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Resumo

Cogumelos do género Pleurotus sdo cultivados para fins alimenticios, medicinais e por serem fontes de enzimas de
interesse industrial. O presente estudo teve como objetivo avaliar o crescimento micelial e verificar a atividade de
proteases de P. djamor. Este cogumelo foi cultivado em &gar batata dextrose (BDA) com extrato de levedura (YE)
0,5% (p/v). Para avaliar a velocidade do crescimento micelial radial (VCR) e densidade micelial, P. djamor foi
cultivado em cinco meios com YE 0,5% (p/v): 4gar batata dextrose (BDA+YE), agar Sabouraud (SAB+YE), agar
extrato de malte (MEA+YE), 4gar inhame-roxo (PYA+YE) e &gar card-de-espinho (SYA+YE). A atividade
proteolitica foi determinada pelo método de bloco de gelose. Na avaliagdo do crescimento micelial vertical (VCM)
foram utilizados exocarpos de cupuacu (CE) e abacaxi (PE), semente de agai (AS) e serragem (SAW), suplementados
com farelo de arroz (RB) ou farelo de trigo (WB). A VCR significativa foi observada em SYA+YE (11,26 mm/dia) e
PYA+YE (10,97 mm/dia). Porém, SAB+YE favoreceu a densidade micelial, portanto foi 0 meio selecionado para
obtengdo de indculo nos testes de avaliagdo do crescimento micelial de P. djamor em residuos lignocelulésicos.
Atividade proteolitica significativa foi determinada em BDA+YE (17,7 mm), MEA+YE (17,6 mm) e SAB+YE (17,0
mm). Forte densidade micelial e VCM significativa foi determinada em CE+WB (0,37 cm/dia) e CE+RB (0,30
cm/dia). Substratos de floresta tropical séo eficientes para o cultivo micelial e produgéo de proteases por P. djamor.
Palavras-chave: Amaz6nia; Cogumelo comestivel; Enzimas; Residuo lignocelul6sico.
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Abstract

Mushrooms of the genus Pleurotus are cultivated as food, for medicinal purposes and also because they are sources of
enzymes of industrial interest. The present study aimed to evaluate mycelial growth and verify the activity of P.
djamor proteases. This mushroom was grown on potato dextrose agar (BDA) with yeast extract (YE) 0.5% (w/v). In
order to evaluate the speed of radial mycelial growth (VCR) and mycelial density, P. djamor was grown in five media
with 0.5% YE (w/v): potato dextrose agar (BDA+YE), Sabouraud agar (SAB + YE), malt extract agar (MEA+YE),
purple yam agar (PYA+YE) and cara-de-espinho agar (SYA+YE). Proteolytic activity was determined by the agar
block method. For the vertical mycelial growth evaluation (VCM), cupuacu (CE) and pineapple (PE), acai seed (AS)
and sawdust (SAW) exocarps were used, supplemented with rice bran (RB) or wheat bran (WB). Significant VCR
was observed in SYA+YE (11.26 mm / day) and PYA+YE (10.97 mm / day). However, SAB+YE favored mycelial
density, so it was the medium selected for obtaining inoculum for the tests to evaluate mycelial growth of P. djamor
in lignocellulosic residues. Significant proteolytic activity was determined in BDA+YE (17.7 mm), MEA+YE (17.6
mm) and SAB+YE (17.0 mm). Strong mycelial density and significant CMV was determined in CE+WB (0.37 cm /
day) and CE+RB (0.30 cm / day). Rainforest substrates are efficient for mycelial cultivation and protease production
by P. djamor.

Keywords: Amazon; Edible mushroom; Enzymes; Lignocellulosic residue.

