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RESUMO

A torta de carogo de algodéo (TCA) é um coproduto gerado apds a extragéo de 6leo
desta oleaginosa, que tem sido utilizada como uma das matérias-primas para a
producao de biodiesel. O uso de TCA na nutricdo animal é restrito, sendo mais
utilizado em ruminantes, em fungao da elevada concentragéo do fator antinutricional
e toéxico, gossipol. O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de alguns
macrofungos em degradar o gossipol na forma livre, utilizando TCA como substrato
apos serem esterilizadas por autoclavagem. Trinta e cinco macrofungos foram
avaliados quanto asua capacidade de crescimento em meio a base de TCA e reducao
dos teores de gossipol livre (GL). Treze macrofungos apresentaram capacidade de
crescimento micelial em meios de cultura contendo TCA+Agar (placas) ou apenas
TCA (frascos de vidro) como fonte nutritiva. Os seis macrofungos com melhor
desempenho de crescimento foram avaliados quanto a capacidade degradagédo do GL
em sistema de cultivo por fermentacdo estado solido (FES). O processo de
esterilizagcdo por calor umido (autoclavagem) do TCAapresentou degradagao
significativa do gossipol, entretanto ha niveis consideraveis de GL residual na
biomassa.Os seis macrofungos apresentaram capacidade de reduzir até 90% do valor
residual de GL apds a autoclavagem das TCAs. O Pleutotus ostreatus CC389 foi
escolhido dentre os seis macrofungos para realizagdo das atividades para
determinacdo de eficiéncia bioldégica e produtividadede cogumelos comestiveis.
Também foram feitas analises das atividades enzimaticas e degradagéo do GL, nas
biomassas pods-colheita dos cogumelos (SMS, spent mushrom substrate). O P.
ostreatus CC389 quando cultivado em TCA como substrato por 20 dias secretou
enzimas lignoliticas como lacase (até 166,67 Ul/mL) e manganés peroxidase (até
12,81 Ul/mL). Também degradou o GL residual em até 94% ao final dosvinte dias de
cultivo. A atividade de manganés peroxidase apresentou correlagdo coma degradagao
de GL. A produtividade de cogumelos de P. ostreatus CC389 foi de aproximadamente
20% em quatro formulagdes de substratos preparados a base de TCA (70%) e 30%
de outras fontes de biomassas vegetais (lignocelulésicos). A eficiéncia biolégica foi
maior na combinagdo de TCA com serragem de eucalipto (acima de 67%). Os SMSs
e os cogumelos obtidos ao final do sistema de cultivo de P. ostreatusCC389 nas
diferentes formulacdes apresentaram reducdo de GL acima de 99%. Os resultados
obtidos nos ensaios com P. ostreatus CC 389 para degradagédo de GL presentes em
TCA e quando enriquecidas com outras fontes lignocelulosicas poderéo servir de elo
para integragado de cadeias produtivas de biocombustiveis (biodiesel), fungicultura
(cogumelos comestiveis) e nutricdo animal (insumos — enzimas, bioativos, fontes
nutricionais — proteina bruta).

Palavras-chave: Gossipol; Cogumelos; Pleurotus ostreatus; Algodéo.



ABSTRACT

Cotton seed cake (TCA, in Portuguese) is a coproduct obtained after the extraction of
cottonseed oil, which has been used as one of the raw materials for biodiesel
production. TCA is restricted for animal nutrition, being more used for ruminants, due
to the high concentration of the antinutritional and toxic factor, gossypol. The objective
of the present study was to evaluate the ability of some macrofungi species to degrade
free gossypol using TCA as substrates after being sterilized by autoclaving process.
Thirty-five macrofungi were evaluated for their growth capacity in medium containing
TCA and reduction of free gossypol (GL, in Portuguese). Thirteen macrofungus
presented mycelial growth capacity in culture media containing TCA+Agar (Petri
plates) or only in TCA (glass bottles) as nutritional source. Six macrofungus with best
growth performance were selected and evaluated for GL degradation capacity during
solid state fermentation (FES, in Portuguese) system.The humid heat sterilization
(autoclaving) of the TCA showed significant degradation of free gossypol, however,
there were still considerable levels of residual GL in the biomass. The six macrofungus
presented capacity to reduce up to 90% of the residual value of GL in autoclaved TCA.
Pleurotus ostreatus CC389 was chosen from among the six macrofungus to
determination of biological efficiency and productivity of edible mushrooms. It was also
analyzed the enzymatic activities and degradation of GL in post-harvested mushroom
biomass (SMS, Spent Mushroom Substrate). P. ostreatus CC389, when cultured in
TCA as a substrate for 20 days, secreted lignolytic enzymes such as laccase (up to
166.67 IU/mL) and manganese peroxidase (up to 12.81 IU/mL). It also degraded the
residual GL by up to 94% at the end of the cultivation period. The activity of manganese
peroxidase showed correlation with the degradation of GL. Mushroom productivity of
P. ostreatus CC389 was approximately 20% in four different substrate formulations
based on TCA (70%) mixed with 30% of different lignocellulosic biomass sources. The
biological efficiency was higher when P. ostreatus CC389 was cultured in substrate
containing TCA and eucalyptus sawdust (up to 67%). The SMS and the mushrooms
obtained at the end of the P. ostreatus CC389 cultivation in the different formulations
presented reduction of GL up to 99%. The results obtained with P. ostreatus CC 389
assays for degradation of GL in TCA and when enriched with other lignocellulosic
biomass sources could represent an interesting link for the integration of biofuels
(biodiesel), fungiculture (edible mushrooms) and animal nutrition (inputs - enzymes,
bioactive molecules, nutritional sources - crude protein) production chains.

Keywords: Gossypol; Mushrooms;Pleurotus ostreatus;Cotton.
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1. INTRODUGAO

Um dos temas prementes na agenda mundial € o aquecimento global (“efeito
estufa”), o qual esta diretamente relacionado com o excesso de emissdes de dioxido
de carbono (CO2) na atmosfera (MATTEI, 2010).Grande parte do excesso de CO> a
nivel mundial tem sua origem no aumento da populagdo urbana, que eleva as
necessidades por suprimentos energéticos (MATTEI, 2010; FERREIRA; OLIVEIRA,
2016). Entre os setores que mais emitem gases poluentes por fontes de carbono esta
o dos transportes, que gera bilhdes de toneladas de emissdes de CO> todos os anos
(FERREIRA; OLIVEIRA, 2016). No Brasil, de acordo com a ANFAVEA (Associagédo
Nacional dos Fabricantes de Veiculos Automotores), em abril de 2017 foram

licenciadas 156,6 mil novas unidades de autoveiculos.

As tendéncias mundiais mostram que nas proximas décadas o consumo de
energia ird a aumentar e como consequéncia ha a necessidade de ampliagaéo das
capacidades de produgao (CAR, 2016). Para que a dependéncia por recursos naturais
nao-renovaveis nao agrave ainda mais a situagdo climatica, € primordial uma
reorientagao tecnoldgica com relagao as matrizes energéticas e suas matérias-primas
em prol de recursos renovaveis e autossustentaveis (MATTEI, 2010; ODERICH,
2013).

Acompanhando essas questbes energéticas ede meio ambiente, governos,
empresas publicas e privadas em parceria com a classe cientifica mundial vém
tentando identificar possiveis alternativas que sejam econémica e ambientalmente
viaveis (ODERICH, 2013). Deste modo, o setor de biocombustiveis & vislumbrado
como alternativa viavel e autossustentavel para a substituicio parcial do petréleo e
consequente reducéo das emissdes dos gases de efeito estufa (LEITE; LEAL, 2007).

Neste contexto de aumento de demanda por energia, as alternativas
energéticas renovaveis como as matrizes de biomassa vegetal estdo entre as
melhores possibilidades e a disposicdo. As biomassas vegetais podem ser
transformadas em insumos para obtencdo de biocombustiveis como bioetanol

(carboidratos) e o biodiesel (lipideos).

As sementes oleaginosas da soja e algodao sao fontes importantes para

obtencao de éleos e por conseguinte fonte para producdo de biodiesel no Brasil.
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Entretanto, os processos de obtengdo de tais 6leos geram subprodutos, como
tortas/farelos (por¢céo solida) que podem ser destinados ao mercado de nutricdo
animal como fonte de proteina, lipideos e carboidratos. A comercializacdo destes
farelos/tortas para a nutricdo animal é essencial para o equilibrio econdmico da cadeia
produtiva das industrias de extragdo de Oleos vegetais. Além disso, ha outros
residuos/subprodutos gerados durante o processamento de éleos vegetais e animais
na produgédo de biodiesel, tais como borras e glicerina. Essas biomassas residuais
podem servir como matérias-primas para a criagao de novos produtos biotecnolégicos
(SALLET; ALVIM, 2011).

No Brasil, tanto o governo como o empresariado apresentam otimismo quanto
a projetos relacionados com a produgao de biocombustiveis a partir de tais fontes
vegetais.As observagbes de oportunidades estdo voltadas principalmente na
possibilidade de diversificagdo da matriz vegetal paraproducéo 6leo/biodiesiel em
funcado das particularidades de solo/clima de cada regido do pais; como também com
a proximidade do mercado de nutricdo animal, por exemplo, que é um avido

consumidor de tortas/farelos de sementes oleaginosas.

Neste cenario de integragéo de cadeias produtivas, a fungicultura (cogumelos
comestiveis) tem potencial para ser mais um elo entre a produgao de biodiesel e a
industria de insumos para ragao animal. Os macrofungos formadores de cogumelos
comestiveis podem agregar valor aos coprodutos/residuos da cadeia de produgao de
algodao tais como tortas/farelos, cascas de sementes, residuos da fiagao e etc. Estes
coprodutos/residuos seriam usados como substrato na fungicultura, gerando os
corpos de frutificagdo (cogumelos comestiveis) e a biomassa pods-colheita de
cogumelos (SMS, inglés Spent Mushroom Substrate).

O SMS é uma mistura de biomassa microbiana/fungo e biomassa
lignoceluldsica, porém parcialmente descontruida, que por sua vez pode ser destinado
ao setor de nutricdo animal, por exemplo. SMSs oriundos de fungicultura que fazem
uso de coprodutos/residuos da cotonicultura poderdo apresentar caractateristicas de
interesse para nutricdo animal tais como: maior digestibilidade (deslignificagdo-lignina
e despolimerazagao-celulose), destoxificagdo, maior concentragcdo de proteina
(fungica e vegetal) e composicéo satisfatoria de aminoacidos; além de substancias

bioativas (metabdlitos fungicos) que podem trazer beneficios a sanidade animal.
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Desta forma, as informagdes contidas nesse manuscrito foram estruturadas
em dois capitulos que vislumbram as possibilidades a integrar a cadeia da fungicultura
aos segmentos industriais da conotonicultura. O primeiro capitulo consiste na
descrigado da revisao de literatura sobre a importancia da cultura de algodao no cenario
agroindustrial brasileiro e a fungicultura para produgédo de cogumelos comestiveis. O
segundo capitulo descreve os resultados obtidos das experimentagdes utilizando
macrofungos como agentes degradadores de gossipol livre e a produgéo de
cogumelos comestiveis utilizando TCA em conjunto com outras biomassas

lignoceluldsicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de macrofungos-basidiomicetos em degradar gossipol livre
quando cultivados por fermentacao estado sélido em substratos formulados com torta

do carogo de algodéao previamente estelizados por autoclavagem.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e OE1: Selecionar estirpes de macrofungos formadores de cogumelos
comestiveis capazes de degradar gossipol livre (GL), quando cultivados em
fermentagado estado sélido em meios de cultura contendo torta de carogo de
algodao (TCA);

e OEZ2: Avaliar a eficiéncia biolégica e produtividade de Pleurotus ostreatus
CC389 quando cultivado em diferentes condicbes de preparo de substratos

contendo torta de algodao (TCA).

e OE3: Avaliar as atividades de enzimas ligno-celuloliticas durante o cultivo de
Pleurotus ostreatus CC389 quando cultivado emsubstratos a base de torta de

carogo de algodao (TCA).

e OE4: Determinar os teores de gossipol nos substratos pés-colheita de
cogumelos e cogumelos do Pleurotus ostreatus CC389.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRODUCAO DE BIODIESEL NO BRASIL — ASPECTOS GERAIS

O biodiesel € um combustivel produzido apartir da transesterificacdo e/ou
esterificagdo de matérias-primas como 6leos ou gorduras de origem vegetal e animal,
respectivamente. Este combustivel deve ser composto de alquil ésteres de acidos
carboxilicos de cadeia longa, conforme a especificagdo contida no Regulamento
Técnico n°® 3/2014, parte integrante da Resolugdo ANP n° 45, de 25 de agosto de 2014
(ANP, 2017).

A transesterificagdo de oleos de origem vegetal(soja, dendé, mamona,
amendoim, palma, etc.) ou animal (sebos e gorduras) ocorre quando triglicerideos
contidos nestas fontesreagemcom um alcool (metanol ou etanol) na presenga de um
catalisador acido ou basico. Esta reacdo produzirda uma mistura de ésteres
monoalquilicos (biodiesel) e glicerol (Figura 1).0 glicerol/glicerina é um dos

subprodutos do beneficiamento de 6leos em biodiesel.

CH,-00C-R, R,-COO-R’ CH,-OH
| Catalisador |
CH-0O0C-R, + 3R’OH 5 R,-COO-R’ + CH-OH
I l
CH,-~0OO0C-R, R,-COO-R’ CH,-OH
Glicerideo Alcool Esteres Glicerol

Figura 1. Reagao de transesterificagao de triglicerideos usando alcool (MA e HANNA,
1999)

O Brasil atua na vanguarda, juntamente com outros paises, no processo de
diversificagdo da matriz energética. Os esforgos tém sido feitos para a inclusao
gradativa de biodiesel ao diesel ao longo dos ultimos anos. Um exemplo deste esfor¢o
foi o langamento, em dezembro de 2004,do Programa Nacional de Produgéo e Uso
de Biodiesel (PNPB). O PNPB tem como eixo a implantagéo e produgao de biodiesel,
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de forma agerar impactos positivos e sustentaveis economicamente por meio do
desenvolvimento regional (BRASIL, 2004).

De acordo com a ANP - Agéncia Nacional de Petrdleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (2017), no ano de 2016, havia 48 unidades de usinas aptas a operar
comercialmente o biodiesel no Pais;sendo que 37 unidades (92%)eram detentoras do
Selo Combustivel Social (Figura 2).

