés peroxidase.

v Os residuos lignocelulésicos de S. coronata (casca de fruto, bractea e folha) também sdo
potenciais substratos e podem ser utilizados para a producdo de micélio e das enzimas
ligninoliticas lacase e manganés peroxidase.

v O 6timo para a producdo de micélio de G. lucidum foi verificado nas seguintes condicGes de
cultivo: pH de 6,5, temperatura de 30°C e relagédo C/N de 40/1.

v Os residuos lignocelulésicos de S. coronata (folha e bractea), podem ser empregados no
processo de bioconversdo para a producéo de basidiomas de G. lucidum.

v Fatores ambientais como niveis de CO,, iluminagdo, temperatura e umidade sdo
extremamente importantes e devem ser controlados, principalmente, nas etapas de emissédo
de primdrdios e formacdo de basidiomas.

v O substrato casca de fruto de licuri apresentou em sua composi¢ao quimica baixos teores de
extrativos, minerais e celulose, bem como maior percentual de lignina, quando comparado
com os demais substratos avaliados, sugerindo que essa constituicdo deve ter contribuido
para a ndo-formacéo de basidiomas de G. lucidum nesse substrato.

v Novos estudos envolvendo a producéo de basdiomas de G. lucidum no substrato casca de
fruto de licuri devem ser realizados, testando outras formas (pulverizada e em fragmentos
menores) desse mesmo residuo, com o objetivo de melhorar 0 acesso (penetracdo) das hifas
do fungo no substrato e consequentemente, aumentar o potencial de degradacao.

v Para aumentar a atividade enzimatica de G. lucidum nos substratos utilizados sugere-se que
outros parametros, incluindo agitacdo, suplementacdo com fontes orgénicas e inorgénicas de
nitrogénio e com diferentes fontes de carbono, além da adi¢do de surfactantes sejam testados
na fermentacdo em estado solido.

v Visando maximizar rendimento e eficiéncia bioldgica, fatores como aumento do tamanho do
saco de polipropileno, da quantidade de substrato e in6culo, bem como suplementacdo com
outras fontes de carbono e nitrogénio e CaCOgs, além do controle efetivo dos niveis de
umidade e CO, devem ser testados na producdo de basidiomas.
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APENDICE A - Sequéncias originadas da linhagem de Ganoderma lucidum

Repeticdo 1

CATAAAGCTGTCTCACAAACGAGACGGTTAGAAGCTCGCCAAAACGCTTCACGGTCACGGCGT
AGACATTATCACACCGAGAGCCGATCCGCAAGGAATCAAGCTAATACATTTAAGAGGAGCCGA
CCGAAACACGGCCGACAAGCCTCCAAGTCCAAGCCTACAAACCCGCAAAGGTTTGTAAGTTGA
AGATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAA
AGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATC
GATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTACATAGATGCGTTACATCGCAATACAC
ATTCTAATACTTTATAGAGTTTG

Repeticdo 2

AGGTCATAAAGCTGTCTCACAAACGAGACGGTTAGAAGCTCGCCAAAACGCTTCACGGTCACG
GCGTAGACATTATCACACCGAGAGCCGATCCGCAAGGAATCAAGCTAATACATTTAAGAGGAG
CCGACCGAAACACGGCCGACAAGCCTCCAAGTCCAAGCCTACAAACCCGCAAAGGTTTGTAAG
TTGAAGATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGT
TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTT
CATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTACATAGATGCGTTACATCGCAAT
ACACATTCTAATACTTTATA

Repeticdo 1

AGGTCATAAAGCTGTCTCACAAACGAGACGGTTAGAAGCTCGCCAAAACGCTTCACGGTCACG

GCGTAGACATTATCACACCGAGAGCCGATCCGCAAGGAATCAAGCTAATACATTTAAGAGGAG
CCGACCGAAACACGGCCGACAAGCCTCCAAGTCCAAGCCTACAAACCCGCAAAGGTTTGTAAG
TTGAAGATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGT

TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCT

Repeticdo 2

AGGTCATAAAGCTGTCTCACAAACGAGACGGTTAGAAGCTCGCCAAAACGCTTCACGGTCACG
GCGTAGACATTATCACACCGAGAGCCGATCCGCAAGGAATCAAGCTAATACATTTAAGAGGAG
CCGACCGAAACACGGCCGACAAGCCTCCAAGTCCAAGCCTACAAACCCGCAAAGGTTTGTAAG
TTGAAGATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGT

TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTT
CATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTACATAGATGCGTTACATCGCAAT

ACACATTCTAATACTTTATAGAGTTTGTGGTAAACGCAGGCACAGACACGCT

Repetigéo 3

GGTCATAAAGCTGTCTCACAAACGAGACGGTTAGAAGCTCGCCAAAACGCTTCACGGTCACGG
CGTAGACATTATCACACCGAGAGCCGATCCGCAAGGAATCAAGCTAATACATTTAAGAGGAGC
CGACCGAAACACGGCCGACAAGCCTCCAAGTCCAAGCCTACAAACCCGCAAAGGTTTGTAAGT
TGAAGATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTT

CAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC
ATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTACATAGATGCGTTACATCGCAATA

CACATTCTAATACTTTATAGAGT
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Sequéncia consenso

AGGTCATAAAGCTGTCTCACAAACGAGACGGTTAGAAGCTCGCCAAAACGCTTCACGGTCACG
GCGTAGACATTATCACACCGAGAGCCGATCCGCAAGGAATCAAGCTAATACATTTAAGAGGAG
CCGACCGAAACACGGCCGACAAGCCTCCAAGTCCAAGCCTACAAACCCGCAAAGGTTTGTAAG
TTGAAGATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGT
TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTT
CATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTACATAGATGCGTTACATCGCAAT
ACACATTCTAATACTTTATAGAGTTTGTGGTAAACGCAGGCACAGACACGCT



APENDICE B — Gréficos de atividade enzimatica (MnP)
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Figura 32: Atividade enziméatica de MnP por G.
lucidum cultivado no substrato casca de fruto de
licuri. Tempo 1-4= periodo de incubagdo
(7,14,21,28 dias), respectivamente. Letras distintas
significa que as médias diferem estatisticamente
(p<0,05).

Figura 33: Atividade enzimética de MnP por G.
lucidum cultivado no substrato folha de licuri.
Tempo 1-4= periodo de incubacdo (7,14,21,28
dias), respectivamente. Letras distintas significa
que as médias diferem estatisticamente (p<0,05).
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Figura 34: Atividade enziméatica de MnP por G.
lucidum cultivado no substrato bractea de licuri.
Tempo 1-4= periodo de incubacéo (7,14,21,28 dias),
respectivamente. Letras distintas significa que as
médias diferem estatisticamente (p<0,05).
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APENDICE C — Graéficos de atividade enziméatica (LAC)
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Figura 35: Atividade enzimatica de LAC por G.
lucidum cultivado no substrato casca de fruto de
licuri. Tempo 1-4= periodo de incubagdo
(7,14,21,28 dias), respectivamente. Letras distintas
significa que as médias diferem estatisticamente
(p<0,05).

Figura 36: Atividade enziméatica de LAC por G.
lucidum cultivado no substrato folha de licuri.
Tempo 1-4= periodo de incubacdo (7,14,21,28
dias), respectivamente. Letras distintas significa
que as médias diferem estatisticamente (p<0,05).
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Figura 37: Atividade enzimatica de LAC por G.

lucidum cultivado no substrato bractea de

licuri.

Tempo 1-4= periodo de incubacdo (7,14,21,28 dias),
respectivamente. Letras distintas significa que as
médias diferem estatisticamente (p<0,05).
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APENDICE D - Fotos dos residuos de licuri triturados

Figura 38: Fotos dos residuos de S. coronata apos trituracdo. a. Bractea. b. Folha. c. Casca de fruto. d. Bréctea
pulverizada. e. Folha pulverizada. f. Casca de fruto pulverizada.




APENDICE E — Fotos dos ensaios para determinacéo de atividade enzimatica

Casca de fruto Folha Bréactea Casca de fruto Folha Bractea

Casca de fruto Folha Bractea Casca de fruto Folha Bractea |

Figura 39: Cultivo de G. lucidum, em residuos de licuri com 7, 14, 21 e 28 dias de incubagdo (A, B, C e D),
respectivamente.
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APENDICE F — Fotos do experimento producéo de basidiomas

Figura 40: Cultivo de G. lucidum em grdo de trigo para
producédo da semente (spawn) no 14° dia de incubacéo.

Figura 41: Inicio da formacdo de basidiomas de G. lucidum no substrato bractea de licuri. (A,B,C)=
sdo repeticfes do mesmo ensaio.

