INSTITUTO FEDERAL DO PARANA
INGRID EMANUELLY BUENO SILVA

RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DE IVAIPORA - PR: POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO PARA A PRODUGAO DE COGUMELOS COMESTIVEIS E
ENZIMAS INDUSTRIAIS

IVAIPORA
2024



INGRID EMANUELLY BUENO SILVA

RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DE IVAIPORA - PR: POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO PARA A PRODUGAO DE COGUMELOS COMESTIVEIS E
ENZIMAS INDUSTRIAIS

TCC apresentado ao Curso de Graduagao em
Engenharia Agronémica, do Instituto Federal do
Parana, como requisito parcial a obtencao do titulo
de Bacharel em Engenharia Agronémica.

Orientadora: Prof2. Dr? Jaqueline Coelho Moreira.

IVAIPORA
2024



FOLHA DE APROVAGAO
Ingrid Emanuelly Bueno Silva

RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DO VALE DO IVAi-PR: POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO PARA A PRODUGAO DE COGUMELOS COMESTIVEIS
E ENZIMAS INDUSTRIAIS
O presente trabalho em graduacéo foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

/S ) 7 )
laee faia C 524//4,
Profa. Dra. Marcibela Stulp 7
Instituto Federal do Parana — Campus lvaipora

O/Z;‘}f;g‘u.c, Q/:/o/.w dfxucﬁat m

Profa. Dra. Nayara Norrene Lacerda Duraes
Instituto Federal do Parana — Campus Ivaipora

Certificamos que esta é a versao original e final do trabalho de conclusédo que
foi julgado adequado como parte das exigéncias para a obtencao do titulo de
Bacharel em Engenharia Agronémica pelo Instituto Federal do Parana, Campus

Ivaipora.

W

Coordenacgao do Curso Engenharia Agronémica
Profa. Dr° Denis Santiago da Costa
Siape: 1400880

Profa. Dra. Ja(que'!ihé 7d.‘ar ilva Coelho Moreira (Orientadora)
' ape: 1400001

Ivaipora, 23 de agosto de 2024.



A eles, que vivem meus sonhos como se fossem seus, porque o amor tem o poder
de transformar o “meu” em “nosso” e constituir-me nesse plural € a melhor das
sensacgoes.

Familia!



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida, por sempre estar ao meu lado sendo o meu Porto
Seguro e por todas as coisas maravilhosas que me foram concedidas.

Aos meus pais Graciele e Valdir, meus primeiros professores e pilares da
minha formacdo como ser humano, pela educacgio, paciéncia, apoio, incentivo,
carinho e sobretudo pelo amor incondicional em todos os momentos da minha vida.

A minha orientadora Dr? Jaqueline da Silva Coelho Moreira por seu apoio,
ajuda e inspiragcao no amadurecimento dos meus conhecimentos e conceitos que
me levaram a execucao deste trabalho.

Aos meus amigos e colegas por todos os momentos de descontragéo e por
terem me apoiado por todos esses anos de faculdade.

Ao meu namorado por todo o amor, apoio e compreensdo durante esta
jornada.

Aos professores, por todos os conselhos, pela ajuda e pela paciéncia com a
qual guiaram o meu aprendizado, contribuindo com a minha formag¢ao académica.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizagdo deste

trabalho.



RESUMO

Os residuos agroindustriais sdo fontes importantes de matérias primas com
potencial biotecnoldgico, no cultivo de cogumelos comestiveis e producdo de
enzimas industriais. A gestado eficiente dos residuos gerados pela agroindustria
reduz impactos ambientais causados por seus descartes inadequados e potencializa
desenvolvimento de tecnologias sustentaveis. Os residuos gerados na produgéo
agroindustrial, que se acumulam no ambiente, tornam-se uma preocupacao
crescente, com isso a destinagdo sustentavel é uma alternativa crucial para reduzir
impactos ambientais e agregar valor econdmico. Desta forma, este trabalho teve
como objetivos a) eleger residuos agroindustriais gerados no Vale do Ivai para o
cultivo de cogumelos comestiveis do género Pleurotus e b) avaliar o potencial
biotecnolégico para produgdo de enzimas extracelulares. Inicialmente foram feitos
testes de crescimento com trés cepas de Pleurotus sp., popularmente conhecidas
como shimeji preto, shimeji branco e shimeji salm&o, empregando-se quatro
diferentes residuos agroindustriais. A analise da produgdao de enzimas celulases,
fenoloxidases e amilases para cada uma das cepas de basidiomicetos foi realizada
pela técnica cup plate, com substratos enzimaticos especificos. A enzima
fenoloxidase foi produzida em todos os meios de cultivos e cepas de shimeji. A
atividade enzimatica de celulase foi identificada apenas nos cultivos com cepas de
shimeji salm&o. Embora ndo tenha ocorrido a formagao de primérdios de frutificagéo
durante a etapa de produgcdo de cogumelos, observou-se o desenvolvimento
completo da micelizagdo nos meios de cultivo. Conclui-se que a gestdo adequada
dos residuos agricolas, aliada ao cultivo de cogumelos comestiveis e a producao de
enzimas, apresenta uma alternativa inovadora e sustentavel. Essa abordagem
contribui  significativamente para a redugdo do impacto ambiental e o
desenvolvimento de solugdes economicamente viaveis.

Palavras-chave: Pleurotus sp.,; Impacto ambiental; Sustentavel.