Biodiesel: Localiza¢do das Unidades Produtoras

Fonte: @
MME/SPG/DCR - 311 2/2016
Capacidade Instalada
¢} . Regido | n°usinas i
' @@ mil m¥ano %
N 3 241 3%
M: 7 ‘ : # . NE 3 456 8%
Usinas Usinas . — = g —
Com Selo SemSelo . - o
{mil m*ano) (mil m*lang) . : .& @ SE 8 834 12%
# &b & =8 @ S 13 2918 40%
B 2678 9 =16 ® Total 48 7.316 100%
. 75- 150 o 75-150 OBS: contempla apenas usinas com Autorizagdo de Comercializagdo na ANP
e Registro Especial na RFB/MF. Posigdo em 3112/2016.
® =10 @ =15

Figura 2. Localizagdo das unidades produtoras de biodiesel, distribuicdo do Selo
Combustivel Social e capacidade de produgéo instalada de acordo com as regides
brasileiras. Fonte: ANP n. 107/2017.

Em janeiro de 2005 foi fixada a Lei 11.097/2005 que dispbs sobre a introdugéo
do biodiesel na matriz energética brasileira. Foram criadas metas obrigatérias para
adicao de biodiesel ao diesel, de forma proporcional e sucessiva ao longo dos anos.
Também foram criados incentivos a inclusdo da agricultura familiar na cadeia
produtiva do biodiesel (CONCEICAO et al., 2015).

A producao e distribuicdo de biodiesel estdo concentradas nas regides Sul,
Centro-Oeste e Sudeste, alcangando mais de 92% (Figura 2). Em relagédo a
localizagao pelo territério brasileiro das unidades aptas a operarem comercialmente,
91% se concentram nessas mesmas regides, que juntas detiveram quase a totalidade

de capacidade instalada de producdo no ano de 2016. Quanto aos Estados, o Rio
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Grande do Sul, Goias, Mato Grosso e Sdo Paulo sdo hoje os maiores produtores
(MME, 2016; ANP, 2017).

As principais oleaginosas utilizadas no Brasil como matérias-primas para
producédo de biodiesel sdo: soja, girassol, palma-dendé, mamona, amendoim,
algodao, 6leo e gorduras residuais como o sebo animal. O PNPB é basicamente
dependente de matéria-prima vegetal, tendo a soja como sua principal fonte para
producdo do biodiesel (CESAR; BATALHA, 2013; EPE, 2014; MME, 2015).

No ano de 2016, a participagao das trés principais matérias-primas utilizadas
na producdo de biodiesel foi de 77,1 % de soja, 15,5 % de gordura bovina e 1,0% de
algodao (Figura 3). Em relagdo a distribuicdo regional da produgao, a regiao Sul
apresentou 40%, seguido de perto pelo Centro-oeste com 39%. As demais regides
representam 6%, Nordeste; 12% Sudeste e 3 % Norte de producéo de biodiesel (ANP,
2017).

Participacdo das Matérias-Primas Usadas na Produc&o do Biodiesel

A S 7% aax 2% 2,0% TP 1,7% LW 1,1% 1,5% W o
1,0%

24%

4.3%  1,5%

80%
60%
40%

20%

® Oleode soja M Gordura Bovina Oleo de Algoddo  m Outros Materiais Graxos

0% T T T T T
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 Acénov/2016

Figura 3. Evolugdo da participagdo das matérias-primas usadas na produgdo do
biodiesel, durantes os anos de 2008 até novembro de 2016. Fonte: ANP n. 107/2017.

3.2 PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE OLEAGINOSAS E GERAGAO DE
COPRODUTOS.

Desde 2005, a producédo de biodiesel no Brasil tem aumentado, sendo que o
nivel de adigdo do biodiesel de 10% ao diesel foi antecipado para margo de 2018
(ANP, 2017). A medida que essa producdo de biodiesel se intensifica, também
aumenta a quantidade de coprodutos e residuos gerados, fomentando assim a busca
por aplicabilidades de tais biomassas residuais (VIANNA et al., 2016).
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Os coprodutos/residuos da cadeia de biodiesel sao fontes potenciais para
geragao de produtos biotecnoldgicos, agregando valores econémicos na cadeia
produtiva. O beneficiamento da soja para biodiesel gera ou um farelo ou uma torta
(dependendo do método de extragéo). Este coproduto ja possui valor agregado em
funcdo da concentragao de proteina total, de aproximadamente 45%. O farelo de soja
apresenta demanda crescente para atender a industria de nutricido animal, tanto para
monogastrico como poligastrico (ruminantes) (TIBURCIO, 2011;
RODRIGUES;RONDINA, 2013).

O carogo ou semente de algodéo (CA) é a segunda oleaginosa mais usada
para produgdo do biodiesel no Brasil. Da mesma forma que a soja, apos
extragao/prensagem do CA gera-se a torta/farelo de carogo de algodao (TCA). De
acordo com Carneiro et al. (2007), este coproduto € aproveitado principalmente para
a alimentagdo de animais ruminantes. Além da soja e algodao, outras oleaginosas
(em menor proporgéo) sao utilizadas ou estudadas como potenciais fontes para
fomentar e diversificar a matriz geradora de biodiesel. Neste contexto, tem-se uma
lista de culturas com tais potenciais, como: amendoim, babacu, canola, dendé,
gergelim, girassol, mamona, nabo forrageiro, macauba e o pinhdo-manso (ABDALLA
et al.,, 2008; FAVARO; MIRANDA, 2013).

Todas essas culturas vegetais geram coprodutos quando do processo de
extracado de Oleos para biodiesel, que na maioria das vezes podem ser utilizados na
nutricdo animal. A torta/farelo de carogo de algodaotem grande potencial de utilizagdo
na alimentagao animal, uma vez que o Brasil € dos principais produtores de algodao
e também grande produtor de animais como fonte de nutricdo humana. No entanto,
se faz necessario conhecer as suas composigdes € niveis de inser¢ao nos formulados
para nutricado animal, uma vez que a TCA apresenta substancias toxicas ou fatores
antinutricionais, como é caso do gossipol, principalmente para animais monogastricos
(BONFIM et al., 2007). A ampliacdo do mercado de TCA podera ocorrer, desde que
seja estabelecido processos de destoxificagdo e melhoria da disgesbilidade para

animais, tais como suinos, aves e peixes.

3.3 ALGODAO: CADEIA DE PRODUTOS E SUBPRODUTOS

De acordo com a AMPA - Associagao Matrogrossense de Produgao de

Algodao (2017), a palavra algodao deriva de al-quTum da lingua arabe, que gerou os
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vocabulos cotton (inglés); coton (francés); cotone (italiano); algodén (espanhol) e

algodao (portugués).

A cultura do algodao é uma das atividades agricolas mais antigas na histéria
da humanidade. Em relagdo a sua origem ha divergéncia na literatura: alguns a situam
no continente americano, outros na Africa Central, outros afirmam ter origem no
Paquistdo ou india (LUNARDON, 2007). A AMPA (2017) descreve que a
domesticagao do algodoeiro ocorreu ha mais de 4.000 a.C no sul da Arabia. Mas, ha
também registros desuas utilizagdes em 4.500 a.C pelos Incas no Peru. As primeiras
confecgdes de tecidos de algodao na China datam de 2.200 a.C. Independente das
origens de domesticagao, o fato é que o algodao sempre esteve entre as principais

matérias-primas para confeccao de téxteis.

No Brasil, dados histéricos mostram que os indigenas ja manipulavam fibras
de algodao antes da chegada dos portugueses em 1500. A exploragéo comercial das
plumas de algodao teve inicio no século XVIII, inicialmente na regido Nordeste. Em
1760, as fibras téxtisde algodado ja faziam parte dos produtos que eram
exportadospara a Europa (AMPA, 2017). Deste modo, o Brasil tem sido um dos
celeiros mundiais na produgao de algodao; e consequemente fonte de muitos estudos
desde a cultura agricola (variedades resistentes a pragas e doengas) até o

beneficiamento dos fios e sementes (6leo e torta).

Algodoeiro € o nome popular dado as plantas pertencentes ao género
Gossypium da familia Malvaceae. Esse género apresenta 50 espécies distribuidas
nos continentes: Asia, Africa, Oceania e América. No entanto,o algodoeiro possui
quatro espécies cultivadas; as demais sao espécies silvestres que até entdo nao
apresentam valor econdmico. As espécies cultivadas em varios paises para fins
econdmicos sao:Gossypium arboreum L., Gossypium herbaceum L., Gossypium
barbadense L., e,Gossypium hirsutum L., (CARVALHO, 2013). A espécie G. hirsutum
L. é considerada uma das principais espécies domesticadas pelo homem entre as

mais de 230 mil espécies de plantas superiores (QUEIROZ, 2017).

Gossypium hirsutum L. é a principal espécie produzida no Brasil € no mundo
(90% da producao mundial) (FREIRE et al., 2002). No Brasil, a espécie cultivada
comercialmente é o G. hirsutum, em que a variedade latifolium Hutch é a produzida
em maior escala (FREIRE, 2000). De acordo com a ABRAPA - Associacao Brasileira

dos Produtores de Algodao, esta planta esta entre as mais importantes culturas de
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fibras do mundo. Anualmente s&o cultivados em média, 35 milhdes de hectares.
Segundo Lunardon (2007), apesar ser cultivado em mais de 60 paises nos cinco
continentes, sua producao esta concentrada em poucos paises;dos quais seis sdo
responsaveis por mais de 75% da produgéao global.

Henrique e Laca-Buendia (2010) apud Queiroz (2017) relataram que o
algodoeiro é a unica espécie domesticada que apresenta termos econbmicos como
trina, ou seja, produgao de fibra-fio (principal produto), 6leo (semente) e produgéo de
energia alimentar (torta). A integracao de diferentes segmentos industriais ocorre pela
sua utilizagdo na fiagéo e tecelagem (industria téxtil), nutricdo animal (farelo/tortas),
nutricdo humana (6leos), cosméticos, farmacéutica, celulose e biocombustiveis
(biodiesel). Assim, a cotonicultura apresenta um variado numero de produtos
primarios e secundarios, compondouma cadeia produtiva bastante complexa
(BARBOSA, 2016).

O dinamismo e complexidade da cadeia de algodao brasileiro pode ser
observado no fluxograma (Figura 4), produzido pela ABRAPA (2011) com intuito de
detalhar as contribuigdes do setor e demais elos e atores, que juntos formam o
Sistema Agroindustrial (SAG). De acordo com este documento, o SAG do algodéo
destaca diferentes atores em variadas formas de relacionamento; desde compras no
mercado spot até a integragdo de atividades fins. Dessa maneira, as formas de
remuneracdes resultantes acabam por interferirdes de o preco dos insumos até os
tributos recolhidos. Para melhor exposi¢céo, o SAG do Algodéo é detalhado nassuas
trés divisdes basicas: (1) antes da fazenda, (2) na fazenda e (3) depois da fazenda.
Deste modo, pode-se observar a versatilidade de transformagdes da matéria-prima
nos mais diferentes produtos desta cadeia, tais como: pluma, fibrilha, caroco,farelo-

torta, 6leo vegetal e linter.
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Figura 4. Sistema Agroindustrial (SAG) como demonstrativo de produtos da cadeia do produtiva do algoddo com respectivos
elos/atores (ABRAPA, 2011).



Segundo Meyer (2017) citando o USDA - Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos e a CONAB (2017), os cinco maiores produtores de algodao sao:

india, China, Estados Unidos, Paquistao e Brasil(Figura 5).

Figura 5. Maiores produtores mundiais de algod&o. Safra 2016/2017 (Fonte:
CONAB, 2017;MEYER, 2017).

Na figura 6 sdo apresentados os numeros da produgcdo de algodao (ton
x1.000.000) dos cinco primeiros paises, na Safra de 2016. A india apresentou uma
producdo total de 5.746; seguido pela China (4.753), Estados Unidos (2.806),
Paquistao (1.910), e o Brasil (1.447).

]

Paquistao Brasil

USA

Figura 6. Produgao mundial de algodao (entre os cinco maiores produtores) em t
x1.000.000 (Fonte: CONAB, BRADESCO, 2017).
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Segundo a CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento (2017),as
regides Centro-oeste e Nordeste do Brasil sdo as maiores produtoras de algodao.Os
Estados de Mato Grosso e Bahia séo os maiores representantes, seguidos por outros
Estados como Mato Grosso do Sul, Goias e Maranhao (Figura 7).

Legenda
Eomente Municipics Que produzem acima ce 1001 -
A

Figura 7. Mapa do Brasil indicando as principais regides quanto a produgéo de
algodao. (Fonte: Companhia Nacional de Abastecimento- CONAB, 2017).

Cabe ressaltar que os pequenos produtores, inseridos no contexto da
agricultura familiar, representam um segmento muito importante na produgdo do
algodao no cenario nacional (DUPRAT; SOUZA, 2003). No Nordeste, por exemplo, a
maioria das lavouras de algodao nao ultrapassam os 5 hectares, inclusive fazendo
uso de variedades de algodao colorido e organico, fomentando a busca por um

desenvolvimento sustentavel no setor agricola da regido (CALIXTO et al., 2014).

3.4 COTONICULTURA E COPRODUTOS: CAROCO, FARELO/TORTA DE
ALGODAO.

De acordo com o DESER - Departamento de Estudos Sécio-Econémicos
Rurais (2007), durante o processo produtivo e de beneficiamentos do algodédo séo

obtidos diversos subprodutos que apresentam grande importdncia econémica. O
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linter, por exemplo, que é cerca de 10% da semente do algodéo, tem aplicagdes no
mercado de papel/celulose, industria quimica, entre outras. Outros subprodutos desta
cadeia também possuem nichos de mercado estabelecido que sédo: semente/caroco
de algodao, cotendo 15,5% de 6leo bruto, com ligagdo direta com a industria de
biodiesel e alimentacdo; e torta/farelo destinados a nutricdo de ruminantes ou
fertilizantes. A cotonicultura apresenta um viés dindmico, onde se comunica direta ou
indiretamente com varios setores, que empregam e/ou fornecem ocupacao, desde o

campo até a industria de confec¢ao, conforme fora visto no SAG (Figura 4).

A torta/farelo de carogo de algodao é diferenciada devidoao tipo de extragcao
do 6leo da semente. A torta é o subproduto originado da extragdo do 6leo por agao
fisica, normalmente por esmagamento mecanico, que apresentara em média5% de
Oleo residual (4,6% Extrato Etéreo-EE), tornado-se mais energético, com menor teor
de proteina. O farelo, por sua vez, é obtido por meio de extracdo quimica com
solvente, gerando assim menos de 2% de déleo residual (2,2% EE), e portanto maior

teor de proteina.

