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AGUIAR, Lorena Vieira Bentolila de. Cultivo e prospec¢do de lectinas e outras proteinas
bioativas de Pleurotus ostreatus em diferentes substratos. 2022. 167 f. Tese (Doutorado em

Biotecnologia) — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Amazonas, 2022.

RESUMO

Caracteristicas relacionadas ao cultivo de fungos comestiveis podem influenciar a composicao dos
cogumelos produzidos, tanto em seus aspectos nutricionais quanto na presenga de enzimas e proteinas
bioativas como as lectinas, cuja expressdao pode variar conforme o substrato e a linhagem utilizada.
Para verificar a influencia desses processos, foram cultivadas as linhagens 474, 542, 885 e 1467 de
Pleurotus ostreatus utilizando como substratos formulagdes com sementes de agai, capim-elefante,
abacaxi, marupa e serragem de pinus. As modificagdes nos substratos pré e pos cultivo, a
produtividade de cogumelos, a influencia dos substratos e linhagens nas caracteristicas nutricionais
dos cogumelos e atividades biologicas de proteinas foram avaliadas. Para os pardmetros produtivos,
as linhagens 542 e 1467, cultivadas em abacaxi e capim-elefante destacaram-se quando a produgdo
de basidiocarpos. Quanto as caracteristicas nutricionais, foram observadas diferencas nos
basidiocarpos (proteinas/fibras) de acordo com a linhagem e o substrato utilizado, com énfase para
os substratos de acgai, abacaxi e pinus. Os cogumelos produzidos foram submetidos a extragdo proteica
em agua, solucdo salina e tampao fosfato (com indicios de lectinas) e os extratos obtidos foram
submetidos a deteccao de lectinas, proteases e proteinas antioxidantes, bem como de inibidores. Nas
atividades proteicas, para atividade hemaglutinante (AHE), somente a linhagem 1467 apresentou
AHE no extrato aquoso ¢ em tampao fosfato, provenientes do cultivo em agai e marupd, sendo
observada a inibicdo da AHE somente nos extratos aquoso e em fosfato de 1467 cultivado em agcai,
diante de lactose. Com relagdo a atividade antioxidante, os extratos aquosos apresentaram o maior
potencial por ABTSe+ e o extrato aquoso de 474 em abacaxi para DPPHe, os extratos salinos para
quelagdo e os extratos salinos de 542 no poder redutor. Quanto a atividade proteolitica, os extratos
salinos apresentaram a maior atividade, destacando-se 474 em agai, com maior inibi¢do da tripsina
nos extratos aquosos, destacando-se 474 em abacaxi e 542 em acai e abacaxi. Nao foram observadas
atividades de inibicdo de o-amilase, a-glicosidase e lipase. Destaca-se a influéncia do método de
extracdo, bem como do substrato e da linhagem utilizada, tendo as linhagens de P. ostreatus
apresentado proteinas diferentes de acordo com a combinagao desses fatores, demonstrando que essas

variagdes interferem na qualidade do cogumelo como alimento e fonte de biomoléculas.

Palavras-Chave: Cogumelo ostra; Fungicultura; Atividade hemaglutinante; Extracdo proteica.
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AGUIAR, Lorena Vieira Bentolila de. Cultivation and prospection of lectins and other bioactive
proteins from Pleurotus ostreatus in different substrates. 2022. 167 f. Thesis (PhD in

Biotechnology) — National Institute of Amazonian Research, Amazonas, AM-Brazil, 2022.

ABSTRACT

Characteristics related to the cultivation of edible fungi can influence the composition of the
mushrooms produced, both their nutritional aspects and the presence of enzymes and bioactive
proteins such as lectins, whose expression may vary according to the substrate and strain used. To
verify the influence of these processes, strains 474, 542, 885, and 1467 of Pleurotus ostreatus were
cultivated using substrates formulations with agai seeds, elephant grass, pineapple, marupa, and pine
sawdust. Changes in substrates pre and post-cultivation, mushroom productivity, the influence of
substrates and strains on the nutritional characteristics of mushrooms, and biological activities of
proteins were evaluated. For production parameters, 542 and 1467 strains, cultivated in pineapple and
elephant grass, stood out in terms of basidiocarp production. As for the nutritional characteristics,
differences were observed in the basidiocarps (proteins/fibers) according to the strain and the
substrate used, with emphasis on agai, pineapple, and pine substrates. The mushrooms produced were
subjected to protein extraction in water, saline, and phosphate buffer (with signs of lectins), and the
extracts obtained were subjected to the detection of lectins, proteases, and antioxidant proteins, as
well as inhibitors. In the protein activities, for hemagglutinating activity (AHE), only the 1467 strain
showed AHE in the aqueous extract and phosphate buffer, from the cultivation in acai and marupa,
being observed the inhibition of AHE only in the aqueous extracts and in phosphate of 1467 cultivated
in acai, in front of lactose. Regarding the antioxidant activity, the aqueous extracts showed the greatest
potential for ABTS«+ and aqueous extract of 474 in pineapple for DPPHe, the saline extracts for
chelation, and the saline extracts of 542 in the reducing power. As for proteolytic activity, the saline
extracts showed the highest activity, 474 in acai, with greater inhibition of trypsin in aqueous extracts,
with 474 in pineapple and 542 in agai and pineapple. No a-amylase, a-glucosidase, and lipase
inhibiting activities were observed. The influence of the extraction method, as well as the substrate
and the strain used, is highlighted, with the P. ostreatus strains showing different proteins according
to the combination of these factors, demonstrating that these variations interfere with the quality of

mushroom as food and font of biomolecules.

Keywords: Oyster mushroom; Fungiculture; Hemagglutinating activity; Protein extraction.
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INTRODUCAO

Ha centenas de anos os fungos comestiveis, também denominados cogumelos, tém sido
reconhecidos por algumas culturas por suas propriedades medicinais e valor nutricional, sendo
a eles creditadas uma série de beneficios a saude humana, bem como a promog¢ao da qualidade
de vida (HASSAN et al.,, 2015). Os cogumelos sdo largamente utilizados na medicina
tradicional oriental, com enfoque para o tratamento e/ou preven¢do do cancer, doencas virais,
hipercolesterolemia, coagulagdo sanguinea e hipertensao, entre outros (ZHOU et al., 2019).

Segundo Hawksworth e Liicking (2017), até o momento, estima-se a existéncia de cerca
de 2,2 a 3,8 milhdes de espécies de fungos. Desse total, 140.000 seriam fungos formadores de
basidiomas e ascomas. Kumar, Mishra e Kaur (2019) relatam que, do total de espécies de
macrofungos, somente 14.000 sdo conhecidas e taxonomicamente identificadas. Desse
montante conhecido, 2.000 sdao comestiveis, sendo 80 cultivadas experimentalmente e 20
cultivadas comercialmente. Diante da diversidade de cogumelos existentes, ¢ possivel inferir
que esses macrofungos ainda sdo uma fonte pouco explorada de substancias potencialmente
uteis, incluindo as proteinas bioativas (HASSAN et al., 2015) e até mesmo de alimento, visto
que poucas das espécies descritas como comestiveis sdo cultivadas e o conhecimento sobre
linhagens locais ainda ¢ escasso.

Durante o cultivo de cogumelos, ocorre um processo de bioconversdo onde variados
residuos lignoceluldsicos agricolas, florestais e vegetais atuam como substratos e sao
degradados pelas enzimas fungicas (SINGH, 2019), podendo gerar cogumelos com
composig¢des diferentes, de acordo com o residuo utilizado (WANG et al., 2014). Sabe-se que
o desenvolvimento e a composi¢do nutricional dos cogumelos dependem da absor¢do de
nutrientes do material organico utilizado no cultivo (OLIVEIRA; NAOZUKA, 2019). Por esse
motivo, visando um maior teor proteico dos cogumelos, ¢ desejavel que os substratos utilizados
no cultivo sejam detentores de compostos e elementos como o nitrogénio, que pode fornecer o
aporte necessario para a sintese de proteinas e compostos nitrogenados no cogumelo (SALES-
CAMPOS, 2008). Pouco se sabe ainda sobre a influéncia da combinagdo entre substratos e
linhagens fungicas na obtencdo de caracteristicas nutricionais desejaveis para os cogumelos e
de como essa combinacao pode influenciar ou facilitar a obten¢do de compostos bioativos.

Andlises acerca do valor nutricional mostram que os cogumelos (em base seca)

apresentam valores de proteina que podem variar de 19 a 35%, sendo esse teor muitas vezes
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superior ao encontrado em vegetais. Contudo, essa composicdo pode variar ndo somente

conforme o substrato utilizado, como também de acordo com a espécie, linhagem, método de

cultivo e fatores ambientais (SINGH et al., 2015; WANG et al., 2014). Ainda nesse aspecto, 0s

cogumelos tém sido descritos por produzir uma variedade de proteinas, enzimas ¢ peptideos

com bioatividade ou potencial industrial. Entre estas proteinas estao incluidas lectinas, lacases,

proteases, enzimas hidroliticas e ligninoliticas, entre outras (ZHOU et al., 2019; NG et al., 2016;
ERGUN; UREK, 2017).

As lectinas, em particular, compreendem um grupo de proteinas caracterizadas por
exibir propriedades moleculares e fisiologicas unicas, incluindo diversidade estrutural e
especificidade por carboidratos (ERJAVEC et al.,, 2012). Essas proteinas tém sido
extensivamente isoladas de plantas, animas e bactérias e, mais recentemente, tém sido
investigadas em fungos (LIU; NG; WANG, 2013). Dentre as lectinas fungicas estudadas, 82%
sdo provenientes de cogumelos, 15% de microfungos ¢ 3% de leveduras (VARROT;
BASHERR; IMBERTY, 2013). Adicionalmente, essas proteinas exercem importantes fungdes
no ciclo de vida dos fungos e, podem desempenhar varias atividades biologicas que incluem
atividade antiproliferativa, antitumoral, imunomodulatéria, inibitéria da transcriptase reversa
do HIV-1 (LIU; NG; WANG, 2013), bactericida, fungicida, inseticida e antiviral (SINGH;
WALIA, 2016; ZHOU et al., 2019).

Assim, esse grupo de moléculas tem despertado bastante interesse da comunidade
cientifica visando a descoberta de novos principios ativos de aplicagdo farmaco-industrial (LIU;
NG; WANG, 2013). Essas proteinas tém sido isoladas em diferentes espécies de cogumelos e
apresentam variagao quanto a massa molecular, nimero de subunidades e especificidade por
carboidratos. Complementarmente, as lectinas t€ém sido purificadas a partir de diferentes
estruturas desses macrofungos, incluindo pileo, estipe e micélio, sendo o nivel de expressao
dessas proteinas variaveis quanto a idade do cogumelo, estrutura morfologica e condi¢des de
cultivo (HASSAN et al., 2015). Uma problemética importante a ser destacada ¢ que, muitas
vezes, lectinas em trabalhos da literatura costumam ser isoladas de cogumelos obtidos na
natureza, o que pode levar a uma série de heterogeneidades na sua obtencdo, sendo fundamental
o conhecimento de todo o processo, da selecdo de substratos e linhagens até o cultivo em si.

Nao menos importantes que as lectinas, as enzimas como lipases, alfa amilases e,
principalmente, as proteases também sao de interesse mundial e sua busca em microrganismos

segue em alta, devido a sua importdncia em uma série de processos industriais. Segundo
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Papadaki et al. (2020), o mercado global de enzimas em 2017 atingiu um valor de US$ 7,1
bilhdes com estimativa para atingir US$ 10,5 bilhdes em 2024.

De valor farmacéutico, cosmético ¢ alimenticio, bem como fundamentais nas industrias
téxtil, de biocombustiveis, couro e detergentes, essas enzimas sao produzidas industrialmente,
em sua maior parte (58%), a partir de leveduras e fungos, 30% por bactérias, 8% por animais e
4% por plantas (RIGO et al., 2021). Assim, torna-se fundamental a busca por novas fontes
enzimaticas, bem como o estudo de suas formas de obteng¢ao, visto que a otimizagdo dos fatores
que envolvem o cultivo ¢ essencial para um aumento na produtividade do fungo e,
consequentemente, na obtengdo de proteinas de interesse.

Nesse sentido, a bioprospeccao de lectinas e outras proteinas bioativas de valor
industrial, produzidas por fungos comestiveis, a partir do cultivo em diferentes residuos
vegetais, torna-se pertinente, uma vez que pouco se conhece acerca do cultivo de cogumelos de
ocorréncia na Amazonia e suas potencialidades. Adicionalmente, produtos (proteinas bioativas)
derivados desses fungos podem apresentar importante aplicacdo nas areas da biotecnologia,
farmacologia e industria. Assim, além de ser uma importante ferramenta quanto a busca de
biomoléculas naturais, o cultivo de fungos comestiveis em residuos vegetais também contribui
para a reducdo de impactos ocasionados pela geracdo de residuos de outras fontes de
exploracdo, devido a possibilidade de utilizacao desses materiais como substratos de cultivo de
cogumelos, e gera uma fonte alimentar valorosa.

Desta maneira, estudos envolvendo desde o cultivo de cogumelos como atividade
econOmica até a prospecc¢ao inicial e ajustes de protocolos visando a obtengdo de lectinas e/ou
outras proteinas bioativas sdo os primeiros passos para uma otimizacdo do processo de
producdo de cogumelos como fonte alimentar e como fonte de proteinas bioativas, visando uma

futura aplicag¢do e desenvolvimento de produtos na regido.

1.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da utilizacdo de diferentes substratos lignoceluldsicos no cultivo de
linhagens de Pleurotus ostreatus, na composicdo centesimal dos basidiocarpos e residuos pos-

cultivo, bem como sua ag¢do na sintese de lectinas e outras proteinas bioativas.
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1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter basidiocarpos provenientes do cultivo s6lido de 4 diferentes linhagens (474, 542, 885
e 1467) de Pleurotus ostreatus utilizando residuos vegetais, constatando as diferencas

apresentadas por cada linhagem;

Avaliar métodos de extracdo proteica para obtencdo e maximizacdo do rendimento de
lectinas e/ou proteinas desejadas, variando temperatura, tempo e solvente/solucao

extrator(a);

Detectar a atividade hemaglutinante — AHE (lectinas) frente a diferentes eritrdcitos e

caracterizar essa AHE quanto a termoestabilidade e a especificidade a diferentes agucares;

Buscar atividades de outras proteinas (proteases, inibidores de proteases a-amilase, a-

glicosidase, lipase e antioxidantes) nos extratos proteicos produzidos;

Averiguar o efeito dos residuos vegetais de acgai, marupa, pinus, capim-elefante e abacaxi
sobre o crescimento/producdo das linhagens fingicas, bem como a influéncia em suas

caracteristicas nutricionais, verificando as mudangas observadas nesses residuos;

Verificar a influéncia das combinagdes entre os residuos vegetais e as linhagens na
presenca/concentracdo de lectinas e outras proteinas (proteases, inibidores de proteases a-

amilase, a-glicosidase, lipase e antioxidantes).
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2. CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Fungos e cogumelos

Os fungos sao um grupo de seres heterotroficos fundamentais na ciclagem de nutrientes,
com organizacdes celulares que variam de organismos unicelulares aos detentores de filamentos
complexos capazes de formar estruturas macroscopicas (NARANJO-ORTIZ E GABALDON,
2019). Esses organismos sdo divididos em grupos definidos por caracteristicas morfologicas
associadas a reprodugdo, sendo o reino Fungi constituido por oito filos: fungos zoospdricos
com os filos Cryptomycota/Microsporidia, Blastocladiomycota e Chytridiomycota; fungos
zigomicetos com os filos Zoopagomycota e Mucoromycota e fungos pertencentes ao sub-reino
Dikarya, com os filos Ascomycota e Basidiomycota (SPATAFORA et al, 2018).

Esses seres possuem importancia comercial, servindo para a producao de antibidticos,
pigmentos, acidos organicos e outros produtos oriundos da fermentagdo. A quantidade de
compostos e metabdlitos que possuem diversidade € tdo significativa quanto a sua diversidade
(FERREIRA et al., 2016).

Os cogumelos, estruturas de reprodugdo presentes em alguns tipos de fungos, sao usados
para uma variedade de aplicagdes biotecnoldgicas, como a produgao de alimentos, enzimas,
suplementos dietéticos, compostos farmacéuticos e suplementos alimentares. Fungos
comestiveis tém sido conhecidos por seus valores nutricionais e podem ser considerados como
alimentos funcionais, fornecendo beneficios para a saude, além dos nutrientes. Contudo, os
cogumelos representam uma fonte pouco explorada de produtos farmacéuticos novos e potentes

(MADHANRAIJ et al., 2019).

2.1.1. Cultivo de cogumelos

O cultivo de cogumelos vem recebendo ainda mais atengdo nas ultimas décadas,
apresentando-se como um agronegocio promissor, (LIU; ZHANG; KUANG, 2018). Além da
possibilidade de geracdo de renda e emprego, em diversas localidades a fungicultura ¢ um meio
de subsisténcia familiar, além da possibilidade de converter residuos descartados e nao
comestiveis em um produto comestivel (LEKHA e MURALIDHARAN, 2021).

No mundo, mais de 50 espécies de fungos comestiveis sdo cultivadas, contemplando os
géneros Agaricus, Agrocybe, Auricularia, Flammulina, Ganoderma, Hericium, Lentinula,

Lentinus, Pleurotus, Tremella e Volvariella (KUMLA et al., 2020). Entretanto, entre todos os
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cogumelos, as espécies mais representativas comercialmente sdo Agaricus bisporus, Lentinula
edodes e Pleurotus ostreatus (KUMLA et al., 2020). A produgdo desses cogumelos depende de
uma série de condi¢des adequadas para que seja alcancando o desenvolvimento e a
produtividade desejados em seu cultivo em escala comercial (MAHARI et al., 2020).

De uma forma geral, o cultivo de cogumelos ¢ realizado em temperaturas de 20 a 35 °C,
em substratos com 65 a 70 % de umidade (MAHARI et al., 2020). Contudo, h4d uma série de
fatores que afetam a produtividade e o crescimento de cogumelos, como a umidade do substrato
e do ambiente de cultivo, o tipo de substrato, pH, teor de carbono, teor de nitrogénio, relacao

C:N e temperatura (MAHARI et al., 2020).

2.1.2. Residuos utilizados no cultivo

Uma grande quantidade de residuos € produzida pela agricultura e pelas industrias, cujo
descarte gera uma série de problemas ambientais, se ndo aproveitados (KUMLA et al., 2020).
Esses residuos, referidos como “materiais lignoceluldsicos” sao constituidos por celulose,
hemicelulose e lignina, podendo ser degradados pelos macrofungos através de suas enzimas
lignocelulésicas, podendo fazer parte de um processo de conversao de subprodutos em produtos
de valor agregado (KUMLA et al., 2020).

Diversos residuos agroindustriais podem ser aproveitados como substrato para o cultivo
de fungos comestiveis. Residuos como palha de arroz, palha de trigo, casca de algodao, sabugo
de milho, bagaco de cana-de-aglicar e serragem sao comumente utilizados no cultivo de
cogumelos (TESFAY et al., 2020). No entanto, o elevado desempenho de produgao de outros
substratos, ja relatado na literatura, demonstra a possibilidade de utiliza¢do de outros residuos
agroindustriais, incluindo residuos disponiveis localmente, a fim de maximizar rendimentos e

diminuir custos (KUMLA et al., 2020; LEKHA e MURALIDHARAN, 2021).

2.1.3. Género Pleurotus

O nome Pleurotus vem do grego “Pleuro”, que tem como significado “formado lateralmente”
ou “em posicgao lateral”, denominagdo relacionada a posi¢ao do estipe em relagdo ao pileo. Muitas
espécies desse gé€nero sdao consumidas, cultivadas e comercializadas, porém, as mais
representativas sdo Pleurotus ostreatus, P. eryngii, P. citrinopileatus e P. djamor (TELLEZ-

TELLEZ; DIAZ-GODINEZ, 2019).
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Nao se sabe ao certo a quantidade de espécies de Pleurotus existentes. Contudo, ha cerca
de 800 taxons descritos para o género nas bases de dados Index Fungorum e Mycobank.
Segundo Corréa et al. (2016), desse total, existe em torno de 200 espécies, excluindo-se os
registros que representam uma mesma espécie € os que foram reclassificados em géneros e
espécies diferentes. Entre estas, estdo inclusas aquelas com alto valor econdmico e nutricional,
como P. ostreatus.

Pleurotus ¢ um género de fungos presentes em todo o mundo, em florestas temperadas
e tropicais. Na natureza, se estabelecem e se desenvolvem de forma assexuada e sexuada.
(ANJANA; SAVITA, 2017). Esses fungos podem ser utilizados na ciclagem de nutrientes
através da degradacdo que promovem em residuos agroindustriais € em processos como
biorremediacao e biodegradacao de compostos (ANJANA; SAVITA, 2017), sendo produtores
de enzimas hidroliticas e ligninoliticas importantes como amilase, xilanase, lacase, manganés
peroxidase e lignina peroxidase, promissoras para diversas aplicagdes biotecnologicas nas
industrias de celulose e papel, alimentos, téxtil e cosméticos (ERGUN; UREK, 2017).

Pleurotus spp. ganharam atengdo consideravel devido as suas propriedades
nutrac€uticas e riqueza em compostos bioativos de alto (polissacarideos, peptideos e proteinas)
e baixo peso molecular (terpenoides, acidos, esteroides, ésteres de acidos graxos e polifendis),
sendo reportado para a espécie P. ostreatus cerca de 100 compostos bioativos (NG et al, 2016;
GOLAK-SIWULSKA et al., 2018; TESFAY et al, 2020). Essas substancias bioativas, contidas
no micélio e nos cogumelos das espécies de Pleurotus, apresentam propriedades
imunoestimulantes, antineopldsicas, antidiabéticas, anti-inflamatorias, antibacteriana/
antimicrobiana, hipocolesterolémica, antioxidante, anti-artritico, anti-carcinogénico/
antitumoral, hepatoprotetora, antivirais e vasodilatadora (KUMAR, 2019; MADHANRAJ et
al., 2019).

A presenga de componentes bioativos, como B-glucanas, acido ascorbico, lectinas,
componentes fendlicos, antioxidantes e complexo de polissacarideos-proteinas, tornam-os
adequados para serem utilizados como ingrediente para o enriquecimento nutricional de
alimentos funcionais, podendo ser extraidos e encapsulados de modo a alcangar os beneficios
terapéuticos maximos (KUMAR, 2019). Al¢'m disso, nutricionalmente, as espécies de
Pleurotus sao ricas fontes de proteinas, fibras alimentares, vitaminas do complexo B, vitamina
C e minerais, além de conter propor¢des mais elevadas de certos aminodcidos, como metionina

e cistina, em comparag¢do a outras espécies de cogumelos comestiveis (KUMAR, 2019).
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2.1.3.1. Cultivo de Pleurotus

Sob o aspecto econdmico-alimentar, Pleurotus ¢ um dos cinco géneros que constituem
85% do suprimento comercial de cogumelos, no mundo. Agaricus (principalmente Agaricus
bisporus e, em menor nimero, Agaricus blazei) é o maior género, correspondendo a 30% dos
cogumelos cultivados no mundo. Pleurotus (P. ostreatus, Pleurotus cornucopiae € P. eryngii),
corresponde ao segundo maior género, com 5 a 6 espécies cultivadas, contribuindo com cerca
de 27%, Lentinula (Lentinula edodes) equivale a 17% e Auricularia e Flammulina sao
responsaveis por 6% e 5%, respectivamente (ROYSE; BAARS; TAN, 2017).

No cultivo, Pleurotus spp. sao fungos de facil manuseio € menos dispendiosos na
producdo, em relacdo a outros cogumelos, permitindo um cultivo mais acessivel e em larga
escala, crescendo em uma variedade de residuos lignocelulosicos (ANJANA; SAVITA, 2017,
LEKHA E MURALIDHARAN, 2021), em um menor periodo de tempo (MAHARI ez al., 2020).
Em comparagdo as outras espécies de Pleurotus spp. também ¢ menos susceptivel ao ataque de
pragas e tem a capacidade de se desenvolver em uma faixa mais ampla de temperatura
(BELLETINI et al., 2019), nao requerendo condigdes ambientais muito controladas (RAMAM
etal.,2021).

Por serem fungos saprofitas, crescem com maior facilidade em em substratos ricos em
lignina e celulose, permitindo seu cultivo em uma serie de residuos como palhas e serragens,
tendo a capacidade de utilizar os substratos de forma eficiente, podendo obter altas taxas de
eficiéncia bioloégica (CARRASCO-CABRERA,; BELL; KERTESZ, 2019). Dentro da espécie,
diferentes linhagens podem se comportar de formas variadas ao serem cultivadas em substratos
com composig¢oes diferentes, podendo apresentar uma serie de modificagdes no rendimento e
qualidade dos basidiocarpos produzidos, por possuirem metabolismos e caracteristicas

genéticas diferentes (MARTINS et al., 2018).

2.2. Proteinas

A palavra proteina deriva do grego "proteios", que significa primeiro ou primario (WU,
2016), devido ao seu papel como componente fundamental nos seres vivos, sustentando todas
as funcoes celulares (RESTREPO-PEREZ; JOO; DEKKER,2018). Estruturalmente, consiste
em aminoacidos ligados por ligagdes peptidicas (WU, 2016), com uma diversidade de estruturas

¢ tamanhos moleculares (NG et al., 2016).
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Tanto as proteinas em si quanto os peptideos tém sido foco de pesquisas visando novos
farmacos, devido a crescente resisténcia de micro-organismos, o que tem levado a uma demanda
para o desenvolvimento de medicamentos (NG et al, 2016). Sob o aspecto econdmico, proteinas
terapéuticas como anticorpos monoclonais (mAbs), horménios do crescimento, insulina,
vacinas, enzimas, citocinas e glicoproteinas tem um mercado estimado de mais de US$ 165
bilhdes (KHOURY et al., 2015). Enzimas industriais, utilizadas em varios segmentos da
industria como alimenticio e téxtil, tem um rendimento estimado em 17,5 bilhoes até 2024
(RODRIGUES et al., 2017).

Os fungos apresentam uma grande variedade de proteinas com diferentes fungdes na
aquisicao de nutrientes e prote¢do contra organismos ou mesmo nha protecao contra condigdes
ambientais desfavoraveis (KIM et al., 2016). Entre todas as proteinas bioativas de cogumelos
comestiveis, as lectinas tém sido uma das mais investigadas (ZHOU et al., 2019). Entretanto,
ha uma série de proteinas e peptideos presentes nos fungos que apresentam um conjunto de
atividades distintas, incluindo atividade antibacteriana, antifingica, antiviral e anticancer.
Proteases, proteinas inativadoras de ribossomos, defensinas, hemolisinas, lectinas, lacases,
ribonucleases e proteinas imunomoduladoras sdo algumas dessas (NG et al., 2016).

Independentemente do tipo de proteinas, ¢ importante salientar que as condigdes gerais
de uma cultura fingica tem efeito direto na regulacdo da expressao proteica do organismo,
alterando a composicao do transcriptoma e proteoma, sendo que, o tipo de fermentagao,
semissolida ou submersa, também altera ¢ influencia essa composi¢io (TELLEZ-TELLEZ;

DIAZ-GODINEZ, 2019).

2.2.1 Lectinas
2.2.1.1. Breve historico

A identificacdo de proteinas capazes de promover a aglutinacdo de células ocorreu no
final do século XIX, quando entre 1887 e 1888, Stillmark, ao investigar sementes de
Euphorbiaceae, testou os efeitos de um extrato proteico parcialmente purificado em sangue,
observando que, apos a adi¢do da preparagdo, os eritrocitos ficaram juntos "como em uma
coagulagdo” (KOCOUREK, 1986). Essa lectina, a primeira descrita, foi denominada de ricina,
e era originaria da mamona (Ricinus communis). Testada por Stilmark com outras quatro plantas
da familia Euphorbiaceae, permitiu a observagdo inicial de que essa substancia reagia de

maneira diferente a eritrocitos de animais distintos (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).
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A palavra "hemaglutinina", utilizada inicialmente para denominar as lectinas, foi
introduzido em 1898 por Elfstrand, a fim de nomear as proteinas citotéxicas e hemaglutinante
presentes em plantas (KOCOUREK, 1986). O termo “lectina”, do latim Legere (escolher) foi
criado por Boyd e Shapleigh somente em 1954, originalmente para se referir apenas as
hemaglutininas de sementes de plantas (GOLDSTEIN; PORETZ, 1986). Contudo, como as
lectinas também foram encontradas em outros organismos, optou-se por definir “lectina” como
uma proteina de ligagdo a carboidratos, com origem ndo imune, capaz de aglutinar células ou
precipitar polissacarideos e glicoconjugados, reconhecendo especificamente e mantendo
ligacdes reversiveis com esses carboidratos, aplicando-se a definicao dada por Goldstein ef al.
(1980).

Todavia, essa definicdo exclui proteinas que apresentam capacidade de ligagdo a
carboidratos de modo semelhante as lectinas, mas que possuem apenas um sitio de ligacdo ao
carboidrato e, portanto, ndo apresenta capacidade aglutinante, como ocorre com a ricina € as
heveinas, lectinas oriundas de Hevea sp. (MOREIRA et al., 1991; POVINELI e FINARDI,
2002). Dessa forma, ¢ mais correto conceituar as lectinas como proteinas que possuem pelo
menos um dominio ndo catalitico, capaz de se ligar de forma reversivel a mono ou
oligossacarideos especificos (SHARON e LIS, 1990; POVINELI e FINARDI, 2002).

Comumente, lectinas podem ser chamadas também de hemaglutininas, devido a sua
capacidade de aglutinar eritrocitos. Contudo, essa denominagao ¢ simplificada, pois nem todas
as hemaglutininas sdo lectinas. Ou seja, nem todas as hemaglutininas aglutinam eritrécitos e
apenas lectinas possuem esta atividade (ROUF et al., 2011; HASSAN et al., 2015).

De uma série de marcos historicos acerca das lectinas, dois merecem destaque e abriram
novas perspectivas para essas proteinas na pesquisa bioldgica, especialmente envolvendo
estudos relacionados ao cancer. Nowell observou que uma lectina proveniente de Phaseolus
vulgaris estimulava a mitose de linfocitos, ao passo que Aub relatou que a lectina do Triticum
vulgaris aglutinava apenas células malignas, em comparacao as células normais, devido as suas
diferengas estruturais (KOCOUREK, 1986).

Para os macrofungos, especificamente, somente em 1910 foi demonstrada a presenca de
hemaglutininas/lectinas, inicialmente, encontrada na espécie Amanita muscaria (GUILLOT,
KONSKA, 1997). Em fungos comestiveis, a primeira lectina foi descoberta em 1912 na espécie

Boletus edulis (GUILLOT, KONSKA, 1997).
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2.2.1.2. Definicao e principais caracteristicas

Conceitualmente, lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune, que
possuem pelo menos um dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente a monossacarideos
especificos ou oligossacarideos, podendo aglutinar células e precipitar glicoconjugados, com
alto grau de seletividade e especificidade (GOLDSTEIN et al., 1980; ZHOU et al., 2019).
Majoritariamente, as lectinas se ligam com maior intensidade a oligossacarideos do que a
monossacarideos (GRAVEL, 2009).

As lectinas apresentam atividade pré e anti-inflamatodria, nociceptiva, vasodilatadora,
antiproliferativa/antitumoral, mitogénica/imunoestimulatoria, antiviral, antifingica,
antimicrobiana, antidepressiva, neuroprotetora e inseticida (CAVADA et al., 2019; ZHOU et
al., 2019). As atividades das lectinas sao atribuidas as suas interagdes com carboidratos, de
ocorréncia na fisiologia celular, incluindo processos como adesdo celular, desenvolvimento
celular embrionario, diferenciagdo, regulacao do crescimento, reconhecimento e interacao entre
c€lulas, sinalizagdo celular, interagdes patdogeno-hospedeiro durante uma infecgdo, resposta
imune do hospedeiro, desenvolvimento de enfermidades, metastase, localizacao, transporte
celular e indice de degradacdo e rigidez da membrana, eliminacdo de glicoproteinas,
diferenciacdo e segmentacao de proteinas para compartimentos celulares (GHAZARIAN;
IDONI; OPPENHEIMER, 2012; HASSAN et al., 2015).

As lectinas isoladas de fontes diferentes variam em relagao as suas caracteristicas fisico-
quimicas como peso molecular, pH, temperatura e especificidade a agucares, podendo até
mesmo depender de certos ions metalicos para expressar atividade (KHAN; KHAN, 2011).
Peumans e Van Damme (1998) relatam que as lectinas de plantas, ainda que diferentes
estruturalmente, podem se ligar a0 mesmo agucar e, muitas vezes, tem especificidade por
carboidratos que ndo sdo naturais do tipo de organismo do qual essa lectina teve origem. Essas
propriedades também estdo presentes nas lectinas fingicas e lectinas de outras origens.

Um exemplo dessa caracteristica pode ser demonstrado por uma série de lectinas que se
ligam a lactose, que sdo oriundas de organismos nos quais esse carboidrato ndo esta presente
naturalmente. Ha vérios relatos de lectinas fungicas (YOSHIDA et al. 1994; WANG; GAO;
NG, 2000), lectinas de plantas (BONDAR; TOLE; PATIL, 2016; COSTA et al., 2018), lectinas
de peixes e poriferos (ARAVINDAKSHAN; NAREDDY; KUMAR, 2017; MARQUES et al.,
2018) e até mesmo lectinas de insetos (VELAYUTHAM et al., 2017) que se ligam a lactose.
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2.2.1.3. Uso das lectinas

O papel das lectinas no organismo no qual tem origem ¢ muito variado. Pelo fato de
possuirem sitios ativos especificos para determinados padroes de carboidratos com
complexidades distintas, essas proteinas estdo envolvidas e desencadeiam uma série de reagdes
celulares que culminam em uma resposta direcionada (GUILLOT; KONSKA, 1997).

Como ferramenta, as lectinas podem auxiliar no estudo dos glicoconjugados da
membrana e da parede celular, bem como no papel destes na evolugdo do crescimento
cancerigeno (GUILLOT; KONSKA, 1997). A alteracdo da glicosilagdo esta associada ao
desenvolvimento e a progressdo do cancer. Por se interligarem a carboidratos, as lectinas
apresentam potenciais valores progndsticos, diagnosticos e terapéuticos para varios tipos de
cancer (WU et al., 2017).