Resumen

Hongos del género Pleurotus son cultivados para fines alimenticios, medicinales y por ser fuentes de enzimas de
interés industrial. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el crecimiento micelial y verificar la actividad de
proteasas de P. djamor. Este hongo se cultivo en agar papa dextrosa (APD) con extracto de levadura (EL) 0.5% (p/v).
Para evaluar la velocidad de crecimiento micelial radial (VCMR) y la densidad micelial, P. djamor fue cultivado en
cinco medios con EL 0.5% (p/v): agar papa dextrosa (APD+EL), agar Sabouraud (AS+LE), agar extracto de malta
(AEM+EL), agar fiame morado (ANM+EL) e agar cara espinoso (ACE+EL). La actividad proteolitica se determino
por el método del bloque de gelosa. En la evaluacion del crecimiento micelial vertical (CMV) fueron utilizados
exocarpos de copoazu (EC) y pifia (EP), semilla de asai (SA) y aserrin (A), suplementados con salvado de arroz (SA)
o salvado de trigo (ST). La VCMR resulté ser significativa en ACE+EL (11.26 mm/dia) y ANM+EL (10.97 mm/dia).
Sin embargo, AS+EL favorecid la densidad micelial, siendo el medio seleccionado para la obtencion de indculo en las
pruebas de evaluacion del crecimiento micelial de P. djamor en residuos lignocelul6sicos. Por otra parte, la actividad
proteolitica demostré significancia en APD+EL (17.7 mm), AEM+EL (17.6 mm) y AS+EL (17.0 mm). Finalmente,
una fuerte densidad micelial y CMV significativa fue evidenciada en EC+ST (0.37 cm/dia) y EC+SA (0.30 cm/dia).
Asi, los sustratos de bosque tropical son eficientes para el cultivo micelial y produccion de proteasas por P. djamor.
Palabras clave: Amazonia; Hongo comestible; Enzimas; Residuo lignocelulésico.

1. Introducéo

Cogumelos do género Pleurotus (Jacq.: Fr.) Kumm tém propriedades terapéuticas, caracteristicas sensoriais atrativas,
valor nutricional relevante e continua como a segunda espécie de macrofungo comestivel mais distribuida mundialmente
(Balan et al., 2018; Putzke & Putzke, 2019; Sekan, Myronycheva, Karlsson, Grygansky, & Blume, 2019). Na Regido Norte
brasileira, diversos estudos vém sendo desenvolvidos para adequar métodos de cultivo de espécies de Pleurotus visando a
comercializacdo e a elaboracdo de bioprodutos, além de incentivar o consumo de alimentos saudaveis pela populacéo
(Machado, Teixeira, Kirsch, Campelo, & Oliveira, 2016; Souza et al., 2016).

Pleurotus djamor (Fr.) Boedijn esta classificado na familia Pleurotaceae, ordem Agaricales (Oropeza-Guerrero et al.,
2018; Raman, Hariprasath, Jang, Vikineswary, & Nanjian, 2018). Esta espécie comestivel, também denominada de cogumelo
ostra rosa ou salmdo, possui basidiomas grandes, com coloracéo atraente e sabor agradavel. Além disso, pode ser cultivado em
faixa ampla de temperatura (26 °C a 35 °C) e umidade ambiental superior a 80% (Jegadeesh, Lakshmanan, Kab-Yeul,
Sabaratnam, & Raaman, 2018).

Nos dltimos anos, pesquisas tém demonstrado que P. djamor tem potencial para aplicagdes biotecnoldgica e
medicinal, além de ser alimento organico (Ragasa et al., 2016; Sudha et al., 2016). As caracteristicas fisicas, sensoriais e
fisiologicas, além do consumo crescente de P. djamor, tem estimulado a realizacdo de investigacdo com a finalidade de avaliar
a adaptacdo dessa espécie em substratos alternativos para crescimento e producdo de basidiomas (Satpal et al., 2017). A
avaliacdo de substratos que promovam rapida e vigorosa colonizacdo micelial é importante para selecionar materiais

lignoceluldsicos que proporcionem a producéo significativa de cogumelos (Carrasco-Gonzalez, Serna-Saldivar, & Gutiérrez-
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Uribe, 2017; Barh et al., 2019).

Fonseca, Silva, Alecrim, Cruz e Teixeira (2015) e Machado et al. (2016) citaram que residuos lignocelulésicos da
floresta amazonica constituem uma alternativa biotecnoldgica para cultivo e produgdo significativa de proteases por P.
ostreatoroseus, contudo ndo ha relatos na literatura para P. djamor.