Figura 42: Inicio da formacéo de basidiomas de G. lucidum
no substrato folha de licuri.



Figura 43: Desenvolvimento de basidiomas de G. lucidum no substrato bractea de licuri. (A, B, C)= sdo
repeticdes do mesmo ensaio.

Figura 44: Basidiomas de G. lucidum coletados do substrato bractea de licuri.

Figura 45: Basidiomas de G. lucidum coletados do substrato folha de licuri.
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APENDICE G — Férmulas utilizadas na realizacio de calculos

Tabela 16: Formulas utilizadas nos calculos de determinacfes quimicas e dos indices de avaliacdo da
producdo de basidiomas

Determinacao Variaveis

Cinzas totais (%) = massa de cinza (q) x 100
massa (g) da amostra

Nitrogénio (%) =V x N xfx0,014 x 100 V= volume HCI (mL)
P N= normalidade do HCI
f = fator de correcéo do HCI
P= peso da amostra em (Q)

Proteina total (%) = N (%) x 6,25 %N= porcentagem de Nitrogénio
Carbono (%) = (massa seca - conteido de cinzas) x 0,5
PMO (%)* = peso seco subs. inic. — peso seco subs. resi. X 100  peso subs. inic.= substrato inicial (g)
peso seco substrato inicial peso subs. resi.= substrato residual (g)
EB (%) = peso fresco cogumelos x 100 peso fresco cogumelo= (g)
peso seco subs. inic. peso subs. inic.= substrato inicial (g)

R (9/kg)° = peso fresco cogumelo peso fresco cogumelo= ()

peso seco subs. inic. peso substrato inicial= (kg)

PMO?= perda da matéria organica; EB"= eficiéncia bioldgica; R°= rendimento



APENDICE H — Formulagéo dos substratos de cultivo

Tabela 17: Formulacdo dos substratos de cultivo para a producdo de enzimas e basidiomas

Tipo de substrato Farelo Volume de solucéo de sais (mL)
de trigo (g) 60% umidade

Experimento producgdo enzimatica

Casca de fruto (20 g) 7,90 36,61

Bractea (20 9) 4,16 31,67

Folha (20 9) 4,40 31,80

Experimento produgéo de basidiomas

Casca de fruto (200 g) 78,96 366,08

Bréctea (200 g) 41,65 316,71

Folha (200 g) 44,00 318,05

Tabela 18: Formulagdo do substrato de cultivo (casca de fruto) para realizagdo do
ensaio em placas de Petri

Ensaio  Farelo de Casca de Agar (g)  Volume de solucéo de sais (mL)

trigo (g) fruto (g) 60% umidade
1 0,97 1,0 0,9 60
2 0,97 1,0 0,9 60
3 0,97 1,0 0,9 60
4 0,97 1,0 0,9 60
5 0,199 1,0 0,9 60
6 0,199 1,0 0,9 60
7 0,199 1,0 0,9 60
8 0,199 1,0 0,9 60
9 0,39 1,0 0,9 60
10 0,39 1,0 0,9 60
11 0,39 1,0 0,9 60
12 0,39 1,0 0,9 60
13 3,20 1,0 0,9 60
14 0,13 1,0 0,9 60

15-18 1,57 4,0 3,6 240




Tabela 19: Formulacdo do substrato de cultivo (bractea) para realizacdo do ensaio
em placas de Petri

Ensaio Farelode Bractea(g) Agar(g) Volume de solucdo de sais (mL)
trigo (g) 60% umidade

1 0,70 1,0 0,9 60

2 0,70 1,0 0,9 60

3 0,70 1,0 0,9 60

4 0,70 1,0 0,9 60

5 0,042 1,0 0,9 60

6 0,042 1,0 0,9 60

7 0,042 1,0 0,9 60

8 0,042 1,0 0,9 60

9 0,21 1,0 0,9 60

10 0,21 1,0 0,9 60

11 0,21 1,0 0,9 60

12 0,21 1,0 0,9 60

13 2,60 1,0 0,9 60

14 0,003 1,0 0,9 60
15-18 0,826 4,0 3,6 240

Tabela 20: Formulacdo do substrato de cultivo (folha) para realizagdo do ensaio em
placas de Petri

Ensaio

O©CoOoO~NOoO O~ WN P

15-18

Farelo de
trigo (9)
0,703
0,703
0,703
0,703
0,056
0,056
0,056
0,056
0,22
0,22
0,22
0,22
2,57
0,003
0,88