As lectinas também podem ser utilizadas na estimulacdo mitogénica de linfocitos,
incentivando sua divisdo, bem como em processos de aglutinagdo e diferenciacao de células
cancerosas, devido a maior aglutinabilidade das células anormais (SHARON; LIS, 1989). Uma
das outras possibilidades mediadas por lectinas antitumorais ¢ a apoptose em diferentes
linhagens de células cancerosas (LAM; NG, 2010). Adicionalmente, apresentam possibilidade
de utilizagdo na separacao de tipos celulares, incluindo células tumorais, ndo somente através
de suas propriedades toxicas, onde atacam as células cancerigenas, mas também a partir da
identificagdo das diferencas de conformagdao de carboidratos das superficies celulares
(GUILLOT; KONSKA, 1997).

Devido as suas propriedades e atividades multifacetadas, as lectinas podem ser aplicadas
como sondas para investigar as estruturas e fungdes de superficies celulares, bem como para a
identificacdo clinica e até mesmo na classificacdo taxondmica de microrganismos (SLIFKINI;
DOYLE, 1990). Na virologia, as lectinas tém sido empregadas para a deteccao de glicoproteinas
virais em células purificadas e infectadas, para a purificagdo viral e para a obtencao de
informacdes sobre a estrutura das glicoproteinas virais, fatores que permitem a compreensao da
sua patogenicidade e a utilizagdo de métodos diagndsticos Unicos, que possibilitam a
identificacdo especifica de agentes virais. Tudo isso ¢ possivel devido ao seu espectro de
especificidades e pesos moleculares, que sdo ferramentas substanciais para aplicagdes
diagnosticas da microbiologia em geral (SLIFKINI; DOYLE, 1990).

Com atividade antiviral ja relatada, destaca-se a inibi¢ao da transcriptase reversa do HIV,

sendo que diferentes lectinas podem ter mecanismos diferentes de agdo anti-HIV, podendo ser



22

consideradas drogas potenciais no tratamento da AIDS (LAM; NG, 2010). As lectinas também
podem ser utilizadas em estratégias “drug delivery”, a fim de aumentar a biodisponibilidade, ja
que a absor¢do de uma droga ¢ dependente de sua solubilidade, disponibilidade e difusao
passiva. A absorcdo das drogas ¢é, geralmente, lenta e inadequada, exibindo tempo de
permanéncia relativamente curto no lumen intestinal, ndo havendo a absor¢ao completa. Assim,
as lectinas, por terem maior resisténcia e por apresentarem afinidade a oligossacarideos, tém
potencial para serem ferramentas valiosas na nanomedicina (BRUSCHI, 2019).

A participacdo de lectinas na ativacdo do sistema imunoldgico, no recrutamento de
neutrofilos, na promogado de efeitos pro-inflamatorios em células, na inducao da liberagdo de
citocinas e na proliferagdao de fibroblastos dao a essas proteinas o potencial para utilizagao no
tratamento de feridas cutaneas (CORIOLANO et al., 2014). Também ja foi descrita para as
lectinas a atividade antidepressora, sendo um dos estudos relatados o de uma lectina isolada da
alga Solieria filiformis, que foi testada em ratos, com resultados positivos, sem efeitos
psicoestimulantes e ansioliticos, presentes em algumas substancias utilizadas para esse fim
(ABREU et al., 2018).

Lectinas tém sido relatadas como um dos agentes promissores contra pragas agricolas,
utilizadas com sucesso em uma variedade de culturas, incluindo trigo, arroz e batata, podendo
auxiliar no manejo de pragas de forma mais natural, ja que outros métodos podem causar efeitos
negativos consideraveis ao meio ambiente e¢/ou ao ser humano. Em sua atividade inseticida, as
lectinas aumentam a mortalidade ou atrasam o desenvolvimento de insetos (LAM; NG, 2010).
As lectinas presentes em Solanum integriflorum foram testadas como inseticida, atividade na
qual ocasionaram modificagdes na membrana mitocondrial de células de insetos (CHEN et al.,
2018).

Com relacdo a sua atividade antifungica, as lectinas poderiam ser introduzidas em
plantas a fim de proteger de um ataque fungico. As lectinas ndo inibem diretamente o
crescimento do fungo, mas podem ter efeito indireto nos carboidratos da parede celular fingica
(LAM; NG, 2010). Essas atividades antifingicas ja sdo comprovadas. Um exemplo s@o as
lectinas de Solanum integrifolium, com resultados positivos para a atividade antifingica frente
a Rhizoctonia solani e Colletotrichum gloeosporioides, causadores de doengas comuns em
solanidceas (CHEN et al., 2018). Lectinas extraidas de sementes amazdnicas apresentaram
atividade antifiingica frente ao fitopatégeno Fusarium oxysporum, possivelmente por ligagdo

ao DNA dos esporos fingicos, afetando sua integridade (RAMOS et al., 2018).
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Ha registros de atividade bactericida contra bactérias gram positivas e gram negativas,
para as espécies de macrofungos Gymnopilus spectabilis e Sparassis latifolia (ZHOU et al.,
2019). Além disso, possuem atividade pro e anti inflamatéria, nociceptiva, vasodilatadora,
antidepressiva e neuroprotetora (CAVADA et al., 2019). As lectinas também s3o uma excelente
op¢ao para impedir a formagao de biofilmes, visto que algumas lectinas possuem a capacidade
interagir com os constituintes da matriz polimérica do biofilme, responsavel por sua resisténcia,
e desestabilizd-la, sem problemas relacionados a resisténcia de antibidticos ou mesmo a
toxicidade provocada pela utilizagdo de uma grande quantidade de medicamento, para tentar

erradicar um biofilme formado (FERREIRA et al., 2018).

2.2.1.4. Extracéo/obtencédo de lectinas e proteinas em geral

Desde os primeiros ensaios de hemaglutininas relatados, a maioria das
hemaglutininas/lectinas foram extraidas em extratos salinos, mesmo em protocolos de
precipitacao fracionaria (KOCOUREK, 1986), e esse ainda ¢ o método muito utilizado nos
trabalhos atuais. H4 muitas formas de extragao para a obtencao de proteinas, no geral, e lectinas.
Segundo Rugider (1993), muitas vezes os extratos sdo preparados em solucdo salina sem
tamponamento, podendo o pH ser ajustado caso haja necessidade, para garantir a extragao total
e evitar hemolise.

Também podem ser adicionados ions na extracao, pois algumas lectinas precisam de ions
metalicos para exercer sua atividade. Entretanto, € preciso utilizar um sal adequado visto que

alguns sais podem precipitar esses ions (RUGIDER, 1993).

2.2.1.5. Deteccdo de lectinas

Desde a descoberta da capacidade de aglutinacdo de eritrdcitos mediada pelas lectinas,
a maioria dos investigadores vem detectando a sua presenca através da hemaglutinacio
(GOLDSTEIN; PORETZ, 1986). Ha outras formas de deteccdo da atividade de lectina como
ensaio fotométrico, precipitagdo de polissacarideos ou glicoproteinas e eletroforese de afinidade
(KENNEDY et al., 1995).

O ensaio de atividade hemaglutinante detecta a presenca de lectinas em uma
determinada amostra através da incubagao de proteinas com eritrdcitos. Esses eritrocitos podem
ser utilizados em seu estado natural ou podem ser tratados enzimaticamente (tripsina e papaina)

(NASCIMENTO et al., 2020) e quimicamente (glutaraldeido) (TORRES et al., 2019). Esse
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processo leva a exposi¢do dos carboidratos da superficie celular dos eritrocitos, aumentando a
sensibilidade das células a lectina (KENNEDY et al., 1995).

E comum a utilizagdo de eritrocitos humanos. Entretanto, células de sangue animal
(coelhos, ovelhas, gado etc.) também podem ser usadas (RUGIDER, 1993). A aplicagdo do
ensaio para verificar a atividade hemaglutinante especifica ¢ um método semiquantitativo que
permite a obtengdo de informagdes sobre a ligacao e a especificidade de uma lectina, que, apos
o contato com o eritrocito, forma um “tapete” em suspensao (SANO; OGAWA, 2014). Quando
nao ocorre a hemaglutinagdo, um circulo sedimentado de eritrdcitos pode ser visto no final do

poco (Figura 1).
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Figura 1- Ligag¢do das lectinas aos carboidratos presentes nos eritrocitos e visualizagdo da

presenga e auséncia de atividade hemaglutinante. Adaptado de Sano e Ogawa, 2014.

A sensibilidade dos eritrocitos de diferentes espécies ou grupos sanguineos humanos em
relacdo a hemaglutinacdo de uma lectina pode diferir consideravelmente (RUGIDER, 1993),
sendo que algumas lectinas podem demonstrar preferéncia na aglutinagdo das células
sanguineas de um ou vdrios tipos sanguineos, sejam animais ou humanos (GOLDSTEIN;

PORETZ, 1986).
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A lectina reconhece um ou mais carboidratos presentes na superficie celular do eritrocito,
geralmente distinguindo as células, porém, muitas vezes se ligam a um tipo especifico de
carboidrato. As cadeias de acucar na superficie celular variam de acordo com o tipo celular e a
espécie da qual a célula é oriunda (SANO; OGAWA, 2014) e, muitas vezes, eritrocitos de
coelho sdo mais sensiveis que os humanos, mas isso ndo ¢ uma regra em todos os casos
(RUGIDER, 1993).

A superficie dos eritrocitos humanos € recoberta por carboidratos, glicolipidios e
glicoproteinas, estando presentes galactose, N-acetilglucosamina, acido sidlico e N-
acetilgalactosamina. Nessa superficie eritrocitaria, estdo os determinantes dos grupos
sanguineos do sistema ABO, os antigenos, que caracterizam os grupos sanguineos humanos
(VIITALA; JARNEFELT, 1985).

Algumas lectinas nao reagem com 0s eritrocitos nativos, a menos que sejam tratados
com proteases (tripsina ou papaina), melhorando a sua capacidade de aglutinagdo (RUGIDER,
1993). Essas enzimas clivam proteinas presentes na superficie dos eritrocitos, deixando os
carboidratos mais expostos e permitindo que as lectinas tenham maior acesso a esses,
aumentando os titulos de hemaglutinagio (PEREIRA JUNIOR, 2014) ou mesmo permitindo
que essa hemaglutinacao ocorra.

Demonstrando o efeito da ligacao de lectinas com eritrocitos de origens distintas,
Banerjee et al. (1982) examinaram a atividade hemaglutinante de sete espécies de cogumelos
(Volvariella volvacea, Termitomyces clypeatus, Panafolus papillionaceus, Gymnopilus
chrysimyces, Lentinus squarrosulus, Coprinus lagopus e Coprinus atramentarius), onde seis
das sete espécies testadas apresentaram maior atividade hemaglutinante diante de eritrocitos de
ovinos, enquanto C. atramentarius apresentou maior atividade ao ser testado frente a eritrocitos

de ratos.

2.2.1.6. Especificidade da lectina

Para confirmar a presenca da lectina e verificar sua especificidade por carboidratos, apds
a deteccdo da atividade hemaglutinante, a lectina deve ser testada frente a varios carboidratos,
para averiguar se ocorre a inibi¢do da atividade hemaglutinante especifica (AHE) (SLIFKINI;
DOYLE, 1990). A especificidade das lectinas ¢, geralmente, definida com base em testes de
inibicdo da AHE, em que varios mono ou dissacarideos sdo testados com relagdo a sua

capacidade em inibir a hemaglutinacdo de eritrocitos, podendo a ligagdo de muitas lectinas ser
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efetivamente inibida com mais de um carboidrato (SLIFKINI; DOYLE, 1990). Nesse ensaio,
ao ter seu(s) sitios de ligagcdo conectado(s) a um ou mais carboidratos ligantes, a lectina nio

consegue se ligar aos eritrocitos testados e tem sua atividade de hemaglutinagdo inibida,

confirmando sua natureza de lectina (SANO; OGAWA, 2014) (Figura 2).
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Figura 2- Hemaglutina¢do e inibicdo da hemaglutinacao por carboidratos. Adaptado de Sano e

Ogawa, 2014.

Outros compostos como taninos, alguns lipidios e ions podem aglutinar células
(RUGIDER, 1993). Somados a estes, a presenca de inibidores, glicoproteinas com écido sidlico
e aminas heterociclicas podem levar a um resultado falso, bem como a inacessibilidade ¢ a
baixa quantidade de receptores para os carboidratos (TOMS, 1981, apud CHEVREUIL et al.,
2009). Por esse motivo, ¢ importante descobrir se algum mono ou oligossacarideo ¢ capaz de
inibir a aglutinagdo, para confirmar a presenga da lectina. Entretanto, ¢ importante destacar que
algumas lectinas ndo reconhecem agucares simples, interagindo somente com estruturas
complexas (RUGIDER, 1993), fator que pode dificultar a detec¢do da lectina pelo teste de

inibigdo de aglutinagdo.

2.2.1.7. Lectinas fungicas: caracteristicas
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Entre todas as fontes de lectinas, as plantas tém sido mais extensivamente estudadas.
Entretanto, recentemente, as lectinas fingicas tém atraido ateng¢do especial, devido as suas
atividades biologicas (HASSAN et al., 2015). Em fungos inferiores, lectinas ja foram
detectadas no caldo de cultura de algumas espécies, incluindo Aspergillus fumigatus, Fusarium
sp. ¢ Penicillium chrysogenum. Também ha relatos de lectinas nos esporos flingicos
(KOBAYASHI; KAWAGISHI, 2014).

Os macrofungos sao fontes de novas lectinas com especificidade tnica e potencial para
aplicagdes biomeédicas e biotecnologicas. Mais de 60 lectinas de cogumelos ja foram
identificadas e apresentaram atividades antitumoral, mitogénica e imunoestimulatoria (ZHOU
et al., 2019). Entre as varias lectinas relatadas na literatura, as lectinas de cogumelos
comestiveis ainda sdo pouco conhecidas, especialmente em relagdo a sua caracterizacao
estrutural e funcional (SINGH et al., 2015). Adicionalmente, considerando que apenas 10% das
espécies de cogumelos sdo conhecidas, esses organismos representam uma enorme fonte
inexplorada de lectinas, potencialmente tteis € novas (HASSAN et al., 2015).

O uso potencial dessas lectinas, entretanto, exigira a producao em larga escala da
proteina pura. Atualmente, a maioria das lectinas de macrofungos relatadas sdo isoladas de
cogumelos recolhidos na natureza, fato que leva nao somente a rendimentos baixos, como torna
o processo demorado, além de conduzir a uma série de variagdes nao desejadas (HASSAN et
al., 2015). Nesse aspecto, o cultivo do fungo no substrato e nas condigdes onde ele expressa a
lectina, ¢ fundamental. Para tal, a selegao de substratos, o cultivo e tratamentos pds-colheita
devem ser mais estudados e padronizados, visando reduzir a heterogeneidade do fungo
produzido.

Considerando que o estudo das lectinas vegetais, animais e bacterianas tém sido ativos
e multifacetados, poucos trabalhos tém sido feitos com lectinas de fungos superiores. Uma
analise da literatura disponivel mostra que estudos de lectinas oriundas de basidiomicetos foram
feitos, principalmente, no isolamento de lectinas de cogumelos e, pouquissimos trabalhos
abordaram as lectinas de basidiomicetos oriundas do estdgio de micélio, que ¢ o principal
estagio de crescimento do fungo como um organismo biolégico, sendo escassos os trabalhos
que investigam lectinas de basidiomicetos relacionadas ao ciclo de vida dos fungos
(NIKITINA; LOSHCHININA; VETCHINKINA, 2017).

As lectinas de cogumelos ja relatadas na literatura variam em peso molecular e nimero

de subunidades (SINGH et al., 2015), sendo comumente independentes de ativagdo por ions



28

metalicos (KHAN; KHAN, 2011). Geralmente, essas lectinas compreendem duas a quatro
subunidades idénticas ou ndo idénticas, mantidas juntas por interacdes nio covalentes
(HASSAN et al., 2015). Algumas dessas lectinas sdo monoméricas, enquanto outras sao
diméricas, triméricas ou até¢ mesmo tetraméricas (WANG; NG; OOI, 1998) (Figura 3), sendo a
maior parte diméricas (SINGH et al, 2015). Seu peso molecular varia de 12 a 190 kDa (WANG:;
NG; OOI, 1998), sendo que a maioria das lectinas isoladas tem peso molecular mais baixo,
variando de 12 a 68 kDa, segundo Singh et al. (2015), e de 15 a 90 kDa, segundo Khan e Khan
(2011).

MONOMERICA DIMERICA

Macrolepiota procera (4ION) Aleuria aurantia (11UC)

TRIMERICA TETRAMERICA

Pholiota squarrosa (6A86) Agaricus bisporus (1Y2T)

Figura 3- Estruturas de lectinas presentes em macrofungos. Codigos em parenteses correspondem ao

registro no PDB — Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/)

As lectinas podem ser obtidas de diferentes estruturas do cogumelo (pileo, estipe e
micélio), sendo descrito que sua expressdo pode variar de acordo com a espécie, linhagem,
idade, fase de crescimento e estrutura morfoldgica do fungo, bem como método de cultivo e
meio de crescimento utilizado (HASSAN et al., 2015; NIKITINA; LOSHCHININA;
VETCHINKINA, 2017). Na maioria dos casos, as lectinas de macrofungos foram isoladas dos
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basidiomas e caracterizadas. Em algumas das espécies ja estudadas, foram observadas
diferencas no conteudo de lectinas ao comparar pileo e estipe de cogumelos, sendo, geralmente,
mais rico em lectinas o pileo (GUILLOT; KONSKA, 1997). Adicionalmente, também ¢
possivel encontrar lectinas nas hifas miceliais ¢ no proprio meio de cultura (GUILLOT,;
KONSKA, 1997).

Quanto ao micélio, especificamente, fungos dos géneros Armillaria, Agrocybe, Cerrena,
Coprinus, Fomes, Funalia, Ganoderma, Grifola, Gymnopilus, Kuehneromyces, Lactarius,
Lentinus, Laetipous, Panafolus, Pholiota, Pleurotus, Punctularia, Pycnoporus, Schizophyllum,
Termitomyces, Trametes, Tricholoma € Volvariella ja foram identificados como sintetizadores
de lectinas miceliais (NIKITINA; LOSHCHININA; VETCHINKINA, 2017). O estagio de
crescimento e desenvolvimento morfologico tem substancial influéncia sobre a presenga de
lectinas, sendo possivel que lectinas presentes no micélio fliingico sejam idénticas as obtidas no
basidioma/ascoma ou que ambas sejam completamente diferentes em relagdo as suas
propriedades e fungdes (NIKITINA; LOSHCHININA; VETCHINKINA, 2017). Ao passo que,
algumas lectinas sdo encontradas no cogumelo, mas nao no micélio vegetativo (NIKITINA;
LOSHCHININA; VETCHINKINA, 2017).

Verificando a presenga de lectinas em Lentinula edodes, Vetchinkina et al. (2008)
observaram que em diferentes estagios do ciclo de vida do fungo (micélio, filme micelial,
primoérdio e cogumelo), as lectinas diferiram em relacao a sua massa molecular, composicao da
subunidade, atividade e especificidade. Todos os estagios de ciclo de vida do fungo
apresentaram atividade hemaglutinante, porém essa atividade aumentou de acordo com a
pigmentagao do micélio e atingiu seu pico na fase marrom do filme micelial, sendo maior em
relacdo aos primordios e cogumelos.

Outra caracteristica importante das lectinas, além das diferenciagdes estruturais e locais
de origem, ¢ a sua especificidade a carboidratos (SINGH et al., 2015). Segundo Wang, Ng e
Ooi (1998), galactose (Gal), lactose (Lac) e N-acetilgalactosamina (GalNAc) sdo acucares
bastante comuns de ligacdo das lectinas de cogumelos, muito embora haja registro de varios
outros agucares, como fucose (Fuc), rafinose (Raf) e acido acetilneuraminico (NeuNAc).
Adicionalmente, ¢ importante salientar que algumas das lectinas de cogumelos comestiveis tém,
muitas vezes, sua especificidade mais relacionada a carboidratos complexos ao invés de

acucares simples (SINGH et al., 2015).
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Muitas vezes as lectinas de cogumelos tém a sua aglutinacdo inibida por mais de um
tipo de agucar/derivado de agucar e até mesmo por glicoproteinas, sendo que, muitas vezes,
entre os varios carboidratos que podem inibir uma mesma lectina, um deles se apresenta como
o inibidor mais potente (SINGH et al., 2015). Para exemplificar a ligacdo com mais de um
acucar e até mesmo glicoproteinas, podem ser citadas algumas lectinas, ja relatadas na literatura,
Cyclocybe cylindracea (lactose e inulina), Boletus edulis (melibiose e xilose), Ganoderma
capense (D-(+)-galactose e D-(+)-galactosamina), Ganoderma Ilucidum (lectina micelial -
glicoproteina asialomucina e fetuina; lectina do cogumelo- glucosamina, galactosamina e
glicoproteinas asialoBSM e fetuina) e Lentinula edodes (N-acetilgalactosamina e N-

acetilglucosamina) (SINGH et al. 2015).

2.2.1.8. Lectinas do género Pleurotus

Ha alguns registros de lectinas do género Pleurotus na literatura. Entretranto, ainda sdo
poucas as informagdes disponiveis. Oguri, Ando e Nagata (1996) analisaram a presenca de
lectinas em duas linhagens de Pleurotus citrinopileatus (KC-1 e KC-2), em quatro estagios de
desenvolvimento dos fungos: estagio 0 (micélio cultivado em meio liquido), estagio I (micélio
cultivado em meio solido em 5, 10, 16 e 23 dias), estagio II (primérdios ou cogumelos imaturos)
e estagio III (cogumelos maduros). Nenhuma atividade hemaglutinante foi encontrada nos
extratos miceliais do estagio 0, porém foi observada hemaglutinagao no micélio cultivado em
meio solido (estagio I), em ambas as linhagens, a partir de 16 dias de crescimento micelial. A
atividade nos estagios II e III aumentou para a linhagem KC-1 e diminuiu para a KC-2, sendo
que a KC-2 nao produziu lectina no cogumelo maduro.

Yoshida et al. (1994) encontraram para Pleurotus cornucopiae cultivado em substrato a
base de serragem e farelo de arroz, trés isolectinas com tamanhos entrel5 e 16 kDa, sem
inibicdo da atividade hemaglutinante por Fuc (fucose), Rib (ribose), Xil (xilose), Fru (frutose),
Gal (galactose), Glc (glicose), Man (manose), O-galactosamina, O-glucosamina, GalNAc,
GlcNAc, Lac (lactose), Mal (maltose), Melib (melibiose), Sac (sacarose), N-acetillactosamina
e Raf (rafinose). As atividades foram inibidas pelas glicoproteinas BSM e PSM, bem como por
fetuina, sendo mais fortemente inibidas pelo PSM.

Li et al. (2008) isolaram uma lectina dimérica de P. citrinopileatus. Essa lectina
apresentou especificidade para Mal (maltose), O-nitrofenil-f-d-galactopiranésideo, O / p-

nitrofenil-p-d-glucuronideo e insulina. Além disso, apresentou atividade antisarcoma e
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mitogénica em esplendcitos de ratos e de inibigdo da transcriptase reversa do HIV-1. Kawagishi
et al (2000) obtiveram uma lectina da espécie de P. ostreatus com inibicdo mais forte por Me-
a-GalNAc e Fucal — 2Galfl — 4Gle, sendo o Fucal — 2Galfl — 4Glc o inibidor mais
potente, sendo cinco vezes superior, comprada a Me-a-GalNAc. Wang, Gao ¢ Ng (2000)
encontraram em P. ostreatus uma lectina dimérica com subunidades de 40 e 41 kDa e testaram
a atividade hemaglutinante frente a eritrocitos de coelhos, sendo a inibi¢cdo da atividade testada
com 21 carboidratos diferentes. Os autores observaram a inibi¢ao diante de D-Melib, Lac
(lactose), D-Gal (galactose), a-metil-D-galactopiranosideo, NeuNAc, Raf (rafinose) e inulina,
sendo o D-Melib o carboidrato que inibiu a atividade de forma mais robusta.

Davitashvili et al. (2010) obtiveram, de P. ostreatus cultivado em palha de trigo e
efluente de destilaria, diferentes resultados conforme o desenvolvimento fungico. Os
primordios apresentaram atividade hemaglutinante baixa. Entretanto, os cogumelos maduros e
o micélio vegetativo exibiram alta atividade. Fragcdes de proteinas, com atividade de lectina e
massa molecular variando 3,5 a 105 kDa foram obtidas dos cogumelos maduros e fragdes de
proteinas de 1,5 a 125 kDa do micélio. Os carboidratos GlIcNAc, GalNAc e galactose inibiram
mais fortemente a atividade hemaglutinante do cogumelo. As lectinas miceliais exibiram

especificidade maior a manose.

2.2.1.9. Classificacdo das lectinas

Lectinas podem ser classificadas a partir da especificidade do carboidrato inibidor mais
eficaz, por sua propria estrutura molecular (GRAVEL, 2009) e propriedades bioquimicas e
fisico-quimicas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Da mesma forma, a nomenclatura das
lectinas pode vir do nome cientifico das espécies onde foram encontradas, como a lectina da
Vicia faba, denominada de favina), pela identifica¢do do sacarideo pelo qual tém afinidade e
até mesmo pelo protocolo utilizado na purificagdo (como a concanavalina A, lectina obtida da
Canavalia ensiformis). Preferencialmente, a nomeagdo das lectinas deve ter como padrdo a
utilizagdo do nome cientifico da espécie de origem (KENNEDY et al., 1995).

De acordo com o nimero de dominios de ligagdo a carboidratos e na auséncia ou
presenca de dominio que exerca atividade bioldgica, as lectinas podem ser classificadas em:
merolectinas, que apresentam apenas um dominio de ligagdo a carboidratos; hololectinas, que
tém mais de um dominio de ligacdo a carboidratos e sdo capazes de realizar aglutinagdo e

precipitagdo; quimerolectinas, que tém um dominio que atua independentemente da lectina e
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um ou mais dominios de ligagdo a carboidratos e, superlectinas, que possuem 2 ou mais
dominios ligantes a carboidratos, dominios esses com especificidade para acucares
estruturalmente e funcionalmente diferentes (PEUMANS E VAN DAMME, 1995).

Nao somente as lectinas vegetais, mas também fungos e¢ outros microrganismos tem
representantes em cada uma dessas classes de lectinas. Apenas nas superlectinas ndo ha
registros de representantes fliingicos nos bancos de dados, sendo conhecidas poucas

superlectinas no geral (Figura 4).

MEROLECTINA HOLOLECTINA
Macrolepiota procera (410N) Agaricus bisporus (1Y2T)
QUIMEROLECTINA SUPERLECTINA

i SEPE G

Marasmius oreades (4PDT) Burkholderia cenocepacia (2XR4)

Figura 4 - Classes de lectinas baseadas na quantidade e tipo de dominio na sua estrutura.

Merolectina, hololectina e quimerolectina representadas na figura sdo provenientes de fungos. A superlectina foi

isolada uma bactéria. Codigos em parenteses correspondem ao registro no PDB — Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/)

Com base em sua ligacdo a carboidratos, as lectinas podem ser categorizadas em lectinas
de galactose/N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglucosamina (GlcNAc), manose/glicose,
fucose, e especificas do 4cido sidlico (HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017). Outra
classificagdo pode ser feita a partir das similaridades entre as proteinas, originando 12 familias

de lectinas, incluindo a familia das aglutininas de Agaricus bisporus (ABA), primeira
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classificagdo organizada a partir de uma lectina fingica. Algumas das lectinas flingicas nessas

familias s3o homologas a varias lectinas encontradas em plantas (Tabela 1) (VAN DAMME;

LANNO; PEUMANS, 2008). Adicionalmente, as familias das lectinas podem ser classificadas

também com base na estrutura de seu dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) ou

pela dobra / caracteristica estrutural. Nesse contexto, ha, no minimo, 7 grupos de lectinas,

correspondendo a calnexina, tipo L (B-sanduiche B), tipo P (rico em estruturas B), tipo C

(estrutura o / B mista), galectinas (B-sanduiche), Tipo I e tipo R/ricina (B-trevo) (ISMAYA;
TIANDRAWINATA; RACHMAWATI, 2020).

Tabela 1- Familias de lectinas vegetais: caracteristicas, especificidade de ligacao e presenga de

lectinas fingicas

Familias Caracteristicas Especificidade Representantes
fungicos
) Fungicas. Homologos GIcNAc, GalNAc Sim
Agaricus em Ascomycota e
bisporus (ABA) o Y
Basidiomycota
Inclui similares a lectina N-glicanas,
Euonymus . .
de Euonymus europaeus Carboidratos com Nao
europaeus (EEA)
manose
Antiga familia de Man,
Galanthus lectinas ligantes de | Ol ideos, dcid Sim
.. ctinas ligantes de igomanosideos, acido
nivalis (GNA) 5 8 .
manose sialico
Lectinas do floema de
Nicotiana tabacum | Cucurbitaceae. Lectinas ) .
. . . .. N-glicanas, Man Nao
(Nictaba) similares a da Nicotiana
tabacum
Aglutininas N-glicanas
) . Capacidade de se ligar a X ’ .
relacionadas a P " 5 Carboidratos com Nao
o uitina .
quitinase (CRA) 4 residuos de Manose
) Presentes em espécies
Amarantina P Galp(1,3), GalNAc Nao
de Amaranthus
Lectina antiviral de uma .
. . . . Carboidratos com )
Cianovirinas cianobactéria, com , Sim
) ) residuos de Manose
lectinas homologas
Lectinas com dominio
Heveinas heveina. Também tem | (GlcNAc)n, N-glicanas Sim

especificidade a quitina
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Similares a jacalina, Man, Gal,
Jacalinas (JRL) lectina galactose GalNAc, Sim
especifica da jaca Galp(1,3)
. . Gli , Man,
Propriedades fisico- fcanas, Van
) . GalNAc, Gal, .
Leguminosas quimicas semelhantes e Sim
e, . ) GIlcNAc, Fuc,
fisiologicas diferentes . ,
glicoproteinas
Lisinas (LysM) Encontrada ém todos os Quitin?l, Sim
eucariotos Peptideoglicanas
.. Proteinas inativadoras Gal, GalNAc ou .
Ricina—- B . . . Sim
de ribossomos glicanas sialiladas

Segundo Kobayashi e Kawagishi (2014), a classificagdo especifica para lectinas
fingicas ¢ feita baseada na sequéncia de aminoacidos e estrutura tridimensional, assim como
as lectinas de plantas e animais. Entretanto, a classificacdo de lectinas de fungos ainda nao ¢
muito clara e varias lectinas fungicas sdo classificadas nas mesmas familias que as lectinas
animais e vegetais, como a da jacalina (Tabela 1). Contudo, algumas lectinas fungicas nao
possuem nenhuma semelhanga com as lectinas de animais e plantas, fazendo parte de outras

familias como a das lectinas especificas de fucose e a das lectinas especificas de acido sialico.

2.2.2. Proteases e inibidores de proteases

Outras classes de proteinas presentes nos fungos incluem proteases e inibidores de
proteases. Proteases (EC 3.4), peptideo-hidrolases ou peptidases, sdo enzimas capazes de
catalisar a hidrolise de ligacdes peptidicas (ANTAO; MALCATA, 2005). Essas proteinas,
presentes em todos os organismos vivos, apresentam uma diversidade de estruturas e
mecanismos de acdao na hidrolise de peptideos e sdo classificadas com base em sua agao
catalitica ou natureza do seu sitio catalitico (KIDRIC et al., 2014).

As proteases seguem como o grupo de enzimas de maior interesse industrial,
correspondendo a pelo menos 60% do mercado mundial de enzima (RAMAKRISHNA;
RAJASEKHAR; REDDY, 2010). Essas enzimas sao fundamentais na sintese de uma série de
proteinas, regulando sua constitui¢do, reagdes de hidrélise e sua eliminacdo, com agdo
especifica, capaz de quebrar certas sequéncias de aminoacidos em condig¢des especificas
(SCHALLER, 2004).

Os inibidores de proteases, por sua vez, sdo proteinas capazes de reduzir a velocidade

da reacdo catalisada pelas proteases, levando a inibi¢do reversivel e/ou irreversivel da atividade
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dessas enzimas, ao competir pelo sitio ativo da enzima alvo (SABOTIC; KOS, 2012). Estas
proteinas sdo fundamentais na regulacdo da atividade proteolitica e tem agdo diretamente
relacionada a protease a qual inibem (SABOTIC; KOS, 2012), sendo classificadas de acordo
com o seu mecanismo de agdo, estrutura, origem e até mesmo pela classe de proteases que sao
capazes de inibir ¢ de acordo com a regido do substrato sobre a qual atuam (DUNAEVSKY et

al., 2014).

2.2.3. Lipases, amilases e glicosidases

As lipases (triacilglicerol acilidrolases, EC 3.1.1.3) s3o biocatalisadores fundamentais
nas industrias alimenticias, de detergente, téxtil, farmacéutica, cosmética e de energia (RIGO
et al, 2021). Essenciais em processos industriais, sao o terceiro maior € mais valioso grupo de
enzimas, atras apenas das proteases e carboidrases (PHUKON et al., 2020; RIGO et al, 2021),
como as amilases. Essas enzimas estdo presentes em plantas, animais € microrganismos,
variando suas caracteristicas conforme sua origem e, sua producdo a partir de fungos pode
sofrer modificagdes de acordo com a linhagem utilizada e a composigao do meio de crescimento
fungico (BHARATHI; RAJALAKSHMI, 2019).

A lipase ¢ essencial na digestdo de gorduras dos alimentos no limen intestinal. Assim,

secretada pelo pancreas, ¢ responsavel por catalisar a hidrélise de triglicerideos (TAG) em
acidos graxos livres, monoglicerideos e diglicerideos (MUKHERIJEE, 2003), sendo a inibigao
dessa enzima capaz de reduzir a absor¢do dos TAG (SOSNOWSKA et al., 2015).
As amilases também possuem um potencial comercial e aplicagcdo industrial e biotecnologicas
significativas, representando cerca de 25% do mercado enzimitico (KUMAR, SAHAI,
BISARIA, 2012). Adicionalmente, ha registros da presenca de amilases em diversos
basidiomicetos como Hericium erinaceum (DU; WANG, NG, 2013), Ganoderma lucidum
(SOEKA; ILYAS, 2021), Pleurotus ostreatus (ERGUN; UREK, 2017) e outras espécies do
género.