ABSTRACT

Agro-industrial residues are important sources of raw materials with biotechnological
potential, in the -cultivation of edible mushrooms and production of industrial
enzymes. The efficient management of waste generated by agroindustry reduces
environmental impacts caused by inadequate disposal and enhances the
development of sustainable technologies. Waste generated in agro-industrial
production, which accumulates in the environment, becomes a growing concern,
meaning sustainable disposal is a crucial alternative to reduce environmental impacts
and add economic value. Therefore, this work aimed to a) select agro-industrial
waste generated in the Ivai Valley for the cultivation of edible mushrooms of the
genus Pleurotus and b) evaluate the biotechnological potential for the production of
extracellular enzymes. Initially, growth tests were carried out with three strains of
Pleurotus sp., popularly known as black shimeji, white shimeji and salmon shimeji,
using four different agro-industrial residues. The analysis of the production of
cellulase, phenoloxidase and amylase enzymes for each basidiomycete strain was
carried out using the cup plate technique, with specific enzyme substrates. The
phenoloxidase enzyme was produced in all culture media and shimeji strains.
Cellulase enzymatic activity was identified only in cultures with shimeji salmon
strains. Although the formation of fruiting beginnings did not occur during the
mushroom production stage, complete development of micellization was observed in
the cultivation media. It is concluded that the appropriate management of agricultural
waste, combined with the cultivation of edible mushrooms and the production of
enzymes, presents an innovative and sustainable alternative. This approach
significantly contributes to reducing environmental impact and developing
economically viable solutions.

Keywords: Pleurotus sp.,; environmental impact; sustainable.
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1 INTRODUGAO

Segundo Bett (2016), os cogumelos que fazem parte do reino Fungi,
reproduzindo-se por meio da produgdo de esporos, 0os quais germinam e produzem
hifas, originando novos organismos. No entanto, a parte “vegetativa” sdo formadas pelo
conjunto de hifas, que posteriormente formarao os cogumelos . Desse modo, compreende
o reino Fungi, fungos verdadeiros heterotréficos, que nao sintetizam seu préprio alimento
sendo necessario da absorgdo de matéria organica viva ou morta. Quanto a organizagao
celular, sdo organismos eucarioticos podendo ser unicelulares (uUnica célula) ou
multicelulares (varias células) (FERRIOL, 2023).

Conforme Ferriol (2023), os cogumelos comestiveis sdo organismos aerobicos e
fazem uso de oxigénio em seu metabolismo, desenvolvendo-se em uma ampla faixa
ecoldgica. Os fatores para o seu desenvolvimento se da pela presenca de luz, agua,
mateéria organica, e pH.

A propagagao na natureza dos fungos se da pela produc¢do de esporos e quando
se deparam com um ambiente apropriado ramificam-se e colonizam no substrato, a partir
de pequenas e finas teias de filamentos, iniciando o corpo vivo do fungo nomeado de
miceélio (OLIVEIRA, 2022).

Segundo Dos Santos (2016), no Brasil a produgcdo de cogumelos comestiveis é
considerada pequena quando comparada com outros setores do agronegocio, no entanto
ha uma forte propensdo do mercado continuo e no crescimento de consumidores que
procuram produtos sustentaveis, com apelo nutricional e inseridos em uma economia
circular.

Além do papel de apresentar alta importancia nutricional, por serem fontes de
proteinas de alta qualidade e eficiéncia, possuem baixo teor de gordura, muitas vitaminas
e poucas calorias (ALMEIDA et al., 2018). Os cogumelos comestiveis apresentam
também importancia ecoldgica, devido a sua acdo de agente na biodegradacao de
residuos (SILVA et al., 2017).

De acordo com Martins et al. (2018), a ampla gama de substratos em que os
cogumelos comestiveis podem ser cultivados é viavel na ampliagado da fonte de renda de
pequenos e grandes produtores de maneira sustentavel, isso se torna importante do
ponto de vista de crise ambiental e econémica.

O cultivo cogumelo comestivel é uma estratégia sustentavel que possui vantagens

como o uso de residuos agricolas, aquisicdo de niveis altos de produc&o por area



cultivada, e como alternativa de se utilizar substrato residual como condicionador de solo
apos a colheita dos cogumelos comestiveis (NIEUWENHUIJZEN, 2006).

Ja na esfera do setor agroindustrial, a atividade econémica é responsavel por
impulsionar o pais, entretanto € encarregado pela grande geragdo de residuos,
provocando diversos problemas ambientais pela agdo contaminante desses residuos para
o solo e os corpos hidricos (CORDEIRO et al., 2020).

De acordo com a CONAMA resolugado 001 (Brasil, 1986) é considerado impacto
ambiental toda alteracdo ao meio ambiente sendo ela de forma direta ou indiretamente
que afetam a saude, o bem-estar social dos cidadaos, a seguranga, a biota do solo,
condicbes estética, atividades sociais e econdmicas, e a qualidade dos recursos
ambientais.

Uma forma alternativa de dar atencdo aos residuos agroindustriais € o seu
reaproveitamento em diferentes processos industriais, como na produgdo de enzimas, 0
qual representa uma alternativa interessante alinhada aos principios de sustentabilidade e
inovagao industrial, ao transformar residuos em insumos para a produ¢cdo de enzimas
(ABUD et al., 2015).