Outras enzimas também sdo produzidas por representantes do género Pleurotus, como celulases, amilases, entre
outras (Devi et al., 2020). Destes biocatalisadores, predominam as proteases, que representam mais de 70% do mercado
mundial e sdo utilizadas numa diversidade de processos industriais, com destaque para a producdo de alimentos, medicamentos
e detergentes (Benmrad et al., 2019). O objetivo desta investigacdo foi avaliar fontes nutricionais orgénicas oriundas de
floresta tropical para crescimento de P. djamor e a produgdo de proteases extracelulares como substratos alternativos para
cultivo de cogumelos em érea tropical.

2. Metodologia
2.1 Cogumelo

Nesta pesquisa foi utilizado P. djamor DPUA 1818, cedido pelo acervo da colecdo de culturas DPUA do
Departamento de Parasitologia, da Universidade Federal do Amazonas. Para obtengdo da forma micelial foi inoculado o
fragmento de micélio em Agar Batata Dextrose (BDA), suplementado com 0,5 % (p/v) de extrato de levedura (YE). De cada
cultura pura e viavel, em triplicata, foi transferido disco micelial de 10 mm de didmetro para agar BDA+YE em placas Petri
(100 mm x 15 mm). Os cultivos foram mantidos a 25 °C na auséncia de luz, por oito dias para uso nos demais experimentos
(Fonseca et al., 2015).

2.2 Crescimento Micelial Radial

O crescimento micelial radial foi avaliado em cinco meios de cultura adicionados de YE 0,5% (p/v): @ &gar batata
dextrose + YE (BDA+YE), @ agar Sabouraud + YE (SAB+YE), ® agar extrato de malte + YE (MEA+YE), @ agar inhame-
roxo (Dioscorea alata) + YE (PYA+YE) e ® agar cara-de-espinho (Dioscorea altissima) + YE (SYA+YE). Em cada meio,
contido placa de Petri, foi inoculado um disco micelial de 10 mm de diametro. As culturas foram mantidas a 28 °C por 8 dias,
na auséncia de luz. O crescimento de P. djamor foi analisado em milimetros, medindo o didmetro da coldnia em sentidos
diametralmente opostos, utilizando uma régua graduada, a cada 24 horas por oito dias. Todos os experimentos foram
realizados em quintuplicata, segundo as recomendacdes de Castillo (2009). A velocidade de crescimento radial (VCR) foi
determinada conforme Equacéo I:

dizmetro colonia (mm)
Tempa de cultiva (dizs)

Equagdoe I: VCE=

A densidade do micélio, com base no vigor micelial de P. djamor, foi o critério utilizado para selecionar o meio de

cultura para crescimento radial desse cogumelo. A avaliacdo do vigor micelial de cada cultura foi classificada pelo método
subjetivo de notas: nota 1 (fracamente adensado); nota 2 (mediamente adensado); e nota 3 (fortemente adensado), conforme

classificacdo citada por Marino, Abreu, Mesquita e Ribeiro (2008).

2.3 Efeito da composicdo do meio de cultura na producéo de proteases
Para avaliar a atividade de proteases de P. djamor foram utilizados discos miceliais das culturas obtidas em cinco
meios. A atividade proteolitica foi determinada em meio s6lido pelo método de bloco de gelose. De cada cultura foram

retirados discos miceliais de 10 mm de didmetro e inoculados na superficie de &gar leite 5 % (p/v), em placa de Petri. As placas
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foram mantidas a 37 °C. Apos 18 horas foi determinada a atividade de proteases, medindo o didmetro do halo em milimetros

(Teixeira, Silva, Palheta, Carneiro, & Ataide, 2011). Os testes foram realizados em sextuplicata.

2. 4 Crescimento micelial vertical em Residuos Lignoceluldsicos
2.4.1 Residuos Lignocelul6sicos

Na avaliacdo do crescimento micelial vertical foram utilizados os residuos lignoceluldsicos da fruticultura amazénica
e serragem: @ exocarpo de cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum) - CE, @ semente de acai (Euterpe oleracea) - AS, @
serragem - SAW e @ exocarpo de abacaxi (Ananas comosus) — PE. Cada residuo foi suplementado com farelo de arroz - RB

ou farelo de trigo - WB, separadamente.