Segundo Ercan e El (2016), a-amilases (EC 3.2.1.1) e a-glicosidases (EC 3.2.1.20) sdo
fundamentais na hidrolise de carboidratos complexos. A a-amilase € responsavel por hidrolisar
polissacarideos em oligossacarideos, enquanto a a-glicosidase continua o processo, catalisando
monossacarideos (TRINH; STAERK; JAGER, 2016), sendo interessante a busca de inibidores
dessas enzimas, com o objetivo de reduzir a absor¢do de glicose, podendo ser utilizados no

tratamento de obesidade e diabetes (XU et al., 2018; HAMEED et al., 2019).
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2.2.4. Proteinas antioxidantes

Com a finalidade de combater os radicais livres e reduzir o estresse oxidativo, as
moléculas antioxidantes tém a capacidade de diminuir os danos causados pelos radicais livres
as biomoléculas (RAO etr al., 2011; STONE; BASIT; MOHIUDDIN, 2019). Dentre os
diferentes tipos de antioxidantes como algumas vitaminas, carotenoides, aminoacidos,
peptideos, coenzimas, flavonoides, fenois e polifenodis, também se encontram proteinas com
capacidade antioxidante (AKLAKUR, 2018; LORENZO et al., 2018).

As proteinas antioxidantes podem agir neutralizando e removendo os radicais livres,
sendo de grande interesse farmacoldgico (BUTT; RASOOL; KHAN, 2019), podendo ser
encontradas nos cogumelos (XU et al., 2011). Estima-se que a industria de fArmacos de origem
peptidica e proteica represente 10% do mercado farmacéutico, visualizando-se um aumento
crescente em relacdo a industria de moléculas de menor peso molecular (BRUNO; MILLER;

LIM, 2013).
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3. CAPITULO 2 - Production of commercial and Amazonian strains of Pleurotus ostreatus in

plant waste

(Publicado - https://doi.org/10.34117/bjdv8n6-299)
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ABSTRACT

Pleurotus spp. have the ability to grow on a wide variety of lignocellulosic materials, which
opens up a range of options to be explored. The use of locally available residues and native
strains can reduce production costs, thus making fungiculture a potential economic activity in
developing regions, such as northern Brazil. The aim of this research was to compare the
production and nutritional characteristics of different strains of P. ostreatus, cultivated on
lignocellulosic residues available in Amazonas state, Brazil. The native (474 and 1467) and
commercial (542 and 885) strains were cultivated in marupa (Simarouba amara) and pine
(Pinus sp.) sawdust, acai (Euterpe oleracea) seeds and elephant grass (Pennisetum purpureum
Schum.) straw. Productivity was evaluated according to biological efficiency, yield and loss of
organic matter. Some physicochemical and nutritional parameters were also evaluated. In
general, among the residues evaluated for mushroom cultivation, the elephant grass substrates
(EG) showed better physicochemical properties in terms of moisture, ash content (minerals),
hemicellulose and lignin. Additionally, the EG-based substrate resulted in the best productive
parameters (yield and EB) for all strains studied, with emphasis on strain 1467, which is native
to the Amazon. The basidiocarps of the native strains (474 and 1467) presented a nutritional
composition that is similar to the commercial strains (885 and 542), and the mushrooms grown
in EG-based residue, in general, presented the best nutritional compositions. Thus, strain 1467
of Pleurotus ostreatus, native to the Amazon, shows promise for commercial purposes, when
cultivated in elephant grass residue.

Keywords: edible mushrooms, bioconversion, biological efficiency, solid fermentation,
alternative substrates, basidiomycetes.

RESUMO

Pleurotus spp. tém capacidade de crescer em uma grande variedade de materiais
lignoceluldsicos, abrindo um leque de opcdes para serem explorados. A utilizacdo de residuos
disponiveis localmente e de linhagens nativas podem reduzir os custos de producao, colocando
a fungicultura como uma atividade econdémica em regides em desenvolvimento. O objetivo
desta pesquisa foi comparar a producdo e caracteristicas nutricionais de diferentes linhagens de
P. ostreatus, cultivadas em residuos lignoceluldsicos disponiveis localmente. As linhagens
nativas (474 e 1467) e comerciais (542 e 885) foram cultivadas em serragem de marupa (MS)
e pinus (PS), sementes de acai (AS) e palha de capim-elefante (EG). A produtividade foi
avaliada a partir da eficiéncia biologica (EB), rendimento e perda de matéria organica (PMO).
Alguns parametros fisico-quimicos e nutricionais também foram avaliados. Em geral, dentre 0s
residuos avaliados para o cultivo de cogumelos, os substratos a base de EG apresentou melhores
propriedades fisico-quimicas quanto a umidade, conteddo de cinzas (minerais), hemicelulose,
lignina. Adicionalmente, o substrato EG resultou nos melhores parametros produtivos
(rendimento e EB), para todas as linhagens estudadas, com énfase para 1467, nativa da
Amazobnia. Os basidiomas das linhagens nativas (474 e 1467) apresentaram composicao
nutricional semelhantes as linhagens comerciais (885 e 542), sendo os cogumelos cultivados
em residuo de EG, em geral, os que apresentaram as melhores composi¢des nutricionais. Desta
maneira, a linhagem 1467 de Pleurotus ostreatus, nativa da Amazdnia, mostra-se promissora
para fins comerciais, quando cultivada em residuo de capim-elefante.

Palavras-chave: cogumelos comestiveis, bioconversdo, eficiéncia bioldgica, fermentacdo
solida, substratos alternativos, basidiomicetos.
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1 Introduction

The Amazon has a vast biodiversity of living organisms, including fungi (Pereira et al.,
2017). In nature, fungi play a fundamental role in nutrient cycling, mainly in the degradation of
lignin and cellulose from plant substrates (Soares et al., 2014). Among these fungi, Pleurotus
is one of the genera of macrofungi that occur in the Amazon Rainforest; however, little is known
about the diversity and potential of native strains, which have several different genotypes and
are adapted to local growth conditions, thus allowing cultivation at different times of the year
(YYamashita and Hirose, 2016; Melanouri et al., 2022).

The genus Pleurotus is the second most cultivated mushroom in the world due to its
adaptability in nature or in artificial development since it presents low demands on the
cultivation substrate, and is able to be produced in different temperature conditions and in the
most varied lignocellulosic materials (Melanouri et al., 2022).

The main residues used in mushroom cultivation are wheat and rice straw, cotton husk,
corn cob, rice and wheat bran (Jeznabadi et al., 2016). However, other alternative substrates
have also been applied in order to maximize mushroom production. Additionally, using locally
available waste products not only reduces mushroom production costs, but also helps in the
recycling of locally discarded vegetable waste, thus reducing their environmental impacts and
making this a sustainable practice (Sadh et al., 2018).

Among some of the residues available in the state of Amazonas, Brazil, which come
from agro-industrial and wood processing and have potential for use as a substrate in mushroom
cultivation, elephant grass (Pennisetum purpureum Schum.), pine (Pinus sp.), marupa
(Simarouba amara) and acai (Euterpe sp.) can be cited. Elephant grass is an important forage
plant for animal feed, is capable of growing in tropical and subtropical regions, and is
characterized by having a high content of dry matter, carbohydrates, fiber and proteins, with
high mass production per area (Haldar and Purkait, 2020; Mongcéo et al., 2020).

The pine, despite not being a native species of the Amazon, is processed by local
industries in the manufacture of pallets, boxes and doors. It is an essential wood species for
several areas of the timber industry and is widely planted or used throughout Brazil (Lima et
al., 2016). Marupa is a woody species native to the Amazon that can be an alternative option
for the wood industries, for example, for the manufacture of furniture, and the interest has
grown in this species and, consequently, its use (Souza et al., 2020). Acai is a traditional palm

from the northern region of Brazil, much appreciated for the pulp of its fruit, which provides
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several food products; however, it presents many losses during the processing of this pulp, with
about 93% of the fruit correspond to the seed, which is discarded and generates a high volume
of waste (Maranho and Paiva, 2012; Lima et al., 2021).

As such, determining suitable substrates, added to the use of adapted fungal strains with
high performance, can lead to a profitable cultivation (Melanouri et al., 2022). Thus, this study
aimed to cultivate different strains of Pleurotus ostreatus, both native to the Amazon and
commercial strains, in different regional residues, and evaluate production parameters in order
to enable greater use of Amazonian species, mainly for commercial purposes, as well as verify

the nutritional quality of these mushrooms.

2 Material and methods
2.1 Biological material

The native (codes 474 and 1467) and commercial (codes 542 and 885) strains of
Pleurotus ostreatus were acquired from the Collection of Microorganisms of Agrosilvicultural
Interest, at the National Institute for Amazonian Research (INPA). Marupa (Simarouba amara)
sawdust — MS, pine sawdust (mixture of Pinus elliottii and P. taeda) — PS, acai (Euterpe
precatoria) seeds — AS and elephant grass (Pennisetum purpureum) straw — EG were obtained
from agro-industries and wood industries in the city of Manaus (3° 06’ 06” S, 60° 01’ 29” W),
state of Amazonas, Brazil. The residues were dried in the open air, milled and then stored until

use in the cultivation of the mushrooms.

2.2 Cultivation of mushrooms

P. ostreatus strains in PDA medium (potato dextrose agar) were used as a pre-inoculum
in the production of spawns, which was prepared using residues supplemented with rice, wheat
and corn bran (75:20:5), humidified and adjusted to pH 6.0 by adding CaCO., and then
incubated at 25 °C. Mushroom cultivation was carried out in polypropylene bags and using the
respective spawns as inoculum. The bags were incubated at 25 °C, 90% air humidity and under

a 12-hour photoperiod. The basidiocarps produced were collected, lyophilized and ground.

2.3 Physicochemical and nutritional parameters
The moisture content was obtained by drying the samples at 105 °C, and the ash content
by the calcination of the samples at 550 °C for 4 h (1AL, 2008). Carbon (Walkley-Black method)
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was determined by mixing the samples in a K.Cr.O. and H.SO. solution, with subsequent heating
at 60 °C for 10 minutes, followed by the addition of an indicator and H.PO., and then titrated
with ammoniacal ferrous sulfate solution (Tedesco et al., 1995).

In the nitrogen analysis (Kjeldahl’s method), the samples were digested in H.SO. at 350
°C), distilled in NaOH, collected in an H.BO:. solution containing indicators, and titrated with
HCI solution (Tedesco et al., 1995). The protein content was obtained by multiplying the N
value by the conversion factor 4.38 for mushrooms and 6.25 for substrates (Furlani and Godoy,
2005). The lipids were quantified using extraction in a chloroform, methanol, water and Na.SO.
solution. Afterwards, the samples were filtered, dried until the evaporation of the chloroform
and then weighed (1AL, 2008).

For the quantification of fiber, the samples were digested in a neutral detergent solution
and dried at 105 °C. Subsequently, the samples were digested in an acid detergent solution and
dried at 105 °C (Van Soest, 1963). Then, the samples were submitted to lignin determination,
with incubation in KMnO, for 2 h, followed by incubation in demineralizing solution for 30
min. After this step, the materials were dried at 105 °C and calcined at 550 °C (Van Soest and
Wine, 1968). The total fiber value was obtained from the sum of all fiber classes obtained.
Available carbohydrates were obtained by subtracting the moisture, protein, lipid, ash and fiber
contents. While the total carbohydrates (TC) were determined from the subtraction of the
moisture, protein, lipids and ash contents. Energy values (kcal/100g) were calculated using the

Atwater conversion factor (Nepa, 2011).

2.4 Production parameters

Biological efficiency (BE) was calculated from the ratio between the fresh mass of the
basidiocarps and the dry mass of the initial substrates. The yield, based on the ratio between the
fresh mass of the basidiocarps and the fresh mass of the substrates after cultivation and the loss
of organic matter (LOM), was calculated by the difference between the initial and residual dry
mass (spent) of the substrates divided by the initial dry mass of the substrates (Sales-Campos
and Andrade, 2011).

2.5 Statistical analysis
The experiment was arranged in a completely randomized design, in a 4x4 factorial

scheme, corresponding to 4 fungal strains (474, 542, 885 and 1467) of P. ostreatus and 4
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residues (marupd, pine, acai and elephant grass), with 11 repetitions. Physicochemical and
nutritional analyses were performed in three replications. All data were submitted to ANOVA
and compared using Tukey’s test (p<0.05) using the Sisvar 5.6 program (Ferreira, 2019).

3 Results and discussion
3.1 Physicochemical parameters of substrates

The physicochemical parameters were determined in the initial and post-cultivation
(spent) substrates of the native and commercial strains of P. ostreatus. The moisture, a factor
of fundamental importance in mushroom cultivation, was higher in the elephant grass (EG)
substrate (74.70%), and remained around 70% for most other substrates, except for the substrate
composed of acai (AS) residue, which presented a moisture content of 52.44% (Table 1). This
value is within the range described by Chang and Miles (2004), in which the moisture levels of
mushroom growing substrates should vary from 50 to 75% so that they can help in the
development of the basidiocarps but not affect the oxygen supply and, consequently, not cause
mushroom mortality. However, the 60-65% moisture range is considered the most desirable in
solid mushroom cultivation (Mahari et al., 2020).

For Gaitan-Hernandez et al. (2017), under indoor cultivation conditions, the moisture
content of the substrate should vary between 70 and 80% in order to promote the absorption of
nutrients by the fungal hyphae and facilitate the occurrence of metabolic reactions involved in
the formation and development of hyphae, which comprises the phase of colonization of the
substrate and, later, the formation of basidiocarps.

In the post-cultivation substrates (spent), there was no pattern in the percentage of
moisture. In general, the pine sawdust (PS) showed a reduction in moisture content, while the
AS substrate showed an increase in the percentage of moisture, after the cultivation of all strains
(Table 1).

The ash content demonstrates the mineral contribution of the material, and corresponds
to the fixed mineral residue that is obtained after the decomposition of all organic components
(Sales-Campos et al., 2011). In this study, the EG substrate had the highest ash content, both in
the initial (8.18%) and in the spent substrate, with emphasis on strain 1467, which was
cultivated in EG (19.36%) (Table 1). Additionally, an increase in the percentages of ash was
observed in all spent substrates when compared to the initial substrates (Table 1). The increase

in ash content in spent substrates may be related to the bioconversion process that occurs during
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growth. With the constant use of organic matter, which is consumed during cultivation,
inorganic elements become more evident, increasing the ash content (Singh, 2000).

As for the carbon content, the initial substrates of marupa sawdust (MS) and pine
sawdust (PS) presented the highest percentages, while the highest nitrogen content was obtained
in the initial substrate of AS, and the C:N ratio was higher in the initial MS substrate (Table 1).
Carbon is one of the fundamental elements for the growth of basidiocarps, and is used in the
synthesis of macromolecules and as a source of energy (Anike et al., 2016). In this sense, the
AS substrate, which presented the lowest carbon content among all the evaluated substrates,
possibly provided the lowest energy, which may be one of the factors responsible for its low
production.

In the spent substrates, there was a reduction in the levels of carbon for most substrates,
compared to the values present in the initial substrates (Table 1). This gradual reduction in the
carbon content of the substrates after mushroom cultivation occurs due to the accumulation of
carbon in the process of basidiocarp formation itself (formation of structures and cellular
composition), in addition to the loss that occurs during the process of cellular respiration.
(Chanakya et al., 2015).

Analyzing the C% between the strains, the highest levels were observed in the spent of
the cultures of 474 strain in the substrates EG and MS (Table 1). For strain 542, MS obtained
the most significant content (Table 1). The same occurred for 885, with 47.52% for the MS
substrate, while the substrates MS and PS exhibited the highest carbon values after the
cultivation of strain 1467 (Table 1). Thus, the spent marupa sawdust (MS) substrate stands out,

since it obtained the highest carbon contents, regardless of the P. ostreatus strain evaluated.
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Table 1. Moisture, ash, carbon (C), nitrogen (N), C:N ratio, proteins and lipids of the initial and post-cultivation (spent) substrates of native (1467 and 474) and commercial
(542 and 885) strains of Pleurotus ostreatus, cultivated in different local lignocellulosic wastes. AS: agai seeds; EG: elephant grass; MS: marupa sawdust; PS: pine sawdust.

Moisture Ashes C N C/IN Proteins Lipids
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
AS 52.44 d £ 0.62 5.69 b £ 0.53 44,12 c+£0.92 1.44a+0.02 30.61d £ 1.06 9.01a+0.13 2.17¢£0.33
Initial EG 74.70a+0.21 8.18a+0.24 46.95b + 1.09 1.03b +0.02 4555¢+0.40 6.44b+0.11 3.61b+0.13
substrate MS 72.51b+0.24 3.68c+0.38 53.60a+1.31 051d+0.01 104.74a+325 3.20d+0.04 1.05d+0.28
PS 71.43c¢+0.17 3.34¢+0.13 53.05a+0.52 0.64 ¢ +0.02 83.36 b+ 2.41 3.98¢+0.16 5.91a+0.27
AS 72.20 Aabcde +5.92 8.38Bde+0.58  41.04 Cef+ 1.53 217Aa+0.04 18.94Dg+1.07 13.55Aa*0.26 0.81Be=*0.38
EG 74.85Aabcd+3.58 13.14 Ab+0.12 47.05 Aab+0.62 1.71Bb+0.03 27.54Cf+0.47 10.67Bc+0.21 1.19Bde+0.03
4ra MS 72.98 Aabcde + 1.72 6.75Cgh +0.06 46.24 Aabc +0.00 0.97Ce+0.03 47.90Bde+1.32 6.03Cg+0.17 0.83Be+0.13
PS 56.24 Bf £ 2.81 6.33Ch+0.06 43.65Bcde+1.49 0.75Df+0.05 58.27 Abc+6.26 4.71Dh+0.33 3.33Ab10.14
AS 7853 Aab+355 7.45Bfg+0.06 44.45Abbcd+0.66 1.56Ac+0.01 2843Cf+0.35 9.77Ad+0.03 0.92Be+0.21
EG 74.03Aabcd+5.32 19.36 Aa+0.26 42.58Bdef+0.68 0.70Bfg+0.03 60.14Bb+1.45 7.41Bf+0.00 1.42Bcde+0.35
1467 MS  79.55Aat424 5.44Dj+0.32 44.62 ABabcd +0.36 0.69 Bfg+0.02 65.00Bb+2.98 4.30Chi+0.16 1.03Bde +0.28
Spent PS 34.95Bg +4.44 6.19Chi£0.24 46.47 Aabc+£0.60 0.57Cgh+0.03 81.83Aa+359 4.39Chi+0.02 3.64Aab+0.24
substrate AS 73.05Aabcde +3.43 6.46Bh+0.24  41.16 Cef+1.13 155Ac+0.09 26.55Cfg+1.16 9.70Ad+0.54 0.93Ce+0.06
EG 68.03 ABcde +11.34 12.19Ac+0.45 44.27Bbcd+151 156Ac+0.05 2845Cf+1.07 9.73Ad+0.29 1.73Bcd+0.36
885 MS 65.90 Bde + 10.78  5.50 Cij = 0.08 4752 Aa+1.45 0.92Be+0.05 51.74Acd+3.09 575Bi+031 1.08Cde+0.08
PS 42.33Cg +3.47 6.52Bh+£0.14 4191Cdef£098 0.98Be+0.01 4249Be+143 6.17Bg+0.10 3.87 Aab+0.14
AS 76.35 Aabc +£10.44 8.87 Bd +0.15 34.20Cg £0.03 1.84 Ab+0.09 1858Cg+0.93 11.53Ab+0.58 1.26 Cde +0.06
EG 64.37Bef+8.62 18.65Aa+0.22 39.63 Bf £ 0.29 1.40Bd+£0.02 28.43Bf+0.66 8.71Be+0.14 2.00Bcz*0.17
>42 MS 70.07 ABbcde + 3.73 6.21 Dhi+0.07 46.38 Aabc +1.42 0.62Cfgh+0.02 75.35Aa+535 3.85Di+0.15 1.03Ce+0.09
PS 40.82 Cg +3.70 8.04 Cef£0.10  40.90 Bef + 0.86 054Ch+0.00 7530Aa+112 4.63Chi+0.02 427Aax041

Means + standard deviation followed by uppercase letters compare post-cultivation substrates within each strain and lowercase letters compare all substrates and strains,
separated into initial and post-cultivation substrates of mushrooms.
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As for nitrogen content, there was an increase in N% in the spent substrates, except for
strain 542 in PS (Table 1). The increase in the concentrations of N in substrates after mushroom
cultivation is commonly reported, and is a fact that can be explained by different hypotheses,
such as the excretion of hydrolytic enzymes in the culture medium during fungal metabolism,
the presence of fungal mycelium in the final substrate or even by the possibility that some
species of macrofungi fix atmospheric nitrogen when associated with diazotrophic organisms,
as already reported for several species of Pleurotus (Jayasinghearachchi and Seneviratne, 2004;
Andrade et al., 2013).

In the C and N values obtained, there was a narrowing of the C:N ratio in all spent
substrates, with the highest C:N ratio obtained for strain 542 in MS and PS (Table 1).
Investigations into the C:N ratio are important, since it plays an important role in mushroom
growth, and physicochemical properties (size, porosity and gas exchange) influence mycelial
colonization rate and substrate bioconversion in the mushroom (Cueva et al., 2017).

In nature, Pleurotus species grow on wood, which normally presents a C:N ratio ranging
from 350-500:1. However, to achieve the desired productivity in a cultivation, this ratio must
be more equal, with a ratio of 19:1 to 22:1 up to a maximum of 70-80:1 (Chang and Miles,
2004; Mabhari et al., 2020), which are values that are close to those found for the AS and EG
initial substrates.

The nitrogen present in the substrates is essential for protein synthesis in the
basidiocarps; however, this nitrogen-protein-mushroom ratio is close and levels ranging from
0.65 to 1.30% stimulate protein synthesis, while values between 1.75 and 2.20% inhibit fungal
colonization in the substrate (Cueva et al., 2017). The AS substrates (initial and spent) and the
basidiocarps produced on this substrate showed the highest content of N and proteins, thus
corroborating the influence of nitrogen on protein synthesis. Furthermore, nitrogen is used not
only in protein synthesis, but also in cellular activities (Anike et al., 2016).

As observed for ash, the protein content increased in spent substrates, with the AS
substrate showing the highest percentages, both in the initial substrate and after mushroom
cultivation (Table 1). On the other hand, lipid levels decreased in spent substrates when
compared to initial substrate concentrations, with PS substrates showing the highest
concentrations (Table 1). These higher levels of lipids found in the PS substrate may be related

to the presence of greases, resins and essential oils (Vogelmann et al., 2015).
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Regarding the fibrous constitution of the materials, the MS initial substrate had the
highest cellulose content (Table 2), while AS and EG showed the highest values of
hemicellulose, with 30.85 and 32.39%, respectively (Table 2). Whereas, the lignin content was
prominent in the MS and PS substrates (Table 2).

Lignin is an unwanted resistant material, as it has an inhibitory effect on
microorganisms, and acts as a physical barrier to cellulose degradation (Shin et al., 2019).
Corroborating this, the EG substrate, which corresponds to the substrate with the lowest lignin
content, showed the highest productivity rate for all strains tested. Thus, high concentrations of
lignin in the substrate can be a limiting factor in the productive yield of mushrooms. On the
other hand, hemicellulose is more easily degraded compared to cellulose, since it is more easily
available to the fungus (Annepu et al., 2019).

There is some conjecture about the relationship between the contents of cellulose,
hemicellulose, lignin and mushroom production. Oztiirk and Atila (2021) observed a correlation
between cellulose degradation, yield and biological efficiency. In fact, strains 1467 and 542
cultivated in EG, with higher BE (102.93% and 86.18%, respectively), showed a significant
reduction in cellulose content when compared to the other residues.

In regards to yield, this same cellulose reduction ratio is observed in strain 1467 EG,
strain 542 EG and strain 1467 AS, but not in strain 474 PS and strain 474 EG. Characteristics,
such as the accessibility of these fibrous components in the substrate and the enzymatic
contribution present in the cultivated fungus, may be some of the factors responsible for a
greater EB in certain substrates and when using certain strains.

As for total fibers, the initial and spent substrates based on MS and PS had the highest
levels (Table 2), with the high fiber content being characteristic of wood residues (Aguiar et
al., 2021). The type of wood, its metabolites and the availability of its fibrous constituents, such
as cellulose, are essential for successful cultivation (Alfianti et al, 2021). Thus, it is not enough

for the material to be rich in nutrients, they must also be available for use.
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Table 2. Total fibers, cellulose, hemicellulose, lignin, total carbs (carbohydrates), available carbs (carbohydrates) and energy values of the initial and final substrates of Pleurotus
ostreatus native and commercial strains, cultivated in different local lignocellulosic wastes. AS: acai seeds; EG: elephant grass; MS: marupa sawdust; PS: pine sawdust; ASM:

mushroom from acai seeds; EGM: mushroom from elephant grass; MSM: mushroom from marupé sawdust; PSM: mushroom from pine sawdust.

Total fibers Cellulose Hemicellulose Lignin Total Disponible Energy
(%) (%) (%) (%) carbs (%) carbs (%) (kcal 100 g-1)
AS 3677bc+117 3863c£123  3085a+399  641b+012  7878c+073 420la+163  22368a+7.53
- EG 3563c+033 37.43c+035  323%+040  490c+0.73  78.03c+043 4240a+014  227.86a+121
Inital substrale 1o 5312a+345 55622361 2313h+383 10812033  8756a£025 3545b+358  160.04b+6.60
PS  4105b+019  4403b+020 23.04b+048  10.00a+022  8153b+046 40.48a+048  231.01a+101
AS 3560 Dfg+027 38.91Cfg+030 21.86Aa+089 454BCgh+024 68.95Bf+039 33.8Aghi+063 19461 Adef5.05
EG 38.09Cef+0.46 40.81Cef+049 14.97Bef+048 3.08Ch+0.06 6835Bf+040 30.25Bi+0.72 174.42 Bgh+2.31
1 \MS 4816Ab+052 51.40Aa023 1306Cgh+017 652Afg+054 79.05Ac+050 3065Bi£099  154.18 Ci+3.05
PS 4424Bc+021 47.01Bbc+055 0.04Di+042 583Abg+045 78.72Ac+074 3449 Afgh+0.81 186.74 Afg +3.20
AS 30.09Ch+151 3040Cij+064 19.79Ab+021 21.93Aa+048 7824Bc+032 4815Aa+121  239.99 Aa+ 7.50
4y EG 2688Di%008 2835C|+104 1653Bde096 843Defx051 66.60Cq+0.16 30.73Bocd £ 114 201.33 Bodef6.27
MS 47.13 Abc+0.46 50.62 Aa+049 1463Cfg+018 13.69Bc+052 82.34Ab+061 3521 Cefg+056 167.29 Chi+ 3.05
PS 40.71Bde+0.37 43.69Bde+039 11.81Dh+0.27 10.63Cde+045 78.94Bc+032 38.24 Bede+0.42 203.33 Bede + 2.98
Spent substrate AS 4821Bb+0.97 49.89Aab+1.00 1856 Abc+0.21 6.50 Afg+0.33 79.53 Bc+053 31.32Chi+0.65 172.50 Cgh +3.64
EG 3447Dg+0.68 3342Ch+066 17.47Acd+127 537Agh+033 7453Cd+091 40.06 Abcd +0.84 214.79 Abc + 1.07
885 IS 5239Ma+125 5162Aa+123 1264Bh+0.06 681Afg+134 8255Ab+104 3016Ci+156 15360 Di+ 448
PS 41.19Cd+156 4420Bcd+168 1241Bh+002 6.95Afg+152 75.50Cd+059 34.31Bfgh+2.11 196.70 Bdef + 9.07
AS 3396Bg+128 3652Bg+138 19.78Ab+053 12.06BCcd +1.80 71.34Ce+ 054 37.38 Cdef+1.64 206.97 Ccd+5.11
EG 2034Dj+016 22.05Dk+017 346Dj+043 18.60Ab+088 62.87Dh+0.13 4253Bb+0.29  222.95Bb+2.26
2 M 4423Ac+077 45.78Acd+080 11.79Bh+0.60 11.58Ccd £0.96 85.50Aa+016 417Bbc+071  189.81 Def+2.94
PS 30.92Ch+187 3239Chi+196 8.25Ci+035 13.82Bc+0.81 7852Bc+067 47.59Aa+181  247.35Aa+821

Means + standard deviation followed by uppercase letters compare post-cultivation substrates within each strain and lowercase letters compare all substrates and strains,

separated into initial and post-cultivation substrates of mushrooms.
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3.2 Productive parameters

Comparing all the combinations of strains and substrates, the yield was statistically
different only for strains 474, 542 and 885, when grown on AS substrate (Figure 1). Under these
conditions, it can be inferred that these three strains did not obtain a yield considered
commercially profitable, since to be considered a substrate with good productivity, the
minimum yield must be 100 g (mushroom) /kg (substrate), are those that exceed this value are
desirable (Siqueira et al., 2011).
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Figure 1. Yield of native and commercial strains of Pleurotus ostreatus cultivated in different regional
lignocellulosic wastes. AS: acai seeds; EG: elephant grass; MS: marupa sawdust; PS: pine sawdust. Bars with the
same lowercase letter for all combinations (strains and substrates) and with the same uppercase letter, when
comparing each strain in all substrates, do not differ statistically from one another as per the Tukey test at a level
of significance of 5%.

In the other experimental conditions, there was a tendency towards higher yields among
the different strains (1467, 474 and 542) when cultivated in EG (Figure 1). In this sense, it is
important to emphasize that the presence of sugars and other readily available components in
the residue are essential for greater productivity (Cardoso et al., 2013), while materials that are
difficult to decompose by the fungus can generate the reverse effect (Pedra and Marino, 2006),
which can be seen in the characteristics of the materials selected for this cultivation.

The highest values found are similar to those obtained by Otieno et al. (2022), for P.
ostreatus, which showed yields of 53 g of mushroom in 100 g of dry orange peel and 55 g of
mushroom in 100 g of dry watermelon peel, which would correspond to approximately 400 g
of dry substrate in the present study (1 kg of residue with 60% moisture), which produced 212
9/400 g and 220 g/400 g.
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The variation in productivity in the substrates can demonstrate the presence of nutrients
in greater quantity or even of nutrients of superior quality in the substrates (Gume et al., 2013).
It is noted that, of the 4 strains of P. ostreatus, 3 did not show good yields from acai residue,
which may reflect its nutritional composition, since it was not suitable for most of the strains
tested.

Biological efficiency (BE) expresses the ability of the fungus to convert the substrate
into basidiocarps and, as observed for yield, there is also a desired BE value in order to be
considered an economically profitable cultivation (Sadar et al., 2017). For the cultivation of P.
ostreatus, those that reach at least 40% BE are considered economically viable substrates (Rios
et al., 2010; Gume et al., 2013). Thus, of the 16 combinations of substrates and strains, only 5
are not suitable for cultivation (474 AS, 1467 AS, 1467 PS, 542 AS and 885 AS), since the BE
was below or very close to 40% (Figure 2).
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Figure 2. Biological efficiency (BE) of native and commercial strains of Pleurotus ostreatus cultivated in different

Acde
Bde Acde

Bde Bde Ade

Biological efficiency - BE (%

regional lignocellulosic wastes. AS: acai seeds; EG: elephant grass; MS: marupa sawdust; PS: pine sawdust. Bars
with the same lowercase letter for all combinations (strains and substrates) and with the same uppercase letter,
when comparing each strain in all substrates, do not differ statistically from one another as per the Tukey test at a
level of significance of 5%.

Pifia-Guzman et al. (2016) report that BE must present values close to 100% in order to
obtain high mushroom productivity. In this study, the highest biological efficiencies obtained
were for 1467 EG (102.93%) and 542 EG (86.18%), which correspond to a native and
commercial strain, respectively (Figure 2). The results for BE in this study corroborate Toro et

al. (2018) who evaluated different strains of Pleurotus spp. grown on Yucca schiedigera
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residues, for which they obtained BE values ranging from 107.7 to 125.6%. Koutrotsios et al.
(2017) observed BE values ranging from 43.89 to 109.38% for other species of Pleurotus spp.,
when grown on wheat grains. Comparing BE among the cultivation substrates studied herein,
it was found that EG residue provided a higher BE for all strains evaluated. While, among the
strains, 1467 (native strain from the Amazon) showed better performance (Figure 2).

In a study evaluating the effect of different substrates (wheat, rice and soybean meal)
on the production of Pleurotus spp., BE varied from 67.23 to 236.32%, indicating that it was
significantly affected by the combination and supplementation of substrates (Jeznabadi et al.,
2017). This fact can be explained by the structural differences between the substrates, including
the composition and structures of the fibers (hemicellulose, cellulose and lignin), as these
characteristics influence the development and mycelial penetration into the substrate, which
reflects on the formation of the basidiocarps (Jeznabadi et al., 2016; 2017).

The loss of organic matter (LOM) showed the same pattern described for yield and BE,
in which fungi grown on the AS substrate exhibited the lowest LOM. Conversely, fungi grown
on the EG and PS substrates had the highest LOM, especially strain 1467 (Figure 3).
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Figure 3. Loss of organic matter (LOM) of native and commercial strains of Pleurotus ostreatus cultivated in

different regional lignocellulosic wastes. AS: agai seeds; EG: elephant grass; MS: marupé sawdust; PS: pine
sawdust. Bars with the same lowercase letter for all combinations (strains and substrates) and with the same
uppercase letter, when comparing each strain in all substrates, do not differ statistically from one another as per
the Tukey test at a level of significance of 5%.

A correlation between BE, yield and LOM can be observed for the two treatments with

the highest BE, which also showed some of the highest LOM and yield. However, one of the
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highest yields obtained, in the combination of the 1467 strain cultivated in AS (208.91 g/Kg),
a low LOM (27%) was observed (Figures 1 and 3), indicating that there is not always a
relationship between productivity and LOM. An explanation for this low ratio may be the loss
of CO. and H.O during fungal metabolism, which does not necessarily indicate the degradation

of lignocellulosic material for the formation of basidiocarps (Carvalho et al., 2012).

3.3 Nutritional parameters of mushrooms

In the basidiocarps, the moisture ranged from 73.46% (1467 MS) to 91.08% (474 PS),
and most mushrooms presented moisture in the range of 80%. These values obtained are within
or close to the expected moisture in mushrooms, which range from 85 to 95% (Singh and Singh,
2021).

The average ash value (indicative of minerals) was 6%, and the basidiocarps of strain
474 presented the lowest (3.48%) and highest (8.70%) ash content when cultivated in AS and
PS, respectively (Table 3). Singh and Singh (2021) highlight that mushrooms have a significant
amount of minerals, evidenced by the amount of ash and describe that the ash content in
Pleurotus species varies from 5 to 15% of its dry base, which is within the range found for the
different strains of this study.