Folha (g)

1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
4,0

Agar (g)

0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
3,6

Volume de solucéo de sais (mL)
60% umidade
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
240
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APENDICE I — Avaliacdo diéria de crescimento micelial (raio) de G. lucidum nos substratos de
cultivo

Tabela 21: Valores médios de crescimento micelial (raio) de G.
lucidum no substrato casca de fruto em 5 dias de cultivo

Ensaio 1°dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia
El 0,00 0,70 1,30 2,10 2,80
E2 0,40 1,30 2,00 3,15 4,03
E3 0,00 0,70 1,20 1,85 2,50
E4 0,30 1,05 1,88 2,90 4,00
E5 0,30 0,70 1,20 1,95 2,60
E6 0,40 1,10 1,93 2,90 3,70
E7 0,30 0,85 1,53 2,25 2,95
E8 0,30 1,18 1,95 2,80 3,70
E9 0,00 0,40 0,88 1,35 1,95
E10 0,50 1,40 2,50 3,70 4,25
Ell 0,00 0,85 1,70 2,60 3,25
E12 0,00 1,00 1,60 2,38 3,30
E13 0,38 1,10 2,00 3,00 3,95
El4 0,30 1,00 1,80 2,68 3,40
E15 0,30 0,95 1,75 2,70 3,63
E16 0,40 1,00 1,85 2,70 3,58
E17 0,30 1,10 1,90 2,80 3,65

E18 0,30 1,10 1,88 2,85 3,75




Tabela 22: Valores médios de crescimento micelial (raio) de G.
lucidum no substrato bractea em 5 dias de cultivo

Ensaio 1°dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia
El 0,00 0,80 1,30 2,00 2,88
E2 0,40 1,25 2,05 3,00 3,98
E3 0,00 0,90 1,40 2,00 2,80
E4 0,55 1,33 2,00 2,98 3,85
E5 0,00 0,83 1,30 2,00 2,50
E6 0,50 1,30 2,00 2,95 3,75
E7 0,00 0,90 1,30 2,00 2,50
E8 0,45 1,30 1,93 2,90 3,75
E9 0,00 0,60 1,10 1,53 2,20
E10 0,70 1,60 2,40 3,50 4,25
E11 0,40 1,10 1,88 2,63 3,48
E12 0,50 1,15 1,80 2,68 3,50
E13 0,50 1,20 1,90 2,90 3,83
E14 0,60 1,20 1,80 2,65 3,45
E15 0,40 1,20 1,80 2,70 3,50
E16 0,40 1,13 1,80 2,65 3,50
E17 0,40 1,10 1,80 2,63 3,50
E18 0,40 1,10 1,80 2,65 3,48

Tabela 23: Valores meédios de crescimento micelial (raio) de G.
lucidum no substrato folha em 5 dias de cultivo

Ensaio 1°dia 2°dia 3% dia 4° dia 50 dia
El 0,40 1,00 1,50 2,30 3,00
E2 0,60 1,50 2,50 3,65 4,25
E3 0,40 0,90 1,50 2,13 2,80
E4 0,50 1,45 2,38 3,48 4,25
E5 0,38 1,00 1,65 2,15 2,95
E6 0,60 1,45 2,10 3,10 3,85
E7 0,50 1,18 1,70 2,13 2,90
E8 0,60 1,40 2,30 3,00 4,05
E9 0,00 0,60 1,08 1,60 2,25
E10 0,60 1,50 2,58 3,70 4,25
El1 0,50 1,43 2,28 3,30 4,10
E12 0,50 1,30 2,23 3,13 4,03
E13 0,55 1,33 2,30 3,33 4,25
E14 0,60 1,40 2,28 3,10 3,98
E15 0,60 1,40 2,30 3,13 4,00
E16 0,60 1,40 2,25 3,00 4,00
E17 0,60 1,35 2,23 3,08 4,00

E18 0,60 1,40 2,30 3,10 3,98
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APENDICE J — Dados referentes aos céalculos de atividade enzimética (MnP) nos substratos de