2.4.2 Tratamento dos Residuos Lignocelulésicos

Os residuos foram lavados em agua corrente para retirada do excesso de sujeira, em seguida, higienizados com
solugdo desinfetante para hortifruticolas contendo cloro ativo 0,85% (p/p). Ap6s 15 minutos foram submetidos a lavagem
sucessiva, seguindo a drenagem do excesso de liquido. Cada residuo foi misturado com RB ou WB e a umidade e o pH
aferidos para 60% e 6,0, respectivamente. Os substratos foram acondicionados em tubos de ensaio (200 mm x 25 mm)
contendo na sua base algoddo umedecido com &gua destilada, formando uma coluna de 15 cm (Palheta, Vieira, Neves, &
Teixeira, 2011). Os tubos contendo as misturas de residuos foram esterilizados a 121 °C, durante 60 minutos, por trés dias
consecutivos, procedendo ao resfriamento por 24 horas. Em cada tubo foi afixado externamente trés fitas milimetradas (130

mm x 10 mm).

2.4.3 In6culo
Para a obten¢do do in6culo, da cultura estoque de P. djamor foi retirado um disco micelial de 10 mm e transferido
para superficie do meio sélido selecionado com base no vigor micelial, em experimento anterior. Os cultivos em placas Petri

(200 mm x 15 mm) foram mantidos a 25°C, na auséncia de luz por oito dias (Palheta et al., 2011).

2.4.4 Cultivo de P. djamor em Residuo Lignocelulésico

Da cultura indculo foram retirados trés discos miceliais de 10 mm de diametro e transferidos para superficie dos
substratos lignocelulésicos (item 2.4.1), em tubo de ensaio de (200 mm x 25 mm). Nesses cultivos mantidos a 28 °C, na
auséncia de luz, o crescimento micelial vertical e a velocidade de miceliacdo foram observados a cada 24 horas por 15 dias
consecutivos. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A velocidade do crescimento micelial vertical (VCM) foi
determinada em milimetros, de acordo com a equacdo Il (Israel, 2005; Palheta et al., 2011). A avalia¢do do vigor micelial foi

realizado método subjetivo descrito por Marino et al. (2008).

Equacio II: VCM: Vi
quagde IT: =I5

Onde:

VCM = Velocidade média do crescimento micelial ao dia;
Vf = medida do crescimento micelial no tempo final (mm);
Vi = medida do crescimento micelial no tempo inicial (mm);

Tf = Tempo final (dias).
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2.5 Anélise Estatistica
Em todos os experimentos, os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p < 0,05) (Minitab, 2018).

3. Resultados e Discusséo

A tabela 1 apresenta os resultados da velocidade média de crescimento radial (VCR) e a densidade micelial P. djamor.
Em todos os meios de cultivo naturais e sintéticos foi observado o crescimento micelial radial. Os dados demonstraram que a
VCR significativa foi determinada nos cultivos a base de tubérculos, SYA+YE (11,26 mm/dia) e PYA+YE (10,97 mm/dia).
Em BDA+YE, SAB+YE e MEA+YE, o crescimento foi mais lento, com reducdo da VCR inferior em 9,77%, 20,15%, 20,
24%, respectivamente, quando comparado ao crescimento em agar Cara-de-Espinho (SYA+YE). A diferenca no crescimento
micelial em meios distintos, provavelmente seja devido a disponibilidade de diferentes fontes de carbono e outros nutrientes
imprescindiveis para o crescimento de espécies de Pleurotus (Sardar et al., 2015). Esses dados sugerem que 0s tubérculos
avaliados neste estudo sdo importantes reservas nutricionais e constituem uma alternativa vidvel como substratos para o

crescimento in vitro de P. djamor.