The analyses of the centesimal composition of the mushrooms produced showed carbon
and nitrogen contents of around 40% and 5%, respectively, for all the conditions evaluated,
which resulted in an average C:N of 8.6 (Table 3). Furthermore, mushrooms from cultivation
in the EG substrate showed the highest C:N, which may justify the best production parameters
for this experimental condition (Table 3).

The protein content of the basidiocarps varied from 13.27 to 30.07%, with the AS
substrate providing the highest protein content for all the evaluated mushroom strains, thus
corroborating the results obtained for the initial substrates, in which the acai residues exhibited
the highest protein content (Table 3). The lipid contents of the mushrooms ranged from 3 to
4.98%, while the fungi grown on the EG substrate had some of the highest levels of total and
available carbohydrates (Table 3). Usually, mushrooms of species of the genus Pleurotus are
reported to have protein concentrations of up to 27 g/100 g on a dry weight basis and lipids
ranging from 1.1 to 8.3% on a dry weight basis, while carbohydrates, which correspond to the
main constituents of the dry weight of a mushroom, vary from 46.6 to 81.8% (Singh and Singh,
2021).
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Table 3 — Moisture, ash, carbon (c), nitrogen (n), C:N ratio, proteins and lipids of the basidiocarps of Pleurotus ostreatus
native and commercial strains, cultivated in different regional lignocellulosic waste. ASM: mushroom from acai seeds;
EGM: mushroom from elephant grass; MSM: mushroom from marupa sawdust; PSM: mushroom from pine sawdust.
Means followed by the same lowercase letter in the columns and same uppercase letter in columns, when comparing each
strain in all substrates, do not differ statistically from one another by Tukey at 5% significance.

o Moisture Ashes C N C:N Proteins Lipids
Basidiomes
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
ASM 82.32 Babcd + 3.48Dg + 41.60Aabc+ 561Ad*+ 7.41Dhix 2460Adzx 3.79 Abcd
4.16 0.00 0.41 0.05 0.01 0.22 0.21
EGM 89.10 ABab * 729Cbh+  41.33 ABabcd 3.28Dhi 12.60Abz 14.37Dhi+ 4.23 Aabc *
474 2.56 0.17 +0.23 +0.01 0.05 0.03 0.20
MSM 90.58 Aab + 7.93Bb+  40.00Bbcde+ 4.99Be+ 8.01Cg+ 21.87Bet 4.40Aabz
1.81 0.06 1.03 0.07 0.09 0.32 0.31
PSM 91.08 Aat 8.70 Aa + 4201 Aab+ 460Cf+ 9.14Bd+ 20.13Cfx 4.02 Aabc+
2.74 0.12 0.74 0.05 0.24 0.21 0.60
ASM 8452 Aabc+ 555Bdef+ 40.54Abcd+ 6.21Bc+ 6.53Cj+ 27.20Bct 2.15Bex
6.51 0.25 0.73 0.13 0.06 0.58 0.26
EGM 85.55 Aabc+  6.12 Acd 37.80Bf+ 4.04Dg+ 935Ad+ 17.70Dgx 2.26Bezx
1467 6.05 0.05 0.71 0.12 0.16 0.54 0.27
MSM 73.46 Bd £ 6.21 Acd £ 38.03Bef+ 6.53Ab+ 583Dk+ 28.60Ab+ 3.32Acdz
8.65 0.09 1.24 0.24 0.13 1.07 0.31
PSM 86.91 Aabc+ 6.21Acd+ 40.66 Abcd+ 5.09Cex 7.98Bg+ 2231Cezx 3.00Adez
4.38 0.11 1.10 0.07 0.24 0.31 0.13
ASM 80.45 Abcd + 5.68 ABcdef 40.89 Aabcd+ 6.86 Aa+ 596Dk+ 30.07Aax 3.66Bbcd +
8.58 +0.18 0.10 0.06 0.04 0.27 0.31
EGM 85.74 Aabc * 6.15Acd+  39.27Bcdef+ 358Dh+ 1098 Ac+ 15.67Dhz+ 4.12Babc *
885 8.61 0.50 0.57 0.04 0.19 0.19 0.14
MSM 85.20 Aabc+ 5.25BCef+ 40.13 Aabcd+ 5.20Bex 7.72Cgh+ 22.77Be+ 4.98Aaz
6.95 0.19 0.72 0.18 0.40 0.80 0.32
PSM 87.88 Aab + 511 Cf+ 37.89Cf+ 440Cf+ 861Befx 19.27Cfx 3.75Bbcd +
4.65 0.43 0.62 0.05 0.06 0.22 0.07
ASM 77.06 Bed + 6.09 Acd+ 39.87Ccdef+ 578Ad+ 6.90Dij+ 2530Adz* 3.83 Abcd+
8.31 0.02 0.41 0.02 0.06 0.07 0.73
EGM 81.94 ABabcd 6.42 Ac + 4195ABab+ 3.03Di+ 13.85Aat+ 13.27Di+ 4.18 Aabczt
542 +6.22 0.58 0.66 0.01 0.24 0.03 0.20
MSM 85.84 Aabc * 6.03 Acd £ 4281 Aa+x 526Bet 814Cfgt 23.03Be+ 4.52Aabz
3.79 0.08 0.00 0.01 0.01 0.03 0.27
PSM 81.69 Ababcd 5.96 Acde+ 41.27BCabcd 4.61Cf+ 8.95Bde+ 20.20Cfx 4.19 Aabc+
+4.73 0.14 +0.23 0.10 0.23 0.43 0.21

Means + standard deviation followed by uppercase letters compare basidiocarps within each strain and lowercase letters
compare basidiocarps between all substrates and strains.

The total fiber content in species of the genus Pleurotus ranges from 7.5 to 27.6% on a dry
weight basis (Singh and Singh, 2021). Except for 542 AS and 542 EG, which presented a content of

4.60 and 6.84% of total fiber, respectively, the other 14 combinations of strains and cultivation

substrates are within this mentioned range (Table 4). Additionally, among all combinations, the

highest total fiber content in mushrooms was obtained for 1467 PS (23.05%), which was the

cultivation substrate with the second highest total fiber content (Table 4).
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Table 4 — Ash, total fibers, proteins, lipids, total carbs (carbohydrates), disponible carbs (carbohydrates) and energy
values of the basidiomas of native and commercial strains of Pleurotus ostreatus cultivated in different local
lignocellulosic wastes. ASM: mushroom from acai seeds; EGM: mushroom from elephant grass; MSM: mushroom from

marupda sawdust; PSM: mushroom from pine sawdust.

Basidiomes Total fibers Total Disponible Energy
(%) carbs (%) carbs (%) (kcal 100 g-1)
AS 12,59 Acdefg +0.82 63.30 Bcd £0.78 50.71 Abcde +1.29  335.23 Aab +2.90
EG  12.09 Adefg £0.96 65.45Abc+0.21 53.37 Abc+0.22  309.02 Bede + 4.49
4 MS  13.01 Abcde +0.64 56.77 Cfgh +0.74 4376 Cgh+1.29  302.03 Bde + 2.57
PS 9.33Bgh +0.23 57.07 Cfg £0.88 47.73 Bdefg £0.81  307.67 Bede +4.71
AS  12.79 Chcdef +£1.20 56.65 Cfgh £0.62 43.86 Bgh+1.74  303.56 Ade +5.03
EG 1524BCbcd +2.11 67.67 Aab+0.66 52.44 Abc+1.59  300.94 Ade + 10.09
o7 MS 16.22 Bb + 1.56 5418 Dhi+124  37.96 Ci+2.75 296.12 Ae * 6.26
PS 23.05 Aa+1.52 61.83Bde+0.57  38.78 Ci+1.63 271.32Bf £5.72
AS 12.23 ABcdefg £0.99 53.62Di+2.40  41.40Chi+299 318.76 Abcd + 11.85
EG 13.79 Abcde £0.30 69.86 Aa+0.37  56.07 Ab +0.62 324.09 Abc £ 3.15
885 MS  10.69 Befg+1.54  56.41 Cghi+1.22 45.72Bfgh+0.39 318.87 Abcd + 6.00
PS  13.56 Abcde +1.61 61.30Bde+0.66 47.75Bdefg+2.16 301.84 Bde +9.81
AS 4.60Ci£0.12 56.55 Dgh £0.81 51.96 Bbcd +£0.52  343.57 Aa + 4.07
EG 6.84 Bchi + 1.39 70.43 Aa+£0.74  63.59 Aa+0.69 345.00 Aa + 6.06
242 MS 9.34Bfgh £0.29  59.44 Cef+0.23 50.09 BCcdef +0.31 333.18 Aab +0.31
PS 15.64 Abc + 0.24 62.50 Bd £0.27  46.86 Cefg £0.99  305.96 Bcde + 0.53

Means + standard deviation followed by uppercase letters compare basidiocarps within each strain and lowercase letters
compare basidiocarps between all substrates and strains.

The efficiency in converting lignocellulosic residues into basidiocarps depends mainly on the
structural and/or nutritional composition of the substrate used in mushroom cultivation, as well as on
factors that are intrinsic to the fungus species (genetic factors, including their strains). Therefore, it
is essential to carry out studies aimed at selecting highly productive strains and substrates that provide
high productivity (Koutrotsios et al., 2017).

4 Conclusion

When cultivated in elephant grass residue, strain 1467 of Pleurotus ostreatus, which is native
to the Amazon, presented the best productive performance and showed satisfactory nutritional
quality, and is promising for commercial purposes. However, investigations into new lignocellulosic
residues are recommended, aiming to maximize and optimize mushroom production, as well as

nutrient contents in order to provide a product with high nutritional content.
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4. CAPITULO 3 - Influéncia das caracteristicas fisico-quimicas dos residuos utilizados como
substrato no cultivo de Pleurotus ostreatus
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ABSTRACT

Lignocellulosic residues can be used as substrates for mushroom cultivation. However the choice of
residue to be used in the cultivation of a fungal species must take into account the structural and
chemical composition of the material in order to be successful in the cultivation of the mushrooms.
Thus, this study evaluated the physical and chemical characteristics of pineapple and acai residues
and their alterations after the cultivation of two Pleurotus ostreatus strains (474 and 542). The fungi
were cultivated in pineapple, acai, and pineapple + acai residues, which were added to a mixture of
rice, wheat and corn bran, and CaCO3 in the proportion of 78:20:2 w/w/w. The physical and chemical
parameters and proximate composition of the residues, and the initial and post-cultivation substrates
of mushrooms were determined, in addition to being analyzed using scanning electron microscopy
and X-ray diffraction. In general, among the residues tested, the pineapple-based substrate showed
more interesting nutritional characteristics for mushroom cultivation, as well as structural
conformation and greater availability of nutrients. The substrate composed of acai was not suitable

for fungal cultivation due to its structural characteristics and high tannin content. In this sense,
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knowing the characteristics of the material used as a support for mushroom growth is of paramount

importance in order to achieve successful cultivation.

Keywords: Structural features; Lignocellulosic degradation; Fungiculture; Productivity; Nutritional

aspects.

RESUMO

Residuos lignocelulésicos podem ser usados como substratos para o cultivo de cogumelos. No
entanto, a escolha do residuo a ser utilizado no cultivo de uma espécie fungica deve levar em
consideracdo a composicdo estrutural e quimica do material para que haja sucesso no cultivo dos
cogumelos. Assim, este estudo avaliou as caracteristicas fisicas e quimicas dos residuos de abacaxi e
acai e suas alteracOes apos o cultivo de duas linhagens de Pleurotus ostreatus (474 e 542). Os fungos
foram cultivados em residuos de abacaxi, agai e abacaxi + acai, que foram adicionados a uma mistura
de arroz, trigo e farelo de milho, e CaCO3 na proporgéo de 78:20:2 p/p/p. Foram determinados 0s
parametros fisico-quimicos e a composicdo centesimal dos residuos e os substratos inicial e pos-
cultivo dos cogumelos, além de serem analisados por microscopia eletrénica de varredura e difracéo
de raios-X. De maneira geral, dentre os residuos testados, o substrato a base de abacaxi apresentou
caracteristicas nutricionais mais interessantes para o cultivo de cogumelos, além de conformacéo
estrutural e maior disponibilidade de nutrientes. O substrato composto de acai nao foi adequado para
o cultivo de fungos devido as suas caracteristicas estruturais e alto teor de tanino. Nesse sentido,
conhecer as caracteristicas do material utilizado como suporte para o crescimento de cogumelos € de

suma importancia para o sucesso do cultivo.

Palavras-chaves: Caracteristicas estruturais; Degradacdo lignoceluldsica; Fungicultura;

Produtividade; Aspectos nutricionais.

1 Introduction

Lignocellulosic residues, such as rice and wheat straw/bran, sugarcane bagasse, sawdust,
corncobs and straw, and coffee husks, have been used as substrates for mushroom cultivation,
including in the cultivation of Pleurotus species, due to their low costs and accessibility (Otieno et
al., 2022). Among the lignocellulosic residues of incipient use in the Amazon region are those from
the processing of pineapple (Ananas comosus (L.) Merril) and acai (Euterpe spp.) (Correaetal., 2019;
Hamzah et al., 2021).
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Pineapple is one of the most representative products of Brazilian national fruit production.
Brazil being one of the largest pineapple producers in the world and the state of Amazonas one of the
largest national producers (Pinheiro et al., 2020; Sousa et al., 2020). In pineapple plants, only about
22.5% of the fruit is used and, of the remainder, 4.5% corresponds to the skin and 73% to the
vegetative part (leaves, stem and crown) (Carvalho et al., 1991; Paula; Faria Janior, 2019).

Acai is a crop of economic and social value in the Amazon region. In the national scenario in
Brazil, the state of Amazonas is the second largest producer of acai and, in addition to supplying the
Brazilian market, it also exports to other countries such as France and Switzerland (Melo; Costa;
Silva, 2021). However, the edible part of the fruit corresponds to only 17% of its weight, and thus its
cultivation generates a considerable amount of waste, which is composed of fibers and seeds (Barbosa
et al., 2019; Boeira et al., 2020).

Residues from agro-industrial activities have a great potential for use and many are underused.
In this sense, studies related to the use of plant residues in mushroom cultivation may demonstrate an
improvement in productive yield, in addition to contributing to the nutritional and chemical
composition of the mushroom produced (Tavarwisa et al., 2021; Suwannarach et al., 2022).
Moreover, the use of lignocellulosic residues as cultivation substrates implies the reduction of
environmental impacts generated by the residues, in addition to bringing economic benefits, such as
the fungiculture itself (Gowda; Manvi, 2020).

Choosing a suitable substrate is essential for successful mushroom cultivation, since
characteristics, such as carbon content, nitrogen and C/N ratio (Sales-Campos; Andrade, 2011,
Mahari et al., 2020), lignin, hemicellulose and cellulose (Annepu et al., 2019; Shin et al., 2019) and
the availability, composition and structure of fibrous components (Alfianti et al., 2021), are essential
for productivity. These factors can also influence mycelial development (Ivarsson et al., 2021) and
basidiocarp formation (Jeznabadi; Jafarpour; Eghbalsaied, 2016; Jeznabadi et al., 2017); therefore, it
is essential to discover the physicochemical characteristics of lignocellulosic residues in order to
choose a suitable growing substrate for a particular fungal species.

Another point to be highlighted is that, generally, the residues used in mushroom cultivation
tend to be fibrous products of low digestibility, with low nutritional contents and a complex fibrous
structure, which makes it difficult to use them for other purposes. One way to improve the nutritional
quality and digestibility of the residue is by treatment with basidiomycetes, which degrade cellulose,
hemicellulose and lignin and enrich the post-culture substrate, cause increments in protein and N, and
alterations in the fibrous constitution, as well as promoting the accessibility of nutrients, making it
more suitable for other uses such as in animal feed and as an organic fertilizer (Gongalves et al.,

2010). Thus, the present study aimed to evaluate the physical and chemical characteristics of



61

lignocellulosic residues and their alterations after the cultivation of two Pleurotus ostreatus strains
(474 and 542) in order to infer about the most suitable residue for the production of this fungus.

2 Materials and Methods
2.1 Biological Material

Acai seeds (Euterpe sp.) and pineapple crowns (Ananas comosus (L.) Merril) were acquired
in the city of Manaus, Amazonas (3° 06’ 06" S, 60° 01’ 29” W), dried, crushed, and stored for fungal
cultivation. Two strains of Pleurotus ostreatus (474 and 542), obtained from the Collection of
Microorganisms of Agrosilvicultural Interest (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA),

were used for cultivation.

2.2 Mushroom cultivation

Spawn production was carried out in flasks containing 78% acai seeds (AS), pineapple crown
(PC) or acai seeds + pineapple crowns (AS+PC, 1:1 m/m) supplemented with a 20% mixture of rice,
wheat and corn bran (60:20:20 w/w/w) and 2% of CaCOs3 (w/w). The flasks were autoclaved at 121
°C, and the mycelium inoculum (5% wi/w) of the strains in PDA (potato dextrose agar) media were
transferred from Petri dishes. After incubation (25 °C) and growth, 5% of the spawn was transferred
to the cultivation bags containing each substrate (1 kg), prepared in the same way as described for the
spawn formulation. The bags were incubated at 25 °C and subjected to 90% humidity and a

photoperiod of 12 hours after colonization (Aguiar et al., 2022).

2.3 Centesimal composition of substrates

The evaluation of the proximate composition was carried out on the residues, initial substrates
(pre-cultivation) and spent mushroom substrate (post-cultivation substrates) of the mushrooms
(spent). Initially, the moisture content was obtained by drying the samples at 105 °C, while the pH
was determined from 1 g of the samples using a potentiometer (1AL, 2008).

To obtain the total tannin content, the residues were previously dried for 16 hours at 60 °C,
with subsequent extraction in a solution of ethanol, methanol and chloroform for 10 days in the
absence of light (Pansera et al., 2003). For quantification, the extracts (or tannic acid standard) were
incubated with distilled water, Folin-Ciocalteu reagent and Na2COs solution (10%); then, the reaction
mixture was read at 725 nm in a microplate reader.

In the carbon analysis (Walkley-Black), the residues were titrated with ammoniacal ferrous
sulfate, after being previously heated (60 °C for 10 minutes) with potassium dichromate and sulfuric
acid and having a diphenylamine indicator and phosphoric acid added. For nitrogen determination

(Kjeldahl), the samples were digested with sulfuric acid in a digester block (350 °C), distilled with
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sodium hydroxide, collected in a boric acid solution with indicators and titrated with hydrochloric
acid solution (Tedesco et al., 1995). The protein content was obtained by multiplying the value of N
by the conversion factor 6.25 (Furlani; Godoy, 2005).

For the quantification of total fibers, the samples were digested in solutions of sulfuric acid
and sodium hydroxide, dried at 105 °C and calcined at 550 °C (IAL, 2008). Neutral detergent fiber
(NDF) content was obtained from the digestion of samples in a neutral detergent solution and dried
at 105 °C. Then, samples were digested in acid detergent solution (ADF) and dried at 105 °C (Van
Soest, 1963). The lignin content was determined from samples from the NDF and ADF analysis, that
were in contact with potassium permanganate for 2 h, followed by incubation for 30 minutes in the
demineralizing solution. Subsequently, the samples were dried at 105 °C and calcined at 550 °C (Van
Soest; Wine, 1968). Ashes were determined from calcination at 550 °C for 4 h (IAL, 2008).

For the lipid content, the samples were subjected to extraction in chloroform, methanol, water
and sodium sulfate solution, filtered, and dried until the evaporation of the chloroform (1AL, 2008).
Finally, the available carbohydrate was obtained by difference, from the subtraction of the moisture,
protein, lipid, ash and fiber contents, from a total of 100, while the total carbohydrate content was

obtained by subtracting the moisture, protein, lipid and ash content from a total of 100 (NEPA, 2011).

2.4 Structural characterization

Scanning electron microscopy (SEM) and X-Ray diffraction (XRD) analyses were performed
on the residues and the initial and spent mushroom substrates. In the SEM analyses, the samples were
observed under a microscope (Phillips XL - 30ESEM) using a 15 kV electron beam. XRD was
evaluated using a diffractometer (XRD-6000, Shimadzu), copper Ka radiation, with a voltage of 30.0
kV and an electrical current of 15 mA, at a rate of 2.0 degrees per minute, for a continuous scan of
26 with range of 4.0 — 70.0 °C. The fiber crystallinity index was calculated according to Segal et al.
(1959).

2.4 Statistical analysis

The experiment consisted of two P. ostreatus strains (474 and 542) and three substrates (AS,
PC and AS+PC), in a completely randomized design, in a 2 x 3 factorial scheme, with 14 repetitions,
in which each repetition corresponded to a grow bag. Physicochemical analyses were performed in
triplicate. Data were submitted to ANOVA and then compared using the Scott-Knott test (p>0.05),

using the Sisvar 5.6 software (Ferreira, 2019).
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3 Results and discussion
3.1 Centesimal composition

The initial substrates presented humidity that varied between 63.34% and 67.17%. In the spent
mushroom substrates, the moisture varied from 29.55% (strain 542 in agai residues) to 55.84% (strain
542 in pineapple residues) (Table 1). Additionally, the pineapple-based substrate presented the
highest moisture content both when grown with strain 542 and when grown with strain 474 (Table
1).

Moisture is responsible for affecting the availability of nutrients in the cultivation substrate,
as well as access to oxygen by the fungus, in addition to favoring the presence of contaminants when
in excess. Thus, the substrate moisture must be in a range of 50 to 75% in order to benefit mushroom
cultivation (Chang; Miles, 2004), with a range of 60 to 65% being ideal (Mahari et al., 2020).

Analyzing the pH, all residues and substrates showed acidic values, ranging from 6.00 to 6.24
for the residues and from 6.59 to 6.69 for initial substrates (Table 1). Due to the presence of short-
chain fatty acids, lignocellulosic residues commonly have acidic pH (Xiros; Shahab; Studer, 2019;
Solanilla-Duque; Salazar-Sanchez; Herrera, 2021). After cultivation, a decrease in pH values was
observed for all (Table 1). Acidification of the pH after cultivation may be due to the production of
secondary metabolites by the fungus during its growth, such as low molecular weight organic acids
(Liu et al., 2021). Kainthola et al. (2019) evaluated the growth of P. ostreatus, Phanerochaete
chrysosposrium and Ganoderma lucidum in rice straw, and found a decrease in pH from 7.5 to 5.5
and attributed this to the ability of white rot fungi to degrade the lignocellulosic wall in plant biomass.

Thus, if the pH is not suitable for cultivation, even if the conditions of temperature and amount
of nutrients in the substrate are ideal, a decrease in growth or a complete inhibition of the fungus may
occur (Sanchez; Royse, 2001). Therefore, the range of pH values suitable for fungal growth can vary
from 5 to 7, though optimal values should be from 5.0 to 6.5 for mycelial growth and from 6.5 to 7.0

for basidiome formation (Mahari et al., 2020).
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TABLE 1 — Physicochemical parameters of residues, initial substrates and spent mushroom substrates of two Pleurotus ostreatus strains (474 and 542).

Moisture (%) pH Tannins (ug/mg) Carbon (%) Nitrogen (%) C/N Ashes (%)
PC 6.48c + 0.07 6.00c +0.01 8.51c +0.30 43.26a + 0.41 0.56a + 0.00 77.38c £ 0.74 5.22a +0.21
Residues AS 11.88a +0.14 6.24a +0.01 13.88a + 0.51 38.61c £ 0.72 0.19c + 0.00 207.11a + 3.89 1.22¢ +0.12
PC+AS 9.45bh +0.11 6.12b +0.01 11.21b +0.31 41.35b +0.41 0.37b £ 0.00 110.98b + 1.10 3.12b +0.06
3 PC 63.34b + 0.44 6.59c + 0.01 - 44.85a + 0.33 0.65a + 0.01 68.74¢c % 0.51 11.62a +0.34
Su'g‘s'ttr'::es AS 67.17a +1.91 6.69a + 0.01 - 42.34b +0.58 0.37¢ +0.00 113.59a + 1.59 4.07¢ +0.02
PC+AS 64.43b + 1.16 6.61b +0.01 - 41.56b + 0.49 0.47b +0.01 89.24 b +1.05 5.29b +0.18
474 PC 54.85Aa+3.22  5.75Bb+0.01 - 39.05Dc + 0.33 0.84Ba + 0.00 46.54Ec +0.38 10.29Ba + 0.17
474 AS 38.20Bb+4.34  5.79Aa+0.01 - 41.37Bb + 0.41 0.56Ec + 0.00 74.01Ba + 0.61 7.59Ec + 0.04
Spent 474PC+AS  40.43Bb+219  5.50Ec +0.01 - 42.15Aa +0.41 0.65Db + 0.00 64.62Cb + 0.54 9.39Cb +0.24
?UUSQ:Z?:; 542 PC 55.84Aa +5.12  5.52Db +0.01 - 36.54Ec + 0.00 0.93Aa + 0.00 39.18Fc + 0.02 13.38Aa +0.19
542 AS 29.55Dc +4.22  5.50Ec +0.01 - 42.34Aa + 0.00 0.47Fc £ 0.00 90.83Aa +0.03 8.32Dc + 0.09
542 PC+AS  37.75Cb+7.46  5.64Ca+ 0.01 - 40.21Cb +0.33 0.65Cb + 0.00 61.58Db + 0.53 10.32Bb + 0.01

PC: Pineapple crowns; AS: Acai seeds; PC + AS: Pineapple crowns + Acai seeds (1:1 w/w). Averages followed by lowercase letters compare all residues and all initial and spent mushroom substrates.
Capital letters compare spent mushroom substrates within each strain. Averages were compared using the Scott-Knott Test (p<0.05).
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The tannin content in the residues is one of the variables that may have influenced the
mushroom production, since the acai residue had a higher tannin content (Table 1). The high tannin
content in residues is undesirable in mushroom cultivation, as it is an anti-nutritional factor that is
harmful to mycelial development and, consequently, affects the nutritional quality of the basidiomes
(Ivarsson et al., 2021).

As for carbon, the three types of residue (PC, AS and PC+AS) and the pineapple-based initial
substrate (PC) showed the highest levels; though, after fungal growth, the pineapple-based initial
substrate (PC) exhibited the greatest reductions in their content (Table 1). Carbon is essential as an
energy source in mushroom development, and participates in the formation of fungal cell structures
and chemical reactions (Chang; Miles, 2004; Anike et al., 2016). Thus, the PC-based substrate
provided greater energy input for the cultivation of the fungal strains studied, which may be one of
the reasons for its higher productivity.

As with the carbon content, nitrogen was also higher in the three types of residue and PC-
based initial substrate and, after the growth of the fungi, there was an increase in the nitrogen levels
in all spent mushroom substrates (Table 1). The C/N ratio in the residues ranged from 77:1 to 207:1,
while, in the initial substrates, it ranged from 68:1 to 113:1, with the highest ratios observed for the
acai (AS) residue (Table 1). After mushroom cultivation, a reduction of about 30% of C/N was
observed for all spent mushroom substrates (Table 1). The values obtained for the residue and PC-
based substrate are in the most suitable ranges for the cultivation of Pleurotus spp.

The increase in nitrogen content in all the substrates after mushroom cultivation may be
associated with the presence of the mycelium of the fungus, resulting from its growth and
development, since the fungus normally has a greater amount of nitrogen in relation to substrates, in
addition to the excretion of hydrolytic enzymes from fungal metabolism (Andrade et al., 2013; Ozturk
and Atila, 2021). There is also the possibility of fixing atmospheric nitrogen through the association
of Pleurotus sp. with diazotrophic organisms (Jayasinghearachchi; Seneviratne, 2004).

Pleurotus spp. can grow in different wood species in nature, with a C/N ratio of 350 to 500:1;
however, for high productivity, they need a greater amount of N (Chang; Miles, 2004; Sales-Campos;
Andrade, 2011). The nitrogen content and the C/N ratio of the substrate correspond to one of the
essential factors for mushroom cultivation. According to Mahari et al. (2020), the ideal C/N ratio
should vary between 19:1-22:1. However, an initial C/N ratio of around 70-80:1 is also efficient for
a productive crop (Chang; Miles, 2004).

Another characteristic that may also have influenced production is the ash content, since the

three types of residue and the PC-based initial substrate had the highest ash contents, with 5.22% and
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11.62%, respectively, while the three types of residue and the AS-based initial substrate exhibited the
lowest ash contents (Table 1). Thus, PC provided greater mineral supply to the mushrooms.

After mushroom cultivation, an increase in ash content was observed in spent mushroom
substrates, except for in strain 474 when cultivated in PC (Table 1). This increase is caused by the
process of consumption of the substrate, since the organic matter is degraded by the fungus during
cultivation, releasing inorganic elements in the medium, represented by ash (Singh, 2000).

Grimm et al. (2021) cultivated Pleurotus ostreatus in substrates with different concentrations
of residues from the paper industry, and noticed that fungal development was affected by the ash
content of the substrates. Thus, the substrates with higher ash contents provided a shorter collection
time of the first productive flush, in addition to presenting faster mycelial development. Therefore,
the ash content of a material provides an indication of its mineral contribution, as it corresponds to
the fixed mineral residue, which is obtained after the decomposition of the organic components
(Sales-Campos et al., 2010).

As for the total fibers, the three types of residue and AS-based initial substrate showed the
highest levels. A decrease of 28% and 22% in AS-based substrate occurred after the cultivation of
strains 474 and 542, respectively (Table 2). Otieno et al. (2022) used various fruit residues as a
substrate for the cultivation of different Pleurotus strains and observed higher total fiber contents for
wheat straw, with a value of 41.60%.

The profile of the lignocellulolytic composition of the residues shows that the substrate most
degraded by the strains was PC-based substrate, with a reduction of over 50% of the cellulose,
hemicellulose and lignin contents after mushroom cultivation. On the other hand, the AS-based
substrate showed the lowest consumption of these lignocellulosic compounds by strains 474 and 542
(Table 2). In general, the lignocellulosic composition of waste is 35-50% cellulose, 20-35%
hemicellulose and 10-25% lignin, varying according to the origin and type of material (Santos et al.,
2012; Gong et al., 2019).

Regarding the protein content, as observed for nitrogen, the residue and initial and spent
mushroom PC-based substrates had the highest protein content (Table 2). Additionally, in the
formulation of the initial substrates, there was a contribution in the protein content that was probably
from the supplementation with corn, wheat and rice bran, as well as after the cultivation of strains
474 and 542. It is possible that this was due to the presence of fungal hyphae (Table 2). The protein
present in the substrate is essential for adequate enzymatic activity of the fungus, both for the
production of the enzymes responsible for substrate degradation and for those related to mycelial

development (Atoji-Henrique et al., 2017).
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Total fibers (%) cel E(L)J/(IJ ;)se Hemicellulose (%) LI(%)I n Total((;)r)otein Lz&! ()js carboh-)l;gg(es %) caﬁ\a\%;;??:ietes
PC 2058c+043  36.70c+113  29.24a+0.73  6.49%a+126  349a+000  411a+00lL  80.69c+027  51.11a+0.16
Residues AS 42.90a+037  628%+163  3027a+0.49  446a+085  116c+000  323b+006  8250a+020  39.61c*057
PC+AS 35620+010  4540b+182  20.83a+0.47  552+034 233000  321b£000  81.88b+006  46.26b+0.04
PC 2830c+0.30  37.780+098  2636a+049  7.01a+0.75  4.08a+000  3.39b+011  77.77c+045  49.47a+0.14
sulbnsittri::es AS 4096a+0.53  48.96a+264  2517a+156  542a+018  233c+£000  341b+035  8456a+011  43.500+0.64
PC+AS 32.82b+024  49.96a+325  23.06b+107  522a+040  2.91b+000  420a+0.13  82.49b+048  49.68a+0.24
474PC 1169Fc£049  1805Cc+ 157  10.38Ch+027 2.86Ab+025 524Baz000 452Aa+008 72.85Dc*007  61.16Aa 056
474 AS 2047Ba+035  41.79Aa+152  16.82Ba+046 4.01Aa+023 3.49Ec+0.00 193Ec+0.05 82.62Aa+0.13  53.15Bb0.22
Spent  474PC+AS  27.20Db+037  3548Bb+231  16.65Ba+205 3.53Ab+0.07 4.07Db+0.00 227Db+006 80.09Bb+0.05  52.90Bb + 0.49
?u”kf;:g?e”; 542 PC 1659EC+00L  858Db+035  16.10Bb2.44  343Aa+046 583Aa0.00 3.72Bat020 70.24Ec*035  53.65Ab+034
542 AS 3178Ma+026  40.84Aa+052  2240Aa+079 3.61Aa+036 291Fc+000 342Cb+0.19 7851Cb+0.25  50.17Dc=0.31
542 PC+AS  27.96Ch+012  38.75Aa+203  16.73Bb+0.91 3.66Aa+0.27 4.08Ch+000 192Ec+004 80.15Ba+028  52.19Ch+0.17

PC: Pineapple crowns; AS: Acai seeds; PC + AS: Pineapple crowns + Agai seeds (1:1 w/w). Averages followed by lowercase letters compare all residues, and initial and spent mushroom substrates.

Capital letters compare spent mushroom substrates within each strain. Averages were compared using the Scott-Knott Test (p<0.05).
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The PC residue presented the highest lipid content; however, after the formulation of
the initial substrates, the pineapple crowns + acai seeds (PC + AS) provided the highest lipid
supply (Table 2). After mushroom cultivation, it was observed that strain 474 consumed a
greater amount of lipids from the substrates when compared to strain 542 (Table 2).

Peter et al. (2019) used cassava peels, banana leaves, sawdust, yam peels and groundnut
shells in the cultivation of P. ostreatus, and obtained mushrooms that ranged from 1.83 to
4.62% lipids. This variation is believed to be linked to the nature of the substrate used. The use
of lipids as an energy source by the fungus is indicative of a preference for the soluble fraction
of the substrate, which is more easily metabolized (Hidayat et al., 2022). According to
Yulistiani, Puastuti and Wina (2012), mushrooms primarily use the soluble sources of the
medium as an energy source for their metabolism.

The total carbohydrates of the residues varied from 80.69% for the PC to 82.50% for
the AS, with the AS residue having the highest amount of total carbohydrates. Similar behavior
was observed for the initial substrates produced with these residues. Analyzing the spent
mushroom substrate, it is possible to notice a reduction in the total carbohydrate content in all
substrates (Table 2).