Atorta ou farelo de algodéo tém como mercado principal o setor de nutrigao
animal, ancorado principalmente nos animais ruminantes (BELTRAO et al., 2000;
NCPA, 2003), em fungdo da capacidade de tolerdncia a determinados niveis de
gossipol (exceto para animais reprodutores). O reaproveitamento dos coprodutos,
como torta/farelo, oriundos da extragédo de dleo vegetal na produgéo do biodiesel, para
alimentacdo animal fortalece o cunho de cadeia produtiva sustentavel, bioecondmica
circular. Entretanto, o uso desses subprodutos € limitado a nutricido de animais
ruminantes, em fungdo de componentes toxicos e/ou antinutricionais, como é o caso
do gossipol (ARAUJO et al., 2003;ROMERO,2013; BARBOSA, 2016).

3.5 CARACTERISTICAS DO GOSSIPOL

O gossipol € uma substancia quimica fendlica de cor amarelada produzido em
glandulas especializadas localizadas em varios tecidos e partes das plantas do género
Gossypium (cotilédones, folhas, estipulas, caules ramos, frutos, na améndoa
dassementes e raizes). O gossipol é constituido por atomos de carbono, hidrogénio e
oxigénio (CzoH300s8), com massa molecular de 518,6 daltons e férmula quimica
estrutural 8,8’-dicarboxaldeido-1,1’,6,6’,7,7’-hexahidroxi-5,5’-diisopropil-3,3’-dimetil-
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2,2’-binaftaleno (Figura 8). Esta substancia quimica faz parte dos mecanismos de
defesa natural deste tipo de planta, protegendo-a principalmente contra o ataque de
predadores, como os insetos (LIU et al., 2008; GADELHA 2014).

Figura 8. Representagao da estrutura quimica do gossipol (LIU et al., 2008).

O gossipol foi descoberto e isolado na segunda metade do século XIX
(LONGMORE, 1886). Desde entdo, muitos estudos foram desenvolvidos para
entender a estrutura, ou, na busca de potenciais aplicagdes biotecnoldgicas. Xl-
WANGet al. (2009) fizeram uma revisao sobre as potenciais aplicagbes do gossipol,
tais como: anticancer, antiviral e antiparasitaria. Estes autores também relataram
aplicagbdes no controle de fertilidade humana masculina, além de inimeros exemplos

de atividades antimicrobianas, entre outras.

Nas plantas, o gossipol pode ser encontrado na forma livre ou ligada ao grupo
amino das proteinas (BENEDICT et al., 2004;,ABDURAKHIMOQV et al., 2009; KONG et
al., 2010). Durante a prensagem das sementes de algodao para a extragao do déleo,
ocorre o rompimento das glandulas de armazenamento e consequemente a liberagao
do gossipol, que pode permanecer na sua forma livre ou ligado as proteinas, tanto no
6leo como na torta. A maior parte do gossipol se concentra na fase liquida (6leo), que
pode variar de acordo com o método de extragcdo. A forma livre de gossipol na torta
ou farelo (até 10% do total contido na semente)podecausar efeitos toxicos agudos em

animais monogastricos como suinos e aves, por exemplo (MORGAN, 1989).

Na nutrigdo animal, o gossipol € descrito como um metabdlito secundario da
planta do algodoeiro que causa efeitos antinutricionais ou téxicos, dependendo da

concentracao ingerida por diferentes tipos de animais ou idade (LIU et al., 2008). De
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acordo com Naves e colaboradores (2010) efeitos antinutricionais consistem na
capacidade da substancia em interferir na digestibilidade e absor¢éo dos nutrientes,

enquanto que toxicidade é a capacidade de provocar a morte.

As concentragdes de gossipol apresentam variagado nas diferentes partes do
algodoeiro. Apesar de existirem alguns estudos na literatura internacional
descrevendo os efeitos de moléculas bioativas presentes em novas matérias-primas
vegetais para produgéo de biodiesel, no Brasil em particular, praticamente inexistem
estudos abrangentes que reportem uma faixa de teor estimado de gossipol, tanto em

carogo de algodao quanto em seus coprodutos (ROMERO, 2013).

Segundo Romero (2013), as concentragdes de gossipol nas tortas de carogo
de algodao apresentam variagbes de até 66% para amostras obtidas de diferentes
locais do Brasil. Porém, osvalores estao dentro da faixa de 0,04 a 1,77% citada pela
OECD em 2009, que descreveu as variagdes encontradas em diferentes regides do
globo para a torta de carogo de algodao. Algumas caracteristicas podem interferir na
concentracao de gossipol nas plantas e nos subprodutos (torta/oleo), tais como:
variedade, condigbes ambientais de cultivo earmazenamento das sementes(PAIMet
al.,2010).

A concentragcéo de gossipol nas sementes de algodao pode chegar a 2% da
massa total (EMBRAPA, 2004). Diferentes valores médios de gossipol em
subprodutos de algodao podem ser evidenciados na tabela 1. A presenga de gossipol
em derivados do algodao, principalmente na farinha de sementes, restrige o seu uso
para alimentagdo humana. Entretanto, os produtos derivados da semente de algodao
poderao ser utilizados para estes finsdesde que sejam tratados, de forma que fique
comprovada a destoxificagdo quanto aos teores de gossipol.

Tabela 1: Valores médios de gossipol em subprodutos de semente/carogo de
algodao.

Substancia Farelo de Caroco de Cascas de
(%) algodao algodao algodao

prensado solvente

Gossipol total 1,09 1,16 0,66 0,107
Gossipol livre 0,06 0,14 0,68 0,049
Fonte: Embrapa, 2004
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O uso de torta/farelo de algoddo em nutricdo de ruminantes é uma pratica ja
estabelecida no mercado brasileiro, porém a sua administragdo ocorre de forma
moderada em funcdo de efeitos antinutricionais quando inseridos em maiores
quantidades. Para a nutrigdo de monogastricos a limitagdo € ainda maior, ja que
qualquer concentragao de torta/farelo resulta em consequéncias graves a saude dos
animais(KONG et al., 2010), podendo afetar o crescimento; provocar anormalidades
nos orgaos reprodutores, infertilidade; e em casos mais severos levar o animal aébito
(EMBRAPA, 2004; ZHANG et al. 2007).

De acordo com os regulamentos da FDA (Food and Drug Administration), a
concentragao de gossipol livre em produtos alimentares ndo deve exceder a 0,045%,
ou seja, 450 ppm. De modo similar, outras agéncias regulamentadoras, tais como
Protein Advisory Group of the United Nations Food and Agriculture e a Organization
and World HealthOrganization (FAO/WHOQO) estabeleceram limites de gossipol livre de
0,060% (600 ppm), e 1,2% (12.000 ppm) de gossipol total (GT) em produtos
destinados ao consumo humano (LIADAKIS et al., 1993). No Brasil, a unica referéncia
sobre a regulamentagao data de 1988, entranto, a mesma foi revogada (EMBRAPA,

2004), inexistindo regulamentagdes vigentes no pais até o momento.

Tratamentos fisicos, quimicos e biolégicos vém sendo descritos na literatura
com o intuito de destoxificagdo de TCA para alimentacdo de monogastricos, no
entanto, ndo ha registro de um método eficaz em escala industrial. Faz-se necessario
a comprovagao de que apds o tratamento da TCA, os niveis de gossipol sejam
seguros, exigindo, além das anadlises quimicas (métodos analiticos), testes
toxicolégicos com modelos animais,tais como Artemia salina e roedores. Os niveis
seguros de insercao de TCA destoxificado sdo determinados pela auséncia de
alteracbes no organismo das cobaias, em testes toxicologicos, tais
como:comprometimento das funcdes hepaticas, a taxa de respiracao e a capacidade

de transporte de oxigénio pelos eritrocitos (EMBRAPA, 2004).

3.6 TRATAMENTOS PARA DEGRADACAO DE GOSSIPOL

Os métodos para degradagao de gossipol livre sédo diversificados, desde

acdes bioldgicas, fisicas,quimicas ou combinadas.
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Tratamentos quimicos para TCA podem ser feitos pela adicdo de sulfato de
ferro, oxido ou hidréxido de célcio em conjunto com ingredientes da dietanutricional
dos animais; neutralizando os efeitos do gossipol por alcalinizagdes. No entanto, o
uso de sulfato ferroso nas ragdes € pouco comum, pois onera o custo da producao
(NAGALAKSHMI et al., 2002, 2003; EMBRAPA, 2004).

A peletizacado é outro processamento que contribui para diminuir o potencial
de toxicidade do gossipol livre. Este processo fisico provoca modificacdo nas
propriedades quimicas do gossipol por meio do calor umido. Porém, este
procedimento altera significativamente as caracteristicas proteicas do TCA,
principalmente a disponibilidade do aminoacido lisina. Além disso, a peletizagao
apenas reduz o potencial de toxicidade e ndo soluciona o problema por completo para
0 uso em monogastricos (BARBOSA, 2010; MARSIGLIO, 2010; HENRY et al., 2001).

Uma outra ferramenta para a obtengdo de TCA atéxico € o melhoramento
genético, que fornece variedades de algodoeiro com menores concentragdes de
gossipol livre, como os‘“cultivares glandless”. Um cultivar sem gossipol livre ou
reduzido ampliaria o uso da torta e do farelo na alimentagé&o animal (monogastricos e
poligastricos) como também na alimentagdo humana (ARAUJO et al., 2003,
EMBRAPA, 2004). No entanto, os cultivares ndo alcangaram o mercado, pois com as
alteragdes feitas ficaram mais suceptiveis a infestagdo de insetos e outras pragas
(STIPANOVIC et al.,1986; LUSAS, JIVIDEN, 1987; EMBRAPA, 2004). Além disso, a
sub-expressao ou silencimento de genes do gossipol envolve o emprego de
tecnologias modernasealto custo, e podem, ainda, resultar em perda de algum fator

biolégico importante presente nos coprodutos ou na planta (EMBRAPA, 2004).

Os tratamentos biolégicos de TCA usando microrganismos vém ganhando
forga por meio dos resultados cientificos divulgados nos ultimos anos. Microrganismos
como Aspergillus oryzae (LIM;LEE, 2011), Candida tropicalis, Saccharomyces
cerevisae e Aspergillus niger (ZHANGet al., 2006; YANGet al., 2011) apresentaram
resultados positivos na degradagdo de gossipol livre. Os macrofungos também
ganharam destaque nestas agdes, incluindo basiodiomicetos degradadores de
gossipol em meio liquido (RAJARATHNAM et al., 2001).
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3.7 MACROFUNGOS

Os fungos sao organismos eucariotos que podem ser uni (leveduras) ou
multicelulares. Sdo chamados de macrofungos aqueles multicelularescapazes de
formar corpos de frutificagdo ou cogumelos, resultantes de sua reprodugao sexuada,
e apresentam parede celular composta por quitina, como os demais “fungos

verdadeiros”.

Os fungos filamentosos sdo capazes de formar massas visiveis chamadas
micélios, compostas por longos filamentos (hifas) que se ramificam e se entrelagam.
Possuem reproducdo sexuada e assexuada e se desenvolvem a partir de esporos ou
de fragmentos de hifas. Esses seres sao heterotroficos e suas células normalmente
obtém os nutrientes por meiode um processo de absor¢gdo de matéria organica do
ambiente, podendo ser do solo, da agua, de um animal ou uma planta. Sao
organismos fundamentais no equilibrio ecolégico de varios ecossistemas (RAVEN,
2001; SILVA; COELHO, 2006; TORTORA; CASE; FUNKE, 2012).

Hibbert et al. (2007) propuseram uma classificagao filogenética abrangente do
reino Fungi, com referéncia a recentes analises filogenéticas moleculares e com a
contribuicdo de diversos membros da comunidade taxondmica de fungos. De acordo
com este grupo de estudo, os organismos do reino Fungi estdo classificados em 195
taxons até o nivel de ordem, dos quais validaram e descreveram 16: Dikarya subreino
nov.; Chytridiomycota, Neocallimastigomycota phyla nov.; Monofefraridomicetos,
Neocallimastigomicetos classe. nov.; Eurotiomycetidae, Lecanoromycetidae,
Mycocaliciomycetidae subclasse. nov.; Acarosporales, Corticiales, Baeomycetales,
Candelariales, Gloeophyllales, Melanosporales, Trechisporales, Umbilicariales ords.
nov. O clado que contém Ascomycota e Basidiomycota foi classificado como

subclasse Dikarya (Figura 9), refletindo a sinapomorfia putativa das hifas dicariéticas.
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Figura 9. Filogenia e classificagdo dos fungos. Basal fungi e Dikaria. A distancia entre
apresentadas no esquema nao sao proporcionais a distancia genética. Fonte: Hibbett
et al. (2007).

Hibbett et al., (2007) relataram que as mudancas mais dramaticas na
classificagdo relativa aos trabalhos anteriores diziam respeito aos grupos que
tradicionalmente estavam inclusos em Chytridiomycota e Zygomycota. O
Chytridiomycota ¢é retido em sentido restrito, com Blastocladiomycota e
Neocallimastigomycota buscando segregar phyla de fungos flagelados. Os taxons que
tradicionalmente foram colocados em Zygomycota estdo distribuidos entre
Glomeromycota e varios subfilos “incertae sedis”, incluindo Mucoromycotina,
Entomophthoromycotina, Kickxellomycotina e Zoopagomycotina. Microsporidia foi
incluida nos Fungos, mas nenhuma subdivisao adicional do grupo foi proposta. Varios
géneros "basais" ou fungos de posi¢cédo incerta ndo foram colocados em taxons

superiores, incluindo Basidiobolus, Caulochytrium, Olpidium e Rozella.
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Os fungos do clado Basidiomycota incluem as espécies conhecidas como
cogumelos e orelhas de pau, porém ha fungos formadores de corpo de frutificagao
(cogumelos) no clado Ascomycota. Os macrofungos-basidiomicetos apresentam
algumascaracteristicas tais comoa formagédo de hifas septadas e debasididésporos,
formados externamente em um pedestal conhecido como basidio (TORTORA; CASE;
FUNKE, 2012). Esse grupo de fungos é bastante difundido por todo o planeta e talvez
seja 0 mais visualizado na natureza devido a formagédo dos corpos de fruticagao
macroscopicos (SILVA; COELHO, 2006).