1.1 PROBLEMA

A geragdo excessiva de residuos da producdo agroindustrial tem sido uma
preocupacao crescente nas ultimas décadas por se acumularem no ambiente, fazendo da
destinacdo sustentavel uma alternativa crucial. O custo elevado de producdo dos
cogumelos do tipo shimeji pode envolver questdbes como a necessidade de buscar
alternativas mais eficientes e sustentaveis, visando a reducdo dos custos e maior

acessibilidade aos consumidores.

1.2 HIPOTESE

A intensificacdo da producédo de cogumelos comestiveis e a destinagao a produgao
de enzimas a partir da reutilizacdo de residuos agroindustriais, promove a reducédo do
impacto ambiental, agregando valor aos residuos gerados, e colaborando para a

sustentabilidade e a viabilidade econémica.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Eleger residuos agroindustriais gerados no Vale do Ivai para o cultivo de
cogumelos comestiveis do género Pleurotus e avaliar o potencial biotecnoldgico para

producado de enzimas extracelulares.

1.3.2 Objetivos especificos

e Reaproveitar residuos agroindustriais para a produ¢ado de cogumelos comestiveis e
de enzimas extracelulares;

e Selecionar melhores substratos para o desenvolvimento de cogumelos shimeji;

e Contribuir com a sustentabilidade, reduzindo impactos ao meio ambiente;

e Selecionar residuos e cepas de cogumelos shimeji com potencial para a produgao

de enzimas com aplicagdes biotecnoldgicas.



2. DESENVOLVIMENTO

RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DE IVAIPORA - PR: POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO PARA A PRODUCAO DE COGUMELOS COMESTIVEIS E
ENZIMAS INDUSTRIAIS

AGROINDUSTRIAL WASTE FROM IVAIPORA - PR: BIOTECHNOLOGICAL
POTENTIAL FOR THE PRODUCTION OF EDIBLE MUSHROOMS AND INDUSTRIAL
ENZYMES

Ingrid Emanuelly Bueno Silva'
Jaqueline da Silva Coelho Moreira?

RESUMO

Os residuos agroindustriais sdo fontes importantes de matérias primas com potencial
biotecnoldgico, no cultivo de cogumelos comestiveis e produg¢do de enzimas industriais. A gestao
eficiente dos residuos gerados pela agroindustria reduz impactos ambientais e potencializa
desenvolvimento de tecnologias sustentaveis. Os residuos gerados na produ¢do agroindustrial, que
se acumulam no ambiente, tornam-se uma preocupacao crescente, a destinacao sustentavel ¢ uma
alternativa crucial para reduzir impactos ambientais e agregar valor economico. O objetivo deste
trabalho foi a) eleger residuos agroindustriais gerados no Vale do Ivai para o cultivo de cogumelos
comestiveis do género Pleurotus e b) avaliar o potencial biotecnologico para produgdo de enzimas
extracelulares. Foram feitos testes de crescimento com trés cepas de Pleurotus sp., popularmente
conhecidas como shimeji preto, shimeji branco e shimeji salmao, empregando-se quatro residuos
agroindustriais. A andlise da producao de enzimas celulases, fenoloxidases e amilases para cada um
cepas de basidiomicetos foi realizada pela técnica cup plate, com substratos enzimaticos
especificos. A enzima fenoloxidase foi produzida em todos os meios de cultivos e cepas de shimeji.
A atividade enzimdtica de celulase foi identificada apenas nos cultivos com cepas de shimeji
salmdo. Embora nao tenha ocorrido a formacdo de primoérdios de frutificagdo durante a etapa de
producdo de cogumelos, observou-se o desenvolvimento completo da micelizagdo nos meios de
cultivo. Conclui-se que a gestdo adequada dos residuos, aliada ao cultivo de cogumelos comestiveis
e a producdo de enzimas, apresenta uma alternativa inovadora e sustentavel. Contribuindo
significativamente para a reducdo do impacto ambiental e o desenvolvimento de solucdes
economicamente viaveis.

Palavras-chave: Pleurotus sp.,; impacto ambiental; sustentavel.

ABSTRACT

Agro-industrial residues are important sources of raw materials with biotechnological potential, in
the cultivation of edible mushrooms and production of industrial enzymes. The efficient
management of waste generated by agroindustry reduces environmental impacts and enhances the

1 O nome do autor deve ser inserido de forma direta Prenome e Sobrenome. Deve constar o curriculo sucinto de cada
autor, com vinculag¢do corporativa e endereco de contato em Notas de rodapé
2 ]dem ao anterior.



development of sustainable technologies. Waste generated in agro-industrial production, which
accumulates in the environment, becomes a growing concern; sustainable disposal is a crucial
alternative to reduce environmental impacts and add economic value. The objective of this work
was a) to select agro-industrial waste generated in the Ivai Valley for the cultivation of edible
mushrooms of the genus Pleurotus and b) to evaluate the biotechnological potential for the
production of extracellular enzymes. Growth tests were carried out with three strains of Pleurotus
sp., popularly known as black shimeji, white shimeji and salmon shimeji, using four agro-industrial
residues. The analysis of the production of cellulase, phenoloxidase and amylase enzymes for each
basidiomycete strain was carried out using the cup plate technique, with specific enzyme substrates.
The phenoloxidase enzyme was produced in all culture media and shimeji strains. Cellulase
enzymatic activity was identified only in cultures with shimeji salmon strains. Although the
formation of fruiting beginnings did not occur during the mushroom production stage, complete
development of micellization was observed in the cultivation media. It is concluded that adequate
waste management, combined with the cultivation of edible mushrooms and the production of
enzymes, presents an innovative and sustainable alternative. Contributing significantly to reducing
environmental impact and developing economically viable solutions.