As for available carbohydrates, the residue, PC-based initial substrate and PC-based
spent mushroom substrate showed greater availability of carbohydrates, with an increase in the
amount of available carbohydrates in the spent mushroom substrates of strains 474 and 542
(Table 2). One of the basic criteria for the formulation of a good substrate for mushroom
cultivation is to present an adequate carbohydrate and nitrogen content in order to provide
energy and structural support for the growth, as substrates with high nutritional content shorten
the propagation time of the mycelium and accelerate substrate colonization (Ogundele;
Abdulazeez; Bamidele, 2014; Khoo et al., 2022). Increases in available carbohydrates, ash and
other factors, such as nitrogen, are interesting for the reuse of these substrates in animal feed
(Ilvarsson et al., 2021), in a new mushroom cultivation (Lisiecka, Prasad; Jasinska, 2021), or in

planting when used as a bio-fertilizer (Carmo et al., 2021).

3.2 Structural analysis
The aspects of the lignocellulosic fibers of the initial and spent mushroom substrates of

strains 474 and 542 were obtained using scanning electron microscopy (SEM). It was observed
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that the initial substrates of pineapple crowns (PC), acai seeds (AS) and pineapple crowns +
acai seeds (PC + AS) did not present consistent structural arrangements, which is a common
characteristic associated with the heterogeneity of biomass (Figure 1). In addition, the structural
irregularity of the residue may be related to the process used to grind the substrate, as well as
the friction between the particles (Costa et al., 2015; Barbosa et al., 2019).

As for the characteristics reported in the literature, acai seeds have a porous surface and
an irregular structure (Figure 1B), with fibers of different shapes and dimensions, as well as
small silica spheres (Figure 1E) (Mesquita et al., 2018; Martins et al., 2021). Oliveira et al.
(2019) describe these silica spheres as granular structures found on the external and internal
surfaces of pit channels in acai seeds. The presence of silica in plant biomass increases fiber
rigidity, and protects against predators and diseases, in addition to increasing resistance to water
stress and temperature fluctuations (Silva; Potiguara, 2008).

The pineapple crown presents flattened fragments arranged mainly towards the smooth
surface and has extractives, such as waxes (Figure 1A) (Pereira; Ornaghi Junior; Coutinho,
2020). After mushroom cultivation, it was possible to observe the presence of pores with surface
roughness in the growth substrates of strain 474 (Figures 1 D, E and F), while the growth
substrates of strain 542 showed irregular surfaces with aggregates and porosity (Figures 1 G, H
and I).

The structural modification of the spent mushroom substrates in relation to the initial
substrates is evident, with differences between the degradation promoted by strains 474 and
542. Among them, the presence of smaller particles in 542-PC (Figure 1G), compared to 474-
PC (Figure 1D) and more pores in 542-AS (Figure 1H) in relation to 474-AS (Figure 1E), as
well as the high degree of fiber fragmentation in 542 PC+AS (Figure 1I) suggest that the
degradation promoted by strain 542 was superior.

Regarding the substrates used, the most visible signs of degradation were found in spent
mushroom substrates based on pineapple (Figures 1D and 1G) and acai (Figures 1E and 1H),
as there was degradation of the plant cell wall, with an increase in the cellulose contact, resulting
from particle size regression. Similar results were observed by Palangi et al. (2022), who
cultivated Agaricus bisporus in plant biomass, and found a reduction in the size of
lignocellulosic fibers. The presence of highly irregular pores on the surface of the material and

loosening of the fibers, observed after mushroom cultivation, is reported as a possible sign of
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substrate delignification caused by the fungal development itself, and is associated with the
action of delignifying enzymes (Rezende et al., 2011; Grimaldi et al., 2015).

FIGURE 1 - Scanning electron microscopy (SEM) of the initial substrates and spent mushroom
substrates of strains 474 and 542 of Pleurotus ostreatus (200x magnification).

Initial substrates: pineapple crown (A), agai seeds (B) and pineapple crown + acai seeds (C).
Spent mushroom substrates: 474-pineapple (D), 474-acai (E), 474-pineapple+acai (F), 542-
pineapple (G), 542-acai (H) and 542-pineapple+acai (1).

The increase in irregular shapes observed in spent mushroom substrates (Figure 1D - 1)
may be related to the production of lignocellulolytic enzymes by P. ostreatus. A similar result
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was obtained by Faria et al. (2020) who evaluated the degree of degradation of sugarcane
bagasse after fermentation of Humicola grisea var. thermoidea, and detected an increase in
cracking, spacing, fragmentation, and loosening of lignocellulosic fibers, and associated this to
the action of cellulases and xylanases.

Sivaramakrishnan et al. (2021) observed that the surface of rice bran untreated with
Rhizopus oligosporus is smooth when compared to pre-treated rice bran. The fungal
pretreatment led to the formation of cracks, erosion and the appearance of rough structures,
which suggests that these modifications are associated with the delignification and
depolymerization of the plant biomass.

The X-ray diffraction (XRD) technique was used to compare the degree of crystallinity
of the sample before and after the cultivation of strains 474 and 542 of P. ostreatus. Cellulose
can exist in a highly structured form, known as microcrystalline cellulose, or in disordered
regions, known as amorphous cellulose (Okolie et al., 2021). Furthermore, the amorphous
region found in lignocellulose may be composed of hemicellulose, lignin, pectin and extractives
(Solikhin et al., 2018).

When analyzing the diffractograms (XRD) of the initial and spent mushroom substrates
of different strains of P. ostreatus (474 and 542), peaks were revealed in similar regions. For
20, at approximately 16°, crystallographic plane 101 was observed, which is characteristic of
the amorphous region of cellulose, and for 20 = 22°, the 002 crystallographic plane was
observed, which is characteristic of the crystalline region of cellulose (Figure 2) (Suman et al.,

2022). Luetal. (2022) found a similar diffraction pattern for maize stem lignocellulosic residue.
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FIGURE 2 - Diffractograms of the initial substrates (A) and spent mushroom substrates of P.
ostreatus strains 474 (B) and 542 (C). Pineapple crowns (a), acai seeds (b) and pineapple
crowns + agai seeds (C).
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When comparing the crystallinity index (CI) of the initial substrates (Table 3), it is
possible to observe that the lowest degree of crystallinity was detected in the pineapple residue.
This indicates that this substrate is more easily hydrolysable, since the presence of highly
crystalline regions results in a slower rate of enzymatic metabolism (Karimi; Taherzadeh,
2016). Zhao, Zhang and Liu (2012) confirm that crystalline cellulose is more recalcitrant to
microbial and enzymatic attacks when compared to amorphous attacks. The other initial
substrates had a Cl of around 40%, which similar to that found in cornhusks (41.2%) (Zhang et
al., 2021).

The CI, due to the relationship between the crystalline phase around 26 = 22° and the
amorphous phase at 20 between 18° and 19°, was reduced in the spent mushroom substrates
from the two P. ostreatus strains studied. This suggests a possible change in crystallinity after
enzymatic hydrolysis. Bala and Singh (2019) observed that enzymatic hydrolysis, after
saccharification of the residue, caused a decrease in the CI of the cellulose. Hu et al. (2021)
found a reduction in the crystallinity of residues after fermentation of P. geesteranus, and
attributed this fact to the degradation and absorption of cellulose as a source of nutrients by the

fungus.

TABLE 3 - Crystallinity Index (CI) by X-ray diffraction (XRD) of the initial substrates and

spent mushroom substrates of strains 474 and 542 of P. ostreatus.

Substrates Cl (%)
- PC 31.25
Initial
AS 44.23
substrates
PC + AS 41.07
474 PC 23.81
474 AS 24.29
Spent
474 PC + AS 10.42
mushroom
542 PC 27.27
substrates
542 AS 29.23
542 PC + AS 16.67

PC: Pineapple crowns; AS: Acai seeds; PC + AS: Pineapple crowns + Acai seeds (1:1 w/w).
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Conclusion

The pineapple-based substrate was the most suitable for mushroom cultivation since it has a
lower tannin and cellulose content, which facilitates the degradation of the residue, in addition
to providing greater energy input for the fungus.
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ABSTRACT

Pleurotus is a fungus present all over the world, known for having lower requirements regarding the
substrate and temperature of cultivation, in addition to being more adaptable than other fungal species.
However, each fungal strain may present a series of characteristics and nutritional and environmental
preferences of its own. Thus, the objective of this research was to evaluate the productivity of different
strains of Pleurotus ostreatus (codes 474 and 542), cultivated in lignocellulosic residues from the
Amazon. Pleurotus strains were cultivated in substrates based on acai seed residues, pineapple crown
and a mixture between these (1:1 m/m). Yield parameters and physicochemical and nutritional aspects
of mushrooms were evaluated. In general, strain 542 showed higher biological efficiency (114.02%)
and yield (379.68 g of mushroom per kg of substrate), being higher in all treatments tested. Among
the productive flush, there was a decrease in biological efficiency and productivity between the first
and the other flush, as well as variations in some nutritional characteristics of the mushrooms

produced. The results obtained demonstrate the importance of choosing a good strain in obtaining a
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productive crop, going beyond the choice of substrate for cultivation, as well as demonstrating,
through the values of productivity and biological efficiency, the unfeasibility of the third production
flush.

Keywords: Mushrooms; Fungiculture; Basidiomycetes; Productivity; Nutritional Aspects.

RESUMO

Pleurotus ¢ um fungo presente em todo o mundo, conhecido por apresentar menores exigéncias
quanto ao substrato e temperatura de cultivo, além de ser mais adaptavel que outras espécies fungicas.
Entretanto, cada linhagem flingica pode apresentar uma série de caracteristicas e preferéncias
nutricionais e ambientais proprias. Dessa forma, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a produtividade
de diferentes linhagens de Pleurotus ostreatus (codigos 474 e 542), cultivadas em residuos
lignocelulosicos da Amazdnia. As linhagens de Pleurotus foram cultivadas em substratos a base de
residuos de semente de agai, coroa de abacaxi e uma mistura entre esses (1:1 m/m). Parametros de
produtividade e aspectos fisico-quimicos e nutricionais dos cogumelos foram avaliados. De modo
geral, a linhagem 542 apresentou maior eficiéncia biologica (114,02%) e rendimento (379,68 g de
cogumelo por Kg de substrato), sendo superior em todos os tratamentos testados. Entre os fluxos
produtivos, observou-se um decréscimo da eficiéncia biologica e da produtividade entre o primeiro e
os demais fluxos, bem como variagdes em algumas caracteristicas nutricionais dos cogumelos
produzidos. Os resultados obtidos demonstram a importancia da escolha de uma boa linhagem na
obten¢do de um cultivo produtivo, indo além da propria escolha de substrato de cultivo, bem como
demonstra, através dos valores de produtividade e eficiéncia biologica, a inviabilidade do terceiro

fluxo de produgao.

Palavras-chave: Cogumelos; Fungicultura; Basidiomicetos; Produtividade; Aspectos nutricionais.

1 Introduction

Os fungos sdo um grupo de seres heterotroficos fundamentais na ciclagem de nutrientes, com
organizacdes celulares que variam de organismos unicelulares aos detentores de filamentos
complexos capazes de formar estruturas macroscopicas, popularmente chamadas de cogumelos
(NARANJO-ORTIZ E GABALDON, 2019). Denominados como macrofungos, os cogumelos,
compreendidos em ascomicetos e basidiomicetos, sdo utilizados em uma variedade de aplicagdes

biotecnolégicas, como a producdo de alimentos, enzimas e compostos farmacéuticos. Além disso,
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devido ao valor nutricional e medicinal, podem ser considerados como alimentos suplementares e
funcionais, fornecendo beneficios para a saude além dos nutrientes (MADHANRALI et al., 2019).

O género Pleurotus, pertencente aos basidiomicetos, possui varias espécies que sao
consumidas, cultivadas e comercializadas, sendo Pleurotus ostreatus a mais representativa e de maior
valor econdmico (TELLEZ-TELLEZ; DIAZ-GODINEZ, 2019). Adicionalmente, P. ostreatus tem a
capacidade de crescer mais rapidamente, se comparado a outros macrofungos, utilizando um espago
menor que diversas outras culturas agricolas, com consumo de agua reduzido (MUSWATTI et al.,
2021). Entretanto, dentro da espécie, hd uma variedade enorme de linhagens, com caracteristicas e
preferéncias Unicas, sendo fundamental conhecer sobre suas particularidades para melhor
aproveitamento (BAHR et al., 2019).

Diante disso, aliar os conhecimentos acerca das variagdes entre as linhagens de P. ostreatus,
bem como as alteragdes durante os fluxos produtivos, podem auxiliar na obtengdo de uma maior
produtividade, permitindo o desenvolvimento de estratégias de cultivo mais eficientes, bem como a
obtencdo de cogumelos com melhores caracteristicas nutricionais. Assim, o presente estudo avaliou
o desempenho de crescimento e o desenvolvimento de basidiocarpos de duas linhagens de P. ostreatus,
cultivadas em diferentes residuos lignoceluldsicos, ao longo de 3 fluxos produtivos, verificando

variagdes na produtividade e caracteristicas nutricionais dos basidiocarpos produzidos.

2 Material e métodos
2.1 Material biolégico

As linhagens de Pleurotus ostreatus (codigos 474 ¢ 542) foram obtidas da Cole¢ao de Micro-
organismos de Interesse Agrossilvicultural, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).
A cepa 474 corresponde a um P. ostreatus isolado em Presidente Figueiredo-Amazonas, e 542 ¢
proveniente de Mogi das Cruzes-Sao Paulo. Os residuos de coroa de abacaxi (4nanas comosus (L.)
Merril.) e semente de acai (Euterpe sp. Mart.) foram coletados em feiras da cidade de Manaus-AM

(3°06'06" S, 60°0129" O), secos, triturados e armazenados.

2.2 Cultivo dos basidiomas

Para o preparo do spawn (pré-indculo do cultivo sélido), discos de micélios de P. ostreatus,
oriundos de placas de Petri com meio batata-dextrose-agar (BDA), foram transferidos para frascos
contendo os substratos (78%) compostos de residuos de acai, abacaxi ou acai + abacaxi (1:1 m/m),
suplementados com 20% de uma mistura de farelos de arroz, trigo e milho (60:20:20 m/m/m) e
acrescidos de 2% de CaCQOs, ajustando o pH para 6. Antes da inoculacido dos fungos, os substratos

foram autoclavados a 121 °C. Apos incubagdo desses frascos a 25 °C e colonizagao fungica, 5% de
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spawns foram transferidos para sacos de cultivo (preparados na mesma formulagdo do spawn),
incubados a 25 °C e submetidos a 90% de umidade e fotoperiodo de 12 horas ap6s a colonizagdo. Os

basidiomas produzidos foram coletados, liofilizados e moidos, separados por fluxo de producao.

2.3 Parametros de producao

A eficiéncia biologica (EB) foi calculada a partir da razdo entre a massa fresca dos
basidiocarpos e a massa seca dos substratos iniciais. O rendimento foi obtido a partir da razdo entre
a massa fresca dos basidiocarpos € a massa fresca dos substratos pds-cultivo e, a perda de matéria
organica (PMO) foi determinada pela diferenga entre a massa seca inicial e pos-cultivo dos substratos,

dividida pela massa seca inicial dos substratos (SALES-CAMPOS; ANDRADE, 2011).

2.4 Parametros fisico-quimicos e nutricionais

A avaliagdo da composicao centesimal foi realizada nos basidiocarpos (cogumelos)
produzidos. O teor de umidade foi obtido por dessecagdo das amostras a 105 °C. Para o pH, 1 g de
cogumelo triturado e liofilizado foi analisado em potenciometro (IAL, 2008).

Para a determinacao do carbono (Walkley-Black) amostras aquecidas (60 °C por 10 minutos)
em K>Cr207 e H,SO4 P.A, foram acrescidas de indicador difenilamina e H3PO4 apos resfriamento e
tituladas com Fe (NHa4)2(SO4),.6H,O (TEDESCO et al., 1995). A determinagdo de nitrogénio
(Kjeldahl) foi obtida a partir da digestao das amostras com H2SO4 em bloco digestor (350 °C), seguida
de destilacio com NaOH, recolhimento em solu¢do de H3BO; com indicadores vermelho de
bromocresol e verde de metila e titulagdo com solucao de HCI (TEDESCO et al., 1995). O teor de
proteina foi determinado a partir da conversao do valor de nitrogénio pelo fator 4,38 (FURLANI;
GODQY, 2005) e a partir da proporg¢ao entre o teor de C e N foi obtida a relacao C/N.

Na determinacao das fibras totais, as amostras foram digeridas em solu¢des de H>SO4 e NaOH,
secas a 105 °C e calcinadas a 550 °C por 4h (IAL, 2008). O teor de cinzas foi obtido a partir da
calcinagdo das amostras a 550 °C por 4 h (IAL, 2008). Os lipidios foram quantificados a partir da
extragdo a frio em cloroférmio, metanol e agua, seguida de filtracdo e secagem até a evaporacao do
cloroformio. Os carboidratos disponiveis foram obtidos por diferenca, a partir da subtracdo dos teores
de umidade, proteinas, lipidios, cinzas e fibras. Os carboidratos totais foram obtidos por diferenca, a
partir da subtrag@o dos teores de umidade, proteina, lipidios e cinzas. A energia foi calculada usando
o fator de conversdao Atwater (NEPA, 2011).

A espectroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDS) foi utilizada para andlise

elementar e determinagdo da composi¢cao quimica das amostras, sendo realizada com o auxilio do
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MEYV, utilizando um espectrometro de energia dispersiva de raios X modelo Hitachi SwiftED 3000,

com detector de silicio, resolu¢do de 161 ¢V, com tensdo de 15 kV.

2.5 Analise estatistica

O experimento foi composto por duas linhagens fungicas (474 e 542) de P. ostreatus ¢ 3
substratos (Abacaxi — PC, Agai — AS, Acai + Abacaxi — PC + AS), em um esquema fatorial 2 x 3 com
14 repeticdes, totalizando 84 sacos (repetigdes). As analises fisico-quimicas e nutricionais das
amostras foram realizadas em triplicata. Os dados foram submetidos 8 ANOVA e comparados pelo

teste de Scott-Knott (p<0,05), utilizando o Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2019), a 5% de probabilidade.

3 Resultados e discussao
3.1 Cultivo das linhagens de Pleurotus ostreatus
O substrato a base de abacaxi (PC) foi o mais eficiente na conversao da biomassa vegetal em
cogumelos, independentemente da linhagem avaliada. As duas linhagens, quando cultivadas em PC
apresentaram maior eficiéncia biologica (EB) (Figura 1), maior rendimento de cogumelos por Kg de
substrato cultivado (Figura 4) e maior perda de matéria organica (PMO) (Figura 7), com o substrato
composto pela mistura de abacaxi e acai (PC + AS) apresentando uma produgdo intermediaria.
Quanto a EB dos cultivos em PC, a linhagem 542 foi 2 vezes superior comparada a 474 (Figura
1). Adicionalmente, os trés tratamentos de 542 (PC, AS, PC + AS), juntamente com o melhor
tratamento de 474 (474 PC), apresentaram eficiéncias bioldgicas adequadas para o cultivo de

cogumelos comestiveis.
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Figure 1 - Biological efficiency (BE) of strains 474 and 542 of Pleurotus ostreatus cultivated in
substrates based on pineapple crown (PC), agai seeds (AS) and a mixture of pineapple crown + agai
seeds (PC + AS).



87

A eficiéncia bioldgica, leva em consideragdo o total de produgdo de cogumelos, do inicio ao
fim do cultivo, onde, na maioria das vezes, ocorre em dois ou 3 fluxos de produgdo. Esses fluxos sdao
caracterizados pela frutificagdo dos cogumelos, seguido por uma breve estagnagdo da frutificacao e,
posterior retomada de um novo ciclo de produgdo de basidiomas. Assim, nesse estudo foi observado
que alguns tratamentos apresentaram 2 fluxos (474 PC + AS e 474 AS) e outros 3 fluxos produtivos
(542 PC, 542 PC + AS, 542 AS ¢ 474 PC).

Ao verificar-se a linhagem 542 ¢ nitida a diminui¢do da producdo de basidiocarpos durante os
fluxos, principalmente entre o primeiro e segundo fluxo. Ao passo que, 542 cultivado em PC + AS e

AS ndo apresentaram diferencga estatistica na EB entre o segundo e o terceiro fluxo (Figura 2).

AS
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Figure 2 - Biological efficiency (BE) of strain 542 of Pleurotus ostreatus by production flush,
cultivated in substrates based on pineapple crown (PC), agai seeds (AS) and a mixture of pineapple
crown + agai seeds (PC + AS). F1: Flush 1; F2: Flush 2; F3: Flush 3.

Verificando-se a EB, por fluxo, para a linhagem 474 também ¢ possivel perceber que ha uma
diminuigao da produgao do primeiro ao ultimo fluxo de cada tratamento, porém com menor diferenga
entre eles (Figura 3). Para a linhagem 474 cultivada em PC, o decréscimo ¢ observado entre o segundo
e o terceiro fluxo, enquanto 474 em PC + AS e AS apresentaram apenas dois fluxos produtivos, com
decréscimo de 30% do primeiro para o segundo fluxo em PC + AS e de cerca de 20% do primeiro
para o segundo fluxo em AS (Figura 3). Segundo Xu et al. (2020) os 1° e 2° fluxos sdo os que
contribuem de forma significativa para o valor de BE, sendo claramente visivel ao se observar a

evolugdo da EB no decorrer dos fluxos de producdo das linhagens 474 e 542 (Figura 2 e 3).
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Figure 3 - Biological efficiency (BE) of strain 474 of Pleurotus ostreatus by production flush,
cultivated in substrates based on pineapple crown (PC), agai seeds (AS) and a mixture of pineapple
crown + agai seeds (PC + AS). F1: Flush 1; F2: Flush 2; F3: Flush 3.

Segundo Gume, Muleta e Abate (2013), substratos que apresentem uma eficiéncia biologica
de pelo menos 40% podem ser recomendados para o cultivo de cogumelos do género Pleurotus. Rios
et al. (2010) relatam que uma EB deveria apresentar o valor minimo de 40% para que possa ser
considerado economicamente rentavel um cultivo de Pleurotus ostreatus. Entretanto, para Pina-
Guzman, Nieto-Monteros, Robles-Martinez (2016) uma EB adequada deve estar em torno ou maior
que 100%, visto que os produtores de cogumelos visam a obtencao de alto rendimento.

Muswati et al. (2021) obtiveram eficiéncias biologicas que variaram de 42,5% para Trt6
(composto por 50% de palha de trigo e 50% de cascas de frutos de baoba) a 86,15% para Trtl
(composto por 100% de residuo de algoddo), valores proximos aos obtidos para a maioria dos
tratamentos nesse estudo. Holgado-Rojas et al. (2019) observaram que o tipo de substrato utilizado
influenciou a EB de P. ostreatus, apresentando 43% de EB quando cultivado em cascas de milho e,
ao acrescentar sabugo de milho e cascas de feijdo, observou-se um aumento na producdo de
cogumelos, atingindo 52,2% de eficiéncia.

Com relagdo ao rendimento de cogumelos em gramas por Kg de substrato de cada tratamento,
assim como em EB, a linhagem 542 obteve os maiores rendimentos de cogumelo, principalmente
quando cultivado em PC (379,7 g/Kg). Este substrato também proporcionou o maior rendimento de
474, com valores de 191,0 g/Kg (Figura 4). Os valores obtidos nos tratamentos da linhagem 542 (PC,
PC + AS e AS) e de 474 (PC) demonstram que essas combinacdes sdo adequadas para o cultivo de

cogumelos, com destaque para PC.
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Figure 4 - Yield of strains 474 and 542 of Pleurotus ostreatus cultivated in substrates based on
pineapple crown (PC), agai seeds (AS) and a mixture of pineapple crown + acai seeds (PC + AS).

Quanto ao rendimento por fluxos, a linhagem 542 apresentou diminui¢do do rendimento de
cogumelos de acordo com o avango dos fluxos de producao, com decréscimo progressivo ao longo
dos 3 fluxos quando cultivado em PC e AS, ao passo que em PC + AS ndo houve diferenca estatistica
entre o fluxo 1 (F1) e 3 (F3), com reducdo de 65% do rendimento entre F1 e o fluxo 2 (F2) (Figura
5). Segundo Xiong et al. (2018), o fluxo 1 de seus tratamentos, que também apresentaram um total
de 3 fluxos, obteve de 60-75% do total de rendimento dos 3 fluxos. Da mesma forma, a linhagem 542

obteve cerca de 60% do rendimento em F1 para os trés substratos avaliados (Figura 5).
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Figure 5 - Yield of strain 542 of Pleurotus ostreatus by production flush, cultivated in substrates
based on pineapple crown (PC), agai seeds (AS) and a mixture of pineapple crown + agai seeds (PC
+ AS). F1: Flush 1; F2: Flush 2; F3: Flush 3.

O rendimento por fluxos da linhagem 474, conforme observado para a linhagem 542, também
reduziram com o decorrer dos fluxos produtivos, exceto para o tratamento em AS, cujo rendimento

foi estatisticamente equivalente entre F1 e F2. O tratamento 474 PC apresentou um decréscimo de
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cerca de 45% entre F1 e F3, enquanto em 474 PC + AS, a diminui¢do do rendimento de F1 para F2
representa uma perda de cerca de 20% em relagdo a produgdo no inicio do cultivo, ndo sendo

economicamente viavel o terceiro fluxo (Figura 6).
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Figure 6 - Yield of strain 474 of Pleurotus ostreatus by production flush, cultivated in substrates
based on pineapple crown (PC), agai seeds (AS) and a mixture of pineapple crown + acgai seeds (PC
+ AS). F1: Flush 1; F2: Flush 2; F3: Flush 3.

Segundo Banasik et al. (2017), um mesmo substrato pode ser utilizado para obter varios fluxos
de producao de cogumelos, nao podendo ser utilizado por mais de 3 fluxos devido ao aumento dos
riscos de contaminagdes e pragas. Adicionalmente, a produtividade do substrato reduz a cada fluxo
de producao, devendo o cultivo de cogumelos ser conduzido até dois fluxos produtivos, visando obter
lucro maximo (BANASIK et al. 2017; BANASIK et al. 2019).

Outro aspecto importante a ser analisado ¢ que, geralmente, considera-se que o substrato tem
um bom indice de rendimento/produtividade de cogumelos quando este apresenta valores superiores
a 10% (ou g/100 g) de cogumelos frescos em relagdo ao substrato umido (SIQUEIRA et al., 2011).
De acordo com Gume, Muleta e Abate (2013), variagdes significativas no rendimento entre os
substratos demonstram a qualidade e quantidade de componentes nutritivos dos substratos.

Muswati et al. (2021) constataram que misturar substratos pode auxiliar o aumento do
rendimento de cogumelos, pois, obtiveram excelentes resultados em uma das misturas testadas, o que
pode permitir a melhoria da composi¢do e caracteristicas como reten¢do de agua, a porosidade e
estrutura desse substrato, permitindo uma melhor troca gasosa, podendo até mesmo melhorar a
relacdo C/N dos substratos escolhidos.

Ainda que PC + AS ndo tenha proporcionado o melhor rendimento e a melhor eficiéncia
biologica, a mistura apresentou um resultado superior ao substrato composto somente por agai (AS),

possivelmente, por ter melhorado a aeragdo e retengdo de dgua, visto que as caracteristicas da semente
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de agai podem tornar o substrato mais compactado, além de ser um material de baixa capacidade de
absorcdo de dgua. Além disso, como relatado por Muswati et al. (2021), pode ser uma excelente opgao
para um produtor que ndo esteja com quantidade suficiente de um determinado material.

Quanto a perda de matéria organica (PMO) ap6s o cultivo das duas linhagens de Pleurotus
ostreatus, assim como observado para os demais pardmetros produtivos, 542 quando cultivado em
PC destacou-se com a maior PMO (59,70%), seguido de 474 PC (44,11%). Nos demais substratos a
PMO foi reduzida em 72% em 542 PC + AS e 85% em 542 AS, em relagdo a 542 PC, enquanto para
a linhagem 474 as redugdes foram de 54% para PC + AS e 75% para AS, comparado ao valor de
obtido em PC (Figura 7). Zadrazil (1978) relatou que a PMO nao somente envolve a degradagdo do
material pelo fungo, devido a formacao do cogumelo, mas também pode aumentar por uma série de

fatores, como a perda de CO; e H>O durante todo o processo de cultivo.
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Figure 7 - Loss of Organic Matter (LOM) of strains 474 and 542 of Pleurotus ostreatus grown on

substrates based on pineapple crown (PC), agai seeds (AS) and a mixture of pineapple crown + agai
seeds (PC + AS). F1: Flush 1; F2: Flush 2; F3: Flush 3.

3.2 Caracterizagao dos cogumelos produzidos por fluxos

A composicdo dos substratos lignoceluldsicos ¢ um dos fatores que podem afetar o
crescimento do micélio, a produ¢do e a qualidade dos cogumelos (Rezaeian et al, 2021).
Adicionalmente, o substrato também pode influenciar o valor nutricional e o contetido bioativo dos
cogumelos (Atila et al., 2017; Carrasco et al., 2018).

A Tabela 1 demonstra a redugdo gradual nos teores de umidade dos cogumelos durante os
fluxos produtivos, com os cogumelos do F3 apresentando teores de umidade de 79,34% para 542 AS
a 86,49% para 542 PC, enquanto os cogumelos do primeiro fluxo (F1) apresentaram teores de 87,22%

para 542 PC a 94,73% para 474 AS.
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Table 1 — Physicochemical characterization of basidiocarps of strains 474 and 542 of Pleurotus ostreatus, by production flush, when cultivated in
substrates based on pineapple crown (PC), agai seeds (AS) and mixture of pineapple crown and agai seeds (PC + AS).

Moisture (%) pH Carbon (%) Nitrogen (%) C/N Ashes (%)
PC 90.06Ac £3.73  6.08Ke+0.01 41.18Ec+0.00 5.22Bc+0.00 7.891d+0.00 7.87Aa=+0.07
474 AS 94.73Aa+2.98  6.33Aa+0.01 31.32[e+0.58 4.47Fe+0.00 6.22Ke=+0.11 6.06Cb +0.09
PC +AS 92.41Ab +3.67 6.11Jd£0.01 39.05Fd+0.84 5.03Cd+0.00 8.73Fb+0.19 6.86Bb+0.02
Flush 1 PC 87.22Bd+1.40  6.33Aa+0.01 45.13Ba+0.33 3.92Hf+£0.00 11.52Ca+0.08 6.22Cb+1.11
542 AS 91.63Ab+2.43  6.32Bb+0.01 45.13Ba+0.33 5.60Aa+0.00 8.06Hc+0.06 6.15Cb+0.10
PC +AS 88.02Bd £3.15  6.29Cc+£0.01 42.61Db+0.33 5.23Bb+0.00 8.16Hc+0.06 6.18Cb+0.05
PC 87.47Ba+0.44 6.20Fd+0.00 36.44He £1.08 5.22Ba+0.00 6.98Jf£0.00 7.48Aa+0.46
474 AS 85.32Ba+7.34  6.21Fd+£0.01 41.37Ed +0.88 4.85Db+0.00 8.54Ge+0.18 6.08Cd =+ 0.02
PC +AS 86.36Ba+1.91  6.24Db+0.01 37.89Ge+0.33 4.29Ge+0.00 8.84Fd+0.08 6.38Cc+0.02
Flush 2 PC 88.93Ba+1.68  6.19Ge+0.01 46.68Aa+0.33 3.91Hf+£0.00 11.92Ba+0.08 6.46Cc=+0.10
542 AS 90.87Aa+3.39  6.23Ec+0.01 42.61Dc+0.33 4.66Ec+0.00 9.14Ec+0.08 5.81Ce +0.09
PC +AS 90.36Aa=+1.28  6.32Ba+0.00 43.97Cb+0.33 4.47Fd+0.00 9.83Db+0.07 6.68Bb+0.05
474 PC 79.39Ca + 1.86 6.16Ic £0.01 37.77Gb+£0.00 4.85Da+0.00 7.791d+0.00 6.69Bc £ 0.06
PC 86.49Ba+3.04 6.17Hb+0.01 45.32Ba+0.00 3.73Ic+0.00 12.16Aa+0.01 6.89Bb=0.08
Flush 3 542 AS 79.34Ca+8.47  6.18Hb+0.00 38.35Gb+0.58 4.66Eb+0.00 8.23Hc+0.12 6.06Cd+0.02
PC +AS 85.43Ba+549  6.22Ea+0.00 45.13Ba+0.33 4.85Da+0.00 9.31Eb+0.07 7.02Ba=+0.01

Means =+ standard deviation followed by uppercase letters compare basidiocarps within each strain and lowercase letters compare basidiocarps across all substrates and strains. Means

were compared using the Scott-Knott Test (p<0.05)
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Os valores de umidade entre os cogumelos do primeiro e do segundo fluxo estdo dentro da faixa
relatada por Silva et al. (2020), que ao estudarem Pleurotus ostreatus obtiveram valores de umidade
de 92,36%. De modo geral, pode-se observar uma redug¢ao na umidade dos cogumelos de acordo com
os fluxos de produgdo, possivelmente ligada a perda de dgua para o ambiente € ao proprio consumo
da agua oriunda da formulacao do substrato, durante toda a produg¢ao, visto que também houve perdas
de 4gua no substrato durante os fluxos.

Para os cogumelos, os valores de pH entre os fluxos variaram de 6,08 para 474 PC F1 a 6,33
para 474 AS F1 e 542 PC F1 (Tabela 1). Normalmente, o desenvolvimento do corpo de frutificagdo €
estabelecido em substratos com pH na faixa de 6,0 - 7,0, enquanto os basidiocarpos produzidos
costumam apresentar pH entre 6 - 6,5 (BELLETTINI et al., 2019).

O teor de carbono (C%) foi superior nos basidiocarpos da cepa 542, para todos os substratos
avaliados, com aumento na concentragdo no decorrer dos fluxos produtivos, exceto em AS. A cepa
474 ndo apresentou um padrao entre os fluxos, com diminui¢do dos teores em PC e aumento em AS,
ao passo que em PC + AS observou-se um aumento no conteido de C% no F2 e, diminuicao em PC
F3, sendo o tnico substrato que proporcionou uma producgao de 474 até o terceiro fluxo (Tabela 1).

Nos cogumelos, o teor de carbono se manteve na faixa de 30-45% enquanto os valores de
nitrogénio variaram de 3,73% para 542 PC F3 a 5,60% para 542 AS F1 (Tabela 1). A linhagem 474
apresentou maiores teores de C e N ao ser cultivada em PC, ao passo que 542 apresentou maiores
teores desses elementos quando cultivada em AS, tanto no F1 quanto no F2. No entanto, PC ¢ o
substrato que apresenta maior teor de C e N em relacao aos outros substratos (PC + AS e AS) (dados
nao publicados). Esse fato demonstra que as linhagens apresentam diferentes formas de
aproveitamento dos substratos na formagao dos seus basidiomas.