Dentre os macrofungos-basidiomicetos, varias espécies sao degradadoras de
madeira e podem crescer e frutificar (formagdo de cogumelos) em substratos
lignocelulésicos em fungdo de sua capacidade de produzir enzimas extracelulares
hidroliticas (AGUIAR;FERRAZ, 2011). Os fungos degradadores de madeira ainda
podem ser dividos em dois grupos: os fungos causadores de podriddo-branca (inglés,
white rot fungi — WRF) e os causadores de podridao-parda (inglés, brown rot fungi —
BRF) (SILVA; COELHO, 2006).

Os macrofungos do grupo WRFs sao dotados de um complexo enzimatico
que os tornam capazes de descontruir a celulose, hemicelulose e ligninaem agua, CO2
e energia apés o metabolismo dos monémeros constituintes destes polimeros e
complexos. A madeira, depois de sofrer a agado desses fungos, fica com aspecto
esponjoso, fibroso ou laminado e com cor esbranquigada, o que caracteriza o nome
do grupo. Os macrofungos BRFs sao responsaveis pela degradagéo da celulose e
hemicelulose e deixam a madeira com aspecto amorfa e ao final do processo de
degradacéo, ficando apenas a lignina modificada, que tem coloragdo parda(KIRK;
FARRELL, 1987; BLANCHETTE,1995; SILVA; COELHO, 2006, CANAMet al, 2013);

Assim os marcrofungos WRFs e BRFs s&o organismos interessantes na
busca de processos biotecnoldgicos de conversdo enzimatica dos componentes
estruturais da parede celular vegetal, principalmente quando se trata de residuos ou

subprodutos vegetais gerados nos processos agroindustriais.

De acordo com Gimenes (2010), do ponto de vista econdmico, um dos
processos mais importantes que faz uso de fungos filamentosos € o da transformagao
de residuos lignocelulésicos por meio da produg¢ao de cogumelos comestiveis. Assim,

gera-se um alimento humano re-utilizando biomassas vegetais residuais. Sao varias
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as espécies fungicas formadoras de cogumelo utilizadas na fungicultura comercial,

tais como os Agaricus bisporus, Lentinus edodes e varios do género Pleurotus.

Nos biomas brasileiros ha uma grande biodiversidade de macrofungos com
potencial de produzir cogumelos comestiveis e a nivel comercial, porém as espécies
mais utilizadas na fungicultura brasileira sdo as mesmas exploradas em outros paises.
O Brasil segue a tendéncia destes outros locais quanto ao aumento na produgao
econsumo de diferentes cogumelos comestiveis (GIMENES, 2010).

3.8 PRODUGAO DECOGUMELOS COMESTIVEIS

Os paises com maior producdo de cogumelos comestiveis estdo na Asia:
China, Japéo e Coreia do Sul. Os paises do continente europeu vém em seguida,
como Holanda, Espanha, Franga e Polbnia. Os Estados Unidos e o Canada séao os
principais representantes das Américas (DIAS, 2010; EMBRAPA, 2013; ROYSE,
2014; CHANG & WASSER, 2017).

O consumo de cogumelos comestiveis vem aumentando desde o fim da
Segunda Guerra Mundial (CHANG; WASSER, 2017). As explicagdes para esse
aumento podem estar relacionados com fatores como: maior divulgagéo dos produtos,
precos mais acessiveis, apelo comercial em relacédo as suas qualidades nutricionais,

além do uso de novas tecnologias de cultivo.

O uso de novas tecnologias estd permitindo utilizar residuos variados da
agroindustria como substratos, e assim, diminuir custos de produgdo e impactos
ambientais no final da cadeia produtiva da fungicultura (BERNAS, 2006; CARVALHO
et al., 2013; CHANG; WASSER, 2017). Outro fator que tem intensificado o consumo
deste tipo de alimento é o apelo nutracéutico ou alimento funcional, ja que o mesmo
apresenta capacidade de melhorar a saude do consumidor ou até mesmo tratar
doengas, como tem sido apresentado pela Medicina Chinesa, por exemplo, que 0s
utilizam ha mais de 2.000 anos (XUE; O'BRIEN, 2003).

O modelo piramidal de uso de cogumelos (Figura 10) estd em conformidade
com um ditado chinés "a medicina e a alimentacdo tém uma origem comum." Esta
afirmacéo é particularmente aplicavel aoscogumelos, por suas qualidades nutricionais
(CHANG; BUSWELL, 1996), como suplementos dietéticos (SDs) e atributos
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medicinais ha muito tempo reconhecido (WASSER, 2010). A condicdo de saude
humana pode ser dividida em trés estados: saude, subnutricdo e doenca. Os
cogumelos podem ser usados principalmente como alimento para um estado
saudavel, como um remédio para doencas, e como SDs para um estado sub-
saudavel, bem como para ambos(CHANG; WASSER, 2010).

Como N U
medicamento /

|:> Subnutricio

Como um alimento

[————)> Uso principal (funciio)

——p  Uso suplementar (fun¢io)

Figura 10. Um modelo piramidal de usos de cogumelos (fungicultura industrial) -
(adantado de CHANG & WASSER, 2010).

Globalmente, a produgao de cogumelos aumentou de forma significativa.lsto
tem ocorrido principalmente pelas contribuicbes de paises comeconomias em
desenvolvimento como China, india, Polénia e Hungria. Em contraste, a produgéo de
cogumelos nos paises da Europa Ocidental, nos Estados Unidos e no Japao
permanece inalterada ou até caiu em certos periodos. A China, especialmente,
testemunhou um enorme aumentono cultivo de cogumelos comestiveis, sendo hoje o
maior produtor mundial (mais de 85% do total). Além disso, novas espécies de
cogumelos foram recentemente cultivadas e comercializadas na China. A india é outro
exemplo da expansao da fungicultura, passando de 5.000 toneladas em 2001 para
10.000 toneladas em 2004, e com perspectiva de crescimento de cerca de 25% ao
ano. Na América Latina, a produgéo anual de cogumelos também aumentou de forma
constante desde 1995. Durante o periodo 1995-2001, o nivel estimado de producao
de cogumelos comerciais nesta regido aumentou 32% (49.975 para 65.951
toneladas), representando um aumento anual de 5% (CHANG & WASSER, 2010).
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O cultivo de cogumelos pode ser uma atividade agroindustrial intensiva em
mao-de-obra, o que tem grandeimpacto econdmico e social, gerando renda e emprego
para mulheres e jovens, particularmente em areas rurais nos paises em
desenvolvimento (CHANG; WASSER, 2010).

O Brasil ocupa uma posigao significativa entre os principais paises do setor
do agronegdcio. Isto estd relacionado principalmente em fungdo da sua posigao
geografica. O setor pujante do agronegdcio gera diferentes tipos de agroindustrias que
processam os produtos agricolas ou pecuarios. Tais agroindustrias geram residuos
ou subprodutos que podem servir de matéria-prima para diversos outros setores como

a fungicultura (cogumelos comestiveis).

As agroindustrias da fungicultura brasileira estao localizadas principalmente
no estado de Sao Paulo(82,6 %). Estas, por sua vez, preparam os respectivos
substratos para cultivo dos fungos a base dos residuos lignoceluldsicos regionais, tais
como: serragem de eucalipto, bagago de cana, entre outros. Ha diferentes tipos de
residuos agroindustriais espalhados pelo pais, que podem fomentar a fungicultura
comercial. Bett e Perondi (2011) relatam que os principais subprodutos agroindustriais
utilizados para a produgédo de cogumelos no Brasil sdo: bagag¢o de cana-de-agucar,

farelo de arroz, serragem de eucalito, sabugo de milho e farelo de trigo.

O consumo de cogumelos no Brasil ainda é incipiente quando comparados
aos principais paises produtores e consumidores, porém crescente (EMBRAPA,
2013). Os municipios que se destacam na produgdo de cogumelos no Brasil sao
Itaquaquecetuba, Mogi das Cruzes, ltupeva e Jundiai. Além de Sao Pulo, outros
estados brasileiros tém recebido atencdo para instalacédo de grandes, médias e
pequenas empresas produtoras, entre os quais se destacam a Bahia (Vitoéria da
Conquista), Minas Gerais (Belo Horizonte e regides), Parana (Castro, Sao José dos
Pinhais), Santa Catarina, Goias, Distrito Federal e outros (DUPRAT; SOUZA, 2003,
VARGAS 2011).

As principais espécies de macrofungos formadores de cogumelos comestiveis
cultivados no Brasil seguem o mesmo padrao de produgao internacional, tais como
Champignon de Paris (Agaricus bisporus), o “Shiimeji” ou cogumelo ostra (Pleurotus
ostreatus) e o “Shiitake” (Lentinula edodes) (Tabela 2) (PHAN; SABARATNAM, 2012).
As espécies Agaricus subrufences, sinonimia blazei ou brasiliensis estao entre as

principais espécies cultivadas no Brasil, pois este fungo foi isolado na Mata Atlantica
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(Municipio de Piedade/SP) e desde entdo tem sido explorado comercialmente em
funcdo de suas caracteristicas nutracéuticas, como apontam diversos estudos no

Brasil, Japao, e outros paises.

Tabela 2: Produgao anual de cogumelos comestiveis no Brasil

Espécies Producéo estimada

(toneladas/ ano)

Agaricus bisporus (cogumelos de paris) 8.000
FPleurotus ssp. (shimeji) 2.000
Lentinula edodes (shiitake) 1.500
Agaricus blazei murril 500
Outros 50

Fonte: ANPC, 2013

3.9 BIOMASSA RESIDUAL POS-COLHEITA DE COGUMELOS OU SPENT
MUSHROOM SUBSTRATE (SMS).

A produgdo de cogumelos comestiveis em paises onde o setor da fungicultura
ja esta consolidado como China e alguns paises europeus fazem uso de tecnologias
para agregar valor a biomassa residual apds a colheita dos cogumelos (inglés, Spent
Mushroom Substrate — SMS). A quantidade gerada de SMS na fungicultura pode
variar de acordo com a espécie de cogumelo, como também segundo o método de

producédo e tempo de colheita (fluxos).

A fungicultura comercial de cogumelos comestiveis mensura sua
produtividade por meio da razdo entre substratos frescos (umidade 60%) pela
quantidade de cogumelos frescos colhidos. A produtividade pode variar de acordo
com a espécie, substratos, sistema de preparo de substrato, sistema de cultivo e
tempo de colheitas. Uma produtividade de 20% a 30% para cultivo de espécies do
género Pleurotussao as planejadas e esperadas pelos fungicultores. Assim, para cada

quilo de substrato fresco espera-se pelo menos 200 gramas de cogumelo fresco.
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Neste modelo, pode-se obter a partir de cada 1 kg de cogumelo fresco uma produgao
aproximada de 5 kg de biomassa residual pos-colheita de cogumelos (SMS) (PHAN;
SABARATNAM, 2012). A China, por exemplo, que tem uma longa histéria de cultivo
de cogumelos e é atualmente o maior produtor, consumidor e exportador deste
produto, produziu mais de 30 milhdes de toneladas de cogumelos frescos em 2013,

acumulando assim mais de 150 milhdes de toneladas de SMS.

A gestao ambiental e comercial do SMS passa a ser umaagéao de fundamental
importancia para fungicultura industrial, uma vez que o seu descarte inadequado pode
resultar em contaminagdo de solos, cursos d’agua e nascentes (ZHU et al, 2012;
LOPES, 2014). Algumas estratégias de disposicdo do SMS tém sido adotadas em
paises como a China, entre as quais se destacam: queima,aterros ecompostagem em
conjunto com estrume animal para obtencdo de adubos (SINGHet al., 2003 apud
PHAN;SABARATNAM, 2012). Recentemente, alguns estudos utilizaram SMS como
matéria-prima para obtengao de produtos de maior valor agregado, tais como biogas,
enzimas extracelulares a granel, fertilizante organicoou como suplementos

alimentares para animais (LIM; LEE, 2011).

Visando minimizar os impactos ambientais com SMS, estudos cientificos tém
sido conduzidos, em especial no setor da biotecnologia, visando, por exemplo, a
obtencgao de enzimas (PHAN, SABARATNAM, 2012). Outros estudos apontam para o
uso em biorremediagcédo de solo contaminado por petréleo (RUSSO, 2012). O SMS
pode ter teores de proteina bruta e vitaminas interessantes para o seu aproveitamento
em nutricdo animal. Em parte, a producao dessas substancias pode ser explicada pelo
metabolismo fungico durante as biotransformacbes dos substratos vegetais e
incorporagado na massa micelial (ZHU et al., 2012).Fazaeli e Masoodi(2006) relataram
que o SMS apresenta grande valor nutricional na alimentagdo de animais, e a sua
utilizagao pode ser eficiente, de modo similar ao uso da palha de trigo e farelo de soja,

que sao habitualmente empregados para esse tipo de alimentagéo.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, Embrapa Agroenergia, Brasilia, Distrito Federal, Brasil. O fluxograma
(Figura 11) a seguir apresenta uma sintese das principais etapas e abordagens
utilizadas nesse trabalho.
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Macrofungos Embrapa Agroenergia
(Colegao-CC- 35 Fungos)

Escolha: CC 389 Pleurotus ostreatus
Coleta- Torta de Carogo de Agodio € k

Buritis-MG-FARMOTEC
Obtencdo residuos fignoceluldsicos-FUNGIDETOXI

Triagem de Fungos-
rescimento em Meios com co-produt
de Algodao

Avaliacdo de

Degradacdo de Gossipol/Produgdo de Enzimas Ruallagrode

Degradacdo de Gossipol/Producdo de Cogumelos

g
x Cultivo Fungos Quantificagdo Gossipol
H 4— = it
Meio Placas eterminacio de Analises Bromatoldgicas
eio Torta de Caroga Holocelulases L
de Algodio-20 Dias
—
Meio Quantificagdo Gossipol SMS
Frascos de Vidro

-HPLC L 4| Corpo de frutificacdo
Determinacdo de
Oxidativas

Figura 11. Resumo das atividades experimentais realizadas junto aos macrofungos com potencial
degradacéao de gossipol livre em torta de semente de algodao.
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41 ORIGEM E MANUTENGCAO DA COLECAO DOS MACROFUNGOS-
BASIDIOMICETOS

Foram utilizados trinta e cinco isolados de macrofungos-basidiomicetos
formadores de cogumelos comestiveis provenientes de transferéncia da colegéo
mantida pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e depositados na colegao
de Microrganismos e Microalgas aplicados a agroenergia e biorrefinarias da Embrapa
Agroenergia. Os macrofungos foram mantidos por meio de repique continuo em
Batata-Dextrose-Agar (BDA) e em refrigeracédo a 8 °C.Os macrofungos utilizados

neste trabalho estio detalhados na Tabela 3.