Keywords: Pleurotus sp.,; environmental impact; sustainable.

1 INTRODUCAO

Segundo Bett (2016), os cogumelos que fazem parte do reino Fungi, reproduzindo-se por
meio da producao de esporos, os quais germinam e produzem hifas, originando novos organismos.
No entanto, a parte “vegetativa” sdo formada pelo conjunto de hifas, que posteriormente formarao
os cogumelos . Desse modo, compreende o reino Fungi, fungos verdadeiros heterotroficos, que ndo
sintetizam seu proprio alimento sendo necessario da absor¢do de matéria organica viva ou morta.
Quanto a organizagao celular, sdo organismos eucarioticos podendo ser unicelulares (Unica célula)
ou multicelulares (varias células) (FERRIOL, 2023).

Conforme Ferriol (2023), os cogumelos comestiveis sdo organismos aerobicos e fazem uso
de oxigénio em seu metabolismo, desenvolvendo-se em uma ampla faixa ecologica. Os fatores para
o seu desenvolvimento se da pela presenca de luz, 4gua, matéria organica, e pH.

A propagacdo na natureza dos fungos se da pela producdo de esporos e quando se deparam
com um ambiente apropriado ramificam-se e colonizam no substrato, a partir de pequenas e finas
teias de filamentos, iniciando o corpo vivo do fungo nomeado de micélio (OLIVEIRA, 2022).

Segundo Dos Santos (2016), no Brasil a produgao de cogumelos comestiveis ¢ considerada
pequena quando comparada com outros setores do agronegocio, no entanto ha uma forte propensao
do mercado continuo e no crescimento de consumidores que procuram produtos sustentdveis, com

apelo nutricional e inseridos em uma economia circular.



Além do papel de apresentar alta importancia nutricional, por serem fontes de proteinas de
alta qualidade e eficiéncia, possuem baixo teor de gordura, muitas vitaminas e poucas calorias
(Almeida et al., 2018). Os cogumelos comestiveis apresentam também importancia ecoldgica,
devido a sua a¢do de agente na biodegradacgdo de residuos (SILVA et al., 2017).

De acordo com Martins et al. (2018), a ampla gama de substratos em que os cogumelos
comestiveis podem ser cultivados ¢ vidvel na ampliagao da fonte de renda de pequenos e grandes
produtores de maneira sustentavel, isso se torna importante do ponto de vista de crise ambiental e
econdmica.

O cultivo cogumelo comestivel ¢ uma estratégia sustentavel que possui vantagens como o
uso de residuos agricolas, aquisicdo de niveis altos de produgdo por area cultivada, e como
alternativa de se utilizar substrato residual como condicionador de solo apds a colheita dos
cogumelos comestiveis (NIEUWENHUIJZEN, 2006).

J& na esfera do setor agroindustrial, a atividade econdmica € responsavel por impulsionar o
pais, entretanto ¢ encarregado pela grande geracdo de residuos, provocando diversos problemas
ambientais pela a¢cdo contaminante desses residuos para o solo e os corpos hidricos (CORDEIRO et
al., 2020).

De acordo com a CONAMA resolugao 001 (Brasil, 1986) ¢é considerado impacto ambiental
toda alteragdo ao meio ambiente sendo ela de forma direta ou indiretamente que afetam a saude, o
bem-estar social dos cidaddos, a seguranca, a biota do solo, condi¢des estética, atividades sociais e
econdmicas, e a qualidade dos recursos ambientais.

A geracdo excessiva de residuos da produ¢do agroindustrial tem sido uma preocupacao
crescente nas ultimas décadas por se acumularem no ambiente, fazendo da destinagdo sustentavel
uma alternativa crucial. O custo elevado de producdo dos cogumelos do tipo shimeji pode envolver
questdes como a necessidade de buscar alternativas mais eficientes e sustentdveis, visando a
reducdo dos custos e maior acessibilidade aos consumidores.

Uma forma alternativa de dar atencao aos residuos agroindustriais € o seu reaproveitamento
em diferentes processos industriais, como na produ¢do de enzimas, o qual representa uma
alternativa interessante alinhada aos principios de sustentabilidade e inovagdo industrial, ao
transformar residuos em insumos para a produgao de enzimas (ABUD et al., 2015).

Por essa razdo a intensificagdo da producdo de cogumelos comestiveis e a destinacdao a
producao de enzimas a partir da reutilizagdo de residuos agroindustriais, promove a redugdo do
impacto ambiental, agregando valor aos residuos gerados, e colaborando para a sustentabilidade e a

viabilidade econOmica.



Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo eleger residuos agroindustriais
gerados no Vale do Ivai para o cultivo de cogumelos comestiveis do género Pleurotus e avaliar o

potencial biotecnoldgico para producdo de enzimas extracelulares.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido nas medi¢des do Instituto Federal do Parana, Campus Ivaipora, no
laboratorio de Microbiologia e Fitopatologia, localizada no municipio de Ivaipord, estado do
Parana, com latitude de 24°14'52"S, longitude de 51°41'06"W e altitude de 692 m.