Ja ¢ relatada na literatura a variacao da composi¢ao nutricional dos basidiocarpos em fungao
das variagdes genéticas que ocorrem entre linhagens de uma mesma espécie, bem como a presenca
de um aporte enzimatico diferenciado em cada uma dessas linhagens (Jin et al., 2018; Singh; Pradhan,
2020). Esses fatores podem influenciar na forma como o substrato ¢ degradado, permitindo ao fungo
utilizar de forma mais efetiva um residuo em relagao ao outro.

O carbono ¢ um elemento de suma importancia para os cogumelos, sendo essencial no
crescimento fungico, fornecendo aporte energético para a formagdo dos basidiocarpos e sintese de
macromoléculas. Complementarmente, o nitrogénio exerce papel fundamental na sintese proteica
desses cogumelos (Chang; Miles, 2004; Anike; Yusuf; Isikhuemhen, 2016). Assim, de modo geral, a
producdo de basidiocarpos demanda carbono, nitrogénio e compostos inorganicos (cinzas/minerais)

como fontes nutricionais (Besufekad et al., 2020).
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Nos basidiocarpos, o teor de cinzas variou de 5,81 a 7,87% entre todos os fluxos, sendo os
maiores valores observados nos fluxos 1 e 2 da cepa 474 cultivada em PC. Em 542, a tendéncia foi
aumentar o teor de cinzas ao longo dos fluxos de producao, exceto para os basidiocarpos produzidos
em AS (Tabela 1). Os teores obtidos no presente estudo foram préximos aos relatados por Bach et al.
(2017), ao avaliarem 4 espécies de Pleurotus obtidas no mercado, em que observaram variacdo de
6,93 a 8,17% no percentual de cinzas, estando dentro da faixa comumente descrita para as espécies
de Pleurotus. Para Goswami et al. (2021), o teor de cinzas obtido por P. ostreatus demonstra a
presenga de uma quantidade consideravel de minerais, fundamentais na constituigdo dos
basidiocarpos.

Quanto as fibras totais, o substrato a base de sementes de agai proporcionou cogumelos com
maiores teores de fibras. Dentre as linhagens estudadas, 542 apresentou maiores teores de fibras,
variando de 8,65 a 14,12%, com redugdes desses percentuais ao longo dos fluxos de produgao (Tabela
2). Em contrapartida, os cogumelos produzidos no substrato PC apresentaram os menores teores de
fibras totais, variando de 5,24 para 474 a 11,69% para 542, no fluxo 1 (Tabela 2).

De modo geral, houve decréscimo nos teores de fibras totais com o decorrer dos fluxos de
producdo, independente do fungo ou substrato utilizado, onde os basidiocarpos produzidos no
primeiro fluxo apresentaram maior teor de fibras totais em relagdao aos basidiocarpos do ultimo fluxo
de produgdo de cada tratamento. Silva ef al. (2020) observaram teores de fibras variando de 12,4% a
15,4 % no cultivo de P. ostreatus em residuos do processamento do mesocarpo do fruto de palma e
da casca da améndoa do cacau, sendo esses valores proximos aos obtidos para a maioria dos
basidiocarpos de 542. E importante ressaltar que, enquanto fonte alimenticia, os cogumelos
comestiveis sdo ricos em fibras soliveis e insoliveis e seu consumo na dieta ocasiona efeitos
fisiol6gicos benéficos ao organismo, promovendo a saude intestinal (Sardar et al., 2022; Usman,
Murtaza, Ditta, 2021).

Os teores proteicos, assim como observado para o nitrogénio, sofreram reducido no decorrer
dos 3 fluxos de produtivos para todos os tratamentos, independente da linhagem cultivada e do
substrato utilizado. Os basidiocarpos de 474 cultivados em PC apresentaram maiores contetidos

proteicos, enquanto o substrato AS proporcionou maiores teores de proteinas em 542 (Tabela 2).
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Table 2 — Centesimal composition of basidiocarps of strains 474 and 542 of Pleurotus ostreatus, by production flush, when cultivated in substrates based
on pineapple crown (PC), acai seeds (AS) and mixture of pineapple crown and agai seeds (PC + AS).

Total fibers Total proteins Lipids Carbzﬁifegra tes Available Energy

(%) (%) (%) (%) Carbohydrates (%) (kcal / 100g)
PC 524Ge£0.65 22.86Cc+0.00 2.84Gd+0.05 59.74Gb+0.29  54.17Ca+0.42  333.69Ba=+1.94
474 AS 13.43Bb+0.43 22.04Dd +£0.01 4.50Aa=+0.08 59.86Gb+0.09 46.43Hc+0.36  314.37Ed+0.83
Flush 1 PC + AS 7.71Fd+£0.12  19.59Ge +£0.00 4.12Cb+0.02 60.46Fb + 0.57 52.75Da+0.45  326.50Cb + 1.62
PC 11.69Cc £0.05 17.151f+£0.01 3.84Dc+0.05 64.89Ca=+1.41 53.20Da+1.36  315.95Ed+5.17
542 AS 14.12Aa+0.27 24.51Aa+0.01 3.91Dc+0.05 59.71Gb =+ 0.22 45.59Hc £ 0.49 315.58Ed £2.12
PC + AS 13.10Bb+ 0.58 22.89Bb+0.01 4.46Aa=+0.09 60.58Fb+0.34 47.48Gb + 0.54 321.67Dc + 2.83
PC 537Ge+£0.04 22.86Ca+0.01 3.84Db+0.07 58.88Gd+0.11  53.51Db+0.08  340.00Aa=+0.31
474 AS 7.32Fd+0.09 21.22Eb+0.02 2.80Gd+0.06 63.21Db+0.34  55.89Ba+0.25  333.67Bb+0.47
PC +AS 6.12Ge £0.06 18.77He £0.01 4.16Ca+0.07 62.40Ec +0.27 56.27Ba+0.33  337.67Aa+0.94
Flush 2 PC 10.41Dc+0.80 17.15If+0.01 4.10Ca+0.05 67.49Aa+0.05  57.08Aa+0.81 333.84Bb +3.21
542 AS 13.93Aa+0.76 20.42Fc+0.02 3.31Ec+0.05 63.64Db+0.09  49.71Fd +0.83 310.34Fd + 3.55
PC +AS 11.81Cb+0.73 19.58Gd+0.00 3.85Db+0.09 63.44Db + (.22 51.63Ec +0.51 319.50Dc¢ + 1.97
474 PC 537Gd+0.30 21.23Ea+0.01 3.95Db+0.04 59.45Gc+0.20  53.94Cb+0.47  336.21Aa+2.16
PC 8.65Ec+0.06 16.33Jc+0.01 3.05Fc+0.06 65.64Ba+0.09 56.99Aa+0.05  320.72Db + 0.44
Flush 3 542 AS 13.44Ba+0.32 20.41Fb+0.02 2.76Gd+0.06 64.54Cb+0.25 51.14Ec £ 0.26 311.05Fd + 1.62
PC + AS 11.81Cb+0.86 21.23Ea+0.02 4.29Ba+0.06 59.92Gc+0.67 48.12Gd +0.41 316.05Ec +2.07

Means + standard deviation followed by uppercase letters compare basidiocarps within each strain and lowercase letters compare basidiocarps across all
substrates and strains. Means were compared using the Scott-Knott Test (p<<0.05).
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O teor proteico de cogumelos varia conforme sua estrutura fisica (tamanho do pileo) e
genética, entre espécies e entre linhagens, além de fatores como a composi¢ao do substrato de
cultivo e o tempo de colheita (BANO; RAJARATHNAM; STEINKRAUS, 1988). Silva et al.
(2007) verificaram que no cultivo de P. sajor-caju, quando cultivados em substratos com
maiores teores de N e, consequentemente, proteina, possuiam também os maiores teores de N
e proteina, sendo diretamente proporcionais, corroborando com o observado para os cogumelos
474 e 542 cultivado em PC e AS, respectivamente (Tabela 2). Vale destacar que, as proteinas
oriundas dos basidiocarpos, além de servirem como fonte suplementar de proteinas na
alimentacdo, contendo cerca de 20 a 25% de proteinas por kilo de cogumelo seco, possuem
todos os 9 aminoacidos essenciais para o organismo humano, além de aminoacidos nao
essenciais como o neurotransmissor GABA (ASSEMIE; ABAYA, 2022).

Para os lipidios, houve pouca variagdo entre as cepas e os substratos avaliados, durante
os diferentes fluxos. Para tanto, pode-se inferir que houve aumento no contetido de lipidios em
474 cultivado em PC do F1 ao F3 e, quando cultivado na mistura PC + AS o teor lipidico foi
constante entre os fluxos. Ao passo que 542 em AS apresentou redugdo no contetido de lipidios
ao longo dos fluxos produtivos (Tabela 2). Muitos fatores ambientais podem afetar o contetdo
lipidico em cogumelos, estando essas variagdes associadas as condi¢des de crescimento,
oxigénio disponivel, temperatura (SUUTARI, 1995) e, principalmente, dependentes da natureza
do substrato (RAMAN et al., 2021). Os teores de lipidios presentes em diferentes espécies de
Pleurotus variam de 0,9 a 7,5% no cogumelo seco (LAVELLI et al., 2018). Adicionalmente, do
ponto de vista alimentar, os lipidios dos cogumelos apresentam varios &acidos graxos
fundamentais como acido linoleico, oleico e palmitico (ASSEMIE; ABAYA, 2022).

Os basidiocarpos produzidos apresentaram aumento no conteido de carboidratos totais
(CT) para a maioria dos tratamentos, principalmente em 474 PC + AS, 474 AS e 542 AS, do
primeiro ao ultimo fluxo. O teor de carboidratos totais foi constante para os fluxos de 474 PC,
enquanto 542 em PC e PC + AS tiveram um aumento do F1 para F2 e, posterior declinio em F3
(Tabela 2). Fozia et al. (2022) cultivaram linhagens de Pleurotus em residuo de algoddo e
observaram teor de carboidratos totais entre 58% e 62,66%, corroborando com os valores
encontrados no presente trabalho. Adicionalmente, nas espécies de Pleurotus, os carboidratos
sdo os maiores constituintes quimicos, compreendendo cerca de 46.6 a 81.8% em relagdo a base

seca (SINGH; SINGH, 2021).
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Emrelagao aos fluxos de producdo, os cogumelos apresentaram aumento nos valores de
carboidratos disponiveis (CD) entre o F1 e F2. A cepa 542, para todos os substratos avaliados,
exibiu aumento no teor de CD entre os fluxos F1 e F2, seguido de decréscimo entre F2 e F3,
exceto em AS (Tabela 2). Segundo Nadjombé et al. (2022), as variagcdes nos teores de
carboidratos disponiveis estdo relacionadas as caracteristicas dos substratos (tipo,
disponibilidade de elementos/nutrientes e contetido de minerais) e dos cogumelos (capacidade
de absorcao do fungo, caracteristicas genéticas e idade). No ambito da nutri¢do, os carboidratos
sdo basais na alimenta¢do humana, sendo os cogumelos uma fonte de carboidratos digeriveis
(glicose, manitol, glicogénio) e nao digeriveis (trealose, mananas e B-glucanas) (Usman;
Murtaza; Ditta, 2021).

Quanto ao valor energético, constatou-se um aumento nos valores de energia (kcal/100g)
nos basidiocarpos de 474, em todos os substratos avaliados, no decorrer dos fluxos.
Contrariamente, para 542 verificou-se uma diminuicao dos valores energéticos entre os fluxos
produtivos, quando cultivados em AS e PC + AS, variando de 321,67 a 310,34 kcal / 100g
(Tabela 2). Os valores de energia dos cogumelos sao normalmente baixos, sendo benéficos para
a saude (Vetter, 2019).

Akyiiz, Inci, Kirbag (2022) obtiveram valores similares para Pleurotus pulmonarius
cultivado em 3 diferentes formulacdes de substratos a base de alfafa, cujas energias
metabolizaveis variaram de 311 a 313 kcal. Oka et al. (2020) obtiveram basidiocarpos de P.
geesteranus que variaram de 346,6 a 350,7 kcal / 100g, aumentando conforme o tempo de
colheita, assim como observado para o fungo 474.

No que diz respeito a composicao de elementos quimicos dos basidiocarpos, o potéassio
(K) foi detectado em todos os fluxos (F1 e F2), com os maiores valores verificados nos
primeiros fluxos de 474 e 542 cultivados em PC. Cloro (Cl) e magnésio (Mg) foram
encontrados apenas em alguns basidiocarpos, sendo observado para 542 a presenga de Cl
apenas em F2 no substrato PC, ao passo que o Mg nao foi detectado em PC + AS. O carbono
(C) foi o elemento em maior concentragdo nos basidiocarpos, com destaque para 474 em
PC. A presenga de fosforo (P) foi observada em todos os fluxos e, assim como para o
carbono, 474 em PC exibiu os maiores teores de P. O aluminio (Al), por sua vez, foi
detectado apenas nos primeiros fluxos (F1) de 474 em PC + AS e de 542 AS, podendo a
presenca desse elemento estar associada ao espalhamento das amostras no stub (porta amostra),

que possui natureza metalica (Tabela 3).
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Table 3 — Contents of chemical elements by Energy Dispersion X-ray Spectroscopy (EDS) of
basidiocarps of strains 474 and 542 of Pleurotus ostreatus, by production flush, when cultivated
in substrates based on pineapple crown (PC), acai seeds (AS) and a mixture of pineapple crown
and agai seeds (PC + AS). F1: Flush 1; F2: Flush 2.

Atomic Concentration (%)
474 542
PC AS PC + AS PC AS PC + AS
F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2 FI F2
K 9.55 444 284 3.18 5.67 349 724 375 544 516 3.73 4.44

Elements

Cl 0.22 0.78 - - - 041 - 020 - - - -
Mg 0.25 - 3.09 0.63 042 - 035 0.17 0.68 - -
C 60.21 20.82 17.43 1533 - 23.08 - 2253 7.89 9.18 7.46 10.22

P 238 1.14 136 1.54 211 129 183 131 1.89 2.05 1.39 1.71
S 0.70 032 0.56 0.79 0.60 0.44 039 0.22 0.51 0.54 0.15 0.59
Al - - - - 031 - - - 034 - - -
K (Potassium), Cl (Chlorine), Mg (Magnesium), C (Carbon), P (Phosphorus), S (Sulfur), Al
(Aluminium).

A composicao mineral de P. ostreatus apresenta uma série de microelementos que
representam um aporte dessas substancias para a alimentacdo humana. Entre os minerais
presentes em P. ostreatus, o mais representativo € o K, que corresponde a metade do teor de
cinzas dos cogumelos (SINGH; SINGH, 2021), estando atras apenas do carbono.
Adicionalmente, os elementos K, P, Mg Na e Ca constituem até 70% do teor total de cinzas dos
basidiocarpos (SINGH; SINGH, 2021), corroborando com os resultados obtidos pela técnica
de EDS, onde foram detectados os elementos K, P e Mg (Tabela 3).

O potassio ¢ um mineral essencial para os seres humanos manterem as fungdes normais
de todas as células, incluindo as células nervosas e musculares (FALANDYSZ et al., 2020). O
cloro presente na constituicao dos basidiomas ¢ um dos principais minerais do meio extracelular
do plasma sanguineo humano (MIGUEL ef al., 2018). A presenga de magnésio em cogumelos
¢ de grande importancia na dieta alimentar, auxiliando na ativa¢do da vitamina D, além de
participar da sintese proteica e auxiliar no ganho de massa muscular (DRONKELAAR et al.,
2018). A presenca de carbono (C) nos alimentos na forma de hidratos ¢ uma fonte energética
na dieta alimentar (WANG ef al., 2022). A presenga de fosforo nos basidiocarpos € valorosa,
pois esse elemento, quando ingerido na dieta humana, pode auxiliar na reducdo da fraqueza

muscular (DRONKELAAR et al., 2018). O enxofre detectado nos cogumelos, por sua vez, ¢
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capaz de potencializar a a¢do de vitaminas essenciais ao nosso organismo, além de constituir
proteinas e aminoacidos (ROLIM et al., 2020).

Priyadarshni et al. (2022) destacam que Pleurotus florida forneceu uma quantidade
valorosa de minerais em comparagdo a alguns vegetais, encontrando minerais como potassio,
fosforo, magnésio e célcio, com vestigios de sodio, ferro e zinco. Esses minerais podem ser
empregados para aumentar o perfil nutricional de cogumelos produzidos visando consumo
alimentar, por meio de abordagens de biofortificagdo. Adicionalmente, a literatura relata que os
cogumelos sdo bioconversores e bioacumuladores de diversos elementos (MLECZEK ef al.,
2020).

A técnica de EDS, apesar de ser vantajosa devido a sua capacidade de fornecer uma
analise qualitativa e semiquantitativa com rapidez e maior agilidade, apresenta limitacdes,
como baixa sensibilidade a oligoelementos (VIEIRA ef al., 2021). Ademais, durante a excitagao
eletronica pode haver perda de elementos volateis (VIEIRA et al., 2021). Sendo assim, as
variagdes € nao detecgdes de elementos presentes neste estudo também podem estar associadas

as limitagoes da técnica de EDS.

5 Conclusao

O presente estudo avaliou o desempenho de crescimento ¢ o desenvolvimento de basidiocarpos
de duas linhagens de P. ostreatus cultivadas em residuos lignoceluldsicos distintos, durante 3
fluxos de produgdo, verificando variagdes na produtividade e em caracteristicas nutricionais
dos basidiocarpos produzidos. Dentre as duas linhagens testadas, 542 apresentou maior
desempenho produtivo, principalmente quando cultivado em residuos de abacaxi,
recomendando-se a producdo de basidiocarpos até o segundo fluxo. Quanto aos parametros
nutricionais, a cepa 474 sobressaiu em relacao aos teores de proteinas, carboidratos disponiveis,
teor caldrico e minerais, contudo, a cepa 542 também apresentou caracteristicas nutricionais

adequadas para suplementacao alimentar.
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6. CAPITULO 5 — Crescimento e desenvolvimento de Pleurotus ostreatus em biomassas
lignoceluldsicas
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Growth of different strains of Pleurotus ostreatus in lignocellulosic
biomasses

Crescimento de diferentes linhagens de Pleurotus ostreatus em biomassas
lignoceluldsicas

Lorena Vieira Bentolila de Aguiar'*, Paula Romenya dos Santos Gouvéa?, Sérgio Dantas de Oliveira
Janior?, Ceci Sales-Campos?, Larissa Ramos Chevreuil®

ABSTRACT
Agro-industrial waste has been widely applied in bioprocesses, among which fungiculture has been highlighted

for its ability to transform waste into value-added products. Thus, this study observed two strains (474 and 572)
of Pleurotus ostreatus when cultivated in residues of pineapple crown, acai seeds and mixture of pineapple crowns
and acai seeds, and evaluated the colonization of the substrates, formation of structures and quantity of mushrooms
produced. In all the substrates, it was possible to observe complete colonization, with the emergence of primordia
up to 20 days. In the treatments with the 474 strain, only in the pineapple crown substrate were there three flushes
of production, while in the acai seeds and pineapple crowns and acai seeds, there were only two flushes. As for
strain 542, all treatments showed three flushes. The pineapple crown substrate provided greater production of
basidiocarps (fresh mass) in strains 474 and 542. Therefore, the capacity of adaptation and development of P.
ostreatus strains in different substrates was evidenced, since mushrooms were produced with characteristics
similar to those reported in the literature.

Keywords: Basidiocarps; Oyster mushrooms; Agro-industrial residues.

RESUMO
Os residuos agroindustriais tém sido amplamente aplicados em bioprocessos, dentre os quais a fungicultura tem

se destacado por sua capacidade de transformar residuos em produtos de valor agregado. Assim, este estudo
observou duas linhagens (474 e 572) de Pleurotus ostreatus quando cultivadas em residuos de coroa de abacaxi,
sementes de acai e mistura de coroas de abacaxi e sementes de agai, e avaliou a colonizagdo dos substratos,
formacdo de estruturas e quantidade de cogumelos produzidos. Em todos os substratos, foi possivel observar
colonizagdo completa, com surgimento de primordios até 20 dias. Nos tratamentos com a linhagem 474, apenas
no substrato de coroa de abacaxi houve trés fluxos de produgdo, enquanto no de sementes de acai e coroas de
abacaxi e sementes de acai, houve apenas dois fluxos. Quanto a linhagem 542, todos os tratamentos apresentaram
trés fluxos. O substrato de coroa de abacaxi proporcionou maior producdo de basidiocarpos (massa fresca) nas
linhagens 474 e 542. Portanto, evidenciou-se a capacidade de adaptacdo e desenvolvimento de linhagens de P.
ostreatus em diferentes substratos, uma vez que foram produzidos cogumelos com caracteristicas semelhantes as
relatadas na literatura.

Palavras-chave: Basidiomas; Cogumelo ostra; Residuos agroindustriais.
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INTRODUCTION

Lignocellulosic biomass is the most abundant, low-cost, renewable and energy-dense raw
material. It is underutilized and often there is no adequate treatment for its final destination (VU et al.,
2020). Lignocellulosic biomasses are residues from agricultural and/or industrial process that have little
or no sustainable way of using them, and they contribute to a huge fraction of the stream of urban solid
waste, especially in underdeveloped countries (SADH; DUHAN; DURAN, 2018; OMRAN; BAEK,
2022). Thus, these bio-residues are an alternative for use as a carbon source and growth substrate for
mushroom cultivation (ZAKIL et al., 2022).

Of the variety of microorganisms capable of degrading lignocellulosic material, white-rot fungi
stand out, since they are widely report for their ability to degrade various structures of plant cell walls
(BARI et al., 2015). Pleurotus ostreatus (Jacq.:Fr.) Kumm., a white-rot basidiomycete fungus, also
known as oyster mushroom, is one of the most popular edible mushrooms in Brazil and worldwide
(SILVAetal., 2019; ZIED et al., 2019). This mushroom is flexible in terms of growing conditions, and
is able to grow in a wide variety of substrates, different types of climates and in installations that do not
require strict environmental control when compared to other species of mushrooms (CARRASCO-
GONZALEZ et al., 2017; SARDAR et al., 2017).

In this sense, the objective of this study was to evaluate the development of two strains of
Pleurotus ostreatus, when cultivated in pineapple crowns (PC), acai seeds (AS), and a mixture of PC +
AS, aiming at the valorization of different lignocellulosic biomasses as cultivation substrates for

mushroom production.

MATERIAL AND METHODS
Biological Material

Two strains of Pleurotus ostreatus (474 and 542) were acquired from the Collection of
Microorganisms of Agrosilvicultural Interest, from the Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia
(INPA). Strain 474 corresponds to a P. ostreatus isolated in the Amazon and strain 542 corresponds to
a commercial strain from mushroom producers in S&o Paulo. Agai seed (Euterpe precatoria Mart) and
pineapple crown (Ananas comosus) residues were acquired from street markets in the city of Manaus,
AM, Brazil (3° 06’ 06" S, 60° 01' 29” W). These materials were dried, crushed and stored in plastic bags

at room temperature (x27 °C).

Mushroom cultivation

For the preparation of the spawns of each cultivation substrate, fungal mycelium discs from

Petri dishes with potato-dextrose-agar (PDA) medium were transferred to flasks containing 78%
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pineapple crowns, 78% acai seeds or pineapple crowns + agai seeds (1:1 w/w), 20% of a mixture of bran
(rice, wheat and corn in the proportion 60:20:20 w/w/w, respectively) and 2% of CaCO; (78:20:2
w/w/w), previously autoclaved at 121 °C. After incubation of theses flasks (25 2C) and growth of these
fungi, 5% of the spawn was transferred to culture bags, prepared with the same formulation as the spawn,
and incubated at 25 °C, 90% humidity and a photoperiod of 12 hours after colonization (AGUIAR et al.,
2022).

Evaluation of basidiocarp production

The strains of P. ostreatus (474 and 542) cultivated in substrates based on pineapple (PC), acai
seeds (AS) and in their mixture (PC + AS) were monitored daily for 120 days. The colonization of
substrates, emission of primordia and basidiocarp formation were photographed throughout the
cultivation. All basidiocarps were weighed and the fresh mass of all the mushrooms produced among

the evaluated combinations (strains and substrates) was calculated to obtain the productive parameter.

RESULTS AND DISCUSSION

When cultivated on substrates based on pineapple, acai seeds and pineapple + agai seeds, the P.
ostreatus strains (474 and 542) completed the total colonization of the substrates in between 15 and 18
days, showing vigorous and whitish mycelia, which is typical of P. ostreatus. Vigor did not differ
between substrates, and all showed mycelium that were densely adhered to the substrate and had a
cottony texture (Figure 1).

The length of time required for complete colonization of the cultivation bags varied among the
mushroom strains and substrates evaluated, with colonization being faster in the pineapple substrate in
relation to the other substrates tested. Overall, strain 542 colonized substrates faster than strain 474, with
some replicates completing colonization in around 15 days.

Melanouri et al. (2022a; 2022b) cultivated Pleurotus ostreatus and Pleurotus eryngii in 10
different agro-industrial residues and observed the influence of the fungus x substrate interaction, and
complete colonization was obtained between 16 and 38 days for P. ostreatus and 26 to 60 days for P.
eryngii. This demonstrates the precocity of P. ostreatus regarding myceliation in relation to the other
species, which is a desired characteristic in a commercial cultivation, since the production time is
shorter. Koutrotsios et al. (2017) studied 16 strains of P. ostreatus under the same conditions, using
pasteurized wheat straw as a substrate, and all of them completed colonization in 18 days, similar to the

results obtained in the present work.



109

Figure 1 — Colonization of cultivation substrates by different Pleurotus ostreatus strains (474 and 542)
when cultivated in residues of pineapple, acai seeds and a mixture of pineapple + acai seeds.

Pineapple Acai Pineapple + Acai

Photos: Lorena Vieira Bentolila de Aguiar

Kazige et al. (2022) evaluated Pleurotus ostreatus when cultivated in corn, bean and cassava
residues and obtained better results when the fungus was cultivated in a substrate based on corn residues
and combined with cow manure as an additive. This demonstrates the importance of studying waste
available close to where production occurs and the reuse of waste from harvesting and processing in the
production of mushrooms, which can increase economic gains. Otieno et al. (2022) formulated
substrates based on fruit residues and wheat straw as a control for the production of P. ostreatus and P.
eryngii and observed that the use of fruit residues presented higher production in relation to the control,
in addition to obtaining mushrooms with a higher content of antioxidants and phenolic compounds,
which demonstrates the potential and possibility of using fruit residues in fungiculture.

The emission of the first primordia of the strains 474 and 542 in the pineapple, acai seed and
pineapple + acai seed substrates were observed up to 20 days after the start of cultivation. The first
primordia appeared in the cultivation bags of strain 542. The primordia formed by both strains showed
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similar morphological characteristics, particularly the coloration in shades of light gray and a “pinhead”

shape (Figure 2).

Figure 2 — Primordia formation by the different Pleurotus ostreatus strains (474 and 542), when
cultivated in pineapple, acai seed and mixture of pineapple + acai seed residues.

Acai Pineapple + Acai

1

474

542

Photos: Lorena Vieira Bentolila de Aguiar

Otieno et al. (2022), when cultivating Pleurotus sajor-caju, P. ostreatus and P. eryngii in
substrates with residues from mango, pineapple, orange, avocado, watermelon and banana, observed
variation in primordia emergence time according to mushroom species and substrate used. Primordia
were obtained in a shorter time (11 days) when P. ostreatus was cultivated on orange peel and P. sajor-
caju cultivated on wheat straw (control). However, the longest time was observed when cultivating P.
sajor-caju in mango and avocado peel, and P. eryngii in mango peel. These authors associated longer
time to primordia formation to the constitutive antifungal properties of the fruit residues. However, the
development of basidiocarps was faster on fruit peel-based residues, thus demonstrating the adaptability
of mushrooms.

Melanouri et al. (2022b) observed that P. ostreatus strains, in addition to colonizing substrates
before P. eryngii strains, also presented a shorter time interval (19-36 days) between inoculation and the
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emergence of primordia, when compared to P. eryngii strains. The latter required 40-57 days for
primordia formation, which varied according to substrate and strain tested. Additionally, both showed
“pinhead” primordia.

Koutrotsios et al. (2017) observed that although their 16 strains of P. ostreatus completed the
colonization of the substrate in the same time interval when cultivated in a substrate based on pasteurized
wheat straw, they differed in relation to the time of emergence of the first primordia and formation of
basidiocarps. For 5 of the 16 studied strains, the emergence of primordia was observed between 20 to
26 days from the beginning of cultivation, while other strains took from 28 to 71 to emit the first
primordia. In addition, after the emergence of primordia, there was a significant variation in the total
time for basidiocarp production, ranging from 12 to 44 days.

During development, strains 474 and 542 lost their gray color and the conical shape of the cap
(“pinhead” shape), resulting in the classical oyster/shell shape. This is widely reported in the literature
and usually takes 2 to 4 days to complete development. Other characteristics inherent to this species,
such as a laterally located stipe, formation of taller cap and a shorter stipe, were also observed.
Furthermore, the basidiocarps showed a color that changed from light gray, in the period of emergence

of the primordia, to a whitish color, becoming lighter during the maturation process (Figure 3).

Figure 3 — Mature basidiocarps of different Pleurotus ostreatus strains (474 and 542), when cultivated
in pineapple, acai, and a mixture of pineapple + acai residues.

Pineapple + Agai

Photos: Lorena Vieira Bentolila de Aguiar
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The name Pleurotus derives from the Latin “pleuro”, which means “formed laterally” or “in a
lateral position”, and this designation is related to the position of the stipe in relation to the cap and the
attachment of the stipe to the substrate/wood (TELLEZ-TELLEZ; DIAZ-GODINEZ, 2019). Both the
scientific name “Pleurotus ostreatus” and the common name “oyster mushroom” refer to the shape of
the cap (pileus), which resembles the bivalve of the same name (DEEPALAKSHMI; MIRUNALINI,
2014).

Morphologically, P. ostreatus basidiocarps have a wide, fan/oyster-shaped cap, measuring from
5 to 25 cm, which varies according to age/collection time. As for the color, they can vary from white to
gray. In addition, the edge of the mushroom cap is curled when the basidiocarp is young, and presents a
smooth and lobulated/wavy appearance (DEEPALAKSHMI; MIRUNALINI, 2014). All these
characteristics were observed during the development of the two Pleurotus strains, with a small variation
in shape according to the growth substrate (Figure 3). These characteristics have also been reported in
the literature (MELANOURI et al., 2022b).

The basidiocarps were produced and collected for about 4 months (23" to 113" day of
cultivation). All treatments with strain 542 (pineapple, agai seeds, pineapple + acai seeds) resulted in
three production flushes, while strain 474 showed three flushes only when cultivated in pineapple
crowns (PC). As for the quantity of mushrooms produced, strain 542 produced the highest quantity of
mushrooms based on the total fresh mass of basidiocarps, and was about 2.5 times higher than the
production of strain 474 (Figure 4). Each flush corresponds to a continuous period of production of
basidiomes, with the end of a flush being characterized as the moment when production of basidiomes
stops (BERNARDI; MINOTTO; NASCIMENTO, 2008), and a new flush is when a new continuous

basidiome production occurs.

Figure 4 — Total fresh mass (g) of basidiocarps produced by two strains of Pleurotus ostreatus (474 and
542), when cultivated in pineapple crown (PC), agai seed (AS), and a mixture of pineapple crown + acai
seed residues.
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Naim et al. (2020) investigated the development of P. ostreatus in substrates based on wheat
straw and residual substrates from oyster mushroom cultivation, supplemented with nano urea as a
source of N (3 and 5 g per kg of substrate). The authors obtained three production flushes in most
treatments, which suggests that is the flushes are related to the nutritional variation of the substrates.
They also observed that the supplementation with nano urea accelerated or delayed the formation of
primordia in the second flush, with intervals that varied from 3 to 8 days.

Regarding the influence of the substrates on the cultivation of different P. ostreatus strains, the
PC-based substrate stands out for having the highest productivity values, while strain 542 showed a
production of around 2 times higher than strain 474 (Figure 4). The second substrate with the highest
production of basidiocarps was the PC + AS mixture, which also had higher values for strain 542; about
3 times higher than strain 474 (Figure 4).

Melanouri et al. (2022a; 2022b) obtained different productivity results according to the substrate
used. P. ostreatus showed higher production in substrates based on wood shavings, corncab, rice husks,
and the combination of barley straw and oats. While the coffee residue, corncob, and bagasse from olive
oil processing showed the highest production for P. eryngii. The corncob substrate was efficient
regardless of the fungus used. Thus, corroborating the data present in this study, the PC substrate was
also the most efficient, regardless of the strain tested.

Zakil et al. (2022) used agricultural residues of palm oil, sugarcane and corn in substrate
formulations with varying residue concentrations in the cultivation of P. ostreatus and observed that the
mixtures of residues resulted in a better adjustment of nitrogen and carbon concentrations. The change
in the C/N ratio in the cultivation substrates resulted in higher productivity of mushrooms.

Given the above, for a successful cultivation, both the development of basidiocarps and
productivity are important factors. It is known that naturally occurring strains can offer a variety of
genotypes that are already adapted to local conditions of cultivation, which causes the mushrooms to
present variations in shape, color, texture and aroma during production. Thus, the selection of suitable
substrates in combination with strains can affect fungal efficiency as well as mushroom composition,
appearance and quality (MELANOURI et al., 2022a).