Tabela 3: Macrofungos formadores de cogumelos comestiveis utilizados nos cultivos
por fermentagao estado sélido (FES) utilizando torta de carogo de algodao como
substratos.

Espécie de Macrofungos- g;:'%: Corpo de fruticagao
Basidiomicetos ¢ (cogumelos)
Embrapa1
Agaricus bitorquis CC421
http://www.champyves.fr
Agaricus blazei ou Agaricus
brasiliensis ou Agaricus CC414

subrufecens

http://www.champyves.fr/
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Auricularia auricula CC348
Auricularia fuscosuccinea CC420
Coprinus comatus CC159
Coprinus comatus CC425

http://www.wikiwand.com/
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Fistulina hepatica CC102

http://www.mycelia.be/en
Flamulina velutipes cC27
Ganoderma lipsiense CC36

http://members.home.nl
Ganoderma lobatum CC24

http://arborist.forest.usf.edu/
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Ganoderma lucidun CC351
http://www.rogersmushrooms.com/
Gloeophyllum trabeum CC116
Grifola frondosa CcC28
Hericium erinaceus CC29

http://www.mycelia.be/en




46

Hypsizigus sp. CC418
Lentinula edodes CC390
Oudemansiella canarii CC37

P. sajor-saju sinonimia L. sajor-
. CC412
caju

www.dreamstime.com/
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Panus lecomtei CC40
Pholiota aegerita CC88
Pholiota nameko CC89
Pleurotus citrinuspeliatus CC416

http://joehinkle.com
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Pleurotus columbinus CC380
Pleurotus eringii CC353
http://www.mycelia.be/en
Pleurotus ferulae CC111
Pleurotus florida CC335

http://www.mycelia.be/en
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Pleurotus ostreatus CC389
Pleurotus ostreatus CC403
Pleurotus pulmonarius CC154
Pleurotus sapidus CC110

https://www.flickr.com
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Pycnoporus sanguineus CC400
Schizophyllum commune CC328
Trametes sp.
CC247
http://www.mykoweb.com
Trametes versicolor CC124

http://www.mykoweb.com
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Volvariella volvacea CC94

http://joehinkle.com

4.2 PRODUTOS QUIMICOS

Todos os solventes organicos utilizados foram de grau HPLC. A acetona e o
metanol foram adquiridos da TEDIA® e o acido trifluoroacético (TFA) foi adquirido da
SIGMA®. O (). O Gossypol padrao (295% de pureza) foi adquiridoda SIGMA®
(codigo G8761).

4.3 SUBSTRATOS PARA CULTIVO DOS MACROFUNGOS

A torta de carogo de algodao (TCA),assim como os demais residuos, capim-
elefante, serragem de eucalipto, fibra de prensagem do dendé e bagago de cana de
acucar,foram obtidos a partir de empresas como Farmotec, Denpasa, Usina Jales

Machado e agroindustrias locais (Brasilia, DF).
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4.4 TRIAGEM: CAPACACIDADE DE CRESCIMENTO DOS MACROFUNGOS EM
MEIOS COM TCA

Para selecionar os macrofungos capazes de crescer em meio contendo a torta
de carogo de algodao como unica fonte de nutrientes, foi preparado um meio de
cultura em placa de petri tendo como base a torta de carogo de algodédo 10% e agar-
agar (ATCA-10). Pesou-se100 g/L de TCA, 15 g/L de agar-agar e adicinou-se um litro
de agua. O meio nutritivo foi autoclavado a 121°C por 30 minutos. O volume de 20 mL
de ATCA-10 foi disposto em placas de Petri (90 cm de didmetro). Apds resfriamento
do meio, um disco micelial (8 mm) de cada macrofungo foi inoculado (em condigbes
asseépticas) e incubado em estufa a 28 °C durante 9 dias (triplicata). A velocidade de
crescimento micelial dos macrofungos foram aferidas a cada trés diascom uso de
paquimetro. Apés o calculo das médias,os resultados foi expressos em mm/dia.

Os treze macrofungos selecionadoscom base nos melhores crescimentos em
ATCA-10 foram submetidos a outro tipo de meio de cultivo contendo TCA. O segundo
meio de cultivo foi feito apenas com TCA com umidade ajustada a 60%, denominado
como TCA-100 (%). TCA-100 foi confeccionado com 100 g (massa seca) de TCA
acrescido de agua (60%) em frascos de vidro (250 mL) e esterilizado por 30 minutos
a 121°C. Apds o resfriamento, os frasco contendo TCA-100 foram inoculados com 3
discos miceliais (8 mm) de cada um dos 13 macrofungos (triplicata) e incubado a 28°C
durante 15 dias. O crescimento micelial foi aferido usando paquimetro e os resultados

expressos em mm/dia.

4.5 MACROFUNGOS CAPAZES DE DEGRADAR GOSSIPOL EM TCA

Seis macrofungos foram escolhidos com base no crescimento micelial obtido
no item 4.4. — TCA-100. Os seis macrofungos foram novamente inoculados em meio
TCA-100, conforme descrito no item 4.4. — TCA-100. Os macrofungos foram
incubados a 28°C por vinte dias (triplicata) para a determinagéo dos teores de gossipol
livre (GL).
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4.6 EXTRAGAO E DETERMINAGCAO DOS TEORES GOSSIPOL LIVRE EM TCA

A extragao e quantificagdo do gossipol livre (GL) foi baseada na metodologia
Ba 7-58 recomendada pela AOCS (1985) com modificagbes feitas por Conceigéo et
al. (2018). As amostras de biomassas TCA e TCA+massa micelial (cultivo dos
macrofungos) foram secas em estufa a 60°C durante 48 horas; sendo ent&o trituradas
e homogeneizadas usando moinho de bancada. Pesou-se 1 g de amostra e adicionou-
se 10 mL de acetona aquosa a 70%, sonificando-as por 5 minutos. Apos centrifugagao
(14.000 rpm/8°C/5min), o sobrenadante foi transferido enovamente centrifugado para
a quantificagcdo em cromatografo liquido de alta performance(UHPLC). A eluicdo em
UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography) foi feita em gradiente com
solvente aquoso (TFA 0,1%) e organico (100 % metanol) em coluna C18 da marca
Kinetex® (100 mm x 2.10 mm, 2.6 ym) a 35°C. O tempo de corrida foi de 14 minutos
com fluxo de 0.4 mL/min. O detector usado foi o PDA (Photodiodearay) ajustado para
aquisicdo em 254 nm, utilizando como padréo a formula a seguir para construgéo da
curva de calibragao nas concentragao de x ay. O gossipol livre residual foi plotado em
Mg/g. O porcentagem de degradagao de gossipol livre por meio do cultivo utilizando

os macrofungos foi calculadopor meio da formula:

(G1—G2) x 100
(G1)

Onde:
G1: Gossipol inicial da amostra antes da inoculagdo dos macrofungos - TCA,;

G2: Gossipol remanescente no TCA ap6s 20 dias de cultivo dos macrofungos.

4.7 CURVA DE DEGRADACAO DE GOSSIPOL LIVRE VERSUS ENZIMAS DO
Pleutortus ostreatusCC389

O macrofungo P. ostreatus CC389 foi selecionado para os experimentos
subsequentes apds avaliagdo dos resultados obtidos no item 4.6 (degradagédo do
gossipol livre em TCA-100%). O CC389 foi novamente crescido em TCA-100 (item
4.5) durante 20 dias. A avaliagao da degradagao de GL e a determinagéo de algumas

atividades enzimaticas foram feitas ao longo de 20 dias com amostragem a cada 5
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dias (trés replicas biolégicas — por tempo/amostragem). O gossipol livre foi calculado

conforme item 4.6. As atividades enzimaticas serdo descritas no item 4.8.

4.8 ATIVIDADES ENZIMATICAS

A biomassa (TCA + massa micelial) das triplicatas biolégicas e nos diferentes
tempos de amostragem (5, 10, 15 e 20 dias) foi homogeneizada e dividida em quatro
partes para obtengao de 10 g (massa umida). A esta biomassa foi acrescido 50 mL de
polietilenoglicol 6000 0,01% v/v (PEG 6000) na proporgado de 1:5. A mistura foi
homogeneizada em ultraturrax por 60 segundos e centrifugado por 10 minutos a 8000
rom e 4°C. Apods a centrifugagao, o sobrenadante foi filtrado em funil de buchner com
papel de filtro numero 0,2 mm, e os extratos brutos foram armazenados a 2°C para
determinacao das atividades enzimaticas, conforme a descritos nos item 4.8.1 € 4.8.2.

As atividades enzimaticas foram expressas em (U) definida como a
quantidade de enzima necessaria para converter 1 ymol de substrato ou produzir 1
umol de produto por minuto de reag&o (umol min™'). Os ensaios foram realizados apés

cada amostragem. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.8.1 Lacase e Manganés Peroxidase

A atividade de lacase (Lac, EC 1.10.3.2) foi determinada por meio da oxidagéo
de ABTS (2,2’- azino-bis 3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfonato), onde foram adicionados
180uL de enzima (extrato bruto) em 180 pL tampéao acetato de sédio 0,2 M (pH 5, 25
°C). A oxidagéo do ABTS foi monitorada a 420 nm (€420:36000 L.mol'cm™) por 90
segundos a 25°C (WOLFENDEN e WILLSON, 1982).

A atividade de Manganes-peroxidase (MnP EC1.11.1.1) foi determinada pela
oxidagéo de vermelho de fenol a 610 nm (Es10= 460L.mol'cm™) (KUWAHARA et al.,
1984) com modificagdes, reagindo em 0,5 mL de enzima (extrato bruto) em mistura
(0,1 mL de vermelho de fenol 1%, 0,05 mL MnSO4 2mM, 0,02 mL H202 2mM, 0,1mL
de lactato de sddio 250 mM, 0,2 mL de albumina bovina 0,5% e tampao succinato de
sédio pH 4,5 a 25 °C) e incubadas durante 5 min a 30°C, sendo interrompida pela
adicao de 40 yL NaOH 2M.
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4.8.2 Xilanase, Carboximetilcelulase (CmCase), FPase e [(-glicosidase.

A quantidade de agucar redutor liberada por acdo das enzimas presentes nos
extratos brutos foi determinada usando a metodologia DNS (MILLER, 1959). As
curvas para glicose e xilose foram construidas usando concentragdes entre Oe 2.0
mg/mL. A absorvéancia foi determinada em 540 nm usando espectofotdmetro.

Foram realizados ensaios enzimaticos em placas (96 pogos) de CMCase
(endoglicanase) e xilanase, utilizando 20uL da extrato bruto e 20uL de substrato
(respectivamente: Carboximetilcelulase e xilana). Estas foram incubadas em
termociclador durante 30 minutos a 50°C. Adicionou-se entdo 120uL de DNS e
deixado para reagir por 10 minutos. Posteriormente transferiu-se uma aliquota de
36uL para placa tipo Elisa contendo 100uL de agua destilada para leitura do ensaio
no espectrémetro a 540 nm.

Para o ensaio de FPase (celulase total) foi utilizado como substrato o papel
Whatman namero 1 em forma de discos, 40 uLde tampao citrato de sédio e 20uL de
extrato bruto, que foram incubadas por 1 h a 50°C. Os ensaios de FPase foram
interrompidos e analisados como descrito anteriormente para outras enzimas.

Para a B-glicosidase foi adicionado 100uL da solugéo de celobiose 15 mM e
100uL do extrato bruto, que foram incubadas em termociclador a 50°C por 30 minutos.
Apds o resfriamento, foram transferidos 2,5 uL para uma placa de Elisa com 250 uL
do reagente de glicose oxidase (Bioclin). Em espectrofotdmetro, a placa foi incubada

por 10 minutos a 37°C e a absorvancia determinada em505 nm.

4.9 PRODUGAO DO COGUMELO P. ostreatusCC389 EM SUBSTRATO CONTENDO
TCA E OUTROS MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

4.9.1 Preparo do in6culo ou semente (Spawn)

O cultivo do inoculo do P. ostreatus CC389 foi feito em arroz em casca
enriquecido com farelo de trigo (fonte de proteina total). O arroz em casca foi
previamente cozido por 30 minutos. O excesso de agua foi escorrido para o acréscimo
de farelo de trigo (10%), mantendo assim uma proporgdo 10:1. Fragbes dessa
formulacdo (800 g) foram transferidas para sacos de polietiieno com filtro e

autoclavados por uma hora a 121°C. Uma placa de petri (90 mm) com massa micelial
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foi utilizado por repeticao (sacolas). A colonizagao foi feita em estufa ventilada a 28°C

durante 30 dias.

4.9.2 Preparo dos substratos para o cultivo cogumelos de P. ostreatus CC389

Foram preparadas quatrodiferentes formulacoes de substratos para o cultivo
do P. ostreatus CC389. As formulagdes continham 70% de torta de carogo de algodao
(TCA) e suplementadas com outras biomassas lignocelulésicas (30%), mantendo a
razao70:30 de massa seca. Os substratos lignocelulésicos que foram utilizados na
suplementacao foram:serragem de eucalipto (SE); bagago de cana-de-agucar (BC);

fibra de prensagem do fruto de dendé (FD); e,capim-elefante (CE).

Cada formulacao representou um tratamento experimental, além da TCA
100% (sem nenhum tipo de suplementagao). Os substratos foram homogeneizados e
umedecidos (60 a 65%) em misturador mecénico tipo betoneira. Assim, para cada
rodada de preparo de substrato foram utilizados 14 Kg de TCA e 6 Kg para cada
biomassa suplementar, com adigao de 20 L de agua (razédo 1:1 m:v). Ao final de cada
preparo os substratos foram distribuidos 2,00 + 0,02 Kg em sacolas de polietileno
(PEAD), com filtro de troca de ar estérile esterilizados a 1 atm, a 121°C por 90 minutos

em autoclave. Cada tratamento teve 20 replicas bioldgicas.

Apds o resfriamento (camara fria — 4 horas) foi feita a inoculagédo dos
substratos com 2% de massa micelial (inbculo — arroz em casca) por sacola/replica. A
inoculagao ocorreu em capela de fluxo laminar (previamente limpa e esterilizada).
Apds as sacolas terem sido inoculadas e vedadas, foi feita a transferéncia para casa

de vegetacado mantida a temperatura ambiente.