As culturas puras de shimeji preto, shimeji branco e shimeji salmdo foram adquiridas do
estoque de culturas do Laboratorio de Microbiologia e Fitopatologia do IFPR - Campus Ivaipora.

A escolha dos residuos foi baseado conforme a disponibilidade e producdo da regido,sendo
adquiridos residuos de cana-de-agticar da industria de cachaca do Lajeado, bagaco de malte da
cervejaria Hawp Bier do municipio de Ivaipora - PR, casca de maracuja e bagaco de acerola da
industria de polpa Belo Pomar do municipio de Ivaipora - PR. Apos a coleta dos residuos, estes
foram secos em estufa com temperatura de 70°C até atingirem peso constante. A casca de maracuja
houve a necessidade de trituracdo do residuo. Apos o processo de secagem e de trituracdo da casca
de maracuja, os residuos foram armazenados em sacos plésticos.

Os substratos para o crescimento das cepas de shimeji foram elaborados a partir de quatro
residuos agroindustriais: cana-de-agUcar, bagago de malte, casca de maracuja e bagago de acerola.
Os cultivos foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL contendo 5 g do residuo, suplementado
com 5% de de farelo de trigo (0,25g), 1% de carbonato de calcio (0,05 g), e 100mL de agua
destilada. Todos os meios de cultura foram autoclavados a 121°C por 15 minutos. O experimento
foi realizado em duplicata.

A inoculacdo para andlise de crescimento fingico foi realizada em Erlenmeyer, foi
inoculado com 2 discos miceliais de, aproximadamente, 17 mm de didmetro. Os frascos foram
incubados em estufa bacteriolégica a 28°Cx1, no escuro. Apdés 4 dias, as culturas foram
interrompidas pela separacao da biomassa micelial do residuo. Foi realizada a analise da biomassa
seca pela secagem dos micélios em estufa a 70°C. Apos 24h, as biomassas foram pesadas para a
obtencdo da biomassa seca, com o objetivo de analisar qual residuo proporcionou maior
desenvolvimento de biomassa. A parte liquida dos cultivos (filtrado bruto) foi filtrada e congelada
para posterior analise das enzimas extracelulares produzidas pelos fungos em cada residuo
agroindustrial. No processo de inoculacdo dos fungos nos respectivos meios foi realizada a

higienizacdo de bancadas com élcool 70% e realizado o processo de inoculagdo atras do bico de



Bunsen, com auxilio de espatulas autoclavadas. Apds a inoculagdo foram colocados na abertura do
Erlenmeyer buchas de algodao para tampar e colocados em estufa bacteriologica a 28 +1°C no
escuro por 4 dias.

A técnica para produgdo de enzimas celulase, fenoloxidase e amilase foi analisada para cada
um dos isolados de basidiomicetos pela técnica cup plate, que permite a andlise simultdnea de
varios extratos enzimaticos. Para a enzima celulase foi utilizado agar-CMC (20g/L de agar; 10 g/L
de carboximetil-celulose, tampao acetato pH 5 0,1 M). Para fenoloxidase 4gar-acido galico (20 g/L
de agar, 10 g/ de acido galico autoclavado em tampao separadamente, tampao acetato ph 5 0,1
M). Para amilase agar-amido (20g/l de agar; 10 g/l de amido, tampao acetato ph 5 0,1 M). Apos a
producao dos meios das enzimas foram feitas aberturas de 7 mm de didmetro, os quais foram
perfurados na superficie dos meios de cultura solidificados nas placas de Petri. Volumes de 100 pL
de cada extrato enzimatico foram colocados nas aberturas. Apds a incubagao por 24 horas a 30°C,
realizou-se a revelacdo e a medi¢do dos halos de reacdo das enzimas. Para a revelacao da enzima
celulase agar-CMC utilizou solu¢do vermelho congo 0,1% (20 minutos no escuro), depois solugdo
de NaCl 0,5 M (20 minutos). Para identificacdo da enzima fenoloxidase agar-dcido galico nao
necessitou de revelagdo, pois a atividade enzimatica formou-se um halo amarronzado ao redor do
extrato enzimatico. Para a descoberta da enzima amilase dgar-amido, foi empregado lugol 0,1%
durante 10 minutos. A atividade enzimatica foi determinada a partir da média dos didmetros (mm)
dos halos de degradagao que se formaram ao redor dos pogos.

O preparo do substrato para a produgdo de cogumelos foi selecionado de acordo com a
analise de biomassa seca, para os estudos de produgdo dos corpos de frutificacdo. O bagago de
malte seco foi deixado de molho em agua destilada, de modo que cobrisse o residuo, no periodo de
24h. Apo6s 24h o residuo foi colocado para escorrer por cerca de mais 24h. O residuo imido foi
adicionado de 5% de farelo de trigo e 1% de carbonato de célcio. A mistura (318 g) foi colocada
em sacos de polipropileno, os quais foram autoclavados 60 minutos a 121°C.

Para a produ¢do do Spawn foi utilizado uma propor¢dao de 122:1 de grao de trigo e agua
destilada (CARVALHO et al., 2021). Trezentos gramas de grdos de trigo foram cozidos em 600mL
de 4gua destilada por 30 minutos, apds cozido os graos foram passado em uma peneira de modo que
retirasse o excesso de agua. Em seguida, foi pesado 300g de graos cozidos e acondicionado em
frasco de vidro com, buchas de algodao e gaze, e colocados na autoclave a 121°C por 15 minutos.
Quatro discos miceliais de cultura crescida em meio BDA foram inoculados nos graos de trigo
cozidos e autoclavados. A incubacdo foi feita em estufa bacterioldgica a 28+1°C no escuro até a

completa colonizagao.