Tabela 1. Média da velocidade do crescimento micelial in vitro e vigor micelial de P. djamor DPUA 1818 em meios naturais e

sintéticos.
Meios de cultivo Velocidade do Crescimento Vigor Micelial Nota
(mm/dia) (Critério Subjetivo)

SYA+YE 11,26 +0,822 Fracamente adensado 1
PYA+YE 10,97 £ 0,28 Fracamente adensado 1
BDA+YE 10,16 + 0,42° Mediamente adensado 2
SAB+YE 8,992 £0,794 ¢ Fortemente adensado 3
MEA+YE 8,9833 +0,1675¢ Mediamente adensado 2

SYA+YE (&gar cara-de espinho + extrato de levedura), PYA+YE (agar inhame roxo + extrato de levedura), BDA+YE (&gar batata dextrose
+ extrato de levedura), SAB+YE (agar Sabouraud + extrato de levedura), MEA+YE (agar extrato de malte + extrato de levedura). Médias
que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes.

Fonte: Autores.

Na Figura 1 estd demonstrada a velocidade do crescimento e a densidade do micélio com base no vigor micelial. Nos
cultivos em &gar SAB+YE foi observado crescimento lento, mas formacdo de micélio fortemente adensado de P. djamor,
propriedade que evidencia esse meio de cultura como promissor para o cultivo dessa espécie. Com excecdo de agar MEA+YE,
predominou o crescimento micelial rapido. Em BDA+YE e MEA+YE a densidade micelial foi mediamente adensado e,
fracamente adensado em SYA+YE e PYA+YE. Estudos demonstraram o desenvolvimento de micélio fortemente adensado de
P. djamor e P. ostreatus nos cultivos em BDA+YE e BDA, respectivamente (Bumanlag, Kalaw, Dulay, & Reyes, 2018;
Fletcher, 2019). E para P. sapidus micélio mediamente adensado nos cultivos em agar Sabouraud, dado que diverge do
encontrado no presente estudo (Mahadevan & Shanmugasundaram, 2018). Portanto, além de nutrientes, outros fatores como
pH, temperatura e concentracdo do substrato também influenciam no crescimento e na densidade micelial das espécies de
Pleurotus (Laursen, 2018; Toan & Qui, 2020; Raman et al., 2021).
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Figura 1. Densidade micelial de P. djamor em diferentes meios de cultivo.

A- Agar batata dextrose + extrato de levedura (BDA+YE) = mediamente adensado; B- Agar extrato de malte + extrato de levedura
(MEA+YE) = mediamente adensado; C- Agar Sabouraud + extrato de levedura (SAB+YE) = fortemente adensado; D- Agar cara-de-espinho
+ extrato de levedura (SYA+YE) = fracamente adensado; E- Agar inhame-roxo + extrato de levedura (PYA+YE) = fracamente adensado.
Fonte: Autores.

A Tabela 2 demonstra a atividade de proteases determinada nos meios de cultura (dgar BDA+YE, MEA+YE,
SAB+YE, PYA+YE e SYA+YE) usados para crescimento radial de P. djamor. Nos cinco meios de cultivo a média do
didmetro do halo correspondeu a 12,78 mm e o valor de atividade significativa foi determinado em BDA+YE (17,7 mm),
MEA+YE (17,6 mm) e SAB+YE (17,0 mm). Nos meios naturais, PYA+YE e SYA+YE, a atividade das proteases foi inferior
17,52% e 26,42%, respectivamente. Nos estudos realizados por Sabri et al. (2020), P. ostreatus também excretou proteases em
BDA+ folhas de Stevia rebaudian e atividade determinada em agar leite, contudo o didmetro do halo foi de aproximadamente
15 mm.

Tabela 2. Média de atividade de proteases de P. djamor utilizando meios de cultura sélidos e naturais.

Meios de cultivo Atividade de Proteases [halo (mm)]

Meios Sintéticos

BDA+YE 17,7 £ 0,042
MEA+YE 17,6 £ 0,02%
SAB+YE 17,0 + 0,072¢

Meios Naturais

PYA+YE 14,6 + 0,09
SYA+YE 14,0 £ 0,09¢

SYA+YE (Agar cara-de espinho + extrato de levedura), PYA+YE (Agar inhame roxo + extrato de levedura), BDA+YE (4gar batata dextrose
+ extrato de levedura), SAB+YE (agar Sabouraud + extrato de levedura), MEA+YE (&gar extrato de malte + extrato de levedura). Médias
que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes.

Fonte: Autores.