MnP leitura 1
Fruto F controle | Diferenca
0,896861 0] 0,896861
0,717489 0,717489
0,807175 0,807175
0,896861 | 0,7174888 | 0,807175
MnP Leitura 2
Fruto F controle | Diferenca
1,973094 | 0,5381166 | 1,434978
1,704036 1,165919
2,421525 1,883408
1,434978| 1,1659193| 1,883408
MnP Leitura 3
Fruto F controle | Diferenca
7,443946 0| 7,443946
9,41704 9,41704
8,520179 8,520179
7,443946 | 9,4170404 | 8,520179
MnP leitura 4
Fruto F controle | Diferenca
3,139013 | 0,5381166 | 2,600897
3,139013 2,600897
3,587444 3,049327
2,600897 | 2,6008969 | 3,049327

cultivo

MnP leitura 1
Folha F controle | Diferenca
0 0,029895 0
0 0
0 0
0 0 0

MnP Leitura 2
Folha F controle | Diferenca
2,421525 0| 2,421525
0 0
0,358744 0,358744
2,421525 0| 0,358744

MnP Leitura 3
Folha F controle | Diferenca
2,690583 0] 2,690583
1,793722 1,793722
1,434978 1,434978
2,690583| 1,793722| 1,434978

MnP leitura 4
Folha F controle | Diferenca
3,67713 0| 3,67713
4,035874 4,035874
4,035874 4,035874
3,67713| 4,035874| 4,035874

MnP leitura 1

Bractea |F controle | Diferenca
1,704036 | 0,956652 | 0,747384
1,255605 0,298954
0,807175 -0,14948
0,747384 | 0,298954 | -0,14948
MnP Leitura 2

Bractea | F controle | Diferenca
9,237668 0| 9,237668
10,58296 10,58296
11,56951 11,56951
9,237668 | 10,58296| 11,56951
MnP Leitura 3

Bréactea | F controle | Diferenca
7,174888 | 0,239163| 6,935725
7,174888 6,935725
8,071749 7,832586
6,935725| 6,935725| 7,832586
MnP leitura 4

Brctea | F controle | Diferenca
14,52915 0| 1452915
14,79821 14,79821
15,42601 15,42601
14,52915| 14,79821| 15,42601
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APENDICE K — Dados referentes aos céalculos de atividade enzimatica (LAC) nos substratos de

LAC leitura 1

Fruto

F controle

Diferenca

12,27778

0,435185

11,84259

12,18056

11,74537

11,97222

11,53704

11,84259

11,74537

11,53704

LAC Leitura 2

Fruto

F controle

Diferenca

13,125

0,5

12,625

14

13,5

12,09722

11,59722

12,625

13,5

11,59722

LAC Leitura 3

Fruto

F controle

Diferenca

13,86111

0,666667

13,19444

14,02778

13,36111

14,55556

13,88889

13,19444

13,36111

13,88889

LAC Leitura 4

Fruto

F controle

Diferenca

9,305556

0,009259

9,296296

9,166667

9,157407

8,833333

8,824074

9,296296

9,157407

8,824074

cultivo
LAC leitura 1
Folha F controle | Diferenca
11,66667| 0,148148| 11,51852
11,13889 10,99074
10,80556 10,65741
11,51852| 10,99074 | 10,65741
LAC Leitura 2
Folha F controle | Diferenca
13,63889| 0,467593| 13,1713
13,38889 12,9213
13,48611 13,01852
13,1713 12,9213 13,01852
LAC Leitura 3
Folha F controle | Diferenca
12,19444| 0,814815 | 11,37963
11,875 11,06019
12,30556 11,49074
11,37963| 11,06019| 11,49074
LAC leitura 4
Folha F controle | Diferenca
8,569444 | 0,087963 | 8,481481
8,388889 8,300926
7,958333 7,87037
8,481481| 8,300926| 7,87037

LAC leitura 1
Bractea |F controle |Diferenca
12,79167 | 0,236111 | 12,55556
13,20833 12,97222
13,15278 12,91667
12,55556 | 12,97222 | 12,91667
LAC Leitura 2
Bractea |F controle |Diferenca
14,18056 | 0,467593 | 13,71296
14,23611 13,76852
14,38889 13,9213
13,71296| 13,76852| 13,9213
LAC Leitura 3
Bractea |F controle |Diferenca
13,98611| 0,768519 | 13,21759
14,48611 13,71759
13,69444 12,92593
13,21759| 13,71759| 12,92593
LAC leitura 4
Bractea |F controle | Diferenca
10,11111| 0,032407| 10,0787
9,972222 9,939815
9,625 9,592593
10,0787 | 9,939815 | 9,592593