4.9.3 Eficiéncia Biologica (EB) e Produtividade (P) — Cultivo de P. ostreatus CC389

A avaliagao deEficiéncia Biolégica (EB) do cultivo do P. ostreatus CC389 nas
diferentes formaulacdes dos substratos a base de TCA foi calculada por meio da
porcentagem de producdo do cogumelo fresco colhido em relagdo a massa seca do
substrato utilizado.Isto é: EB = ([peso fresco de cogumelos (g)/peso seco do substrato
inicial(g)] x 100).A porcentagem de produtividade foi estimada por meio do peso fresco
dos cogumelos [(g)/peso substrato inicial umido (g) x 100](OLIVEIRA et al., 2007).
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4.10 ANALISES BROMATOLOGICAS

Foram realizadas as andlises bromatoldgicas dos substratos, SMS e
cogumelos derivados do cultivo do P. ostreatus CC389 nos diferentes subratos a base
de TCA. Foram realizadas as seguintes analises: matéria seca (MS); matéria mineral
(MM); Fibra em Detergente Neutro (FDN); Fibra em Detergente Acido (FDA); Extrato
Etéreo (EE); Proteina Bruta (PB).

Todas as biomassas avaliadas (substratos, SMS e cogumelos) foram secas
por 48 horas em estufa com ventilagao forcada a temperatura ambiente (65°C) e

trituradas em moinho tipo Willey com peneira de 60 mesh.

O teor de matéria seca foi determinado em estufa a 105°C por 12 h e a matéria

mineral (cinzas) em forno tipo mufla a 600°C por 3h.

As analises seguiram as metodologias de Van Soest (1994) para as
determinacdes dos componentes da parede celular. Nesses materiais foram
determinados: Fibra em Detergente Neutro (FDN) e Fibra em Detergente Acido (FDA).

A determinagao do teor de extrato etéreo foi realizada obedecendo o método
Am 5-04 da (AOCS 2005) em equipamento tipo Ankon.

Para a determinagao de proteina bruta (PB) usou-se o método de Kjeldahl
(AOCS, 2005). Para os cogumelos utilizou-se o fator de conversao nitrogénio proteina
de 4,38; ja que os cogumelos possuem uma significativa quantidade de compostos
nitrogenados néo protéicos (que nao sao digeridos) na forma de quitina em suas
paredes celulares (BREENE, 1990). Para os demais materiais, o fator de conversao
foi de 6,25.

4.11 ANALISES ESTATISTICAS

A anélise de variancia foi realizada com comparac¢des multiplas (ANOVA) e
posteriormente foi feito o Teste de Tukey. As diferencas em p <0,05 foram
consideradas significativas.Tambémforam utilizadas analises de variancia e as suas
médias foram agrupadas por meio do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As

analises de correlacao linear de Pearson, entre todas as variaveis, se basearam de
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acordo com a significancia de seus coeficientes em p<0,05.As andlises estatisticas

foram realizadas utilizando o software R Core Team (2013).
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5. RESULTADOS

5.1 CRESCIMENTO MICELIAL: SELEGCAO DE MACROFUNGOS EM CULTIVO COM
AGAR ENRIQUECIDO COM TORTA DE CAROCO DE ALGODAO.

O meio de cultivo ATCA-10 foi utilizado como ferramenta para triagem de 35
macrofungos quanto a capacidade e velocidade de crescimento em ambiente
enriquecido com torta de carogo de algodao (Figura 12). Vinte e trés estirpes de
macrofungos apresentaram crescimento micelial no meio ATCA-10 (Figura 13).
Entretanto, a velocidade de crescimento e os aspectos visuais, tais como: densidade
micelial — muito cotonoso, cotonoso e pouco cotonoso ou ralo; foram distintos entre
os 23 macrofungos que apresentaram capacidade de crescimento em ATCA-10. Os
macrofungos P. ostreatus CC389 e P. sanguineus CC400 apresentaram diferengas
significativas quanto ao crescimento micelial em ATCA-10 em relagdo aos demais,
com 2,83 e 2,82 mm/dia respectivamente. O Ganoderma Ilucidum CC351 também
apresentou resultado relevante, assim como duas outras estirpes do género
Pleurotus, P. eryngii CC353 e P. ostreatus CC403. O crescimento micelial destas trés
espécies variaram entre 2,4 e 2,7 mm/dia. Um grupo intermediario de doze
macrofungos (entre CC36 e CC416) apresentaram valores de crescimento micelial
préximo de 1,7 mm/dia. Seis macrofungos (CC24, CC27, CC29, CC116, CC380 e
CC414) apresentaram crescimento micelial abaixo de 1 mm/dia, mostrando pouca
aptidao para crescimento em meios enriquecidos com TCA.A. subrufences (Sinonimia
A. blazei e A. brasiliensis) e P. colombinus apresentaram os menores resultados

quanto a aptidao de crescimento em ATCA-10.
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Figura 12. Diferentes crescimentos dos macrofungos em meio de cultivo ATCA apos
7 dias. (Ae B= micélio denso e cotonoso; C= auséncia decrescimento D= micélio ralo
e crescimento lento.
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Figura 13. Crescimento micelial dos macrofungos (mm/dia) em placa de Petri (90 mm)
contendo meio de cultivo Agar enriquecido com Torta de Caroco de Algod&o (10%) —
ATCA-10). Todos os dados s&o apresentados como médias * desvio padréo de trés
repeticdes (n = 3). Valores com diferentes letras indicam diferengas estatisticamente
significativas de acordo com o teste de Scott-Knott (p <0,05).
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5.2 CRESCIMENTO MICELIAL: SELECAO DE MACROFUNGOS EM CULTIVO COM
TCA-100.

Um segundo segundo experimento foi realizado para avaliar a capacidade de
crescimento dos macrofungos em meios de cultivo contendo apenas torta de algodao
(TCA-100) e testar a destoxificagdo dos gossipol. Treze macrofungos foram
selecionados para este experimento, baseados nos resultados observados no
primeiro experimento de cultivo em ATCA-10 (Figura 14). Os treze macrofungos foram

desafiados a crescer em 100% de TCA com umidade ajustada a 65%

(aproximadamente) e sem corregado de pH durante 20 dias.

Figura 14. llustragdes do cultivo dos macrofungos em fermentagao estado sélido
contendo 100% torta de carogo de algodéo (TCA-100) durante 20 dias a 28°C.
Legenda: *A-B-C: ndo capacidade de crescimento em meio TCA100; A) Pleurotus
sapidus CC110; B) Oudimansiella canarii CC37; C) Hericium herinaceus.*D-E-F:
capacidade de crescimento em meio TCA100; CC24 D) Fistulina hepatica CC102; E)
Grifola frondosa CC28; F) Panus lecomtei CC40.
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Os macrofungos P. sanguineus CC400 e G. lipiense CC36 apresentaram os
melhores resultados de crescimento micelial e ndo diferiram estatisticamente com 1,3
mm/dia (Figura 15). O P. sajor-caju (sinonimia L. sajor-caju) CC412 e o F. hepatica
CC102 foram o segundo grupo com melhor desempenho no crescimento micelial,
seguido por P. ferulae CC111, P. lecomtei CC40 e P.ostreatus CC389. Os piores
resultados de crescimento micelial em TCA-100 foram observados no cultivo de P.

sapidus CC110, O. canarii e P. florida.
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Figura 15. Crescimento micelial dos macrofungos (mm/dia) em frascos de vidro (250
mL) contendo como meio cultivo somente Torta de Carogo de Algodao (100%) — TCA-
100). Todos os dados sdo apresentados como médias * desvio padrdo de trés
repeticdes (n = 3). Valores com diferentes letras indicam diferengas estatisticamente
significativas de acordo com o teste de Scott-Knott (p <0,05).

5.3 MACROFUNGOS DEGRADADORES DE GOSSIPOL LIVRE EM TCA

Em funcado da quantidade de analises/tempo/custo fora feita a selegao de seis
macrofungos dentre os dez com maior capacidade de crescimento em TCA-100
(Figura 16), para avaliagdo da degradagao de gossipol livre (GL) nos repectivos

cultivos. O critério de escolha foi observado de modo que pelo menos um macrofungo
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seria utilizado de acordo com desempenho estatistico apresentado no crescimento
micelial em TCA-100. Deste modo, foram selecionados os seguintes macrofungos: G.
lipiense CC36 (pelos dados estatisticos); F. hepatica CC102 (pelo potencial
biotecnolégico); P. lecomtei CC40 (desenvolvimento micelial mediano); G. frondosa
CC28 (desenvolvimento micelial mediano); P. ostreatus CC389 (mercado consumidor
bem delimitado); e, P. eryngii CC353 (mercado consumidor em expansao). O
Pleurotus ferulae CC111, apesar de ter apresentado resultado estaticamente diferente
entre P. lecomtei CC40 e G. frondosa CC28, nao foi escolhido para as andlises da
degradacéo de GL. Este critério foi utilizado de modo a favorecer a maior diversidade
possivel de géneros, uma vez que ja haviam sido escolhidos duas espécies do género
Pleurotus (CC389 e CC353).

O teor de GL na torta in natura foi de 40 pg/g. O teor de GL na TCA apés a
autoclavagem de 90 minutos (Procedimeto anterior a inoculagéo) foi de 13ug/g. a
figura 16 apresenta o teor de GL na TCA apds cultivo de 20 dias com os macrofungos.
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Figura 16. Degradacéao de gossipol livre (GL) por estirpes de macrofungos durante 20
dias de cultivo por fermentagdo estado soélido contendo apenas torta caroco de
algoddao como fonte de substrato (TCA-100). Controle: TCA (65% de umidade)
esterilizada por autoclavagem durante 90 minutos.

Todos os macrofungos foram capazes de reduzir a quantidade de GL

remanescente em TCA apds a autoclavagem, com percentuais entre 74 e 94% (em
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relagcdo ao valor residual apds a autoclavagem) (Figura16). Os macrofungos que
apresentaram os melhores resultados na degradagédo de GL em TCA foram P.
ostreatus CC389 (94%) e F. hepatica CC102 (93%), onde os teores residuais ficaram
abaixo de 1 pg/g. Os macrofungos G. frondosa CC28, P. eryngii CC353 e G. lipiense
CC36 nao apresentaram diferengas estatisticas significativas, degradando cerca de
90% de GL. Neste critério, o P. lecomtei CC40 apresentou o menor degradagédo do

GL residual com 75%.

5.4 Pleurotus ostreatus CC389: CINETICA DE DEGRADACAO DO GL E
ATIVIDADES ENZIMATICAS EM CULTIVO COM TCA-100%.

O P. ostreatus CC389 apresentou um dos melhores resultados quanto a
degradacédo de GL. Esta espécie é amplamente utilizada na fungicultura mundial,
inclusive no Brasil. Estes dois atributos fizeram com que o macrofungo P. ostreatus
CC389 fosse selecionado para as etapas seguintes deste trabalho, tais como: testes
toxicoldgicos em roedores (dados ndo apresentados); cultivo em escala para obtengao
dos cogumelos comestiveis, fazendo uso de diferentes combinagdes de substratos a
base de TCA; fonte de extratos brutos para determinagao de atividades enzimaticas,
nas diferentes etapas de cultivo (colonizagdo/miceliagdo e pds-colheita de
cogumelos).

O primeiro experimento de uma série feita com P. ostreatus CC389 foi a
avaliagdo de algumas atividades enzimaticas versus a degradagéo de GL, durante o
periodo de 20 dias de colonizagao/miceliagéo. O objetivo deste experimento foi avaliar
e correlacionar as variagdes de atividades de algumas enzimas extracelulares
(ligninases, celululases e hemicelulases) com a degracéo de GL ao longo do periodo.
A amostragem foi feita a cada cinco dias de cultivo.

A atividade enzimatica de manganés peroxidase apresentou-se crescente ao
longo do periodo de cultivo (variando entre 3 e 13 Ul/mL);acompanhando o contorno
crescente da degragao de gossipol livre (Figura 17). A atividade de lacase apresentou
comportamento inverso, ou seja, reduzindo a atividade enzimatica (166 a 20 Ul/mL)
em relagdo ao aumento degradagao do GL. A degradacédo de GL residual apés 10

dias de cultivo ja atingia percentuais proximos de 90%, alcangando 94% com 20 dias.
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Figura 17. Percentual dedegradagdo de gossipol livre (GL) versus atividades
enzimaticas de ligninases (Lacase - LAC e Manganés peroxidase - MnP) obtidos no
cultivo de Pleurotus ostreatus CC389 quando cultivado FES em TCA-100%.

A matriz de correlagdo de Pearson (Tabela 4) mostrou-se negativa (-0,83)
entre as variaveis: produgao de lacase e degradagédo de gossipol. Esses resultados
mostraram que a diminuicao da producido dessa enzima ocorre simultaneamente ao
aumento na degradacao de GL. A correlagao negativa (-0,95) também foi observada
quando comparada a producédo de MnP e LAC, com reducao da producao de LACa
medida que se aumentaa produgao de MnP. Enquanto que a correlagao positiva (0,96)
ficou entre a produgao de MnP e degradacao de gossipol, de formaque o aumento da
atividade desta enzima pelo P. ostreatus CC389 resultou no aumento de degradagao
de GL.

Tabela 4. Matriz de correlacao de Pearson entre as variaveis producdes de enzimas
oxidativas: Lacase (LAC), Manganés Peroxidase (MnP) e degradacgéo de gossipol livre
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por acao do macrofungo Pleurotus ostreatus CC389, quando cultivado FES em TCA-
100%.

Degradacgéao de

LAC MnP Gossipol Livre
LAC 1 -0,95** -0,83**
MnP 1 0,96

Degradagéao de
Gossipol Livre
**:Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. LAC e MgP: valores de atividades

de enzimas oxidativas: Lacase e Manganés Peroxidase, respectivamente em Ul/mL;
Degradagéo de Gossipol Livre: valores de degradagéo de gossipol livre em %.

1

FPase, CMCase, B-glicosidase e xilanase sao enzimas microbianas
extracelulares (principalmente de fungos filamentosos) de interesse biotecnolégico e
industrial, devido a sua capacidade de degradacédo da parede celular vegetal. As
holocelulases (celulases e hemicelulases) estdo envolvidas diretamente na
capacidade de crescimento dos fungos, principalmente quando cultivados em
residuos agroindustriais. Assim, essas enzimas foram avaliadas durante o cultivo do
P. ostreatus CC389 em TCA-100%, bem como a correlacdo entre as atividades

enzimaticas e a degradagao de GL.