Both the strains in this study showed developmental characteristics in accordance with those
reported in the literature for the species Pleurotus ostreatus, which highlights the potential of using local
strains (in this case strain 474) in fungiculture, and this should be further investigated in order to increase

their productivity.
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CONCLUSIONS

The northern region of Brazil generates residual biomass that is still underutilized. Given this
scenario, it is essential to search for new alternatives that add value to biomass from agriculture and
industrial processing, and fungiculture is an alternative for increasing income and reducing
environmental impacts. Thus, P. ostreatus showed the ability to adapt to and develop in different
substrates, presenting morphological characteristics similar to those reported in the literature, which

demonstrates the potential for mushroom cultivation in the region.
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7. CAPITULO 6 — Prospeccdo de lectinas produzidas por Pleurotus ostreatus
cultivado em residuos lignocelulésicos

Parte dos dados de lectinas ja foram publicados no artigo “Sales-Campos, C.; Silva, J.
F.; Nascimento, L. B. B.; Gouvéa, P. R. S.; Aguiar, L. V. B.; Chevreuil, L. R.; Farifia, J.
I.; Pontes, G. S. Nutritional and Bioactive Properties of an Amazon Wild Oyster
Culinary-Medicinal Mushroom, Pleurotus ostreatus (Agaricomycetes):
Contributions to Functional Food and Human Health”. Volume 23, Edigéo 7, 2021,
pp. 79-90, International Journal of Medicinal Mushrooms.
DOI:10.1615/IntIMedMushrooms.2021038780

O restante dos dados referente a lectinas ainda sera publicado
(Artigo a ser submetido apés ajuste, correcédo e traducdo)
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RESUMO

As lectinas sdo proteinas que participam de uma série de atividades biologicas nos
organismos onde estdo presentes e, por esse motivo, podem ser utilizadas em estudos
fisiologicos, geneticos, estruturais e moleculares. Presentes também nos fungos, variam
conforme sua origem, sendo essencial realizar a prospeccao de lectinas em diferentes
linhagens, espécies e condicbes de cultivo, a fim de auxiliar na sua obtencdo e entender
melhor sobre as variaveis relacionadas, incluindo as formas de extracdo de proteinas.
Nesse sentido, o objetivo da pesquisa foi prospectar lectinas produzidas por diferentes
linhagens de Pleurotus ostreatus, cultivadas em distintos residuos vegetais locais, bem
como avaliar condi¢des de extracdo na obtengdo dessas proteinas. Para tal, foram

cultivadas as linhagens 474, 542, 885 e 1467 de Pleurotus ostreatus, utilizando como
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substrato formulagbes com sementes de acai, capim-elefante, coroa de abacaxi e
serragens de marupa e pinus. Os cogumelos produzidos foram extraidos em agua, solugéo
salina e tampédo fosfato (apenas para extratos onde houve indicios de lectinas) e os
extratos obtidos foram submetidos a atividade hemaglutinante (AHE). Dentre os extratos
testados, 2 extratos aquosos e 2 em tampao fosfato aglutinaram a suspencéo de eritrocitos,
sendo esses referentes a linhagem 1467 de P. ostreatus cultivado em acai e marupa, mas
somente 1467 cultivado em agai teve sua atividade hemaglutinante inibida pelos
carboidratos testados, ligando-se a lactose. Destaca-se a influéncia do método de extracdo
na obtencdo de proteinas, bem como do substrato e da linhagem utilizada no cultivo, tendo
as linhagens de P. ostreatus testadas apresentado resultados distintos de acordo com a

combinacgéo desses parametros.

Palavras-chave: cogumelos comestiveis; extracdo proteica; atividade hemaglutinante;

linhagens.

ABSTRACT

Lectins are proteins that participate in a series of biological activities in the organisms
where they are present and, for this reason, can be used in physiological, genetic,
structural and molecular studies. Also present in fungi, they vary according to their origin,
being essential to carry out the prospection of lectins in different strains, species and
cultivation conditions, in order to assist in obtaining them and better understand the
related variables including protein extraction forms. In this sense, the objective of the
research was to prospect lectins produced by different strains of Pleurotus ostreatus,
cultivated in different local plant residues, as well as to evaluate extraction conditions to
obtain these proteins. For this, strains 474, 542, 885 and 1467 of Pleurotus ostreatus were
cultivated, using formulations with acai seeds, elephant grass, pineapple crown and
marupa and pine sawdust as substrate. The mushrooms produced were extracted in water,
saline solution and phosphate buffer (only for extracts where there was evidence of
lectins) and the extracts obtained were submitted to hemagglutinating activity (AHE).
Among the tested extracts, 2 aqueous extracts and 2 in phosphate buffer agglutinate the
suspension of erythrocytes, being these referring to the strain 1467 of P. ostreatus
cultivated in acai and marupd, but only 1467 cultivated in agai had its hemagglutinating
activity inhibited by the tested carbohydrates, binding to lactose. The influence of the

extraction method in obtaining proteins, as well as the substrate and the strain used in the
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cultivation, is highlighted, with the P. ostreatus strains tested showing different results

according to the combination of these parameters.

Keywords: edible mushrooms; protein extraction; hemagglutinating activity, strains.

1. Introducéo

Pleurotus spp. sdo fungos que apresentam mais de 100 compostos bioativos
descritos, incluindo uma série de proteinas (NG et al, 2016; GOLAK-SIWULSKA et al.,
2018; TESFAY et al, 2020). Entre essas encontram-se as lectinas (KUMAR, 2019),
proteinas capazes de se ligar reversivelmente e especificamente a carboidratos.
Adicionalmente, algumas lectinas tem a capacidade de interagir com glicanos da
superficie celular, podendo aglutinar células, habilidade que permite a sua exploracéo
visando aplica¢bes biomédicas (COELHO et al., 2018; SINGH; WALIA; KENNEDY,
2020).

De uma forma geral, as lectinas apresentam inimeras atividades biolégicas como:
anti-inflamatoria,  antiproliferativa, antitumoral, imunoestimulatoria, antiviral,
antifungica e antimicrobiana (CAVADA et al, 2019; ZHOU et al., 2019), todas
relacionadas as suas interagdes com carboidratos em processos de fisiologia celular,
incluindo adesdao, desenvolvimento, diferenciacdo, reconhecimento, sinalizacao,
interagdo, metastase, localizagao e transporte (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER,
2012; HASSAN et al., 2015).

Essas proteinas podem ser obtidas de diferentes estruturas de Pleurotus (pileo,
estipe e micélio), com sua expressdo variando de acordo com a espécie, linhagem, idade
e estrutura morfologica fingica, bem como método de cultivo e meio de crescimento
utilizado (HASSAN et al., 2015; NIKITINA; LOSHCHININA; VETCHINKINA, 2017).

Todavia, o uso dessas lectinas para fins biomédicos exige uma producdo em larga
escala e a maioria das lectinas de macrofungos relatadas sdo isoladas de cogumelos
obtidos diretamente da natureza, levando a baixos redimentos e a variagdes indesejaveis
(HASSAN et al., 2015). Por esse motivo, o cultivo com fins de obtencao de lectinas deve
ser mais estudado, visando reduzir a heterogeneidade do fungo produzido. Além disso, a
padronizagdo de um processo de extragdo proteica também pode auxiliar na obtengdo
dessas proteinas, para maximizar sua obten¢do, sendo comumente utilizada nos trabalhos

da literatura a extracao salina.
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Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo prospectar lectinas em
basidiocarpos de quatro linhagens de Pleurotus ostreatus, provenientes de cultivos com
diferentes substratos, avaliando diferentes tipos de processos de extracdo de proteinas,
para verificar a influencia de substratos, linhagens flngicas, e processos de extracdo
proteica na atividade hemaglutinante.

2. Material e métodos
2.1. Material bioldgico

Os basidiomas utilizados nos ensaios foram obtidos a partir dos cultivos sélidos
de cogumelos de Aguiar et al. (2022), correspondente a 4 linhagens de P. ostreatus (474,
542, 885 e 1467) cultivadas em substratos de semente de acgai, marupd, pinus e capim-
elefante e de um segundo cultivo de cogumelos relativo a duas linhagens de P. ostreatus
(474, 542) cultivadas em substratos a base de coroa de abacaxi, semente de acai e uma

mistura de ambos (1:1 m/m).

2.2. Preparacéo dos extratos proteicos

As extracOes de proteinas foram realizadas a partir da metodologia modificada de
Codina-Torrella; Guamis; Trujillo (2015). A primeira extracdo proteica foi feita a partir
de 5 g dos cogumelos liofilizados e triturados, os quais foram homogeneizados em agua
destilada na proporcdo 1:20 (m/v) e agitados em shaker a 140 rpm por 2 h, a 10 °C.
Posteriormente, foram centrifugados a 10.000 x g durante 20 minutos a 4 °C e filtrados
para separar o sobrenadante, o qual foi liofilizado.

Para a segunda extracdo utilizou-se 5g de cogumelos liofilizados e triturados, que
foram homogeneizados em uma solucdo salina (NaCl 0,15 M) na proporc¢édo de 1:20
(m/v), sendo repetido o processo de agitacdo e filtracdo supracitados. O sobrenadante

recolhido apds a filtracao foi dialisado por 48 h em agua destilada e liofilizado.

2.2.1. ExtracOes-teste focadas na atividade de lectinas

Adicionalmente, de acordo com os resultados obtidos no primeiro teste de
atividade hemaglutinante, foi feita uma nova extracéo proteica afim de avaliar a influéncia
de diferentes condicdes de temperatura e tempo de extracdo no (s) extrato (s) onde houve
atividade hemaglutinante. Nessa extracdo, o cogumelo liofilizado e triturado (5 g) foi

homogeneizado com agua destilada na proporcdo 1:20 (m/v). Em seguida, foi agitado em
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shaker a 140 rpm, variando as temperaturas (8 a 25 °C) e tempos de extracdo (30 a 240
min). Posteriormente, a suspensao foi centrifugada a 10.000 g durante 20 minutos a 4 °C,
seguido de filtracdo para separar o sobrenadante, o qual foi liofilizado.

As amostras que apresentaram atividade hemaglutinante fraca ou mesmo
confirmada, foram submetidas a extracdo com tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, visando
verificar alteragdes na intensidade dessa atividade

2.3. Proteinas soluveis

A concentracdo de proteinas nos extratos proteicos foi estimada pelo método de
Bradford (1976), a partir da incubacdo das amostras com o reagente de Bradford (Sigma)
em microplacas, durante 10 minutos a 25 °C. O teor de proteinas foi determinado a partir
de leitura espectrofotometrica a 595 nm em leitora de microplacas, utilizando uma curva

padrdo de albumina sérica bovina (BSA).

2.4. Eletroforese: SDS-PAGE
O perfil eletroforético das proteinas foi obtido a partir da metodologia descrita por

Walker (2009), baseada no método classico de Laemmli.

2.5. Deteccdo da atividade hemaglutinante (AHE)

A primeira etapa para realizar a atividade hemaglutinante especifica (AHE), para
todas as amostras testadas, foi o preparo da solucdo de eritrocitos a 2%, para a qual,
amostras de sangue (3 mL), obtidas a partir do CEP/CAAE (00547018.8.0000.0009),
foram coletadas e homogeneizadas com 30 pL de heparina em tubos Falcon de 50 mL.
Posteriormente, o sangue foi lavado com NaCl 0,15M seguido de centrifugacao a 3.000
rpm, 10 min, 4 °C, repetindo-se este procedimento 3 vezes, descartando-se o sobrenadante
entre as lavagens. O precipitado foi ressuspendido em solucdo de NaCl 0,15 M, de modo
a obter uma suspensao final de eritrocitos a 2% (v/iv) (MOREIRA; CAVADA, 1984). A
AHE foi determinada pelo método de diluicdo seriada em placas de microtitulacdo de
fundo “U”, conforme Moreira e Perrone (1977), e os resultados foram expressos como
unidade/titulo hemaglutinante, o qual é o ponto da maior diluicdo das amostras testadas

que € capaz de exibir atividade de hemaglutinacdo visivel (NG et al., 2015).
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2.5.1. Inibicao da AHE

As amostras que apresentaram AHE foram submetidas aos ensaios de inibi¢éo da
AHE visando determinar a especificidade das lectinas presentes nos fungos que ja foram
testados, quando a interacdo com diferentes carboidratos. Inicialmente, 25 pL de NaCl
0,15M foi adicionado a cada poco, bem como 25 pL de solugdes a 0,1 M de diferentes
carboidratos, sendo esses a Frutose (Frut), Fucose (Fuc), Galactose (Gal), Glicose (Glic),
Lactose (Lac), Maltose (Malt), Manose (Man), e Sacarose (Sac), em diluicdo seriada a
partir do segundo poco. Os extratos proteicos (25 pL) ressuspendidos em tampao Tris-
HCI 0,1 M pH 7,5 contendo NaCl 0,15 M também foram adicionados. As placas seguiram
para pré-incubacdo a 37 °C durante 1 h e, posteriormente, foram adicionados 25 pL da
solucéo de eritrocitos a 2% (v/v) em cada um dos po¢os, prosseguindo-se uma incubagéo
a 37 °C durante 30 min. Os resultados foram analisados a vista desarmada ap6s 30 min e
24 h de incubacdo (RAMOS, 1997).

2.6. Analises estatisticas
As andlises de proteina foram realizadas em triplicata e, os resultados submetidos
a andlise de variancia (ANOVA), utilizando o programa estatistico Sisvar (FERREIRA,

2019). As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3. Resultados e discussao
3.1. Quantificacdo proteica e unidade/titulo hemaglutinante dos extratos dos basidiomas
de linhagens de Pleurotus ostreatus submetidos a diversos solventes extratores.

Os extratos proteicos testados sdo oriundos de dois cultivos de Pleurotus
ostreatus. Em um trabalho anterior, Sales-Campos et al. (2021) analisaram a atividade
hemaglutinante de 4 dos 32 extratos do cultivo 1 das linhagens 474, 542, 885 e 1467 de
Pleurotus ostreatus. Esses 4 extratos proteicos foram oriundos do 1467 cultivado em
sementes de acai e capim-elefante, extraidos em agua e em solucéo salina (NaCl 0,15 M),
o0s quais foram testados em eritrécitos humanos dos tipos sanguineos A, AB e O. O extrato
do 1467 cultivado em acai e extraido em agua foi o Unico que apresentou atividade
hemaglutinante. Essa atividade foi visualizada nos 3 tipos sanguineos, ndo diferindo entre
estes, apresentando unidade hemaglutinante (UH) de 8.

No presente trabalho, paralelamente, foram realizadas extra¢gdes com variagdes de

temperatura (8 a 25 °C) e o tempo de extracdo (30 a 240 min) para verificar se a mudanca
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de parametros ocasionava variagdes na atividade na obtencdo de proteinas e na atividade
hemaglutinante de Pleurotus ostreatus (1467) cultivado em acai e extraido em &gua,
amostra onde houve atividade hemaglutinante. A partir disso, foram obtidas quantidades
de proteina que variaram de 0,20 a 0,38 mg/mL e a maioria dos extratos de 1467 cultivado
em agai e extraido em dgua continuaram apresentaram atividade, com excecéo do extraido
a 25 °C, seguindo-se com a extracdo padrdo ja adotada, para 0s demais extratos.

Os 28 extratos restantes, assim como 0s 4 primeiros extratos testados no trabalho
anterior (Sales-Campos et al., 2021), foram submetidos novamente a avaliacdo da
atividade hemaglutinante em eritrocitos humanos dos tipos sanguineos A, AB, e O, sendo
adicionado a testagem o tipo B. O extrato inicial apresentou uma atividade similar de
hemaglutinagdo nos eritrocitos do tipo B, com 8 UH. Entre os 28 extratos restantes,
somente 1467 cultivado em marupa e pinus extraido em agua apresentaram um aspecto
que se assemelhava a uma aglutinacdo muito fraca, na suspensao de eritrocitos, ao ser
comparado com a atividade do extrato de 1467 cultivado em acai e extraido em agua
(Sales-Campos et al., 2021), ndo deixando clara a atividade.

ApoOs a observacdo desses resultados, foram feitas 3 novas extracdes, utilizando
fosfato como solucdo extratora, nas amostras P. ostreatus 1467 cultivado em acai, P.
ostreatus 1467 cultivado em marupa e P. ostreatus 1467 cultivado em pinus, para
verificar se a mudanca de solucdo extratora poderia modificar a possivel atividade dos
extratos que apresentaram resultados inconclusivos e do extrato que apresentou atividade
hemaglutinante no trabalho anterior (Sales-Campos et al., 2021). Apos a verificacdo da
AHE, foi visualizada aglutinacdo em P. ostreatus (1467) cultivado em acai e extraido em
fosfato e P. ostreatus (1467) cultivado em marupa e extraido em fosfato (Tabela 1). O
extrato de 1467 em pinus ndo apresentou atividade independentemente do método de
extracdo (4gua ou fosfato) (Tabela 1).

Nenhum extrato salino (NaCl 0,15 M) apresentou atividade, embora esse seja 0
método de extracdo mais comumente utilizado. Dessa forma, a agua pode ser considerada
eficaz como solvente extrator, visto que, juntamente com fosfato, conseguiu recuperar
proteinas que apresentaram atividade hemaglutinante e ¢ um extrator de baixo custo.
Segundo informagdes da literatura, as lectinas podem estar presentes tanto nos extratos
salinos quanto nos extratos aquosos (GOMEZ, 1976; MOREIRA; AINOUZ, 1981),

ambos testados no presente trabalho.
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Leal et al. (2016) observaram atividade hemaglutinante para sementes de Acacia
farnesiana tanto em extratos acidos e alcalinos, quanto em extragdes salinas, ndo
encontrando lectinas nas extragdes aquosas ¢ etanolicas. Os autores relataram que o
extrato de base salina era mais rico em proteinas e apresentava maior atividade
hemaglutinante, demostrando que a presenca de lectinas em determinados extratos pode
variar conforme o organismo testado. Da mesma forma, no presente trabalho, a extragao
salina recuperou uma maior quantidade de proteinas, ainda que ndo hemaglutinantes.

O titulo hemaglutinante obtido no extrato em fosfato de 1467 cultivado em agai,
frente aos eritrocitos testados, foi de 23 e a unidade hemaglutinante, consequentemente,
foi 8 (Tabela 1). A atividade hemaglutinante ficou visualmente mais intensa no extrato
com fosfato, ainda que tenha apresentado os mesmos titulo e unidade hemaglutinante do

extrato aquoso de 1467 cultivado em acai, testato por Sales-Campos et al. (2021).

Tabela 1 - Teor proteico e unidade/titulo hemaglutinante dos extratos de 1467, 885, 474 e 542

Linhagem Substrato Extrator , Prptelnas Unidade/ T ftulo
soltveis (mg/mL) hemaglutinante
Acai Fosfato 0.13f+0.01 8/23
Agua 0.04i +0.00 8/28
Marupéa NaCl 0.34c £ 0.00
1467 Fosfato 0.09g +0.02 8/23
Agua 0.04i + 0.00 -
Pinus NaCl 0.32d + 0.05 -
Fosfato 0.12f £+ 0.02 -
Acai Agua 0.09g +0.01 -
NaCl 0.09g £ 0.01 -
. Agua 0.11g £ 0.01 -
Capim-elefante NaCl 0.08h £ 0.01 :
885 Marupé Agua 0.06h +0.01 -
NaCl 0.30d £0.03 -
Pinus Agua 0.12f +0.01 -
NaCl 0.36b £0.03 -
Acai Agua 0.11g +0.01 -
NaCl 0.40a = 0.02 -
Capim elefante Agua 0.06h +0.01 -
474 NaCI 0.36b £0.02 -
Marupé Agua 0.07h £0.01 -
NaCl 0.39a +0.02 -
_ Agua 0.04i £0.01 -
Pinus
NaCl 0.34c £ 0.00 -
_ Agua 0.15e + 0.01 -
Acal NaCl 0.38a  0.00 :
542 . =
Agua 0.051 £0.01 -

Capim elefante

NaCl 0.34c +0.01 -
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. Agua 0.09g + 0.02 -
Marupa NaCl 0.380 % 0.01 :
. Agua 0.11g +0.01 -

P
nus NaCl 0.3% + 0,02 -

Letras representam o teste de comparacdo de médias (Scott-Knott) a 5%. Valores apds + correspondem ao
desvio padréo; (-) ndo houve atividade hemaglutinante.

Os resultados obtidos nesses ensaios, como observado no trabalho anterior (Sales-
Campos et al., 2021), também ndo variaram de acordo com o tipo sanguineo testado,
obtendo-se titulo hemaglutinante semelhantes frente aos eritrocitos dos tipos A, AB, B e
0.

Um “tapete” difuso de eritrocitos aglutinados foi observado quando a atividade
hemaglutinante foi positiva para os 4 extratos de P. ostreatus (1467), ndo havendo
nenhum tipo de sedimentacdo. A presenca de um ponto vermelho claro sedimentado na
parte inferior do poco indicou os resultados negativos (NG et al., 2015) e o controle, como

pode ser observado nas Figuras 1 e 2.

Controle |
A¢-H,01

A¢-H,02

Tipo “A” Tipo “AB” Tipo “B” Tipo “O”

21 22 23 24 21 22 23 24 g1 2 23 g4 2V 22 23 24

Controle | &

A¢— Fosfato 1

Ag — Fosfato 2 g - a4\ D L 4 2 B 2

Tipo “A” Tipo “AB” Tipo “B” Tipo “0”

Figura 1 - Ensaio de hemaglutinagio dos extratos proteicos aquosos e em tampao fosfato do 1467 cultivado
em agai, em suspensdo de eritrocitos humanos a 2% dos tipos sanguineos “A”, “AB”, “B” e “O”. A¢ -H,O
1 e Ag -H>O 2 —repetigdes 1467 agai em 4dgua; Ag-Fosfato 1* e 2% repeti¢des 1467 agai em fosfato; 2!, 22,
23, 2% referem-se ao titulo hemaglutinante.
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Controle

M-H,01 |

M- H,0 2 ]

Tipo “A» Tipo “AB” Tip() “B» TipO “0”
21

23 24

20022 3 24 20 2 B 2 oy op 2 23 2

Controle =
M- Fosfato 1

M- Fosfato 2 / .
Tipo “A” Tipo “AB” Tipo “B” Tipo “O”

Figura 2 - Ensaio de hemaglutinagdo dos extratos proteicos aquosos e em tampao fosfato do 1467 cultivado
em marupa, em suspensao de eritrocitos humanos a 2% dos tipos sanguineos “A”, “AB”, “B” e “O”. M -
H>O 1 e M -H;O 2 — repetigdo 1 e 2 do 1467 marupa em agua; e Ag-Fosfato 1* e 2° repeti¢des 1467 agai
em fosfato.; 2!, 22, 23, 2%, referem-se ao titulo hemaglutinante.

Independente da forma de extracdo ou do micro-organismo de origem, com o
objetivo de verificar a atividade hemaglutinante especifica (AHE) em um extrato,
geralmente sdo utilizados eritrocitos de diferentes tipos e origens (GOLDSTEIN;
PORETZ, 1986). Segundo Moreira e Ainouz (1981), lectinas oriundas de extrato aquoso
nao tem especificidade para os grupos do sistema ABO e Oguri, Ando e Nagata (1996)
ao testarem uma lectina obtida do micélio de P. citrinopileatus, oriunda de extracao salina
também observaram a aglutinagdo inespecifica dos eritrocitos de sangue humano.

Em alguns estudos ja relatados, ndo foi possivel observar atividade
hemaglutinante frente aos eritrcitos humanos, ocorrendo atividade hemaglutinante
apenas diante de eritrocitos de coelho e outros animais. Isso ocorre devido a presenga de
carboidratos complementares nas células animais, que ndo estao presentes nos eritrocitos
humanos, independente do seu fenotipo (GUILLOT; KONSKA, 1997). Entretanto, a
composicdo de carboidratos de cada tipo sanguineo humano ¢ diferente, ainda que esses
nado sejam tao variados quanto os de origem animal (GUILLOT; KONSKA, 1997).

Outro ponto a ser levado em consideracdo, em especial para eritrocitos humanos
¢ que os eritrocitos podem ser utilizados de forma natural ou podem receber tratamento
enzimatico (com tripsina e papaina, por exemplo) (NASCIMENTO et al., 2020) e
quimico (com glutaraldeido, por exemplo) (TORRES et al., 2019), que cliva as proteinas
presentes na superficie dos eritrocitos. Esse processo leva a uma maior exposi¢do dos
carboidratos da superficie celular dos eritrocitos humanos, o que pode aumentar a

sensibilidade das células a lectina e permitir ou melhorar a capacidade de aglutinagao,
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aumentando os titulos de hemaglutinagio (KENNEDY et al., 1995; PEREIRA JUNIOR,
2014; RUGIDER, 1993).

Com relacdo ao teor de proteinas solUveis estimado através de Bradford, como
observado na Tabela 1, nota-se que o extrato salino recupera um maior teor de proteinas
para a maior parte dos extratos proteicos, exceto para 885 em acai e 885 no capim-
elefante. De forma geral, os extratos variaram de 0,04 a 0,40 mg/mL de proteinas sollveis
totais (Tabela 1). Entretanto, € possivel destacar que ndo hd uma relacdo direta entre o
teor proteico e a presenga/auséncia de lectinas, visto que os extratos que apresentaram
atividade hemaglutinante ndo foram os que apresentaram maior teor de proteinas.

Além da atividade hemaglutinante, também foi verificada a termostabilidade dos
extratos de P. ostreatus que apresentaram AHE. Esses extratos foram submetidos a um
aquecimento a 100 °C por 10 minutos. Com o aquecimento, foi observada reducdo nos
teores proteicos de todas as amostras e observou-se uma reducao da atividade nos extratos
aquecidos, que passaram a ter titulo hemaglutinante de 22e 4 UH, apresentando uma
atividade hemaglutinante menor em relacdo aos extratos nao aquecidos (Tabela 2). Os
extratos aquosos e em fosfato de 1467 cultivado em agai e marupa continuaram exibindo

atividade hemaglutinante mesmo com a redugdo do teor proteico.

Tabela 2 - Teor proteico e inibi¢do da AHE do extrato aquoso de Pleurotus ostreatus 1467
cultivado em acai e em marupa

Extrato I(Drrnogt/eriTr:Ia_l; Titulo Carboidratos testados
Glc Gal Fru Fuc Lac Mal Man Sac

Aliag 0300l 2 - oo+ o
Lo 00sdE00L 2 - oo e
g 0300l 2 - oo e o

S 007cE000 2 - .- o e o
NN 004000 2 - .o o
WS eo2ex000 2 - - - o oL
JoNRG 008000 2 - - - - oo
U 004d£001 2 - - - - oo

Letras representam o teste de comparacdo de médias (Scott-Knott) a 5%. O sinal (+) indica que houve
inibicdo da hemaglutinacdo. O sinal (-) indica que ndo houve inibigdo da hemaglutinagdo. Glicose (Glc),
Galactose (Gal), Frutose (Fru), Lactose (Lac), Maltose (Mal), Manose (Man), Sacarose (Sac), Fucose
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(Fuc). Valores ap6s + correspondem ao desvio padrdo. A: agua; F: fosfato; NAQ: ndo aquecida; AQ:
aquecida a 100 °C, 10 min * atividade muito fraca.

A termoestabilidade ¢ uma caracteristica muito importante para determinagao nas
lectinas, bem como o pH, sendo cruciais para a purificacdo da lectina (CORREIA;
COELHO, 1995). Todavia, ¢ importante salientar que apresentar termoestabilidade nao
demonstra, por si s0, que a substancia testada ¢ uma lectina, ndo havendo uma faixa de
temperatura e/ou pH, por exemplo, que identifique que o composto € uma lectina. H4 uma
série de relatos na literatura de lectinas com termoestabilidade e estabilidade a niveis de
pH em faixas muito distintas, independente do organismo do qual a lectina ¢ obtida.

Os extratos que apresentaram atividade hemaglutinante demonstraram uma certa
termoestabilidade, visto que hé relatos de lectinas termossensiveis e termoestaveis, com
aumento da atividade ou com perda parcial/total de atividade de acordo com a temperatura
avaliada. A lectina do cogumelo Laetiporus sulphureus avaliada por Wang et al. (2018),
avaliada diante de temperaturas variadas, exibiu um declinio da atividade hemaglutinante
de acordo com o aumento da temperatura, sendo inativada a 80 °C. Pan e Ng (2015)
testaram uma lectina de Phaseolus coccineus que apresentou estabilidade em faixas de
temperatura de 20 a 70 °C. A lectina de Adenia hondala apresentou termo estabilidade até
60 °C (SHARMA et al., 2018).

Comparando-se especificamente as mudangas do titulo hemaglutinante ¢ a
unidade hemaglutinante (U) de lectinas estudadas por outros autores, submetidas a testes
de termoestabilidade, pode-se destacar as variagdes observadas por Zhang et al. (2014),
que obtiveram titulo 26 e 64 U para a lectina do cogumelo Stropharia rugosoannulata.
Sua atividade hemaglutinante permaneceu estavel entre 10 °C e 60 °C, apresentando-se
com 50% da atividade a 70 °C e 25% da atividade entre 80 e 90 °C, ndo sendo detectada
nenhuma atividade a 100 °C. Por esse motivo, essa lectina foi considerada pelos autores
como moderadamente termoestavel.

Quanto a aglutinacdo em si, que € utilizada para identificar a presenga ou auséncia
de lectinas, ¢ importante destacar que outros compostos também tém a capacidade de
aglutinar eritrdcitos. Esses compostos sdo os fosfolipidios (TSIVION; SHARON, 1981)
e os taninos (MAKELA, 1957). Dessa forma, para identificar que a aglutinacdo ¢
realmente mediada por uma lectina, ¢ essencial aplicar o teste de inibicdo da atividade
hemaglutinante, realizado com carboidratos. Somente a aglutinagdo realizada por lectinas

pode ser inibida por agucares (GRANGEIRO et al. 1990). A elucidagédo do carboidrato
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ligante ¢ um dos principais passos iniciais para caracterizagdo de uma lectina, avaliada
através da inibicdo da atividade de aglutinagdo na presenca de monossacarideos e
dissacarideos distintos (MOURA, 2019).

Ao testar a inibicdo da AHE do extrato das fragGes aquosa e de fosfato de P.
ostreatus (1467) cultivado em acai e em marupd, frente a fucose, frutose, galactose,
glicose, lactose, maltose, manose e sacarose, na concentracdo de 0,1 M, ap6s 30 min e 24
h de incubacdo a 37 °C, somente 0s extratos em agua e em fosfato de 1467 cultivado em
acai se ligaram aos carboidratos testados, tanto aquecido quanto ndo aquecido. O Unico
carboidrato, dentre os testados, que promoveu a inibi¢cdo da atividade hemaglutinante
nesses extratos foi a lactose, independentemente do tempo de incubacgéo testado (Tabela
2). Néo foi possivel detectar, entre os carboidratos testados, um que promovesse a
inibicdo da AHE para os extratos de P. ostreatus 1467 cultivado em marupa.

A lactose, agucar dentre os testados, que conseguiu inibir a AHE do extrato em
agua e em fosfato de P. ostreatus (1467) cultivado em agai, também foi um dos agticares
inibidores encontrados por Wang, Gao e Ng (2000) e Davitashvili et al. (2010) ao testarem
lectinas oriundas da mesma espécie fungica, P. ostreatus.

A lactose ¢ um dissacarideo formado por glicose e galactose. Entretanto, ndo
houve hemaglutina¢ao diante desses monossacarideos de forma isolada. Moura (2019)
obteve o mesmo resultado para a lectina isolada do fungo Langermannia bicolor (LLB),
que também nao foi inibida por esses carboidratos separadamente. A autora sugere que
possivelmente o dominio reconhecedor de carboidratos dessa lectina requer os dois
residuos de monossacarideos ligados glicosidicamente, para que ocorra a interagao.

Outras lectinas de basidiomicetos possuem especificidade para lactose foram
encontradas nas espécies Agrocybe aegerita, Agrocybe cylindracea, Boletus
subtomentosus, Laccaria amethystine, Schizophyllum commune, Tricholoma mongolicum,
Boletus edulis, Clitocybe nebularis, Macrolepiota procera, Laetiporus sulphureus,
Lactarius flavidulus (BOVI et al., 2012; POHLEVEN et al., 2009; SINGH et al., 2015;
WANG et al., 2018, WU et al., 2011; ZURGA et al., 2014). Esse pode ser um indicio da
importancia desse dominio de reconhecimento da lactose para os fungos, visto sua ampla
presenca em diferentes géneros (MOURA, 2019).

O screening de lectinas do segundo cultivo foi feito para 6 extratos oriundos do
fungo 474 cultivado em 3 diferentes meios (acai, abacaxi e mix entre acai e abacaxi na

proporgdo 1:1) e extraidos em agua e solugdo salina a 0,15M, semelhante aos primeiros



130

extratos do primeiro cultivo. Também foram testados 6 extratos do fungo 542 cultivados
e extraidos nas mesmas condigdes de 474.

O material foi testado diante de suspensdes de eritrocitos dos grupos sanguineos
humanos A, B, AB e O para determinacdo da AHE e com relagdo aos extratos do segundo
cultivo, para P. ostreatus (474) o teor proteico dos extratos (Bradford) variou de 0,08 a
0,24 mg/mL de proteinas sollveis totais (Tabela 3). Para P. ostreatus (542) o teor proteico
dos extratos (Bradford) variou de 0,04 a 0,19 mg/mL de proteinas sollveis totais (Tabela
3). Néo houve um padrdo e em alguns tratamentos a extracdo com agua recuperou mais
proteinas. Em outros a extracdo salina foi mais bem-sucedida na obtencdo de maiores
teores proteicos ou, ainda, ndo houve diferencas entre as duas. Nenhuma das amostras das
linhagens 474 e 542 de P ostreatus apresentaram atividade hemaglutinante, nao

possuindo Unidade ou Titulo Hemaglutinante (Tabela 3).

Tabela 3 - Teor proteico e unidade/titulo hemaglutinante dos extratos de 474 e 542 (segundo
cultivo)

Proteinas Unidade/ Titulo

Linhagem  Substrato  Extrator soltveis (mg/mL) Hemaglutinante

_ Agua 0.24a £ 0.02
Abacaxi T NaCl  0.09e +0.01 ]

—— Agua_ 0.08e£002
474 Abacaxi+Agai NaCl 0.20b +0.00 ]

Acal Agua 0.08e +0.00 ]
¢ NaCl _ 0.08e +0.01
Agua 0.04f +0.01

Abacaxi " NaCl  0.13c+0.01 ]

. . Agua 0.05f+0.00
542 AbacaxitAcl —Gac1 ™ 0,100 +0.00 ]
Acai Agua 0.04f +0.01 ]
NaCl 0.11d £ 0.00
Letras representam o teste de comparacdo de médias (Scott-Knott) a 5%. Valores apds + correspondem ao

desvio padréo; (-) ndo houve atividade hemaglutinante.

Afim de obter mais informacdes sobre as proteinas extraidas nos dois cultivos, 0s
extratos proteicos foram analisados por eletroforese em SDS-PAGE (Figura 3). Essa
analise demostrou que os extratos proteicos apresentam bandas que variam de 10 a 150
kDa, mas, no geral, apresentam uma maior concentracdo na faixa de 15 a 50 kDa,
destacando-se as extragdes salinas, as quais apresentaram um maior numero de bandas.
No entanto, o perfil eletroforético das amostras ndo trouxe informagdes sobre uma
possivel lectina, uma vez que lectinas fingicas ndo seguem um padrdo de massa

molecular.