No processo de inoculacdo, incubagdo e frutificagdo os sacos com os substratos foram
inoculados com 10% de "spawn" e incubados em estufa bacteriologica controlada para temperatura
de 24°C, e mantido o teor de umidade em 65-75 % com mensuracdo feita com um termo higrometro
digital com sensor externo e, sempre que verificada abaixo de 65 %, agua era borrifada no interior

da estufa, a fim de se alcancar umidade de 75 % (Figura 1).

Figura 1. Processo de incubagdo shimeji salmao.

Fonte: As autoras (2024)

A incubagdo foi encerrada quando o micélio alcangou o fundo de cada saco. Neste
momento, o saco foi retirado da cdmara. Para a frutificagdo, cada saco recebeu pequenas
perfuragdes para que houvesse a entrada de ar e umidade, o que estimula a formagdo de corpos de
frutificagdo. Os cultivos de Shimeji preto foram submetidos a luz natural e artificial, temperatura
ambiente ¢ umidade relativa do ar em torno de 80% com a utilizagdo de um umidificador de ar

portatil préximo aos sacos (Figura 2).



Figura 2. Processo de frutificagdo shimeji preto

Fonte: As autoras (2024)

Para a frutificacdo do Shimeji salmdo, os cultivos foram realizados em caixas de pléstico
vedadas com capa de voal para impedir a entrada de insetos e garantir a protecao do cultivo, foram
submetidos a luz natural e artificial, temperatura ambiente e umidade relativa em torno de 80% com

borrifacdo de dgua diretamente nos sacos para a formagdo dos corpos de frutificagdo (Figura 3)

Figura 3. Processo de frutificacdo shimeji salmao.

Fonte: As autoras (2024)

Para o teste de umidade foi colocado 4g do residuo de bagaco de malte em estufa a 105 °C

overnight por 24h em placa de Petri. Apos 24h pesou o residuo que corresponde a diferenga de



massa verificada antes e depois da secagem (IAL, 2008). No teste de pH 10g do substrato foi
misturado a 100 mL de agua destilada, a qual foi agitada, filtrada e medido o pH com o uso de
pHmetro de bancada.

Na andlise estatistica, os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (One-Way
ANOVA) e as médias alcangadas foram comparadas por meio do teste Tukey a nivel de

significancia de 5 %.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de biomassa seca quatro meios de cultivos foram avaliados para duas cepas de
Pleurotus, verificando-se crescimento fingico em todos os meios de cultivo testados (Figura 4).

As espécies de shimeji (salmdo e preto) apresentaram melhor desenvolvimento micelial em
meios a base de bagago de malte e casca de maracuja, enquanto que os meios compostos por
pergaminho de café¢, bem como por bagaco de cana-de-aglicar, promoveram um menor
desenvolvimento micelial dessas duas cepas de cogumelos.

Donini et al., (2005) observou em seu experimento que o meio a base de bagaco de
cana-de-agucar em Pleurotus spp. apresentou médias inferiores durante a incubacdo. No presente
trabalho a média da biomassa seca utilizando esse residuo nao ultrapassou de 0,10g, enquanto que
o bagago de malte se destacou como residuo para o crescimento de shimeji salmao, com biomassa
média seca de 0,20g.

No entretanto estudos realizados por Fan et al., (2001) relatou em seu experimento que a
suplementagdo de farelo de trigo melhora o crescimento micelial de Pleurotus. O presente trabalho
buscou utilizar a suplementagao no meio de cultivo para melhores indices de biomassa seca.

Silva et al., (2004) realizaram um experimento no qual identificaram que residuos de frutas,
como a casca de maracuja, pode ser utilizado como substrato para o cultivo do fungo Pleurotus
sajor-caju, os resultados demonstraram que a casca de maracuja como substrato para meio de

cultivo proporcionou bom desenvolvimento de biomassa micelial.



Figura 4. Producdo de biomassa seca em diferentes residuos agroindustriais e

cepas de shimeji preto e salmao.
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Fonte: As autoras (2024)

Com a técnica cup plate, foi possivel fazer analise de cada um dos isolados de
basidiomicetos (shimeji preto e salmao). Para as enzimas fenoloxidases, houve atividade enzimatica
em todos os meios de cultivo e cepas de shimeji testados, atingindo o maximo de 1,8 cm de halo
(Figura 2).

Moreira et al., (2022) obtiveram resultados de atividade de fenoloxidase com isolados de
basidiomicetos, dentre eles shimeji salmdo, o qual foi o grande produtor dessa enzima.

A casca de maracuja apresentou-se significativamente melhor para a producdo de
fenoloxidases por shimeji preto (Figura 5A), enquanto que, para shimeji salmdo, os melhores
residuos foram a bagago de acerola, o bagaco de malte e a casca de maracuja (Figura 5B). O bagago
de cana-de-acucar foi o residuo que promoveu a menor produg¢do de enzimas fenoloxidases por
ambas as cepas de shimeji. Segundo experimentos realizados por Silva (2015), a casca de maracuja
¢ considerada um bom substrato para a produ¢do de enzimas fenoloxidase e celulase.