A atividade de xilanase (hemicelulase) do P. ostreatus CC389 foi basal (Figura
18), ndo apresentando muitas variagbes na degradagdo das cadeias laterais de
hemicelulose como a xilana, por exemplo.Aumentos e redugcdes de atividades de
xilanases sdo comumente encontrados em cultivos de fungos filamentosos. As
atividades para CMCase (endoglicanase) e B-glicosidase também seguiram a
tendéncia observada para xilanase, com um pico de atividade nos primeiros dias e
atividades basais ao longo do cultivo, de modo a fornecer quantidades suficientes de
glicose e outras hexoses para o metabolismo fungico. A atividade de FPase total
(exoglicosidase, endoglicosidase e beta-glicosidase) mostrou-se crescente ao longo
do periodo de cultivo (Figura 19), alinhando-se com a degradagdo do gossipol e

atividades para MnP.
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Figura 18. Percentual de degradagcdo de gossipol livre
enzimaticas de xilanase (hemicelulase) obtidos no cultivo de Pleurotus ostreatus
CC389 quando cultivado FES em TCA-100%.
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Figura 19. Percentual de degradagcdo de gossipol livre (GL) versus
enzimaticas de celulases (FPase, CMCase e Beta-glicosidase) obtidos no cultivo de
Pleurotus ostreatus CC389 quando cultivado FES em TCA-100%.
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A correlagao entre as atividades das holocelulases (xilanase, FPase, CMCase
e Beta-glicosidase) e a degradagédo de GL foram plotadas em matriz de Pearson
(Tabela 5). A atividade enzimatica de CMCase (endoglicanase) apresentou correlagao
positiva (0,86) com B-glicosidase; e negativa (-0,83) para degradagao de GL. A
producdo def-glicosidase apresenta correlagdo positiva com Xilanase (0,93).Com
base nessas analises, quando CMCase aumenta, ha aumento das atividades de -
glicosidase; fato ja esperado em fungdo do sinergismo descrito entre as celulases
(exoglicanase, endoglicanase e beta-glicosidase). O aumento da atividade de beta-
glicosidase causou um aumento das atividades xilanases. Quando atividades de
CMCase diminuem,ocorre um aumentona degradagcdo GL. Deste modo, pode-se
inferir que ndo houve correlagdo estatisticamente significativa entre atividades de
xilanase (0,47), CMCase (-0,84) e beta-glicosidase (-0,61) com degradagdo de
gossipol livre. A correlagao entre atividades de FPase e a degradagéo de gossipol foi

positiva (065), porém com valores inferiores ao observado com atividade MnP (0,96).

Tabela 5. Matriz de correlagdo de Pearson entre as variaveis produgdes de enzimas
holocelulases (FPase, CMCase, Beta-glicosidase e Xilanase) e degradagdo de
gossipol livre por agdo do macrofungo Pleurotus ostreatus CC389, quando cultivado
FES em TCA-100%.

Fpase CmCase . Befa Xilanase Degra_daga9 de
glicosidase Gossipol Livre
FPase 1 '0,65* _0,43ns _0,32 ns 0,65*
1
CMCase 0,86** 0,73* L0,84**
Beta .
glicosidase 1 0,93* -0,61
Xilanase 1 0,47
Degradagao
de Gossipol 1
Livre

**e *: Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t, ns: ndo significativo, FPase,
CMCase e Beta-glicosidase e xilanase: valores de atividades enzimaticas em Ul/mL;
Degradagéo de Gossipol Livre: valores de degradag¢éo de gossipol livre em %.
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5.5 CULTIVO DO COGUMELORP. ostreatus CC389 EM SUBSTRATOS DE TCA E
COM OUTRAS FONTES LIGNOCELULOSICAS

5.5.1 Eficiéncia biolégica (EB) eProdutividade(P)

O cultivo do P. ostreatus CC389 para obtengcdo de cogumelos foi feito
utilizando a técnica axénica (estelizagéo total) dos substratos por autoclavagem por
90 minutos a 121°C. Os substratos foram preparados em quatro
diferentesformulagdes contendo TCA (70% - massa seca), variando os substratos
lignoceluldsicos (30% - fonte de carbono).Formulagdo 1: [TCA 70% + 30% de
serragem de eucalipto (SE)]; Formulagao 2: [TCA 70% + 30% Bagago de cana-de-
acucar (BC)];Formulagdo 3:[TCA 70% + 30% fibra de prensagem do fruto de
dendé(FD)]; Formulagao 4:[TCA 70% + 30% Capim elefante (CE)].

A colonizagdo ou miceliacao total ocorreu aproximadamente 30 dias apds a
inoculacao para todos os substratos. A inducao para formagao dos primérdios ocorreu
por meio da transferéncia das sacolas para sala de frutificagdo (umidade 90%) e

aberturas de orificios na parte superior e laterais das sacolas.

A colheita dos cogumelos foi feita em trés fluxos, que apresentaram intervalos
de aproximadamente 10 dias, perfazendo um total de 30 dias de colheita ou 60 dias

de cultivo (colonizagao e frutificagao).

A eficiéncia biologica (EB) e produtividade (P)foram os parametros utilizados
para mensurar quais das formulacdes apresentava melhor resultado quanto a
quantidade de cogumelos frescos colhidos (massa umida) e a possibilidade de uso do
SMS (biomassa pés-colheita) para nutricdo animal (monogastricos); podendo assim
gerar um potencial ativo financeiro para os fungicultures que optarem pela integragao

das duas cadeias produtivas (fungicultura e nutricdo animal).

A produtividade (P) ndo apresentou diferengas significativas entre as quatro
formulagdes avaliadas, com resultados proximos a 20% (Figura 20), ou seja, 200
gramas de cogumelos fresco para cada um quilo de substrato umido (inicial). A
eficiéncia biologica (EB) é a raz&do entre a quantidade de cogumelos frescos e a
quantidade de substrato inicial — massa seca. A EB apresentou diferencas estatisticas
entre os substratos. A formulagédo enriquecida com serragem de eucalipto (SE) foi a
mais relevante (67%), seguido pelas formug¢des enriquecidas com bagago de cana-
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de-acucar (BC) e fibra de prensagem do fruto de dendé (FP), com valores préximos a
50%.

I Eficiéncia Biologica
Produtividade
100 -

Tu.

a

a
20 A

Eficiéncia Bioldgica e Produtividade (%)

SE BC FD CE

Figura 20. Eficiéncia Biologica (EB) e produtividade (P) obtida durante o cultivo
axénico de cogumelos de Pleurotus ostreatus CC389 em substratos contendo TCA
(70%) e outras fontes lignoceluldsicas (30%).SE: serragem de eucalipto;BC: Bagago
de cana-de-agucar;FD: Fibra de prensagem do fruto de dendé; CE: Capim elefante).

5.5.2 Analises bromatoldgicas dos cogumelos e SMSs

A destoxificagdo de TCA por meio de cultivo de macrofungos formadores de
cogumelos comestiveis, tais como o género Pleutorus, abre uma oportunidade de
interacao/integragao das cadeias produtivas da fungicultura com nutricdo animal e
biodiesel. Deste modo, além da comprovacao da destoxificacdo das TCA por métodos
analiticos e toxicologicos, faz-se necessario avaliar as caracteristicas bromatologicas
dos cogumelos (mercado — alimentacdo humana) e o SMS (mercado — insumo para
nutricdo animal, por exemplo).

Os resultados das analises bromatolégicas do cultivo do P. ostreatus CC389
em diferentes formulagdes substratos (70% de TCA + 30% de outros lignocelulésicos)

e da biomassa p6s-colheita dos cogumelos (SMS) foram descritas na Tabela 6.

Tabela 6: Analise bromatoldgica dos substratos (pos-esterilizagdo em autoclave) e
SMS (biomassa pos-colheita dos cogumelos) nas diferentes formulagbes preparadas



para cultivo do Pleurotus ostreatus CC389 em TCA (70%) enriquecida com outras

fontes lignoceluldsicas (30%).
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CODIGOS SUBSTRATOS SMS
MATERIA SECA (%)
BC 97.06 + 3.60 Aa 97.75 + 0.65 Aa
CE 97.99 + 0.24 Aa 96.38 + 2.38 Aa
FD 98.40 + 0.60 Aa 96.47 + 1.93 Aa
SE 98.75 + 0.07 Aa 98.53 + 0.47 Aa
MATERIA MINERAL (%)
BC 3.84 £0.05 Cb 5.93 +0.07 Ba
CE 6.23 +0.18 Ab 7.56 +0.04 Aa
FD 4.70 +0.33 Ba 5.17 +0.55 Ca
SE 412 +0.11Ca 4.99 +0.64 Ca
PROTEINA BRUTA (%)
BC 16.76 + 1.26 Ab 20.75 + 0.44 Aa
CE 17.75 + 1.99 Aa 18.79 + 0.43 Ba
FD 16.09 + 0.66 Ab 18.70 + 0.29 Ba
SE 18.67 £ 0.12 Aa 18.66 + 1.18 Ba
FIBRA DE DETERGENTE NEUTRO (%)
BC 64.83 + 0.96 Aa 61.97 + 2.00 Ba
CE 59.49 +1.95 Bb 64.68 + 0.65 Ba
FD 60.38 + 1.99 Bb 72.92 £ 0.72 Aa
SE 60.36 + 0.95 Ba 62.29 + 2.11 Ba
FIBRA DE DETERGENTE ACIDO (%)
BC 45.30 + 0.84 Aa 46.80 + 1.61 Ca
CE 45.78 £ 1.49 Ab 50.10 + 1.17 Ba
FD 43.25 +1.46 Ab 57.72 +0.89 Aa
SE 43.81 £ 0.16 Ab 49.71 + 2.22 Ba
EXTRATO ETEREO (%)
BC 1.58 +0.05 Ca 0.98 +0.29 Ab
CE 2.52 +0.40Ba 0.51+0.02 Bb
FD 3.69 +0.15 Aa 1.17 +0.30 Ab
SE 3.29 £0.07 Aa 0.76 +0.02 Bb

SE: formulagéo contendo 70% de torta de carogo de algoddo e 30% serragem de
eucalipto; BC: formulagdo contendo 70% de torta de carogo de algodéo e 30% Bagago
de cana de agucar; FD: formulagdo contendo 70% de torta de carogo de algodéo e
30% fibra de prensagem do fruto de dendé; CE: formulac&o contendo 70% de torta de
carogo de algoddo e 30% Capim elefante). Todos os dados sdo apresentados como
médias * desvio padrdo de trés repetigcbes (n = 3). Valores com letras minusculas
diferentes (comparagdo entre na mesma formulagdo, antes e depois do cultivo)
indicam diferengas estatisticamente significativas de acordo com o teste t de Student
(p < 0,05). Valores com diferentes letras maiusculas (comparagéo entre diferentes
misturas no mesmo momento do cultivo) indicam diferengas estatisticamente
significativas de acordo com o teste de Scott-Knott (p <0,05).
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Os teores de matéria seca ndo apresentaram diferencas estatisticas entre as
formulagdes in natura (antes da inoculagao do fungo) ou entre os SMS’s (apds 60 dias
de cultivo), nem nos diferentes momentos do cultivo.

A composicao mineral apresentou resultados diferentes entre as misturas dos
substratos, tanto no inicio (autoclavagem) e no SMS. A formulagao enriquecida com
capim elefante (CE) apresentou os maiores teores em ambos os momentos avaliados
(6,23 e 7,56% respectivamente).

O teor de proteina bruta (PB) € um ponto crucial para tomada de decisao sobre
a adogao ou ndo de um ingrediente em formugdes de ragdes para animais. Os teores
de proteina bruta nas quatro formulacdes de substratos foram mantidos no SMS ou
aumentados, como foi o caso da formulacdao com BC, que aumentou de 16,76 para
20%. Isto significa dizer que apesar do metabolismo de crescimento do P. ostreatus
CC389 junto aos substratos, os teores de PB permaneceram inalterados ou
enriquecidos. Provavelmente o que ocorreu foi a conversao de parte da proteina
vegetal (TCA), por exemplo, em proteina microbiana (massa micelial).

Os teores de FDN e FDA estdo relacionados aos mecanismos de
digestibilidade dos carboidratos da fragao holocelulosica (celulose e hemicelulose).
Porém, cabe ressaltar que junto ao SMSs ha outro tipo de carboidratos, que é a quitina
(ndo determinada), que compde a parede celular dos fungos (massa micelial). Os
resultados de FDN de modo geral aumentaram no SMS quando comparado com o
substrato inicial (Tabela 6). Os resultados de FDA também foram estasticamente
diferentes entre os substratos e SMSs, onde todos os valores aumentaram
substancialmente, como foi o caso da formulacdo com FD que passou de 43,25 a
57,72%. De modo geral, pode-se inferir que o SMS, ou seja, biomassa pds-colheita
dos cogumelos, apresentou maior digestibilidade que os substratos inciais.

Os lipidios totais sdo determinados por meio da analise de extrato etéreo (EE),
que é outro ponto importante quando se trata de formulacdo de ragcdes animais. Os
valores de EE em todos os SMSs foram menores que o0s substratos iniciais, mostrando
que o P. ostreatus CC389 metabolizou parte ou todo o lipidio (caso tenha sido
bioconvertido em massa micelial). O substrato enriquecido com SE, por exemplo,
apresentou reducdo de EE de 3,29 a 0,76%; enquanto que na formulacdo FD a
diminuicao foi de 3,69 para 1,17% (Tabela 6).

Os cogumelos colhidos foram avaliados quanto aos teores de matéria seca,

mineral, proteina bruta e extrato etéreo (Tabela 7). A matéria seca variou entre 90% e
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95% nos diferentes tipos de substratos, enquanto que os teores de matéria
mineralvariaram entre 6,75 e 8,52%. A proteina bruta dos cogumelos colhidos no
tratamento com substrato de FD apresentou os maiores valores (32,56%), enquanto
que os demais variaram entre 28,79% e 30,94%. Os teores de extrato etéreo ficaram
préximo de 1%, sendoque os cogumelos oriundos do tratamento BC diferiram de

forma significativa (0,77%)

Tabela 7. Andlise bromatolégica dos cogumelos colhidos de P. ostreatus CC389
quando cultivados nas diferentes formulagbes de substratos com TCA (70%)
enriquecida com outras fontes lignocelulésicas (30%).