131

Figura 3 — Perfil eletroforético dos extratos de Pleurotus ostreatus (474, 542, 1467 e 885) em diferentes solventes extratores
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NaCl (45); 1467 Marupé — NaCl (46); 1467 Pinus — NaCl (47).
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Segundo Khan e Khan (2011), lectinas fungicas sdo, em sua maioria, proteinas de baixa
massa molecular, com a maioria das lectinas isoladas de fungos presentes na faixa de 15 a 90
kDa. Singh et al. (2015) relatam que as lectinas de cogumelos comestiveis ja descritas variam
de 12 kDa a 68 kDa. Entretanto, ha relatos de lectinas de cogumelos em faixas maiores, como
as lectinas de P. ostreatus de 110 e 125 kDa, encontrada por Davitashvili et al. (2010) e uma
das lectinas de Cerrena unicolor de 160 kDa, encontrada por Davitashvili et al. (2015). Além
disso, lectinas em faixas menores, como uma das lectinas encontradas por Davitashvili et al.

(2010), com banda de 1,5 - 2 kDa também sao relatadas.

CONCLUSAO

Os métodos de extracdo de proteinas, bem como os substratos de cultivo testados foram
fatores determinantes na observacdo da atividade hemaglutinante, obtendo-se variacdes na
AHE conforme a combinacdo desses fatores, recomendando-se as extragcbes aquosa e em
fosfato para a obtencéo de lectinas. Assim, os dados obtidos oferecem informacdes para futuros
estudos de prospeccdo de lectinas com linhagens de P. ostreatus, seguindo a observacdo de

fatores determinantes, recomendando-se a avaliacdo complementar em outros tipos sanguineos.
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RESUMO

Os cogumelos produzem uma variedade de proteinas com potencial industrial e medicinal, cujo
teor pode variar conforme a espécie, linhagem, substrato e métodos de cultivo, tornando
fundamental a busca por novas fontes e formas de extragao para maximizar sua obtencao. Nesse
sentido, o objetivo geral da pesquisa foi prospectar proteinas como proteases, inibidores
enzimaticos e proteinas antioxidantes produzidas por duas diferentes linhagens de Pleurotus
ostreatus, cultivadas em distintos residuos vegetais locais. Para isso, os basidiocarpos das
linhagens 542 e 474 de Pleurotus ostreatus, cultivadas em agai, abacaxi e uma mistura dos dois
(1:1 m:m), foram extraidos em agua e solu¢do salina, sendo posteriormente submetidos a
avaliacdo da atividade proteolitica total, inibi¢do da tripsina, a-amilase, a-glicosidase e lipase
pancreatica, bem como a mensuracdo da capacidade antioxidante pelas metodologias de ABTS,
DPPH, habilidade quelante, poder redutor e quantificacdo de compostos fendlicos. Quanto a
atividade proteolitica, os extratos salinos apresentaram a maior atividade, destacando-se 474

em acai. A inibi¢ao da tripsina foi superior nos extratos aquosos, destacando-se 474 em abacaxi
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¢ 542 em acai ¢ abacaxi. Nao foram observadas atividades de inibi¢do sobre a a-amilase, o-
glicosidase e lipase. Com relagio a atividade antioxidante, no ensaio com ABTS™, o potencial
foi maior nos extratos aquosos, enquanto para DPPH" destacou-se o extrato aquoso de 474 em
abacaxi. A maioria das amostras apresentaram potencial de quelagdo, com destaque para os
extratos salinos e no poder redutor destacaram-se os extratos salinos de 542. As amostras
apresentaram ainda uma alta concentracdo de compostos fenolicos, possivelmente em
complexo com as proteinas da amostra. Assim, destaca-se a influéncia do método de obtencdo
dos extratos na bioatividade das proteinas, bem como do substrato e da linhagem utilizada no
cultivo, tendo as linhagens de Pleurotus ostreatus testadas apresentado proteinas distintas

conforme a mudanca desses parametros.

Palavras-chave: cogumelos comestiveis; extracdao proteica; inibidores enzimaticos, proteinas

antioxidantes.

ABSTRACT

Mushroom produce a variety of proteins with industrial and medicinal potential, with content
that can vary according to species, strains, substrate and cultivation methods, making it essential
to search for new sources and forms of extraction to maximize its obtainment. In this sense, the
general objective of the research was to prospect proteins such as proteases, enzyme inhibitors
and antioxidant proteins produced by two different strains of Pleurotus ostreatus, cultivated in
different local plant residues. For this, the basidiocarps of strains 542 and 474 of Pleurotus
ostreatus, cultivated in acai, pineapple and a mixture of both (1:1 w:w), were extracted in water
and saline solution, being later submitted to the evaluation of the total proteolytic activity,
inhibition on trypsin, a-amylase, a-glucosidase and pancreatic lipase, as well as the
measurement of antioxidant capacity by methodologies of ABTS, DPPH, chelating ability,
reducing power and quantification of phenolic compounds. As for the proteolytic activity, the
saline extracts showed the highest activity, highlighting 474 cultivated in acai. Trypsin
inhibition was higher in aqueous extracts, especially for 474 cultivated in pineapple and 542
cultivated in agai and pineapple mixture. No inhibition activities were observed on a-amylase,
a-glucosidase and lipase. Regarding the antioxidant activity, in the assay with ABTS, the
potential was higher in the aqueous extract, while for DPPH the aqueous extract of 474 in
pineapple stood out. Most samples showed chelation potential, with emphasis on saline extracts

and in reducing power, saline extracts of 542 stood out. The samples also showed a high
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concentration of phenolic compounds, possibly in complex with the proteins of the sample.
Thus, the influence of the method of obtaining extracts on the bioactivity of the proteins, as
well as the substrate and the strain used in the cultivation, is highlighted, with the Pleurotus

ostreatus strains tested showing different proteins according to the change in these parameters.
Keywords: edible mushrooms; protein extraction; enzyme inhibitors; antioxidant proteins.

1. Introducio

As espécies do género Pleurotus sdo descritas como produtoras de uma variedade de
peptideos e proteinas bioativas, com potencial aplicagdo na area da satide. Nesse contexto, ja
sdo descritos polipeptideos com atividade antiviral, anticancerigena, antifingica, antibacteriana,
anti-hipertensiva, antioxidante, hipoglicémica, imunomoduladora e inibitoria frente a enzimas
de importancia clinica (GOLAK-SIWULSKA et al., 2018; ZHOU et al., 2019).

Dentre o grupo de proteinas bioativas, encontram-se as proteases, enzimas capazes de
catalisar a hidrolise de proteinas, levando a liberagao de peptideos e aminodcidos. Esse grupo
de enzimas apresenta um papel industrial fundamental, tendo em vista as varias aplicagdes
quimicas e bioquimicas, além da sua especificidade, biodegradabilidade e atividade sob
condicdes brandas. Sua aplicabilidade compreende as industrias de detergente, couro, alimentos,
papel e biorremediacao, em adicao a possibilidade de utilizagdao no tratamento de inflamagoes
e lesdes (GIMENES; SILVEIRA; TAMBOURGI, 2021; NAVEED et al., 2021).

Os inibidores enzimaticos, por sua vez, compreendem proteinas e peptideos com agao
regulatdria sobre a atividade catalitica de enzimas, por exemplo amilases, glicosidades, lipases
e proteases, cujo controle do processo de hidrolise pode contribuir para o tratamento de diversas
condicdes clinicas (AVILA-ALVAREZ et al. 2022). Nesse sentido, a inibi¢do da o-amilase, a-
glicosidase e lipase pancreatica representam alternativas no tratamento de distirbios
metabolicos, como ¢ o caso da diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), enquanto a regulacdo de
proteases serinicas pode apresentar beneficios terapéuticos no tratamento do cancer, distirbios
de coagulacdo sanguinea e infec¢des virais (HARISH; UPPULURI, 2018; AWOSIKA;
ALUKO, 2019).

No contexto da atividade antioxidante, as proteinas possuem a capacidade de restringir
o processo de oxidagdo utilizando mecanismos biologicamente projetados, como as proteinas
ligantes de ferro e enzimas antioxidantes, ou ainda por meio de mecanismos inespecificos. A

vista disso, diversos estudos tém demonstrado que diferentes proteinas antioxidantes
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apresentam mecanismos de acdo antioxidante distintos, incluindo a limitacdo da oxidagdo
lipidica, reducdo de hidroperdxidos, eliminagdo de radicais livres, inativacdo de espécies
reativas de oxigénio e quelagdo de metais de transicdo pro-oxidativos (SOHAIB et al., 2017;
SHAO et al. 2018).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
biotecnologico de extratos proteicos de Pleurotus ostreatus através de diferentes ensaios
biologicos e quimicos. Em adi¢do a isso, o trabalho descreve de forma comparativa as
atividades proteicas de quatro linhagens fungicas, provenientes de cultivos em diferentes
substratos lignoceluldsicos, bem como a utilizagdo de diferentes solventes na extracdo das

proteinas.

2. Material e métodos
2.1. Material biolégico

Os basidiocarpos utilizados nos ensaios foram obtidos a partir dos cultivos sélidos das
linhagens 474 e 542 de P. ostreatus, ambas cultivadas em substratos a base de coroa de abacaxi

(Ananas comosus), semente de acai (Euterpe precatoria) e uma mistura de ambos (1:1 m/m).

2.2. Preparacao dos extratos proteicos

As extragdes de proteinas foram realizadas a partir da metodologia modificada de
Codina-Torrella; Guamis; Trujillo (2015). A extragdo proteica foi realizada a partir de 5 g dos
cogumelos liofilizados e triturados, os quais foram homogeneizados em agua destilada ou NaCl
(0,15 M) na propor¢ao 1:20 (m/v) e agitados em shaker a 140 rpm por 2 h, a 10 °C.
Posteriormente, foram centrifugados a 10.000 x g, durante 20 minutos a 4 °C, e filtrados e o
sobrenadante foi liofilizado. No caso da extragao salina, os extratos foram dialisados por 48 h

em agua destilada antes da liofilizagao.

2.3. Atividade Proteolitica e Inibidores de Tripsina

A atividade proteolitica total nos extratos proteicos foi determinada em microplacas, a
partir da metodologia adaptada de Hamada, Kubota e Sagisaka (2017). A atividade dos
inibidores de tripsina foi verificada com a utilizagdo do substrato BAPNA, especifico para a

tripsina, utilizando a metodologia adaptada de Machado et al. (2013).
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2.4. Atividade inibitoria sobre enzimas digestivas

A inibi¢do da a-amilase foi verificada de acordo com a metodologia modificada de
Subramanian, Asmawi e Sadikun (2008), sendo utilizado como controle positivo de inibi¢cao da
a-amilase a acarbose. A atividade inibitdria da enzima a-glicosidase foi verificada a partir da
metodologia modificada de Andrade-Cetto, Becerra-Jiménez e Cardenas-Vazquez (2008). Para
a inibicdo enzimatica da lipase pancredtica foi utilizada a metodologia modificada de SLANC

etal. (2017).

2.5. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada de acordo com os métodos de
DPPH’, ABTS™, poder redutor e habilidade quelante, conforme metodologias adaptadas para
microplacas de 96 pocos, por Khatua, Ghosh e Acharya (2017).

2.5.1. DPPH’

Na Inibi¢ao de radicais livres DPPHe (2,2-difenil- 1 -picrilhidrazil), 180 uL de DPPH" (4
mg.mL") foram incubados com 20 pL dos extratos, durante 30 minutos, no escuro. Decorrido
o tempo de incubagdo, as absorbancias foram obtidas no comprimento de onda de 595 nm. Os

resultados foram expressos como média + desvio padrao do percentual de inibicao.

2.5.2. ABTS™

Para a determinagdo do potencial antioxidante pelo método de inibigao do radical ABTS
(acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico)), inicialmente, uma solug¢ao estoque de
ABTS radicalar foi preparada pela reacdo de ABTS (7 mM) e persulfato de potassio (K2S20s,
2,45 mM) por 16 horas, no escuro, em temperatura ambiente. Posteriormente, a solugdo foi
diluida em etanol até obter uma absorbancia entre 0,8 ¢ 1,0 a 754 nm. O ensaio consistiu na
incubagdo de 180 uL de ABTS™ com 20 pL dos extratos por 5 minutos, no escuro, com posterior
registro da absorbancia a 754 nm. Os resultados foram expressos por média + desvio padrao do

percentual de inibicao.
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2.5.3. Habilidade quelante

A determinacio da habilidade quelante sobre o ion Fe?* foi realizada pela incubagio de
100 pL das amostras com 5 pL de cloreto de ferro II (3 mM), 10 uL de solucdo de ferrozina
(0,12 mM) e 85 pL de agua destilada, durante 15 minutos, com posterior leituras
espectrofotométricas a 595 nm. Os resultados foram expressos por média + desvio padrdo do

percentual quelante.

2.5.4. Poder redutor

Para a determinacio do poder redutor sobre ion férrico (Fe**), 10 pL das amostras foram
incubados com 25 puL de tampao fosfato (0,2 M, pH 6,6) e 25 uL de ferrocianeto de potéssio
(1%), durante 20 minutos, em temperatura ambiente (25 + 2 °C). Posteriormente, foram
adicionados 25 pL de acido tricloroacético (10% v/v), 85 uL de agua destilada e 8,5 pL de
cloreto de ferro III, realizando uma incubacao por mais 15 minutos e consecutiva leitura a 750
nm. Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia, onde um maior valor indica

maior poder de reducao das amostras.

2.6. Quantificacao de Compostos fendlicos totais (CFT)

O teor de compostos fendlicos totais nos extratos proteicos foi determinado a partir da
metodologia descrita por Pires et al. (2017), utilizando o reagente Folin-Ciocalteu. Para isso,
as amostras (20 pL), agua (200 pL), reagente Folin-Ciocalteu (20 puL) e solugcdo de carbonato
de s6dio a 10% (60 pL) foram homogeneizados e deixados em repouso, ao abrigo da luz durante
20 minutos, com posterior leitura no comprimento de onda de 760 nm. Os dados obtidos foram
utilizados para estimar as concentragdes de CFT a partir de uma curva padrdo de acido gélico,
sendo os resultados expressos em microgramas de equivaléncia de 4cido galico (EAG) por mg

de amostra.

2.7. Analises estatisticas

As analises de atividades de inibigdo enzimaticas e antioxidantes foram realizadas em
triplicata e, os resultados submetidos a andlise de variancia (ANOVA), utilizando o programa
estatistico Statistica v.7.0 (Statsoft, USA). As médias foram comparadas pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.
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3. Resultados e discussao
3.1. Atividade proteolitica e Inibitoria frente a tripsina

A producdo de proteases por micro-organismos ¢ diretamente influenciada por
componentes do meio, especialmente fontes de carbono e nitrogénio, e fatores fisicos tais como
temperatura, pH, tempo de incubagdo, agitacdo e a densidade do indculo (PESSOA, 2016). A
Tabela 1 apresenta a atividade proteases e inibidores de proteases dos extratos proteicos dos

basidiocarpos de Pleurotus ostreatus 474 e P. ostreatus 542.

Tabela 1. Atividade proteolitica e de inibidores de tripsina nos extratos proteicos das diferentes
linhagens de Pleurotus ostreatus

Atividade proteolitica Inibicio da tripsina

Linhagem Substrato Extrator
(UA/mL) (%)
H,O 3.75+0.35¢g 71.67 £3.58¢
Acai
NaCl 49.10 + 1.20° 60.44 £2.99f
H,O 1.60 + 0.60g 98.84 +1.33a
474 Abacaxi
NaCl 45.00 & 1.44b 84.59 £3.01b
) H,O 5.67+£0.59g 67.24 £5.21d
Acai+Abacaxi
NaCl 44.90 £ 1.40b 84.70 £ 4.29b
H,O 15.20 £ 3.00f 71.68 £ 1.35¢
Acai
NaCl 29.65 +£2.95d 52.02 £ 7.13f
H0 19.50 £ 1.28¢ 85.61 £0.89b
542 Abacaxi
NaCl 43.93+2.97b 63.20 £0.82d
H0 15.97 £0.61f 97.04 + 0.80*
Acai+Abacaxi
NaCl 37.43 £2.11c 55.32 £ 7.65f

Letras representam o teste de comparag@o de médias (Scott-Knott) a 5%. Valores apos + correspondem ao desvio
padrdo.

No que diz respeito a atividade proteolitica das amostras, os extratos proteicos
provenientes da extragdo com solucao salina foram os que apresentaram os maiores valores de
unidades de atividade, destacando-se a linhagem 474, principalmente quando cultivada em
residuos a base de sementes de agai (Tabela 1). Nessa vertente, Machado et al. (2017) ao
trabalharem com a espécie P. ostreatoroseus cultivada em tubérculos amazonicos, obtiveram
valores de atividade proteolitica da faixa de 18,0 = 0,6 a 142, 2 + 0,68 UA/mL, dados os quais
variavam conforme o substrato e a proporcao/tipo de suplementacdo utilizada, indicado que a

producdo dessas enzimas no género Pleurotus ¢ diretamente influenciada pelo substrato
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utilizado. Ademais, Inécio et al. (2015) ao estudar mais de 6 espécies de basidiomicetos do
género Pleurotus, constatou que a maior atividade proteolitica era verificada em fermentagdes
realizadas com P. eryngii.

A inibigdo da protease tripsina, por sua vez, apresentou maiores percentuais nos extratos
proteicos provenientes de extracdo aquosa, destacando-se as amostras da linhagem 474
cultivada em substratos a base de residuo de abacaxi e a linhagem 542 cultivada no substrato
referente a mistura dos residuos de agai e abacaxi (Tabela 2). Além disso, ¢ possivel verificar
que as atividades de inibicdo foram inversamente proporcionais as atividades proteoliticas,
permitindo recomentar extracdes aquosas quando objetivada atividade inibitdria, ao passo que
a extragao salina € mais viavel para a atividade proteolitica.

Em trabalho anterior, Sales-Campos ef al. (2021) verificaram o potencial de inibigao da
tripsina pela linhagem 1467 de P. ostreatus cultivada em acai e capim-elefante, relatando
também uma menor atividade inibitdria por parte dos extratos provenientes de extracao salina,
dependendo do substrato de cultivo. Além disso, na literatura cientifica ja € possivel encontrar
a descricao da inibi¢do da tripsina por moléculas de baixa massa molecular de P. ostreatus, em
adicao ao isolamento de um inibidor de tripsina de origem proteica proveniente da espécie P.
floridanus, o qual apresentou atividade de inibigdo de proteases de origem microbiana e de

inseto (ALI et al., 2014; PANNIPPARA; KESAV; RAGHAVAN, 2020).

3.2. Atividade de inibicio de enzimas digestivas

Para as amostras das linhagens 542 e 474, extraidas com agua e solucdo salina, foi
realizada a verificacdo da atividade de inibigdo sobre as enzimas a-amilase, a-glicosidase e
lipase pancreatica. No entanto, ndo foram observadas variacdes da atividade enzimatica na
concentragdo inicial testada (10 mg/mL), ndo se obtendo valores estatisticamente diferentes do
controle negativo. Nesse sentido, Tamboli, Bhatnagar & Mishra (2018) ao trabalharem com
extratos cloroférmicos, acetonicos, metandlicos e aquosos do micélio de Pleurotus sp., também
ndo verificaram inibicdo da a-amilase pelo extrato aquoso.

J& a inibicdo da enzima a-glicosidase ¢ também relatada em espécies do género
Pleurotus, como P. cystidiosus e P. eryngii, porém com essa atividade sendo associada a
presenca de sesquiterpenoides e polissacarideos, respectivamente, e ndo as suas proteinas (TAO
et al., 2016; ZHENG et al., 2020). Ainda nesse seguimento, a inibicdo da lipase pancreatica ¢

relatada para a espécie P. erynmgii, no entanto, em extratos etanolicos, metandlicos e
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hidrometandlicos (PALANISAMY et al., 2012; KIM et al., 2020). A vista disso, sugere-se que
a auséncia de atividade inibitoria das amostras do presente trabalho possa ser em decorréncia
do método e solventes de extracdo empregados, isso porque podem ndo ser efetivos para a

prospeccao das moléculas responsaveis por essa atividade.

3.3. Atividade antioxidante

A Tabela 2 apresenta a atividade antioxidante dos extratos proteicos dos basidiocarpos de
Pleurotus ostreatus (474 e 542). As amostras provenientes dos dois solventes extratores foram
testadas em ensaios in vitro para verificar o potencial de suas proteinas em exercer outras

atividades bioldgicas, incluindo antioxidante.

Tabela 2. Atividade antioxidante dos extratos proteicos das linhagens de Pleurotus ostreatus,
provenientes do segundo cultivo, mensurada através de diferentes ensaios in vitro.

Habilidade Poder redutor
Linhagem Substrato Extrator ABTS (%) DPPH (%)

quelante (%) (ABS a 750 nm)

Aca H20 99.30+2.49a  58.55+3.08b 76.38 £9.22¢ 0.167 £0.019d

ai
¢ NaCl 99.52+0.48a  78.50 +5.93a 84.88 + 1.36b 0.140 £ 0.011e
. H20 99.84+0.16a  80.35+1.62a 91.20+0.51a 0.232 + 0.004b
474 Abacaxi

NaCl 85.32+2.17d N.D. 77.26 £ 0.26¢ 0.139+£0.013¢

. . H20 99.84 +£0.80a  40.83 £ 7.40b 87.13 +1.79b 0.152 +£0.002d

Acai+Abacaxi
NaCl 79.55 +0.34¢ N.D. 94.53 £ 3.47a 0.157+£0.013d
Aca H20 99.73+0.24a  40.37+£2.31b 89.05 +2.74b 0.164 £0.004d
ai
¢ NaCl 99.04 + 0.96a N.D. 35.67 £ 4.85d 0.254 +£0.014°
. H20 99.20+1.12a  61.94+£3.47b 88.21 +1.03b 0.129+£0.001e
542 Abacaxi

NaCl 91.50 + 1.60c N.D. 93.89 £ 0.26a 0.207 £ 0.007¢

. . H20 99.84+0.28a  75.04 = 1.96a 85.86 + 1.08b 0.122+0.001e

Acai+Abacaxi
NaCl 94.23 +0.96b N.D. 88.83£0.7b 0.194 +0.015¢

Letras representam o teste de comparag@o de médias (Scott-Knott) a 5%. Valores apos + correspondem ao desvio
padrdo; N.D.: Nao determinado.

Com relagado a atividade antioxidante dos extratos proteicos das linhagens de Pleurotus
ostreatus foi observado através da metodologia de inibi¢do do radical ABTS™, um maior
potencial por parte dos extratos proveniente da extracdo aquosa, em relagdo a extracdo com
solucdo salina, com excecdo para as amostras provenientes do cultivo no substrato a base de
residuo de acai, onde a utilizagao de diferentes extratores ndo apresentou diferencas estatisticas.
No que diz respeito as diferentes linhagens, ndo foram observadas grandes diferencas quanto

aos resultados (Tabela 2).
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J& para o ensaio de inibi¢do do DPPH’, foram observadas maiores variagdes conforme
a linhagem e o solvente extrator, com destaque para o extrato proteico proveniente de extracao
aquosa da linhagem 474 cultivada em substrato a base de residuos de abacaxi (Tabela 2). Além
disso, para algumas amostras ndo foi possivel determinar o valor do percentual de inibicao,
levantando-se a hipotese de que sejam problematicas inerentes a metodologia, isso porque o
solvente metanol, utilizado no ensaio para a diluicdo do reagente DPPH’, levava a precipitacao
das proteinas das amostras e, de fato, esse solvente ja ¢ relatado na literatura cientifica por sua
capacidade de desnaturar e precipitar proteinas, dependendo de sua concentragao (SHAO, 2014;
NIU et al., 2018).

Ademais, por mais que as metodologias empregando ABTS™ ¢ DPPH' possuam o
mesmo principio de mensuracdo da capacidade de sequestro de radicais livres, 0 mecanismo de
acdo dos antioxidantes pode variar, isso porque o radical DPPH" ¢ dito, na literatura cientifica,
como capaz de aceitar um elétron ou proton para se estabilizar, ao passo que o ABTS apenas
aceita protons (BOLIGON; MACHADO; ATHAYDE, 2014; NIMSE; PAL, 2015). Ainda nesse
sentido, outro fator que pode explicar as diferengas dos resultados obtidos destes ensaios € o
fato do ABTS™" apresentar maior sensibilidade, uma que é mais reativo e necessita de um menor
tempo de reagdo, quando comparado ao DPPH" (MARTYSIAK- ZUROWSKA; WENTA,
2012).

Para o ensaio de habilidade quelante, a maior parte das amostras apresentou potencial
de quelacdo, com destaque para as amostras provenientes da extragdo com solugdo salina que,
em geral, apresentaram os maiores resultados. Os dados obtidos nesse ensaio demonstraram-se
mais promissores do que o obtido em trabalho anterior por Sales-Campos et al. (2021), onde ao
se utilizar extratos metanolicos de P. ostreatus cultivado em agai e marupa, obteve-se
percentuais de quelacdo de 45,38 e 74,34%, respectivamente, indicando que as proteinas dessa
espécie podem ser mais eficientes nessa atividade. E importante destacar que a mensuragio da
capacidade antioxidante a partir de sua habilidade quelante ¢ dita como de grande importancia,
tendo em vista que ions de ferro sdo considerados alguns dos mais poderosos pro-oxidantes,
podendo levar a peroxidacdo lipidica e acelerar a dissociagdo de hidroperdxidos lipidicos
(VAMANU, 2012).

O ensaio de poder redutor, por sua vez, demonstrou um maior potencial por parte dos
extratos da linhagem 542 quando extraidas com solugdo salina, destacando-se a amostra

proveniente do cultivo no substrato a base de residuos de acai. No entanto, no geral, os
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resultados obtidos para esse ensaio podem ser considerados baixos quando comparados com
trabalhos da literatura, como o de Torres-Martinez et al. (2021), onde obtiveram valor de
absorbancia de 0,43 £ 0,02 em extratos aquosos de P. ostreatus na concentragao de 0,1 mg/mL.

Em trabalho realizado por Goswami ef al. (2021) com extratos provenientes da extra¢ao
aquosa de P. ostreatus, os autores obtiveram, na concentracao de 10 mg/mL de amostra, valores
de inibi¢do do radical ABTS™ de 51,00 = 0,79 %, inibicdo do DPPH" de 52,00 + 0,89 %,
habilidade quelante de 67,84 & 1,62 % e poder redutor de 1,330 & 0,005. Dessa forma, pode-se
inferir um grande potencial antioxidante das linhagens de P. ostreatus cultivadas em residuos
locais no presente trabalho, principalmente quanto ao sequestro de radicais livres e quelagdo de

ions metalicos, contrastando com uma baixa atividade redutora.

3.4. Quantificacio de Compostos Fenolicos Totais (CFT)

O processo de extracdo de proteinas € frequentemente relatado como susceptivel a
contaminacdo com terpenos, pigmentos, carboidratos, compostos fendlicos, dentre outras
substancias (Wu et al. 2014). Nesse sentido, a formagao de complexos proteinas-fenois ocorre
naturalmente na maior parte dos sistemas alimentares, principalmente através de ligagdes
reversiveis mediadas por interacdes ndo covalentes, como as ligacdes de hidrogénio, pontes
hidrofobicas, forcas de van der Waals e interagdes i6nicas (BUITIMEA-CANTUA;
GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2018).

Esse tipo de interagdo pode apresentar vantagens estratégicas paras ambas as
biomoléculas, sendo as proteinas capazes de atuar como um veiculo de entrega, protegendo os
compostos fendlicos na passagem pelo trato intestinal, aumentando sua biodisponibilidade, ao
passo que os compostos fenolicos, enquanto excelentes doadores de protons, sdo capazes de
proteger as proteinas da oxidagdo, além de serem capazes de inibir enzimas pro-oxidativas.
Ademais, a literatura relata que durante a formacao desses complexos, a interagdo com a
proteina pode tanto mascarar a atividade antioxidante dos compostos fendlicos quanto aumenta-
la, 0 que permite associar a agdo antioxidante in vitro também as proteinas (ADRAR, MADANI;
ADRAR, 2019; JAKOBEK, 2015).

No presente trabalho, foi possivel observar a presenga de compostos fendlicos em todos
os extratos proteicos, principalmente nas amostras extraidas com NaCl, com exce¢do para
ambas as linhagens cultivadas em abacaxi, onde o extrato aquoso apresentou maiores valores.

E possivel destacar a amostra da linhagem 542 cultivada na combinagio de agai e abacaxi, bem
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como a amostra da linhagem 474 cultivada em agai, ambas extraidas em solucdo salina, como
as condi¢des que proporcionaram uma maior concentragdo dessa classe de substancias,

demonstrando-se semelhantes estatisticamente (Tabela 3).

Tabela 3. Quantificagdo de compostos fenolicos nos extratos proteicos das diferentes linhagens
de Pleurotus ostreatus

Linhagem Substrato Extrator pg EAG.mg"' de amostra
HO 110.39 £ 15.45d
Acai
NaCl 194.64 +£3.42a
HO 157.61 £ 14.42b
474 Abacaxi
NaCl 119.57 £ 11.68d
H,O 147.42 £5.24c¢
Acai+Abacaxi
NaCl 162.45 +12.98b
H,O 131.80 +13.69d
Acai
NaCl 147.46 £2.68¢
H>O 141.99 + 14.43¢
542 Abacaxi
NaCl 72.43 £10.50¢
H>O 125.97+0.61d
Acai+Abacaxi
NaCl 212.05 + 8.66a

Letras representam o teste de comparac@o de médias (Scott-Knott) a 5%. Valores apos + correspondem ao desvio
padrdo.

E possivel encontrar na literatura cientifica trabalhos que descrevem o aumento na
recuperagdo de compostos fenodlicos ao se utilizar solugdes com baixa concentragdo de NaCl
(GOMEZ-CRUZ et al., 2020; THAMMAPAT; MEESO; SIRIAMORNPUN, 2015). Dados
esses que corroboram com o observado para a maior parte das amostras do presente trabalho,
onde a extragdo com solugdo salina apresentou maiores teores de compostos fenolicos totais
(CFT).

Comparando os dados de quantificagdo obtidos com os dados da literatura, ¢ possivel
verificar um maior potencial das amostras do presente trabalho como fonte de CFT. A exemplo
disso, Martinez-Flores et al. (2021) ao trabalharem com P. ostreatus e P. djamor cultivados em
uma combinacdo de residuos de aveia, trigo e milho, obtiveram valores de 41.60 £ 1.17 ¢ 11.02
+0.49 pg EAG.mg!, respectivamente, em extratos aquosos.

Ainda neste sentido, GASECKA et al. (2016) ao trabalharem com extratos

hidrometandlicos de P. ostreatus e P. eryngii cultivados em trigo e enriquecidos com selénio e
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zinco, obtiveram valores de 13.38 + 0.58 e 10.86 + 1.4 pg EAG.mg, respectivamente.
Gonzalez et al. (2021), por sua vez, ao trabalharem com um concentrado proteico de P.
ostreatus, obtiveram valor de de 24.2 + 0.8 ng EAG.mg™.

Apesar da alta concentragcdo de CFT nas amostras, foi necessario a utilizagdo destas a 10
mg/mL para obter resultados na faixa de 100% no ensaio antioxidante empregando o ABTS™,
40 a 90% para o ensaio com DPPH" e de habilidade quelante, além de um verificado baixo
potencial de reducdo. Uma hipdtese que pode explicar isso € a supracitada reducdo da atividade
antioxidante dos CFT quando ligados as proteinas.

Ademais, ¢ possivel inferir que as linhagens de Pleurotus ostreatus cultivadas em residuos
de acai e abacaxi se apresentam como promissoras também quando o foco for a obtengdo de
compostos fendlicos. J& no que diz respeito as proteinas, a depender da aplicacao desejada,
pode ser necessaria a realizagdao de etapas de purificagdo, bem como a verificagdo de outras
metodologias de extragdo, de forma a evitar possiveis interferéncias pela formagdo de

complexos entre as moléculas.

4. Conclusao

Os métodos de extracao de proteinas, bem como os substratos de cultivo testados foram fatores
determinantes na obtengdo de proteinas bioativas, obtendo-se variagdes das atividades
conforme a combinagdo desses fatores. A partir disso, recomenda-se extragdo aquosa para a
obtengdo de antioxidantes e inibidores de proteases, ao passo que a extracao salina ¢ mais
eficiente na recuperagao de proteases. Adicionalmente, os dados obtidos fornecem informagdes
para futuros estudos com linhagens de P. ostreatus, quando objetivada a obtencdo de extratos

proteicos com potencial biotecnologico.
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CONCLUSOES

As 4 diferentes linhagens de Pleurotus ostreatus apresentaram comportamentos
distintos diante dos substratos de cultivo, degradando os materiais lignoceluldsicos de forma
diferente, demonstrando variagdes possivelmente inerentes ao seu aporte genético. Além disso,
houve diferencas entre os parametros produtivos, com as linhagens 542 e 1467, cultivadas em
abacaxi e capim-elefante destacando-se quanto a producao de basidiocarpos.

Verificou-se modificagdes na composi¢ao nutricional dos substratos, que, de uma forma
geral, apresentaram um aumento nos teores nutricionais como proteinas, fibras e/ou
carboidratos e uma redugdo nos teores de celulose, hemicelulose e lignina, possibilitando sua
utilizagdo para outros fins apos o tratamento com os fungos.

Os cogumelos produzidos apresentaram caracteristicas nutricionais relacionadas as
caracteristicas nutricionais dos substratos, e os substratos com melhores teores de
proteinas/fibras produziram cogumelos com maiores teores de proteinas/fibras, com énfase para
os substratos a base de residuos de agai, abacaxi e pinus.

As combinagdes entre os residuos vegetais e as linhagens influenciou a presenca e a
concentracgdo de lectinas e das outras proteinas (proteases, inibidores de proteases a-amilase, o-
glicosidase, lipase e antioxidantes). A linhagem 1467 foi a Ginica que apresentou AHE e somente
quando cultivada nos substratos de acai e marupa, sendo essencial ndo somente a linhagem
utilizada, mas a sua combina¢do com determinados meios de cultivo.

Os métodos de extracao proteica influenciaram no rendimento de proteinas e nas
atividades observadas, de acordo com o solvente/solugdo extrator(a) utilizado. As atividades
observadas variaram conforme método de extragdo, com os extratos aquosos apresentando
maior potencial por ABTS™ e DPPH" e maior inibi¢do de tripsina e os extratos salinos se
destacaram para quelagdo, poder redutor e atividade proteolitica. Complementarmente, para a
AHE, o resultado s6 foi observado no extrato aquoso e em fosfato de 1467 cultivado em acai e
marupa, ndo apresentando resultados no extrato salino.

Recomenda-se, para novos estudos, especialmente com relagdo a atividade
hemaglutinante, a utilizacdo de eritrocitos animais e/ou o tratamento quimico/enzimatico dos

eritrocitos humanos.
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