A pesquisa de enzimas lignoceluloliticas em bagaco de cana-de-agucar realizada por
Menezes et al., (2009), relatou a presenca da enzima lacase (um tipo de enzima fenoloxidase),
produzida pela linhagens de Pleurotus ostreatus ¢ Pleurotus sajor-caju. No estudo conduzido por
Menezes et al., (2009) os fungos foram cultivados em meio de cultivo BDA, o qual foi utilizado de
forma semelhante no experimento em andlise, no entanto com algumas diferengas metodoldgicas.
Menezes et al., (2009) realizou processo de fermentacdo semelhante em Erlenmeyer, porém
utilizando 30ml de meio basal e 1% do substrato da cana-de-agtcar, diferente do experimento em

analise que ndo se fez o uso do meio basal. Essa abordagem pode ter proporcionado um ambiente



mais propicio para o crescimento e atividade dos fungos, resultando em desempenhos mais

promissores.

Figura 5. Producdo de enzimas fenoloxidases por shimeji preto e salmdo em residuos

agroindustriais.
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Fonte: As autoras (2024)

A atividade de celulases foi identificada apenas nos cultivos com cepas de shimeji salmao
(Figura 6). A casca de maracuja, bagaco de acerola e bagaco de malte foram os melhores substratos
para a produgdo dessa enzima. A casca de maracuja foi o substrato que atingiu o maior halo (1,6 cm
de didmetro), enquanto o residuo da cana-de-a¢ticar promoveu a menor producdo de celulase.
Conforme Mota et al., (2022) a casca de maracuja ¢ composta por celulose, hemicelulose, lignina e
pectina.

Rajarathanm e Bano (1987), identificaram em seu experimento que Pleurotus spp.,
apresentavam dificuldades em se desenvolver bem em bagaco de cana-de-acticar ¢ em obter
enzimas sobre o meio, justificando esse fato a incapacidade metabolica do fungo para utilizar o
agucar sacarose.

Conforme Premkumar et al. (2018), a atividade enzimatica ¢ promovida ou inibida em razao

da composigdo fisico-quimica dos substrato, o0 mesmo autor observou em seu experimento que a



maior producdo de celulase por Pleurotus sp. ¢ induzida em substratos com maiores indices de
lignina. Esse fato pode ser evidenciado com substratos provenientes da casca de maracuja, bagago
de acerola e bagaco de malte, os quais sustentaram uma maior produ¢do das enzimas, além de um
melhor desenvolvimento micelial.

Valadares (2013) observou que a espécie Pleurotus ostreatus apresenta capacidade de
crescimento em diversos materiais lignoceluldsicos e potencial para a produgdo de enzimas
celulase, sendo assim a produ¢do de enzimas ¢ amplamente influenciada pelo tipo de substrato

utilizado.

Figura 6. Producdo de celulase por shimeji salmdo em residuos

agroindustriais.
2.4+
,g 2.2
2.0
< 18- a
9 -
©
°
o)
©
o)
=
Q
£
T
a
1
) N4 > Q&
F & & &

Producéo de celulases por shimeji salm&o.
BAC (bagaco de acerola), BML (bagaco de
malte), BCN (bagaco de cana-de-aglcar) CMR
(casca de maracuja).

Fonte: As autoras (2024)

As enzimas fenoloxidase sao amplamente utilizadas na industria devido a sua versatilidade,
sendo empregadas em processos como a descoloragdo de corantes sintéticos, decomposi¢ao de
compostos fendlicos indesejaveis em bebidas e tratamento de efluentes industriais (RIGO et al.,
2021). As enzimas celulase produzidas pelas cepas de shimeji salmao sdao valiosas para a industria
teéxtil e de papel, pois possuem a capacidade de hidrolisar materiais celulosicos (SOUZA, 2020).

E importante destacar que nenhuma das cepas testadas produziu amilases nas condicdes
avaliadas.

No processo de producao de cogumelos o tempo necessario para a completa colonizacao do

substrato a base de bagaco de malte variou entre as duas cepas testadas. Enquanto o shimeji preto



foi capaz de colonizar completamente o substrato dentro de 22 dias, shimeji salmdo foi mais
eficiente nesse processo, colonizando totalmente o substrato dentro de 14 dias de incubagao.

O meio de cultivo para o processo de incubacao e frutificagdo apresentou valores iniciais de
pH de 6,18. Estudos realizados por Chang e Miles (2004), sugerem que o pH ideal para o
crescimento micelial de cogumelos do género Pleurotus, popularmente conhecidos como
cogumelos-ostra, varia entre 5,5 ¢ 6,5.

Além disso, a umidade inicial do substrato correspondeu a 63%, um aspecto crucial no
cultivo de cogumelo conforme destacado por (OLIVEIRA, 2018). Os valores iniciais de umidade
do residuo sdo fatores criticos no cultivo de cogumelos (OLIVEIRA, 2018). Dessa forma, os
resultados obtidos evidenciaram a adequacdo do substrato utilizado para o desenvolvimento do
fungo.

Contudo, nenhuma das duas cepas testadas suportou a formagdo de primérdios e nem a
producao de corpo de frutificagdo em meio a base de bagaco de malte. Na etapa de frutificacdo, os
sacos colonizados foram colocados em sala de frutificacdo, a temperatura ambiente ¢ umidade
relativa do ar em torno de 80-90%.