O crescimento micelial de P. djamor em residuos lignocelulésicos da fruticultura amazénica foi positivo em 75% das
mistura de substratos (Tabela 3). A VCM significativa foi observada em SAW+WB (0,37 cm/dia), CE+WB (0,37 cm/dia),
CE+RB (0,30 cm/dia) e AS+RB (0,23 cm/dia). Nos cultivos em SAW+RB e AS+WAB, o crescimento foi inferior 37,83% (0,23
cm/dia) e 48,64% (0,19 cm/dia), respectivamente, comparado aos resultados registrados em SAW+WB e CE+WB. A forma

micelial de P. djamor ndo foi observada em PE+RB e PE+WB. Ademais, nos cultivos em exocarpo de cupuagu (CE+WB e
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CE+RB) P. djamor desenvolveu micélio fortemente adensado. E nos cultivos a base de agai (AS+WB e AS+RB) e serragem
(SAW+WB e SAW+RB) a o micélio foi classificada como mediamente adensado e fracamente adensado, respectivamente.
Nos experimentos realizados por Palheta et al. (2011), os resultados indicaram que exocarpo de cupuagu favoreceu o

crescimento de P. ostreatus e P. florida.

Tabela 3. Média de velocidade de crescimento vertical em residuos lignocelulésicos e vigor micelial de Pleurotus djamor.

Tratamento VCM (cm/dia) Densidade Nota
SAW+WB 0,37+0,37 2 Fracamente adensado 1
CE+WB 0,37+0,012 Fortemente adensado 3
CE+RB 0,30+0,01 * Fortemente adensado 3
AS+RB 0,2340,01 Mediamente adensado 2
SAW+RB 0,23+0,12° Fracamente adensado 1
AS+WB 0,19+0,01° Mediamente adensado 2
PE+RB ND ND ND
PE+WB ND ND ND

SAW+WB = serragem + farelo de trigo; CE+WB = exocarpo de cupuagu + farelo de trigo; CE+RB= exocarpo de cupuacu + farelo de arroz;
AS+RB = semente de acai + farelo de arroz; SAW+RB = serragem + farelo de arroz; PE+RB= exocarpo de abacaxi + farelo de arroz;
PE+WB = exocarpo de abacaxi + farelo de trigo; ND = ndo determinado; Médias que ndo compartilham a mesma letra sdo
significativamente diferentes.

Fonte: Autores.

Dados da literatura demonstram que o género Pleurotus demonstra grande preferéncia por residuos lignoceluldsicos,
substratos ricos em celulose, hemicelulose e lignina que estimulam a sintese de enzimas degradadoras essenciais para o
crescimento dos cogumelos (Salmones, 2018; Singh & Singh, 2018). Assim como as demais espécies do género, Pleurotus
djamor também apresenta a habilidade para degradar lignina e polimeros presentes na parede celular vegetal, capacidade
comprovada ao utilizar fibra de coco (Theradinami, Thangeshwari, Arulsamy, & Parthasarathy, 2019). Residuos
agroindustriais influenciam significativamente no crescimento, na qualidade do micélio e na formacdo de basidiomas. A
estrutura, a composicdo desses substratos e a relacdo carbono/nitrogénio provavelmente fornecem condicbes fisicas e
nutricionais, parametros favordveis para o desenvolvimento do micélio e reproducdo das diversas espécies de cogumelos
(Salmones, 2018; Osunde, Olayinka, Fashina, & Torimiro, 2019; Toan & Qui, 2018; Wu et al., 2019).

4. Concluséo

O meio de cultivo influencia no crescimento e na produgdo de enzimas proteoliticas por Pleurotus djamor. Agar
Sabouraud+extrato de levedura (SAB+YE) é o meio sintético promissor para desenvolvimento da densidade micelial maxima.
Entre os residuos lignoceluloliticos, a mistura formulada com exocarpo de cupuacu com farelo de arroz (CE+RB) ou farelo de
trigo (CE+WB) estimulou o crescimento, assim como, a forte densidade micelial. Pleurotus djamor sintetiza proteases tanto
em meios de cultura sintéticos como em substratos naturais. Os meios de cultivo a base de tubérculo amazdnicos constituem

uma alternativa tecnoldgica sustentivel e ecoamigavel para o crescimento e biossintese de proteases por P. djamor.
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