MATERIA SECA (%)

BC 95.05+1.70 A
CE 90.16 +2.02 B
FD 93.44+2.19 A
SE 90.83+0.70 B
MATERIA MINERAL (%)
BC 8.52 +0.49 A
CE 7.73+0.35A
FD 7.86 +0.60 A
SE 6.75+0.28 B
PROTEINA BRUTA (%)
BC 30.94 +0.50 B
CE 28.79+0.34 C
FD 32.56 +0.62 A
SE 28.83+0.88 C
EXTRATO ETEREO (%)
BC 0.77+0.12B
CE 1.04 +0.02 A
FD 1.13+0.12 A
SE 1.00 +0.08 A

Legenda: SE: formulagdo contendo 70% de torta de carogo de algoddo e 30%
serragem de eucalipto; BC: formulagéo contendo 70% de torta de carogo de algodéo
e 30% Bagacgo de cana de agucar; FD: formulagdo contendo 70% de torta de carogo
de algodéo e 30% fibra de prensagem do fruto de dendé; CE: formulagdo contendo
70% de torta de carogo de algodéo e 30% Capim elefante). Todos os dados séo
apresentados como médias * desvio padréo de trés repetigbes (n = 3). Os resultados
com letras diferentes em uma coluna séo significativamente diferentes de acordo com
o teste de Scott-Knoftt (p <0,05).
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5.6 ANALISE GOSSIPOL LIVRE (GL): FORMULACOES DE SUBSTRATOS,
COGUMELOS E SMSs — Pleurotus ostreatus CC389

A analise quimica dos teores de GL foi feita nas diferentes etapas do cultivo
do P. ostreatus CC389, como os substratos (TCA + lignocelulosicos), biomassa pés-
colheita dos cogumelos (SMS) e os cogumelos. Esta analise é de suma importancia
para validacdo da degradagdo do GL e provavel destoxificagdo para permitir a
alimentagcdo animal (SMSs) e humana (cogumelos). Os testes toxicolégicos com A.
salina e roedores foram realizados e comprovaram a destoxificagao total do GL, tanto

no SMS como nos cogumelos (dados nao apresentados).

O gossipol livre nos substratos preparados foram diferentes do controle (TCA
autoclavado), ou seja, a adicdo de 30% de susbstratos lignocelulésicos junto ao TCA
promoveu a diluigdo. Porém, os teores de GL nas formulagbes apresentaram
diferengas estatisticas significativas. A serragem de eucalipto (SE) foi o substrato que
mais preservou os teores de GL, enquanto que o capim elefante (CE) foi o que
provocou maior degradagao (Figura21). Observa-se que as taxas de degradacao de
GL variaram entre 80 e 50% somente em virtude misturas dos substratos
lignoceluldsicos. O mesmo comportamento foi observado para os respectivos SMSs,
porém com percentuais acima de 99%. Nao ha relatos cientificos que explique o
porque das diferencas, uma vez que o TCA foi igual para todos e o percentual de 30%
de matéria-seca foi utilizado para os demais substratos. A hipétese levanta pelo
presente trabalho refere-se a composi¢cdo dos metabdlitos gerados pelas diferentes

misturas.

Nos SMSs foi observado que quanto maior a quantidade de GL remanescente
presente anteriormente nas formulacbes dos substratos, maiores foram os
percentuais de degradagao. Os SMSs do P. ostreatusCC389 apresentaram resultados
acima de 99,1% de degradacédo de GL, ou seja, deixando residuos infimos (0,1 p/g)
(Figura 21).

Os teores de GL nos cogumelos colhidos nas diferentes formulagdes
apresentaram resultados ainda menores do que os vistos nos SMSs (Figura 21).
Deste modo, o P. ostreatus CC389 ndo acumulou GL nos cogumelos, ou seja,
apresentando apenas 0,0004% ou 0,06 p/g de gossipol residual. Esses valores nao

apresentaram diferengas significativas daqueles encontrados nos SMSs.
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Figura 21. Degradacao de gossipol livrepor Pleurotus ostreatusCC389 nas diferentes
fases de cultivo: Grafico superior - substratos (autoclavados), SMSs; e,Grafico inferior
- cogumelos colhidos. Legenda:[(TCA 70% + 30% de SE: serragem de eucalipto],BC:
[...Bagago de cana de agucar];FD: [...Fibra de prensagem do fruto de dendé]; CE:

[...Capim elefante)]. SMS:Spent

Mushroom Substrate.Controle:

TCA

100%

autoclavada por 90 minutos. CE/Cogumelo: Corpo de frutificagdo obtido a partir do
cultivo de TCA 70% + serragem de eucalipto (30%).
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6. DISCUSSAO

Diversos macrofungos, incluindo espécies como o P. ostreatus, sdo capazes
de crescer e frutificar em diferentes susbstratos formulados com residuos
agroindustriais lingnoceluldsicos (SIQUEIRA et al., 2011; GONCALVES et al., 2010).
Os pacotes enzimaticos destes macrofungos credenciam tal capacidade de
crescimento, servindo como exemplo asenzimas extracelulares comoperoxidases
e/ou ligninases (manganés peroxidase e lacases), celulases, pectinases, xilanases e
diferentes oxidases (NYANHONGO et al., 2007). Essas enzimas s&o utilizadas pelos
fungos para desconstruir os componentes da parede celular vegetal, fornecendo
mondmeros de aclcares e outros compostos fendlicos para a manutencdo do
metabolismo (KULSHRESHTHA et al., 2014; SIQUEIRA & FERREIRA-FILHO, 2010).
A parede celular vegetal é constituida basicamente por trés fragdes poliméricas:
celulose (34-50%), hemicelulose (19-34%) e ligninas (11-30%), unidas por ligagbes
covalentes formando uma rede resistente a ataques quimicos e enzimaticos. A
celulose esta protegida pela lignina, que lhe confere rigidez, resisténcia e protegao
enquanto que a hemicelulose atua ligando a lignina e a celulose (TONELOTTO,2012).

Nesse trabalho evidenciamos a producdo dessas enzimas durante a
degradacéao de gossipol livre, quando do cultivo do P. ostreatus CC389 em diferentes
combinagdes de substratos a base de TCA com outra fontes vegetais. A capacidade
de degradacao de gossipol por fungos ja foram observadas em outros estudos.
Mageshwaranet al.( 2014), ao analisarem fungos provenientes de solos e cultivados
em TCA, verificaram taxas de degradagcdo de GL de até 65,2%.Mageshwaranet al.,
(2017) continuaram os estudos isolando e identificando fungos filamentosos de solos
de plantagdes de algoddo com a mesma aplicagao e encontratamAspergillus terreus,
Lichithemia ramosa, Alternaria alternata, e quatro isolados de Fusarium sp, com
degradacéao de até 65,2%, pelo Fusarium thapsinum.

Yang e colaboradores(2012), ao cultivar fungos filamentosos com meios de
cultura acrescidos de gossipol, como fonte metabdlica, propuseram que tais fungos
degradamo GL por agao dasproteases.Os resultados das analises de proteoma
sinalizaram que algumas proteases estado intimamente ligados a degradagao desse
fator (YANG et. al. 2012). Outros autores apontam que as reag¢des para degradagao
de gossipol por fungos filamentosos podem envolver interagdes com diferentes

sistemas bioquimicos como as enzimas lignoliticas, quando associado com o sistema
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do citocromo P450 monooxigenase, glicosiltransferases, além de radicais hidroxilicos
(KULSHRESHTHAet al., 2014). No nosso trabalho a principal enzima que apresentou
correlagdo de aumento de atividade versus degradagdo do GL foi a MnP, uma
oxidorredutase secretada pelos fungos de podriddo branca para auxiliar na
degradacéo da lignina, no entanto ndo foram feitos atividades com MnP purificadas
versus o GL para fins de comprovacao desta acao.

As atividades enzimaticas de P. ostreatus CC389 e a degradacao de GL ja
foram relatadas na literatura. Ardonet al.(1996), por exemplo, observaram excelentes
atividades de lacasesem quatro dias de cultivo submerso deste fungo em residuos do
processemento das sementes de algodado. Assim como em nosso estudo, Carvalho
(2011) observou que o cultivo de fungosfilamentosos porfermentacdo em estado
solido utilizando TCA como substratoforamcapazes de produzir atividades
significativas de manganés peroxidase.

As holocelulases (xilanase, FPase, CMCase e beta-glicosidase) foram
observadas no cultivo Pleurotus sp em bagago de cana de agucar (MENEZES,
2009).Entretanto os resultados do trabalho deste autor assim como em nosso estudo,
similares. Em nosso caso, as atividades de xilanase basais, como 0,11 U/mL em um
periodo de 10 a 20 dias de cultivo, assim como CMCase, com 0,06 U/mL.Em
contrapartida, quando os autores utilizaram um meio de cultivo otimizado comsabugo
de milho combinado com aveia como fonte de carbono em meio submerso para o
mesmo fungo, a atividadede xilanase foi de 24,98 U/mL (MENEZES, 2009).

A demanda por enzimas extracelulares com potencial biotecnoldgico é
crescente, principalmente as de origem fungicas. As aplicagdes sao as mais diversas
desde processos de biorremediagao, biodestoxificacdo, nutricdo animal, entre outras
(MENEZES, 2009; SIQUEIRA & FERREIRA-FILHO, 2010; ZHU et. al., 2016).

Os resultados de atividades enzimaticas dos macrofungos e degradacgéo de
gossipol livre durante o cultivo microbiano abrem uma oportunidade para avaliar o
potencial dos extratos brutos enzimaticos no processo de destoxificacao de fatores
antinutrionais de tortas oleaginosas. A¢bes essas que estdo em andamento pelo
grupo de trabalho da Embrapa Agroenergia e colabodores (Universidades), tanto em
tortas de sementes oleaginosas de algodao, pinhdo-manso, mamona, entre outras de
importancia para setor de nutricdo animal. Outra agao a ser feita diante dos resultados
obtidos no processo de degradagédo de GL em TCA pelo P. ostreatus CC389 e demais

€ a analise proteomica dos extratos brutos. A purificacdo parcial e/ou concentracao
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de algumas das enzimas contidas no arsenal produzidos por estes fungos quando
cultivados em tais condigdes podera servir de base tecnologica para bio-
desconstrugdo de biomassa vegetais, tanto oleaginosas como lignocelulésicas.

Os resultados quanto a EB e produtividade observados, mostraram que ao
suplementar a torta de carogo de algodao com as demais biomassas lignocelulésicas,
todas elas foram capazes de equilibrar a relagdo carbono/nitrogénio e assim,
aumentar a bioconversao do substrato em corpos de frutificacdo. Baseados nos
resultados da eficiéncia biolégica foi selecionada para o escalonamento de produgao
e testes toxicoldgicos com roedores e suinos (dados nao apresentados) a formulagao
com serragem de eucalipto (SE). Essa formulagdo apresentou 0,05 p/g de gossipol
livreao final do cultivo, ou seja, 99,96% do gossipol originalmente presente da
formulagdo acabou sendo degradado.

O género Pleurotus dispde aproximadamente de 70 espécies descritas e o P.
ostreatus aparece como a espécie mais comercializada do género, distribuida em
varias regides ao redor do mundo. Este grupo de cogumelos possui valor nutricional
comdiversas propriedades terapéuticase inumeras aplicagdes biotecnolégicas, assim
como alto valor gastrondmico. Sua colonizagdo € caracterizada como eficiente,
contendo ciclos produtivos mais curtos quando comparado com outros cogumelos
comestiveis, por exemplo, o género Agaricus (CARVALHO, 2013). Esses cogumelos,
na sua maioria, apresentam elevado teor protéico, rico em aminoacidos essenciais,
elevada proporgdo de acidos graxos insaturados e baixos teores de gorduras e
calorias. S&o igualmente considerados como importantes fontes de carboidratos,
fibras, minerais e vitaminas (COGORNIet al., 2014). O teor proteico esta relacionado
com a composicao do substrato, o tamanho do pileo, ao tempo de cultivo e da espécie
fungica, variando entre 19 e 39 % (BERNASet al.,2006).

No presente trabalho, o teor de proteina encontrado no cogumelo variou entre
28,8 e 32,6% (base seca), estando dentro do intervalo citado na literatura. Os
cogumelos em geral apresentam baixo percentual de gordura que pode variar
conforme a espécie e o substrato de 2 a 8 % da matéria seca (DUPRAT, 2015). O teor
de gordura (extrato etéreo) verificado no presente trabalho (0,8 a 1,1%, em base seca)
foi inferior as margens ja relatadas. Bonatti (2004) cultivou P. ostreatus em folha de
bananeira a fim de observar sua composi¢gao centesimal e obteve 5,97% de gordura
bruta, 47,0% de carboidratos totais, 16,9% de proteina total, 9,41% de fibras, 3,85%
de nitrogénio total e 5,58% de matéria mineral. Segundo Scriot et al.(2000), oP.
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ostreatus cultivado em residuos de algodao mostrou teores de proteina bruta entre 15
a 20%. Comparando os dados referidos aos encontrados, nossos estudos mostraram
indices superiores, principalmente um alto teor de proteinas brutas e um baixo teor de

gordura bruta.
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7. CONCLUSAO

Seis macrofungos foram capazes de degradar o gossipol livre residual
presente em torta de carog¢o de algodao autoclavados quando utilizados como meio
de crescimento.

O Pleurotus ostreatus CC389 reduziu os indices de gossipol livre em mais de
90% em meio contendo somente torta de carogo de algodéo.

A eficiéncia biolégica/produtividade de cogumelo de Pleurotus ostreatus
CC389 ficou préximo de 20% e acima de 50%, respectivamente, quando o fungo foi
cultivado em substrato contendo 70% de torta de carogo de algodao e 30% de outras
fontes lignocelulésicas.

A torta de carogo de algodao demonstrou potencial para ser usada como
substrato para produ¢ao de cogumelos, tendo em vista que os corpos de frutificagao
produzidos nesse cultivo estao praticamente isentos de gossipol livre.

As biomassas pos-colheita dos cogumelos de Pleurotus ostreatus CC389
apresentaram redugdes superiores a 99% de gossipol livre.

As atividades de manganés peroxidase de Pleurotus ostreatus CC389
sugerem correlagdo com a degradagao do gossipol livre

Os resultados obtidos neste trabalho sao satisfatorios quanto a eficiéncia do
Pleurotus ostreatus CC389 na degradagéo de gossipol livre presentes em torta de
carogo de algodao; abrindo assim possibilidades da integragao de cadeias produtivas
de biodiesel (carogo de algodao), fungicultura (cogumelos comestiveis) e industria de

nutricdo animal (insumos).
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