Para o shimeji salmao, a umidade relativa do ar foi controlada borrifando dgua nos sacos
colonizados com o micélio, bem como na caixa plastica, ficando em torno de 80 - 90%.

A frutificagdo dos cogumelos ¢ diretamente influenciada pelas condi¢cdes de temperatura e
umidade, os quais se estiverem fora das necessidades especificas da espécie, a producdo pode ser
seriamente prejudicada (CAMARA, 2014).

Rossi (2020) observou em seu experimento que fatores de umidade adequada sdo essenciais.
A umidade inadequada em seu experimento devido a falhas no sensor de umidade, resultou na
evaporacdo da dgua dos substratos durante o periodo de frutificacdo. Esse cenario desfavoravel pela
falta de umidade adequada impactou negativamente no crescimento dos cogumelos, resultando em
um cendrio semelhante ao estudo realizado.

No processo de frutificagdo os corpos de frutificacdo sdo sensiveis € ¢ necessario um
controle rigido dos fatores ambientais e quimicos para que ocorra a frutificacdo. Nesse estudo,
embora a umidade tenha sido controlada de duas formas, com umidificador e com agua borrifada, a
temperatura ficou a cargo do ambiente, podendo ter sido alta demais para as duas cepas, uma vez
que os experimentos de frutificacdo foram realizados na época da primavera e do verao. Tendo em
vista que, uma frutificagdo sem controle de temperatura poderia ajudar a minimizar os custos de
produgdo, entende-se que esse tipo de experimento para as cepas de shimeji salmao e shimeji preto
deve ser realizado em épocas de temperaturas mais amenas, como no outono € no inverno.

Resultados semelhantes foram descritos por Regina et al. (2012) o qual, observou que a linhagem



Pleurotus ostreatus ndo frutificou sem condi¢cdes controladas, simulando as de muitos produtores
de cogumelos.

Segundo Felinto (1999) a cor do chapéu difere a temperatura para cada uma das espécies,
assim como no processo de incubagdo e frutificagdo. Na Indu¢do de corpos de frutificacdo de
Pleurotus ostreatus (coloragdo cinza, puxado para o preto) a temperatura ideal varia de 15 a 18°C,
o que foi impossivel chegar a estas temperaturas no decorrer do processo do experimento para o
shimeji preto, visto que o experimento foi desenvolvido no verdo, cujas temperaturas foram altas,
sendo inviavel financeiramente o uso do ar condicionado.

Ainda segundo Felinto (1999), para Pleurotus Djamor (coloragdo salmdo) frutificam a
temperaturas mais elevadas em comparagdo ao Pleurotus ostreatus, sendo entre 22 ¢ 25°C, o qual a
temperatura deste trabalho para o shimeji salmdo foi mantida em média de 25°C, sendo a
temperatura proposta por outros autores.

Outro fator que influencia a frutificagao ¢ a relagao C/N do substrato, a razdo C/N € um fator
importante para avaliar a disponibilidade de nutriente para os fungos. Estudos realizados por
Gregori et al., (2008) avaliaram a relagdo de carbono e nitrogénio em substratos com diferentes
proporcdes de bagaco de malte no cultivo de Pleurotus ostreatus. O teor de carbono e nitrogénio em
bagago de malte em farelo de trigo e serragem de faia foram determinados ap6s combustao a seco e
incineragao a 9008C, e para cada tipo de mistura a razdo C/N foi calculada. No estudo conduzido
por Gregori et al., (2008) a maior eficiéncia bioldgica (BE) dos corpos frutiferos foi determinada no
substrato contendo 20% de farelo de trigo, 10% bagaco de malte, 2% CaCO3 fator que pode estar
relacionado a maior disponibilidade de nutriente e ao equilibrio C/N adequado. No estudo nao
foram obtidos corpos de frutificacdo em substratos com proporgdes baixas de bagaco de malte e
farelo de trigo.

Em experimentos futuros, a razdo C/N deve ser avaliada em diferentes propor¢des para
determinar a mais adequada para o cultivo de Pleurotus ostreatus em substratos de bagaco de
malte. A razdo C/N ¢ um parametro fundamental para garantir que o substrato tenha uma

composi¢do quimica adequada para o cultivo de cogumelos comestiveis.

4 CONCLUSAO

A gestdo eficiente dos residuos agricolas ¢ fundamental para minimizar o impacto ambiental
e garantir a sustentabilidade do setor agricola, a fim de reduzir os impactos causados por seus
descartes inadequados. A gestdo adequada desses residuos pode contribuir significativamente para o

tratamento e a disposi¢ado final de forma responsavel e ambientalmente correta.



Portanto no cultivo de cogumelo shimeji € essencial garantir o funcionamento adequado dos
sistemas de controle ambiental, como umidificadores e sistemas de temperatura, para manter as
condig¢des ideais durante todo o cultivo de cogumelos. Falhas nesses sistemas podem comprometer
seriamente a produtividade e a qualidade dos cogumelos produzidos.

Dessa forma, os residuos agroindustriais de Ivaipord - PR apresentam potencial
biotecnoldgico para a produgdo de enzimas industriais como a fenoloxidase e a celulase ambas com
enorme potencial de uso em diversos processos industriais. No entanto, para a producdo de
cogumelos ¢ necessario um controle rigido dos fatores ambientais, como fatores de temperaturas e
umidade para que ocorra a frutificacdo, desse modo sdo considerados organismos bastante

sensiveis.
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